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INTRODUCCION

Resumen



Disefo de Nano-microvehiculos para insulina constituidos por quitosano como
encapsulante

El objetivo de la presente Tesis fue disefiar nano-microvehiculos
encapsulantes en los que la proteina encapsulada fue la hormona Insulina (I) y el
material encapsulante, un nuevo quitosano (CS) argentino. Este polisacarido es
biodegradable, biocompatible y mucoadhesivo. Se pretende que estos nano-
microvehiculos actiien como una nueva forma de dosificacién de I, alternativa (via
pulmonar o nasal) a la tradicional, con enormes implicancias para pacientes

pediatricos.

En primer término se emple6 la estrategia de “Autoensamblaje Molecular”.
Estos estudios comenzaron con la caracterizacion de ambas especies en soluciones
acuosas. Las soluciones mixtas fueron consideradas a a pH de no interacciéon
electrostatica (pH2) y de interacciéon (pH6). Se empled dispersion dinamica de luz,
determinaciones de potencial z, espectrometria UV-visible y reometria. Se desarroll6
un modelo de interacciéon molecular para [ y CS basado en el pH del medio y en las
concentraciones relativas de ambos biopolimeros en solucion dando dos
configuraciones, core-shell y cluster. Simulaciones computacionales complementaron
el analisis. La estrategia alternativa empleada fue la Nanodeshidratacion. Este
proceso fue puesto a punto empleando este CS. Se obtuvieron particulas con

diametros mayores y se evalud también su estabilidad coloidal.

El efecto del CS sobre la estructura proteica, para ambas estrategias, se
determind por espectroscopia infrarroja y por calorimetria diferencial de barrido.
Ademas, se emple6 microscopia electrénica de barrido y de fuerza atémica. Se
determind el perfil de liberacion de la insulina encapsulada y su bioactividad con

ensayos biolégicos in-vitro, en lineas celulares adecuadas.

PALABRAS CLAVE: NANO-MICROVEHICULOS; INSULINA; QUITOSANO ARGENTINO;
AUTOENSAMBLAJE MOLECULAR; NANODESHIDRATACION.



Abstract



Nano-microvehicles design for insulin, based on chitosan as the encapsulant
material

The objective of this thesis was to design encapsulating nano-microvehicles in
which the encapsulated protein was the insulin hormone (I) and the encapsulating
material, a new Argentinean chitosan (CS). This polysaccharide is biodegradable,
biocompatible and mucoadhesive. It is intended for these nano-microvehicles to be a
new type of design for I administration as an alternative to the traditional one

(pulmonary or nasal route), with enormous implications for pediatric patients.

Firstly, the "Molecular Self-assembly" strategy was used. These studies began
with the characterization of both species in aqueous solutions. Mixed solutions were
considered at pH of no electrostatic interaction and that of favoured interactions, pH2
and pH6, respectively. Dynamic light scattering, z-potential determinations, UV-
visible spectrometry and rheometry were used. A molecular interaction model was
developed for I and CS based on the pH of the solution and on the relative
concentrations of both biopolymers. Two, configurations were obtained accordingly,
the core-shell and cluster ones. Molecular interaction simulations completed the
analysis. Nano-dehydration process was firstly set-up and used as the alternative way
for nanoparticle obtention. Particles with larger diameters were obtained and their

colloidal stability was also evaluated.

The effect of CS on the protein structure was determined, for both strategies,
by infrared spectroscopy and differential scanning calorimetry. Scanning electron
microscopy and atomic force microscopy were also used. The release profile of
encapsulated insulin and its bioactivity were determined by in-vitro biological assays

in suitable cell lines cultures.

KEY WORDS: NANO-MICROVEHICLES; INSULIN; ARGENTINEAN CHITOSAN;
MOLECULAR SELF-ASSEMBLY; NANO-DEHYDRATION.
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NANOESCALA

Esencialmente, puede decirse que el término nanotecnologia hace referencia a materiales y sistemas
cuyas estructuras y componentes exhiben propiedades, fendmenos y procesos fisicos, quimicos y

bioldgicos particulares, debido que son inherentes a la nanoescala.

ATOMO ADN PROTEINAS VIRUS BACTERIAS CELULAS

1A inm

TETRAEDRO DE SILICE (CUARZOD)

Fig.1.1: Escala de tamafios con distintas estructuras representativas. Se muestra comparativamente las

dimensiones de estructuras conocidas. Extraido de [lananoteconoligia.blogspot.com].

Se considera que un material esta dentro de la nanoescala si al menos una de sus dimensiones “d”
corresponde a 1<d<500 nm (Ramsden 2016). Dicho de otra manera, la nanotecnologia se caracteriza
por el disefio, sintesis, caracterizacién y aplicacién de materiales, dispositivos y sistemas que posean

una organizacidn funcional en al menos una dimensién dentro de la nanoescala.
Ademas, a la nanotecnologia pueden asociarsele al menos tres caracteristicas ventajosas:

1. Brindala posibilidad de crear materiales con combinaciones de propiedades novedosas.
2. Los dispositivos en la nanoescala requieren una menor cantidad de material para ser
disenados y sus funciones pueden verse acrecentadas al reducirse sus dimensiones.

3. Hace posible la fabricacién de tecnologias y estructuras personalizadas.

Algunas de las geometrias correspondientes a las nano-estructuras mas comunes se muestran en la

Fig. 1.2.

16


http://lananoteconoligia.blogspot.com/

Introduccion

Q &L

: . Nanoparticula Silica Oxidos
Nanoesfera Nanocapsula Micela i
p de oro mesoporosa metalicos
@ ~o
Nanotubo de
Dendrimero Conjugado polimero-farmaco carbono

Fig. 1.2: Nano-estructuras. Adaptado de (Rojas-aguirre 2016).

La nanotecnologia ha demostrado ser muy promisoria para distintas aplicaciones médicas, con mas de
una docena de aplicaciones en nano-medicina ya aprobadas para su uso clinico (Kamaly et al

2012)(Shi et al. 2011).

En el caso de bioactivos y farmacos de naturaleza proteica, la nanotecnologia puede i) proteger las
proteinas de la degradacién o desnaturalizacién en un entorno biolégico, ii) aumentar la vida media en
la circulacién sistémica para proteinas con farmacocinéticas limitadas, iii) controlar la liberacién de
una droga manteniéndola dentro del rango de concentracion terapéutico y iv) dirigir la accién de las
drogas a tejidos, células y compartimentos intracelulares con afecciones y/o compromisos,
aumentando la proteccién y eficacia de los agentes terapéuticos. Ademas, es posible seleccionar el
tamafio de las nanoparticulas, su hidrofobicidad y las cargas superficiales y es posible su

funcionalizacion quimica (Gan & Wang 2007).

Algunos ejemplos de aplicaciones en nano-medicinas incluyen las formulaciones comerciales con
agentes antitumorales como doxorubicina (Doxil y Myocet), daunorubicina (DaunoXome), paclitaxel
(Abraxane) y amfotericina B (Ambisome) (Peer et al. 2007). Ademas, existen hoy en dia formulaciones
comerciales para el suministro o entrega, también denominado delivery, de proteinas nano-
microencapsuladas, para la proteina morfogenética 6sea-tipo 2 (Patel et al. 2008), insulina (Builders et
al. 2008), factor de crecimiento epidérmico recombinante humano (Han et al. 2001) y eritropoyetina
recombinante humana (Morlock et al. 1998). Si bien la mayoria de estas formulaciones son de tipo

inyectable, no suelen ser las mas indicadas para una entrega a largo plazo.
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Una vez que las proteinas han sido encapsuladas, su cinética de liberaciéon depende del tamafio de
particula, la velocidad de degradacion, la carga del polimero, la relacién entre hidrofilicidad y
hidrofobicidad, la polidispersidad en cuanto al tamafio de particula, la cantidad de proteina

encapsulada y del entorno que la rodea (Ichikawa et al. 2005).

Los liposomas fueron los primeros nano-vehiculos propuestos para la entrega de proteinas, a
comienzos de los afios “70 (Gregoriadis & Ryman 1972). A su vez, Speiser y col. investigaron la
posibilidad de encapsular drogas o antigenos en nanoparticulas poliacrilicas empleando técnicas de

polimerizacién micelar (Birrenbach & Speiser 1976).

En la década de los ‘80, se propuso el empleo de nanocapsulas de poli-alquil-cianoacrilato para la
administracion oral de insulina (Damge et al. 1988). Finalmente, en los "90, Gasco y col. produjeron por
primera vez nanoparticulas lipidicas sélidas cargadas de proteinas (Morel et al. 1994) y Alonso y col.
disenaron las primeras nanoparticulas de PLGA (Sanchez et al. 1993), PLA-PEG (Quellec 1998) y
quitosano (Calvo 1997) para la entrega de proteinas y antigenos. De manera general, la tendencia se
enfoca en el empleo de biomateriales biodegradables y biocompatibles, que puedan conformar
nanoestructuras en base a técnicas simples y facilmente escalables. La Fig 1.3 ilustra en términos
cientificos la producciéon en el tiempo referida a nanoparticulas (NP) disefiadas con fines de
encapsulaciéon y entrega dirigida y controlada. Puede observarse el aumento exponencial de

publicaciones en el campo referido.

12001
Liposomes

1 SLN
ME/NE/SEDDS/SMEDDS/SNEDDS
NCs

Polyester NPs

Polyacrylate NPs

Number of publications

Polysaccharide NPs
! Protein NPs

Fig. 1.3: Evolucién en el nimero de publicaciones referidas a nanosistemas de aplicacién en biomedicina, en el

tiempo, desde 1980 en adelante. Adaptado de (Santalices et al. 2017).

Cabe mencionar, que si bien los liposomas y las nanoparticulas biopoliméricas son las estructuras que

reciben mas atencion, existe un creciente interés por el disefio de nanoparticulas inorganicas, hechas
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de oro u 6xido de hierro (Heinemann et al. 2014), silicio y tubos de carbono (Garcia-Fuentes et al.

2005).

En la actualidad, el mercado para proteinas y péptidos esta creciendo exponencialmente, siendo las
drogas compuestas de proteinas las mas vendidas en afos recientes, especialmente los anticuerpos

(Mitragotri et al. 2014).

Se han hecho numerosos intentos para superar los impedimentos que presenta el uso de nano-
vehiculos para la entrega de drogas. Estos esfuerzos se han dirigido al disefio de nano-medicamentos
que ya se encuentran en el mercado o que han superado la etapa de pruebas en animales (Weissig et al.
2014). Si bien muchas estrategias se han concentrado en variadas modalidades de administracion
(ocular, pulmonar, transdérmica), la mayoria de los disefios se concentran en la administracion oral o
en la entrega localizada hacia la cavidad abdominal (Lewis & Richard 2015) o en la entrega sistémica

por via oral o parenteral (Patel et al. 2014)(Santalices et al. 2017).

Por otro lado, siempre resulta un desafio extender la estabilidad proteica en estas formulaciones,

evitar la desnaturalizacion y proteger las proteinas de la autoagregacion.

En general, las nanoparticulas tienden a agregarse para minimizar la energia libre superficial y dichos
agregados y sus propiedades superficiales pueden desencadenar el proceso de opsonizacion en la
sangre luego de la liberacién sistémica, volviendo a las nanoparticulas mdas reconocibles para los
sistemas de defensa y exponiéndolas a ser removidas por las células de defensa del sistema

inmunolégico. Sin duda esta situacién disminuiria la efectividad de las NP (Gref et al. 1994).

Ademas, la heterogeneidad y la naturaleza altamente iénica de la sangre puede facilmente incrementar
dicha agregacién, ocasionando la pérdida de funcionalidad de las plataformas de entrega de drogas
nanoparticuladas. Entonces, incrementar la vida media dentro del torrente sanguineo es uno de los

primeros objetivos al desarrollar NP como vehiculos de entrega de drogas.

1.1. COMPUESTOS ENCAPSULANTES POLIMERICOS

El empleo de biopolimeros, tales como los polisacaridos, presenta multiples ventajas en el desarrollo
de nanoparticulas. Los polisacaridos se encuentran entre las sustancias mas abundantes de la
naturaleza; son de bajo costo y su obtenciéon es ampliamente conocida, lo que los convierte en

reemplazantes naturales de los polimeros sintéticos.

Son ademdas materiales seguros, no toéxicos y biodegradables. Sus diferentes composiciones les

confieren un sinfin de estructuras y propiedades (peso molecular, carga, polaridad, solubilidad, etc.)
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(Joye & McClements 2014) que aumentan en la mayoria de los casos la biodisponibilidad de los

compuestos encapsulados.

En este marco, se han realizado varios intentos de desarrollar sistemas de encapsulacién y posterior
liberacion “sitio-especifica” de compuestos de importancia bioldgica, tanto en el sector alimentario
como en el farmacéutico y el cosmético empleando estos materiales como agentes encapsulantes
(Nasti et al. 2009). En los ultimos afios, ha habido un creciente interés en el disefio de sistemas de
liberacion sitio-dirigida o liberacién sitio-especifica (delivery systems) basados en estructuras
poliméricas. De esta manera se encapsula, protege y libera compuestos bioactivos beneficiosos para un

sistema biolégico determinado.

1.1.1. INTERACCIONES PROTEINA-POLISACARIDO

Las interacciones proteina - polisacarido juegan un rol significativo en la estructura y estabilidad de
muchos desarrollos farmacolégicos. El control o la manipulacién de estas interacciones
macromoleculares, son un factor clave para el disefio de nuevos medicamentos, tanto en su desarrollo

como en su formulacion (Jones et al. 2010).

INTERACCIONES FiSICO-QUIMICAS Y ESTABILIDAD DE LOS SISTEMAS

La mezcla de proteinas y polisacaridos puede originar una fase estable o fases separadas, dando cuatro
tipos de sistemas que difieren en sus estructuras y propiedades (Fig. 1.4): 1) una sola fase conteniendo
complejos solubles, (determinado por interacciones electrostaticas y uniones hidrégeno que los
estabilizan); 2) una sola fase conteniendo los diferentes biopolimeros en dominios en los cuales ambos
polimeros se excluyen mutuamente debido a una limitada incompatibilidad termodinamica; 3)
formacién de un complejo electrostatico insoluble y una fase soluble (coacervacién); 4) un sistema de
dos fases en que ambos biopolimeros estan principalmente en fases diferentes (llamados también

sistemas emulsion agua - agua) debido a incompatibilidad termodindmica (McCLEMENTS 2005).
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[ Solucién Proteica ] [ Solucién dePolisacarido ]
1 2
3 4
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Fig. 1.4: Representacion esquematica de cuatro posibles sistemas obtenidos de la mezcla de soluciones de proteina

y polisacarido. Adaptado de (Tolstoguzov 1991).

FORMACION DE COMPLEJOS ELECTROSTATICOS

Las interacciones macromoleculares involucradas en la formacién de complejos pueden ser de tres
tipos: a) entre polielectrolitos, b) entre grupos con cargas opuestas (acidos y basicos) y c) entre otros
grupos disponibles de los polielectrolitos. En el primer caso, la carga neta, forma, tamafio y flexibilidad
de las macromoléculas son importantes, mientras que en los otros casos es importante la reactividad
de los grupos de los residuos de aminodacidos disponibles en la superficie exterior de la molécula

proteica y de las unidades de azicares de las cadenas de los polisacaridos (Jones et al. 2010).

La formacién de complejos electrostaticos es usualmente un proceso reversible que depende del pH y
la fuerza iénica del medio, entre otros factores (Tabla 1.1) y esta favorecida cuando los componentes
presentan cargas opuestas. Ambos biopolimeros presentan un comportamiento electrostatico
dependiente del pH del medio: la proteina tiene carga (-) si pH >pl (pH al cual la carga neta es cero);
carga (+) si pH<pl. Los polisacaridos mas usados presentan grupos quimicos con un
pKapotisacarido<plproteina. AUn a pH neutro pueden ocurrir interacciones electrostaticas entre polisacaridos

aniénicos y subunidades cargadas positivamente de proteinas oligoméricas. Otro fendmeno que
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participa en la formacién de estos complejos es el mecanismo de regulacién de carga, por el cual el
equilibrio de protones de los distintos residuos titulables de una proteina se ve afectado por la
presencia de otras proteinas, polisacaridos, superficies 0 membranas, dando lugar a interacciones

moleculares atractivas entre las especies (Lund & Jonsson 2013).

Tabla 1.1: Factores que influyen en la formacion de complejos proteina - polisacarido

Parametros fISICOQUImICOS e p . .
. . Parametros internos Parametros externos
Interacciones
. - . Densidad de carga, peso Fuerza i6nica, pH, temperatura,
Interacciones electrostéticas. Interacciones - - . Lo
. ) molecular, tamafio, relacion |velocidades de deformacion, tiempos
no — electrostaticas. Uniones puente . ., .
L . PN de concentraciones de deformacion, presion, forma de
hidrogeno. Interacciones hidrofobicas. Lo L o )
biopolimero/ biopolimero. | preparacion de la mezcla, presencia
Enlaces covalentes. o ]
Conformacion, topografia de otros componentes*

*sales, lipidos, agentes con actividad superficial, polisacaridos

Durante la formacién de los complejos electrostaticos, la carga neta disminuye, reduciéndose la
hidrofilicidad y la solubilidad del complejo. Las particulas dispersas de complejo insoluble se agregan y

en casos extremos precipitan, formando una fase dispersa de complejo de coacervacidn.

Algunas aplicaciones industriales de complejos proteina - polisacarido son la purificacion de
macromoléculas (ej. proteinas), la microencapsulaciéon en biotecnologia, cosméticos, farmacia y

medicina, ingredientes alimentarios y los biomateriales (Myrick et al. 2014).

La versatilidad de los polisacaridos como material encapsulante queda demostrada en la variedad de
aplicaciones para los que son utilizados. Por ejemplo, se emplean particulas de carboxymetil-quitosano
para entrampar doxorubicina, se emplea una combinacidon de pululano y colesterol para la entrega
controlada de insulina, se disefian microtibulos de dextranos para encapsular y suministrar bioactivos
en reconstrucciones de tejidos dafiados y se construyen nanoparticulas de tipo core-shell con un
centro de gelatina y polisacaridos y una capa externa formada de polielectrolitos para el transporte y la

entrega de galato de epigalocatequina (Myrick et al. 2014).

1.2. ESTRATEGIAS Y METODOS PARA LA GENERACION DE NANOPARTICULAS

Existen dos estrategias para la generacién de nanoparticulas: Arriba-abajo (Top-down) y Abajo-arriba
(Bottom-up). En la primera, el proceso comienza con materiales de escala macroscépica, que se van
reduciendo hasta obtener el tamafio de particula deseado. Para la segunda estrategia, por el contrario,
se busca el ensamble de componentes mas pequefios para lograr estructuras mas complejas (Ahmed &

Aljaeid 2016).
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Arriba-abajo (Top-down). Los procesos comunmente asociados a esta estrategia son molienda,
trituraciéon, homogeneizaciéon y extrusiéon, que involucran la disrupciéon de sélidos o liquidos en
particulas mas pequefias. Con este fin, se emplean con asiduidad las fuerzas de compresién, impacto y
cortantes (Merisko-Liversidge et al. 2003). Si bien esta estrategia se emplea en la industria para
generar particulas biopoliméricas, resulta complejo en muchos casos desarrollar particulas con

propiedades estructurales bien definidas y que salvaguarden la integridad fisico-quimica de los

bioactivos (Joye & McClements 2014).

Fragmentacion/ Agregacion/ )

Bulk/Matriz Pulverizado ensamblaje Atomos
e o ailbas

< 4 e ate

—gm mem < Gy i

! il

Nanoparticulas

Arriba-Abaijo Abajo-Arriba

Fig. 1.5: Estrategias Top-down y Bottom-up para generar nanoparticulas. Adaptado de (Pareek, V., Bhargava, A,
Gupta, R, Jain, N., Panwar 2017).

Abajo-arriba (Bottom-up). Este enfoque se caracteriza por la construcciéon de particulas mediante
autoensamblaje o auto-organizaciéon de moléculas debido a cambios en las condiciones del entorno,
como pH, fuerza idnica, temperatura o concentraciéon. Esta estrategia permite la formacién de
particulas muy pequefias y un alto grado de control sobre sus propiedades (tamafio, morfologia, etc.).

A continuacién se enumeran brevemente algunas de las técnicas mas representativas de este enfoque.

Autoensamblaje molecular. Cuando un material anfifilico es disuelto en una solucién acuosa, se forman
autoagregados de manera espontanea, por medio de asociaciones intra- o intermoleculares entre los
dominios hidrofébicos, principalmente para minimizar la energia libre interfacial. Las nanoparticulas
asi formadas exhiben caracteristicas Unicas, dependiendo de los constituyentes
hidrofébicos/hidrofilicos. En muchos casos, se obtienen estructuras de tipo core-shell: un centro

hidrofébico rodeado de una corona hidrofilica. (Yang et al. 2015a)
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Fig. 1.6: Autoensamblaje molecular para especies de carga opuesta (interaccion electrostatica), con formacién de

particulas de tipo core-shell.

Gelificacion i6nica. Este método se basa en la habilidad que tienen los polielectrolitos para
entrecruzarse en presencia de contraiones y formar cuentas/esferas de hidrogel. Dichas cuentas se
producen al dejar gotear una solucién polimérica que contiene la droga a encapsular, dentro de una
solucién acuosa de cationes polivalentes. Los cationes difunden dentro de las largas moléculas de
polimero y forman un entramado tridimensional de regiones entrecruzadas i6nicamente (Patil et al.

2012).

Alginato de Sodio Alginato de Calcio

Fig. 1.7: Esquema de gelificacion idnica. En el ejemplo, el agregado de calcio promueve la solidificacion de la red de

alginato.

Desolvatacion. Un polisacarido es desolvatado por medio de cambios en la carga o la adicién de un
agente desolvatante, induciendo un efecto de coacervacién. Entre los agentes que provocan la
desolvatacién mas comunes se encuentran ciertos alcoholes y sales, dependiendo de la droga que se

desee encapsular (Yang et al. 2015a).

Coacervacién compleja. Ocurre cuando se mezclan dos polielectrolitos de cargas opuestas y tiene lugar
una separacion de fases, mediada por interacciones electroestaticas entre las dos especies. Como se
detall6 en la seccién 1.3, se forman una fase rica de NP poliméricas, llamada coacervado y una fase de
sobrenadante depletada o con escasa concentracién de nanoparticulas. Este método permite la
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encapsulaciéon de variadas drogas en fase acuosa a bajas temperaturas, preservando su actividad

(Hudson & Margaritis 2014).

Liofilizaciéon. Puede emplearse como una forma de deshidratacion para aquellos materiales
termosensibles. Involucra el congelamiento, la sublimacién y la desorcion del agua de la soluciéon
polimérica. Esta técnica da origen a muestras con alto grado de porosidad, que pueden ser
reconstituidas con relativa facilidad (Joye & McClements 2014). En realidad se trata de un proceso de

entrampamiento fisico de moléculas bioactivas.

Nanodeshidratacion (Nano Spray Drying). La soluciéon con las especies que conformaran las
nanoparticulas es impulsada a través de una rejilla con poros micrométricos, la cual vibra a frecuencias
ultrasoénicas. Esto produce un aerosol de pequefias gotas cargadas, que gracias a un flujo de aire son
secadas, para dar lugar a un polvo fino (Maged et al. 2016). Andlogamente a la liofilizacién, es otro

modo de entrampamiento fisico de bioactivos.

1.3. RUTAS DE ADMINISTRACION PARENTERALES Y NO PARENTERALES

El término parenteral hace referencia a la introduccién dentro del cuerpo de alguna sustancia
implantada, inyectada o infundida en los capilares, espacios tisulares o compartimentos corporales.
Desde el lugar de la administracion, la droga es transportada al sitio de accidn. Ya que el procedimiento
de administracidn se vale de una puncién o una incisién, esta ruta se considera invasiva. Los ejemplos
mas comunes para esta ruta son las administraciones intradermal, subcutanea, intramuscular,

intravenosa e intra-arterial (Ahmed & Aljaeid 2016).

La ruta parenteral suele ser la elegida a la hora de suministrar una gran cantidad de masa activa de
proteinas y en el formato vacunas, debido a la baja biodisponibilidad y/o baja inmunogenicidad que
presentan al emplear otro tipo de rutas (Dean et al. 2001). Sin embargo, las inyecciones periédicas no
son apropiadas para todos los pacientes, nifios por ejemplo, y muchas formulaciones inyectables
tienen altos costos de produccién. Es por esto que en afios recientes ha habido un gran interés en rutas
de administracién no invasivas, como la ruta mucosa, que involucra las vias oral, bucal, nasal,

pulmonar y vaginal (Christopeit et al. 2008)(Gradishar et al. 2005).

En términos generales estas rutas, si bien no invasivas, presentan bajos indices de absorcién y el
bioactivo es susceptible a la degradacion enzimatica. En términos mas particulares las vias nasal y
pulmonar son especialmente atractivas gracias a que la actividad proteolitica local suele ser baja
(Duncan 2006)(Galley & Webster 2004). Aunque por otro lado estas rutas alternativas han sido
asociadas a biodisponibilidades variables o bajas, limitada capacidad de entrega, condiciones extremas
de pH, poca penetraciéon de proteinas a través de mucosas o barreras dérmicas y una eficiencia de

inhalacién variable (Yu et al. 2016). Por dltimo, los medicamentos administrados por estas vias pueden
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desencadenar respuestas inmunoldgicas tanto a nivel local como sistémico. La Fig 1.8 muestra

esquematicamente las principales vias de administracién de fArmacos en el cuerpo humano.
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Fig. 1.8: Esquema que describe las principales vias de administracién de firmacos en el cuerpo humano.

Autora: Mgtra. Yamilka Lineth Sanchez Alvarado.

En el disefio de una nueva forma de administraciéon de un bioactivo encapsulado en una nanoparticula

y al considerar cierta ruta de administracién debe elegirse un polimero capaz de conservar su

integridad al sortear todas las barreras que dicha ruta presentara, debe ser capaz de proteger el

bioactivo que transporta y que una vez alcanzado el sitio de entrega, debe liberar de manera

controlada su carga. En términos experimentales, estas restricciones determinan de qué manera habra

de comprobarse la efectividad de la nanoparticula en cada una de estas barreras, qué pHs se

considerardn, qué lineas celulares seran las indicadas para las pruebas in vitro, qué respuestas

celulares son las esperadas, etc.
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Por ejemplo, si evaluamos las rutas de administraciéon oral y pulmonar, exhibidas en la Figl.9, es
posible detectar cada una de las barreras a sortear, asi como también los sitios de destino de cada ruta.
Para la ruta pulmonar (Fig. 1.9.b), la mayoria de las barreras se relacionan con la aerolizacion de la
nanoparticula y su desplazamiento mecanico por el sistema de conexiones que componen el sistema
respiratorio. Una vez alcanzados los bronquiolos, éstas deben interactuar con una capa de mucosidad y

con el epitelio pulmonar, para lograr que la droga de interés alcance el torrente sanguineo.

Via Oral Via Pulmonar

Cavidad bucal Nariz/boca

Lumen Nasofaringe
intestinal y faringe

Capa de mucosa :
apical La\mnge
Capa de agua Traquea
Células epiteliales Bronquios
intestinales
Membrana basal Bronquiclos
I I
Torrente Capilares
sanguineo pulmonares

Fig. 1.9: Comparacién de las barreras a sortear por un bioactivo o una droga durante su administracion por via

oral y pulmonar. Adaptado de (Sharma et al. 2015)

Emplear el tracto respiratorio presenta multiples ventajas para la entrega de proteinas bioactivas: 1) la
actividad proteolitica es baja comparada con la del tracto intestinal, 2) es facil obtener una respuesta
inmune fuerte en ambas rutas a través del tejido linfatico asociado a la mucosa, que contiene muchos
foliculos linfaticos (areas de células 3), macréfagos y células dendriticas y 3) estas rutas requieren
dosis mas bajas que la ruta oral (Dombu & Betbeder 2013a). Por estas razones, el tracto respiratorio
posee un gran potencial como via de administracion. El epitelio de la via aérea estd firmemente
cerrado por las uniones estrechas y la capa de mucosidad cubre las partes alta y central del tracto
respiratorio (nariz, traquea, bronquios y bronquiolos), lo que limita la absorcién de proteinas en el
lumen respiratorio (Amidi et al. 2010). Las uniones estrechas entre células epiteliales del epitelio distal

son menos firmes (anteriores a los alvedlos) y casi no existe mucosidad, lo que permite el acceso
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relativamente simple de las proteinas bioactivas a los sistemas vasculares y linfaticos cercanos

(Edwards et al. 2016).

La entrega por via pulmonar se beneficia de la extensa superficie de intercambio de la estructura
alveolar, una red muy densa de capilares y una barrera epitelial delgada, al tiempo que evita la
protedlisis gastrointestinal y el metabolismo hepatico. Esto se traduce en el aumento de la
biodisponibilidad dentro del cuerpo y la reduccién de efectos secundarios en zonas ajenas al sitio de

accion (off-target) (lyer et al. 2015).

Con estos antecedentes, en la presente Tesis se optd por explorar la via pulmonar como via de
administracion de los nanosistemas aqui disefiados y en funcion de ello se planificaron los
experimentos conducentes a explorar la interaccidon del quitosano empleado con una capa de mucus,
en la cual predomina la proteina Mucina, y el comportamiento de las nanoparticulas generadas. Se
constato la capacidad de la insulina encapsulada para activar su receptor, en fibroblastos 3T3 y en un

modelo de epitelio pulmonar, la linea celular Calu-3.

1.4. TRANSPORTE DE NANOPARTICULAS EN TEJIDOS

El moco secretado por las células de los epitelios internos tiene como funcién excluir patégenos y otros
materiales dafiinos que podrian dafiar las células, permitiendo al mismo tiempo la difusién de
nutrientes, proteinas y moléculas esenciales (Washington et al. 2000). Este sistema constituye el
primer mecanismo de defensa para atrapar y remover objetos en la nano y microescala, virus y

bacterias.

Las mucosas protegen variados espacios del cuerpo humano: nariz, pulmones, vejiga y tracto
reproductivo, entre otros. La capa de mucus se compone en un 90% de agua, mucinas (5%), lipidos y
sales minerales. Las mucinas son proteina altamente glicosiladas que forman una red viscoelastica (Lai
et al. 2009) y estan cargadas negativamente debido a la presencia de acido siadlico y monosacaridos
sulfatados dentro de las cadenas de azucares. El espesor de la capa mucosa varia entre 300 um en el
estébmago a 700 um en el intestino, con poros de entre 20 y 200 nm de didmetro (Round et al. 2012). El
epitelio debajo de esta cubierta de mucina consiste en otras capas de células unidas entre si mediante
uniones estrechas, con separaciones menores a 0,1 nm, que restringen el pasaje de NP (Ensign et al.

2013). Un esquema ilustrativo se resume en la Fig. 1.10.

Las nanoparticulas pueden atravesar el tejido epitelial siguiendo la ruta paracelular o la transcelular.

La primera constituye el pasaje de sustancias a través de los espacios intercelulares, por difusién. La
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segunda ocurre directamente a través de las mismas células epiteliales (Yamanaka & Leong 2008), e

intervienen caminos celulares mas complejos con requerimiento de energia.

Pasaje Paracelular Pasaje Transcelular

Moco

Epitelio Columnar Célula Basal Célula Caliciforme
Ciliado

Fig. 1.10: Vista lateral esquematica del epitelio pulmonar. Adaptada de (Amidi et al. 2010).

La mucosidad inmoviliza particulas mediante interacciones hidrofébicas y electroestaticas, ademas de
puentes hidrégeno. En el pulmén humano, existen dos capas de mucosidad: la periciliar, de tipo sélido
y con un espesor entre 5y 10 um y la luminal, de tipo gel, de 60 pm de espesor. La primera presenta
mayor contenido de agua y es cercana al epitelio. La segunda se encuentra entre las cilias celulares y su
funcién es impulsar el moco dentro y fuera de los pulmones, capturando cualquier material externo

(Jeon et al. 2013)(Barua & Mitragotri 2014).

1.5. BIOADHESION

El término bioadhesion se define como el acoplamiento de un polimero o una macromolécula natural, a
la mucosidad o superficie epitelial. Existe una variedad de fuerzas que pueden contribuir a anclar un
polimero a la capa de mucus o a un tejido. Las fuerzas covalentes entre biopolimero y mucus son
adecuadas si el material polimérico no es toxico. Los mejores candidatos seran aquellos materiales
capaces de generar interacciones electroestaticas o polares débiles, aun cuando las interacciones
fuertes entre los grupos quimicos del polimero y la mucosidad serdn necesarias para mantener en
contacto el material encapsulante o carrier conteniendo el bioactivo y el tejido por un periodo

prolongado. De todas maneras, la fuerza de interaccidn resultante serd una combinacién de fuerzas
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hidrofébicas e hidrofilicas (J W Lee, ] H Park 2000). La Figura 1.11 ilustra el fenémeno de bioadhesién
que ocurre en un epitelio; ésta representa la liberacién de un compuesto hipotético (en rojo)

nanoencapsulado en nanoparticulas (en verde) adheridas a una capa de mucus (azul).

®

ADHESION

LUMEN

MUCOSA
ENTREGA/
ABSORCION

Fig. 1.11: Bioadhesion sobre superficie mucosa. Adaptado de (Irache et al. 2005).

1.6. CRITERIOS DE SELECCION DE POLISACARIDOS

Asi como sucede con las proteinas, la estructura molecular de los polisacaridos depende de su
secuencia de mondémeros, las condiciones ambientales prevalecientes y su historia fisicoquimica y
reolégica. Los polisacaridos difieren entre si en términos de tipo, nimero, secuencia y la clase de
uniones de monosacaridos constituyentes de la secuencia principal. Estas diferencias quimicas se
traducen en propiedades moleculares diferentes, como peso molecular, grado de ramificacidn,
estructura, flexibilidad, carga eléctrica e interacciones. A su vez, estas diferencias moleculares dan
lugar a diferencias en las propiedades funcionales, como solubilidad, gelificacién, capacidad de

retencion de agua, emulsificacidn y actividad superficial (Semenova 2017).

Existe cierto numero de factores que deben ser tenidos en cuenta al momento de seleccionar
polisacaridos apropiados - o una combinacién de ellos- para fabricar un sistema de entrega basado en
estos materiales. Es importante establecer las condiciones de la solucién y del entorno en el que se

encuentran las moléculas y que les permite asociarse con otros polisacaridos u otros tipos de
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moléculas. Esto requiere conocer las propiedades fisicoquimicas de las especies involucradas, como las
temperaturas de transicion de eventos de deshidratacién, transicién vitrea (Tg), agregacion,
propiedades eléctricas, pKa, sensibilidad a iones mono o polivalentes, o susceptibilidad a reacciones

quimicas o enzimaticas (Devi et al. 2017).

Para ciertas aplicaciones, es importante establecer las caracteristicas eléctricas de las moléculas
empleadas (potencial ¢ versus pH), ya que las interacciones electroestaticas pueden ser usadas para
ensamblar estructuras poliméricas especificas. La carga eléctrica de los polisacaridos depende de la
naturaleza de los grupos id6nicos a lo largo de la cadena, como asi también de las condiciones de la
solucién. Algunos de estos materiales son neutros (almidén, celulosa), algunos aniénicos: (alginato,
carragenano, xantano) y otros catidnicos (quitosano). La magnitud de la carga eléctrica depende del pH
en relacion al pKa de los grupos cargados. Aquellos de naturaleza anidnica tienen a ser neutrales a pH
suficientemente inferiores al pKa y negativos a pHs superiores, mientras que los catiénicos tienden a
ser neutrales a pHs superiores y positivos para pHs inferiores. Los grupos cargados mas comunes son
los sulfatos, como en carragenanos por ejemplo, grupos carboxilos como en la pectina, alginato,

carboximetilcelulosa y aminos como en quitosano.

La carga eléctrica de los polisacaridos puede ser alterada por interacciones con otras especies idnicas
de su entorno. Estas interacciones suelen involucrar iones mono o multivalentes como sodio o calcio,

que se unen a grupos cargados de la cadena biopolimérica, alterando la carga total.

Tercero, es importante establecer la naturaleza de las particulas biopoliméricas que pueden formarse
empleando polisacaridos, asi como también su morfologia, densidad, indice de refraccién, tamafio,

carga y estabilidad frente a pH, presencia de sales, temperatura y enzimas (Jones et al. 2010).

1.7. QUITOSANO

El quitosano (CS) ha sido considerado el biopolimero del siglo XXI debido a que en las tltimas décadas,
su estudio y sus consecuentes usos han crecido exponencialmente (Chen et al. 2013). Es biodegradable,
biocompatible y no téxico (Khan et al. 2000) y también son conocidas sus propiedades antimicrobianas

y su capacidad de formar films (Assis et al. 2002).

Una de las caracteristicas mas significativas para ser utilizado en este trabajo de Tesis es, sin embargo,
que posee excelentes propiedades de mucoadhesion. Como la absorcién de la mayoria de los principios
activos de medicamentos es controlada por un proceso de difusién pasiva, para incrementar dicha
absorcion es crucial mantener un gradiente de concentracién tan pronunciado como sea posible. Este
hecho representa la fuerza impulsora que maximiza la absorcién del componente de interés. Para

lograr este objetivo, el sistema de entrega tiene que mantenerse el mayor tiempo posible en contacto
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intimo con la membrana de absorcién, lo que puede ser garantizado mediante la utilizacién de

sistemas de administracion mucoadhesivos.

1.7.1. CARACTERISTICAS QUIMICAS

El precursor del CS, la quitina (Q), es un homopolisacarido lineal formado por unidades de N-acetyl-f3-

D-glucosamina. El CS se obtiene tras un proceso de desproteinizaciéon y de remocién de un gran

numero de grupos acetilos de la estructura de la Q (desacetilacién), quedando expuestos asi los grupos

aminos (Fig. 1.12), siendo éstos los responsables de la versatilidad de este polimero (Reads

2014)(Colina et al. 2014)(H Hernandez et al. 2009).

El grado de desacetilacion (DD) y el peso molecular (PM) son las caracteristicas mas importantes de su

estructura y definen sus posibles aplicaciones. Se considera CS cuando el DD de la molécula es mayor al

50%.

Por otro lado, su PM puede variar entre 5kDa y 2000kDa, desde oligdmeros hasta polimeros de largas

cadenas (Ramirez et al. 2002).
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Fig 1.12: Estructuras quimicas de la quitina y CS.
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Las caracteristicas de sus moléculas hacen de él un material muy versatil, permitiendo su uso en
diferentes formas: en solucién, films, hidrogeles, fibras, nanoparticulas, microesferas, entre otras

(Cremar et al. 2018)(Silva et al. 2017).
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Fig. 1.13: Reaccion de desacetilacion del quitosano. (a) Reaccion generalizada, y (b) Detalle del

mecanismo de reaccién (Monserrat Altamirano Pavén 2016).

1.7.2. ESTADO DEL ARTE

El CS es un polimero muy interesante ya que presenta baja alergenicidad (Cheung et al 2015).
También se ha reportado su caracter antitumoral al modificar los tiempos de entrega de las drogas y
disminuir las dosis necesarias (Karagozlu & Kim 2014), antimicrobiano eficiente en forma de films
contra Escherischia coli (ATCC 43895), Salmonella typhimurium (ATCC 19585), Listeria innocua y
Bacillus subtilis (ATCC 1254) (Martins et al. 2014) y posee actividad antioxidante gracias a su
capacidad antirradicalaria demostrada en estudios in vitro e in vivo(Ngo & Kim 2014). Tanto el peso
molecular como el porcentaje de desacetilacién (fracciéon molar de unidades desacetiladas) afectan y
defines estas propiedades (Aranaz et al. 2009). Entre las aplicaciones mas frecuentes para este
polimero se encuentran su funcionalidad como excipiente farmacéutico y su potencial como material
encapsulante, nanocarrier o nanovehiculo (Felt et al. 1998), material para la reparacion de heridas,
como andamio para la ingenieria de tejidos (Zhang & Zhang 2002), el tratamiento de aguas servidas
(Onsgyen & Skaugrud 1990). Se lo ha empleado en tratamientos para combatir la obesidad (Han et al.
1999). En este dltimo caso, el CS interfiere con la actividad de la lipasa pancreética, lo que tiene un

efecto directo en el almacenamiento de grasa en ratones.
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Debido a que el CS deriva de un polimero natural, se lo suele catalogar como biocompatible,
habiéndose demostrado su degradacidn in vivo por enzimas como la lisozima y la quitosanasa, para dar
lugar a oligdmeros y unidades de N-glucosamina, la cual es de producciéon enddgena en el cuerpo
humano (Khor 2001). Sin embargo, para garantizar que un material sea biocompatible también debe
evaludrselo en términos de sus pardmetros estructurales, su forma de administracién, peso molecular,

el uso asignado y la ruta de administracién (Huang et al. 2004).

El quitosano empleado en este trabajo fue obtenido en el laboratorio de Microbiologia del Instituto de
Tecnologia Industrial (INTI), filial Mar del Plata. En la actualidad existe un proyecto conjunto entre
dicho laboratorio y el Laboratorio Interdisciplinario de Dindmica Celular y Nano-Herramientas para
escalar la producciéon de quitosano hasta un nivel de planta piloto y al mismo tiempo emplear el
polimero como material encapsulante de bioactivos de valor para la industria farmacéutica. Dicho
convenio quedd consolidado tras resultar financiado un subsidio de tipo PICT Start Up (Proyecto de
Investigacion Cientifica y Tecnolégica Start Up) en 2016, cuyo titulo es “Quitosano argentino para el
desarrollo de nanocapsulas de tipo core-shell destinadas a la proteccién y liberaciéon controlada de

bioactivos”.

La versatilidad de este material sumada a la disponibilidad de un producto de origen nacional supone
un incentivo en su aplicacién en variadas areas de la industria como la cosmética, alimentaria, agricola,

meédico-farmacéutica, biotecnolégica, etc.

El desarrollo de nanoparticulas a base de CS se encuentra limitado en el pais debido a la inexistencia de
este polisacarido con origen nacional, siendo muy altos sus costos de importacién. Por lo tanto, si bien
tener como paso previo a la generacién de nanoparticulas, la obtencién de CS como etapa inicial, en
realidad trae aparejado el beneficio de brindar a este biopolimero valor agregado como producto

intermedio para futuros desarrollos.

Para la obtencién de CS argentino se utiliza como materia prima residuos provenientes del procesado
de crustaceos, principalmente sus exoesqueletos, los cuales poseen como principal componente
estructural a la quitina. Actualmente, dichos residuos no son utilizados por las empresas pesqueras de
nuestro pais siendo volcados a cielo abierto provocando serios problemas ambientales (baja tasa de
degradabilidad de los exoesqueletos, generacion de olores, propagacion de plagas). A modo de
ejemplo, en la localidad de Trelew se desechan alrededor de 1470 toneladas anuales de exoesqueletos
de langostinos, perdiendo asi una fuente importante de materia prima para la obtencién de CS (Fig.

1.14).
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Fig. 1.14: Fotografias del sector de arrojo de residuos pesqueros en el Basural Municipal de Trelew - Marzo 2015

(Fuente: Informe Residuos de la pesca Trelew-Chubut Agosto 2015. Subsecretaria de educacién ambiental.

Municipalidad de Trelew).

Por lo dicho, este trabajo de Tesis no s6lo plasma una innovacién en el campo médico-farmacéutico
mediante el desarrollo de NP de insulina, con el consecuente impacto en la salud de la sociedad, sino
que plantea ademads una solucién al problema ambiental que hoy generan los residuos del procesado

de crustaceos, dejando abierta la puerta a nuevos desarrollos de productos a base de CS.

1.8. INSULINA

La insulina es una proteina globular (5,8 kDa) compuesta por dos cadenas polipeptidicas, la cadena A
de 21 aminoacidos y la cadena B de 30 aminoacidos, unidas covalentemente por dos puentes disulfuro
(Duan & Xu 2005). La representacion de su estructura y secuencia aminoacidica se muestran en la Fig.
1.15. En sujetos sanos, inmediatamente después de ingerir alimentos, se secreta insulina desde las
células R pancreaticas a la circulacién portal, alcanzando insulinemias elevadas, con niveles maximos
de hasta 80 uU/ml a los 30 min. La insulina secretada se unira a las células del tejido adiposo, higado y
musculo, estimulando la entrada de nutrientes a la célula y evitando asi un ascenso excesivo de la
glicemia postprandial. Estos niveles retornan a niveles basales a las 2-3 h de la ingesta (Eyzaguirre &

Codner 2006).
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Fig. 1.15: Estructura de la Insulina. Adaptada de (Fernandez-Tresguerres et al. 1999).

La insulina es liberada via exocitosis en el torrente sanguineo, para contribuir a la utilizacién de

glucosa periférica la que serd destinada en la generacién de energia (McPherson, R. A., Pincus 2017).

Las respuestas coordinadas que estimulan la oxidacién de la glucosa, inhibiendo al mismo tiempo la

gluconeogénesis llevan a la accién hipoglicémica de la insulina. La concentracién de glucosa decrece

cuando la insulina dirige los transportadores de glucosa (GLUT4) hacia las membranas celulares e

incrementa el transporte hacia las células diana (Choudhury et al. 2017), fenémeno representado en la

Fig. 1.16.
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Fig. 1.16: Esquema de DM tipo 2: resistencia a la insulina. Extraido de https://dtc.ucsf.edu/es/.
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El objetivo de la terapia con insulina es proveer un reemplazo de esta hormona para todos los
pacientes que lo requieran. Sin embargo, es posible que surja algln tipo de resistencia a la insulina
(Weiss, M,, Steiner, D. F., Philipson 2014). En este contexto, las nanoparticulas se destacan como un

medio conveniente, seguro y no invasivo para la entrega de esta proteina (Kesharwani et al. 2018).

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad compleja que se caracteriza fundamentalmente por una
insuficiencia absoluta o relativa de la secreciéon de insulina (DM tipo 1), y por una sensibilidad o
resistencia de los tejidos al efecto metabdlico de la insulina (DM tipo 2). La frecuencia de la diabetes va
en aumento tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo, debido al envejecimiento de la
poblacién, la tendencia al sedentarismo y el mejoramiento del control de las enfermedades
infectocontagiosas (Gonz et al. 2000). Se estima que en todo el mundo, en 2012, habia 371 millones de
personas con DM, lo que representa un incremento de 125 millones en los ultimos cinco afios. En
América Latina se estimaba que en el afio 2010 existian 15 millones de personas con esta enfermedad,
cifra que aumentaria aproximadamente un 14% en los siguientes 10 afios. Especificamente en la
Argentina, la cifra estimada era de 1.426.000 personas con DM en el afio 2.000, previéndose que

llegaran a 2.457.000 en el afio 2030 (Gagliardino et al. 2013).

Las formas de administracion de insulina mas utilizadas son inyecciones y dispositivos de infusion
continua subcutanea (bombas). La administracion oral de esta hormona no es muy comun debido a
que presenta una baja biodisponibilidad, principalmente a causa del pH gastrico y las barreras
enzimaticas del tracto intestinal y fisicas del epitelio intestinal. La administraciéon intraperitoneal, por
otro lado, requiere que la insulina atraviese la cavidad peritoneal antes de alcanzar el torrente
sanguineo (Peer et al. 2007). La busqueda de otras formas de administraciéon mas efectivas ha llevado

al desarrollo de nanoparticulas que actian como nanovehiculos para esta hormona.

Si bien la via oral no es la mas indicada para su administracién, existen en la actualidad multiples
disenos de nanoparticulas de insulina, que involucran diferentes materiales encapsulantes: dextrano,
alginato, poli (acido y-glutamico), acido hialurénico, acido polilactico y PCL (policaprolactona), entre
otros (Fonte et al. 2015). Muchas de estas formulaciones incluyen excipientes tales como inhibidores
enzimaticos y potenciadores de absorcion (Alai et al. 2015), los cuales facilitan el recorrido de la

insulina a través del tracto digestivo.

Ademas de la via oral, se ha ensayado en ratas la administracién intratraqueal de insulina en polvo,
microencapsulada con quitosano, y se ha demostrado que el encapsulado aumenta la distribucién hacia
los pulmones y que el efecto es mas pronunciado y prolongado en el tiempo que aquel de la insulina no
encapsulada (Al-Qadi et al. 2012). Sin embargo, la via nasal es en la actualidad la mas considerada,
luego de la oral. Por ejemplo, se ha demostrado que la absorcién de insulina encapsulada en
nanoparticulas de quitosano conjugado con PEG (polietilenglicol) aumenta, y que la biodisponibilidad
mejora al entrar en contacto con la mucosa respiratoria (Zhang et al. 2008)(Duan & Mao
2010).También se han empleado liposomas mucoadhesivos, que ha probado ser capaces de reducir los

niveles de glucosa en sangre (Jain et al. 2007). Por dltimo, se ha empleado una combinacién de insulina
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y L-CPP (Péptido penetrador celular) para aumentar la permeabilidad de la proteina a través de las

células epiteliales nasales de ratas Sprague Dawley (Khafagy et al. 2009)(Dombu & Betbeder 2013b).

Las insulinas empleadas actualmente son insulinas humanas recombinantes. En general se clasifican
como insulinas de accién rapida, analogos de accién rapida e insulinas de accién intermedia. Los
analogos de insulina son insulinas que poseen modificaciones en ciertos aminoacidos, lo que cambia
sus farmacodinamicas y sus tiempos de accion. Una lista de algunas de las insulinas mas empleadas se

da en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2: Tipos de insulina y tiempo de accién (adaptada de (Asenjo et al. 2007)).

Insulina Tipo de Insulina Inicio de accién Pico de accién Duracion
NPH Regular 2 hr 6 hr 12 hr
Glargina (Lantus) Andlogo de accion basal 2a4hr sin pico 24 hr
Detemir (Levemir) Analogo de accién basal 15 a 30 min sin pico 12 hr
Cristalina Rapida 30 min 3 hr 6 hr
Anal
Lispro (Humalog) ., na 080 d,e . < 30 min 30 290 min 4 hr
accionultrarrapida
Anal
Aspartica (Novorapid) ., na 080 d,e ) <30 min 30 a 90 min 4 hr
accionultrarrapida
Anal
Glulisina (Apidra) ., na 080 d,e . 10 a 15 min 30 a 60 min 4 hr
accionultrarrapida

Los distintos esquemas de administracién de insulina buscan imitar la secrecién normal por parte del
pancreas y a pulsos de secrecidn en relacion a la ingesta de alimentos. El esquema a utilizar depende
por una parte de la disponibilidad de las distintas insulinas asi como del régimen de vida del paciente:

horarios de vigilia, habitos de alimentacidn y de actividad fisica.

Dentro de este contexto, el desarrollo de nanoencapsulados de insulina utilizando CS se enmarca
dentro de una nueva generacién innovadora de firmacos que persiguen como objetivos optimizar las
cantidades administradas de esta hormona, disminuir o eliminar el riesgo de efectos no deseados
(secundarios y téxicos), mejorar la pauta posoldgica y acrecentar el intervalo temporal de su

biodisponibilidad (“Sistemas de liberacion Bioadhesivos Bioadhesive delivery systems” 2000).
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OBJETIVO GENERAL DEL PLAN

El objetivo de este trabajo de Tesis fue el desarrollo de matrices nanoparticuladas biopoliméricas, con
al menos una dimensiéon en la nanoescala, las que seran generadas mediante las técnicas de
autoensamblaje molecular y nanodeshidrataciéon. Dichas nanoparticulas serdn empleadas en la
encapsulacion de un ligando de alto interés farmacoldgico y médico, la insulina, constituyendo nano-
vehiculos para esta proteina fundamental en la fisiologia. Como agente encapsulante se utilizara el
biopolimero quitosano. Por ultimo, se contemplaran la eficacia de encapsulacién y la
biodisponibilidad del ligando en lineas celulares modelo. Se pretende que en un futuro estos nano-

vehiculos puedan ser administrados a pacientes a través de la via pulmonar.

OBJETIVOS PARTICULARES

Objetivo 1: llevar a cabo la caracterizacidn fisicoquimica de las especies en estado nativo

.Objetivo  2: encontrar las condiciones adecuadas para la generacién de nanoparticulas con

dimensiones definidas y reproducibles.
Objetivo 3: caracterizar de manera fisicoquimica y nanocroestructural las nanoparticulas.
Objetivo 4: evaluar la biodisponibilidad del componente encapsulado.

La Tesis se encuentra articulada en cuatro partes. La primera se concentra en el quitosano y su
caracterizacion fisico-quimica. El disefio y la caracterizacion de nanoparticulas mediante
autoensamblaje se presenta en la segunda parte, mientras que la tercera parte se enfoca en la

nanodeshidratacion. Por ultimo, se presentan las conclusiones generales.
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UN POLISACARIDO DE INTERES MUNDIAL

Hasta el afo 2012, existian mas de 9.600 articulos sobre nanoparticulas de CS en la literatura
especializada, acumulando mas de 120.000 citas y un indice H de 118, lo que indica no sélo el alto
impacto de este polisacarido sino también enmarcado en el auge de la nanotecnologia (Garcia-fuentes

& Alonso 2012) (Fig. 2.1).
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Fig. 2.1: Impacto bibliografico de medicamentos con CS. Izq: Niimero de articulos publicados por afio. Der: Nimero
de citas relacionados con publicaciones de ese topico. Adaptado de (Garcia-fuentes & Alonso 2012).

En la actualidad, el quitosano es producido comercialmente en Noruega, India, Japdn, Polonia, China y
Estados Unidos principalmente (Dutta et al. 2004). Posee multiples aplicaciones en el tratamiento de
aguas residuales (en la remocion de iones) y como membrana en procesos de purificacién (Uragami et
al. 2015). En la industria alimentaria se emplea como suplemento para reducir el colesterol y las grasas
(Zhang et al. 2013), como material para embalaje (Chen et al. 2009), conservante y aditivo
(Chantarasataporn et al. 2014). En la industria agricola, sus usos se orientan al recubrimiento de
semillas y fertilizantes (Minet et al. 2013) y a la liberacién controlada de agroquimicos (Vesterager et
al. 2013). Esta presente en cremas corporales (Gomaa et al. 2010) y lociones cosméticas y forma parte

de los excipientes de muchos medicamentos (Jayakumar et al. 2005).

Tanto el CS como la quitina pueden procesarse para dar lugar a geles (Nagahama et al. 2008),
membranas (Gomaa et al 2010)(Madhumathi et al. 2009)(Jayakumar et al. 2005), nanofibras
(Shalumon et al. 2009), esferas (Wang et al. 2014), microparticulas (Prabaharan & Mano 2005),
nanoparticulas (Anitha et al 2009), andamios para el crecimiento de células (Peter et al

2009)(Madhumathi et al. 2009) y esponjas (Muramatsu et al. 2003).
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QUITOSANO COMO BIOMATERIAL

La diversidad de aplicaciones del CS como biomaterial se relaciona con sus propiedades al interactuar
con el cuerpo humano: bioactividad, actividad antimicrobiana, biodegradabilidad enzimatica,
permeabilidad epitelial, todas ellas que refuerzan la adhesion y la proliferacion de diferentes clases de
células (Pefia et al. 2006). Este material ha sido probado para aplicaciones tales como lentes de
contacto, adhesivo para tejidos, suturas, etc. De todas maneras, existen dos campos biomédicos en los
cuales su uso estd mas extendido. Primero, se ha usado de manera conjunta con quitina para el
tratamiento de heridas, tlceras y quemaduras, debido a sus caracteristicas hemostaticas y su efecto
acelerador en la cura de heridas. En segundo lugar, debido a su afinidad celular y su biodegradabilidad,
se lo ha empleado en la regeneracion y restauracion tisular, lo que significa que su uso es habitual en el

campo de la ingenieria de tejidos (Singla & Chawla 2001).

APLICACIONES FARMACEUTICAS

El CS se emplea como vehiculo para la entrega controlada por via oral y como matriz o material
encapsulante para distintas formulaciones en la forma de esferas o granulos. Ademas, las peliculas
delgadas de este polimero muestran una baja tasa de hinchamiento (swelling) en agua, pero pueden
prepararse membranas con diferentes capacidades hidrofilicas, al combinar redes semi o
interpenetradas. Con este fin, se combina CS con polimeros de alta hidrofilicidad, tales como el polivinil

alcohol, polivinilpirrolidona, y gelatina (Kumar 2000).

También es posible combinarlo con polianiones de origen natural como la pectina, el alginato o la
carboximetil celulosa (CMC), o de origen sintético como el acido poliacrilico (Berger et al. 2004). Un
ejemplo lo constituye el desarrollado de una red que combina glutaraldehido con una mezcla de CS 'y
gelatina que es sensible al pH, hinchandose a pHs acidos y deshidratandose a pHs basicos (Yao et al.
1995). Microcapsulas de CS-CMC han sido testeadas como matrices protectoras contra la acidez del
entorno estomacal, asi como también microesferas de CS-Xantano, biodegradables y sensibles al pH, se

emplean para proteger drogas de los entornos gastricos e intestinales (Chellat et al. 1999).

El CS es un buen candidato para la entrega de genes no-virales porque es un polimero catiénico y

puede complejarse con plasmidos de DNA cargados negativamente (Lee et al. 1998).

Actualmente se sabe que el CS es biodegradado por un nimero de enzimas que incluyen lisozimas, di-
N-acetilcolitobiosa, N-acetil-beta-D-glucosaminidasa y quitinotriosidasa, que se encuentran en las
mucosas humanas y otros fluidos fisiolégicos (Kean & Thanou 2010)(Gorzelanny et al. 2010). Por otro
lado, la citotoxicidad del CS depende de su concentracién, con una Icso (valor medio de la

concentracion inhibitoria maxima) va desde 0,02 a 0,2 % p/v para la mayoria de las lineas celulares.
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Los valores de 1c50 también dependen del peso molecular y del grado de desacetilacion (N.G. Schipper,
K.M. Varum 1996). Con respecto a la inmunoreactividad del CS, algunos autores han reportado la
habilidad de este biopolimero y algunos de sus subproductos para activar la proliferaciéon de
macrofagos y linfocitos sin desencadenar procesos inflamatorios (Gorzelanny et al. 2010)(Minamia et

al. 1998).

Desde un punto de vista regulatorio, este polisacarido posee la categoria GRAS (Generally Recognized
as Safe) otorgada por la Administracién de Alimentos y Drogas estadounidense (FDA) y se emplea
como suplemento dietario para prevenir la absorcidon de grasas y en vendas para diversas heridas

(Boateng et al. 2008).

En nuestro pais, el SENASA (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria) lista al quitosano
como un producto permitido para el control de plagas, enfermedades, al considerarlo util contra las
infecciones provocadas por hongos. Por otro lado, la ANMAT (Administracién Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica) ha autorizado la comercializacion de Neocement, un
cemento 6seo a base de fosfato de calcio, cuya fase liquida contiene quitosano y de una laca ungueal
(Niogermox) entre cuyos excipientes se encuentra el hidroxipropil-CS. Por ultimo, también ha
autorizado la comercializaciéon de unos apdsitos para heridas (CLO-SUR P.A.D) que emplean CS como

agente activo antimicrobiano. [www.anmat.gov.ar] [ www.senasa.gob.ar]

Cabe destacar, que al ser un producto que suele obtenerse de los crustaceos, esta catalogado como

posible agente alergénico.

En la Tabla 2.1 se muestran algunas de las formulaciones en desarrollo en la actualidad, que incluyen

CS en su formulacion.
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Tabla 2.1 Aplicaciones farmacéuticas de nanoparticulas de quitosano (adaptada de (Saikia & Gogoi

2015))
Destino Droga Formulacion
Colon Diclofenac sédico Centro de CS recubierto con microesferas acrilicas
Riboflavina Film de CS con Citrato
Acidoalendrénico Liposomacubierto de CS
Mesalazina Capsula de CS
Rifiones Prednisolona CS de bajo peso molecular
Ojos Diclofenac sddico Liposoma cubierta de CS de bajo peso molecular
Indometacina Nanocapsula de Policaprolactona cubierta de CS
Levocetirizina Hidrogel de CS con Glucosa-1-fosfato
Higado Doxorubicina NP, CS-Enoxolona/PEG
Fosfatodiamdnico Micela, CS conjugado con MPEG/CS conjugado con Lactosa-PEG
Fluorouracilo NP, CS galactosilado
Adriamicina NP, CS conjugado con glicirricina
Pulmones Paclitaxel NP de CS-Poli acido coglicélico lactico

TOXICIDAD

Mukhopadhyay y col. (2015) estudiaron la toxicidad crénica in-vivo de nanoparticulas de insulina y CS
(65 kDa, DD 82%), administradas por via oral a ratones (Mukhopadhyay et al. 2015). La toxicidad se
evalué comparando valores iniciales y finales, de la funcién hepatica y de los rifiones. Se realizaron
también analisis histopatolégicos para descartar dafios en érganos internos. Por ultimo, se examin6 la
biodegradabilidad del CS bajo la accién de microorganismos de la flora presente en el lumen intestinal.
Luego de administrar las nanoparticulas con un contenido equivalente de 30 mg/kg/cuerpo de CS
durante un mes, no se detectaron signos de toxicidad. Los estudios histopatolégicos no detectaron
cambios en la morfologia ni en la fisiologia de los drganos internos, como el higado y los rifiones. Por
ultimo, pudo observarse que los microorganismos del lumen intestinal degradaron exitosamente el CS.
Todos estos resultados indican que el CS empleado es un material seguro para la conformacién de

estas nanoparticulas.
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MUCOADHESION QUITOSANO-MUCINA

El peso molecular de la familia de glicoproteinas mucinas varia entre 500 kDa y 20 MDa, pero todas
tienden a formar grandes agregados por medio de interacciones hidrofébicas entre grupos no polares,
uniones puente hidréogeno entre unidades de azicares y puentes disulfuro entre residuos de cisteinas.
La mayoria de las mucinas estan cargadas negativamente debido a la presencia de acidos sialicos y
ésteres de sulfato, completamente ionizados a pH>2.6. Por otro lado el CS, que es un polisacarido
cationico, posee grupos amino e hidroxilo en cada monémero (excepto en las unidades acetiladas, sin
aminas primarias). Los grupos amino poseen cargas positivas cuando estan protonados, lo cual facilita
la interaccién electroestatica con las moléculas de la mucina, cargadas negativamente. Cuando los
grupos amino no estan protonados, pueden establecer uniones puente hidrégeno con la mucina, al
mismo tiempo que lo hacen los grupos hidroxilos. La atraccién electroestatica pareciera ser el
mecanismo principal para la mucoadhesién del CS, aunque también posee contribuciones como
uniones puente hidrégeno y efectos hidrofdbicos. El pH de las soluciones ademas de la presencia de
otras especies puede cambiar la contribucién relativa de cada interaccién quimica (Sogias et al. 2008).
El creciente interés de la comunidad cientifica en la propiedad mucoadhesiva del CS queda de
manifiesto a continuacién en la Fig. 2.2, donde se muestra la evolucidn del nimero de publicaciones en

el tiempo, justamente en las que el tépico abordado fue la mucoadhesién del polisacarido.
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Fig. 2.2: Nimero de publicaciones relacionadas con las propiedades mucoadhesivas del CS y sus derivados.
Adaptado de (M. Ways et al. 2018).
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INTERNALIZACION CELULAR

La dependencia de la absorcion celular de los sistemas con CS con el peso molecular y el DD podria
relacionarse como también el tamafio y el potencial { de la nanoparticula. Por ejemplo, se ha reportado
que la internalizacion/absorcion de particulas de poliestireno en el intestino es mayor si su tamafio es
de alrededor de 100nm que si es de 500 o 1000nm. Sin embargo, estos resultados son dependientes
también de la linea celular empleada, por lo que deben ser considerados como resultados parciales

(Huang et al. 2004).

La via pulmonar parece ser una ruta de administracién muy conveniente para nanoparticulas
compuestas de CS. En la Fig. 2.3 se muestra el porcentaje que corresponde a cada agente terapéutico

que es inoculado a través de la via pulmonar, y que posee CS en su formulacion.

B Anti-asma | =] Proteina/péptidoII Antibacterial Il Antitumoral

M Genes I I Vacunas Ii% Otros I

Fig. 2.3: Agentes terapéuticos para la entrega por via pulmonar, que poseen CS en sus formulaciones. Adaptado de
(Manuscript 2016).

Numerosos estudios dan cuenta de la internalizacién de nanocomplejos de CS dentro del entorno
celular. Para estos ensayos, las lineas celulares empleadas suelen ser de epitelio alveolar basal humano
(A549) y de cancer cervical humano (HeLa). Por ejemplo, Hou y col. (2017) reportaron la preparacién
de complejos de CS, tripolifosfato sédico (TPP) y doxorubicina, una reconocida droga antitumoral, y su
aplicacion en ambas lineas. Las nanoparticulas se distribuyeron uniformemente por todo el citoplasma

en un periodo de 6 horas, versus las 3 hs que le tomd a la droga sin encapsular (Hou et al. 2017). Si
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bien el mecanismo de entrada a la célula estd todavia poco claro, existen indicios de que podria
tratarse de una endocitosis de la droga encapsulada mediada por balsa lipidica (lipid-raft) (Mandal et

al. 2018) (para la linea HeLa).
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MATERIALES Y METODOS
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2.1. MATERIALES

El CS donado por el Laboratorio de Microbiologia (INTI, MDP), fue sometido a un proceso de
purificaciéon antes de su uso. Brevemente, se lo disolvié en acido acético 1% p/p, se lo precipitd
mediante el agregado de Na(OH) 4N hasta alcanzar un pH de 7 y se lo lavé con agua bidestilada, sobre
un papel de filtro (Mukhopadhyay et al. 2013). Para su secado se agregé Etanol y se deposité sobre un

vidrio reloj en una estufa a 40°, hasta su deshidrataciéon completa.

El CS ya purificado, se disolvi6 nuevamente en una solucién de 4cido acético en agua, 1% p/p, para
lograr una solucidén de polisacarido cuya concentracién fuera de 1% p/p. Finalmente se centrifugéd
durante 20 minutos a 4500 rpm, descartandose la fraccién precipitada. De ahi en mas, el quitosano
empleado fue el disuelto en el sobrenadante y se lo denominé “CS purificado” (CS_p). De dicha solucién
madre se prepararon las soluciones subsiguientes, siempre empleando acido acético 1% p/p como
disolvente. Luego de cada dilucién se mantuvo la nueva solucién a 4C° durante 24 hs. para asegurar la

completa hidratacién del polimero.
El quitosano donado, sin ningtn tipo de purificacion, fue denominado quitosano nativo o CS_n.

Ya que el quitosano empleado en esta Tesis no es comercial, fue necesario caracterizar ciertos aspectos

que comunmente se encuentran en la hoja técnica de un producto de estas caracteristicas.

2.2. METODOS

2.2.1. PROPIEDADES FiSICO QUIMICAS

Determinacion del Peso Molecular

Son muchas las técnicas existentes para la determinacién experimental del peso molecular medio de
un polimero. Sin embargo, se ha encontrado que se obtienen valores algo distintos en funcién de la
técnica utilizada. De ahi la existencia de distintos formas de expresar el peso molecular de una
muestra, entre los que destacan el peso molecular promedio en nimero (Mn), el peso molecular
promedio en peso (Mw) y otros mas complejos como el peso molecular promedio viscosimétrico (Mv)

(Catalunya n.d.).

Se considera al peso molecular medio en ntimero (Mn) como la sumatoria de los productos dela masa

molar de cada fraccién, multiplicado por su fracciéon molar (ec. 2.1):
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(N;M;)
M, ZZZ—N. (2.1)

El peso molecular medio pesado Mw se define como la sumatoria de los productos de la masa molar de

cada fraccidn de su peso, multiplicado por la fraccion wi (ec. 2.2):

MWZZ(WiMi) (22)

La polidispersidad (PD) se define como la razén entre el peso molecular medio masico Mw promedio y
el peso molecular medio numérico Mn, brinda informacién del ancho de la distribucién de peso

molecular, siendo esta de tipo normal y suele tomar valores entre 1,5y 3 (Pérez et al. 2009).

Por viscosimetria. Para calcular la viscosidad intrinseca de un polimero en solucién se siguen los
siguientes pasos: primero se mide el tiempo de caida, a través de un capilar, de un conjunto de
disoluciones diluidas de distinta concentracién y el tiempo de caida del disolvente puro. Luego, a partir
de estos valores se calcula la viscosidad relativa nret y la viscosidad especifica nsp, lo que permite
obtener las viscosidades inherente ninn y reducida nred. Para mayor claridad, se definen las expresiones

para las diferentes viscosidades (ec- 2.3-2.6):

n t

Tha =—~—
e o tO (2.3)
Ny = =1 . -t (2.4)

1o ty
nsp

nred = T (2.5)

— In 77red
77inh C (2.6)
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Donde n y no son, respectivamente, las viscosidades de la disoluciéon y la del disolvente puro, t es el
tiempo de paso de la disolucién por un capilar y to el tiempo de paso del disolvente puro por el mismo

capilar.

Finalmente, se representa conjuntamente la viscosidad inherente y la reducida frente a la
concentracion del polimero disuelto y se obtienen las regresiones lineales correspondientes a los
puntos experimentales. La viscosidad intrinseca sera el valor medio de las ordenadas en el origen de
ambos ajustes. Una vez calculada la viscosidad intrinseca, se determina el peso molecular
viscosimétrico (Mv) de la solucién de polimero a partir de la ecuacién de Mark-Houwink-Sakurada

(Parada et al. 2004) (ec. 2.7):

[7]1=K(M,)" (27)

Los parametros K y a son las llamadas constantes de Mark-Houwink y dependen del polimero, del
disolvente y de la temperatura. En este caso sus valores fueron de 1,81:10-3 mL/g y 0,93

respectivamente (Kasaai 2007).

Las mediciones se realizaron a 25°C con un viscosimetro Ubbelohde (Thermoscientific, Beverly, MA,
USA). El peso molecular determinado a partir de la viscosidad intrinseca promedio Mv para CS_p

result6 de (356+8) KDa.

Por dispersion Estatica de Luz. Se estimo el peso molecular tanto de CS_n como de CS_p empleando
la herramienta de determinacién de peso molecular del equipo Zetasizer (Nano-Zs, Malvern
Instruments, Worcestershire, Inglaterra). Esta metodologia necesita de un solvente de referencia
(Tolueno) y del solvente empleado para disolver los dos tipos de quitosano (acido acético 0.5% p/v).
De manera sucinta, se mide la intensidad de la dispersién de la muestra relativa a la de una referencia

conocida, en este caso el tolueno.

Luego, se emplea la ecuacién de Rayleigh (ec. 2.8),

KC 1
—~=—1+2AC 2.8
R M A, (28)

donde K es una constante dptica, Re es la relacion de Rayleigh de luz dispersada sobre luz incidente, M
es el peso molecular promedio y Az es el 2° coeficiente del virial. Estos son parametros que se utilizan
para generar una curva de Debye (Debye plot), que es un ajuste lineal de KC/Re vs concentracién. Para

esta grafica, la ordenada al origen es la inversa del peso molecular y la pendiente es el doble del 2°
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coeficiente del virial. De esta manera se obtiene no sélo el peso molecular M, sino también la tendencia

del polimero a agregarse o a solvatarse, segin sea el signo de Aq.

Para CS_n, el peso molecular estimado fue de 305 KDa, valor que guarda mucha similitud con el
resultado obtenido por el método reolédgico. Para el CS_p el valor fue de 102, lo que indica que durante
el proceso de purificacion, que implica disolucién y precipitacion, una fracciéon de alto peso molecular
presente en el material original se elimina y su peso molecular se reduce. Aunque no necesariamente
todo el material eliminado sea de naturaleza polisacaridica. Dicha reduccién sugiere la presencia de

agregados de bajo orden u oligébmeros en el material purificado (NanoZetasizer 2011).

Por cromatografia por exclusion molecular (GPC). La cromatografia por exclusién por tamafio es
una técnica analitica que separa macromoléculas disueltas por tamafio con base en su eluciéon desde
columnas llenas de un gel poroso. Es un tipo de cromatografia liquida con una fase estacionaria sélida
y la fase mévil liquida. E1 método esta basado en la circulaciéon de una fase moévil que arrastra a la
mezcla de compuestos a separar a través de una fase estacionaria sélida, y se denomina GPC (Gel
Permeation Chromatography). Dependiendo de la afinidad relativa que por ambas fases tengan los

distintos compuestos presentes en la mezcla resultara su separacion (Fig. 2.4).

Las moléculas se separan de mas grandes a mas pequefias en proporcién a su peso molecular en
disolucién. Las moléculas muy grandes quedan excluidas del lecho empaquetado y son las primeras
que eluyen en el volumen muerto. Las moléculas mas pequefias podran penetrar en los poros en
diverso grado, en funcién de su tamafo (Fig. 2.4), siendo las mas pequefias las que mas se difunden en

la estructura del poro y las tltimas en eluir.
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Las moléculas mas
pequefias  pasan mas
tiempo en los poros y tardan
més en eluir. Las moléculas
mas grandes pasan menos
tiempo en los poros vy

Fig. 2.4: Esquema que ilustra como se comportan moléculas de distinto tamafio en un poro de la fase sélida, y los
tiempos de elucion correspondientes.

El orden de elucién normalmente sigue al peso molecular. Sin embargo, el verdadero mecanismo de la
GPC se basa en el tamafio en disolucién. Algunas moléculas son cilindricas, o lineales y rigidas por lo
que podrian eluir antes de lo esperado debido a su mayor radio hidrodindmico en disolucién (radio
hidrodinamico o radio de giro) (Malvern-Instruments 2011). Ademas, las diferentes fases moviles

pueden afectar el orden de eluciéon debido a los cambios de tamafio en disolucién.

Cuando la GPC se acopla a detectores basados en dispersion de luz, viscosimetro y detectores de
concentracion, lo que se conoce como deteccidn triple, es posible medir el peso molecular absoluto, el
tamafilo molecular y la viscosidad intrinseca, y obtener informacién sobre la estructura

macromolecular, la conformacion, la agregacion y la ramificacién del polisacarido.

Este tipo de cromatografia se realiza en columnas cilindricas rellenas con algunos de los geles que se
fabrican con este fin y que pueden ser de varios tipos: dextranos con enlaces cruzados (sephadex),
agarosa (sepharose, Bio-gel A), poliacrilamida (Bio-gel B), etc. Todos estos geles (fase estacionaria) se
hallan constituidos por granulos (particulas) de un material esponjoso hidratado, que contiene poros

con un tamaifo de didmetro determinado.

El peso molecular a tope de pico My se define como la moda de la distribucién de peso molecular y
suele informarse para distribuciones muy agudas, como los estindares de calibraciéon (Agilent

Technologies 2011).

La determinaciéon del peso molecular del CS_p se realiz6 entonces por GPC en un sistema de
cromatografia liquida de alta resolucién (GPC-HPLC). Se utiliz6 una bomba Shimadzu LC-20AT y un
detector de indice de refraccién Shimadzu RID-10A. El anélisis se realizé utilizando la columna Supelco

TSKGP4000PW (300 x 7,8 mm, rango 1-80 kDa) y como solvente de elucién una solucién 0,2M de acido
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acético-0,2M de acetato de sodio en una relacion 3:2 (pH entre 4 y 4,5) preparada con agua de calidad
HPLC. Se trabajo a flujo constante de 0,6 ml/min y temperatura ambiente. Se inyectaron 100 pl de cada
solucién en andlisis, de aproximadamente 5 mg/ml del CS_p (muestra, estandar o patrones) disuelto en
el solvente de corrida y filtrado a través de una membrana de Nylon de tamafio de poro 0,22 um. Las

mediciones se hicieron por duplicado.

La curva de calibracién asi como la determinacién de los valores de Mp, Mn, Mw y PD se realizaron

utilizando el programa LC Solution GPC software (Shimadzu).

En la Fig. 2.5 se muestra el cromatograma correspondiente a CS_p. Para esta muestra existen dos picos
de interés, que corresponden a dos poblaciones diferentes. Ya que se trata de un material polimérico,
originado en una sintesis a escala de laboratorio (no piloto o industrial), es esperable la presencia de
dos o mas poblaciones. Los diferentes pesos moleculares de ambas poblaciones y del CS_n se resumen

en la Tabla 2.2.

mV gng

2504

0 f = i =
UUI — .2‘5. . ISIOI — ‘7’5. — Iid.ﬂl — .125. . '1é0| . .1%_5
min

Fig. 2.5: Cromatograma correspondiente a CS_p. Se destacan dos tiempos de retencién, 12.333 y 13.043

minutos.

Es interesante destacar que la polidispersidad inicial del polimero es notoria y cercana a 4 (Tabla 2.2,
fila inferior), y que luego del proceso de purificacion al que se lo somete, ésta decrece mas de la mitad.
Este resultado da cuenta no so6lo de la PD intrinseca del material polimérico sino también de los efectos

de la purificacion realizada.
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Tabla 2.2: Tiempo de retencion (tr), pesos moleculares Mp, Mn y Mw y Polidispersidad (PD) para

muestras de CS_p y CS_n. 25°C; n=2+SD.

CSpl CS_p 2 CS_n

tr (min) 12,3+0,2 | 13,0510,2 | 12,428+0,2
Mp (KDa) 264,7+0,1 153+1 246+16
Mn (KDa) 492+4 58+4 12917
Mw (KDa) 847+11 98+1,0 537£22
PD 1,721%0,008 | 1,7#0,1 4,2+0,4

Cabe aclarar, que los pesos moleculares obtenidos por los distintos procedimientos no son
comparables entre si. Por ejemplo, el Mv se obtiene mediantes parametros determinados
experimentalmente y mide la muestra como un todo. Si ésta es muy polidispersa o si hay mas de
alguna fraccién, no es posible discernirlo y se obtiene un resultado promedio. En general mediante
GPC, si la muestra posee un sélo pico y un comportamiento relativamente gaussiano, es probable que

el Mv sea similar a Mp y/o Mn (Ezrin 1971).

Determinacion del Grado de Desacetilacion de CS purificado

Ya que este dato resulta de gran relevancia para comprender y predecir otras caracteristicas referidas
a la funcionalidad del CS, se emplearon las técnicas de Andlisis Elemental y RMN para determinar el

grado de desacetilacién (DD, por sus siglas en inglés).

Analisis Elemental. El contenido porcentual de carbono (C) y Nitrogeno (N) fue determinado con un
Analizador Elemental CHN EA 1108 (Carlo Erba, New Jersey, USA)[3].Se obtuvo la relaciéon de masas
C/Ny se calcul6 el DD (Li et al. 2016) considerando la ecuacién (2.9)

C _[6+(1-DD)x2]x12
N 1x14

(2.9)

El grado de desacetilacion obtenido fue del 72% (Prudkin Silva et al. 2018). Cabe recordar que se
considera quitosano, cuando el grado de desacetilacién de la quitina es mayor al 50 % (Rinaudo 2006).
Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Es la herramienta analitica que proporciona mayor

informacioén estructural y estereoquimica en un tiempo asequible. La técnica no es destructiva y tiene

aplicaciones en todas las areas de la Quimica, Bioquimica y Biologia. Disponiendo de accesorios
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adecuados hasta permite la observacion de tejidos. La RMN es una espectroscopia de absorcion cuyo
fundamento es la absorcion de energia (radiofrecuencias) por un ntcleo magnéticamente activo, que
estd orientado en el seno de un campo magnético, y que por efecto de esa energia cambia su
orientacion. Las partes fundamentales de un espectrometro de RMN son un iman, que es en realidad
una bobina superconductora y suministra el campo magnético principal, un oscilador de
radiofrecuencias que suministra la energia necesaria para cambiar la orientacidon de los nucleos, una
bobina detectora que recibe las sefiales y un sistema informatizado que gobierna todo el aparato y que
incluye un sistema de amplificacion y registro. Entre los nicleos mas frecuentes en los compuestos
organicos, son magnéticamente activos el protén (1H), carbono (13C), nitrégeno (15N), fésforo (31P) y

flaor (19F). En la Fig. 2.6 se muestra el espectro correspondiente al Etanol.

—C—OH Etanol

T
I-0O-T

Fig. 2.6: Espectro 1H correspondiente al Etanol. Adaptada de(Vanschaik n.d.).

Las muestras, generalmente, son disoluciones en disolventes que no tengan atomos de protio (1H).
Frecuentemente se usan el deuterocloroformo, hexadeuterodimetilsulféxido, 6xido de deuterio,

deuterobenceno, deuteropiridina y otros.

Para los andlisis realizados en esta Tesis se empledé un equipo FT-NMR Bruker Avance DPX400
(Bruker, Massachusetts, Estados Unidos). La porciéon de muestra se disuelve en acido formico al 5% en
agua deuterada, para lograr una concentracion final de 10 mg/ml (Fabian Vigliocco, Sergio Rillo, Julieta

Heba 2014) (ec. 2.10):
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DA = [(% H,..)/H,]x100 (2.10)

Donde DA es el grado de acetilacion porcentual, Hac es el area del pico a 1,88-1,91 ppm asignada a los 3
protones del grupo metilo del acetilo (se divide por este nimero de protones para normalizar) y Hz es
el area del pico a 3,00 ppm asignada al protén unido al carbono 2 correspondiente a la unidad

monomérica del quitosano desacetilado.

2.2.2. DISPERSION DINAMICA DE LUZ (DLS) Y POTENCIAL Z

Distribucion de tamarios. Estas determinaciones se llevaron a cabo en un equipo de dispersion
dinamica de luz (Zetasizer Nano-Zs, Malvern Instruments, Worcestershire, Inglaterra) provisto con un
laser He-Ne (633 nm) y un correlator digital, modelo ZEN3600. Las mediciones se realizaron a un
angulo de dispersion fijo de 173°. El equipo Zetasizer Nano-ZS determina tamafio de particulas cuyo

diametro hidrodinamico se encuentra en el rango de 0,6 nm a 6 pm.

La dispersion dinamica de luz (DLS por sus siglas en inglés, Dynamic Light Scattering) es una técnica no
invasiva, que requiere poco volumen de muestra para su andlisis y se emplea para la mediciéon del
tamafio de particula, principalmente en la escala submicrénica. Las aplicaciones mas usuales del DLS
son las mediciones de tamafio y distribucién de tamafios de las gotas de una nanoemulsién y particulas
dispersas o disueltas en un liquido como proteinas, polimeros, micelas, nanoparticulas y dispersiones

coloidales (Stetefeld et al. 2016).

Debido a la dependencia del tamafio de particula con la intensidad de dispersién de luz, la asociacién
de diferentes biopolimeros puede determinarse facilmente por medio de instrumentos de dispersiéon
de luz. Es por ello que en este trabajo, se seleccion6 esta técnica para la caracterizacién de
interacciones en solucién, con el objetivo de evaluar el efecto de las condiciones del medio sobre el

estado de asociacidn, la agregacion o el autoensamblaje de las moléculas en estudio.

La intensidad de dispersién de luz de una molécula es proporcional al cuadrado del peso molecular.
Por lo tanto, esta técnica es muy sensible a la apariciéon de formas asociadas o agregadas. La técnica de
DLS también permite determinar las poblaciones existentes en una muestra con multiples tamafios de

particulas.

En un equipo de DLS, las particulas en la muestra dispersan la luz en diferentes direcciones, la cual
incide en ellas desde una fuente de luz laser a una determinada longitud de onda. La luz dispersada que
fluctiia con el tiempo debido al movimiento browniano de las particulas es recibida por un detector

optico y relacionado con el tamafio de la particula.
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Existen dos aproximaciones que pueden ser utilizadas para obtener el tamafio de particula:

(i) analisis de Cumulantes que ajusta una exponencial simple a la funcién de correlacién para obtener el
tamafio de didmetro promedio (didmetro hidrodindmico promedio o Z-average) y una estimacién del
ancho de la distribucién (indice de polidispersidad) que es considerada como un indicador del grado
de agregacion (Sharma et al. 1996). Los resultados que se obtienen mediante este analisis son
aplicables con propoésitos de comparacion de un simple valor pero es inadecuado para dar una

completa descripcién de los resultados de la distribucién en sistemas polidispersos.

(ii) analisis de Contin que ajusta una exponencial multiple a la funcién de correlacidn para obtener los
percentiles de distribucién de los tamafios de diferentes soluciones. Los mismos se informan en un
grafico de intensidad relativa de luz dispersada por las particulas en varios rangos de tamafos
(distribucién de tamafios por intensidad). La distribuciéon de tamafio original generada por el equipo
de DLS es la distribucién de tamafios por intensidad y puede convertirse a distribucién de tamafios por
volumen o numero mediante la teoria de Mie (1908) (Moore & Cerasoli 2017) ,con el objetivo de
analizar la importancia de los diferentes picos en relacion a la cantidad de particulas presentes en la

muestra.

Para diferenciar facilmente estas distribuciones, pueden considerarse dos poblaciones de particulas
esféricas de 5 y 50 nm de didmetro d, presentes en igual nimero. Si se grafica la distribucién de dichas
poblaciones segin su nimero, se obtienen dos picos con una relacién 1:1, localizados en 5 y 50 nm
respectivamente (Fig. 2.7). Si se considera la distribucién por volumen, los dos picos cambian a una
relacion 1:1000, porque el volumen de una esfera es proporcional a d3. Si por ultimo se grafica la
distribucidén por intensidad, el cociente entre los picos es ahora 1:1.000.000, debido a que la intensidad
dispersada es proporcional a d® (aproximacién de Rayleigh). Es importante considerar entonces todas

las distribuciones a fin de comprender correctamente el comportamiento de la muestra analizada.
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Fig. 2.7: Distribuciéon en (A) niimero, (B) volumen y (C) intensidad de una muestra bimodal de particulas de 5y 50

nm presentes en igual cantidad.
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Las determinaciones de tamafio de particula con su distribucion, para los sistemas analizados se
realizaron a 25°C y se informan como el promedio y la desviacién estdndar de diez lecturas hechas
sobre 2-3 soluciones independientemente preparadas como réplicas. Con este propoésito, un volumen
de 1 ml de cada muestra fue dispensado dentro de cubetas de poliestireno descartables de 1 cm de

arista.

Carga superficial de las particulas en solucion. El desarrollo de una carga neta en la superficie de una
particula, afecta la distribucién de iones de la regién interfacial circundante. Esto resulta en un
aumento de la concentracion de iones de carga opuesta a la particula que estan cercanos a la superficie.
Asi, se genera una doble capa eléctrica alrededor de cada particula (Fig. 2.8). La capa de liquido que
rodea a la particula se la puede encontrar de dos formas: una regién interna, conocida como capa de
Stern donde las moléculas de solvente estdn fuertemente ligadas a la particula cargada, y una regién
externa, conocida como capa difusa, donde la unién es menos fuerte. Existe un limite imaginario que

termina en la capa difusa, donde los iones y la particula forman una entidad estable.

Cuando una particula se mueve (debido a la gravedad por ejemplo), lo hace con los iones que
conforman la capa Stern y la difusa. Este limite se conoce como plano slipping y su correspondiente se

conoce como potencial ¢ (Bhattacharjee 2016).

Se considera que una suspension coloidal es estable cuando tiene valores de potencial { mayores a 30
mV en valor absoluto (+ 30 mV). El factor mas importante que afecta el potencial { es el pH,
especialmente cuando se estudian proteinas. A pH mayores al punto isoeléctrico el potencial ¢ es

menor a cero, a pH menores es positivo y cero en el punto isoeléctrico (pI).
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Fig. 2.8: Esquema de una particula cargada y la doble capa eléctrica que la rodea (Malvern Instruments, 2001).

Las determinaciones de la carga neta superficial de las particulas en solucién, se realizaron mediante la
medicién del potencial zeta (§) en el mismo equipo Zetasizer Nano-Zs. Se emplearon celdas de
medicién cuya denominaciéon es Disposable Capillary cells (DTS1060, Malvern Instruments,
Worcestershire, Inglaterra). El equipo aplica un campo eléctrico que pasa entre los electrodos ubicados
a cada lado de dicha cubeta. La determinacién del potencial { se basa en la medicién de la direccion y

velocidad de las particulas al aplicar el campo eléctrico.

Las determinaciones de potencial {, realizadas a 25°C, se informan como el promedio y la desviacién

estandar de diez lecturas realizadas sobre 2-3 soluciones independientemente preparadas.

2.2.3. CARACTERIZACION DEL COMPORTAMIENTO DE FLUJO Y VISCOELASTICO

El comportamiento de flujo de las dispersiones de quitosano para diversas concentraciones se registro
a través de un reémetro de esfuerzo de corte controlado para Physica (MCR 301)(Graz, Austria)con
sistema de cono y plato (CP 50), gap de 0,099 mm. A tal fin, se vertieron 570 pul de cada muestra en el
plato del reémetro, el cual operé en modo rotatorio. La temperatura fue controlada a 25 2C por un
sistema Peltier (Viscotherm VT2, PaarPhysica) (Fig. 2.9). Se registr6 la evolucion del esfuerzo de corte
en funcién de la velocidad de deformacién linealmente creciente desde 0 a 300 s'1. Todas las

determinaciones se realizaron al menos por duplicado.
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Fig. 2.9: Re6metro Para Physica MCR 300 con sistema de platos paralelos (PP30/S).

Curva de flujo. El concepto de fluido newtoniano implica que existe una proporcionalidad fija entre el
esfuerzo de corte 1 y la velocidad de deformacién. Debido a la 7 forma relativamente simple
de una curva de flujo, estos liquidos pueden caracterizarse por un tinico término, llamado constante de
proporcionalidad o viscosidad (Fig. 2.10 a). Mas aun, un solo experimento como la medicién del
esfuerzo de corte sobre cierta superficie, a una velocidad de deformacion fija, es suficiente para
cuantificar las caracteristicas reolégicas del fluido. Sin embargo, no son demasiados los fluidos que
cumplen esta relacion (agua, leche, aceites vegetales, algunas soluciones diluidas). La mayoria de los
fluidos se clasifican como no Newtonianos y exhiben curvas de flujo como las curvas b y c de la Fig.
2.10. Dichos fluidos no pueden ser caracterizados por una Unica medicién a velocidad constante. En
muchos casos el esfuerzo de deformacién no depende solamente de la velocidad sino también del

tiempo.
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Fig. 2.10: Curvas de flujo para fluidos newtonianos (a), pseudoplasticos (b) y dilatantes (c).

El término pseudopldstico suele aplicarse a estos materiales (leche concentrada, gomas, etc) debido a
que la pendiente de la curva disminuye al aumentar la velocidad de deformacién (Fig. 2.10b). Los
fluidos dilatantes se corresponden a la curva c) y experimentan un crecimiento del esfuerzo de
deformacion al aumentar la velocidad.

En vez de aplicar una regresion lineal para obtener ecuaciones que expliquen este comportamiento, se
considera mas conveniente graficar el logaritmo del esfuerzo de corte en funcién del logaritmo de la
velocidad de deformacion (Mckenna & Lyng 2001). Para la mayoria de los fluidos, ya sean dilatantes o
pseudoplasticos, esto arroja como resultado una linea recta y lleva a la ecuacién 2.11, que suele

denominarse Ley de la Potencia:

r=Ky" (2.11)

Donde 1 es el esfuerzo de corte, la }/ velocidad de deformacidn, K el indice de consistencia y n el
indice de flujo, que refleja la cercania del sistema con un fluido newtoniano.

El parametro K en el caso de fluidos newtonianos, cuando n=1, corresponde a la viscosidad del fluido.
Para valores de n<1 la solucién se considera pseudopléstica y paran > 1 dilatante (Rao 2014).

Se obtuvieron los valores de esfuerzo de corte frente a las velocidades de deformacion, trabajando en
modo rotatorio y a continuacién los datos se ajustaron utilizando la ecuacién de la ley de potencia a

partir de los datos experimentales.
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Ensayos oscilatorios. La caracterizacion del comportamiento viscoelastico se realizé por medio de
ensayos oscilatorios. Estos consisten en someter a la muestra a una deformacién sinusoidal y medir el

estrés resultante.

La deformacidn se expresa como (ec. 2.12):

¥ = y,5en(awt) (2.12)

Donde y, es la amplitud de la onda de deformacién y w, la frecuencia de oscilacién. El esfuerzo o estrés
resultante varia con la misma frecuencia w, pero presentando un desfase 8 con respecto a la

deformacion (ec. 2.13):

o =o,sen(at +95) (2.13)

Para sélidos elasticos § es cero, es decir, la deformacién y el esfuerzo estan en fase; mientras que para
liquidos Newtonianos, el estrés y la deformacion estan fuera de fase con & igual a 902. Los fluidos

viscoelasticos exhiben un comportamiento intermedio y su angulo de fase varia entre 02 y 902

La relaciéon entre deformacion y esfuerzo puede describirse mediante el médulo complejo G*, definido

como (ec. 2.14):

G =G +iG’ (2.14)

La componente en fase G’ se denomina mddulo de almacenamiento (o elastico), mientras que la
componente fuera de fase G” se conoce como moédulo de pérdida (o viscoso) y corresponde a la
contribucidén liquida. La relacién entre la componente viscosa y la elastica es la tg 6 o tangente del

angulo de pérdida o viscoelasticidad relativa (ec. 2.15):

G
tgo = G (2.15)

0 representa el desfase existente entre el esfuerzo y la deformacidn, siendo un pardmetro indicativo de

la relacion entre la energia disipada y la almacenada por el material, y de la viscoelasticidad del mismo.

Las mediciones se realizaron en la region viscoelastica lineal (LVE), lo cual implica la examinacion de la
estructura de la muestra de una manera no destructiva. En estudios iniciales, se encontraron las

condiciones de amplitud y frecuencia de deformacién que permitirian trabajar en LVE. En dicha zona,

80



QUITOSANO ARGENTINO. CARACTERIZACION E IMPACTO EN SISTEMAS CELULARES IN-VITRO

las propiedades reoldgicas no son dependientes de la deformacion. En la Fig. se presenta, a modo de
ejemplo, un espectro mecanico de un sistema con caracter de gel, donde se muestra la variacién de G’y

G” en funcioén de la frecuencia.
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Fig. 2.11: Espectro mecanico tipico de un material viscoelastico tipo gel.

Existen varios fendmenos que dan origen a cambios en el comportamiento reolégico de un sistema
binario, como el entrelazamiento de cadenas, cambios conformacionales e interacciones quimicas.
Estos fen6menos pueden establecerse entre un polimero mucoadhesivo y la mucina, por ejemplo. La
interacciéon a nivel de grupos funcionales a menudo resulta en la formacién de mezclas que exhiben
sinergismo reolégico, es decir, que se comportan como un gel al ser mezcladas (Sriamornsak &

Wattanakorn 2008).

Los parametros del sinergismo reolégico se miden analizando el comportamiento de ambos
componentes del médulo dindmico (G’ y G”) en funcidn de la frecuencia. Para cada sistema, si tgd<1 el
comportamiento se considera elastico o de tipo sdélido-gel, mientras que si tgd>lexiste una

componente liquida predominante o se dice que el comportamiento dominante es de tipo viscoso.

En primer lugar se determiné la regién LVE, para ello se sometieron las muestras a un barrido de
amplitud para determinar dénde los valores de los mddulos son independientes de la deformacién
aplicada. Las mezclas de CS y Mu fueron preparadas y almacenadas over-night a 4°C. El volumen
adecuado de las soluciones en analisis fueron dispuestas sobre el plato inferior del reémetro y se
esper6 5 min para borrar su historia reoldgica. Luego, se realizaron barridos de frecuencia de
deformacion en el rango de 0.1-15 Hz. Con el fin de determinar las componentes de la mucoadhesién,

la frecuencia elegida para el analisis de AG’, AG” y tg6 fue de 1 Hz.
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Las mediciones para explorar el comportamiento viscoelastico se realizaron en el mismo reémetro
descripto para curvas de flujo, pero en modo oscilatorio. La temperatura de los ensayos fue constante a

37°Cy el gap fue de 0,099 mm. Todas las determinaciones se realizaron al menos por duplicado.

2.2.4. Microscoria DE FUERZA ATOMICA (AFM)

El microscopio de fuerza atémica forma parte del conjunto de técnicas conocido como microscopias de
barrido por sondas que consiste en recorrer la superficie de la muestra con una punta o sonda de
prueba, monitoreando su interaccién y generando a partir de ella un mapa tridimensional de la
topografia y de las propiedades de dicha interaccién (conductividad eléctrica, friccién, magnetizacion y

temperatura entre otros) (Vorburger et al. 1999).

El AFM permite observar caracteristicas superficiales a nivel molecular y atémico de muestras
conductoras y no conductoras, a través de la medicion de fuerzas de atraccion y repulsion entre la
sonda de prueba y la superficie. La punta, que posee algunos micrones de largo y un diametro del
orden de la decena de nanémetros, esta situada en el extremo libre de un fleje (cantilever) liviano de
entre 100 um y 200 pm de largo (Fig. 2.12). Las fuerzas entre la punta y la superficie de la muestra
generan una flexidn en el cantilever que es medida por un detector. La punta y el cantilever constituyen
el sensor de fuerza. La fuerza interatémica que se asocia mas frecuentemente a dicha deflexion es la de
Van der Waals; ésta es repulsiva cuando el cantilever se ubica a algunos angstroms de distancia de la
superficie de la muestra y atractiva a distancias del orden de las decenas o cientos de angstroms
(Zhang et al. 2017). El AFM puede operar en dos modos principales: contacto (contact mode) y
contacto intermitente (tapping mode). En este tultimo, el cantilever oscila de forma tal que al final del
recorrido la punta golpea suavemente la superficie de la muestra. Este modo es mas seguro que el
modo de contacto pues elimina las fuerzas laterales de friccién o arrastre entre la punta y la muestra y

por lo tanto es menos probable que esta tltima resulte dafiada.

Las imagenes presentadas se obtuvieron empleando con un dispositivo SPM - Veeco Multimode

NanoScope IVA (Veeco, Nueva York, Estados Unidos) con una punta Vecco de Si3N4/Au, en modo

Tapping.
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Fig. 2.12: Modelo de microscopio de fuerza atémica. A la izquierda, fotografias del AFM empleado (arriba) y del

soporte y el sensor de fuerza (abajo). A la derecha, esquema de funcionamiento.

2.2.5. ESPECTROMETRIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IR)

La espectrometria infrarroja por transformada de Fourier se sustenta en el hecho que la mayoria de las
moléculas absorben luz en la regién infrarroja del espectro electromagnético, tipicamente entre los
4000 a 400 cm'L. La energia absorbida se relaciona con la frecuencia de vibracién natural de cada una
de las uniones presentes en la molécula y por lo tanto de este modo puede identificarse la presencia de
variados tipos de uniones asi como también de grupos funcionales. Esta técnica es especialmente util
para el estudio de compuestos organicos, debido a la presencia de grupos funcionales, cadenas
laterales y entrecruzamientos que poseen frecuencias vibracionales bien definidas. La abundancia de
bandas de absorcién especificas garantiza poder identificar la identidad de compuestos puros o sus
modificaciones. A su vez, pueden seguirse procesos de polimerizacion, identificarse sustituciones,
identificarse interacciones polimero-aditivo, identificar curados y mezclas y monitorearse la formacion

de complejos polimero-analito (Ma et al. 2008).
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Refleccion total atenuada (ATR). Durante una medicion, la muestra es colocada sobre un cristal con un
indice de refraccién mayor al de la muestra, usualmente mayor a 2. La luz infrarroja es direccionada al
cristal y dirigida hacia la interfase de la muestra/cristal, con un angulo de incidencia que hace que se
refleje completamente en dicha interfase. Luego de varias reflecciones, la luz deja el cristal y es
enfocada en el detector. Luego de reflejarse en la interfase, la luz penetra en la muestra como una onda
evanescente, con la misma frecuencia que la luz incidente pero con una amplitud distinta. La onda
puede ser absorbida por la muestra, por lo que la luz que llega al detector brinda informacion respecto

al espectro infrarrojo de la muestra (Barth 2007) (Fig. 2.13).

Se empled un equipo Nicolet 8700, con un accesorio ATR Smart Orbit de tnica reflexién horizontal con
cristal de diamante. El rango espectral fue de 4000-400 cm. Se realizaron 64 barridos por muestra,
con una resolucién de 4 cm. El software para procesamiento de datos fue OMNIC versiéon 7.3 de

Thermo Electron Corporation.
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Fig. 2.13: Esquema del fundamento de analisis por ATR (a). Espectro de absorbancia para proteinas, mostrando los
grupos funcionales y las regiones espectrales de mayor relevancia (b). Adaptados de (Atitar & Belhadj n.d.) y

(Miller et al. 2013) respectivamente.
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2.2.6. CULTIVO Y PROPAGACION DE LINEAS CELULARES

Se emplearon dos lineas celulares: fibroblastos de origen murino 3T3-L1 (ATCC® CRL-1658™) y
epiteliales humanas HELA (ATCC®CCL-2"). Ambas fueron crecidas en placas de Petri. El medio empleado
fue DMEM (Dulbecco’s modified Eagle's medium) suplementado con 10% de suero fetal bovino y
penicilina/estreptomicina (50 U/ml; 50 mg/ml) (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos)
(Prudkin Silva et al. 2018). La incubacion se realiz6 en una estufa gaseada a 37 °C y en atmosfera con 5

% CO2y 100 % de humedad.

2.2.7. [ENSAYO DE REDUCCION DE MTT

Se realizaron ensayos para conocer el rol que poseen el tiempo de exposicion y la concentracion de CS

en la proliferacion celular de ambas lineas celulares.

Las sales de tetrazolio, como el MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol),
poseen un anillo que es capaz de ser reducido por varias deshidrogenasas celulares generando
formazan, un producto azul oscuro y parcialmente insoluble. Esta reaccion tiene lugar en todas las
células metabdlicamente activas y es, por lo tanto, un indicador de viabilidad celular. En este trabajo se
sigui6 la metodologia original descripta por Mosmann (1983) (Mosmann 1983) con ligeras
modificaciones (Alaimo et al. 2011). Se agregé la solucién de CS a las células en cultivo, permitiendo
que el polisacarido estuviera en contacto con éstas durante 1, 6 y 24 hs. Luego se lavaron con PBSy se
incubaron con MTT 0,125 mg/mL en medio de cultivo sin suero a 37°C durante 90 min. Transcurrido
este tiempo, se retir6 el medio y el formazan se solubilizé en 200uL de DMSO. La absorbancia se midié

a 570nm y se le restd la absorbancia de referencia medida a 655nm (Martinez 2016).

Para disolver el CS_p, se emple6 una solucion de Medio DMEM 5% v/v, suplementado con
Penicilina/Estreptomicina (50 U/ml; 50 mg/ml), a la que se le agreg6 la cantidad necesaria de una

solucién madre de CS_p 2% p/p, para logar concentraciones finales del polisacarido entre 0,5 y 50

pg/ml.

Los resultados del disefio experimental fueron sometidos a un analisis estadistico a fin de discernir la
importancia relativa de cada factor y de la interacciéon entre éstos, sobre la viabilidad celular.

Se realiz6 un andlisis de la varianza (ANOVA) de 2 factores con interaccidon: uno de los factores es el
tiempo (24, 48 y 72 hs.) y el otro la concentracién de CS (0; 0,5; 5 y 50 pg/ml). Los tratamientos
quedan determinados por la combinacion de los niveles de los factores. Con este modelo estadistico se

analizaron todas las variables respuesta medidas en ambas lineas celulares.
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En todos los casos se utilizé estadistica paramétrica y para que las conclusiones del (ANOVA) sean
validas, al realizar el disefio experimental se verificaron los supuestos de manera que las muestras
sean aleatorias y las observaciones independientes. Ademas se pusieron a prueba los supuestos de
distribucion normal de la variable respuesta en cada tratamiento e igual variabilidad entre los
tratamientos. Los supuestos de normalidad y homogeneidad de la varianza se estudiaron mediante los
test de Shapiro-Wilks y Levene, respectivamente. A su vez, antes de verificar los supuestos del modelo
se recurrio al andlisis cualitativo de herramientas graficas para visualizar el efecto de los tratamientos,
su variabilidad y los posibles outliers (Doncaster, C. P., Davey 2007). Los andlisis estadisticos y los
calculos del tamafio muestral fueron efectuados utilizando el programa estadistico Infostat, FCA,

Universidad de Cérdoba, Argentina.

2.2.8. EFECTO DEL CS EN MONOCAPAS CELULARES. APERTURA DE UNIONES ESTRECHAS

Para este ensayo se empled la linea celular HELA. Para su cultivo se procedié segin 2.2.7. El cultivo
celular se dejo crecer durante 24 horas hasta su confluencia en monocapa, y luego se afiadié una
solucidén 0.5 % p/v de CS_p. Luego de 1, 6 y 24 horas las células fueron fijadas con las sondas rodamina-
faloidina, para luego observar mediante microscopia confocal los efectos que el polisacarido ejerce

tanto en la monocapa como en la actina (Smith et al. 2004).
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RESULTADOS Y DISCUSION
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2.3. CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA

Analisis Elemental. La composicion porcentual de los CS_n y CS_p y de la quitina de la cual fue obtenido

el CS_n se muestra en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3: composicidn porcentual obtenida mediante Andlisis Elemental, n=3+SD.

N % C% H %
CS_p 69+0,2|388+03|67+£0,2
CS_n 6,6+0,2|389%0,3|69%0,2
Quitina A | 6,7+0,2 | 448+0,3 | 6,5+0,2

Contenido total de Nitrégeno. Se determiné el contenido total de N para ambos CS y para uno

comercial de referencia (Sigma Aldrich), mediante el método Kjeldahl (Tabla 2.4).

Tabla 2.4: Contenido total de nitréogeno mediante método Kjeldahl.

N total %
CS_p 7,22+0,3
CS_n 7,04+0,2

CS comercial | 7,5+0,1

Esta determinacion, si bien suele realizarse de manera rutinaria, no distingue el aporte de material

proteico remanente luego de la sintesis de CS, por lo que sus valores son solamente cualitativos.

2.4. CARACTERIZACION DEL TAMANO DE PARTICULA PARA SOLUCIONES DE QUITOSANO

En la seccién anterior se obtuvo el peso molecular promedio del CS. Si bien constituye un dato valioso,
hay recordar que como la mayoria de los polimeros, el CS es polidisperso y por lo tanto es posible que
en una soluciéon se encuentren cadenas lineales de variados tamafios. Para visibilizar esta
caracteristica, se realizaron mediciones de distribucién de tamafio para un rango amplio de

concentraciones de CS (1-10-3-1-10-1° % p/p), a fin de evaluar cémo varia el tamafio, determinado
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como radio hidrodindmico, con la concentracion, al pH de maxima solubilidad del polimero. A medida

que la concentracién aumenta, dicha distribucién se desplaza hacia valores menores (Fig. 2.14, flecha

negra).
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Fig. 2.14: Distribucién de tamafio de particula basado en datos de DLSpara quitosano a pH 2. Las mediciones se

realizaron a 25 °C.

Ya que hay una relacidn entre la disposicién molecular del polimero en solucidn y su posible futura
interaccion con la insulina, se realizé un estudio por DLS para obtener la distribuciéon de tamafos del
CS (CS_p) a los pHs de mezcla y de interaccién para la formacién de los complejos. En la Fig. 2.15 se
muestran tales distribuciones, para las tres concentraciones estudiadas (1-10-2%, 1-:103% y 1-104%

p/p)-

Las distribuciones mas polidispersas y/o aquellas con picos localizados en mayores tamafios de
particula, es decir mayor radio hidrodinamico, corresponden a una disposicién espacial mas expandida

de las moléculas de CS en solucién (Philippova et al. 2001).
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Fig. 2.15: Distribucién de tamarfio de particula basado en datos de DLS para quitosano a pH 2 (a) y 6 (b). Las

concentraciones de CS consideradas fueron de 1-10-4,1-10-3y 1-10-2%, p/p. Las mediciones se realizaron a 25 °C.

En realidad, el fen6meno de agregacién de polisacaridos es muy comun en solucién acuosa debido a la
interaccion intermolecular (como el enlace de hidréogeno y la fuerza de Van der Waals). Sin embargo,
esta interaccién se ve fuertemente afectada por el solvente de la solucién y la estructura de los
polisacaridos (Zhang y col, 2018)(Zhang et al. 2018). Este resultado guarda analogia ademas, con lo
observado al analizar la variaciéon del tamafio de particula con el pH de la solucién en la que se

encuentra la macromolécula.

2.5. IDENTIFICACION DE GRUPOS FUNCIONALES. ESPECTROSCOPIiA FTIR

Las modificaciones sufridas por el CS luego de la purificacién en medio 4acido se evaluaron comparando
los espectros obtenidos mediante Espectroscopia IR para el CS obtenido y provisto por INTI (CS_n),y el

producto final luego de la purificacién (CS_p).

En la figura 2.16 pueden observarse los resultados correspondientes a la Espectroscopia FTIR-ATR
para la quitina original de partida para la obtencién de CS y el CS_p. Las muestras se mantuvieron en
un desecador hasta el momento de las respectivas mediciones, para evitar hidratacién de las muestras

y originar sefiales no deseadas.

La region 1 se atribuye a la elongacién de las uniones O-H/N-H y C-H (3.500-3.000 cm-'aprox.). La

quitina exhibe dos picos en esa region (en 3.426 y 3.268 cm) pero esta definicién se pierde para

90




QUITOSANO ARGENTINO. CARACTERIZACION E IMPACTO EN SISTEMAS CELULARES IN-VITRO

ambos quitosanos. Esto puede ser indicio de una modificacion en las uniones puente hidrégeno o de un
aumento de la interaccion agua-CS para los CS (Prusty & Sahu 2013). Evidentemente la

preponderancia de grupos con estas uniones fue mayor en la quitina de partida.

La region 2 da cuenta de la tensidn de grupos C-H en 2.867 cm'! parala Q y 2.887 cm ! para los CS. Los
enlaces -NHz, -OH and -CH3, and -CH3z de los grupos alifaticos, en torno a 2.300 cm}, se recuadran en

la region 3(Venkatesham et al. 2014).
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Fig. 2.16: Espectros de FT-IR para quitina (-), quitosano nativo (-) y quitosano purificado (-). Las mediciones se realizaron a

25°C.

Entre 1700 y 1.500 cm™? (region 4) se encuentran las sefiales correspondientes al grupo carbonilo

(C=0) (1.652 cm aprox.) y la deformacion del grupo NHz en torno a 1.554 cm-L.

En el espectro correspondiente al CS_p puede apreciarse una disminucién en la intensidad de la sefial
asociada al grupo carbonilo (1650 cm-1). En comparacién a los espectros de Q y CS_n. No puede
descartarse la existencia de reacciones en las que participa el grupo carbonilo con los amino, durante
el proceso de purificacién llevado a cabo a 40 °C, condiciones para la formaciéon de entidades
intermediarias de Maillard. Es sabido que el aumento de la temperatura tiene un efecto acelerador
sobre la formacién de color via pardemaiento no enzimatico. Esto se debe a que el calor favorece cada

una de las etapas de la reaccién. Los trabajos de Mizrahi ( 1970) (Mizrahi S., Labuza, T., Karel 1970),
vl
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Hartel & Shastry ( 1991) (Hartel et al. 1991) y Franzen, et al. (1990) (Franzen et al. 1990) constituyen

algunos ejemplos de determinaciones de pardeamiento en distintos sistemas pulverizados.

La region 5 encuadra las sefiales correspondientes a las tensiones C-0-C, C-O y C-H, alrededor de 1000
cm L. Por ultimo, la regién 6, con picos en torno a 543 cm!, evidencia una rotacién del anillo glicosidico

dentro y fuera del plano de simetria (Heuser & Cardenas 2014)(Alhosseini et al. 2012).

De manera general, puede considerarse que los aumentos o las disminuciones de las sefiales se deben a
variaciones en los grados de libertad de los grupos funcionales, a la pérdida parcial de dichos grupos, a

un reordenamiento espacial de las moléculas o a una combinacién de dichos factores.

La comparacidn a simple vista de los espectros de CS_n y CS_p deja en evidencia que, si bien éstos son
similares, el proceso de purificacién al cual se ve sometido el CS_n no resulta inocuo para dicho

material.

2.6. DETERMINACION DEL GRADO DE DESACETILACION MEDIANTE RMN

Dado que se ha demostrado que el gardo de desacetilacidn influye en propiedades importantes como la
bioadhesion (Menchicchi et al. 2014), la disolucién (Thevarajah et al. 2016) y la biodegradabilidad
(Shigemasa et al. 1994)(Aiba 1992). La caracterizacion funcional del quitosano y sus derivados es hoy
en dia una de las areas de investigacién mas productivas.. Por ello se procedié a su determinacion

analitica.

A continuacién se presenta un espectro tipico para el quitosano purificado (Fig. 2.17).
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Fig. 2.17: Espectro H1 -RMN para CS_n. Asignacién de picos principales y las dreas correspondientes.

De dicho espectro pudieron obtenerse las areas correspondientes a Hac y Hz de la ecuacién 10 y asi

calcular el DD. Las areas y los valores de DD para CS_n y CS_p, obtenidos a través del software

correspondiente, se muestran en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5: Areas correspondientes a Hacy Hz y DD para CS_n y CS_p.

Hac Hz | DD (%)

CS_n 0,4 1 86,6

CS_p 0,37 1 87,6

El grado de desacetilacién puede ser determinado mediante técnicas tan diferentes como andlisis
elemental, titulacién, conductometria, HPLC-UV, FTIR y RMN entre otras. Antes de elegir o inclinarse
por una de ellas, multiples factores deben ser tenidos en cuenta. Por ejemplo, aquellos métodos de
bajo costo pueden no resultar lo suficientemente precisos. Algunos de ellos no son adecuados para CS
con altos grados de DD debido a problemas con la solubilidad. Por otro lado, las muestras tienen que

ser extremadamente bien purificadas a fin de remover impurezas como proteinas, humedad o material

inorganico (Alvarenga 2011).
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Por ejemplo de Alvarenga (2010) report6 que las diferencias en los resultados obtenidos mediante
titulaciéon conductométrica y RMN podrian deberse a la presencia de impurezas en las soluciones
empleadas para la titulaciéon (de Alvarenga et al. 2010). Por su parte, Czechowska-Biskupet al. (2012)
emplearon las técnicas de RMN, FTIR y espectroscopia UV-vis para hallar el DD. Encontraron que esta
ultima técnica arrojé buenos resultados pero demanda un tiempo excesivo y una calibracién
cuidadosa. La espectroscopia FTIR fue un métodorapido, pero su reproducibilidad se vi6 afectada, ya
que hay una fuerte influencia del operador quienelige las lineas de base necesarias para los

calculos(Czechowska-biskup et al. 2012).

De manera general, un método deberia ser exacto y confiable. Es esencial tomar en cuenta el tiempo de
medicién, la precision del método y la exactitud de los resultados. Al considerar estas variables, la
espectroscopia RMN resulta ser uno de los métodos mas adecuados para la obtencién del grado de

desacetilacion del quitosano (Kasaai 2009).

2.7. REGIMENES DE FLUJO

La viscosidad de las soluciones poliméricas deben ser caracterizadas en sistemas que seran empleados
en sistemas farmacéuticos y biomédicos, ya que la combinacién de dos biopolimeros en solucién puede
alterar la viscosidad de la mezcla final. La mezcla de tales soluciones podria ocasionar dificultades al
momento del procesamiento de los materiales, modificar su degradabilidad, su biodisponibilidad,

modificar grupos funcionales o potencialmente aumentar su citotoxicidad (Reddy et al. 2015).

La viscosidad aparente (pap) del quitosano corresponde a la pendiente de la curva que relaciona el
torque con la velocidad de deformacién. En la Figura 2.18a puede apreciarse que la relacién entre estos
dos parametros es lineal, lo que indica que la solucién de CS_p se comporta como un fluido newtoniano
al menos en un régimen de concentracion igual a 1-10-2 %, p/p, y temperatura de 25°C. A partir del
ajuste lineal de los puntos experimentales, dicha viscosidad result6 igual a (376+2).10-7 cP. En la
Figura 2.18b se aprecia como la viscosidad varia minimamente para un amplio rango de velocidades de

deformacion, lo que demuestra el caracter newtoniano del CS en solucién para dicha concentracidn.
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Fig. 2.18: Curva de flujo (a) y evolucién de la viscosidad en funcién de la velocidad de deformacién (b)

para una solucién de quitosano, 1-10%2 % p/p, pH 2, 25°C.

Los parametros derivados del ajuste de los datos experimentales mediante el modelo de la ley de

Potencia se muestra en la Tabla 2.4. Alli se evidencia que las soluciones de CS para diversas

concentraciones tienden a un comportamiento newtoniano y que K es aproximadamente constante

para todas ellas (Mckenna & Lyng 2001).

Tabla 2.6: Parametros derivados de la ley de la potencia. Indice de consistencia K y de flujo n, para

disoluciones con diversas concentraciones de quitosano, pH 2 y 25°C, n=4+SD.

[CS] (% p/p) K (Pa-s) n
1-107 0,00104+0,00005 | 0,985+0,009
1-10-5 0,0013+0,0001 |0,956+0,021
1-104 0,00114+0,00002 | 0,982+0,004
1-103 0,0027+0,0002 |0,866+0,013
1-10-2 0,00183+0,00009 | 0,918+0,009

El indice de consistencia suele tomarse como un indicador de la viscosidad de un fluido. Esta

interpretaciéon concuerda con el hecho de que a medida que la concentracién del polimero decrece,

también lo hace K. Por otra parte, valores decrecientes de n para concentraciones crecientes de CS_p
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dan cuenta del efecto que tiene el aumento de concentracion del polisacarido en cuanto al alejamiento

de un comportamiento de tipo newtoniano.

El CS es un biopolimero con caracteristicas mucoadhesivas, lo que resulta ideal si se piensa en el
desarrollo de un firmaco de dimensiones nanométricas, que se administrara por la via pulmonar. Ya
que los tejidos epiteliales de esa parte del cuerpo se encuentran parcial o totalmente cubiertos por
secreciones de mucosa, rica en mucina (Hermans & Bernard 1999), cobra suma importancia la

interaccion entre el polimero y esta barrera natural.

A continuacién se muestran en la tabla 2.7 los indices de consistencia K y de flujo n para soluciones
0,01% p/p de CS_p y 5% p/p de mucina porcina (Mu), una proteina mayoritaria en las secreciones de
los epitelios y presente también en el pulmonar, con un pl de entre 2 y 3 (Argenis Caicedo & Perilla

2015). También se presentan dichos valores para la mezcla de ambas especies, a pH 2y 7 (Tabla 2.8).

Tabla 2.7: Parametros derivados de la ley de la potencia. Indice de consistencia k y de flujo n, para una
solucién de CS_p 0,01% p/p, una solucién de mucina 5% p/p y para la mezcla de ambas especies, a pH

2y 25°C; n=2 £ SD.

pH2 Mu 5% CS 0.01% CS 0.01% + Mu 5%
K 0,03130+0,0004 0,0020+0,0003 0,0490+0,0006
n 0,881+0,002 0,81+0,03 0,749+0,002

Tabla 2.8: Parametros derivados de la ley de la potencia. Indice de consistencia k y de flujo n, para
una solucién de CS_p 0.01% p/p, una soluciéon de mucina 5% p/p y para la mezcla de ambas especies,

apH 7y 25°C; n=2 % SD.

pH7 Mu 5% CS 0.01% CS 0.01% + Mu 5%
K 0,0140+0,0001 0,003+0,003 0,130+0,003
n 0,906+0,002 0,748+0,021 0,447+0,004

La interaccion entre estas dos especies se aprecia en el aumento del K de la mezcla CS+Mu, para ambos
pHs (Tablas 2.7 y 2.8). Sin dudas el aumento mas significativo se da a pH 7, con un incremento de un
orden de magnitud. Posiblemente, este fenémeno se deba a la formacidon de una red interpenetrada

mixta, donde el agua queda mas entrampada y es menos susceptible a fluir (Pérez et al. 2006).

El quitosano es capaz de formar sistemas interpenetrados en solucién de alta viscosidad. Segtin Berger
et al. (2004) (Berger et al. 2004), los hidrogeles de quitosano entrecruzados se clasifican como
hidrogeles i6nicos y covalentes. Estos ultimos se dividen en tres grupos: quitosano entrecruzado
consigo mismo, redes poliméricas hibridas y redes de polimeros interpenetrados. El sistema I-CS

perteneceria a la segunda categoria. El entrecruzamiento involucra naturalmente dos unidades
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estructurales, las cuales pueden o no pertenecer a la misma cadena polimérica. Las principales
interacciones que se presentan en este tipo de sistemas corresponden a enlaces de hidrégeno e
interacciones hidrofébicas, las cuales se forman entre unidades acetiladas del quitosano. El mayor
grado de entrecruzamiento siempre se obtiene cuando predominan los enlaces covalentes. Entre los
agentes entrecruzantes mas empleados se encuentran los dialdehidos como el glioxal y el
glutaraldehido. La reaccién se da entre el grupo aldehido que forma un enlace imina covalente con los
grupos amino primarios del quitosano, debido a la resonancia establecida con enlaces dobles
adyacentes via reaccion de Schiff (Sanchez-Brenes, A., Sibaja-Ballestero, M. D. R., Vega-Baudrit, J.,

Madrigal-Carballo 2007).

Se ha reportado la preparacién de sistemas de redes interpenetradas de &acido poliacrilico-co-
acrilamida/O-carboximetilquitosano, un quitosano modificado quimicamente con buenas propiedades
mecanicas y elevada capacidad de hinchamiento de geles y con alta viscosidad de las suspensiones de
partida. Se reporté incluso que estos sistemas son mucoadhesivos y pueden ser utilizados para la
liberacion controlada de péptidos y proteinas. La capacidad de hinchamiento de estos sistemas
complejos resulté dependiente de la composicién (Yin et al. 2007). En otro trabajo, Mahdavinia y col
(2004) (Mahdavinia & Pourjavadi 2004) sintetizaron el terpolimero quitosano/acido poliacrilico-co-
acrilamida. El sistema, de alta viscosidad, present6 propiedades interesantes para su empleo como
matriz portadora de agentes bioactivos. La capacidad de hinchamiento de los geles constituidos fue

dependiente de la composicion, el pH y de la presencia de sales.

Las curvas de flujo para CS, Mu y CS+Mu a pHs 2 y 7 se muestran en la Fig. 2.19. A pH 2, puede
observarse que Mu posee un comportamiento levemente dilatante (n<1) que se profundiza tras el
agregado del CS (Fig. 2.19a). Este mismo fenémeno, pero mas pronunciado, queda en evidencia a pH 7

(Fig. 2.19b).
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Fig. 2.19: Curva de flujo (a y b) y evolucién de la viscosidad en funcién de la velocidad de deformacién (cy d) para

soluciones de CS, Muy CS+Mu, a pHs 2y 7. 25°C.

En cuanto a los resultados de viscosidad en funcion de la velocidad de deformacién, el valor de la

pendiente para la mezcla se encuentra entre el valor de la mucina y el del quitosano (Fig. 4.6¢y d), para

ambos pHs. Se ha reportado en la literatura que la Mu se comporta como un gel, con un importante

caracter sélido, a pH 2 y que su viscosidad decrece notablemente al aumentar el pH, ya que las

moléculas ganan movilidad al abrirse los poros que contienen al agua entrampada (Celli et al. 2005).

Ademas, se ha descripto la formaciéon de grandes agregados a pHs acidos, para concentraciones
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cercanas a las empleadas en este trabajo de Tesis. Este comportamiento indicaria que el centro
peptidico es el responsable de la agregacion, y no las cadenas laterales del polisacarido (Bhaskar, K. R.,
Gong, D. H,, Bansil, R. A. M. A, Pajevic, S. I. N. I. S. A, Hamilton, J. A, Turner, B. S., LaMont 1991). Al
formar la mezcla CS-Mu a pH 2, la cercania con el pl de la Mu permitiria que puedan establecerse
uniones electroestaticas entre el biopolimero y los agregados de Mu (Razmi et al. 2013). La influencia
del estado de agregacion de la Mu y su viscosidad a distintos pHs queda expuesta al comparar las Fig.
4.6 c y d. La viscosidad de la proteina y de la mezcla decrecen a la mitad, aproximadamente, con el
aumento de pH y el correspondiente alejamiento del pl de la Mu, ya que las cargas superficiales de la

proteina se recomponen bajo estas condiciones.

2.8. SINERGISMO Y MUCOADHESION DEL SISTEMA QUITOSANO-MUCINA

Las interacciones asociativas entre CS y Mu pudieron ser evaluadas al comparar los pardmetros

viscoelasticos (G"y G’) de las soluciones mezcla frente a aquellas de las especies libres.

La interaccién entre CS y Mu se calcul6 considerando la variacién de los valores del mdédulo
viscoso/elastico de la mezcla (G” o G’ respectivamente), menos la suma del médulo de ambas especies

(ec.2.16y 2.17):

AG'=G'.,,, —(G'c+G'y,) (2.16)

AG"=G"¢.,, ~(G".+G",) (2.17)

Estas magnitudes son similares a las componentes viscosas de la bioadhesion (Sriamornsak &
Wattanakorn 2008). El software del reémetro dindmico arroja los valores de G, G y el de la

viscosidad relativa (tg 6). Los valores de AG’ y AG” obtenidos se muestran en la Tabla 2.9.

Tabla 2.9. Valores de AG' y AG" para sistemas binarios CS+Mu parapH 2y 7,a 1 Hz; n=2 £ SD.

AG' AG"'
pH2 0,65+0',04 0,52+0,05
pH7 0,49+0,05 0,54+0,11
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A pH 2, puede notarse que el comportamiento elastico es el que domina la mezcla (AG'> AG"), lo que se
traduce en un comportamiento general de la mezcla de tipo s6lido/gel. A pH 7, en cambio, el aporte de
la componente viscosa es mayoritario y el comportamiento dominante del sistema resultante es de
tipo viscoso o liquido. Este cambio de régimen podria deberse a cambios en el estado de agregacion de

la Mu al variar el pH.

En la Fig. 2.20 se exhiben las variaciones de los mddulos elastico y viscoso en funcién de la frecuencia
de deformacién para el CS_p (denominado CS), la Mu y la mezcla. Para el CS a pH 2 puede notarse un
cambio de régimen para valores cercanos a 4 y a 10, como se evidencia por la interseccion entre G" y
G”’; esta interseccion podria indicar que el biopolimero se encuentra entrecruzado. La tg § es menor a
la unidad, lo que describe un comportamiento dominante de tipo elastico. A pH 7, si bien no se observa
ninguna interseccién de los parametros viscoelasticos, el comportamiento sigue siendo de tipo elastico,
incrementando su intensidad. Para la Mu, no se observan cambios de régimen para ningtn valor de pH
considerado. La viscoelasticidad relativa (tg §), para esta concentraciéon (5% p/v) se mantiene muy

cercana a la unidad, indicando que no existe un tipo de componente dominante para esta solucidn.

Cuando al CS se le adiciona Mu, a pH 2, la tgd resulta <1, siendo dominante el comportamiento elastico;
a pH 7, sin embargo, la mezcla exhibe caracteristicas viscosas (tgé >1). Esta modificacién del
comportamiento al variar el pH, que ocasiona que el comportamiento de la mezcla pase de elastico a
viscoso podria ser consecuencia del aumento de la viscosidad aparente, en casi un orden de magnitud,

como se mostroé en las tablas 2.7 y 2.8 al registrar la variacion del indice de consistencia K.
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Fig. 2.20: Variacion de los médulos elastico y viscoso en funcion de la frecuencia de barrido para a) Mu 5% p/v, b)

CS0.01% p/py c) CS+Mu para pH2 y d) Mu 5% p/v, €) CS0.01% p/py f) CS+Mu para pH7

Para ambos pHs es evidente que la presencia de Mu en la mezcla es lo que define el tipo de

comportamiento que tendrd la misma. Su presencia seria capaz de definir el comportamiento

dominante, como puede notarse al comparar la variacién de la tangente del angulo de pérdida de la Mu

y de la mezcla (Tabla 2.10).
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Tabla 2.10. Valores de tg para CS, MU y la mezcla CS+MuapHs 2y 7,a 1 Hz; n=2 + SD.

CS Mu CS+Mu

pH2 0,36+0,05 0,69+0,05 | 0,75%0,03

pH7 0,0457+0,0004 | 0,98+0,01 | 0,74+0,08

La magnitud y forma de las curvas que describen el comportamiento de G" y G” se relacionan
directamente con la fortaleza del gel que conforma la muestra. Para un gel fuertemente entrecruzado,
G’ suele ser mucho mas grande que G y no se ve influenciado por la frecuencia de deformacién

durante el barrido dinamico. Este parece ser el caso para la muestra de CSa pH 7.

A pH 2, los grupos carboxilos y el acido sidlico de la mucina poseen cargas negativas. Por lo tanto, las
uniones entre hidrégenos de la mezcla podrian ser reemplazadas por interacciones electroestaticas,
significando para ésta un comportamiento mas elastico. A pH 7 sin embargo, tanto el polimero como la

Mu estan cargados negativamente, lo que ocasiona la fluidificacién de la mezcla.

De manera general, puede afirmarse que una solucién se comporta como un gel si se trata de una
estructura para la cual G° es mucho mayor que G* y ambos moédulos son independientes de la

frecuencia (CYTED 2000).

El punto gel es aquel para el cual existe un cambio abrupto en la viscosidad de una solucién que
contiene componentes poliméricos o polimerizables. La solucién experimenta un proceso de
gelificacion que se refleja en la pérdida o disminucién de la fluidez y que incluye la presencia de

estructuras planas o tridimensionales entrecruzadas (Rudin, A. Choi 2012).

Si bien para ninguna de las muestras puede considerarse la independencia total de los parametros G'y
G" frente a la frecuencia de deformacidn, si resulta interesante al menos comparar los valores maximos

alcanzados por cada uno de los médulos y cdmo se ven afectados por la variacién del pH.

Para el CS, el aumento de pH conlleva el aumento de G', lo que indicaria la conformacién de un gel
fuertemente entrecruzado. Para la Mu se observa un comportamiento similar pero la modificacién del
comportamiento “lineal” entre 1 y 10 Hz al pasar de pH 2 a 7 podria estar dando cuenta de cambios
estructurales que llevan a esta proteina de un estado de agregacién a pH acido hacia otro un menos

agregado para pHs basicos.

Para la mezcla, los comportamientos a ambos pHs no parecen diferir sustancialmente, salvo por
pequeias diferencias en las intensidades y la frecuencia de entrecruzamiento de G' y G", ain a
sabiendas que ambas especies tienen comportamientos diferentes para cada condicidn y que existe un

sinergismo que aumenta al hacerlo el pH (Sriamornsak & Wattanakorn 2008). Una posible explicacion
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para esta situacion podria surgir de considerar que las cargas moleculares para cada especie también
varian al variar el pH, por lo que las interacciones que sostienen la mezcla no son las mismas en cada

situacion, como se ha comentado con anterioridad.

2.9. TOPOGRAFIiA MOLECULAR DEL QUITOSANO MEDIANTE AFM

Una matriz polimérica, como la estudiada aqui puede ser observada y caracterizada por microscopia
de fuerza atémica. De esta manera, empleando esta técnica se obtuvieron imagenes para diversas
concentraciones de CS mediante AFM. Las muestras fueron diluidas por un factor de 1/5000 antes de
su examinacidn. Se presentan tanto la imagen correspondiente a la altura como a la amplitud, para una

mejor visualizacidn.

Puede observarse que existe un alto grado de aglomeracién y que estos agregados poseen variados
tamafio (Fig 2.21). Esto tiene concordancia con el alto grado de polidispersidad obtenido por otros
métodos que presenta el quitosano argentino empleado en esta Tesis. La imagen presenta una
definicién “tipo valle”, donde abundan regiones planas de sustrato coexistiendo con la muestra que se

presenta en cimulos polidispersos.

Fig. 2.21: Imagenes obtenidas mediante Microscopia de Fuera Atémica correspondiente a una solucién de CS 10-

2% p/p. Se muestran tanto la altura (barras laterales) como la amplitud (a la derecha), para mayor claridad.
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2.10. ANALISIS DE LA VIABILIDAD CELULAR CON MTT EN CELULAS HELA Y 3T3 EN CONTACTO
CON CS

Se evalué la posible citotoxicidad del CS polimérico sobre una linea celular humana epitelial (HeLa) y
una linea murina de fibroblastos (3T3-L1). La primera linea celular se emple6 debido a su versatilidad,
para poner a punto las condiciones del experimento. La segunda, por su parte, es de gran interés ya
que presenta una gran cantidad de receptores de insulina, lo que la hace ideal para experimentos in-

vivo que se describiran en capitulos posteriores.

Para ello se realiz6 un ensayo de viabilidad (MTT) con diferentes concentraciones de CS_p y también
se evalu6 el efecto del tiempo de incubacidon para cada una de las concentraciones ensayadas. El
analisis estadistico (ANOVA de 2 factores -tiempo y concentracidon- con interacciéon seguido de la
prueba post-hoc de Tuckey (n=12)) determiné que ni la concentracién ni la combinacién de tiempo
son factores que afecten significativamente la viabilidad celular, al menos en las lineas evaluadas
(misma letra agrupa las diferentes concentraciones a cada tiempo y difieren entre el tiempo inicial, el
medio y el tiempo final). Como se muestra en la Fig. 2.22 hay un aumento significativo de la
absorbancia en funcién del tiempo, indicando proliferacién celular y viabilidad (A, By C). A pesar de
observarse una separaciéon en el valor de la absorbancia a diferentes concentraciones, no son
diferencias significativas. Este ensayo indicaria que la presencia de CS_p no posee efectos deletéreos

para las células al menos en las concentraciones empleadas.
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Fig. 2.22. Absorbancia vs tiempo. Andlisis indicativo de proliferacién celular para células Hela (a) y 3T3-L1 (b) en
presencia de distintas concentraciones de CS. Los datos de absorbancia se expresan como la media=SD. Medias

con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05).

La concentracién maxima empleada en este ensayo (50 pg/ml 6 0,05% p/v) duplica la concentracién
empleada en el capitulo 3, referente al disefio y generacion de nanoparticulas autoensambladas, lo cual

constituye una prueba concreta de la inocuidad del biopolimero en las lineas celulares consideradas.
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2.11. EFECTO DEL CS EN MONOCAPAS CELULARES. APERTURA DE UNIONES ESTRECHAS

Se ha reportado que los complejos hidrofilicos, como los constituidos por CS, pueden incrementar la
permeabilidad paracelular a partir de la disrupcién reversible de las uniones estrechas, aumentando la
eficiencia en el transporte de los compuestos que encapsulan (Liu et al. 2016). Por ejemplo, Smith y col.
(2004) estudiaron los cambios en las propiedades de barrera de una monocapa de la linea celular
Caco-2 (carcinoma de colon humano) para diversas concentraciones de CS. Observaron que existia una
disminucidén en la resistencia transepitelial de hasta un 83%, y que ese efecto era dependiente de la
concentraciéon de CS (Smith et al. 2004). Por otro lado, la localizacién inmunofluorescente de ZO-1
(Zone occludin-1) revel6 la pérdida de esta proteina en areas discretas, lo que indicaria que la
disrupcion de las uniones estrechas se relaciona con la translocacion de proteinas que intervienen en

las uniones desde la membrana hacia el citoesqueleto.

Por otro lado, a fin de hacer valer este incremento en la permeabilidad que presenta el CS, se ha
propuesto su uso como un agente para el aumento de absorcidn en diversas formulaciones, como una
manera de aumentar la biodisponibilidad de aquellos ingredientes farmacéuticos activos con baja

permeabilidad de membrana.

Lemmer y Hamman (2013) evaluaron el efecto que multiples compuestos poseen como moduladores
de uniones estrechas, incluyendo EDTA (4cido etilendiaminotetra acético), la toxina zonula occludens,
geles de Aloe Vera y quitosano. Con respecto a este ultimo, observaron una redistribucién de proteinas
como Actina-F y Z0-1, asi como también cambios en el citoesqueleto (Hendrik Lemmer 2013). La
adicién de Heparina, cargada negativamente, inhibié el efecto del CS sobre estas proteinas, indicando
que la carga positiva del biopolimero seria necesaria para lograr un aumento en la absorcién de la

droga de interés.

En la Fig. 2.23 se muestra de manera esquematica la distribucién de algunos de los complejos proteicos

mencionados, involucrados en la apertura de las uniones estrechas.
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Fig. 2.23: Esquema correspondiente a la estructura de una unién estrecha y complejos proteicos asociados a su

apertura. Adaptado de (Cooper 2000) y (Lodish H., Berk A., Zipursky S.L., Matsudaira P., Baltimore D. 2000).

Los resultados del ensayo destinado a evaluar los posibles efectos que la presencia de este polimero
tuvo sobre una monocapa de células HeLa se muestran en la Fig. 2.24. Las imagenes de la columna
izquierda muestran las células control, mientras que las imagenes en la columna derecha muestran
aquellas expuestas a una concentraciéon de 0,5 pg/ml de CS_p. Puede observarse que para tiempos
cortos (1 hora) las uniones intracelulares se rompieron de manera transiente, pero luego de 6 horas la
monocapa se reconstituyd, reforzando la actina cortical y disminuyendo el nimero de fibras de estrés.
El CS_p argentino empleado en este trabajo de Tesis no es una excepcién a lo reportado en la literatura

cientifica, en cuanto a su accion sobre las uniones estrechas intercelulares.
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Control

Fig. 2.24: Reconstituciéon de monocapa de células Hela tras el tratamiento con CS_p. La presencia del polimero
afecta las uniones intracelulares y la red de actina de manera transiente. Se incluyen los tiempos del ensayo en las

figuras. La barra de escala corresponde a 10 um.
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Conclusiones parciales
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Los materiales basados en quitosano estan involucrados en una enorme cantidad de aplicaciones
médicas, farmacéuticas, alimentarias, cosméticas y aplicaciones de bioingenieria como Ila
biorremediacién, descontaminacion de radionuclidos y reemplazo 6seo, s6lo por nombrar algunas.
Debido a la flexibilidad intrinseca y conformacional de la molécula de quitosano, debida a su
variabilidad, el desarrollo de materiales novedosos se ha llevado a cabo principalmente en forma
empirica En este capitulo, se ha caracterizado el quitosano argentino empleado en este trabajo de Tesis

a través de distintas técnicas analiticas y de uso corriente en este tipo de materiales.

El conocimiento de las propiedades fisico-quimicas y composicionales proporcioné una caracterizacion
mejorada que influyé en la potencial modificaciéon o funcionalizacién del biopolimero, control de
calidad de la sintesis y constituy6 un paso mas hacia la comprensiéon de las relaciones estructura-

propiedades de este polimero complejo.

El polisacarido mostré una estructura mas expandida en el seno de soluciones de regimenes mas

diluidos, segun lo hallado en las distribuciones de tamafio de particula a los pHs de estudio.

Por otro lado, la espectroscopia FTIR nos demostré que el proceso de purificacion llevado a cabo en
nuestro laboratorio devuelve un producto con caracteristicas diferentes en cuanto a las regiones
asignadas a los grupos quimicos. Debido a su origen natural y la variacién en las condiciones de
obtencidn y procesamiento de la quitina de partida, el quitosano puede tener amplias distribuciones en
cuanto al grado de desacetilacion. Por ello, en este trabajo el grado de desacetilacion fue determinado
por dos métodos diferentes; los resultados indicaron que efectivamente se trata de un quitosano
obtenido por un proceso adecuado para producir un material que reine maultiples caracteristicas y
comportamientos que también poseen los quitosanos reportados en la literatura. Este atributo
molecular es de gran importancia ya que influye en la funcionalidad posterior del polisacarido. La
caracterizacion funcional del quitosano y sus derivados es hoy en dia una de las areas de investigacion

mas productivas.

En cuanto al flujo de las soluciones poliméricas, éstas mostraron un comportamiento newtoniano y la
viscosidad no vari6 en el rango de concentraciones consideradas. Dicho resultado debiera ser tenido
en cuenta para el disefio de nanoparticulas, ya que la viscosidad no debe ser impedimento cinético a la

hora de promover la unién entre quitosano y proteina.

Se determiné instrumentalmente la propiedad de mucoadhesién expresada en términos de sinergismo
en el sistema quitosano-mucina. Las interacciones asociativas entre las especies se evaluaron sobre los
componentes del médulo viscoelastico (G"y G™). A pH fisioldgico se observé un comportamiento “tipo
gel entrecruzado”. El comportamiento fue distinto a pH 2 donde el caracter gel decreci6 por

fluidificacion del sistema.

El analisis de la topografia en la nanoescala, mostré estructuras tipo valles, irregulares y dispersas,

correspondientes a agregados de quitosano.
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En otro orden, ni la concentracion ni la combinacion de tiempo de tratamiento de quitosano-células
son factores que afecten significativamente la viabilidad celular, al menos en las lineas HeLa y 3T3.
Este hecho guarda significancia practica, ya que es la primera vez que se caracteriza este quitosano en
términos de su efecto en sistemas in vitro, punto de partida para el desarrollo de un nanovehiculo para

un bioactivo.

Desde el punto de vista fisioldgico y para una eventual funcién de encapsulacién de bioactivos con
entrega controlada de los mismos, se encontr6 que el quitosano argentino actda en forma similar a
otros reportados en la literatura especializada e incluso a aquellos de calidad analitica en cuanto a su
accion sobre las uniones estrechas intercelulares. Las uniones intracelulares se desorganizaron, pero
luego de un lapso de horas la monocapa se reconstituy6, reforzando la actina cortical y disminuyendo

el nimero de fibras de estrés.

En términos particulares y pertinentes a este trabajo, la comprensién de las propiedades moleculares
de este material permitié un disefio mas eficiente y racional de las nanoparticulas con Insulina, lo cual
se aborda en los capitulos subsiguientes. Asi el conocimiento de sus propiedades fisico-quimicas y

funcionales se puede utilizar para adaptarlas a las necesidades especificas del presente trabajo.

En términos mas generales y en perspectiva, la naturaleza de carga positiva de este polisacarido en un
amplio rango de pH, sumado a su degradabilidad enzimatica asociada, con analogia estructural con
glicosaminoglicanos (GAG) de la matriz extracelular, son atributos que contribuyen juntos al creciente

interés a su empleo como biomaterial.

Una limitacién a su uso en clinicas esta relacionada con la baja reproductividad de las caracteristicas
fisicoquimicas del quitosano entre lotes, asi como la presencia de contaminantes no previstos. Ademas,
para el desarrollo de biomateriales avanzados basados en quitosano, es necesario ain regular normas

internacionales relativas a la gama de requisitos para su uso en dispositivos médicos.

La posibilidad de unir electrostaticamente proteinas y péptidos al quitosano, para entrega dirigida de
entidades biolégicamente activas en terapias celulares, es un campo que permanece inmensamente
inexplorado. La posibilidad de producir matrices con diversas cinéticas de degradacidn ofrece variadas
oportunidades para ampliar el uso de materiales basados en quitosano. Todos los estudios referentes a
este quitosano argentino se encuentran en etapas iniciales y son el puntapié a una caracterizacién

completa y definitiva de este polimero.
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AUTOENSAMBLAJE MOLECULAR

En la literatura cientifica se describe el autoensamblaje molecular como el arreglo espontaneo de
moléculas en estructuras supramoleculares. Estas estructuras quedan estabilizadas por la presencia de
uniones no covalentes entre diferentes especies (Sosnik 2016). Es un fenémeno muy extendido en la
Naturaleza, y puede observarse en estructuras como péptidos y ADN y también en la constitucion entre

proteinas de capsides de virus y membranas celulares (Sosnik 2016).
Los requisitos que deben cumplirse para que este fendmeno tenga lugar son los siguientes:

1) Las subunidades se agregan conjuntamente para formar una configuraciéon estable y bien
definida.

2) Las interacciones entre los componentes suelen ser débiles, no covalentes.

3) Para aumentar la estabilidad de la nueva estructura, las conexiones entre componentes deben
ser lo suficientemente débiles para que se rompan y se reconfiguren, reajustando de esta
manera las posiciones de cada elemento (reversibilidad).

4) Elentorno en el que se desarrolla un proceso de autoensamblaje es muy importante. Define la
manera en que los componentes se mueven e interactian.

5) Lamovilidad de los componentes es crucial para la formacion de agregados.

El proceso puede dividirse en tres pasos basicos secuenciales: reconocimiento molecular (unién
selectiva de moléculas elementales), crecimiento (los componentes se ensamblan secuencialmente o

jerarquicamente) y culminacién(el proceso termina) (Iyer & Paul 2015)

Las interacciones electroestaticas juegan un rol crucial en los sistemas biolégicos, al involucrar el
reconocimiento molecular especifico, estabilizar proteinas y dirigir el autoensamblaje de complejos
proteicos . El rol central de estas interacciones se debe a que las proteinas estan altamente cargadas, ya
que los residuos de aminodacidos -electrolitos débiles- se distribuyen a lo largo de la superficie de la

proteina, otorgandoles cargas positivas o negativas segin el pH del entorno.

Debido a la heterogeneidad intrinseca de la superficie proteica, los aminoacidos no estan
equitativamente distribuidos, sino que se concentran en ciertas areas para formar zonas
positivas/negativas. Al combinar el disefio estérico geométrico y las interacciones electroestaticas, es

posible obtener estructuras proteicas autoensambladas de morfologia variada (Bai et al. 2016).

Para sistemas poliméricos binarios, formados por un polisacdrido y una proteina por ejemplo, la
interaccion neta durante el ensamblaje entre las dos especies puede ser asociativa, disociativa o
segregativa (repulsiva), dependiendo de las estructuras de cada polimero, del pH, de la fuerza idnica,

etc. Cuando los biopolimeros contienen grupos ionizables, predominan las fuerzas electroestaticas y
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los complejos asi ensamblados pueden emplearse como materiales sensibles a los cambios de pH, entre

otros factores (Kurukji et al. 2014).

Uno de los mecanismos mas empleados a la hora de combinar polimeros y proteinas para generar
nanoparticulas es la unién por interaccion electroestatica atractiva. Esto se debe, principalmente, a que
los diferentes componentes pueden ser usados en soluciones acuosas y a temperatura ambiente, lo
cual es muy conveniente para las proteinas. Ademas, la carga de estas moléculas puede ajustarse al

controlar el pH de la solucién (van Rijn 2013).

Dentro de este contexto, la formacién de complejos de I-CS puede constituir una alternativa atractiva
para el desarrollo de una nuevas formas de administraciéon de péptidos terapéuticos (Pan et al. 2002).
Las principales ventajas de emplear la bionanotecnologia en la entrega de este tipo de sustancias es
mejorar la solubilidad de moléculas hidrofébicas, direccionar la entrega, modificar los perfiles de
liberacion, aumentar la biodisponibilidad y reducir efectos secundarios indeseados (Habibi et al

2013).

Entre las nanoestructuras poliméricas autoensambladas mas empleadas en medicina se pueden
nombrar las micelas, los complejos de polielectrolitos, los polimerosomas, las nanoparticulas, los

nanogeles y los liposomas (Pippa et al. 2016).

Con referencia a nanoestructuras autoensambladas que incluyen quitosano o alguno de sus derivados
entre sus componentes (Yang et al. 2014) pueden citarse: complejos de insulina-dextrano (Sarmento et
al. 2006), nanoparticulas de HCG (gonadotrofina coriénica humana) (Kim et al. 2008), liposomas de
alginato-BSA (Haidar et al. 2008), ciclosporina (De Campos et al. 2001), compuestos de curcumina (Das
et al. 2009), acido fdlico (Gonen & Assaraf 2012), doxorubicina-dextrano(Mitra et al. 2001) y

Enoxolona (Tian et al. 2012), entre otros.

En este capitulo de la Tesis se hara hincapié en dos tipos de autoensamblaje: aquel que da origen a
particulas de tipo core-shell y nos remitiremos también al fenémeno de floculacién por puenteo

(bridging flocculation).

NANOPARTICULAS DE TIPO CORE-SHELL (NUCLEO-CUBIERTA)

Estas NP se componen de un material que forma un ntcleo (core), cubierto de otro material que forma
una cascara o caparazén (shell). La aplicacion bioldgica de estas NP poseen multiples ventajas por
sobre otro tipo de NP, ya que i) presentan toxicidades menores (Law et al. 2008), ii) aumentan la
dispersabilidad y la bio y cito-compatibilidad, iii) poseen una mejor conjugacién con otras moléculas

bioactivas y iv) se incrementa su estabilidad térmica y quimica (Sounderya et al. 2008). Cuando el

130



DISENO DE NANOPARTICULAS ViA AUTOENSAMBLAJE MOLECULAR

material del nicleo es susceptible a cambios quimicos o térmicos durante su exposicion al entorno, una

cubierta de material inerte por ejemplo,podriaaumentar la estabilidad del nucleo.

Una representacion esquematica de los distintos tipos de NP tipo core-shell se muestran en la Fig. 3.1.
A) NP core-shell de simple cubierta; B) NP multi-capas; C) NP poliédricas; D) NP de cubiertaporosa; E)
NP de nucleo hueco; F) Nucleo huevo y doble cubierta; G) NP con nicleo mévil; H) NP de nucleo

multiple; I) NP de forma irregular; J) NP de nucleo cilindrico.

Fig 3.1.: representacién esquematica de los distintos tipos de NP core-shell. Adaptada de (Deshpande et al. 2017).

Aplicaciones biomédicas

En general, las NP core-shell se diseflan para aplicaciones biomédicas en base a la quimica de
superficie, que incrementasu afinidad para ligar drogas, receptores, ligandos, etc(Sahoo & Labhasetwar
2003). Esto ha significado el disefio de NP novedosas, en sincronia con los sistemas biologicos de
destino. La biocompatibilidad y la citocompatibilidad aumentan su valor terapéutico, lo que abre la
puerta para el disefio de toda una nueva generacién de nanovehiculos con propiedades mejoradas
como tiempos de residencia mas largos, mayor biodisponibilidad y reduccién de tanto la dosificacién
como de la frecuencia, al tiempo de una mejor especificidad. A modo de ejemplo, la cobertura bio-
inspirada de una droga hidrofébica puede facilitar la correcta liberacién en su sitio diana debido a la
degradacion especifica del polimero para las condiciones de temperatura, pH y fuerza idnica del

entorno (Mahmud et al. 2007)(Chatterjee et al. 2014).
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FLOCULACION POR PUENTEO

La floculacién es el fendmeno por el cual una cadena larga de un polielectrolito con alto peso molecular
forma un puente fisico entre dos o mas particulas, uniéndolas para conformar una estructura

tridimensional poco rigida y porosa (Gregory 1988).

Existen dos mecanismos predominantes de floculaciéon para polimeros: puenteo de particulas

(bridging) por cadenas poliméricas o neutralizacién de cargas por adsorcion de polielectrolitos.

Puenteo polimérico. Luego de adsorbidas, las cadenas poliméricas pueden presentar bucles y colas
extendiéndose desde la superficie de la particula, las cuales podran formar segmentos y de esta
manera adherirse a otras particulas, lo que conectard o generara un “puente” entre dos particulas. La
floculacion por puenteo sélo puede ocurrir si existen suficientes superficies desocupadas sobre las
particulas para permitir que los segmentos de una misma cadena polimérica sean adsorbidos sobre las
particulas. Ya que el nimero de contactos de puenteo entre las particulas depende de la cantidad de
polimero adsorbido, una concentracién 6ptima de este ultimo debe existir para lograr la maxima
efectividad de puenteo y estd relacionada con la maxima cantidad de encuentros exitosos entre

particulas (LA Mer 1966).

Neutralizacion de carga. Suele ocurrir cuando los floculantes poliméricos poseen cargas opuestas a las
particulas de una suspension. El ejemplo mas comun es el uso de un polielectrolito catidnico para la
floculacién de particulas cargadas negativamente, como ocurre con el CS y la [, respectivamente (Fig.

3.2).

Para polielectrolitos flexibles, suele suceder que una concentracién éptima es aquella que asegura una
neutralizacion casi completa de la carga superficial del core en formacién, y se manifiesta cuando el

potencial ¢ tiende a cero (Kleimann ], Gehin-Delval C, Auweter H 2005) (Barany & Szepesszentgy 2004).

Como es de esperarse, la densidad de carga del polielectrolito es de suma importancia: para un
floculante de alta densidad la concentracién 6ptima se vuelve mas pequefia. En muchos casos, la
densidad de carga del polielectrolito es el factor mas importante, mientras que el peso molecular ocupa
un rol secundario. Para polielectrolitos de alto peso molecular, la floculaciéon puede ocurrir, pero la
configuracién plana de adsorcion puede ser un factor limitante. Para polimeros rigidos como el CS, o
para aquellos altamente cargados (Barany et al. 2009) no existe una correspondencia entre
concentraciéon 6ptima y punto isoeléctrico (Barany & Szepesszentgy 2004) y el puenteo es mas

probable.
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Particulas de
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Unidad polimérica +
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Fig 3.2.: Puenteo entre un polimero catiénico y particulas con carga negativa. Adaptado de

Un aspecto importante de la neutralizacién de carga es que suele existir un desfasaje espacial entre
segmentos cargados de la cadena polimérica y los sitios cargados de la superficie molecular, en nuestro
caso la insulina o agregados de la misma. Para polielectrolitos catiénicos de alta densidad de carga, el
espaciamiento entre cargas suele ser pequefio, mientras que muchas particulas negativamente
cargadas tienen una densidad de carga superficial relativamente baja. De este hecho se desprende que
para la adsorcion de polielectrolitos catiénicos es importante la existencia de “parches”, es decir de
regiones con carga positiva en exceso, rodeadas de areas de carga negativa neta. No puede descartarse
que de existir una ubicacién espacial preferencial de ambos componentes, puedan surgir interacciones

atractivas adicionales entre estas dos regiones (Gregory & Barany 2011).

LIBERACION CONTROLADA

Uno de los desafios en el disefio de vehiculos para la entrega de drogas es el control de la liberacién de
dichas drogas. Por esta razon, se ha desarrollado un gran nimero de NP multifuncionales con gatillos
multiples y una quimica compleja. Para lograr un efecto terapéutico eficiente maximizado, es deseable
contar con un sistema de entrega de drogas dependiente de dicho gatillo y que ademads sea capaz de

ejercer una liberacién sostenida.

La terapia farmacolégica convencional, si bien es efectiva, suele requerir la administracion periddica de

drogas en concentraciones mas elevadas a las requeridas en el sitio diana, lo cual puede provocar

133


https://www.slideshare.net/jagadish108/chemical-clarificationcoagulation

DISENO DE NANOPARTICULAS ViA AUTOENSAMBLAJE MOLECULAR

efectos citotéxicos sistémicos. Ademas, su efectividad también depende del cumplimiento del

tratamiento por parte del paciente (Deshpande et al. 2017).

Para disminuir la frecuencia de administracidén, la dependencia del cumplimiento del paciente y para
aumentar la concentracién efectiva de la droga en el sitio diana, se ha comenzado a emplear

nanovehiculos como sistema de entrega (Bao et al. 2013)(Kim et al. 2009).

Una de las propiedades mas deseadas de los nanovehiculos es la posibilidad de controlar la cinética de
liberacion de drogas. La mayoria de los vehiculos desarrollados con este fin muestran un perfil de
liberacion sostenido en el tiempo, donde la liberacién esta gobernada por la ley de difusién de Fick, lo
que proporciona poco control sobre la misma. Los esfuerzos se concentran entonces en los llamados
nanovehiculos “inteligentes”, para los cuales la liberacion puede ser inducida como respuesta a un
estimulo end6geno o ex6geno. Los estimulos end6genos, como pH (Deng et al. 2011)(Hyun et al. 2010),
hipoxia (Thambi et al. 2014) o la presencia de enzimas (Xu et al. 2013) tienen origen en el micro-
entorno especifico del sitio diana. Debido a que estos estimulos se encuentran presentes de manera
permanente, una vez activado el sistema, este presenta una liberacién continua. De manera alternativa,
los gatillos exdgenos, como la temperatura (Rastogi et al. 2011), luz (Cheng et al. 2014)(Bao et al.
2015), campo magnético (Dionigi et al. 2013) y corriente eléctrica (Kargina et al. 2014) pueden

proveer perfiles de liberacion avanzados, conocidos como por requerimiento.
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3.1. MATERIALES

El CS empleado es el denominado CS_p, o quitosano purificado, descripto en la seccién 2.1. Se disuelve
en una solucion 1% de acido acético para lograr una concentracion de 1%, p/p. Luego se centrifuga
durante 20 minutos a 4.500 rpm y se conserva el sobrenadante. La fraccién precipitada es rica en

impurezas y se descarta.

La insulina recombinante humana, donada en forma de polvo liofilizado ([UE]= 28,6 Ul/mg) por

Denver Farma, se disuelve en HCl 20 mM inmediatamente antes de ser utilizada.

3.2. METODOS

3.2.1. PREPARACION DE LOS COMPLEJOS I-CS MEDIANTE EL PRINCIPIO DE AUTOENSAMBLAJE

MOLECULAR (CHARGE SCREENING METHOD)

Para preparar los complejos, se mezclaron los volimenes de las soluciones doblemente concentradas
de CS purificado, segin 2.1, e I, a pH 2, de manera de obtener concentraciones finales de 0,2 % p/p
para la insulina y de 1-104, 1-103y 1-10-2% p/p para el CS. La insulina fue vertida gota a gota sobre la
solucidn de CS, bajo agitacién magnética suave y a temperatura ambiente (TA). El pH de la mezcla fue
llevado hasta 6, con la adicién de Na(OH), 4N, también gota a gota. La eleccién del pH 6 como pH de
trabajo se justifica en el aumento de las interacciones electroestaticas entre I y CS tal como se explicé

en la seccion 3.3 (Smirnova et al. 2015).

Luego de alcanzado el pH final, las mezclas presentan en mayor o menor medida material precipitado.
A partir de este punto, todos los experimentos y determinaciones se realizaron empleando la fraccién

soluble de las mezclas.

A continuacion se presenta el diagrama de flujo del proceso de generacién de nanoparticulas (Fig. 3.3).
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Fig. 3.3: Diagrama de flujo que resume la generaciéon de NP I-CS por el método de autoensamblaje y la
configuracion de las nanoparticulas obtenidas.
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3.2.2. DISPERSION DINAMICA DE LUZ (DLS) Y POTENCIAL Z

La distribucién de tamafio de particula y el potencial ¢, cuyos fundamentos se explicaron en la seccién
2.2.2, se obtuvieron con un analizador de particulas Zetasizer Nano-Zs (Malvern Instruments,
Worcestershire, UK). La distribucion de intensidad se determiné ajustando los datos experimentales
con una funcién multiexponencial (CONTIN). El potencial { se obtuvo considerando la movilidad

electroforética de las particulas y empleando la ecuacién de Henry para su conversién en potencial .

La distribucién de tamafio se expresa en Volumen, ya que esta representacién permite apreciar con
mas facilidad la importancia relativa de los diferentes picos (Bhattacharjee 2016). Sin embargo, el
valor de cada pico reportado se obtiene de las curvas de Intensidad, que es la representacion mas

precisa de la luz difractada por cada muestra (ver seccién 2.2.2).

Por otro lado, se empled el software del equipo, Zetasizer Software v. 7.02, para obtener un peso
molecular (MW) estimado tanto para las nanoparticulas como para la insulina libre, para los diferentes
pHs considerados. La herramienta MW & Shape Estimates calcula el peso basandose en un radio
hidrodinamico ingresado por el usuario. El resultado se reporta considerando 4 modelos o casos
posibles: proteinas globulares, polisacaridos lineales, dendrimeros y polisacaridos ramificados. El

usuario es quien elige cual de esas configuraciones corresponde a su sistema.

El programa calcula tanto el factor de Perrin, que es una medida de cudnto se aleja una particula de la
forma esférica, como los radios axiales prolato y oblato. El radio prolato es el cociente entre la longitud
y el grosor, mientras que el oblato es el cociente del ancho y el grosor, de un objeto con forma de disco.
Si bien los valores obtenidos con esta herramienta son de caracter solo orientativo, resultan de gran

utilidad para comprender mejor las distintas etapas del proceso de complejamiento.

El indice de polidispersidad (o PI en inglés) es un parametro adimensional calculado a partir del
analisis de cumulantes (seccién 2.2.2) y esta relacionado con el ancho de la campana Gaussiana que se
emplea para modelar los datos experimentales en dicho andlisis (Ochnio et al. 2018). Puede variar
entre 0 y 1, donde 0 indica una muestra completamente monodispersa y 1 una completamente
polidispersa. En la practica no se observan valores menores a 0,05 excepto en estandares
monodispersos y para el estudio de proteinas valores menores a 0,2 se consideran un indicio de
monodispersidad. En casos donde el PI>0,7 se considera que la muestra es demasiado polidispersa

para ser analizada empleando unicamente DLS (Malvern Instruments 2011).

Se emplearon las siguientes constantes para cada medicidn: indice de refraccién 1,333 para agua ultra
pura (dispersante), constante dieléctrica 78,5, viscosidad 0,8872 cp, angulo de 173°, temperatura 25
°C. El tiempo de estabilizaciéon fue de 180 s y cada medicién consistié en 10 lecturas. Se utilizaron
cubetas de plastico desechables para medir la distribucién de tamafio y celdas descartables para el

potencial ¢ (DTS1060, Malvern Instruments, Worcestershire, UK).
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Las mediciones de distribuciéon de tamarfio para I, CS e I-CS, realizadas a 25°C, se informan como el
promedio y la desviacién estdndar de diez lecturas realizadas sobre al menos 3 soluciones

independientemente preparadas como réplicas.

3.2.3. CINETICA DE AGREGACION

Se registré la absorbancia en funciéon del tiempo, a pH 2 y 6, empleando un lector multiplaca
PHERASTAR-FS (BMG LabTech, Ortenberg, Germany). Los datos se adquirieron a A=500 nm, ya que
esta longitud de onda se encuentra alejada de los picos de intensidad del CSy de la I (Tang et al. 2013).
Todas las mediciones fueron a 25 °C y para cada una de ellas se depositaron 200 pl por pocillo. El
modelo con el que se ajustaron los datos experimentales y que sirvi6 para obtener los parametros

cinéticos es el propuesto por Stirpe y col. (Stirpe et al. 2011).

Dicho modelo, obtenido por regresion multiple no lineal, considera que la absorbancia sigue un
comportamiento de tipo sigmoidal (Figura 3.4) y que los resultados experimentales pueden ajustarse

siguiendo una funcién del tipo:

—at)?
Y=Y +Ce( “ (3.1)

dondeye yo son la absorbancia para un tiempo ty para un tiempo final, mientras que el parametro a es

la velocidad de formacién espontanea de agregados y [ es el orden de dicha agregacion.

Absorbancia (u.a)

= Ajuste no lineal
024 ——1-CS1.10°%

0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h)

Fig. 3.4; Modelo sigmoideo que describe el comportamiento de la absorbancia en funcidn del tiempo. Ajuste sobre

datos de complejos I-CS con 1.10-3 % p/p de CS a modo de ejemplo.
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3.2.4. REGIMENES DE FLUJO

El comportamiento de flujo de las dispersiones de I, CS y los complejos I-CS, para las diversas
concentraciones del polimero se registré a través de un reémetro de esfuerzo de corte controlado para
Physica (MCR 301) (Graz, Austria) con sistema de cono y plato (CP 50) a un gap de 0,099 mm. Se
vertieron 570 pl de cada dispersion a pH 3 en el plato del reémetro. La temperatura fue controlada a
25 2C por un sistema Peltier (Viscotherm VT2, para Physica). Se registré la evolucion del esfuerzo de
corte en funcién de la velocidad de cizalla creciente linealmente desde 0 a 300 sl Todas las

determinaciones se realizaron al menos por duplicado.

Se obtuvieron los valores de esfuerzo de corte frente a las velocidades de deformacién y a continuacién

los datos se ajustaron utilizando la ecuacién de la ley de potencia (Ecuacién 3.2):

r=ky" (3:2)

Donde t es el esfuerzo de corte, 7 la velocidad de deformacién, k el indice de consistencia

(homologado con la viscosidad) y n el indice de flujo (Alfano et al. 2017).

3.2.5. MicroscoPiA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

El microscopio electrénico de barrido (Scanning Electron Microscope o SEM) es un instrumento que
utiliza haces de electrones para producir imagenes de especimenes sélidos con gran resolucién
espacial y una alta profundidad de campo. Estas imagenes proveen informacién tanto de la topografia
como del estado quimico, magnético y electrénico de la muestra. En particular, los microscopios
electronicos de barrido por emisidn de campo (Field Emission Scanning Electron Microscope o FE-SEM)
poseen un cafiéon de electrones (catodo) de alto vacio que genera una corriente grande y estable

confinada en un pequefio haz (Fig. 3.5).

Los electrones energéticos golpean la muestra, interactuando con ella y generando numerosas
reacciones, entre las que figuran procesos de backscattering y de emision de electrones secundarios.
Los electrones generados en el punto de impacto del haz de electrones primario sobre la muestra son
interceptados por un campo eléctrico débil (generado por la lente electrostatica) que los acelera y
enfoca en el detector que se encuentra en el interior del cafién del haz. Ademas un detector lateral en la
camara provee informacién topografica. Las sefiales de ambos detectores se mezclan para entregar una

imagen de alta calidad.
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Fig. 3.5: Fotografia del equipo SEM empleado (a). Esquema simplificado del cafién de electrones y los diferentes

detectores que conforman el microscopio (b).

En este trabajo se emple6 un equipo FEG-SEM Zeiss, SUPRA 40 (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania) que
posee una columna o canén Gemini. Se empledé un voltaje de aceleracion de 2 kV. Las muestras,
originalmente en solucién, debieron ser liofilizadas. A continuacién, unos microgramos de cada una de
ellas fueron depositados sobre las cintas de carbono de los tacos correspondientes. No se realizd

metalizacién previa.

3.2.6. Microscopria DE FUERZA ATOMICA (AFM)

Para cada muestra se realizé una dilucién 1/5000, a fin de eliminar posibles agregados. Se depositaron
10 pl de dicha dilucién en un sustrato de silicio, se dejé secar a temperatura ambiente y se procedid a

adquirir las imagenes.

Las imagenes presentadas se obtuvieron empleando el dispositivo MultivMode-AFM Digital

Instruments-Veeco con Controlador NanovScopevllla-Quadrex. Las mediciones se realizaron en modo
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tapping con un sensor de fuerza de silicio (Silicon Metrology Probes for AFM Imaging, Nano Devices,
MPP11100 Application Tapping / Non Contact) con una punta de 10nm de radio, 17um de altura y
35um de profundidad (frecuencia de resonancia: (300-100) kHz).

3.2.7. ELECTROFORESIS CAPILAR

La Electroforesis Capilar (EC) es un método de separacién y cuantificaciéon de iones, basada en sus
movilidades electroforéticas para un dado voltaje. Se emplea rutinariamente en compuestos como
acidos nucleicos, proteinas, moléculas quirales y carbohidratos. Es un método simple, con una gran
eficiencia y alta selectividad, y con tiempos de andlisis cortos y un volumen de muestra muy pequefio

(Banetal 2001).

Esta técnica ha sido empleada con anterioridad para detectar por ejemplo concentraciones fisioldgicas

de insulina, identificar sus analogos y monitorear la agregacion de esta proteina (Pryor et al. 2011).

Un equipo de EC se compone de dos compartimientos, uno de entrada y otro de salida, un capilar,

electrodos, una fuente de alto voltaje, un detector y un sistema de recoleccién de datos (Fig. 3.6a.).

Tanto los viales como el capilar se llenan con una solucién buffer acuosa y a continuacién la muestra se
inyecta dentro del capilar. La migracién del analito comienza al aplicarse un campo eléctrico entre los
viales. Los analitos se separan mientras migran debido a su movilidad electroforética y son detectados
al final del capilar. La informacién es presentada como un electroferograma, que indica la respuesta del

detector como funcién del tiempo.

La electroforesis es el proceso por el cual un i6n se mueve debido a la aplicacién de una diferencia de
voltaje. El i6n sufre una fuerza igual al producto de la carga neta y de la intensidad del campo mientras
es sometido a una fuerza de arrastre f, proporcional al coeficiente de friccidon traslacional y a la
velocidad. En la ecuacién 3.3 se muestra de qué manera la movilidad electroforética (uer) relaciona

estos parametros:

tee =0f =qbzmr (33)

donde r es el radio del atomo, 1 es la viscosidad del solvente y festa dada por la ley de Stokes.
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Fig. 3.6: Arreglo experimental para un equipo de electroforesis capilar (a). Esquema que muestra la doble capa de
carga dentro del capilar (b, arriba), el flujo neto hacia el catodo (b, centro) y el perfil de velocidad del flujo electro-

osmadtico (c, abajo) (Jr et al. 1998).

La velocidad con la que migran los iones se relaciona con el cociente entre la carga y la masa, si bien la

velocidad de los iones es directamente proporcional al campo aplicado.

Al aplicarse un alto voltaje a un capilar relleno con un electrolito, se produce un flujo electro-osmético
(EOF en inglés). Este flujo ocurre cuando el buffer que recorre el capilar de silica tiene un pH mayor a 3,
lo que ocasiona que los grupos silanoles (SiOH) pierdan un protén, resultando en grupos SiO-. Este
grupo atrae a su vez cargas positivas. La pared del capilar queda entonces negativamente cargada y
desarrolla una doble capa de cationes, de acuerdo con la teoria de la doble capa eléctrica. La capa
interna es estacionaria, mientras que la externa es libre de moverse a lo largo del capilar datos (Fig.

3.6b).

En presencia de un campo eléctrico aplicado, la capa movil se dirige hacia el electrodo negativo,
creando un flujo electroforético que arrastra solvente con él. Los aniones en la solucién son atraidos
hacia el anodo pero son llevados hacia el catodo. Los cationes con la mayor relacién carga sobre masa
se separan primero, seguidos por los cationes con una relacién menor a la primera, luego las especies
neutrales, los aniones con carga/ masa pequeiia y por ultimo los aniones de mayor carga/masa. La
velocidad electro-osmética puede ser modificada alterando el pH, la viscosidad del solvente, la fuerza

i6nica y el voltaje.

Si bien existen variantes de EC, en este trabajo se aplic6 la variante conocida como Electroforesis
Capilar Zonal, ya que el buffer empleado en ambos electrodos es el mismo. Se empleé un equipo

Beckman P/ACE MDQ, con un detector PDA (Detector de arreglo de diodos), operando a una longitud

143




DISENO DE NANOPARTICULAS ViA AUTOENSAMBLAJE MOLECULAR

de onda de 214 nm. El capilar posee una longitud efectiva de 30 cm y sus medidas son 40 cm de largo x

75 um de didmetro.

El buffer de corrida fue Acido Bérico 150 mM pH 9,9. Se aplicé un voltaje de 18 kV y una corriente de
71 pA. Todas las determinaciones se realizaron a 25 2C. El tiempo de inyeccion fue de 3,5 segundos a

una presion de 0,2 psi. Las muestras se corrieron por duplicado y durante 25 minutos.

3.2.8. ESPECTROMETRIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IR)

Las nanoparticulas obtenidas mediante autoensamblaje se analizaron con un equipo Nicolet 8700
Smart Orbit, con detector DTGS. Se realizaron 64 barridos espectrales por muestra, entre 4000 y 400
cml, con 4 cm! de resolucion. Las muestras se mantuvieron en un desecador con CaClz durante 48 hs.

antes de ser analizadas.

3.2.9. SIMULACIONES COMPUTACIONALES

Las simulaciones comienzan considerando la estructura monomérica de insulina humana como un
cuerpo rigido, considerando la estructura de rayos X disponible online en PDB (Protein Data Bank,

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), cuya nomenclatura es 1APH (https://goo.gl/8mAUA6)

(Fig. 3.7a). A partir de esa estructura se construyen dimeros, tetrdmeros y demdas asociaciones

necesarias. El radio asignado paralales de 2,0 A.

Cabe aclarar que las simulaciones no contemplan el proceso de autoagregado que puede sufrir la
insulina, por lo que se elige una estructura de partida (dimero, trimero, etc.) y se mantiene hasta

finalizada dicha simulacion.

La proteina se mantiene fija en el centro de una celda esférica electroneutral, de radio Rcen,
determinado por la concentracién de la proteina (Barroso da Silva & Mackernan 2017). A esto se lo
denomina “modelo de celda” y es un modelo de Grano Grueso (Coarse Grain) descripto en detalle por
Barroso et al. (2009)(da Silva & Jénsson 2009) para explorar el proceso de complejamiento de la

proteina haciendo foco en las interacciones electroestaticas (Fig. 3.7a.).

Los polielectrolitos, como es el caso del quitosano, son modelados como una cadena flexible de 21
monoémeros (cuentas o esferas) unidos por osciladores arménicos. Cada monémero posee un radio
(Rmon) de 2 A. El niimero de cuentas es el resultado de balancear el realismo de la simulacién con la
eficacia del método computacional. Dicha cadena es flexible y puede moverse libremente dentro de la
celda, interactuando con la proteina y los iones libres monovalentes. Ademas, se agregan iones y el

medio de disolucién.
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Fig. 3.7: Estructura secundaria modelo para la insulina a pH 6 (a) y representacion de sistemas proteicos globulares

(centro del circulo) y cadenas poliméricas (esferas purpuras) (b).

Se definen las cargas parciales iniciales de cada especie de la simulacién y se les permite variar
durante la misma, de acuerdo al pH de la solucién y al equilibrio acido-base. Luego, se sigue un
esquema de titulacién proténica con iones explicitos, para convertir el proceso de ionizacién en un

movimiento Monte Carlo (da Silva & Jénsson 2009).

Se realizan simulaciones considerando un ensamble Semi Gran Candnico Monte Carlo, para resolver el
modelo Grano Grueso-pH constante. Esto significa que la cantidad de moléculas se mantiene constante
mientras que las cargas individuales pueden variar durante la simulacién. El método estandar
Metrépolis Monte Carlo permite considerar los desplazamientos de todas las especies méviles dentro
de la celda y su interaccién con la proteina (Montellano Duran et al. 2017). Los criterios de aceptacion

de nuevas configuraciones fueron basados en la energia total del sistema.

Cada i6n mévil k, con una carga qx es considerado como una esfera rigida de radio R.= 2.0 A y el

solvente como un medio dieléctrico sin estructura y con constante de permitividad dieléctrica &s.

Las interacciones entre dos particulas cualesquiera vienen dadas por la ecuacién 3.4:
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© r, <2R,
u(r;)=4_ %9; > 2R,

Argel

(3.4)

Donde ¢ es la permitividad en el vacio, gi y gj son las cargas de cada particula y rij es su separacion.

Si bien se considera que la mayoria de las interacciones entre particulas cargadas estan mediadas por
fuerzas de Coulomb, existe otra teoria para explicar la interaccidn atractiva entre particulas de igual
carga. Kirkwood y Shumaker (Kirkwood & Shumaker 1952), sugirieron que dicha interaccién puede
surgir de fluctuaciones en la cantidad de protones, que se originan cuando los grupos cargados de
ambas particulas se reordenan. Estos reordenamientos se deben a perturbaciones locales del
equilibrio acido-base en los grupos cargados de macromoléculas. A este fendémeno se lo conoce como

“mecanismo de regulacién de carga”

A los fines practicos, esto significa que para una proteina ionizable y un polielectrolito no titulable (de
valencia Za) la energia electroestatica libre A(R) para su complejamiento puede describirse en

términos de la teoria de perturbaciones como una funcién de su separacion R (ec. 3.5):

(Z),

PAR) =152, SR ~1,Z,°

2
e

En esta ecuacion B equivale a 1/kT, siendo k la constante de Boltzmann, Za es la valencia promedio de
la cadena de polielectrolitos, <Z>¢ es la valencia promedio de la proteina, C es la capacitancia promedio
de la proteina (o parametro de regulacion de carga) representando las fluctuaciones de cargay <p>o es
el momento dipolar promedio para un pH determinado. El primer término es la contribucién de
Coulomb y el segundo describe los mecanismos que favorecen las interacciones atractivas. El término
con la dependencia 1/R? representa la interaccién inducida por carga como resultado de las
fluctuaciones de protones y aquel con la dependencia 1/R* da cuenta de las contribuciones de las

interacciones carga-dipolo (Srivastava et al. 2017).

Se calcularon las funciones de distribucién radial g (r) entre el centro geométrico de la proteina y los
monoémeros del polisacarido. Dichas funciones se convirtieron en un potencial de fuerza media, lo que

permitié obtener la energia libre de interaccién correspondiente.

Ademas de g(r), se determinaron varias propiedades fisicoquimicas (carga y capacitancia, en funcién

del pH), derivadas de la energia libre (potencial de fuerza media entre los centros de las
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macromoléculas) y el correspondiente nimero de coordinacién. Las simulaciones se realizaron a

temperatura constante de 298 K (Montellano Duran 2017).

En todos los casos se incluy6 la presencia de iones monovalentes para garantizar los efectos de
correlacion ion - ion. Se estableci6 un reservorio de protones en la celda para establecer un pH
constante en el sistema. Para cada pH, en el rango de estudio 5<pH<8.5, se consider6 un régimen de

baja fuerza idnica, fijada en 1,2 mM, mientras que la concentracion de Insulina fue de 58,7 pM.

3.2.10. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS NANOPARTiCULAS IC-CS EN CULTIVOS CELULARES

Cultivo celular

Linea celular murina 3T3-L1 (ATCC® CL-1658™). Se selecciond esta linea celular para comprobar la
actividad de la insulina encapsulada, ya que expresa el receptor de insulina. Ha sido ya empleada para

tal fin en nuestro laboratorio (Prudkin Silva et al. 2018).

Linea celular humana Calu-3 (ATCC® HTB-55"). Es una linea correspondiente a células epiteliales
bronquiales humanas (Ong et al. 2013) y se opt6 por ella como linea modelo para testear in vitro la

respuesta inflamatoria del epitelio pulmonar ante la presencia de NP de CS.

Ensayo de fosforilacion de AKT

El cultivo de 3T3-L1s se realizé sobre placas de 60 mm con medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) complementado con 10% de FBS (suero fetal bovino) y penicilina/
estreptomicina (50 U/ml; 50 mg/ml) (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.). Se sembraron 5.10%

células por placa y se las incub6 durante 48 hs.

El cultivo de Calu-3 se realiz6 también sobre placas de 60 mm con medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) complementado con 10% de FBS (suero fetal bovino), penicilina/
estreptomicina (50 U/ml; 50 mg/ml) (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.), Glutamina 2 mM (Gibco;
Thermo Fisher Scientific, Inc.) y aminoacidos no esenciales 0,1 mM (Sigma, Estados Unidos). Se

sembraron 15.10% células por placa y se las incubd durante 120 hs.

Ambas lineas se incubaron en una estufa Thermo Scientific Heraeus (Alemania), con 5% CO2 y a 37°C,
hasta alcanzar el 80% de confluencia. Pasado el tiempo indicado para cada linea, se retiré el medio y se
lavé con PBS (Buffer Fosfato Salino) 3 veces. Se reemplaz6 el medio de cultivo por DMEM vy se las

incub6 durante 6 hs. mas (hambreado).
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A continuacion se procedi6 a la estimulacion de las células con 10 nM de insulina libre o nanoparticulas
I-CS con una masa equivalente de I, durante 0.5, 2, 10 y 120 minutos. Luego, se las lav6 con PBS 2 veces
mas, y se procedid al lisado celular con el agregado de 80 pl de cracking buffer por placa (Tris-HCI 200
mM, SDS 8%, azul de bromofenol 0.4%, Glicerol 40% and B-mercaptoetanol 400 mM), al que se
agregaron inhibidores de fosfatasas (50 mMNaF, 1 mM ortovanadato de sodio, 10 mM -
glicerolfosfato) y de proteasas (P8340 SIGMA, St Louis, Estados Unidos). Se recogieron las células tras

un vigoroso raspado de la placa para favorecer el lisado y se las almacend en un tubo eppendorf.

Se sometidé cada tubo a una agitaciéon en vortex durante 30 s, se lo calenté a 95°C durante 5 min, se
agitd nuevamente 30 s y se centrifugd 5 min a 10.000 rpm. Para sembrar, se tomaron 15 pl de

sobrenadante de cada tubo por calle.

Electroforesis de proteinas en geles SDS-PAGE y Western blot

La electroforesis en geles de poliacrilamida, 10% p/p, se realiz6 segin el método glicina- SDS-PAGE
(Laemmli 1970) en el cual la desnaturalizacién por calor y el posterior agregado de SDS permite dotar
las proteinas de una relacién carga/masa practicamente uniforme y, de este modo, se logra una

separacion en base al tamafio molecular de los péptidos.

Los geles se armaron en un equipo para celdas MiniProtean III (Bio-Rad). Las muestras se corrieron a
un voltaje constante de 90 V en presencia del buffer de corrida (Tris 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1%;
pH 8,3).

Las proteinas resueltas por el gel de SDS-PAGE fueron transferidas a una membrana de PVDF
(Amersham Hybond GE Healthcare, Life Sciences, Alemania) en una celda inmunoblot para cubas
MiniProtean III (Bio-Rad), empledndose un buffer de transferencia (Tris 25 mM; glicina 192 mM; 20 %
v/v metanol; pH=8,3). Se transfirié 90 min a 90 V, luego de lo cual se realizé una tincién con Rojo
Ponceau (Rojo Ponceau S 0,2 %: acido acético 1 %) para comprobar la eficiencia de la transferencia. La
membrana se bloque6 una hora a TA con 5% de BSA en buffer TTBS (Tris-Tween-Buffer-Salino) 50 mM
(50 mM Tris-HCl pH=7,5, Tween-20 0.1%, 15mM NaCl, pH=7,5)

Posteriormente, la membrana se incub6 toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario (Rabbit anti-P-
Akt S473) (Cell Signaling, USA). Al dia siguiente se lavé la membrana 5 veces con TTBS y se incub6
durante 1 hora a TA con una dilucién 1/5000 del anticuerpo secundario Rabbit IgG-HRP (Santa Cruz,
CA, USA) conjugado a peroxidasa de rabano (HRP, Horse Radish Peroxidase). Todas las incubaciones
con anticuerpos y lavados se realizaron con agitacidn. Para el revelado, la membrana se lavd 5 veces
con TTBS, se montd en un cassette y se agregd cantidad suficiente de reactivo ECL Prime Western
Blotting RPN 2232 (Amersham GE Healthcare, Reino Unido) para cubrir totalmente la superficie de la

membrana. Para la deteccién de la sefial de quimioluminiscencia se utilizaron placas radiograficas
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(AGFA). La placa revelada se digitaliz6 y las bandas se cuantificaron por densitometria utilizando la

distribucién FIJI (Schindelin et al., 2012) del software libre Image] (Wayne Rasband, Nationallnstitute

of Health, USA. http://rsb.info.nih.gov/ij/).

Conformacion de monocapa celular Calu-3 y resistencia eléctrica transepitelial

A fin de constatar que la linea celular Calu-3 conforma una monocapa, y por ende que funciona como
linea modelo de epitelio pulmonar, se sembraron 3x105 células por inserto utilizando el sistema
Transwell (Thermo Scientific), que consta de insertos con membrana de policarbonato, con poros de

diametro 0,4 pmy area 1,13 cm? (Fig. 3.8).

El sistema Transwell permite realizar ensayos in vitro para transporte de bioactivos debido a que los
compuestos que son absorbidos en la cara apical, son transportados a la cara basolateral por
transporte transcelular o transepitelial. Las células se sembraron directamente sobre la membrana de
policarbonato, adicionando 200ul del medio de cultivo adecuado a la cara apical y 1 mL a la cara

basolateral. Las células se mantuvieron en estufa, como se ya se ha aclarado.

Cémara apical

A
INSEM0 o EEL0)

Flujo apical o

. . - |\l0NOCaPa celular

Cémara

basolateral ‘_P v T Flujo basolateral > Pozo de cultivo

Fig. 3.8: Esquema del sistema Transwell. Adaptado de (Castillo & Chiriboga 2006).

El cultivo de células epiteliales sobre filtros porosos imita las condiciones in vivo del epitelio pulmonar
debido a la formacién de uniones intercelulares estrechas y a la polarizacion apical y basolateral de las
células. La resistencia eléctrica transepitelial (TEER, por sus siglas en inglés Transepithelial Electrical
Resistance) se utiliza para evaluar las funciones de barrera de estas células sobre los soportes porosos.
Cuando se mide la resistencia eléctrica, una corriente continua pasa a través de las vias transcelular y
paracelular. La resistencia transcelular es principalmente consecuencia de la existencia de una
membrana apical y una basolateral, mientras que la resistencia paracelular es el resultado del contacto

célula-sustrato, asi como también del contacto célula-célula. La expresién de proteinas especificas de
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las uniones estrechas tiene una gran influencia sobre la resistencia epitelial. De esta forma, los valores
de TEER reflejan las estructuras fisicas y las propiedades de filtro de los cultivos epiteliales. Ademas, su
medicion provee una medida indirecta de la formacion de uniones estrechas y por lo tanto se emplea

habitualmente como un marcador para la disrupcion de la capa epitelial (Stewart et al. 2012)

La resistencia eléctrica de la monocapa celular se midié colocando un electrodo en la cara apical y otro
en la cara basolateral de cada inserto. El electrodo se conect6 a un voltimetro (EVOM 2-TEER,
Millipore, USA), que transformé los valores de potencial entre ambos compartimentos a resistencia.
Para las mediciones se requirio la calibracion previa del equipo sumergiendo el electrodo en medio de

cultivo y PBS. Los valores de TEER fueron obtenidos mediante (ec. 3.6):

Teer =(R, —R,)xA (3.6)

Donde Rnm es la resistencia de la muestra, Ry es la resistencia del blanco (inserto Transwell sin células,

solo medio de cultivo) y A el area superficial del inserto Transwell.

Valores mayores a 150 Qxcm? (resistencia del transwell) y constantes en el tiempo indican la

integridad de la monocapa celular, como se desprende de medir experimentalmente este valor.

Cuantificacion de IL-8

La interleuquina 8 (IL-8) es una de las citoquinas mas importantes asociadas con los procesos
inflamatorios y es fundamental en la modulacién de la respuesta inmunolégica. Es liberada por
macréfagos, monocitos, linfocitos y células endoteliales, y en particular por la linea celular Calu-3
(Aznar-Oroval et al. 2010). Por esta razon, se la eligi6 como marcador de estrés ante la presencia de

insulina libre e insulina complejada con CS.

Para la medicion de IL-8 se plaquearon 15x104 células Calu-3 en placas de cultivo de 6 pocillos con
fondo plano (Greiner bio one cat. 655180). Luego del plaqueo, las células se incubaron a 37°C, 4,5%
CO2, durante 4 dias. Cuando las células alcanzaron entre un 70% de confluencia, se removié el
sobrenadante y se estimularon con una solucién de insulina 10 uM o de NP de tipo core-shell con una
masa equivalente de I, en medio DMEM completo. Los sobrenadantes se recolectaron luego de 2, 10 y

120 min de incubacién, y se cuantifico IL-8 humana mediante la técnica ELISA.
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Ensayo ELISA (Enzime -linked immunosorbent assay) de captura o sandwich

El anticuerpo de captura especifico para la IL-8 (Purified Mouse Anti-human IL-8 Monoclonal Antibody,
BD Pharmingen, cat n2554716) se diluy6 en buffer NazPO4 (0,1M pH=9) (dilucién 1/250) y se incubd
durante toda una noche en camara himeda a 4°C (100uL/pocillo) en placas de ELISA (MaxiSorp
Surface NUNC catalogo 439454).

Finalizado el tiempo de pegado del anticuerpo de captura, se lavaron las placas 3 veces con PBS 1x
(200uL/pocillo) y se incubaron con DMEM completo durante 3 h a TA (200uL/pocillo). Finalizado este
tiempo, se lavaron las placas 5 veces con PBS-Tween 0,5% v/v (PBS-T) y se sembraron los
sobrenadantes de las muestras estimuladas con insulina y con las NP, sin diluir o diluidos, en medio
DMEM completo (100uL/pocillo). En la misma placa, se sembro6 una curva patrén (estandar) de IL-8
(IL-8 Recombinante Humana, BD Pharmingen, cat n2554609). Se incub6 durante toda la noche a 4°C en

cidmara humeda.

Luego de 5 lavados con PBS-Tween 0,5% v/v (PBS-T) (200uL/pocillo), se incubaron las placas a
temperatura ambiente 1 h con 100uL por pocillo del anticuerpo de deteccién Biotinylated rat anti-

human IL8 Monoclonal Antibody (BD Pharmingen, cat n2554718), diluido 1/1000 en PBS-T.

Finalizado el tiempo de incubacidn con el anticuerpo de deteccidn, se lavaron nuevamente las placas 5
veces con PBS-T y se continud con el agregado de Estreptavidina-peroxidasa de rabano picante (SAv-
HRP, BD Pharmingen cat 554066), diluida 1/2000 en PBS-T (50ul/pocillo), durante una hora a TA.
Finalizado este tiempo, las placas se lavaron y revelaron con una solucién de orto-fenildiamina
1mg/mL (OPD Sigma P9029) en buffer Citrato-fosfato (4acido citrico 0,025M, fosfato dibasico de sodio
0,05M; ph=5) y agua oxigenada 0,1% v/v (100ul/pocillo). Las placas se resguardaron de la luz durante
8-12 minutos y luego se detuvo la reacciéon con el agregado de H2S04 2N (50uL/pocillo) y se leyeron a

490 nm en un lector de ELISA (Bio-Rad).

Inmunocitoquimica

Para este ensayo, se diseflaron las nanoparticulas de tipo core-shell pero empleando insulina marcarda
con tetrasulfoperilendiimida. Este tinte se eligié ya que su espectro de emisién corresponde al rojo
cercano (exitaciéon en 550 nm, emisién en 610 nm aprox.), presenta excelente fotoestabilidad y posee
alto rendimiento cuantico (Li et al. 2009). La marcacion se realizé en el laboratorio de Sintesis de
sondas fluorescentes organicas para aplicacion en estudios de sistemas biolégicos y materiales
funcionales del CIHIDECAR, FCEN, UBA. Sucintamente, se prepar6 una solucion 0.46 mM de la sonda
tetrasulfoperilendiimida (sulfoPDI) en buffer pH 6,0 (0,1M PBS), el cual se activé con EDC (1 mg) y

sulfoNHs (2,8 mg). Se dejé reaccionar 15 min a TA y se llevé a pH 8,5 para luego agregarse una solucién

151



DISENO DE NANOPARTICULAS ViA AUTOENSAMBLAJE MOLECULAR

de insulina 1 mg/mL en buffer pH 8,5 (0,1M PBS). Se dejé reaccionar por 2 h y luego se dializé la
reaccion contra agua milliQ en cdmara fria por 72 h, cambiando el agua de lavado hasta que no se
detectase sonda fluorescente por espectroscopia de fluorescencia. La solucién dializada se liofilizé

obteniéndose la insulina marcada.

Se sembraron 8,0x104 células Calu-3 sobre cubreobjetos de 24 mm recubiertos con poly-D-lisina
colocados en placas de 12 pocillos con medio de cultivo DMEM vy se las dejé crecer como se indica en
3.2.10.1. Pasado ese tiempo se retiré el medio y se lavé con PBS (buffer fosfato salino) 3 veces. Se
procedié a la estimulacion de las células con 10 uM de I libre, como control, o nanoparticulas I-CS de tipo
core-shell con una masa equivalente de I durante 120 minutos en medio DMEM. Luego se descartd el
medio de cultivo y se realizaron 2 lavados con PBS (500uL por pocillo). Posteriormente, se fijaron las
células con PFA (paraformaldehido) 4% durante 20 min a TA y se realizaron 3 lavados con PBS de 10
min cada uno. A continuacién se permeabilizaron las células con Tritén 0,05% en PBS, 10 min a TA
(400 pL por pocillo) para permitir que el anticuerpo primario pueda acceder a su blanco. Se realizaron
2 lavados con PBS de 10 min y un bloqueo con solucién de BSA, 3%, en PBS durante 1h a TA.
Transcurrido ese tiempo, se descarté la solucidn y se agreg6 la dilucién del anticuerpo primario (Anti-
Occludin Monoclonal Antibody (mouse), N° 33-1500, Thermo Fisher Inc, Invitrogen) en BSA 3%. Se
incubaron durante 1 h a TA. Se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con PBS. Posteriormente se
procedié a la incubacién con el anticuerpo secundario (Anti-mouse IgG-Alexa Fluor 488 (A-11034),
Molecular Probes, Invitrogen, OR, USA) durante 1 h a TA. Se realizaron 3 lavados de 10 min con PBS.
En este caso se realiz6 co-tincién con TO-PRO 3 (Thermo Fisher Scientific, Inc.), 1uM (1/1000 en BSA
3% en TTBS), para marcar los nucleos de las células. Se incub6 con este colorante 10 min a TA en
oscuridad y se lavo 3 veces con PBS. Finalmente se realizé el montaje colocando los vidrios sobre una

gota de medio de montaje Mowiol (4-88 (Poli-vinil alcohol) N2 81381) (80 uL por vidrio).

Se adquirieron imagenes mediante microscopia confocal de fluorescencia, empleando un un médulo
confocal Olympus FV1000 con un microscopio invertido Olympus 1X81, equipado con diodos laseres de
405, 488, 515, 543 y 635 nm. El objetivo usado fue 60X PlanApo N de apertura numérica 1,42. Las

imagenes se procesaron con el Software FluoView v. 1.7c.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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En esta etapa se avanzd con la caracterizacion de los complejos formados por Insulina (0,2% p/p) y
tres concentraciones de CS. Los complejos asi formados, se denominan I-CS 10*% p/p, con x= -2, -3, -4.
De esta manera, [-CS 10-2% p/p denota el complejo formado con una concentracién de 0,2% p/p de

insulinay 1-:10-2% p/p de CS.

3.3. DETERMINACION DEL PH OPTIMO PARA LA INTERACCION ELECTROSTATICA ENTRE I Y CS

El método de autoensamblaje molecular implica la maximizacién de las interacciones electroestaticas
entre dos especies cargadas. En ese sentido, es de suma importancia conocer las condiciones
experimentales que favorecen estas interacciones y a nivel de soluciones de biopolimeros, esto puede
lograrse definiendo cuidadosamente el rango de pH de que maximicen dichas interacciones

(Schmaljohann 2006) (Kocak et al. 2017).

Como primer paso se determind el potencial ¢ de las especies libres y se las caracteriz6 en términos de su
carga superficial. Experimentalmente, el potencial ¢ se evalu6 a partir de la movilidad electroforética de
las particulas presentes en cada una de las soluciones. La conversion de movilidad en potencial se logré
mediante la ecuacion de Henry (Pérez et al. 2014)(Sogias et al. 2008). Los resultados de potencial { para

cada especie, en funcion del pH se muestran comparativamente en la figura 3.9.

Puede observarse que dichos valores varian entre 25 mV a pH 2 y -35 mV a pH 6 para la I, con un punto
de carga cero para la proteina de alrededor de pH 5, coincidentemente con el valor de punto isoeléctrico
(pI) reportado en literatura (Hoemann & Fong 2017). La carga superficial para el CS se encuentra entre 6
mV a pH<6 y -20 mV a pH>7. El potencial electrocinético correspondiente a cero se situé alrededor de pH
6.5. La superposicion de las curvas para ambas especies permitié establecer un rango de pH 6ptimo para
maximizar la ocurrencia de interacciones electroestaticas entre el CS y la I, entre 5,0 y 6,5 (zona
sombreada). En consecuencia, pH 6,0 fue elegido para la construccién de los nanocomplejos por la

practicidad que implica ajustar este valor de pH.
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Fig. 3.9: Influencia del pH sobre potencial ¢ de soluciones de Insulina 0.2 % p/p y quitosano 1-10-3%, p/p. La zona
sombreada indica la de mayor probabilidad de ocurrencia de interacciones electroestaticas. Temperatura de las
mediciones: 25 °C.

A continuacidn, se procedid a realizar una titulacién de cargas a través del potencial { a pH 6 para los
complejos formados, aumentando la concentraciéon de CS mientras que la de la I se mantuvo constante,
en 0.2%, p/p (Fig 3.10). Tanto la insulina como los complejos tienen valores de potencial entre -25 mV
para 0% y 20 mV para 0,1 % p/p de CS. En este tipo de grafico puede observarse el incremento gradual

de la carga superficial, que tiende al de la especie encapsulante, al aumentar la concentraciéon de CS.
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Fig. 3.10. Potencial ¢ para Insulina 0.2%, p/p, con concentraciones variables de CS (I-CS), en comparacién con
soluciones de CS, a pH 6. La flecha negra indica el potencial { para la insulina pura. Temperatura de medicion: 25

°C.

El potencial { también puede emplearse para investigar la estabilidad de los complejos. La literatura
indica que los hidrocoloides electroestaticamente estables poseen potenciales ¢ que exceden los 40 mV
en valor absoluto (Kohn et al. 2007). Por lo tanto, la estabilidad fisica de los complejos I-CS no puede
ser explicada solamente en términos de estabilizacién electroestatica, sino que otras fuerzas también
contribuirian (Van der Walls, interacciones estéricas, etc) (Sogias et al. 2008). Para los complejos con
concentraciones de hasta 0,003% p/p de CS, los potenciales fueron significativamente mas negativos
que para el CS solo. Los complejos manifestaron valores positivos para concentraciones de CS 0,05%,
p/p o mayores, acercandose a los valores correspondientes a las soluciones puras de CS. Para una
concentracion de CS de 0,1%, p/p, el complejo se aproximé a su valor de potencial mas alto, muy
cercano al correspondiente al CS libre. La carga superficial de saturaciéon para el sistema I-CS se
alcanzé para una concentracién de polisacarido cercana a 1.10-3 %, p/p. Esta saturacién indicaria que
los nano-complejos formados presentaron una nano-estructura de tipo core-shell, con la insulina

formando el centro y el CS formando la capa externa (Karimi et al. 2013), respectivamente.
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3.4. CINETICA DE AGREGACION

En la literatura clinica referida a la insulina existen multiples reportes sobre la autoagregaciéon y la
formacién de fibrillas por parte de esta proteina, lo cual ocurre bajo distintas condiciones de
concentracion, pH y temperatura (Prusty & Sahu 2013)(Xu et al. 2011). En este contexto, la
autoagregacion de las moléculas de I para formar dimeros, hexameros y agregados moleculares ya ha
sido reportada (Dunn 2005). Por otro lado, también existen reportes sobre la autoagregacion del CS en
funcién de la concentracion, la cual comienza a partir de 0,1% p/p, (mayor a las empleadas en esta

Tesis) como han descripto Phillipova y col. (2001) (Philippova et al. 2001).

Frente a esta perspectiva se decidid estudiar la cinética de agregacion de cada polimero por separado
ademas de la correspondiente a la mezcla, para distintos pHs y concentraciones variables de ambas
sustancias, haciendo foco en cémo la presencia del CS puede modificar el perfil de agregacién de la
insulina (Tang et al. 2013)(Weijers et al. 2006). Los estudios de turbidimetria aplicados a los sistemas
proteina-polisacarido se justifican al considerar que la turbidez o absorbancia, es proporcional tanto al

tamafio como a la concentracion de las particulas presentes en la solucién (Tsuboi et al. 1996).

En la Fig. 3.11 se muestra la absorbancia en funcién del tiempo registrada para tres concentraciones
diferentes de CS a pH 2 y pH 6 (Fig. 3.11a), para los complejos I-CS a pH 2 (Fig. 3.11b) y pH 6 (Fig.
3.11c). El polisacarido no registré cambios notorios en la absorbancia para los pHs considerados, lo
que indicaria la ausencia de agregacién segin la turbidez determinada, debido a las bajas
concentraciones empleadas (Fig. 3.11a). La Figura 3.11b muestra los resultados para los complejos I-
CS al pH de preparacién de la mezcla. Ni la insulina libre ni los complejos evidenciaron cambios en la
absorbancia, lo que podria interpretarse para estos dltimos como un indicio de co-solubilidad, lo que
significarfa que las interacciones electroestaticas entre ambos biopolimeros se encontrarian
minimizadas. Al mismo tiempo se minimizarian las fuerzas repulsivas entre macromoléculas. La
proteina tiene carga positiva ya que su punto isoeléctrico se ha reportado con un valor de pl ~ 5,4
(Smirnova et al. 2015). Por otro lado, el CS estd positivamente cargado a pH<6.5, debido a la

protonaciéonde grupos amino (Mukhopadhyay et al. 2013).

A pH 6, las condiciones de nano-complejamiento se ven favorecidas mediante interacciones
electroestaticas ya que la repulsion electroestatica estuvo minimizada. A pH 6 la insulina presenta
cargas superficiales negativas mientras que el CS positivas. La absorbancia de la solucién de proteina
no exhibié cambios en el tiempo, pudiendo atribuir este comportamiento a que el proceso de
agregacion puede ocurrir a una escala limitada o a muy baja velocidad (Fig 3.11c). Esto indicaria que
los agregados proteicos formados no son los suficientemente grandes como para dispersar luz, ya que
la agregacién no deberia verse impedida pues la I estad cerca de su pl y la concentracién se encuentra

por encima de la concentracién critica de agregacién (Sharma et al. 1996).
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Para el caso de los complejos I-CS a pH 6, éstos mostraron valores iniciales de absorbancia bajos que
fueron incrementandose al transcurrir el tiempo. Los cambios en la absorbancia podrian atribuirse a la
dispersion ocasionada por el incremento en la turbidez de la solucién de proteina (Stirpe et al. 2011).
La turbidez, entendida como una indicacién indirecta del tamafio de los agregados de I inducidos por la
presencia del CS, varia de manera inversamente proporcional a la concentracién de la solucién de CS.
Comportamientos similares han sido reportados previamente por Mao et al. (Mao et al. 2011) quienes
estudiaron la influencia que el pH posee en la formacién de complejos de polielectrolitos compuestos

de insulina y derivados del quitosano, empleando técnicas como DLS y titulacidn turbidimétrica.
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Fig. 3.11: Dependencia temporal de la dispersiéon multiple a 500 nm para soluciones de CSa pH2 y 6 (a),
complejos I-CS a pH 2 (b) y pH 6 (c). Se incluyen datos para insulina libre, 0.2 %, p/p, como control. Las
concentraciones de CS fueron 1:10-4, 1:10-3 y 1-10-2%, p/p. La temperatura de las mediciones fue de 25°C.

El tiempo necesario para el incremento de la turbidez varié dependiendo de la cantidad de CS y por lo
tanto dicha concentracion influencio6 el estado de agregacion de la proteina en términos de tamafio,
forma y la cinética del proceso. La agregaciéon de proteinas requiere que las moléculas en solucién
posean de un estado termodindmico especifico previo a su ocurrencia (Karimi et al. 2013). Dicho
estado ha sido reportado para mioglobina (Fandrich et al. 2003), BSA (Holm et al 2007), B-
lactoglobulina (Hamada et al. 2014) y para concentrados de proteina de suero lacteo y ovoalbiimina

(Perez & Pilosof 2004).

A fin de poder caracterizar de manera cuantitativa la agregacién de los nano-complejos I-CS, se aplicd
el procedimiento propuesto por Stirpe y col. (2011) (Stirpe et al. 2011). La aplicacién de un modelo
cinético a los datos experimentales de absorbancia en funcion del tiempo permitié la obtencion de los
parametros a (s1) y B (adimensional), que corresponden a la velocidad y al orden de formacién de
agregados, respectivamente (Jund et al. 2001)(Hamada et al. 2014). En estos términos, se observé una
mayor velocidad de formacién para los sistemas conteniendo las concentraciones mas baja de CS
(1-10-3 and 1-10-* %, p/p), tal como indican los valores de la Tabla 3.1. Por otro lado, paralal y los
complejos 1-CS 1-10-2 %, p/p, los valores de o fueron menores a los anteriores. Para la I pura, este
valor estd en linea con la premisa de que en el caso de proteinas puras, la agregacion ocurriria a baja

velocidad en ausencia de cosolutos.

Tabla 3.1 Parametros cinéticos que describen el proceso de agregacion a partir del ajuste de datos
experimentales. El ajuste se realizé a partir de las curvas de absorbancia para insulina pura y para los
complejos I-CS. Las muestras se prepararon a pH 2 y pH6; n=3+SD.

Muestra a* B*

I 0.29+0.01 2.2+09
[-CS1-102% 0.24+0.06 41+09
[-CS1-103% 0.65+0.09 3.2+£0.7
[-CS1-104% 0.76 £ 0.16 21+08

Un periodo o fase lag para la mayor concentracion de CS, sugiere que el polisacarido tuvo impacto en la

agregacion de la [, lo que se tradujo en la mayor cantidad de tiempo requerida para que el proceso de
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agregacion comenzase. El largo intervalo observado para este complejo puede atribuirse a la existencia
de etapas secuenciales o multiples durante la agregacién de la proteina, fenémeno que depende de la

presencia de CS en la solucién mezcla.

Si bien la agregacién manifest6 un comportamiento sigmoideo para todas las mezclas, alcanzando un
plateau luego de dos horas aproximadamente, el complejo 1-CS 1-10-2%, p/p exhibié una fase lag
claramente observable. Esta fase puede atribuirse al tiempo que requieren las moléculas de la proteina
para adquirir el estado que favorece la agregacion. Dicho tiempo puede variar de acuerdo a la cantidad
de CS en el seno de la solucion. Para cada par especifico proteina-polisacarido, existe una relacion
optima para la cual las interacciones electroestaticas alcanzan un equilibrio entre repulsion y
asociacion, permitiendo la formaciéon de diferentes patrones de agregados a un pH determinado. El
polisacarido, siendo un polielectrolito capaz de cubrir la superficie de los agregados de insulina, como
por ejemplo en el caso de I-CS 1:10-2%, p/p, podria estar aumentando la repulsion electroestatica entre

agregados y simultaneamente disminuyendo la velocidad de la asociacién espontanea.

El parametro 3 completa el analisis de la cinética de agregacion. El proceso de formacién de agregados
proteicos se vuelve mas cooperativo al involucrar la formaciéon de intermediarios, como sugiere la
presencia de valores bajos de  en la Tabla 3.1 (Juarez et al. 2009)(Matalanis et al. 2011). Los mayores
valores indican que se formaron mas intermediarios al avanzar la agregacion de la I, para [-CS 1-10-2%,

p/p. por lo tanto, puede concluirse que el CS modula la asociacion de moléculas de proteina.

Pudo observarse que la velocidad de incremento de absorbancia fue inversamente proporcional a la
concentracion de CS. Este resultado pone de manifiesto la disminucién del fenémeno de floculacién por
puenteo, en analogia al proceso de floculacién que ocurre entre gotas de aceite de una emulsiéon O/W
cuando existe un polisacarido con actividad interfacial como agente surfactante (Dickinson 2009).
Dicho fenémeno puede explicarse en los siguientes términos: las largas cadenas de polisacarido
pueden unir mas de un agregado proteico, formando clusters moleculares, debido a la neutralizacién de
la carga y a efectos del puenteo (Fig. 3.12). Este fendmeno es mas pronunciado a baja concentraciones
de polisacarido, donde la superficie de los agregados se encuentra sélo parcialmente cubierta.
Similares resultados han sido ya publicados en el informe pionero de Mao et al (Mao etal 2006) y en
el mas actual de Sogias et al. (Sogias et al. 2008), quien atribuy6 los cambios en la absorbancia de
soluciones de mucina a la formacién de clusters a bajas concentraciones de CS. Por otra parte, nano-

complejos mas pequefios se formaron para una relacién de masa I/CS baja.
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Fig. 3.12: Fenémeno de floculacién por puenteo. Las cadenas de polisacarido (azul) se unen a agregados proteicos

(rojo), formando complejos.

Por lo tanto, los resultados presentados a partir de este punto en lo concerniente a complejos 1-CS
corresponden a soluciones medidas luego de 6 horas de ocurrida la mezcla y el respectivo ajuste a pH
6: este tiempo se considerd suficiente para trabajar en condiciones en las cuales el proceso de

agregacion de la proteina hubo alcanzado el equilibrio (plateau).

3.5. TAMANO DE LAS NANOPARTICULAS I-CS

La Fig. 3.13 muestra la distribucién de tamafio para la insulina expresada en Volumen a los pHs 2 y 6.
La proteina exhibe un comportamiento monomodal para ambos pHs. A pH 2 el pico maximo, en 1,8 nm,
posee un ancho de 0,6 nm. El area bajo ese pico incluye monémeros y también estructuras mayores a
un dimero. A pH 6, el comportamiento monomodal se mantiene pero el maximo se localiza en 2,6 nm
centrado entre 2 y 5 nm. Al respecto, puede comentarse que el estado de auto asociacién de la proteina
puede verse influenciado por propiedades intrinsecas de la solucién, tales como la concentracion de la
proteina, el pH y la fuerza idnica, o extrinsecas como la temperatura, las radiaciones y la potencia de un

campo eléctrico, en caso de aplicarse (van der Linden & Venema 2007)(Wu et al. 2016).

Para los complejos I-CS, a pH 2, 1a distribucién fue también monomodal (Fig. 3.13b) pero a medida que
la concentracién de CS se increment6, el pico maximo decrece simultdneamente con el indice de
polidispersidad (PI). De esta manera, los diametros medidos para 1.10-2% p/p de CS, son consistentes
con una estructura monomeérica/dimérica de la insulina. Se supone entonces que el CS modificaria la
estructura nativa de la [ a través de interacciones moleculares no sélo de caracter electrostatico sino

también mediante interacciones hidrofébicas (Matalanis et al. 2011). Las regiones no polares de la
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superficie proteica podrian interactuar con las regiones menos polares del polisacarido, modulando la

posibilidad de asociacién proteica o disociacién oligomérica.

A pH 6, los complejos mostraron un comportamiento multimodal (Fig. 3.13c) y la distribucién en su
totalidad se desplaz6 hacia tamafios menores al aumentar la concentracién de CS. La distribucién de
tamafio para el complejo I-CS 1.10-4%, p/p, manifest6 dos picos, en 196 y 328 nm (Tabla 3.2). Para I-CS
1.10-3 %, p/p, los picos se encontraron en 92, 130 y 188 nm. En el caso de I-CS 1.102%, p/p se
manifesté un pico en 130 nm con un hombro en 96 nm. El notable cambio para este sistema mixto a pH
2y a pH 6 se deberia a que para el tltimo pH, los polimeros presentan cargas superficiales opuestas y
las interacciones electroestaticas se ven favorecidas. Otra posible explicaciéon se relaciona con la
concentracion relativa de cada polimero. De manera general, puede decirse que el tamafio de particula
decrece al incrementarse la concentracién de CS. Dicho efecto puede explicarse con una disminucién
de la “floculaciéon por puenteo” antes explicada. Estos resultados son compatibles con los cambios

observados en la absorbancia de los distintos sistemas en la seccion 3.4.
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Fig. 3.13: Distribucién de tamafio de particula (obtenidos del analisis de DLS) para Insulina a pH 2 y 6 (a) Curvas
obtenidas para complejos I-CS a pH 2 (b) y pH 6 (c). La proteina pura, 0,2 %, p/p, se muestra como control. La

concentracién de CS en las mezclas fue de 1-10-4, 1-10-3y 1-10-2%, p/p. Las mediciones se realizaron a 25 °C.
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La Tabla 3.2 resume los parametros derivados del analisis de distribucién de tamafio de particula. A pH
2 los didmetros medidos coinciden con estructuras cuaternarias diméricas mientras que para pH 6 los
didmetros son consistentes con la forma hexamérica de la proteina, en concordancia con la literatura
(Dunn 2005). EI peso molecular MW fue estimado empleando la herramienta de calculo MW & Shape
Estimates, incluida en el software del equipo y comentada en la seccién 3.2.2; para su empleo se

considero a la insulina como una proteina globular.

Tabla 3.2 Parametros derivados del andlisis de tamafio de particula, obtenidos mediante DLS, para la

insulina pura y los complejos I-CS, a pH 2 y 6. n=3+SD; 25°C.

pH 2 pH6

DISTRIBUCION MONOMODAL DISTRIBUCION MULTIMODAL
Muestra Pico (nm) MW (kDa) PI Muestra Picos (nm)

I 2.00£0.09 1315 0.33+£0.09 | I 2.6+ 0.02
[-CS102% 1.50+0.04 8.5=%0.6 0.48+0.11 | I-CS102% 95,129
[-CS103% 1.70+0.03 11+0.6 0.47 +0.15 | I-CS103% 92,130,188
[-CS104% 1.70+0.06 12%1.0 0.61+0.18 | I-CS104% 196, 328

Por otro lado, se explord el comportamiento de la distribucién de tamafio para pH=6, ya que si bien el
pH de trabajo es 6, el pH del espacio extravascular pulmonar oscila entre 6 y 7, por lo que resulta de

sumo interés el tamafio de las nanoparticulas en el rango indicado (Effros & Chinard 1969).

Con respecto a los complejos I-CS 1.102 % p/p, a pH 6 se obtuvieron picos en 34 y 229 nm y otro en
412 nm para pH 7. Para los complejos I-CS 1.10-* % p/p, a pH 6 se obtuvo un solo pico en 307 nm y dos
parapH 7,en 95y 412 nm (Fig. 3.14).
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Fig. 3.14. Distribucidn de tamafio de particula expresado volumen y en nimero para complejos I-CS 1.10-2 % p/p

(a-b) y I-CS 1.10* % p/p (c-d) para pH 6 y 7. Las mediciones se realizaron a 25 °C.

Es notable que para ambos complejos, al aumentar el pH la distribucién se desplaza hacia tamaiios de
particula mayores. De hecho, para pH mayores a 8, los tamafios resultaron demasiado grandes,

cayendo fuera del rango de medicién del equipo.

Este resultado refuerza la eleccién del pH 6 como pH de trabajo a la hora de ensamblar las

nanoparticulas.
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3.6. ANALISIS DE LAS PROPIEDADES REOLOGICAS DE LAS SOLUCIONES ICS

En la Figura 3.15a se muestran las curvas de flujo para los complejos y para la insulina, a pH 6. Puede
notarse que el esfuerzo de corte aument6 con la velocidad de deformacién (sheer rate), para todos los
casos (al menos en las regiones estudiadas). La Figura 3.15b muestra la variaciéon de la viscosidad
dindmica con la velocidad de deformacion. Puede observarse tanto para la I como para el complejo I-CS
1.10-2%, p/p, un comportamiento no Newtoniano, exhibiendo mayores viscosidades que el resto de los
complejos para velocidades mayores a 200 s-1. Esto indicarfa que la proteina es la que defini6 el
comportamiento reolégico de las mezclas con la mas alta concentracion de CS. Para los complejos con

concentraciones intermedias, los comportamientos fueron muy similares entre si (Fig 3.15 b).

Se empled el modelo de Ley de Potencia para obtener parametros cuantitativos a partir de las curvas
de flujo. Dichos pardmetros se muestran en la Tabla 3.3. Los altos coeficientes de correlacién obtenidos

(0.988>R2>0.998) indican que el modelo ajusté de manera apropiada los datos experimentales.

Un incremento en la concentraciéon de CS provocé una disminucién en la viscosidad aparente K, en
comparacion con la [ pura. De esta manera, la I pura y el complejo I-CS 1.102%, p/p presentaron los
mayores valores de K mientras que para I-CS 1.103%, p/p e I-CS 1.104%, p/p, éste parametro fue
menor. Valores menores que los de la solucion de I indicarian un aumento en la co-solubilidad de los
biopolimeros y la formacion de un arreglo molecular poco entrelazado en el seno de la solucién mezcla.
Este fenémeno ha sido atribuido con anterioridad a un efecto de dilucién (Martinez-Padilla et al. 2015).
Las moléculas de CS interferirian con la formacién de hexdmeros de I a pH 6, disminuyendo el efecto de
floculaciéon. Cabe recordar que el comportamiento de flujo asociado a n=1 indica comportamiento
Newtoniano mientras que n < 1 representa un fluido pseudoplastico ya que la pendiente de la curva

decrece a medida que la velocidad de deformacién se incrementa (Le et al. 2017).

Dos tendencias pueden entonces observarse: para la I pura con comportamiento pseudoplastico y para
los complejos - con valores de n entre 0.8 y 1- denotando claramente la tendencia de éstos hacia un
caracter Newtoniano, relacionado con un efecto de dilucién previamente reportado, a medida que la
concentracion de CS decrece. De esta manera, tres etapas pueden caracterizarse a partir de los datos
reolégicos, en concordancia con el tamafio de particula, el potencial { y las mediciones de absorbancia.
La primera, relativa a la I pura, con los valores mas altos de K y n, presenta una carga superficial
negativa, haciendo a la proteina altamente estable debido a la repulsién electroestatica molecular. En
términos generales, la disminucion de la viscosidad que se observ para los complejos se debi6 a la
influencia del CS. La disminucién fue mayor para concentraciones crecientes de CS, con la tendencia

simultanea hacia un comportamiento Newtoniano.
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Tabla 3.3 indices de Consistencia (k) y de comportamiento de flujo (n) para insulina pura y los

complejos I-CS, derivados del ajuste con una ley de potencia. Las muestras se analizaron a pH 6.

n=3+SD.
Muestra Parametros Ley de Potencia
K103 (mPa.s”) n R2
I 8.451 +0.5052  0.695 + 0.007¢ 0.994
[-CS1029% 4.940 £ 0.495> 0.813 +0.012b 0.988
[-CS103% 1.590 £ 0.289¢  0.969 + 0.0282 0.992
[-CS10*% 1.764 £0.096c  0.928 + 0.0062 0.998

*promedio+SD, n=3. Datos obtenidos a 25°C. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas, a p<0.05.

Esta disminucién puede ser explicada por la adsorcién de CS catidnico en la superficie de I cargada
negativamente. A pH 6, ambas especies poseen cargas opuestas y el proceso de complejamiento
ocurrié de manera particular. Cuando la concentraciéon de CS es baja, el CS disponible fue insuficiente
para cubrir los agregados anidnicos y la floculacién se activa, dando lugar a nano-complejos de mayor
tamafio y la viscosidad decrecié levemente. Para concentraciones de CS mayores a 0,01 %, p/p se
forman complejos de tipo core-shell, completamente rodeados de una capa de CS. Las fuerzas atractivas
ente la [ y el CS catiénico promueven la formacién de una interfase I-CS y aumentan la viscosidad del

sistema (Malvern-Instruments 2011)(Bohidar et al. 2005).

Como conclusién ante estos hallazgos, se propone el modelo de interaccién de la Fig. 3.16, que resume
los eventos y posibles resultantes para la insulina a medida que la concentracién de CS aumenta. Este
modelo de asociacion molecular surge en base a los datos experimentales obtenidos para la
distribucidon de tamafio de particula, potencial {, absorbancia y propiedades de flujo. Las tres etapas

mencionadas anteriormente para pH 6 se resaltan en la imagen.

Para CS 1-10-2%, no existen interacciones entre dimeros de [ y CS, para pH<pl de la [; se formaron
nanoestructuras tipo core-shell para pH>pl (Fig 3.16a). Para concentraciones de CS menores a 1:10-2%, se
formaron nano-complejos de diferentes estructuras por medio de enlaces intermoleculares, para pH>pl

(Fig 3.16b).
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3.7. MODELO DE ASOCIACION

Integrando todos los resultados de secciones anteriores, estamos en condiciones de proponer un
modelo configuracional para el ensamblado de insulina y CS mediante interacciones moleculares.
Graficamente, este modelo se representa en la Fig. 3.16: los fendmenos que experimentan las

moléculas de [ para concentraciones crecientes de CS a pH6 pueden dividirse en tres areas.

El pI de la Insulina determina la existencia de un punto de inflexion. Para aquellos pH menores a 5,5, se
observd la formacién de dimeros de I, independientemente de la concentraciéon de CS, tal como se
determiné tras conocer los resultados de la distribuciéon de tamafio (Malvern-Instruments 2011) ,
potencial { y absorbancia. Este fendmeno ocurrid a baja velocidad y fue menos cooperativo que en los
sistemas constituidos con mayores concentraciones de CS, como se desprende de los parametros

obtenidos tras el ajuste de los datos de turbidez.

Para pHs mayores a 5,5, cuando la proteina posee una carga superficial negativa, se presentaron dos
escenarios posibles. Por un lado, se formaron complejos core-shell para la mayor concentracién de CS
(1-102%, p/p) (Fig. 3.16a). Esta solucién presenté un comportamiento no Newtoniano con la
viscosidad aparente mas alta de las tres mezclas. Por otro lado, para las concentraciones mas bajas de
CS (1-10* y 1-103%, p/p), ocurri6 el proceso de floculacién, resultando en estructuras de gran
tamafio, como lo indican los datos de DLS (Fig. 3.16b). Este proceso presenté velocidades més altas con
menor cantidad de estructuras intermediarias, como se desprende al considerar los valores a y 8
obtenidos tras el ajuste de los datos de absorbancia en funcién del tiempo. Menores valores de
viscosidad aparente indicarian ademas, la formaciéon de estructuras moleculares débilmente

entramadas (Wool 1993)(Cross 1970).

3.8. ULTRAESTRUCTURA

La estructura fisica de la I, CS y los complejos I-CS, previamente liofilizados, fue caracterizada mediante
Microscopia Electrénica de Barrido (Fig. 3.17). El quitosano control exhibié una naturaleza grumosa
con superficies relativamente asperas y pequefias, caracteristicas que pueden ser atribuidas a fuertes
interacciones CS-CS (Korchagina & Philippova 2010)(Franca et al. 2008). A su vez, para los complejos
[-CS puede observarse una forma semi-esférica. Las imagenes SEM revelaron entonces que la
morfologia superficial de la insulina se vio alterada luego del ensamblado con el polisacarido. La

aglomeracién de las muestras podria deberse al proceso de liofilizacion.
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Fig. 3.17: Micrografias SEM de quitosano (a, 1.103 % p/p),
insulina (b, 0,2 % p/p) y complejos I-CS (c). La barra de escala y
la magnificacién se encuentran en cada imagen.

lwm EHT = 2,00k WD = 33mm Mag= 1500KX  Signal A= InLens

3.9. CARACTERIZACION TOPOGRAFICA

A su vez, también se caracterizaron las mezclas mediante Microscopia de Fuerza Atémica (AFM). La
presencia de extensos agregados de nanocomplejos indicé que la concentraciéon de éstos en las
soluciones finales es alta. La formacion de tales agregados podria deberse a la distribucién espacial que
adopta el CS para el pH de trabajo (Assis et al. 2002). A pH 2, se sabe que el CS se encuentra en su
maxima extension debido a la repulsion electroestatica entre cadenas adyacentes (Kurukji et al. 2014).
A pH 6, sin embargo, se encuentra complejado con la insulina y formando estructuras con cierto grado

de esfericidad.

A modo de ejemplo, en la Figura 3.18 se observan estas estructuras para el caso de los complejos I-CS
102, p/p. Para reducir la presencia de estos agregados, antes de cada medicion se realizaron diluciones

1/5000 y se sometieron a sonicaciéon en bafio durante 5 minutos. De esta manera, se obtuvieron

172



DISENO DE NANOPARTICULAS ViA AUTOENSAMBLAJE MOLECULAR

resultados como el de la Figura 3.19, correspondiente a 1.10-3 % p/p de CS y el de la Figura 3.20,
correspondiente a 1.10-* % p/p de CS.

430 nm 130 mV

Fig. 3.18: Topografia superficial del sistema I-CS 10-2p/p. Se detalla la presencia de gran cantidad de clusters. Se

agrega la informacién de la amplitud para mayor claridad.

132 nm 68

Fig. 3.19: Imagenes obtenidas mediante AFM de la morfologia superficial de I-CS 10-3p/p. Se muestra la presencia

de fibras atribuidas al polisacarido libre. Se agrega la informacion de la amplitud para mayor claridad.
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Fig. 3.20: Reconstruccién 3D de I-CS 10-4p/p, obtenida mediante AFM. Los complejos, de forma semiesférica se
situan sobre grandes espacios de consistencia homogénea. Se agrega la informacién de la amplitud para mayor

claridad.

Cabe destacar que tanto las imagenes SEM como AFM son concordantes con respecto a la distribucion
de tamafio obtenidas de los datos de DLS presentados en la seccién 3.5. La morfologia también fue
similar, aunque en un caso se trate de muestras liofilizadas y en el otro de material deshidratado de
soluciones sobre el sustrato respectivo, lo cual indicaria que el proceso de liofilizaciéon tuvo poca

incidencia en la estructura observada.

3.10. ELECTROFORESIS CAPILAR

Tradicionalmente, las mezclas de proteinas complejas o los sistemas combinados de proteinas con
otras especies, con distintos pesos moleculares se resuelven con electroforesis en geles
bidimensionales (2-D) (Righetti et al. 2003) seguida de espectrometria de masas (MS) (Olivares et al.
1987). La electroforesis 2-D es conveniente en la separacién de proteinas con alta resolucion, pero es
desventajosa por la gran cantidad de tiempo y debido a que el procedimiento es tedioso. Desde que
Jorgenson y Lukacs introdujeron la electroforesis capilar (CE) en la década de 1980 (Lukacs &
Jorgenson 1983), se ha demostrado que es una método efectivo para la separaciéon de sistemas
conteniendo proteinas debido al breve tiempo inherente, bajo consumo de reactivos y alto nivel de

automatizacion. La separacion se basa en las diferencias de las movilidades electroforéticas de los
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solutos idnicos, que provocaran que los analitos migren a través del capilar y lleguen al detector a
tiempos diferentes. Los distintos tiempos de elucidn se relacionan con la relacién carga/masa de las

muestras.

En este sentido, y a fin de complementar los estudios de DLS y dilucidar la diferencia de tamafios y

carga entre las especies libres y las nanoparticulas, se aplico la técnica de Electroforesis Capilar.

Inicialmente las muestras se encontraban a pH 6. El buffer de corrida (Acido Bérico 150 mM) presenta
un pH de 9,9 y ya que el volumen de muestra inyectado fue del orden de los microlitros, se asumi6 que

fue ése el pH final durante cada medicién.

La eleccion del pH de trabajo es importante, ya que reportes previos (Ban et al. 2001) indican que para
condiciones fisiolégicas, el CS tiende a adherirse a las paredes de las columnas. Un pH basico ayudaria
a disminuir estos efectos. Por otra parte, dicho pH es habitualmente utilizado para la deteccién de

proteinas en determinaciones del area de la clinica médica.

Como puede verse en la Fig. 3.21, el tiempo promedio de elucidn para la insulina control fue de 7,12
minutos y resulta menor que el correspondiente a los nano-complejos I-CS 1.10-2 p/p (core-shell), que
es de 10,39 minutos. Este resultado podria deberse a que entre los componentes que influencian la
movilidad electroforética, el tamafio predomina sobre la carga. Recordemos que las particulas de tipo
core-shell presentarian carga superficial negativa, por la cubierta global de CS, segtin lo obtenido en las

curvas de interaccion de cargas para estos sistemas mixtos y que definen a este tipo de NP (Fig. 3.10).
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Fig. 3.21: Electroferograma que muestra los tiempos de elucién para insulina (0.2 %, p/p, azul/negro) y I-CS 10-2
p/p (magenta/verde).
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Aunque la carga de estas NP indicaria que debiera correr mas rapidamente, el electroferograma
muestra un tiempo mayor de elucién, es decir una migraciéon dentro de la columna mas lenta. A los

fines de clarificar, se incluye la Fig 3.22 (Doroteo 2012).
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Fig. 3.22: a) Separacion basada en la relacién carga-masa, b) Movilidad total de los analitos pt, ¢) representacion

de la doble capa eléctrica. Adaptada de (Doroteo 2012).

En las condiciones del buffer de corrida, la I present6 un potencial { de aproximadamente -30 mV, con
lo cual su migracién dentro del capilar de silice fundida debiera ser mas lenta, con mayores tiempos de
elucion, si sélo se considerase la carga superficial del conjunto proteina-capa de hidrataciéon. Al pH de
trabajo tanto el CS como la I poseen carga superficial negativa (Fig. 3.9), pero el polisacarido se
presenta formando parte de una estructura mayor que migra en conjunto. En conclusion, si bien dicha
carga es mayor en valor absoluto para la I, el balance de masa-carga entre ésta y las NP (Fig. 3.13)
ocasiona que el tiempo de elucion de las NP sea mayor (Baharifar et al. 2013). Similares tendencias
fueron informadas previamente por Zhu y col 2018 (Zhu et al. 2018), quienes encontraron tiempos de

elucién gobernados por tamafio en mezclas de proteinas.

En la Fig. 3.23 se presenta el electroferograma para las NP de tipo cluster (I-CS 1.10-* p/p) y la insulina
libre. El drea comprendida por el pico correspondiente a las NP contiene al pico de la insulina. El
comportamiento observado en estos sistemas resulta claramente diferente del informado para
particulas de tipo core-shell. Aunque en estos casos también hay carga superficial negativa para ambas
estructuras, 1 y clusters, se presenta una diferencia de tamafios en términos de volumen hidrodindmico.

Auln mas, existe una notoria diferencia en cuanto a la geometria configuracional de los clusters que
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debiera generar diferencias en el patréon de migraciéon en términos de flujo electroosmético. Sin
embargo la elucién coincidente de 1 y clusters estaria indicando que es la carga de la insulina libre y la
de la I adsorbida sobre las cadenas de CS la que gobierna la migraciéon. Recordemos que los clusters
estan formados por hebras de CS, con moléculas de insulina adsorbidas, donde sitios o residuos locales
de la I con carga negativa quedarian expuestos y en contacto con la capa de silenoles presentes en el
tapizado interno del capilar. La amplitud que presenta el pico de las NP puede relacionarse con la
polidispersidad en la distribucion de tamafio de las poblaciones de floculos que conforman los clusters

y de la polidispersidad del polisacarido que tendria distintas cantidades de I acoplada. El area del pico,

mayor que el de la I sola, seria una indicacién de la polidispersidad mencionada.
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Fig. 3.23: Electroferograma que muestra los tiempos de elucién para insulina (0.2 %, p/p, rojo) y I-CS 104 p/p

(azul).

3.11. IDENTIFICACION DE GRUPOS FUNCIONALES. ESPECTROSCOPIiA FTIR

Las muestras de insulina, quitosano 1:10* %, p/p y las nanoparticulas I-CS fueron liofilizados y

posteriormente mantenidos en un desecador con CaClz, como agente desecante, durante 48 horas

antes de la obtencidn de los espectros (Fig. 3.24).
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La insulina posee un pico en 1650 cm-!, correspondiente al alargamiento C=0 de la amida I y otro pico
en 1540 cm! por las interacciones C-N y N-H de la amida II (Mukhopadhyay et al. 2013). Por otro lado,
el pico en 1650 cm! también puede relacionarse con la estructura secundaria de esta proteina, ya que
las hélices a son la estructura secundaria mayoritaria en la insulina y dan origen a una banda de

absorcion centrada en 1655 cm! (Barth 2007).

El quitosano posee picos caracteristicos en 3409 y 3283 cm™! (alargamientos O-H y N-H), en 2998 cm!
(alargamiento C-H), en 1567 cm! (tensién C=0 en amida I), en 1404 cm! (deformacién C-H y O-H en
amida II), en 1013 cm™ (tensiéon C-O/C-H) y en 808 cm! gracias a la contribucion de las unidades de
glucosamina monoméricas (Guo et al. 2010)(Alhosseini et al. 2012)(Venkatesham et al. 2014)(Heuser
& Cardenas 2014). Los complejos I-CS por su parte, presentan dos picos de interés, el primero en 1569
cm! y el segundo en 1405 cm. El primero podria asignarse a una combinacién de las sefales de la
amida I del CS y de la amida II de la insulina. Al ser un pico tan ancho, podria estar ocultando la sefal
de la amida I de la proteina. El segundo pico corresponde al CS, pudiendo suponerse que el pequeiio

desplazamiento observado es debido a la interaccidn entre ambas especies.
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Fig. 3.24: Espectros de FT-IR para insulina (I, negro), quitosano (CS, rojo) y nanoparticulas I-CS autoensambladas
(I-CS, azul).
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3.12. SIMULACION DE MECANISMOS ELECTROESTATICOS PARA LA CONFORMACION DE

NANOPARTIiCULAS

Para sistemas de especies con cargas opuestas la interaccién que prima durante la formacién de
complejos proteina-polielectrolito es la atraccién coulémbica, mientras que para especies con cargas
iguales lo hace la repulsion. Para especies de cargas iguales, sin embargo, puede ocurrir la formacién
de complejos solubles, aun cuando la proteina y el polielectrolito poseen cargas netas de igual signo.
Para que esto suceda, deben existir reordenamientos mutuos de las distribuciones de los grupos
cargados de cada especie, como consecuencia de perturbaciones en el equilibrio acido-base del sistema
(Montellano Duran et al. 2017). Estas fluctuaciones de protones resultan en una fuerza electroestatica
atractiva y dan lugar al mecanismo de regulaciéon de carga, que bajo ciertas condiciones es capaz de
superar la repulsion electroestatica y permitir la formacion de complejos. Este fenémeno de regulacion
es particularmente relevante en condiciones de baja fuerza iénica y pH del sistema préximo al pI de la

proteina (Barroso da Silva & Mackernan 2017).

Para comprender los mecanismos de formacién de complejos I-CS, se ensayaron simulaciones
considerando diferentes pHs para distintas combinaciones de I-CS. Se consider6 insulina monomérica
(D+CS, dimero (21)+CS, tetramero (41)+CS, etc. De esta manera, es posible obtener las combinaciones
de pH y nimero de unidades de insulina que favorecerian la formaciéon de complejos y contrastarlas

con los datos obtenidos a través de variadas técnicas experimentales (da Silva & Jénsson 2009).

Dichas simulaciones indicaron que los mecanismos inducidos por pH se traducen en fuerzas atractivas
debidas a interacciones electroestaticas, fuerzas repulsivas debido a cargas de la misma naturaleza e

interacciones atribuibles a la regulacion de carga.

A continuacién se presentan los graficos correspondientes a g(r)*r? en funcién de la distancia de
separacion r interatémica, para los distintos escenarios simulados. Cabe recordar que se conoce a g(r)
como la funcién de distribucién y representa de qué manera se distribuyen las cuentas del polimero

respecto al centro de la proteina (da Silva & Jénsson 2009).

En las graficas, cuanto mas alto sea el pico para distancias de separaciones cortas, mayor es la
atraccién. De manera similar, un pico elevado a gran distancia indica una repulsion significativa. En las
Figuras 3.25-3.37 la linea continua indica complejamiento, la de puntos y trazos sefiala regulacién de

cargay la de trazos indica repulsién dominante.
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poseen cargas superficiales positivas, mientras que para pH> 6.5 ambas cargas son negativas. El pH de

interaccidn electroestatica se establece para 5.5<pH<6.5.

a)

b)

Configuraciones obtenidas segin [NS;I‘);KL:UUH
las distintas situaciones 2410°
evaluadas: I i
(monémero)+polication. El 20’}
complejamiento (de baja -
intensidad) ocurri6 para pHs N%1x104—
bésicos (7.5<pH<8) y existe una ® |
region de regulacién de carga |
amplia (6<pH<7). il
Esta situacion se corresponde con i
una etapa inicial experimental en %

r(A)
Fig. 3.25. Funcién de distribucion g(r)*r vs.
distancia de separacion r entre los centros de | y un
interaccion electroestatica, a pHs polication.

donde las dos especies estuvieron

cargadas positivamente y sin
acidos. A medida que aumento6 el pH se establece una region de regulacion de carga, en donde

puede interpretarse el surgimiento de una interaccién incipiente, para luego llegar a la region

de interaccion/complejamiento para pHs basicos.

INS-polycation

2] + policatién. A comparacién . dimer

con la insulina en forma e L

monomérica, aqui la regién de 210°[

complejamiento se extendio 4-_

(6.5<pH<8) mientras que la ) 20 i

correspondiente al a regulacién £2><10‘l B

de carga se redujo (pH 6). Esto ? 4-_

puede interpretarse como una w0 i

transicion entre complejos y 5x10°

formaci6én de supraestructuras i

diferentes a complejos. Por % "

otro lado, no se observd

complejamiento a pHs acidos Fig. 3.26. Funcion de distribucion g(r)*r" vs.
distancia de separacion r entre los centros de 21 y un

(pH<5.5). polication.
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d)

g(r)’r

INS-polycation

trimer

4x10* T T T

3x10°-

2x10 I~

1x10°f

c) 3I +polication. Al
aumentar el numero de unidades
de insulina, la intensidad del
complejamiento  (aumento de
magnitud de g(r)*r?2) aumenta
para la region 6<pH<8, ganando
intensidad a medida que el medio

aumenta su naturaleza basica. La

regulacion de carga desaparece

r(A)

para esta configuracion.

Fig. 3.27: Funcién de distribucion g(r)*r vs.
distancia de separacion r entre los centros de 31y un

polication.

41 +policatién. Al aumentar el
numero de unidades de proteina
en la simulacion, el
complejamiento no sélo se hace
mas intenso sino que se extiende
su rango de aparicién en términos
de pH (5.5<pH<8). El mecanismo
de regulacion de carga parece ser
la mas probable forma de

interaccién a pH 5.
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= 4 — pH80
ol .
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0 :
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- -z H H =z 2
Fig. 3.28: Funcién de distribucién g(r)*r vs.
distancia de separacion r entre los centros de 41 y un
polication.
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Fig. 3.29: Funcién de distribucion g(r)*r2 Vs,
distancia de separacion r entre los centros de |
y un polianion.
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Fig. 3.30: Funcién de distribucion g(r)*r2 VS.
distancia de separacion r entre los centros de 21
y un polianién.
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e) I (mondmero)+ polianion. No
hay asociaciéon, ni por interaccion
electrostatica ni por el mecanismo de
regulacion de carga para ningin pH
evaluado. El mondédmero no puede
interactuar con el polimero cargado
negativamente. Este comportamiento
se asemeja al evidenciado en las
curvas de titulacién experimentales
(Fig. 5.1) para pH>6.5. Si ambas
especies poseen alta solubilidad y
cargas iguales, las interacciones
electroestaticas entre ambas no
estarian favorecidas (da Silva &

Jonsson 2009),

f) 2I+polianién. La situacién es
similar al caso e). No existe
complejamiento ni regulaciéon de
carga y la repulsiéon es mds intensa

que en el caso anterior.
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2

g) 3l + polianiéon. El pico de la

g(ry’r

INS-polyanion
funcién g(r) se desplaza hacia fimer
: T T T T
. . . « = pH5.0
distancias menores a medida que e iﬂsj
o — = pH60
el pH se acidifica. A pH 5, muy ax10'F —- pli6s
pH7.0
préximo al pl de la insulina (5.4), — - pH75
— - pH$0
el CS posee carga negativay lal i
positiva, escenario propicio para %
al-
la apariciéon del mecanismo de i
regulacién de carga, lo que podria
explicar esta tendencia incipiente /
al complejamiento. 0 ,//
0
r(A)
Fig. 3.31: Funcidn de distribucion g(r)*r vs.
distancia de separacion r entre los centros de 3l
y un polianién.
h) 4l + polianién. Se produce un
INS-polyanion claro complejamiento a pH 5 mientras
— I il , : que la regulacion de carga actia a pH
T P . f s
.= pHSS St 5.5 o superior. La asociaciéon que
- = pH6.0 7o W
4 /‘
2x10°~ \ ocurre a pHs en los cuales ambas
especies poseen igual carga o para
i pHs muy cercanos al pl de las
proteinas es lo que ha motivado en
4
1x10° |~ . . . .
primera instancia el estudio del
mecanismo de regulacién de carga.
Esta interaccién incipiente puede
0 deberse a que varios de los
0

r(A) aminoacidos que conforman la
proteina, poseen pls de entre 5y 6

Fig. 3.32: Funcién de distribucion g(r)*r2 Vs,
(“Amino Acids pl” n.d.). A nivel

distancia de separacion r entre los centros de 41
y un polianién. macroscopico para estos pHs se

observa precipitacion durante la
preparacion de ICS, lo que indica la formacién de complejos insolubles. Para pHs basicos, por

otra parte, no hay asociacién por ninguna via.
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Este conjunto de simulaciones confirma que el pH de trabajo es fundamental a la hora de

promover el complejamiento.

. . INS-Ch
i) I+ CS (pKa6.5). Se obtiene una Imonomer
. o 210" ; T - T -
interaccion incipiente para pH —— PH4O® =\
— — pH45(+) /’4-‘\\ W\
6.5 por el mecanismo de == pH50(+) ,%ﬁ—“\y\\\\
Raad wels 7 RN S\ XY -
regulacién de carga. Para el <= pHO0 () a0y « N\
-« pH6.5(+) z 7 /i/ LN \\\\\
resto de los pHs no existié e Eﬁ;‘;:; Ly V;{l;/ W\ W
o A :: N
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k) 3 I/'/'
1) g
WA
<o okl
B I A1/
', %//"’
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,’"Gﬁ:/ /
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Fig. 3.33: Funcion de distribucion g(r)*r vs.
distancia de separacién r entre los centros de |
y CS.
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dimer
1 I T | 1
— = pH45(+)
— = pH50(+)
J - msse - j) 21 + CS (pKa 6.5). Considerando
2107 — — pH60(+) rd A ]
= piig.gu)) ol T 1 dos unidades de Insulina, se mantiene la
== pH70( o N
RE ey, SO . 7
| —— Pﬁ;;:; 0 g ¥ WA \ i regulacion de carga para un pH de 6.5
PHB.0 (- /AL N
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Fig. 3.34: Funcion de distribucion g(r)*r2 Vs.
distancia de separacion r entre los centros de 21
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k) 31 + CS (pKa 6.5). Para

. INS-Ch
6<pH<6.5 existe S ¢
trimer
complejamiento, de intensidad - P45 (l) ' ' L '
. . — = pH50(+)
considerable, mientras que la o= psse
» 2x10° pH6.0 (+)
regulacién de carga se — pHES5()
—— pH7.0()
establece a pH 5. Para pHs | —— pH75()
5 pH8.0(-)
acidos y basicos, no se £
- , . 5
visualiza interaccién. Este 1x10°F
comportamiento se asemeja a
las condiciones de trabajo i
experimental, ya que a pH 5 se
I
. c 0
detecté el inicio de Ila 0
g . r(A)
agregacion, para pH 6 existi
complejamiento y a pHs acidos Fig. 3.35: Funcién de distribucion g(r)*r= vs.
no se registré interaccién distancia de separacion r entre los centros de 3l
y y CS.
(seccién 5.2).
INS-Ch )}
tetramer
T 41 (tetramero) + CS (pKa 6.5). El
pHA45 (+)
ax10'f a ;‘ﬁ:‘s’::; 7 complejamiento se dio para 5.5<pH<6.5,
i ﬁggg::; T alcanzando un maximo de intensidad en
H 7.0 (- sz .
3<10° e 6.5. La regulacion de carga, es decir una
| pH8.0 () . S .
% interaccion incipiente se desplaza hasta
S 2¢10° [ pH 5, mientras que para pHs mas acidos
i no hubo interaccién.
1x10°f
00

Fig. 3.36: Funcion de distribucion g(r)*r2 VS.
distancia de separacion r entre los centros de 3l
y CS.

De este conjunto de simulaciones puede concluirse que la interaccién depende en cierta manera del
numero de mon6émeros de insulina involucrados. De hecho, la Fig. 3.37 muestra que al aumentar el
numero de unidades de insulina, no s6lo se propicia el complejamiento sino que ademas éste crece en

intensidad.
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T
41 monomer  _|
4x10 dimer
© trimer
= tetramer -
3x10"[ -
NL- - -
= -
@ 2x10 |~ -
1x10°[ =
0
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r (A)

Fig. 3.37: Funcidn de distribucion g(r)*r2 en funcion de la distancia de separacion r entre los centros de I y CS, para

nimeros crecientes de unidades de insulina.

Es importante destacar que las simulaciones se plantean con una cantidad de unidades de insulina
fijas, cantidad que es mantenida durante toda la simulacién. Experimentalmente, sin embargo, este
numero puede variar a medida que se modifica el pH. El hecho que el nimero de unidades cambie a
medida que lo hace el pH, ocasiona que el rango de complejamiento se desplace. Por otro lado, cabe
recordar que tanto la proteina como el polisacarido utilizados son simplificaciones de un modelo real
el cual presenta alta complejidad, por lo que es posible que alguna de las simplificaciones empleadas
ocasionen entre otros fenémenos que los pHs de interaccién obtenidos difieran de los experimentales

(Montellano Duran et al. 2017).

La sucesion de imagenes 3.25-3.37 sugiere que la cadena de CS interactiia de manera mas eficiente con
agregados mayores de insulina. Esta tendencia, resultado de considerar una sola cadena polimérica y
una o varias unidades de insulina, resulta dificil de extrapolar a los resultados experimentales. Los
experimentos se realizan con multiples unidades tanto del polimero como de la proteina y cada especie
por separado posee cinéticas/dindmicas de autoagregacién. La determinacién de la influencia que la
presencia de la otra especie y/o que el proceso de autoensamblaje tienen en la generacién de las

nanoparticulas es uno de los desafios de este trabajo.
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Bajo estas consideraciones, es posible suponer que existird una tendencia similar a la presentada al
considerar una configuracién en la cual interactuen la proteina en su forma hexamérica y la cadena de

biopolimero, a pH 6.

De manera general, las simulaciones muestran que existen dos factores que deben combinarse para
lograr la formaciéon de complejos. Por un lado, a medida que el nimero de subunidades de insulina
aumenta, la probabilidad de complejamiento crece; cabe remarcarse que en el torrente sanguineo la I
viaja como hexamero (Dunn 2005). Por otro lado, el pH debe ser mayor a 5.5, lo que concuerda con las
curvas de potencial ¢ que sefialan un margen para el pH de trabajo de 5.5<pH<6.5. En este contexto, el
mecanismo de regulacidn de carga puede considerarse como un estadio previo al complejamiento, un

complejamiento incipiente ocasionado por interacciones débiles diferentes a la electroestatica.

Estos resultados guardan implicancias importantes, ya que el pH y en consecuencia el nimero de
unidades monoméricas que constituyen los agregados de insulina (nl) deben ser cuidadosamente
considerados: es necesario elegir un pH de trabajo que optimice la formacidon de complejos y a su vez

es importante considerar la estructura/configuracion final de la proteina que se esta encapsulando.

3.13. ACTIVIDAD DE LA INSULINA COMPLEJADA Y VEHICULIZADA CON CS EN CULTIVOS

CELULARES

3.13.1. ENSAYO DE FOSFORILACION DE AKT

A fin de evaluar la actividad biolégica de los nano-complejos I-CS de tipo core-shell, se emplearon
fibroblastos 3T3, ya que son un modelo celular de preadipocitos bien establecido con una respuesta a

la I ya conocida en nuestro laboratorio.

Para cuantificar esta actividad, se emple6 un Western Blot para medir los cambios en los niveles de
AKT fosforilado, un conocido efector corriente abajo de insulina y frecuentemente usado para describir
su respuesta metabélica (Giudice et al. 2013). La Figura 3.38a ejemplifica que la estimulacién con el
complejo I-CS retard6 y mantuvo en el tiempo la activacién de AKT en comparacién con los efectos de
la insulina libre. Este resultado experimental confirma la estabilidad funcional y estructural de la

insulina y su liberacion desde los nano-complejos en la linea 3T3.

La cobertura de la insulina con una capa externa de CS explicaria la activacion retardada de la
respuesta celular, sin acceso instantaneo a los receptores celulares. Las moléculas de I libre se unen al
receptor y el complejo ligando-receptor activado se internaliza completamente en 120 minutos

(Giudice et al. 2013). Por otro lado, la activacién sostenida en el tiempo lograda por los complejos I-CS
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indica que la insulina fue liberada de dichas estructuras con una dindmica diferente. La Figura 5.30b
representa la cuantificacién de la activacion de AKT en funcién del tiempo lograda mediante la
estimulacién con I o I-CS. Se observéd una clara diferencia en los perfiles de activacion. Mientras que la
activacion con insulina llegd a un maximo y posterior disminucién luego de 10 minutos, la activaciéon
con los complejos mostr6 una actividad sostenida luego de 120 minutos. Se muestra una transferencia
a modo de ejemplo. El patrén se verific6 cada vez que se repitié en experiemento. Este hallazgo posee
un impacto de importancia practica en la industria farmacéutica ya que esta propiedad podria ser
aprovechada para ejercer la liberacién controlada de insulina en formulaciones terapéuticas

empleando los nano-complejos I-CS.
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Fig. 3.38: (a) Western blot que muestra los cambios en los niveles de AKT fosforilado luego de la estimulacién con
insulina o con los complejos core-shell I-CS, en fibroblastos 3T3, en funcidn del tiempo. (b) La cuantificacién de la
activacion de AKT en funcion del tiempo muestra un incremento sostenido para la activacion con I-CS luego de dos

horas de estimulacidn.

También se midieron los cambios en los niveles de AKT fosforilado para los complejos 1-CS de tipo

cluster, siguiendo la misma metodologia que la empleada para los core-shell. La Fig. 3.39 a muestra que
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esta vez, la estimulacién con el complejo no retardd la activacion de AKT en mayor medida que la
insulina libre, aunque al haberse registrado activacién, se comprueba para estos complejos la

estabilidad funcional y estructural de la insulina encapsulada.

En la Figura 3.39b puede observarse que en ambos casos, la activacién posee un maximo luego de 10
minutos de estimulacién y que ésta se mantiene durante las 2 horas que dura el experimento. Sin
embargo, a diferencia de los complejos core-shell, los clusters no poseen un perfil de liberacion de tipo

controlado, sino mas bien cuasi espontaneo.
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Fig. 3.39: (a) Western blot que muestra los cambios en los niveles de AKT fosforilado luego de la estimulacién con
insulina o con los complejos clusters 1-CS, en fibroblastos 3T3, en funcién del tiempo. (b) La cuantificacién de la
activacion de AKT en funcion del tiempo muestra un incremento sostenido para la activacion con I-CS luego de dos

horas de estimulacidn.

Si bien uno de los objetivos generales de los procesos de encapsulado suele ser controlar el perfil de
liberacion del compuesto de interés, la estabilidad y bioactividad de la insulina encapsulada con este

método hace pensar en una posible combinacién (core-shell+clusters) a fin de lograr el perfil deseado.
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El ensayo de fosforilacion de AKT también se realizé con la linea celular Calu-3, con un procedimiento
igual al empleado con la linea 3T3-L1. Lamentablemente, a pesar de haberlo repetido numerosas veces
(n=3), luego del revelado de los Western Blots no se registr6 sefial de la proteina fosforilada. Para
descartar posibles fuentes de error se emplearon anticuerpos nuevos, se constato la transferencia de
proteina a la membrana, se emplearon reactivos en buen estado para el revelado, etc. Por ultimo, se
empled un lisado de células 3T3 que habia producido una sefial intensa en su Western Blot
correspondiente y se sembrd junto a los lisados de Calu-3. Para dicha muestra si se registré sefial de
proteina fosforilada, lo cual hace pensar que la fosforilacién para el sistema Calu-3 es muy labil y no

resiste todo el ensayo.

3.13.2. CONFORMACION DE MONOCAPA CELULAR CALU-3 Y RESISTENCIA ELECTRICA

TRANSEPITELIAL

En la Fig. 3.40 se muestra la evolucion de la resistencia transepitelial con el transcurso de los dias.
Puede notarse que a partir del sexto dia de sembrado de las células, la resistencia comienza a elevarse
de manera abrupta para alcanzar un maximo luego de 9 dias de crecimiento. Luego de este periodo, la

resistencia comienza a bajar y se estabiliza por varios dias.
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Fig. 3.40: Resistencia transepitelial de un cultivo de Calu-3 en funcién de los dias tras el sembrado.

En la literatura especializada se recomienda una resistencia de al menos 700 (.cm? para asegurar la
integridad de la monocapa (Meindl et al. 2015), por lo que a partir de los 7 dias el cultivo se encontré

en condiciones para realizar diversos ensayos considerando un modelo in vitro de epitelio pulmonar.
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3.13.3. CUANTIFICACION DE IL-8

En este ensayo se traté de dilucidar la respuesta inflamatoria de la linea celular Calu-3 ante la
presencia de insulina (I) y de NP de tipo core-shell (NP). Es importante cuantificar un indicador de
inflamacion en células del epitelio pulmonar teniendo en cuenta que se pretende administrar estas
nanoparticulas por via pulmonar. La concentracién de IL-8 liberada, medida para distintos tiempos de

estimulacion, se presenta en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Concentracion de IL-8 medida como respuesta ante la presencia de [ o NP I-CS. n=4+SD.

[IL-8] (ng/ml)
t (min) 0 2 10 120
I 4,50,7 7,610,7 24,4*+1,0 | 0,24*£0,02
NP 4,95+1,03 51+1,5 2,3*t1,2 | 30,8*t4,9

* p<0.05 por el test de Mann-Whitney U

Cabe remarcarse, que la cinética de liberacion de IL-8 varia segun el estimulo y puede seguir un modo
lento y continuo o uno de tipo masivo (0z-Arslan et al. 2006). A su vez, habria que descartar que esta
citoquina no estuviera involucrada en algin proceso celular que ocurriese durante el periodo de

estimulacion.

Al inicio del experimento (t=0) la concentracién es similar para ambas muestras (I y NP) y se considera

como una liberacién enddégena de IL-8.

Luego de 10 min, puede notarse que la presencia de insulina provocé una liberacién de IL-8 casi 20
veces mayor que la provocada por la presencia de las NP y mientras la concentracién aumenta con el
tiempo para los cultivos estimulados solamente con insulina, aquellos que han recibido NP mantienen
una concentraciéon cercana a la enddgena. Este resultado es de suma importancia practica porque
enfatiza la inocuidad del CS y por ende de las NP, y pone de manifiesto la utilidad de las estructuras

nanoencapsuladas en el ambito biotecnolégico/farmacéutico.

El comportamiento de ambas muestras luego de 120 min de estimulacién no es posible de explicar sin
realizar ensayos complementarios ya que podrian estar relacionados con la desorganizacién transiente
de las uniones estrechas del epitelio. Por ejemplo, Rodrigues y col. (2015) disefiaron NP de CS con
condroitin sulfato para encapsular insulina (Rodrigues et al. 2015). En este trabajo se encontré que la
biocompatibilidad de las NP en la linea Calu-3 fue estudiada mediante un ensayo de actividad

metabdlica (MTT), uno de integridad de membrana, liberacién de LDH (lactato deshidrogenasa) y la
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cuantificacion de la respuesta inflamatoria (liberacion de IL-8). Luego de constatar niveles basales de
liberacion de IL-8 y de cuantificar el aumento de la citoquina ante la presencia de las NP, se constaté
que dicha liberaciéon aumento un 20% respecto del nivel basal para un periodo de 24 hs. Los resultados

de los 3 ensayos confirmaron la inocuidad de las NP.

Otra posible explicacion para el aumento en la concentracion de IL-8 luego de 120min de exposicion a
las NP es que existe un retraso en la aparicion de la respuesta inflamatoria. Este retraso podria deberse
a que la liberacién de la Insulina y su posterior contacto con las células depende de la hinchazén del
quitosano, proceso que no es inmediato y que modula dicha liberacién (Azarudeen et al. 2017) (Souza,

etal. 2017).

3.13.4. INMUNOCITOQUIMICA

En la Fig. 3.41 pude observarse la internalizacidon de la marca correspondiente a la I, en este ensayo la
proteina fue un vehiculo para una sonda fluorescente. Las imagenes situadas en la parte inferior del
panel (c y d) exhiben la marca de la I, esta vez contenida en las NP de tipo core-shell. Las imagenes

corresponden a la linea celular Calu-3.

En la Fig. 3.41a se distinguen cimulos de I, de gran intensidad. Dicha intensidad es aun apreciable
mediante la técnica de contraste de interferencia diferencial (Samaniego Lopez et al. 2018), que brinda
mas informacidén sobre la disposicion tridimensional de las células y permite distinguir la integridad de

la monocapa (Fig. 3.41b).

La intensidad y el nimero de los cimulos de insulina observados en las muestras estimuladas con NP
son francamente menores al caso anterior (Fig. 3.41c y d), si bien la razén de este fenémeno es atin
desconocida. Una posible explicaciéon seria la fagocitosis via balsa lipidica como mecanismo de
endocitocis de las NP (Jiang et al. 2016) , disparado por el CS que envuelve el core proteico. Este

mecanismo de entrada de sustancias a la célula fue mencionado anteriormente en esta Tesis.

De hecho, los mecanismos de transporte de la I en células bronquiales humanas no han sido del todo
dilucidados. En su trabajo del 2006, Hussain y col. estudiaron mediante microscopia confocal, la
absorcion (uptake) de 1 para monocapas de dos lineas celulares de epitelio bronquial humano:
16HBE140 y Calu-3 (Hussain & Ahsan 2006). Los autores de esta contribucion concluyeron que existen
tres procesos de transporte principales para la insulina, la endocitosis mediada por receptores, la
formacién de invaginaciones de la membrana y la difusién pasiva. En la primera, la interaccién de la
insulina con su receptor y la posterior translocacion de éste harian ingresar la proteina a la célula. Mas
aun, el transporte de insulina podria deberse a interacciones entre esta proteina y la cara apical de la

membrana celular, como indican Pezron y col. (2002) (Pezron et al. 2002).
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Insulina a Insulina

Fig. 3.41: Seccién horizontal de una monocapa de células Calu-3 estimuladas con insulina (en rojo) (ay b) y con
nanoparticulas construidas con insulina marcada (c y d). Los nucleos celulares se muestran en azul. La barra de

escala indica 10 pm.

Debido a que el complejamiento de la I con el CS, para formar una particula de tipo core-shell,
disminuye la probabilidad de interaccién insulina-receptor y modifica la interaccién proteina-
membrana, el proceso de transporte para la insulina complejada debe ser estudiado en mayor

profundidad.

De todos modos, el hecho de haber podido constatar la internalizacién de insulina complejada con CS
en una linea epitelial pulmonar es de gran importancia, ya que la interaccién de las NP con estas
estructuras bioldgicas constituye una de las etapas mas cruciales en la ruta de entrega de proteinas por

la via pulmonar.
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CONCLUSIONES PARCIALES
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Los resultados mostrados en este capitulo permiten concluir que se ha logrado disefiar nanocomplejos
formados por Insulina y Quitosano empleando el principio de interaccion electrostatica. Se encontré la
concentracion requerida para cubrir completamente la superficie de los dimeros de insulina al pH de
trabajo. Esta concentraciéon resulté igual a 1:10-2%, w/w, constituyendo las denominadas
nanoestructuras de tipo core-shell. En este sentido, se podria asegurar que la I queddé encapsulada
dentro de una cubierta de quitosano, ya que la encapsulacion se refiere a una tecnologia en la cual los
componentes bioactivos estdn completamente envueltos, cubiertos y protegidos por una barrera fisica,
sin ninguna protrusién de los componentes bioactivos (Paul de Vos, Marijke M. Faas , Milica Spasojevic

2010).

La mayor parte de los materiales utilizados para la encapsulacién en el sector farmacéutico,
nutracéutico, alimentario y cosmético son biomoléculas, las cuales ademas de tener un origen natural,
proporcionan la maxima proteccion de los bioactivos contra las condiciones ambientales, para
mantenerlos activos dentro de la estructura de las capsulas durante el procesamiento o
almacenamiento bajo diversas condiciones, para no reaccionar con el material encapsulado, para tener
un comportamiento reolégico adecuado y generar una cinética de liberaciéon y/o una forma de
administracion deseada. Bajo estos criterios, el CS empleado en esta tesis constituye un material
adecuado para encapsular I. Es imposible enumerar todos los criterios para seleccionar un material
adecuado para la encapsulacién. Por supuesto depende del tipo de bioactivo, sus caracteristicas, y de la
aplicacion donde se usaran los encapsulados. Con excepcidon del tipo de bioactivo a emplear, la
restriccion de costos sigue siendo un factor clave para elegir los materiales mas apropiados. Por este
motivo, es un requisito previo en el disefio de un proceso de encapsulacion, estudiar y analizar todas
las propiedades del posible material de la capsula con el fin de concluir y predecir su comportamiento
en las condiciones presentes en las formulaciones de farmacéuticas, lo cual se ha realizado en el

Capitulo 2 de esta Tesis.

En este trabajo las dimensiones y la morfologia de las particulas obtenidas pudieron controlarse con
las concentraciones relativas de 1 y CS y las condiciones usadas para el ensamblaje. Dependiendo de
estas condiciones, las dimensiones de estas particulas variaron en tamafio, pero siempre se

mantuvieron en la nanoescala.

El pH de la solucién mixta modulé la interaccién entre ambos biopolimeros. De esta forma, las
interacciones coloidales y los tamafios hidrodindmicos fueron evaluados empleando dispersién
dindmica de luz. Las dimensiones de las poblaciones de particulas dentro de una suspension coloidal se
han cuantificado como una distribucién del tamafio de particula y un indice de polidispersidad. Las
determinaciones del potencial ¢ hicieron posible establecer la zona o rango de pHs de interaccién entre

las macromoléculas.

Con respecto a la ultraestructura, las imagenes obtenidas por SEM para los nanocomplejos revelaron
una morfologia muy similar a la del polisacarido luego del ensamblado con el mismo. Este hecho

guardaria correspondencia con la existencia de una cubierta formada integramente por CS. La
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topografia de los sistemas estudiados refleja lo manifestado por dispersién dinamica de luz, aunque los
principios de las técnicas son reconocidamente diferentes. Las estructuras core-shell se
correspondieron con nanoestructuras donde el polisacarido cubre completamente formas esferoidales.
Por otra parte, a menores concentraciones de CS la topografia manifest6 estructuras mas consistentes
con los clusters descriptos a partir de datos cinéticos, reolégicos y de distribucién de tamafio y carga de
particula. En conclusién, controlando las concentraciones relativas de biopolimeros y el pH utilizados

se formaron nanoparticulas con diferentes aspectos, por ejemplo, esferoides, clusters o racimos.

Los nanocomplejos manifiestan su mayor tamafio también segun el orden de elucién obtenidos por
electroforesis capilar. Los grupos quimicos mas probablemente involucrados en la interaccién I-CS
fueron identificados a través de espectroscopia IR. Se encontré que las regiones amidas de ambos

biopolimeros tendrian un papel protagénico en tal interaccion.

Las simulaciones a través del sistema Monte Carlo permitieron echar luz sobre las combinaciones de
pH y nimero de mondémeros de insulina que gobiernan la formaciéon de complejos. Los resultados de
dichas simulaciones fueron contrastados con los datos obtenidos experimentalmente, siendo

consistentes con el modelo de asociacién intermolecular propuesto.

Las simulaciones mostraron ser una interesante herramienta para dilucidar los mecanismos inducidos
por pH que se traducen en fuerzas atractivas debidas a interacciones electroestaticas y en fuerzas
repulsivas debido a cargas de la misma naturaleza. Se determiné cuali-cuantitativamente la
importancia relativa de las interacciones atribuibles a la regulacién de carga, la cual cobra fuerza a pHs

en los cuales ambas especies poseen igual carga o para pHs muy cercanos al pl de las proteinas.

Las estrategias experimentales empleadas en esta parte del trabajo resultaron utiles para confirmar la
constitucién de una cubierta externa o Shell para una dada concentracién de CS. Las propiedades de las

curvas de flujo reflejaron también la asociacidn entre biopolimeros y la forma de los nanocomplejos.

Fue posible proponer un modelo matematico a los datos experimentales y obtener los parametros

cinéticos que describen el proceso de nanocomplejamiento bajo las condiciones de trabajo.

Considerando un contexto mas aplicado, los nanocomplejos generados de acuerdo a esta configuraciéon
podria ser el punto de partida para el disefio de nuevas drogas que a su vez podrian ser aplicadas por
nuevas rutas de administracién, tal como la pulmonar, especialmente relevante en pacientes

pediatricos.

En este sentido, los nanocomplejos I-CS aqui son una alternativa para el desarrollo de una nueva
generacion de farmacos para la proteccién de esta proteina con actividad hormonal de condiciones
hostiles del cuerpo, ejerciendo la liberacién controlada de la misma e incrementando su absorcion, tal
como se demuestra en el ensayo biolégico realizado en un sistema in-vitro con fibroblastos de la linea
3T3-L1. Los resultados obtenidos con los nanocomplejos de tipo core-shell se destacaron por su perfil

de liberacién sostenido en el tiempo con respecto a la insulina sin encapsular. Este resultado no fue
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reproducido por los nanocomplejos de tipo cluster. Evidentemente, la configuraciéon espacial y la
presencia de una cubierta de quitosano contribuyeron sinérgicamente para la activaciéon prolongada
del receptor y del efector AKT fosforilado en estudio. La inocuidad y la internalizacién de las NP en
cultivos de células especificos fueron determinados, abriendo la investigacion en modelos mas
complejos, tanto in-vitro como in-vivo para su paso previo a su aplicacién en formulaciones

farmacéuticas.
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MICROENCAPSULACION POR DESHIDRATACION

La técnica de deshidratacion (Spry Drying) comenzo a utilizarse en la década del "50 en el ambito de la
industria alimentaria, cuando se la aplicaba para proteger las esencias responsables de aromas y
sabores de la degradacién y la oxidaciéon. Actualmente, se emplea con moléculas bioactivas y

probidticos (Sebastien Gouin 2004)(Jianing Pu, J. David Bankston n.d.).

Es una técnica relativamente econémica, rapida, cuyos resultados son reproducibles y permite una
facil variacion de la matriz encapsulante, pudiendo obtenerse particulas del orden del micrén. Por otro
lado, los mejores resultados se obtienen para sustancias con un alto grado de solubilidad en agua. Uno
de los usos mas emblematicos de la deshidratacion es la produccién de leche en polvo: una capa de
lactosa y proteinas de la leche protegen de la oxidacidn a las moléculas de grasa entrampadas. En
sistemas ricos en polisacaridos contribuyen con la estructura y en aquellos ricos en proteinas facilita

la emulsificacién (Gharsallaoui et al. 2007).

Ademas de la industria alimentaria, la deshidratacién se encuentra presente en las industrias
farmacéutica y cosmética, en donde se la usa para obtener polvos secos de formulaciones
originalmente en fase liquida. Asi, ha sido empleada para preparar proteinas para administraciéon por
via pulmonar (Chan, H.K,, Clark, A., Gonda, 1., Mumenthaler, M., Hsu 1997)(Rania O. Salama, Daniela
Traini, Hak-Kim Chan, Adrian Sung, Alaina ]J. Ammit 2009), nasal (Kaye et al. 2009) y oral (Coppi et al
2002). Esta técnica ofrece la ventaja de combinar la formacién de particulas y su secado en un unico

paso, en un proceso escalable y adaptable a multiples formulaciones.

De manera general, la deshidratacién se produce cuando una fase liquida (solucién, emulsion,
suspension) se atomiza en una corriente de aire caliente que la seca rapidamente. La atomizacién se
logra al hacer circular la fase liquida a través de un atomizador, que puede ser neumatico, una rejilla
presurizada, un disco giratorio, etc. Cuanto mayor es la energia provista, menor es el tamafio de las
gotas obtenidas. A su vez, el tamafio de particula aumenta al hacerlo la velocidad de alimentacién. La

viscosidad y la tension superficial también regulan el tamafio de particula (Estevinho et al. 2013).

El tiempo de exposicidn a altas temperaturas suele ser demasiado pequefio como para producir dafios
estructurales o pérdida de actividad de los compuestos de interés, haciendo apropiada esta técnica
para sustancias termosensibles como la vitamina C, cuya deshidratacién y encapsulado en una matriz
de quitosano se explica en detalle en el trabajo de Gharsallaouiy col. (2007) (Gharsallaoui et al. 2007).
Las propiedades de este polisacarido tienen una gran influencia en el resultado de la deshidratacion.
Condicionan el tamaifio, la forma, el tiempo de liberacion y la eficiencia del proceso de secado. Por
ejemplo, si el peso molecular se incrementa la viscosidad también lo hace, dificultando el proceso y
dando origen a particulas irregulares(M.L. Lorenzo-Lamosa, C. Remunan-Lopez, ].L. Vila-Jato 1998). El

grado de desacetilacion, controla el grado de cristalinidad y la hidrofobicidad, debido a que las
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variaciones en las interacciones hidrofébicas controlan las caracteristicas de la liberacion de estas

particulas (Berger et al. 2004).

NANODESHIDRATACION (NANOSPRAY DRYING)

Esta técnica se enmarca dentro de las estrategias Top-bottom (1.3) y es un ejemplo de entrampamiento
fisico. El entrampamiento fisico es un método para introducir biomoléculas dentro de materiales
(matrices) con propiedades bien definidas, y no hay intervencidn de ningun proceso quimico (Zhang et
al. 2016). En particular, este proceso se vale de interacciones hidrofébicas y por lo tanto puede
aplicarse en una gran variedad de drogas, siempre y cuando éstas posean dominios hidrofébicos en sus

estructuras quimicas (Yokoyama et al. 1998).

Morfologias

Irregular Multiples
cascaras
Multiples ndacleos Matriz
cO
coﬂo ]
(elel®) Materialde encapsulado
(slafe] . .
Nucleoliguido
Manocompuesto

Bioactivo

Bioactivo puro

Fig. 4.1: Morfologias de diferentes tipos de particulas preparadas mediante encapsulamiento y nano spray drying.

Adaptado de (Arpagaus et al. 2017).

Tradicionalmente, la eficiencia de recoleccion de los equipos de deshidrataciéon ha sido menor al 70%,
ya que el sistema de filtros elimina la mayoria de las particulas menores al micrén. La introduccién del
modelo B-90 de la compafifa BUCHI Labortechnik AG, en el afio 2011, ha permitido aumentar la
eficiencia de recoleccion hasta un 90%, logrando cantidades recolectadas del orden de los miligramos
con el agregado de un nuevo sistema de coleccion electroestatica (seccion 4.2.1) (Biichi Labortechnik

2011). Ademas, el rango del tamafio de particula obtenido se encuentra en la actualidad entre 300 nm
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y 5 pum, ya que se ha implementado un sistema atomizador compuesto de una membrana vibratoria

impulsada por un sistema piezoeléctrico con tamafos de poros de entre 4y 7 pum.

Lee et al. (2011) han empleado BSA (seroalbiimina bovina) como proteina modelo para generar
particulas nano-deshidratadas y desentrafar la influencia que factores como el tamafio de rejilla, la
temperatura de secado o el uso de surfactantes (Tween 80) tienen en el resultado final (Lee et al
2011). En cuanto a la morfologia de las particulas, pudieron distinguirse cuatro tipos: esféricas lisas,
arrugadas, de forma toroidal y de tipo corpuscular/granular. La esfericidad se asoci6é con un aumento
en la concentracién de la proteina si no se emplea un surfactante y en caso contrario, con un aumento
en la concentracion de Tween 80. El tamafio de particula obtenido se ubic6 entre los 500 y los 2000

nm.

Multiples materiales han sido sometidos al proceso de nano-deshidratacién. Este proceso se completa
con el agregado de sustancias que contribuyen a mejorar el proceso propiamente dicho o mejoran
propiedades del producto deshidratado obtenido. Por ejemplo, la trehalosa se emplea para estabilizar
ingredientes activos farmacolégicos y para aumentar su vida tutil (Schmid et al. 2011)(Feng et al.
2011). El manitol es un excipiente farmacéutico(Schmid et al. 2011) al igual que el quitosano, que
ademas es un polimero biorreabsorbible (Gautier S., C. Arpagaus, N. Schafroth, M. Meuri 2010). La
goma arabiga, las proteinas de suero de leche, el alcohol polivinilico, el almidéon y la maltodextrina
constituyen diferentes materiales para la encapsulacion (Li et al. 2010). El alginato de sodio se emplea

como emulsificante y agente inmovilizador (Blasi, P., A. Schoubben, S. Giovagnoli 2010).

De los biocompuestos activos encapsulados por nano deshidratacién pueden nombrarse la
griseofulvina (antifungico) (Schmid et al. 2011), el salbutamol encapsulado en lactosa para combatir el
asma (Arpagaus 2010), L-leucina como agente dispersante y aditivo alimentario (Feng et al 2011) y la

BSA como proteina modelo (Biirki et al. 2011).

AUGE CIENTIFICO

En la Fig. 4.2 se muestra el crecimiento en la cantidad de publicaciones con los términos “nanospray

drying” en los ultimos 20 afios.

El costo de preparar nanovehiculos para transportar bioactivos puede reducirse si se minimiza la
cantidad de pasos y el tiempo que lleva producir estas formulaciones. Ademas, es altamente deseable
poseer un método que sea versatil en cuanto a permitir el uso de una gran variedad de polimeros,
lipidos y surfactantes en un solo paso, con un solo equipo, sin involucrar sustancias corrosivas o
procedimientos deletereos para encapsulante y encapsulado. Este método de nanodeshidrataciéon
permite producir micro y nanoesferas, liposomas, arqueosomas (vesiculas preparadas en base a
lipidos extraidos de arquebacterias (arqueolipidos)) y micelas en menos de una hora, sin usar

solventes toxicos (Mozafari 2006).
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Fig. 4.2: Actividad creciente en la bisqueda bibliografica de los términos “nanospray drying”. Numero de articulos

Number of papers
Published in the Web of Science and Scopus
databases with topic "nanospray drying”

publicados con esos términos desde 1993 hasta 2015. Adaptada de (Arpagaus et al. 2017).

La encapsulacién mediante nano-deshidratacién protege, estabiliza y aumenta la solubilidad y la
liberacion controlada posterior de los compuestos bioactivos cuya entrega es en forma de polvo.
Ademas, esta técnica asegura la estabilidad microbiolégica de los productos, reduce los costos de
almacenamiento y transporte y minimiza el riesgo de degradaciones quimicas o bioldgicas al disminuir
el contenido de agua final (Drosou et al. 2017). Por otro lado, la eficiencia de encapsulamiento puede
llegar al 90%, asegurandose particulas de tamafios y caracteristicas reproducibles (Pordevi¢ et al

2014).

El mayor desafio que presenta esta técnica duda lo constituyen las condiciones de temperatura y
fuerzas cortantes a las que son sometidas las suspensiones a deshidratar. Asi, las temperaturas
alcanzadas en el receptaculo de deshidratacion durante el procesamiento, pueden provocar
situaciones no deseadas en proteinas y péptidos sensibles, inestabilidades quimicas y fisicas como la
agregacion, la desnaturalizacién, la oxidaciéon y hasta hidrélisis. Las proteinas, por ejemplo, son
expuestas a diferentes tipos de esfuerzos como la agitacién, el bombeo, la atomizaciéon y la
deshidratacion. Por otro lado, la adsorcién de estas especies en diferentes superficies puede ocasionar
el desplegamiento de sus estructuras nativas en sistemas proteicos, lo que conlleva finalmente a la
agregacion y a una posible pérdida de actividad biolédgica, efecto especialmente indeseado cuando se

nanoencapsulan enzimas.
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4.1. MATERIALES

El CS empleado fue el denominado CS_p, o quitosano purificado, descripto en la seccion 42.1. Se
disolvi6 en una solucién 0.5 % de &cido acético para lograr una concentracién de 0.2 %, p/p y se lo dejé
en agitacién magnética suave durante 12 horas. A continuacién se lo sometié a un bafio ultrasénico

durante 30 min, con una potencia de 100W.

La insulina recombinante humana, se disolvié en HCl 20 mM. La solucién generada se dejé reposar a

TA (Temperatura Ambiente) durante 2 hs. a los fines de lograr su completa hidratacion.

4.2. METODOS

A continuaciéon se presenta el diagrama de flujo del proceso de generacion de nanocarriers via

tecnologia de spray drying (Figura 4.3).

Hasta la etapa de mezcla de ambos compuestos, insulina y CS_p, el proceso es idéntico al descripto en

el capitulo 3 correspondiente a estructuras nanoensambladas.

El proceso propiamente dicho de nanodeshidratacion se describe a continuacién, incluyendo los

componentes del equipo y las variables de operacién ensayadas.
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Fig. 4.4: Diagrama de flujo que resume la generacién de nanoparticulas I-CS por el método de nanodeshidratacion.
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4.2.1. PREPARACION DE COMPLEJOS MEDIANTE EL PRINCIPIO DE NANODESHIDRATACION (NANO
SPRAY DRYING)

La nanodeshidratacion es considerada dentro de los procedimientos denominados top-down, ya que se
parte de un sistema macroscépico y se lo reduce a la escala micro o nanométrica, modificando de esta

manera sus propiedades y caracteristicas (Kumar et al. 2014).

Consiste en la transformacién de una muestra liquida en un polvo seco, con un tamafio de particula
determinado. Consta de tres etapas: 1) la atomizacién de la muestra liquida; 2) las gotas pulverizadas
impactan con una corriente de aire para evaporar la fase liquida y 3) por ultimo la separacién y

coleccion de las particulas ya secas (Demir & Degim 2013)(Kulkarni et al. 2016).

La atomizacion (primera etapa) se logra con una bomba peristaltica que impulsa la muestra a circular a
través del cabezal de pulverizacién, el cual contiene una rejilla vibratoria con un tamafio de poro
determinado (Fig. 4.4b). El movimiento arriba-abajo de la rejilla - vibrando a una frecuencia
ultrasénica de por ej. 60 kHz- provoca entonces la formacion de millones de pequefias gotas,
generando un aerosol que serd secado por la corriente de aire descendiente, desplazandose hacia el

sector de coleccion (“jet”) (Lee et al. 2011) .

La separacion de las particulas (tercera etapa) hace necesario el uso de un precipitador electroestatico
en el cual el mecanismo de coleccion es independiente de la masa. Este mecanismo se compone de un
electrodo estrellado (Fig. 4.4.a) conectado a tierra (catodo) y un electrodo colector cilindrico (anodo).
La presencia de alto voltaje alrededor del colector genera un campo electroestatico que acelera la

deposicidn de las particulas con carga negativa sobre la pared interna del cilindro(Lee et al. 2011).

Las particulas adheridas se retiran del cilindro empleando una espatula de plastico blando, para evitar
rayar el electrodo. En la figura 4.4.c se muestran el catodo con su forma estrellada (centro) y el anodo

recubierto de particulas deshidratadas (secciones blancas).
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Fig. 4.4: Arreglo experimental del equipo de nanodeshidratacion (a). Rejilla vibratoria, cuya funcién es la de

atomizar la muestra (b). Catodo estrellado y anodo colector recubierto de particulas secas (c). (a y b adaptados de

(Lee etal 2011).

El equipo de nanodeshidratacién empleado es un modelo Buchi (BUCHI Labortechnik AG, Flawil,

Suiza). Los parametros de operacién se ajustaron para cada solucién empleada y se muestran en la

Tabla 4.1 de la seccién 4.2.2.
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4.2.2. PREPARACION DE SOLUCIONES

Todas las muestras se prepararon vertiendo una determinada solucién (surfactante, glicina, insulina)
sobre la solucion de CS, bajo agitaciéon magnética leve. Se midi6 el pH final antes de introducirla en el

equipo de nanodeshidratacién, corroborando que no fuese menor a 2.

Preparacion de soluciones de CS. La técnica de secado via nanospray posee variables cruciales que
definen el éxito o el fracaso de su aplicacion, ademas del tamafio de la rejilla, la presiéon de la bomba o

las temperaturas de entrada y salida de la corriente de aire de secado.

De vital importancia resulta la masa total de solucién y la fraccidn de sélidos que se inyecta, ya que de
resultar insuficiente también lo serad el material colectado. También es relevante la viscosidad de la
muestra, debiendo ajustarse el flujo o el porcentaje de apertura del cabezal pulverizador a fin de que el
tiempo de secado sea el adecuado para la correcta deposicién de la muestra (Krzysztof & Krzysztof

2011) sin afectar la integridad fisico quimica del material entrampado y por ende su funcionalidad.

Con la finalidad de poner en marcha el proceso y establecer la masa total de solucién a inyectar, se
ensayaron multiples proporciones de quitosano y otras especies de masa molecular menor a la I, cada
uno en el medio de disolucién apropiado. El objetivo fue obtener particulas en la escala submicrénica,
por las ventajas que presenta la materia particulada en estos tamafios, segun se explica en esta seccion.
Las proporciones de cada componente y otros parametros se muestran en la Tabla 4.1. Las variables
consideradas fueron: presencia de surfactante, la masa de nanoparticulas a colectar, el tiempo de

inyeccion y el volumen de soluciéon inyectado.

En relaciéon a la masa total inyectada, la concentracién de cada especie se torna relevante. En la
literatura, las concentraciones de quitosano empleadas son muy variables, desde 10% (Demir & Degim
2013) hasta 0.025% p/v (Ngan et al. 2014) , reportandose siempre diametros de particula menores a
500 nm. Si bien en principio cualquier concentracién dentro de este rango seria aceptable, nuestra
experiencia con concentraciones mayores a 1% p/v indicaron que la viscosidad del quitosano
argentino aqui empleado, resulté demasiado alta para trabajar con soluciones de concentraciones
mayores, ya que la fluidez de la solucién se ve comprometida. Por esta razén, se eligieron

concentraciones iniciales menores para comenzar la puesta a punto.
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Tabla 4.1. Combinaciones de parametros considerados para la generaciéon de nanoparticulas de

quitosano mediante nanospraying.

Muestra CS (%) | Surfactante (%) | Tiempo inyeccién (min) | Volumen (ml) | Masa colectada

CS_p 0.1 no 23 50 <10 mg

CS_p 0.05 no 20 50 no
CS_comercial 0.05 no 30 50 >10 mg
CS+Tween 20 0.05 si 42 100 <10 mg
CS+Tween 80 0.05 si 47 100 >10 mg
CS+Tritén 0.05 si 40 100 >10 mg
CS+Glicina 0.2 % 0.05 no 60 100 >10 mg
CS+Glicina 0.2 % 0.2 no 48 100 >10 mg
CS+Glicina 0.2 % 0.2 no 257 300 >50 mg

Soluciones con quitosano comercial y CS_p. Como primer paso se emplearon soluciones 0,1% p/p de
CS_p y de quitosano comercial (Sigma, CAS 9012-76-4, 448869-250GR), en 0,5% p/v de soluciones de
acido acético. Ambos tipos de CS se disolvieron bajo agitaciéon leve durante 24 horas a TA
(Barnstead/ThermolyneCimarec®, ThermoScientific, USA) y se los sometié a agitacion ultrasénica, con
100W de potencia, durante 25 minutos. Se verificéd por medicién directa que el pH no fuese menor a 2,

ya que hay partes del equipo que pueden dafiarse (pH CS_p: 2,93 y pH CS comercial: 4,15).

La cantidad de muestra colectada para el caso del CS_p fue insuficiente para los analisis requeridos, del
orden de los microgramos. La misma se deposité formando una fina capa de polvo sobre el cilindro
metalico y no fue posible separarla del mismo. El material que sf lo hizo se desprendiée formando
pequeiias fibras, similar a los residuos al emplear una goma de borrar, para dar una descripcién
grafica. Esto es un indicio de que la cantidad de masa de solucién inyectada es muy baja y/o que las
nanoparticulas generadas se estarian agregando, debido probablemente a un comportamiento

altamente adhesivo del polisacarido, como se reporta en Jiang y colaboradores (2017) (Jiang et al.

217




DISENO Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS OBTENIDAS POR DESHIDRATACION ViA TECNOLOGIA
NANOSPRAY

2017). En dicho trabajo, se asocia el peso molecular del CS con la cantidad de material adherido al
electrodo. Los autores atribuyen la ocurrencia de este fenémeno al tipo de CS empleado, tratandose de
un CS de alta viscosidad y para formulaciones con una proporcién de CS menor al 50% con respecto a

los sélidos totales.

A continuacién se decidié entonces emplear diferentes surfactantes y evaluar si éstos contribuirian a

minimizar la agregaciéon macromolecular del CS.

Soluciones con CS_p y surfactantes. Se prepararon 100 ml de soluciones 0,025% p/p de Tween 20 y
Tween80 (ambos de Merck) en 0,5% p/v de acido acético. Esta es una estrategia empleada en caso de
CS de alto peso molecular o muy polidisperso, la cual genera soluciones viscosas cuando se solubiliza
(Ngan et al. 2014). A dichas soluciones se les agregd CS_p para alcanzar una concentracion de 0,1%
p/v. Las soluciones reposaron 4 dias antes de su uso, a temperatura ambiente. Se sonicaron 20
minutos, entregando una potencia de 100W, y se midié el pH de las soluciones, los cuales fueron de 3,5
(CS+Tween 20) y 4 (CS+Tween 80). El producto obtenido se deposité hasta alcanzar la mitad del
cilindro colector, lo que podria ser un indicio de la polidispersidad de las nanoparticulas obtenidas (Li

etal 2010).

En el caso de CS+Tween 20, la recoleccidn fue muy escasa, similar a la del CS_p solo. Para la muestra de
CS+Tween 80, la recoleccién fue abundante, en el orden de los miligramos. Las imagenes SEM de
ambas combinaciones mostraron gran polidispersidad y agregacion del producto particulado, como se
mostrara en la seccién correspondiente, lo que motivo el empleo de un surfactante con menos grupos
OH para reducir su interaccién con el CS y disminuir la agregacién, brindandole a las NP mayor

estabilidad coloidal (Li et al. 2013)(Maged et al. 2016).

Se decidi6 emplear Tritén 0,5 % p/v (CAS 9036-19-5, Merck) en 0,5 % v/v de acido acético, para
preparar una solucién de CS_p 0,1 % p/v, con pH 3,26. Pequenas gotas se formaron en la rejilla
durante el funcionamiento del equipo y el chorro aerolizado no se conformé de manera inmediata.
Posteriormente, se observaron gotas en el cilindro metalico y el electrodo. Esto puede deberse a la baja
viscosidad de la solucién inyectada, lo que determina que el flujo sea excesivo y el tiempo de residencia
de la gota pulverizada insuficiente, ocasionando que el secado no ocurra dentro del equipo y que gotas
micro o macroscépicas puedan alcanzar el cilindro metalico y perjudicar la deposicién (“Manual de

Operacion Nano SPray Dryer Buchi 90” n.d.).

Se prob6 también aumentar el volumen de solucién de alimentacién, inyectando 100 ml de una
soluciéon de CS_p 0,05% a fin de considerar la cantidad de masa colectada, pero ésta resultd
insuficiente, ya que en casi su totalidad se adhirié al cilindro metalico y no pudo recuperarse. En este
punto, result6 evidente que la masa total de CS_p inyectada fue insuficiente y que el tamafio de

particula obtenido era demasiado grande.
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Soluciones con quitosano y glicina (CS+Gly). Ya que la cantidad de insulina disponible para los
experimentos era limitada, se decidié entonces emplear la glicina (Gly) como sustancia subrogante.
Este aminoacido aunque de pequefia masa molecular, es reportado en publicaciones referentes a la
puesta a punto de las condiciones de operacion de los equipos de nanodeshidratacién. Este reemplazo
contituyéd un punto de partida quepermitié identificar y optimizar muchas variables criticas del
proceso de nanodeshidratacién (Mohammed & Borchers 2015)(Moschetti et al. 2016). A una solucién
0,02% de CS_p bajo agitacién magnética leve, se le adicion6é una solucién 0,4% p/v de glicina, disuelta
en agua desionizada. La mezcla permaneci6 a temperatura ambiente durante 24 hs y su pH final fue de
3,4. Luego de ese tiempo se la agité durante 3 horas antes de su inyeccion en el equipo. Nuevamente, se
observd el depoésito de gotas en el cilindro metalico, por lo que el porcentaje de apertura del cabezal de
pulverizacién se redujo al 70%. Si bien la cantidad de muestra colectada fue escasa, se recolectd lo
suficiente para realizar los estudios de distribuciéon de tamafio de particula y potencial ¢ llevados a

cabo con DLS (seccién 2.2.2).

A continuacion se prepar6 una mezcla 1:1 de CS_p y Gly con concentraciones finales de 0.1% y pH 3,8.
Esta vez el porcentaje de apertura de cabezal fue del 50% para evitar la generacién de gotas.
Inicialmente el volumen inyectado fue de 100 ml y ya que la cantidad de muestra colectada fue
significativa y el tamafio de particula resulté menor al micrén, se procedi6 a inyectar 300 ml de dicha
mezcla. La masa colectada fue del orden de los miligramos lo cual permitié proseguir con las

determinaciones planificadas.

Soluciones con quitosano e insulina (ICS). A continuacidn, se prepararon 150 ml de una solucién 1:1
compuesta por 0,2% de CS_p y 0,2% de insulina, ésta dltima disuelta en HCl 20 mM. El pH de mezcla
result6 igual a 2,4 y se llevéd a 3,0 antes de la inyeccién en el equipo. El producto obtenido,
correspondiente a las nanoparticulas generadas se presenté en forma de un polvo blanco muy volatil,
que se adhiere ligeramente a las paredes del cilindro colector. Se pudo colectar gran cantidad de masa,
unos 50 miligramos. Las NP, con gran polidispersidad, presentaron tamafios desde los cientos de

nanometros hasta la decena de micrones.

Por ultimo, se prepar6é nuevamente una mezcla 1:1 de CS_p e I 0,2% (en acido acético 0,05% y HCI
20mM respectivamente) pero esta vez se la sumergié en un bafio ultrasénico y se suministré una
potencia de 100W, durante 20 minutos. Se recogieron dos fracciones diferenciadas del material
depositado. La primera se colect6 en el borde del cilindro (aprox. 1 cm de longitud) y la segunda del

resto del cilindro. En total se colectaron 0,187 gramos a partir de 02 gramos inyectados.

En la Fig. 4.5 se muestran los diferentes polvos obtenidos para CS_p (a), CS+Gly (b) e ICS (c).
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Fig. 4.5. Aspectos macroscépicos de las distintas muestras nanodeshidratadas: CS_p (a), CS+Gly (b) e ICS (c).

4.2.3. DISTRIBUCION DE TAMANO DE PARTICULA Y POTENCIAL Z OBTENIDOS POR DLS

Los fundamentos de como se obtienen la distribucion de tamafio de particula y el potencial {, fueron
expuestos en la seccion 2.2.2. En el presente Capitulo sin embargo, se consider6 la representacion en
numero ademas de la representacion en volumen. Brevemente, si se toman dos particulas de 5 y 50 um
de diametro por ejemplo, la representacion en volumen expresara los volimenes relativos que ocupa
cada poblacién de particulas (en porcentaje) dentro del volumen total. A su vez, la representacién en
nimero (en porcentaje) indicara la cantidad de particulas que compone cada uno de esos volimenes.
De esta manera, si bien una poblaciéon de 5 pm puede parecer minoritaria en volumen, su niimero
puede ser grande al tratarse de particulas pequeiias (Fig. 2.7), mientras que a unas pocas particulas de
50 um se les puede atribuir un volumen grande (Horiba 2016). Como ya se comenté con anterioridad,
debido a que cada representaciéon se logra por medio de diferentes calculos, los valores de las
representaciones no son tenidos en cuenta, considerandose solo como una indicacién general sobre la
composicion en tamafio de las diferentes poblaciones de particulas. Nuevamente, el equipo empleado y

las condiciones de medicidn son las descriptas en la seccion 2.2.2.
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4.2.4. MICROSCOPiA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Las micrografias de las nanoparticulas generadas con la técnica de nanodeshidratacion se adquirieron
con un equipo JSM- 6390LV (JEOL, Jap6n), con un voltaje de aceleraciéon de 20 kV y una distancia de
trabajo de 10 mm. Las muestras fueron depositadas sobre cintas de carbono, previa metalizacién con

oro (Desk IV, Denton vacuum, Estados Unidos) (Alvarado-Palacios et al. 2015).

4.2.5. ESPECTROMETRiA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IR)

Los fundamentos de esta técnica se describieron en la secciéon 2.2.5. Las nanoparticulas se analizaron
con un equipo FTIR Agilent Cary 630 (Agilent Technologies, Estados Unidos). Se realizaron 64 barridos
espectrales por muestra, entre 4000 y 400 cm', con 4 cm! de resoluciéon. Las muestras se

mantuvieron en un desecador con silica antes de ser analizadas.

4.2.6. CROMATOGRAFiA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Esta técnica se emplea para separar e identificar compuestos en solucidn, en concentraciones tan bajas
como “ppb”. Los componentes principales de un sistema HPLC son: un recipiente para el solvente (fase
movil), una bomba de alta presién, una columna (fase estacionaria), un sistema de inyeccién y un

detector (Fig. 4.6).

Si la fase estacionaria es mas polar que la fase moévil, la separaciéon se denomina fase normal. Si en
cambio la fase estacionaria es menos polar que el solvente, la separacién es de fase reversa. En este
ultimo caso, el tiempo de retencidén de un compuesto aumenta al disminuir la polaridad de la especie
de interés. La fase reversa se utiliza para separar por ejemplo azucares, péptidos y proteinas (“HPLC 2”

n.d.).

El tiempo de retencion varia dependiendo de las interacciones entre la fase estacionaria, la muestra y
el solvente. Al circular a través de la columna, la muestra interactiia con ambas fases de manera
diferente y con velocidades distintas, debido a las diferentes polaridades del analito. Aquellos analitos
con la menor interaccién con la fase estacionaria o con la mayor interaccion con la fase movil seran los

primeros en abandonar la columna o los primeros en eluir.
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Fig. 4.6: Esquema representativo de un equipo de cromatografia HPLC.

Adaptado de (Ngan et al. 2014).

La bomba de presién para generd una corriente continua de solvente, en la que el sistema de inyeccién
introduce la muestra. La columna posee el material empaquetado necesario para lograr una separacion
efectiva. A continuacioén, el detector separé las sefiales de los distintos componentes a medida que
éstos eluyeron fuera de la columna de alta presion. El programa Agilent Chem Station Rev. B04.01

2009 permitié obtener el cromatograma correspondiente (“HPLC1” n.d.).

Se empled esta técnica para evaluar el contenido de la insulina entrampada en las nanoparticulas,
adaptando el protocolo empleado por Pan y col. (2002) (Pan et al. 2002). Con este fin, se prepararon
soluciones 2 mg/ml de I, CS e ICS en sus respectivos solventes y se ajust6 el pH a 3. Todas las
soluciones, y los medios de disolucién, fueron pasados por un filtro de tamafo de poro de 0,45 um
(hydrophilic Milipore Millex HV) antes de ser inyectadas en el equipo (Agilent Technologies, 1200
series, Quaternary pump G 1315C). Se emple6 una columna de fase reversa Zorbax Eclipse Plus C18,
4,6x100 mm, 3,5 um, que opero a 35 °C. Como fase movil se emple6 una mezcla de acetonitrilo: 0, M
NaH2P04: 0,05 M Na2S04_/30:35:35, ajustando el pH a 3,03 con el agregado de Acido Fosférico. El flujo

se mantuvo en 0,7 ml/min y se inyect6 un volumen de 5 pl por muestra.

4.2.7. CALORIMETRIiA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica experimental dindmica que permite determinar la
cantidad de calor que absorbe o libera una sustancia, cuando es mantenida a temperatura constante
durante un tiempo determinado, o cuando es calentada o enfriada a velocidad constante en un
determinado intervalo de temperaturas (Surifiach et al. 1992). Gracias a ella se pueden determinar

transiciones de primer orden como las temperaturas de fusion, cristalizacién, evaporacién y

222



DISENO Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS OBTENIDAS POR DESHIDRATACION ViA TECNOLOGIA
NANOSPRAY

condensacion y de segundo orden como la temperatura de transicion vitrea (Tg) y de manera general

entalpias de transicién o de reaccion (Fig. 4.7) (Sandoval Aldana et al. 2005).

Oxidacién

Entrecruzamiento
(cura)

Cristalizacion

Transicion

\/itroa

o o — 3 > o+ 0 X m

Fusion

Temperatura

Fig. 4.7: Curva ideal de DSC mostrando las formas asociadas a las principales transiciones de fase al incrementarse

la temperatura. Adaptada de [8].

El principio basico de funcionamiento es que, cuando la muestra sufre una transformacién fisica —-por
ejemplo una transicidn de fase- necesitara una cantidad mayor o menor de calor que la referencia, para
que ambas tengan la misma temperatura. Segtn el requerimiento de mayor o menor calor, el proceso

sera endotérmico o exotérmico.

Al comparar la diferencia en los flujos de calor entre la muestra y la referencia, es posible medir la

cantidad de calor absorbida o liberada durante una determinada transicién (Pérez et al. 2006).

Para la obtencién de los termogramas, se colocaron 3,86 mg de Insulina y 4,3 mg de NP, secadas
previamente durante 24 hs a 55°C, en capsulas de 100 pl de capacidad, usdndose una capsula vacia
como referencia. Las mediciones fueron hechas en un equipo DSC-910 acoplado a un sistema TGA-
2100 (ambos de TA Instruments, USA). La velocidad de corrida fue de 10 °C/min en atmoésfera de

Nitrégeno. Los termogramas se evaluaron empleando el programa Mettler Stare.
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4.2.8. ELECTROFORESIS CAPILAR

Los fundamentos de esta técnica fueron descritos en detalle en la seccién 3.2.7.

Se empled un equipo Beckman P/ACE MDQ, con un detector PDA (Detector de arreglo de diodos),
operando a una longitud de onda de 214 nm. El buffer de corrida fue Acido Bérico 150 mM pH 9,9. Se
aplicé un voltaje de 18 kV y una corriente de 71 pA. Todas las determinaciones se realizaron a 25 2C. El

tiempo de inyeccion fue de 3,5 segundos a una presion de 0,2 psi.

La solucién de insulina empleada como control se prepar6é de tal manera que tuviese la misma
concentracion que la insulina entrampada en la solucién de nanoparticulas (1,24 mg/ml) y para ambas

soluciones se determind un pH de 2,5. Las muestras se corrieron por duplicado y durante 20 minutos.

4.2.9. ACTIVIDAD DE LA INSULINA COMPLEJADA Y VEHICULIZADA CON CS EN CULTIVOS
CELULARES

Cultivo celular

Las lineas celulares empleadas, asi como su cultivo se detallaron en la seccién 3.2.10

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) y Western blot

El procedimiento se describi6 en detalle en la seccién 3.2.10
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RESULTADOS Y DISCUSION
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En esta etapa se innové con el método de secado por nanodispersion/nanodeshidratacion
(nanospraying) con miras a generar nanoparticulas, lo cual requiri6 la puesta a punto del método. Una
vez obtenidos las NP con esta tecnologia, se procedié a su caracterizacidn fisico-quimica y morfolégica.

Esta estrategia consiste en el entrampamiento fisico de la insulina en una matriz de quitosano.

4.3. PUESTA A PUNTO DE LAS CONDICIONES DE SECADO MEDIANTE NANOSPRAYING

Las condiciones para la generaciéon de nanoparticulas por medio de esta técnica varian ligeramente
para cada solucion a inyectar. Las variables que influiran en el producto obtenido son la velocidad de la
bomba, la temperatura del aire de secado, el tamafio de rejilla, el porcentaje de apertura del cabezal de

pulverizacién (o simplemente “apertura”) y el volumen inyectado.

El equipo empleado en este trabajo, no permitia cambiar ni la rejilla (4 pm) ni la velocidad de la
bomba ya que ésta opera a velocidad fija, por lo que se trabajé variando el volumen de muestra y el
porcentaje de apertura. La siguiente tabla (Tabla 4.2) muestra las diferentes condiciones para las

diferentes soluciones inyectadas.

Tabla 4.2. Condiciones de operacién del equipo de secado ensayadas para distintas soluciones de CS_p.

Muestra T sec. (C) | Presion (bar) | Apertura (%) | Vol (ml) | Rejilla (um)
CS 120 38 100 100 4
CS+surfactante 120 36 100 100 4
CS+Glicina 120 35 50/70 100 4
CS+Insulina 120 38 50 150 4

Finalmente, la configuracién a emplear para generar las nanoparticulas ICS fue: rejilla de 4 um, presién
38 bar, volumen inyectado 150 ml, bomba en posicién “1”, temperatura superior 120°C y apertura del
50%. Esta combinacién incluyé las mejores condiciones experimentales, las cuales permitieron

obtener una alta eficiencia de encapsulamiento y lograr nanoparticulas de tamafio reproducible.

226



DISENO Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS OBTENIDAS POR DESHIDRATACION ViA TECNOLOGIA
NANOSPRAY

4.4. CARACTERIZACION DEL TAMANO DE PARTICULA

CS_p con Glicina. Se evalud la distribucién de tamafio de particula para la solucién CS_p+Gly 0,1%, para
un pH de trabajo de 4,0, antes y después de su inyeccién en el equipo NanoDryer (Fig 4.8). Dicha
distribucion resulté polimodal, obteniéndose picos menores y mayores al micrén, al analizar la
distribucién expresada en volumen (Fig. 4.8a). La poblacién de particulas con un radio hidrodindmico
menor a 500 nm fue mayoritaria (Fig. 4.8b) segin puede concluirse de la distribucién expresada en
numero. La mezcla inicialmente presenté un pico alrededor de 478 nm, mientras que para las NP
resuspendidas en una solucién 1:1 de acido acético 0,05% y HCl 20mM a pH 4,0, el pico se desplazd
hasta 356nm, aunque su distribucién resulté menos dispersa.

El valor del potencial  para el CS antes de la deshidratacién resulté de (67,1+2,4) mV, mientras que
dicho valor para las nanoparticulas antes y después del proceso fue de (58,8+3,1) y (43,2+2,1) mV,
respectivamente. Estas diferencias podrian atribuirse al proceso de nanodeshidratacion y a la adicién
de Gly. En la literatura, no se reportaron valores de potencial { para sistemas similares. Estos valores
de potencial {, resultaron altos en valor absoluto lo cual es importante como indicador de su

estabilidad coloidal ya que aseguran alta repulsion electrostatica en suspension.
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Fig. 4.8: Distribucién de tamafio de particula, expresado en volumen (a) y en numero (b) para nanoparticulas de
quitosano-glicina antes (—) y después (—) del proceso de deshidratacidn, a pH 4. La concentracién final tanto de

CS_p como de Gly fue de 0,1% p/v. Las mediciones se realizaron a 25 °C.

Si bien en la literatura no se han descripto resultados que involucren nanovehiculos compuestos

solamente de glicina y quitosano, si se han empleado este y otros aminoacidos como Histidina,
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Leucina, Arginina entre otros, como excipientes en la nanodeshidrataciéon del farmaco aztreonam
(AZT), ya que la presencia de estas especies modifica la morfologia, la densidad, el contenido de
humedad y la deposicién en los pulmones de las nanoparticulas de esta droga (Yang et al. 2015b).
También se han agregado aminoacidos como lisina y arginina en polvos obtenidos por deshidrataciéon
a los fines de estabilizar el material deshidratado constituido por nanoparticulas obtenido y aumentar
su vida util durante el almacenamiento. Ejemplo de esto es la obtencién de nanoparticulas de caseina

disenadas como vehiculos para 4cido f6lico (Penalva et al. 2015).

Otra molécula pequefia utilizada en sistemas nanodeshidratados es la curcumina, con un PM de
368,38 g/mol (0’Toole et al. 2012). En el trabajo citado se consideraron condiciones de proceso tales
como tamafo de rejilla, concentracion de CS, uso de surfactante y temperatura del aire de secado entre
otros, con el fin de evaluar el efecto que cada uno tenia en el tamafio de particula logrado (O’Toole et al
2012). Los resultados indicaron que las nanoparticulas de menor tamafio -(285 + 30) nm- se
obtuvieron para una concentracién de CS de 0,025 p/v%, una temperatura del aire de secado maxima
de 120 °C y sin la inclusién de ningun tipo de surfactante. Para otras combinaciones de variables de
proceso, las particulas de menor tamafio y distribucién monomodal y con apariencia mas esferoidal, se
obtuvieron con la menor concentracién de CS (0,025 p/v%). Por lo tanto este parametro resulta clave

para lograr NP a través de esta técnica.

Sistemas nanodeshidratados ICS

De manera similar a lo ocurrido con las NP conteniendo Gly, la distribucién de tamafio de particula
result6 polidispersa al emplearse Insulina. Los picos menores al micrén se localizaron en 955 nm para
la mezcla original y en 31,7 y 4125 nm para las nanoparticulas luego del proceso de
nanodeshidratacion, expresada en volumen (Fig. 4.9a). La distribuciéon de tamafio expresada en
numero (Fig. 4.9b), indica que la poblacién mayoritaria luego de la deshidratacion, es la que posee
radios hidrodinamicos menores a 100 nm. Con este resultado podemos advertir que el proceso fue

adecuado para el objetivo perseguido, trabajando bajo las condiciones operacionales detalladas.

Los potenciales { fueron de (59,3+2,2) y (62,840,7) mV respectivamente, valores altamente
influenciados por el potencial del CS. Lo mismo vale decir con respecto a los valores de potencial & y la

estabilidad coloidal de las nanoparticulas.
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Fig. 4.9. Distribucién de tamafio de particula, expresado volumen (izq.) y en nimero (der.) para nanoparticulas de
quitosano-insulina antes (ICS, —) y después (ICS ND, —) del proceso de deshidrataciéon, a pH 3. La concentracion

final tanto de CS como de I fue de 0,1% p/v. Las mediciones se realizaron a 25 °C.

Sistemas nanodeshidratados ICS sonicados

En la literatura se describe que los complejos se distribuyen a lo largo del electrodo cilindrico segtin su
tamafio. En este sentido, Li y col. (2010) caracterizaron mediante DLS las particulas colectadas en la
mitad inferior y en la mitad superior del electrodo (Fig. 4.10), las cuales habian sido obtenidas a partir
de muestras conteniendo distinto material encapsulante: almidén modificado, maltodextrina, goma
arabiga, polivinil-alcohol, etc (Li et al. 2010). Al estudiar las diferentes distribuciones de tamafio se
encontr6 que para las especies cargadas, tanto los valores medios de los picos como su ancho pueden
diferir notablemente (150 nm o mas), entre ambas secciones, ubicandose los mayores en la secciéon
superior. Para las especies de polisacaridos no cargados en cambio, dichos valores sélo difirieron en

una decena de nanémetros.
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Fig. 4.10: Esquema de un equipo de nanodeshidratacién. Se identifican dos secciones equivalentes en el electrodo

de coleccién (superior/inferior). (Adaptado de (Li et al. 2010)).

Estos resultados indicarian que las particulas de mayor tamafio son atrapadas rapidamente por el
sistema de coleccién, generandose de esa manera una separaciéon por tamaiio a lo largo del cilindro,

fendmeno que se intensificaria para soluciones con moléculas cargadas.

En el caso de los nanovehiculos, también se recuperaron dos fracciones pero el criterio de coleccion fue
otro, considerando que en el centimetro superior del electrodo se deposit6 la mayor cantidad de masa.
Por otro lado, en experimentos previos llevados a cabo para optimizar la metodologia (no mostrados),
el material depositado en las secciones inferiores resulté de muy dificil recoleccién. Con estos
antecedentes, se decidié que las dos secciones fueran el centimetro superior (“borde”) y el resto del
cilindro (“cil”). En ninguna experiencia se deposit6 material a menos de 15 cm del borde inferior del

electrodo.

230



DISENO Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS OBTENIDAS POR DESHIDRATACION ViA TECNOLOGIA
NANOSPRAY

En la Fig. 4.11 se muestra la distribucién de tamafio expresada en volumen para ambas secciones. La
primera posee un pico en 13,5 nm mientras que la segunda posee dos: en 10,4 y en 32,7 nm,,
respectivamente. Este resultado guarda correlato con el hecho que las secciones no difieren

significativamente, como si se reportd en el trabajo de Li (2010).
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Fig. 4.11: Distribucién de tamafio de particula, expresado en volumen para nanoparticulas de quitosano-insulina
ubicadas en el borde del cilindro colector (—) y en el resto del cilindro (), a pH 2,4. La concentracién final tanto

de CS_p como de I fue de 0,1% p/v. Las mediciones se realizaron a 25 °C.

En términos generales, las figuras 4.9 y 4.11 correspondientes a los complejos ICS, nos muestran que
con este método se obtienen poblaciones, cuyos picos evaluados como radio hidrodindmico, se sitian
tanto alrededor del micrén como en valores menores a los 100 nm. Este hecho indujo a la decisién de

filtrar las soluciones de NP a los fines de retener la poblacién micrométrica.

Se procedié entonces a la ultrafiltracién de 1 mg de ICS colectadas del cilindro en 50 ml de una
solucidn 1:1 de acido acético 0,05% v/v y HCl 20 mM. Para tal fin se emple6 un cassettePellicon XL
Durapore, con poros de 0,45pm de tamafio. El dispositivo se muestra en la Fig. 4.12 y consta de una
bomba peristaltica, un mandémetro y el cassette, mas los vasos de precipitado que contienen a la

muestra y a los volimenes retenido (Ret) y permeado (Per).
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Cassette

Filtrado

Fig. 4.12: Dispositivo para ultrafiltracién, compuesto de una bomba, un manémetro y el cassette de ultrafiltrado.

La distribucion de tamafio de ambas fracciones, expresada en volumen y en numero, se muestra en la
Fig. 4.13. La fracciéon permeada mostré un Unico pico en 3,42 nm mientras que la retenida, de caracter
polimodal, posee picos destacados en 10,87 y 346 nm. Como en el caso de las nanoparticulas sin
sonicar, el porcentaje mayoritario lo presentaron las particulas con radios hidrodinamicos menores a
100 nm. La generacion de NP por este método resulté equivalente con o sin ultrasonido. Debido a este
resultado, se decidi6 mantener el protocolo de generacion sin sonicacidon para la no inclusién de un

paso mas en el proceso general.
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Fig. 4.13: Distribucién de tamafio de particula para las fracciones permeada (—) y retenida () de nanoparticulas

de quitosano-insulina ultrafiltradas. Distribucién expresada en volumen (izq.) y en numero (der.), a pH 2,4.

4.5. ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION DE TAMANO DE PARTICULA Y DE POTENCIAL Z EN FUNCION DEL PH

Se disolvieron 0,016 gr de nanoparticulas ICS en 50 ml de una mezcla 1:1 de acido acético 0,5% v/vy
HCI 20 mM y se agité la soluciéon durante media hora. Se le agreg6é 0,01% NaNs3 y se la mantuvo
refrigerada una noche a 4°C para evitar crecimiento microbiano. A continuacién se determiné la
distribucién de tamafio de particula y el potencial { para distintos pHs. La informacién obtenida se

resume en la Figura 4.14.
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Fig 4.14: Distribucion de tamafio de particula para ICS en funcion del pH, expresado tanto en volumen (izq.) como

en numero (der.). La flecha indica desplazamiento hacia mayores tamafios.

La distribucién de tamafio y su comportamiento frente a los cambios de pH, son consistentes con el
rango de pH en el cual las interacciones electrostaticas entre las especies estan favorecidas, incluso
aqui con las nanoparticulas obtenidas mediante nanodeshidratacién. Para pHs acidos, las ICS tienden a
ser mas pequefias y poseen mayor carga eléctrica, mientras que a pHs basicos dicha carga decrece a
medida que el tamafio aumenta. Por otro lado, es sabido que el CS tiende a hacerse insoluble a pHs

basicos (Teng et al. 2013).

Este comportamiento se justifica también al observar que los valores de potencial  fueron mayores a

30 mV para pH>2 pero disminuyeron o no pudieron ser medidos en condiciones basicas (Fig. 4.15).

Se preparé nuevamente una solucién de ICS en 50 ml de una mezcla 1:1 de acido acético 0,5% v/vy
HCl 20 mM (0,04 gr), con 0,01% NaNsy se la dejo reposar refrigerada una noche y nuevamente se

evalud su distribucién de tamafio de particula y el potencial ¢ para distintos pHs.
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Fig. 4.15: Variacion de potencial { para ICS en funcién del pH del medio. Temperatura de medicion: 25 °C.

En la Fig. 4.16a puede apreciarse que para ese tiempo de solubilizacidn, si bien existe una poblacién de
particulas de tamafio en torno al micrén, la poblacién mayoritaria se sitia cerca de los 100 nm para la

mayoria de los pHs, segin se desprende del nalisis de la distribucién de tamafios en niimero (Fig.

4.16b).
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Fig. 4.16: Distribucién de tamafio de particula para ICS en funcién del pH. Las soluciones fueron reposadas durante

24 hs antes de las determinaciones. Las distribuciones se expresan en volumen (izq.) y en nimero (der.) para pH
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En cuanto al potencial { (Fig 4.17), pueden distinguirse tres zonas: a pH<5, el valor de potencial { es
alto. Estas NP tendrian la mayor estabilidad coloidal en el medio en el que se encuentran (McClements
2015). A pHs 5<pH<8, el potencial manifiesta leves variaciones, aunque siempre resulté menor que en
condiciones de acidez del medio y a pH>8 la determinacién de potencial { no fue posible. Nuevamente

la insolubilidad del CS a pHs basicos tendria su impacto en estos resultados.

254 L]
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Fig. 4.17: Potencial { determinado para ICS en funcién del pH. Se distinguen claramente tres zonas en cuanto a los

valores de potencial {. Temperatura de medicién: 25 °C.

4.6. ESPECTROSCOPIA FTIR DE SOLUCIONES

Alos fines de evaluar la influencia que el pH del entorno ejercié sobre las ICS, se obtuvieron espectros
FTIR de la solucién de ICS a distintos pHs. Como primer andlisis, se eligié6 una longitud de onda
representativa de la interaccién entre I y CS (1635,87 nm), longitud de onda en la que se observéd
interaccién entre los biopolimeros. Dicha longitud de onda es cercana a la conocida regién amida I en
proteinas, dada por el estrechamiento de grupos carbonilos (C=0). Luego se grafic6 la absorbancia de
ese pico obtenido para las ICS a los distintos pHs evaluados. Como puede notarse en la Fig. 4.18, la
absorbancia decrece a medida que el pH aumenta, excepto para pH 11. Una posible explicacién para

este comportamiento puede obtenerse al considerar las concentraciones de H* y OH- en cada etapa.

A pH 3, la concentraciéon de [H*] es alta, y el grupo amino del CS se encuentra protonado. Puede
contribuir al espectro ya sea considerando la interaccién C-N o las N-H. El grupo carboxilo presente en

la [ mientras tanto, también esta protonado y podria no contribuir en demasia a la absorbancia total, lo
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cual implicaria nula o escasa interaccion entre ambas especies ya que ambos biopolimeros serian sdlo
miscibles en solucidn, sin interaccién, principalmente por via electrostatica (Pérez et al. 2007)(Chang

etal 2017).

0,194 4

0,193 1

Absorbancia (u.a)

0,192 -

Fig. 4.18: Absorbancias obtenidas de espectros de FT-IR para I-CS a distintos pHs.

Numero de onda =1635.87 cm-1.

A pH>5, hay presencia de enlaces i6nicos entre NH*sdel CS y COO-de la insulina, lo que reduce la
posibilidad de éstos de vibrar y la absorbancia decrece. Seria razonable que al pH de maxima
interaccién I-CS, pH 6, la absorbancia sea minima. En reportes previos (Choi & Han 2018) en los que se
estudid la interaccion de caseinato de sodio y pectina, dos biopolimeros habitualmente empleado en
alimentos, se menciona que a pHs donde las interacciones electrostaticas se ven favorecidas y son la
fuerza impulsora de la unién entre ambos biopolimeros, las intensidades de los picos en esta regién
disminuyeron. En otras palabras, se reflejan las interacciones entre grupos amida de la caseina y

carboxilo del CS.

A pH 11, la concentracién de [OH-] es alta, el grupo NHz se encuentra neutralizado y la contribucion
vibracional mayoritaria proviene del COO-, generando un nuevo aumento de la absorbancia. Choi y Han
(2018) también indicaron en su trabajo que los incrementos de intensidad en este pico se debe a la
contribucién de COO-. La reduccidén en intensidad cuando se trabaja en estas condiciones de pH, son
observadas a mayores longitudes de onda en regiones entre 3000 y 3500 cm1, fendmeno relacionado

con la interaccidn entre grupos amino de proteinas y grupos carbonilos (Hamdani et al. 2018).
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4.7. ULTRAESTRUCTURA Y TOPOGRAFiA DE NANOPARTICULAS NANODESHIDRATADAS

En general, las nanoparticulas compuestas exclusivamente por CS_p y aun aquellas que poseen algin
surfactante, presentaron una superficie lisa, con textura suave y sin irregularidades superficiales
apreciables. Las nanoparticulas de CS combinadas con otra sustancia tales como surfactantes, glicina o

insulina, sin embargo, exhibieron superficies mas complejas y se muestran a continuacion.

CS comercial y CS_p

La masa de CS comercial colectado fue suficiente para estudios de microscopia y distribucion de
tamafio, mientras que en el caso del CS_p fueron producidos s6lo unos cuantos microgramos.
Posiblemente este hecho tendria relacién con la diferencia de pesos moleculares promedio del CS

comercial (120 kDa) con el CS_p (356 kDa) y la polidispersidad de ambos tipos de CS (Fig. 4.19).

El CS comercial exhibi6 una apariencia macroscépica filiforme. Las nanoparticulas se presentaron
agregadas, polidispersas y mostraron tamafios que van desde los 500 nm hasta los 5 pm. En el caso de
las nanoparticulas generadas con CS_p, presentaron mayor polidispersidad, con valores que van desde

cientos de nanémetros hasta varios micrones.
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A R
Cs comer‘cl_all, P

Figura 4.19: Micrografias SEM deCS comercial (a-c.) y CS_p (d-f) para distintas magnificaciones. La barra de escala

y la magnificacion se encuentran en cada imagen.
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CS_p 0.1 % con Tween 20 o Tween 80

En trabajos previos se reportd el uso de surfactantes de bajo peso molecular, no idnicos, como el
Tween 20 o Tween 80 para ejercer control en la cinética de liberacion de sustancias encapsuladas
como antimicrobianos por sus propiedades anfifilicas (Xiao et al. 2011). Se postula que debido a tales
propiedades, el control de las interacciones entre el biopolimero encapsulante y el material
encapsulado podria ejercerse en mayor magnitud. Desde el punto de vista microstructural, la presencia
de pequefias moléculas en la mezcla sometida a deshidratacion por aspersién mejoré la encapsulacion.
Ejemplo de esto es que el tween 20 aument6 la solubilizacién de curcumina, sustancia bioactiva y de
escasa solubilidad en medios acuosos. Ademads, este detergente se incluyé en experimentos de
deshidratacién ya que no afecta el tamafio particular obtenido (<1 um) y produjo nanosferas de
superficies mas suaves y relieves mas regulares. Alin mas, se sabe que el detergente se acumula
alrededor de la capa exterior de CS y permanecié unido a éste por interacciones de tipo puentes

hidrégeno(Ziani et al. 2008).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican la formacién de semi-esferas de tamafios
micrométricos, a las cuales se adhieren esferas mas pequenas (Fig 4.20). Este comportamiento de
agregacion durante el proceso de formacion ya ha sido descripto previamente en la literatura (O'Toole
et al. 2012), y se lo atribuye a una concentraciéon insuficiente de surfactante para la correcta
solubilizacién del CS. En otras palabras, el empleo de surfactantes no disminuy el grado de agregacién

observado anteriormente para el CS.

241



DISENO Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS OBTENIDAS POR DESHIDRATACION ViA TECNOLOGIA
NANOSPRAY

26000 5ym -§1o1osa V20KV X5000 5um 1010 SEI

Figura 4.20: Micrografias SEM de CS_p combinado con Tween 20 (a-c) y con Tween 80 (d-f) para diferentes

magnificaciones. La barra de escala y la magnificacién se encuentran en cada imagen.

Una posible razén para este resultado seria lo reportado en literatura, donde se menciona que para

una correcta disolucién y el simultaneo incremento de la eficiencia del método empleado para
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encapsular, se debe utilizarar la menor cantidad posible de surfactante para lograr la solubilizaciéon
(Gowthamarajan & Singh 2010). La adicion de pequefias cantidades de surfactante forma
inmediatamente monocapas estables (micelas), debido a las caracteristicas moleculares de estos

compuestos (vesiculas lipidicas). Mayores concentraciones determinan la formacién de bicapas.

CS_p con Glicina

Las NP presentan un aspecto cristalizado y se ordenan en pequefios cimulos, ya que la agregacion es
considerable, en coincidencia con lo reportado a la adicién de glicina que no inhibié la cristalizacién de
manitol después de su secado simultaneo (Sou et al. 2013). No se observan las estructuras esféricas

lisas caracteristicas del CS (Fig. 4.21).

10 20 SEI €200y X3 10 20 SEI

20kV  X6,500 2pm 10 20 SEI

Figura 4.21: Micrografias SEM de CS_p combinado con Glicina, con concentraciones finales 0,1% p/p para ambos.
Se muestran imagenes para magnificaciones crecientes (a-d). La barra de escala y la magnificacién se encuentran

en cada imagen.
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Evidentemente la glicina, aunque de bajo PM, interfiere en el patrén que describe el CS durante la
deshidratacidn. Se ha reportado que los polvos secados por aspersidn que contienen manitol y glicina,
esta ultima empleada como un modificador morfolégico para la corrugacién y mejorar el flujo de la
superficie, se han utilizado con éxito para producir polvos amorfos en formulaciones para estabilizar la

insulina e IgG en estado so6lido seco a temperatura ambiente (Sou et al. 2016).

Sistemas nanodeshidratados ICS

La estructura se asemejo a las esferas generadas por los sistemas conteniendo sé6lo CS y se observo la
unién de varias de ellas (Fig. 4.22b).La superficie de estas estructuras presenta una textura que
asemeja a cuentas de collar, esféricas, en contacto unas con otras. Estos detalles se observan en la Fig.
4.22c. Muchas de las NP resultaron huecas y experimentaron explosion o colapso durante el proceso de
deshidratacién (Fig. 4.22d).

La agregacion de las nanoparticulas luego del secado ha sido reportada con anterioridad por otros
autores y respaldada con las correspondientes imagenes SEM (Jiang et al. 2017)(Rampino et al. 2013).
Los trabajos citados describen que el proceso de nanodeshidratacion genera la fusiéon de las
nanoparticulas, dando lugar a la aparicién de microparticulas. Ademas, al emplearse sustancias
crioprotectoras como hidrocloruro de bencidamina, trehalosa, manitol y PEG para evaluar el
incremento de tamafio en nanoparticulas generadas via nanodeshidratacion y via liofilizacidn, se
encontr6 que dicho incremento resultd similar entre los polvos obtenidos por ambos procesos, aunque
el tamafio se mantuvo dentro de la escala nanométrica. Los autores optaron por la nanodeshidrataciéon
por ser un método mas rapido y con mejor relacién costo/rendimiento. Por otro lado, las micrografias
muestran que las nano/microesferas compuestas solamente por CS presentaron superficies lisas,
mientras que las que combinan el polimero con los crioprotectores pierden esta apariencia y adoptan

conformaciones mas rugosas.

Las NP se muestran en general con su superficie estriada, producto de la deshidratacién (Fig 6.23a).
Esta caracteristica, sin embargo, puede resultar de utilidad en ciertos casos. La superficie estriada de
las nanoparticulas, disefiadas para actuar como nano-vehiculos, incrementa la rugosidad superficial, lo
que a su vez aumenta la capacidad de dispersiéon de la particula (Jiang et al. 2017). Se cree que esta
caracteristica disminuye la posibilidad de interaccién con otras particulas, reduciendo las fuerzas de

interaccién y por lo tanto aumentando la dispersion y la capacidad de flujo (Chan 2006).

También se encontré un gran nimero de estructuras de dificil descripcién. Podrian tratarse de
nanoparticulas que han colapsado durante la deshidratacién o resultaron defectuosas (Fig.4.24b) por
alguna variable no adecuadamente evaluada en el proceso. Podrian corresponderse también a cimulos
mixtos de proteina y Cs, pero donde la insulina fuera mayoritaria, ya que la apariencia de ésta luego de

la deshidratacidn (Fig. 4.24c y 4.24d), no se asemeja a la de estas estructuras.
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20kV" X12,000 1Tpm 10 20 SEI 20kV'. .X6,500 ~ 2um . 10 20 SEI

Figura 4.22: Micrografias SEM de CS_p combinado con Insulina, con concentraciones finales 0,1% para ambos,

para magnificaciones crecientes (a-d). La barra de escala y la magnificacién se encuentran en cada imagen.

Durante el proceso de nanodeshidratacidon, un conjunto de factores son los que contribuyen a la
formacién de superficies amorfas: la cinética de evaporaciéon del solvente, los componentes de la
solucién inyectada, la temperatura del aire de secado y la velocidad de flujo, entre otros. Una
alternativa para evitar la plastificacién de estructuras es el uso de sustancias que eviten o enlentezcan
este proceso. La plastificacién de estructuras es una consecuencia de la transicién vitrea de sélidos
amorfos. Es un tipo de transiciéon de segundo orden, la que a su vez, con el transcurso del tiempo

llevaria a la desnaturalizacion de la proteina cargada por la particula secada(Mlalila et al. 2014).

Una consecuencia de la plastificacién de un material polimérico es la pegajosidad, la cual resulta en un
apelmazamiento y aglomeracion del material. Esta propiedad de los polvos se relaciona con la cohesién
(pegajosidad particula-particula) y la adhesién (pegajosidad particula-superficie). La cohesién es una

propiedad interna de un polvo y es una medida de las fuerzas que mantienen unidas a las particulas,
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mientras que adhesion es una propiedad interfasica y es una medida de las fuerzas que mantienen a las

particulas en la superficie de contacto de otro material (Boonyai et al. 2004).

20kV  X20,000 1pm ., 1020 SEI 20kV  X40,000 0.5um 10 20 SEI ...

P

¥

X3,000 ~= Spm 10 20 SEI

Figura 4.24: Micrografias SEM de CS_p combinado con Insulina, con concentraciones finales 0,1% p/v para ambos
(a-b). Micrograffas de Insulina 0.1% p/v luego de la nanodeshidratacién (c-d). La barra de escala y la

magnificacion se encuentran en cada imagen.

ICS sonicadas

Se obtuvieron micrografias de muestras depositadas en las dos secciones del cilindro colector (seccién
4.4, Fig. 4.8), ya que segun reportes previos (Li y col. (2010)) cabe la posibilidad de obtener particulas
de diferentes tamafios segun la seccién del cilindro de la cual se recolecten, como se ha comentado en
la seccion 4.2.1. En las figura 4.25 se muestran las nanoparticulas colectadas en el borde del cilindro (a

y c) y en el resto del mismo (b y d) para distintas magnificaciones.
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20kv  X15,000 1um 1020 SEI 20kv  X18,000 1um ~ 1020 SEI

Figura 4.25: Micrografias SEM de ICS. Se muestran la fraccién colectada en el borde del cilindro (a y c.) y en el

resto del mismo (b y d). La barra de escala y la magnificacidn se encuentran en cada imagen.

4.8. ESPECTROSCOPiA FTIR DE LOS SISTEMAS ICS EN POLVO

La insulina, luego de ser nanodeshidratada, conserva sus picos caracteristicos en 1647 y 1537 cm,
correspondientes al alargamiento del grupo C=0 de la amida I y las sefiales C-N y N-H de la amida II
respectivamente (Mukhopadhyay et al. 2013). Ademas, en la literatura se detalla de qué manera el

pico en 1647 cm-! puede ser asignado al contenido de a hélices de la insulina(Barth 2007) (Fig. 4.26).

El quitosano posee picos caracteristicos en 3359 y 3284 cm'!, correspondientes a alargamientos de O-
Hy N-H, en 2875 cm-asociado alargamiento del enlace C-H, en 1644 cm, asignado al enlace C=0 con
el grupo amida (banda de amida I).El pico en1562 cm-!se asocia a la flexion del grupo amina NH-R
(amida II), en 1383 y 1321 cm™! (deformaci6n del grupo metilo), 1411 cm-! (deformacién C-H y O-H en
amida II) y en 1070 y 1027 cm'! correspondientes a la vibracidn del enlace glicosidico (C-0-C) (Guo et
al. 2010)(Alhosseini et al. 2012)(Venkatesham et al. 2014)(Heuser & Cardenas 2014)(Ramirez
Barragan et al. 2016).
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Los complejos I-CS por su parte, presentaron tres picos de interés en sus espectros: en 1653, 1534 y
1068 cm. El primero podria asignarse a una combinacién de las sefiales de la amida I del CS y de la
amida II de la insulina (C=0). El segundo pico presenta la combinacién de sefiales de la amida II para
ambas especies. El tercer pico corresponde al enlace glicosidico del CS. La interaccién I-CS provocé la
disminucion de la sefal correspondiente a los metilos del CS. Ademas, la sefial asignada a la

deformacion de los grupos C-H y O-H (amida II del CS) también disminuy®é.

Los espectros para las nanoparticulas I-CS y de sus especies constituyentes se muestran superpuestos
en la Figura 4.24. Estos resultados indican interaccién entre las especies que constituyen las NP,
aunque la naturaleza de dichas interacciones resulta poco precisa. Las nanoparticulas reportadas en la
literatura suelen estar compuestas de 3 o mas especies, por ejemplo CS-Tripolifosfato-Vitamina C
(Desai & Park 2005), CS-Tween 80-Mangiferina (Sampaio et al. 2015), CS-Manitol-Calcitonina
(Sinsuebpol et al. 2013), etc,, por lo que resulta complicado y arriesgado comparar los espectros

obtenidos para estos sistemas con los obtenidos para la mezcla binaria presentada en este trabajo.
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Fig. 4.26: Espectros de FT-IR para insulina (I, negro), quitosano (CS, rojo) y nanoparticulas ICS (ICS, azul), luego

del nanosecado.

Resulta complicado también comparar los efectos que la nanodeshidratacion tiene en la interacciéon de

las especies, ya que en muchos de los casos mencionados existe un paso previo de entrelazamiento en
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el seno de la solucién mixta, o por lo menos de contacto local entre grupos quimicos de cada una de las

especies antes de inyectarlas en el equipo de secado.

4.9. CUANTIFICACION DE I ENTRAMPADA

Eleccion de la longitud de onda. Se obtuvieron los espectros UV de todas las especies, I, CS e ICS, para
determinar las longitudes de onda de interés para cada una de ellas. Para la insulina se seleccionaron
229 y 276 nm, para el CS 215nm y para ICS 212 y 276 nm respectivamente. Los cromatogramas de
lastres especies se adquirieron para estas cinco longitudes de onda, considerando cuidadosamente
para cudl de ellas se obtenia la sefial mas intensa para la insulina, cudl eliminaba sefiales espureas del
solvente y que no existiese solapamiento de sefiales provenientes del polimero y de la proteina en
simultaneo. De este andlisis se determind que la longitud de onda seleccionada fuese 229 nm y como
puede observarse en la Fig. 4.27, los cromatogramas para esta longitud de onda cumplian todos los

requisitos operativos antes mencionados.

—— 1 2mg/ml
—ICS
—2CS

0 2 4 6 8 10 12 14 16
t (min)

Fig. 4.27. Cromatograma que muestra los tiempos de elucién para I, CS y las nanoparticulas ICS para una longitud

de onda de 229 nm.

A continuacioén, se obtuvieron los cromatogramas para las especies libres y para las nanoparticulas ICS
a distintas longitudes de onda, con el objetivo de identificar qué picos pertenecian a cada especie y
cudles de ellos podrian permitir la cuantificacién posterior de la insulina. Para ello se empleé el criterio
de “estandar interno”. Brevemente, se preparé una solucion de I a pH 3 y se la mezclé con soluciones
de concentraciones crecientes de CS al mismo pH. La figura 4.28 muestras los cromatogramas para

diferentes concentraciones de 1 y para ICS (en verde).

249



DISENO Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS OBTENIDAS POR DESHIDRATACION ViA TECNOLOGIA

NANOSPRAY

——1 0.5 mg/ml
—— 1 1 mg/ml
— 12 mg/ml
—lenlICS

10
t (min)

12

Fig. 4.28. Cromatograma que muestra los tiempos de elucion para diferentes concentraciones de insulina (I) y para

las nanoparticulas (ICS).

A fin de conocer la concentraciéon de insulina entrampada, se realizé una curva de calibracién que

relaciona el area bajo la curva del cromatograma con la concentracién de la muestra inyectada. La tabla

4.3 muestra las concentraciones y las areas correspondientes.

Tabla 4.3 Concentraciones de insulina y dreas correspondientes en sus respectivos cromatogramas.

C (mg/ml) | Area (u.a)
0 0
0,25 745,9
0,5 1608,1
1 3509,3
1,5 4982,2
2 9646,1

En base a esta curva, se obtuvo la ecuacién 4.1 que relaciona concentracion Cy area A.

A=4491.84842xC—-515.1007

(4.1)
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De esta manera, para una concentracion de 2 mg/ml de nanoparticulas ICS inyectadas, el contenido de

[ fue de 1,2425 mg/ml, lo que brinda una eficiencia de entrampamiento del 62,27 %.

4.10. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

Con la finalidad de determinar el efecto de las temperaturas sobre la [ y el sistema I-CS, durante el
proceso de nanodeshidratacion, las cuales fueron del orden de 140°C, se procedié con el ensayo de
calorimetria diferencial de barrido. En la figura 4.29 se muestran los termogramas para la insulina y las

nanoparticulas nanodeshidratadas.

En estos resultados se observo una aguda transicidn, lo cual corresponderia a la desnaturalizaciéon de
laTalos 180 °C. El pico registrado fue pronunciado y agudo, lo cual se deberia a la alta pureza delal, la
cual es recombinante de grado medicamentoso y de calidad analitica desde el punto de vista quimico.
Este tipo de termogramas se asocia a la existencia en el sistema de una conformacién dominante de
unidades de insulina asociada. En este sentido y relacionando los resultados derivados de la
distribucién de tamafio de particulas, la solucién de entrada a pH 2.3 present6 un radio hidrodindmico
de 12 nm, lo que se correlaciona con un peso molecular de 1120 kDa, indicando un alto grado de
agregacion. Ademas, altas temperaturas de desnaturalizacidn fueron reportadas anteriormente para la
[ con bajos contenidos de humedad en termogramas obtenidos en condiciones de examinacién similar
(Sarmento et al. 2006). Es necesario puntualizar que después del secado, la muestra se mantuvo en un
desecador antes del andlisis. En resumen, una transicién a una temperatura en este orden es la suma

de dos fen6menos: la existencia de un estado agregado y dominante, mas la baja humedad del sistema.

Exo

Insulina ——ICS

T 1 v 1 M 1 N 1 N T M 1 M 1 N T M T ' T 4 1
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
T (°C)

Fig. 4.29: Termogramas correspondiente a muestras de insulina (negro) y nanoparticulas ICS (rojo).

251



DISENO Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS OBTENIDAS POR DESHIDRATACION ViA TECNOLOGIA
NANOSPRAY

Una transicion en el mismo orden de temperaturas se obtuvo para las NP, aunque el pico es
cualitativamente mucho mas ancho. A este pico también contribuiria el CS. Es decir que este
comportamiento estaria asociado a la presencia del entramado o red de CS, que entrampa a la I,
protegiendo a la proteina de la desnaturalizaciéon durante la corrida dinamica del DSC y haciéndola

mas termorresistente.

La Tabla 4.4 muestra la variacién de la Entalpia (AH) calculada para las regiones en torno a 180 °C
tanto parala I como para las NP, luego del nanosecado. Esta magnitud termodindmica da una idea de la
energia absorbida durante el proceso en cuestion y ya que AH es casi 10 veces mayor para las NP, se
refuerza la hipotesis del efecto termoprotector del CS para con la Insulina, al ser necesaria mucha mas

energia para la desnaturalizacion de la proteina.

Tabla 4.4 Variacion de la Entalpia para I e I-CS luego del nanosecado y temperatura maxima asociada.

__AH(J/g)  Tp(°Q)
| ‘ 9,89 ‘ 175,6

I-CS 85,42 180,3

En este sentido, el pico exotérmico cercano a 230 °C en el termograma de las NP podria ser atribuido a
la desnaturalizacion de la I, la que luego se uniria covalentemente al CS, dando como resultado una red
mixta con propiedades quimicas diferentes. El-Hefian y col. (2010)(El-Hefian et al. 2010), examinaron
peliculas de CS y reportaron que exhibieron un pico endotérmico amplio, atribuido a la pérdida de
agua asociada a los grupos hidrofilcos del polisacarido. Los autores sugieren que las temperaturas de
pico informadas en este trabajo indicarian que las muestras no eran completamente anhidras y que
contenia parte del agua unida luego de su secado en el desecador. Las temperaturas registradas para
este trabajo de tesis fueron superiores, indicando menor contenido de agua en el sistema. El pico
exotérmico, que aparece en el rango de temperatura entre aproximadamente 220 y 240 °C,
corresponderia a la descomposicién del CS, como asi lo informaron Sakurai y col. (2000)(Sakurai et al.
2000). También se inform6 en estos trabajos pioneros que la degradaciéon térmica del quitosano
comienza a aproximadamente 250 °C, incluyendo la deshidratacién de anillos de glucosa,
despolimerizacién y la descomposicién de las unidades de quitosano desacetiladas y acetiladas (Bagre

etal 2013).
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4.11. ELECTROFORESIS CAPILAR

En la Fig. 4.30 se presenta el electroferograma para las NP y la insulina libre. El electroferograma es
muy similar al correspondiente a los clusters obtenidos mediante autoensamblaje (Seccién 3.10), tanto
en el tiempo de elucién como en la forma de los picos. Nuevamente, puede considerarse que la carga
superficial de la insulina entrampada en la red de CS es similar a aquella de la insulina libre y es este

parametro el que gobierna la migracion.

Solvente —— Insulina control ——  |-CS ——

0,014
0,012
|

0,010 ]

0,008

0,006

Absorbancia (u.a)

|

|
0,004 i’
0,002 "

-0,002 )  —————
~. p—

(min)

Fig. 4.30: Electroferograma que muestra los tiempos de elucién para insulina (azul) y I-CS (rojo).

Un ancho de pico para las NP levemente mas ancho que para la proteina indica que a diferencia de los

clusters, estas NP poseen una menor polidispersidad en sus tamafios.

4.12. ACTIVIDAD DE LA INSULINA COMPLEJADA Y VEHICULIZADA CON CS EN CULTIVOS CELULARES

A fin de evaluar la actividad biolégica de los nano-complejos ICS se emplearon fibroblastos 3T3. Para
cuantificar esta actividad, se emple6é un Western Blot para medir los cambios en los niveles de AKT

fosforilado, como se ha comentado en la seccién 3.2.10.

La Figura 6.31a ejemplifica que la estimulacién con el complejo ICS creci6 con el tiempo, a diferencia de
la insulina, que demostré un comportamiento modulado a partir de los 10 min. Esto puede deberse a

que el entrampado fisico que se forma durante la nanodeshidratacién requiere de cierto tiempo para
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desarmarse y de esa manera liberar la insulina. Este resultado experimental confirma la estabilidad

funcional y estructural de la insulina y su liberacién desde las NP en la linea 3T3.

La Figura 6.31b representa la cuantificacion de la activacién de AKT en funcién del tiempo lograda
mediante la estimulacién con ICS. Se observé claramente como la intensidad de activacién provocada

por la presencia de NP aumenta con el tiempo.

Tiempo (min)
a
KDa 0 0,5 2 10 120
60
pAKT
60 I-CS
——1 —e—I-CS b

4 .
£
< 31
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<
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<
= 24
R}
i)
<
-
g=]
ERE

0 4

T T T T T
0 0.5 2 10 120
t (min)

Fig. 6.31: (a) Western blot que muestra los cambios en los niveles de AKT fosforilado luego de la estimulacién con
insulina o con los complejos clusters I-CS, en fibroblastos 3T3, en funcién del tiempo. (b) La cuantificacién de la
activacion de AKT en funcidn del tiempo muestra un incremento sostenido para la activacion con I-CS luego de dos

horas de estimulacidn.
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CONCLUSIONES PARCIALES
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En este capitulo se ha logrado entrampar insulina en una matriz de quitosano a través de la tecnologia
nanospraying. La tecnologia de deshidrataciéon por nanodeshidratacién es relativamente nueva y su
uso se esta propagando en el mundo. Este procedimiento exigi6 la puesta a punto del método, lo que a
su vez requirio el ajuste de variables de proceso: volumen de muestra y porcentaje de apertura del

cabezal, uso de surfactantes, etc.

En los reportes cientificos se la describe como un sistema que opera en forma versatil, con la
posibilidad de modificar variables en forma simple, que puede trabajar continuamente y es
relativamente econdémica. Genera materiales en la nanoescala de caracteristicas nobles y elegibles, con

propiedades reproducibles desde el inicio al final del proceso.

Independientemente de las bondades de la tecnologia nanospray, existen desventajas practicas para la
aplicacién mas directa de la técnica; por su complejidad en cuanto al equipamiento, las condiciones no
son uniformes a lo largo del receptaculo de secado, por lo cual no siempre resulta facil controlar

estrictamente el tamafio de particula.

Se caracterizd el producto obtenido desde el punto de vista morfologico y fisico-quimico. También se
ha analizado la influencia de la presencia de un aminoacido de bajo peso molecular y de surfactantes
en la deshidrataciéon de CS. Asi se ha obtenido un polvo cuyas particulas resultaron <500 nm. Es de
destacar que este tipo de estrategias se emplea en la industria farmacéutica a los fines de asegurar la

estabilidad estructural del polvo obtenido.

Las nanoparticulas presentaron alto valor de potencal {, lo que se correlaciona con alta estabilidad
coloidal. Las nanoparticulas conteniendo I entrampada exhibieron un comportamiento similar al
obtenido con el sistema CS-Gly. Se obtuvieron particulas de tamafio < a 100 nm y de alta estabilidad

coloidal.

El examen de tamafio de particula realizado al producto recolectado de distintas regiones de cilindro
no arrojo valores significativamente distintos. No se observaron diferencias en este sentido. Tampoco
la inclusién de un paso de sonicacién implicé una variacién sustancial de los tamafos de particula

obtenidos.

Aunque el principio empleado para generar este tipo de particulas es de naturaleza fisica, con
transferencia simultdnea de masa y energia, el pH de la solucién sigue teniendo un papel rector en
cuanto al tamafo de las particulas generadas. A modo general puede concluirse que a pHs 4cidos, las
ICS tienden a ser mas pequefias y poseen mayor carga superficial con la concomitante estabilidad

coloidal.

La técnica de FTIR aplicada en los sistemas de nanoparticulas ICS en solucién manifesté el papel

ejercido por cada grupo quimico en la interaccidn, aun cuando el sistema se constituyd fisicamente.
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En cuanto al analisis ultraestructural realizado con SEM, el empleo de aditivos como surfactantes y Gly
generd particulas con distinto grado de agregacién. El surfactante no disminuy9 el grado de agregaciéon
observado para el CS y la Gly lo incrementé. Las imagenes obtenidas para las nanoparticulas de interés
en esta Tesis, mostraron una superficie estriada, rugosa, lo cual aumentaria la dispersabilidad de las

particulas, seglin se reporta en trabajos anteriores.

Los espectros IR para las nanoparticulas I-CS y de sus especies indican interaccion entre las especies,
aunque su naturaleza resulta poco precisa. Dicha interaccién puede ocurrir en dos instancias, durante
el entrelazamiento de las macromoléculas en el seno de la solucién mixta antes de ser inyectadas en el

equipo de secado o por el contacto local durante el proceso de deshidratacion.

Se determiné la eficiencia de encapsulaciéon de insulina entrampada via nanospray a través de

cromatografia, arrojando un resultado de 62% aproximadamente.

El ensayo bioldgico realizado en un sistema in-vitro con fibroblastos de la linea 3T3-L1 permitié
comprobar que la insulina entrampada mediante esta técnica no pierde la capacidad de activar el
receptor correspondiente y desencadenar la cascada de reacciones que culmina con la fosforilacién del

efector AKT.

El estudio mostrado en esta Tesis indica que la tecnologia de nanodeshidratacidon pudo ser usada con
los objetivos planteados para esta seccién y se constituye en un método prometedor a extenderse a
otras areas de la tecnologia como nutracéutica y cosmética. Las nanoparticulas obtenidas presentaron
morfologias variables, altamente dependientes de las condiciones de proceso y eventualmente de la

presencia de aditivos.

La gran ventaja de esta forma de obtener nanoparticulas de ICS es que el proceso no requirié el uso de
agentes organicos, los cuales pueden impactar en el material encapsulado que justamente se desea

proteger, causando toxicidad.
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v Los biopolimeros basados en recursos biodegradables o en materiales de desecho
estdn generando un creciente interés, tanto en la sociedad en general como en la industria
farmacéutica, cosmética, alimentaria, nutracéutica, asi como también en el sector agricola, ya que
supone darle valor agregado a un subproducto, generando nuevos productos con aplicacién en las
areas mencionadas. Nuestro pais no escapa a tal realidad, es por ello que se ha recurrido a un
quitosano obtenido a partir de quitina cuyo destino final era el desechado en repositorios en la costa
argentina. Los materiales basados en quitosano estan involucrados en una enormidad de recursos
médicos, industriales y aplicaciones de bioingenieria como biorremediacion, descontaminacion de
tejido de radiontclidos y reemplazo 6seo por nombrar algunos. Debido a la flexibilidad intrinseca y
conformacional y la versatilidad del quitosano, se ha llevado a cabo empiricamente el desarrollo de

materiales novedosos: nanoparticulas tipo core-shell, clusters y nanoentrampadas por deshidratacion.

v En primer lugar, se realizé en forma completa la caracterizacion fisico quimica del
quitosano argentino como primer paso previo a su aplicacion en nanoparticulas. A tal fin se ha
empleado un conjunto de técnicas analiticas de alta performance. La comprension de las propiedades
moleculares de este quitosano argentino permiti6 un disefio més eficiente y racional de las estructuras
en las cuales se lo empled. Por lo tanto, este enfoque se puede utilizar para adaptar estas propiedades a
diversas necesidades especificas. En este caso, un uso sistematico de la informacién tedrica y
experimental concertada puede proporcionar una gran cantidad de informacién, mas clara, de la
dindmica estructural de este polisacarido. Este sigue siendo un campo emergente que se beneficiara en
los préximos afios del desarrollo de pardmetros mas exactos como asi como novedosos modelos

capaces de echar luz en la escala nanoscépica.

v Esta es la primera tesis realizada con un quitosano de origen argentino. Aiin quedan
retos pendientes para mejorar el proceso y controla las variables de su produccién y lograr producir
este biopolimero a una mayor escala para usos industriales que sean competitivos con los costos de los
polimeros tradicionales. Dos componentes son cruciales en la determinacién del precio de polimeros
elaborados con materias primas renovables y su evaluacidn es imprescindible para garantizar una
competencia con los polimeros de origen de la industria petroquimica: el costo de las materias primas

y de la energia, asf como la inversion de capital para establecer una unidad de produccién industrial.

4 Diferentes aspectos deben ser evaluados con el fin de aumentar la productividad y
reducir el costo de la produccién de quitosano argentino como: mejora de las variables de proceso a
mayor escala, uso de la mayor parte de subproductos de la industria como materia prima, disefio de
biorreactores, estrategias de operacién del proceso, modelado matematico; caracterizacion, aplicacidn.
En este sentido, el desarrollo de nuevas aplicaciones sera crucial para lograr aumentar los volimenes

de produccién y rentabilidad asociada a estos materiales.
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v En el desarrollo de las nanocapsulas, el empleo de quitosano como material
encapsulante presenta multiples ventajas: es una sustancia abundante, ya que la quitina es una de las
sustancias mayoritarias en la naturaleza, es de bajo costo relativo y su obtencion ha sido ampliamente
descripta, convirtiéndose en un reemplazante natural de los polimeros sintéticos. Es el inico polimero
policatiénico conocido en la naturaleza, en donde su alta densidad de cargas positivas le confiere

propiedades fisicas, quimicas y biolégicas tnicas.

v Desde hace poco mas de treinta afios se ha estado trabajando en el desarrollo, la
validacién y la implementacién de técnicas de reemplazo que involucran principalmente el uso de
sistemas in vitro. Pero el rol que éstos desempefian o el vigor que poseen para estos fines dependera
del tipo y sistema de ensayos que se esté empleando. Es un gran desafio el desarrollar y validar
técnicas in vitro que permitan hacer de ellas una practica de aplicacion simple y confiable a partir de la
cual se puedan aproximar conclusiones, sabiendo que la extrapolaciéon a sistemas in vivo no siempre es
una correlacion directa. En este trabajo de Tesis se ha llevado a cabo la evaluacidon de la citoxicidad del
quitosano empleado cultivos celulares de las lineas HeLa y 3T3-L1. Ese tipo de ensayos ofrece ademas
la posibilidad de detectar cambios celulares tempranos que podrian ser inadvertidos in vivo, cuestion
clave para el quitosano, ya que es conocido por alterar las uniones estrechas entre células. Se ha
demostrado que la desorganizacién de tales uniones es de caracter transiente y en acuerdo con la
literatura cientifica, responde a mecanismos moleculares inducido por este polisacarido. No se observé
citotoxicidad mediante el ensayo que evalia pardmetros metabdlicos y energéticos en cultivos

celulares puestos en contacto con este quitosano.

v La relacién célula-quitosano se atribuye en gran parte a la hip6tesis de que existe una
atraccién electrostatica entre las moléculas de quitosano cargadas electropositivamente y las células
cargadas electronegativamente. La carga positiva neta de las moléculas de quitosano se atribuye a la
protonaciéon de grupos amino. Por lo tanto, un quitosano con el peso molecular aqui determinado
presenta alta carga neta positiva, lo que se correlacionaria con un aumento de la unién celular. Se debe
tener en consideracién que la protonacién de dichos grupos ocurre a pH <6 y las condiciones de cultivo
usadas en estudios celulares son a pH neutros (~7.2-7.4) en los que los grupos amino no estarian
fuertemente protonados, la hipétesis de atraccién electrostatica con respecto al aumento en la unién

celular, que aumentaria con el grado de desacetilacidn, se torna discutible

v Esta Tesis abre las puertas a futuras investigaciones ya que tanto el grado de
desacetilaciéon como el peso molecular son factores importantes en la manipulacién de la funcionalidad
del quitosano en cuanto a las respuestas celulares que genera. Queda por comprender el efecto
conjunto del peso molecular y del grado de DD para el control o la manipulacién de los
comportamientos celulares. Por lo tanto, estos factores deben estudiarse adecuadamente para aclarar
y comprender mejor los procesos subyacentes que controlan las interacciones fundamentales célula-

quitosano. El quitosano no es solo un biopolimero, sino una familia diversa de ellos, cada uno de los
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cuales tiene una identidad basada en la quitina de origen, métodos de obtencidn, grado de
desacetilacion, peso molecular y niveles de impurezas. Debido a que es dificil controlar estos muchos
factores, los datos sobre quitosano y su relacién con estructuras bioldgicas varian en la literatura. Solo
a través de una cuidadosa y detallada caracterizacién del quitosano como la realizada en este trabajo
permitié avanzar minimamente en nuestra comprensién y conocimiento de los factores que influyen y
controlan las interacciones entre propiedades del polisacarido y aquellas bioldgicas. La comprension
mejorada de estas interacciones serd esencial para permitir el desarrollo y la traduccion efectivos de
dispositivos de implantes viables basados en quitosano para uso clinico.

v Se disefiaron nanocomplejos insulina-quitosano aplicando el principio de ensamblaje
macromolecular. Se determiné la concentraciéon de la solucién de quitosano suficiente para lograr la
completa cobertura de superficie de agregados proteicos. En otros términos, se constituyeron
nanoparticulas de tipo core-shell. Las interacciones entre ambos biopolimeros fueron moduladas por el
pH de la solucién y la configuracién de la nanoparticula influenciada ademas por la concentraciéon de
quitosano. Las interacciones de tipo hidrodinamica y coloidal se evaluaron mediante la técnica de
dispersion de la luz y potencial {, determinaciones que permiten encontrar la zona de interacciéon
electrostatica entre estas macromoléculas. Este tultimo confirmo la cobertura superficial ejercida por el
CS. Otras relaciones de masa I/CS permitieron constatar la formacién de otro tipo de nanoparticula, de
conformacion similar a fléculos o clusters, que también fueron analizadas a fin de comprobar su
estabilidad coloidal y su tamafio. Las propiedades de las curvas de flujo reflejaron la asociacion de los
bio-polimeros y el patrén de formacién de los nanocomplejos. La aplicacién de modelos matematicos a
los datos experimentales permitié6 obtener parametros que describian el proceso de
nanocomplejamiento, es decir, los parametros cinéticos de la formaciéon de nanocomplejos bajo las

condiciones aqui consideradas.

v Los nanocomplejos abren nuevas perspectivas, desde el punto de vista basico, en el
estudio referente a relaciones de masa, cargas y la influencia ejercida por las condiciones intrinsecas y
extrinsecas de la solucién en la que se encuentran los biopolimeors. Desde el punto de vista
tecnolégico, es factible el disefio de nuevos nano-vehiculos para el desarrollo de una nueva generacion
de productos farmacéuticos, capaces de proteger proteinas con funciones especificas de las
condiciones hostiles del cuerpo, aumentando su absorcién y ejerciendo la liberacién controlada, tal
como lo demostro el ensayo de actividad bioldgica. Ademas, los nanocomplejos generados de acuerdo
con esta configuraciéon podria ser el punto de partida para nuevos disefios de farmacos destinados a

nuevas rutas de administracién, como la pulmonar, relevantes para usos pediatricos.

4 Para este trabajo de Tesis se han puesto a punto métodos para estudiar dinamicas de
activacion e internalizacién de los complejos I-CS. De esta manera, se lograron detectar las diferencias
en los perfiles de activaciéon de pAKT, efector rio abajo, estimulado por la insulina y los nanocomplejos

(core-shell, clusters y las nanoparticulas nanodeshidratadas). Como futuras investigaciones queda el
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estudio del modelo de internalizacién para insulina encapsulada en células, la determinacion de la

colocalizacién con marcadores de endosomas tempranos y mas tarde con marcadores lisosomales.

v Las simulaciones computacionales son una disciplina en expansién hoy en dia, ya que
constituyen una herramienta muy poderosa para dar respuesta a interrogantes como el modo de
interaccién insulina-quitosano, lo cual puede abordarse desde el estudio de las interacciones entre
proteina-polielectrolitos. Tales interacciones son una de las propiedades que requiere mas
comprension para soportar aplicaciones comerciales. Este fue otro principal interrogante al que se
intent6 dar respuesta aqui, variando el pH de las soluciones. Se identificaron diferentes regimenes de
formacién de complejos para el sistema I-CS. Hay tres regiones distintas observadas tanto por los
resultados simulados como por los experimentales. Se caracterizan por interacciones coulémbicas y el

mecanismo de regulacion de cargas.

v Las diferencias cuantitativas entre los limites de las regiones pueden asignarse a
muchos factore: la sensibilidad de los métodos experimentales que no es comparable con la exactitud
de los resultados de las simulaciones, el modelo molecular aproximado para CS para el polisacarido
que no caracteriza estrictamente el CS real, la falta de otro componente como el efecto hidrofébico de
ambas especies (debido al uso de un modelo de disolvente continuo) y otras interacciones, como la
proteina-proteina, ya que solo se simul6 un solo par de proteina-polielectrolito. El dltimo esta
directamente relacionado con las diferentes escalas jerarquicas entre las condiciones experimental
(escala mesoscopica) y simulada (escala molecular). La simulacién simplemente permitiria explicar los
factores fisico-quimicos que afectan este proceso en los experimentos, a pesar de sus limitaciones
intrinsecas. Sin embargo, las simulaciones permitieron la caracterizacién cualitativa de la interaccién I-
CS, complementando los hallazgos experimentales y contribuyendo a la comprensiéon de los
mecanismos moleculares subyacentes a los experimentos. El mecanismo de regulaciéon de la carga que
a menudo se observa en los sistemas biologicos se observd nuevamente para este sistema. Esto
contribuye a demostrar cuan general e importante es este mecanismo a pesar de ser relativamente

nuevo en la literatura sobre proteinas de interés farmacéutico y nutracéutico.

v Se ha explorado una nueva tecnologia como el proceso de nano-spray o
nanodeshidratacion. Este procedimiento implica el entrampamiento fisico de la I en una matriz de CS.
La nanodeshidratacion ha sido utilizada para la preparacién de micro y nanoparticulas como método
alternativo al autoensamblaje, porque en comparacién con otras técnicas, es una tecnologia de costo
relativamente bajo, rdpida y facil de escalar. El proceso fue flexible, adaptable al procesamiento

comuinmente utilizado en el equipo, y produjo particulas con buenas propiedades.

v Se han encontrado las condiciones para obtener nanoparticulas de CS preparadas
secando soluciones por pulverizacidon con asistencia de un campo eléctrico. Se obtuvieron particulas
con tamafios situados en la nanoescala, alto valor absoluto de potencial ¢, lo cual correlaciona con la
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estabilidad coloidal, aunque heterogéneas en su ultraestructura. El control de sus propiedades se
realiz6 ajustando la concentracién de la solucién de CS utilizada como alimentacioén, el tamafio de la
boquilla y la temperatura de secado. La I contenida en nanoparticulas present6 actividad bioldgica
determinada en cultivos celulares, y la eficiencia de la carga fue alta. Estas nanoparticulas de CS
preparadas por nanodeshidratacién tienen mucho potencial como una novedosa forma de
administracién de insulina.

En este trabajo se desea explicitar que como perspectiva para el futuro cercano, se contempla el
estudio del efecto del quitosano y de las nanoparticulas aqui generadas en sistemas in-vivo. En la
actualidad existen varios cientos de publicaciones facilmente accesibles a través de PubMed, Web of
Science y otros motores de bisqueda que informan los resultados de estudios in vivo que examinan
materiales en base a CS para estrategias de reparacidn, regeneracion y tratamiento de tejidos entre
otros. Muchos de esos estudios, sin embargo, involucran quitosanos que han sido modificados
quimicamente, entrecruzados covalentemente o compuestos de alguna forma con otros polimeros,
ceramicas, cristales, incluso aleaciones o tejidos biolégicos. Nunca se han realizado estudios in-vivo con
el CS argentino aqui empleado. Las modificaciones quimicas mencionadas o formulaciones compuestas,
si bien son importantes para desarrollar materiales basados en CS para aplicaciones biolédgicas, ofrecen
la dificultad de la comprensién de las respuestas fundamentales del tejido del huésped al CS como
material basico. Un examen superficial de los trabajos en bibliografia muestra que existe mucha
variabilidad entre los resultados in vivo, similar a la observada para los estudios in vitro, lo cual se
atribuye en términos generales a los distintos pesos moleculares y al grado de desacetilacién. Como
corolario a este respecto se puede afirmar que cada quitosano “debe” contar con sus propios estudios

in-vivo e in-vitro.
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