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RESUMEN

RESUMEN

En los ultimos afnos se han desarrollado numerosos sistemas de encapsulacion
de compuestos bioactivos (CB), entre ellos nanoparticulas proteicas y biopoliméricas
(NPB). En estas nanoparticulas, los CB se unen a la proteina y en el caso de las NPB
se produce una deposicion electrostatica de un polisacarido (PS) que brinda mayor
proteccion del CB frente a condiciones ambientales injuriantes. En este sentido, varias
proteinas globulares han sido examinadas (B-lactoglobulina, albdmina sérica bovina,
a-lactoalbumina, entre otras). Sin embargo, una proteina altamente disponible en la
region como la ovoalbumina (OVA), principal fraccion proteica de la clara del huevo, ha
sido poco estudiada. Por otro lado, una de las estrategias para potenciar la capacidad
de tales proteinas de unir CB es el calentamiento de sus soluciones, a fin de producir
su desnaturalizacién y agregacion. Estos sistemas de nanoencapsulacion son
ampliamente empleados en aplicaciones dermatolégicas, farmacéuticas y, en la
actualidad, comienzan a emplearse para el disefio de alimentos funcionales. En este
sentido, conocer el comportamiento de los mismos frente a las condiciones
gastrointestinales humanas es necesario para determinar la biodisponibilidad del CB y
su potencial efecto benéfico sobre la salud.

En este contexto, en la presente tesis se propone la obtencién de nanoparticulas
de OVA (OVA.) por tratamiento térmico para la vehiculizacién de CB hidrofébicos
como vitamina A o retinol (RET) y &cido linoleico conjugado (CLA) y, para este ultimo,
su evaluacion bajo un sistema de digestion gastrointestinal in vitro.

En primer lugar, se obtuvo OVA,. mediante tratamiento térmico controlado
(85°C, 5 min), cuyo tamano fue de 92,0+0,2 nm. Seguidamente, se obtuvieron y
caracterizaron nanocomplejos de inclusion formados por interacciones atractivas no
covalentes entre OVA y OVA,2 con RET. La formacion de nanocomplejos se examind
mediante espectroscopia de fluorescencia intrinseca y extrinseca. Los resultados
sugirieron que OVA fue mas efectiva para unir RET que OVA:2, posiblemente debido a
que la formacién de agregados podria emplear algunos aminoacidos hidrofébicos
necesarios para la union de RET. Ademas, se estudié la estabilidad coloidal de los
nanocomplejos mediante absorbancia (ABS) a 400 nm, distribucién de tamarno de
particula (PSD) y determinacién de potencial £ a valores de pH tipicos de alimentos
(4,0 y 7,0). Se concluy6 que la estabilidad fotoquimica en el tiempo frente a la luz y el
O2 de los nanocomplejos de inclusién proteina-RET dependié del pH de la solucion y
de la agregacién de las proteinas. A pH 7,0, el sistema de encapsulacion basado en
OVA.2 mejor6 la estabilidad fotoquimica de RET en relacién al sistema con OVA
alrededor de un 40%.
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Posteriormente, se estudié la formacion de NPB mediante la deposicion
electrostatica de pectina de alto metoxilo (PAM) sobre la superficie de los
nanocomplejos OVA/OVAn-RET para determinar si las mismas poseian ventajas en
cuanto a la proteccion fotoquimica de RET. Mediante el estudio de ABS a 400 nm,
PSD y medicién de potencial { se determinaron las condiciones adecuadas para la
formacion de NPB coloidalmente estables. Se hallé6 que para la relacion proteina:PAM
2:1, los valores de pH mas apropiados para obtener NPB fueron: 4,0 para OVA-PAM y
6,0 para OVAq-PAM. Al estudiar la descomposicion fotoquimica de RET en estas NPB
se observé que la deposicibn de PAM sobre la superficie del nanocomplejo de
inclusion proteina-RET mejor6 la estabilidad fotoquimica del mismo. La NPB OVA.-
RET-PAM formada a pH 6,0 promovié una descomposicién fotoquimica de RET
inferior (14,1%) en comparacién con la registrada para OVA-RET-PAM formada a pH
4,0 (25,0%), lo que implica una mejora del 42% en la estabilidad de RET.

Como se obtuvieron resultados promisorios en cuanto a solubilizacion vy
proteccién fotoquimica de RET por parte de OVA.2, se decidi6 desarrollar otra
nanoparticula de diferente tamano a fin de evaluar su influencia tanto en la capacidad
de unién del CB hidrofébico como en un proceso de digestion gastrointestinal in vitro.
Asi, modificando las condiciones de pH y concentracion se obtuvo una segunda
nanoparticula (OVAni) de 24,63+0,04 nm mediante el mismo tratamiento térmico
(85°C, 5 min). Para evaluarlas se estudiaron dos CB hidrofébicos, el acido linoleico
(LA) y su isémero, el &acido linoleico conjugado (CLA), ambos &cidos grasos
poliinsaturados (PUFA) esenciales para el ser humano. La PSD mostré que la union
de ambos PUFA promovié un aumento en el tamano de las nanoparticulas. Ademas,
el examen por microscopia de fuerza atémica (AFM) para nanoparticulas y
nanocomplejos de inclusion mostré una forma redondeada y un aumento en las
dimensiones de los nanocomplejos que se atribuyd a la unién de LA y CLA. Por otro
lado, la formacion de nanocomplejos se examind mediante espectroscopia de
fluorescencia intrinseca y extrinseca. Los resultados destacaron que ambas
nanoparticulas unieron LA y CLA en mayor cantidad que OVA. Ademds, ambas
nanoparticulas fueron capaces de unirse a una mayor cantidad de LA que de CLA. Los
resultados sugieren que el conocimiento de las diferencias en las propiedades de las
nanoparticulas de OVA 'y la estructura molecular de los PUFA es un requisito relevante
para el disefio de nanocomplejos con propiedades coloidales especificas.

Finalmente, dado que el CLA es un CB con comprobada actividad citotoxica en
diferentes tipos de cancer, principalmente en cancer de colon, se propuso estudiar al
sistema de encapsulaciéon de nanoparticulas (OVA. y OVA2) bajo condiciones de un

sistema de digestion gastrointestinal in vitro a fin de evaluar su comportamiento y

5



RESUMEN

posible liberacion del CB. Para ello, en primer lugar, los nanocomplejos de inclusion
con CLA se examinaron en términos de tamarfo y potencial{ a pH 3,0 y 7,0 (que
corresponden al pH estomacal e intestinal respectivamente). La caracterizaciéon
morfolégica se realizd mediante microscopia confocal laser de barrido (CLSM),
encontrando que OVA y sus nanopatrticulas derivadas tenian una forma redondeada.
Ademas, se estudi6 la eficiencia de encapsulacion de CLA (EEcia) para OVA y sus
nanoparticulas derivadas, con valores de EEcia superiores al 90% para las
nanoparticulas y del 75% para OVA. Finalmente, los nanocomplejos se analizaron
sometiéndolos a un modelo consenso de digestion gastrointestinal in vitro que
consisti6 en un paso gastrico y uno intestinal. La apariencia macroscépica, las
imagenes de CLSM y la cuantificacion de la retencion de CLA (Rcia) por HPLC se
evaluaron después de la digestién. Todos los sistemas mostraron la formacion de
agregados macroscopicos tanto en la fase gastrica como intestinal, o que se evidencio
como un precipitado visible. En todos los sistemas, CLSM confirmé la presencia de
numerosos agregados de forma indefinida. Finalmente, se encontr6 una Rcia alta
(alrededor del 97%) para la proteina nativa y para las nanoparticulas luego de la etapa
intestinal. Esto permitié proponer a este sistema de encapsulacién de nanoparticulas
para el delivery de CLA (y posiblemente de otros CB hidrofébicos) a colon de manera
de que ejerza alli una accion local.

Sin embargo, con el protocolo de digestién gastrointestinal in vitro aplicado se
utilizé una gran relacion enzima:sustrato, por lo que se diseid un protocolo reducido
basado en el protocolo consenso. El mismo consisti6 en adecuar las cantidades de
enzimas y sales biliares para regimenes diluidos, como es el caso de los
nanocomplejos utilizados en la presente tesis. Con este nuevo ensayo, se observo que
la OVA fue resistente a la digestion gastrica e intestinal y las nanoparticulas de OVA
fueron muy susceptibles a la hidrélisis por las enzimas digestivas, resultados acordes
con la literatura. El estudio de PSD para OVA mostré la presencia de la misma a lo
largo de todo el proceso digestivo o de un fragmento de tamafno muy similar, mientras
que los resultados para las nanoparticulas no fueron concluyentes debido a la
precipitacion del sistema. Finalmente, la RcLa fue 63% para OVA, siendo este sistema
muy promisorio para delivery de CB hidrofébicos como el CLA a colon. En el caso de
las nanoparticulas se obtuvieron Rcia altas (alrededor del 80-90%) a pesar de estar
digeridas, esto podria explicarse considerando que los péptidos resultantes de la
digestién conservaran la capacidad de unir CLA.

Finalmente se estudi6 la capacidad citotoxica del CLA y los nanocomplejos de
inclusion en una linea celular de cancer de colon (HT-29). A partir de estos ensayos se
observo que el CLA fue el responsable de la muerte celular dado que los sistemas
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proteicos puros no fueron citotdxicos para dicha linea celular. Por otro lado, se
determiné que el principal mecanismo de muerte de los nanocomplejos de inclusion y
CLA fue apoptosis, sin hallarse necrosis. Los nanocomplejos OVA-CLA y OVA.-CLA
fueron los que mostraron la mayor actividad citotéxica e indice de apoptosis.

En sintesis, la presente tesis realiz6 un abordaje basico que abarcé desde el
estudio de los sistemas de encapsulacién proteicos o biopoliméricos para tres CB
hidrofébicos hasta la evaluacion de la liberacion de uno de ellos en el tracto

gastrointestinal y su potencial accién antitumoral.
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ABSTRACT

Nowadays, encapsulation systems for bioactive compounds (BC) have been
developed, including protein and biopolymeric nanoparticles (BPN). In these
nanoparticles, BC bind to the protein and in the case of BNP ones, there is an
electrostatic deposition of a polysaccharide onto the protein surface providing greater
protection of BC against injurious environmental conditions. In this sense, several
proteins have been examined (B-lactoglobulin, bovine serum albumin, a-lactoalbumin,
among others). However, a highly available protein in the region such as ovalbumin
(OVA) has been little studied. On the other hand, one of the strategies to enhance the
ability of proteins to bind BC is heating their solutions in order to produce their
denaturation and aggregation. These nanoencapsulation systems are widely used in
dermatological and pharmaceutical applications and they are currently being used for
the design of functional foods. Therefore, knowledge about their behaviour against
human gastrointestinal conditions is necessary to determine BC bioavailability and its
potential beneficial effect on health.

In this context, obtention of OVA nanoparticles (OVA,) by heat treatment for
vehiculization of hydrophobic BC such as vitamin A or retinol (RET) and conjugated
linoleic acid (CLA) and its evaluation under an in vitro gastrointestinal digestion was
proposed.

First, OVAn2 were obtained by controlled heat treatment (85°C, 5 min), these had
a size of 92.0+£0.2 nm. Next, nanocomplexes formed by attractive non-covalent
interactions between OVA and OVA,. with RET were obtained and characterized. The
formation of inclusion nanocomplexes was monitored by intrinsic and extrinsic
fluorescence spectroscopy. Results suggest that OVA was more effective for binding
RET than OVA., possibly because aggregate formation could employ some
hydrophobic aminoacids necessary for binding RET. In addition, nanocomplexes
colloidal stability was studied by absorbance (ABS) at 400 nm, particle size distribution
(PSD) and ¢ potential determination at typical food pH values (4.0 and 7.0). It was
concluded that photochemical stability over time against light and oxygen of
protein-RET nanocomplexes mainly depends on pH of solution and aggregation of
proteins. At pH 7.0, OVA.2-based encapsulation nanocomplex improved photochemical
stability of RET in relation to OVA nanocomplex by around 40%.

Subsequently, the formation of BPN was studied by electrostatic deposition of
high methoxyl pectin (HMP) onto the surface of OVA/OVA..-RET nanocomplexes in
order to determine if these BPN had advantages on the photochemical protection of

RET. By means of ABS at 400 nm, PSD and { potential measurement, suitable
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conditions for formation of colloidally stable BPN were determined. It was found that for
protein:HMP 2:1 ratio, the most appropriate pH values to obtain NPB were: 4.0 for
OVA-HMP and 6.0 for OVA..-HMP. Examination of photochemical decomposition of
RET in these BPN, highlighted that HMP deposition onto the surface of the
protein-RET nanocomplex improved its photochemical stability. OVA..-RET-HMP
formed at pH 6.0 promoted a lower RET photochemical decomposition (14.1%)
compared to OVA-RET-HMP formed at pH 4.0 (25.0%), which implies an improvement
of 42% in RET stability when comparing these systems.

As promising results were obtained in terms of solubilization and photochemical
protection of RET by OVA:2, development of another nanoparticle of different size was
decided in order to evaluate its influence both in the binding capacity of hydrophobic
BC and in an in vitro gastrointestinal digestion. Thus, by modifying the pH and
concentration conditions, a second nanoparticle (named OVA.1) of 24.63£0.04 nm was
obtained, applying the same heat treatment (85°C, 5 min). To evaluate them, two
hydrophobic BC, linoleic acid (LA) and its isomer, conjugated linoleic acid (CLA), both
polyunsaturated fatty acids (PUFA) essential for humans were studied. Size
measurements showed that bind of both PUFAs promoted an increase in size of
nanoparticles. In addition, atomic force microscopy (AFM) examination for
nanoparticles and inclusion nanocomplexes showed a rounded shape and an increase
in nanocomplexes dimensions attributed to bind of LA and CLA. On the other hand,
nanocomplex formation was monitored by intrinsic and extrinsic fluorescence
spectroscopy. In addition, both nanoparticles were able to bind greater amount of LA
than CLA. Results highlighted that both nanoparticles bind LA and CLA in a greater
quantity in comparison with OVA. Results suggested that knowledge of differences in
the properties of OVA nanoparticles and PUFAs molecular structure are relevant
aspects for nanocomplexes design with specific colloidal properties.

Finally, since CLA is a compound showing cytotoxic activity on different types of
cancers, mainly in colon cancer, OVA nanoparticles (OVA.1 and OVAn,) were assayed
under an in vitro gastrointestinal digestion system in order to evaluate its behaviour and
possible release of BC. For this, firstly, inclusion nanocomplexes were examined in
terms of size and ¢ potential at pH 3.0 and 7.0 (corresponding to stomach and intestinal
pH respectively). Morphological characterization was performed by confocal scanning
laser microscopy (CLSM) and it was found that OVA and OVA nanoparticles had a
rounded shape. In addition, CLA encapsulation efficiency (EEcLa) for OVA and OVA
nanoparticles was studied, obtaining EEcLa values greater than 90% for nanoparticles
and 75% for OVA. Finally, nanocomplexes were analysed under a consensus in vitro
gastrointestinal digestion model, consisting in a gastric and an intestinal phase.
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Macroscopic appearance, CLSM images and quantification of CLA retention (RcLa) by
HPLC were evaluated after digestion. All systems showed the formation of
macroscopic aggregates in both gastric and intestinal phases, which was evidenced as
a visible precipitate. In all systems, CLSM confirmed the presence of numerous
undefined shape aggregates. Finally, a high Rcia (about 97%) was found for OVA and
nanoparticles after intestinal stage. Because of these results, nanoparticle
encapsulation system could be proposed as a delivery system for CLA (and possibly
for other hydrophobic BC) exerting local action at colon.

However, with the applied in vitro gastrointestinal digestion protocol, a large
enzyme:substrate ratio was used, so a reduced protocol based on the consensus
protocol was performed. The new protocol consisted in adapting amounts of enzymes
and bile salts for dilute regimens, as is the case of nanocomplexes used in this thesis.
Whit it, it was observed that OVA was resistant to gastric and intestinal digestion and
OVA nanoparticles were very susceptible to hydrolysis by digestive enzymes, these
results are consistent with literature. PSD for OVA showed its presence throughout the
entire digestive process or a fragment of very similar size, while the results for
nanoparticles were inconclusive due to precipitation of system. Finally, Rc.a was 63%
for OVA, so this system would be very promising for colon delivery. In the case of
nanoparticles, high Rcia (around 80-90%) were obtained despite being digested, so
that the peptides resulting from digestion could retain the ability to bind CLA.

Finally, cytotoxicity of CLA and inclusion nanocomplexes in a colon cancer cell
line (HT-29) was studied. From these assays, it was observed that CLA was
responsible for cell death since pure protein systems were not cytotoxic for HT-29. On
the other hand, it was determined that main mechanism of cell death for CLA and
inclusion nanocomplexes was apoptosis, without necrosis being found. OVA-CLA and
OVA,1-CLA nanocomplexes showed the highest cytotoxic activity and apoptosis index.

In this thesis, a basic approach was carried out, ranging from the study of protein
or biopolymer encapsulation systems for three hydrophobic BC to the evaluation of
release of one of them in gastrointestinal tract and its potential antitumor action.
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1.1. Nanotecnologia y su aplicacion en alimentos

La nanotecnologia es entendida como la capacidad de observar, manipular y
controlar las propiedades de la materia a escala nanométrica. Las definiciones mas
aceptadas giran en torno a la escala de tamaro. Entre ellas podemos mencionar:

(i) La Royal Society define la escala nanométrica en el rango desde los 100
nandmetros (nm) hasta el tamano de los atomos (aproximadamente 0.2 nm). En esa
escala las propiedades de los materiales pueden ser muy diferentes que las de
aquellos a gran escala. Se define nanociencia como el estudio de los fenémenos y la
manipulacion de materiales a escala atomica, molecular y macromolecular, donde las
propiedades difieren significativamente de las de mayor escala. Mientras que la
nanotecnologia es el disefio, caracterizacion, produccién y aplicacion de estructuras,
dispositivos y sistemas mediante el control de la forma y el tamafio a escala
nanomeétrica [1].

(i) La Comision Europea define a un nanomaterial como un material natural,
accidental o manufacturado que contiene particulas, en un estado sin unir, 0 como
agregado, o aglomerado, donde al menos el 50% de las particulas de la distribucion de
tamafno en numero tiene una o més dimensiones externas en el rango de 1 a 100 nm
[2].

Sin embargo, no existe justificacién cientifica para la eleccién de dicho rango,
sino, mas bien, se debe a las propiedades especificas de los nanomateriales que se
encuentran en el mismo. Cabe mencionar que, por debajo de cierto tamano critico, las
propiedades de los materiales cambian abruptamente. Este tamafo critico depende de
la propiedad en cuestion y del material, de ahi la dificultad de definir un limite superior
en el rango de tamano para la denominaciéon nano [3].

Por otro lado, la nanotecnologia encuentra aplicaciones en numerosas areas
como informatica, electrénica, comunicacion, produccion de energia, medicina,
industria farmacéutica, industria alimentaria, entre otras.

Los cientificos especializados en alimentos utilizan la nanotecnologia para crear
una variedad de sistemas de delivery para la encapsulacion, proteccion y liberacién
controlada de micronutrientes. Estos consisten tipicamente en micronutrientes
atrapados dentro de nanoparticulas (radio<500 nm) que pueden fabricarse a partir de
materiales tales como surfactantes, lipidos, proteinas y/o polisacaridos (PS). El
pequeno tamaro de las particulas en estos sistemas tiene una serie de ventajas sobre
los sistemas de delivery convencionales: mayor estabilidad a la agregacion y
separacion gravitacional, mayor claridad 6ptica y biodisponibilidad mejorada [4].
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La aplicacion de la nanotecnologia, relacionada con productos alimenticios, esta
involucrada en dos aspectos: envases y alimentos en si mismos. En lo que respecta a
envases, la nanotecnologia encuentra aplicaciones tales como: i) mejoramiento de los
mismos como barreras de gases y humedad, ii) extensién de la vida util via mediante
utilizaciéon de envases activos, iii) envasado inteligente, iv) envases antimicrobianos o
autolimpiantes, v) monitoreo de las condiciones del producto durante su transporte,
etc. Por otro lado, en relacién al alimento en si, las aplicaciones nanotecnolégicas
estarian involucradas en: i) analisis de calidad y seguridad alimentaria (nanosensores),
ii) deteccién de patégenos, iii) enmascaramiento de sabores, iv) liberacion controlada
de nutrientes encapsulados, v) proteccion frente a la oxidacion, y vi) delivery de
nutracéuticos nanoencapsulados [5].

En lo que respecta a nanomedicina, el objetivo general es el mismo que se
persigue en medicina: diagnosticar enfermedades de la manera mas precisa y
temprana posible, tratar enfermedades de la manera maéas eficaz sin efectos
secundarios y evaluar la eficacia del tratamiento de manera no invasiva. La promesa
que aporta la nanotecnologia es multifacética ya que ofrece no solo mejoras a las
técnicas actuales, sino que también proporciona herramientas y capacidades
innovadoras. Al manipular drogas y otros materiales a escala nanométrica, se pueden
alterar las propiedades fundamentales y la bioactividad de los materiales. Estas
herramientas pueden permitir el control sobre las caracteristicas de los farmacos como
la solubilidad, los tiempos de vida media en sangre, la liberacion controlada durante
periodos cortos o largos, la liberacién controlada provocada por condiciones del medio
ambiente, etc. [6]. Dentro de la medicina, la nanotecnologia ha encontrado aplicacion
en numerosos campos como el diagnéstico por imagenes [7], delivery controlado de
drogas [8], terapias sitio-dirigidas, tratamiento de diferentes tipos de cancer [9], etc.

1.2. Nanoencapsulacion aplicada a alimentos

En general, la encapsulacion se define como un proceso de atrapamiento de una
sustancia (agente activo) en otra sustancia (material de pared), produciendo particulas
en la escala nanométrica (nanoencapsulacién), micrométrica (microencapsulacion) y
hasta milimétrica [10].

Actualmente, la encapsulacion constituye una de las aplicaciones mas
importantes de las micro y nanoparticulas en el sector alimentario. En este sentido, la
vehiculizacién de compuestos bioactivos (CB) a través del uso de nanoparticulas
presenta varias ventajas: (i) proteccion de nutrientes frente a la degradacién por

oxidacion u otras reacciones quimicas o enzimaticas durante la produccion y/o
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almacenamiento, lo que prevendria el desarrollo de sabores y olores indeseables y
pérdida de bioactividad, ii) minimizacibn de efectos adversos sobre algunas
caracteristicas sensoriales tales como la transparencia en ciertas bebidas y el
enmascaramiento de atributos desagradables [5], [11], iii) mejor biodisponibilidad
debido a las propiedades de liberacion, solubilidad y tiempo de residencia prolongada
en el tracto gastrointestinal (TGl) y absorcion celular eficiente de los nutrientes [11], iv)
capacidad de solubilizar CBs hidrofobicos [9], v) liberacion controlada de la sustancia
encapsulada, lo que mejoraria la efectividad de los CBs y aseguraria una dosificacién
optima mejorando la rentabilidad del producto [12], vi) capacidad de modificar las
propiedades de superficie (por ejemplo, mediante recubrimientos) que pueden permitir
el suministro sitio-dirigido de los CBs [13], etc.

En lo que respecta a ingredientes, se pueden distinguir dos tipos: CBs y células
bioactivas (es decir, probiéticos). Una amplia variedad de diferentes CBs puede ser
encapsulados, incluyendo vitaminas, antioxidantes, éacidos grasos poliinsaturados
(PUFA), carotenoides, fitoesteroles y péptidos bioactivos. La eficacia de los CBs es
fuertemente dependiente de su biodisponibilidad. Los factores que afectan
negativamente a la biodisponibilidad son la desestabilizacion fisicoquimica durante el
procesamiento, la baja solubilidad y/o absorcion en el TGI, y la
degradacién/metabolismo en el mismo [14].

Por otro lado, ha habido un creciente interés dentro de la industria alimentaria
por el desarrollo de sistemas de delivery basados en coloides para encapsular,
proteger y liberar CBs de caracter hidrofébico [15]. Dicho interés radica en que existen
algunos nutrientes y CBs hidrofébicos que no pueden ser sintetizados por el ser
humano y, por lo tanto, deben ser incorporados en la dieta. Entre ellos se encuentran
los aminoacidos, compuestos fendlicos, vitaminas y PUFAs. Sin embargo, su escasa
solubilidad en agua y elevada susceptibilidad al deterioro frente a condiciones como la
luz y el Oz conlleva a la necesidad del desarrollo de diferentes sistemas de

encapsulacion.

1.3. Nanoparticulas para la encapsulacion de compuestos bioactivos
hidrofébicos

En la Fig. 1 se muestran diferentes sistemas de encapsulacion para CBs
hidrofébicos. Si bien existen numerosas clasificaciones, una de ellas podria realizarse
en base al tipo de material de pared. Asi, podemos distinguir nanosistemas basados
en lipidos y surfactantes, en PSs y en proteinas. Los primeros incluyen
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nanoliposomas, nanoemulsiones, nanoparticulas lipidicas soélidas (SLN), lipidos
nanoestructurados (NLC), micelas y nanosuspensiones. Los basados en PSs
contienen nanoparticulas poliméricas, micelas poliméricas y complejos de inclusion,
mientras que los basados en proteinas incluyen micelas de caseina y varios complejos
de proteinas como las albuminas, gelatina, proteinas del suero, proteinas de la soja,
proteinas de la leche y zeina [16].

Nanoformulaciones para CBs hidrofébicos

Basados en

Basados en lipidos y surfactantes Basados en PSs
. - proteinas

Nancliposoma

fis

Nanoparticula Micela Complejo de Complejo proteico
polimérica polimérica inclusion

Nanosuspension Micels de caseina

Figura 1. Clasificacién de nanosistemas para la encapsulacion de CBs hidrofébicos (Figura
modificada de Shin y col., 2015 [16]).

Nanoliposomas: son vesiculas concéntricas que consisten en bicapas lipidicas
y su estructura se inspira en la de las membranas celulares. Los liposomas pueden
incorporar componentes tanto hidrofilicos como hidrofobicos. Los componentes
hidrofilicos pueden atraparse en el espacio acuoso interno, mientras que los
componentes hidrofébicos pueden incorporarse entre las bicapas lipidicas. Su
diametro varia entre decenas de nm y decenas de um [4], [16].

Nanoemulsiones: son dispersiones coloidales termodinamicamente inestables
formadas a partir de agua, aceite y un emulsionante. Las nanoemulsiones aceite en
agua consisten en nanoparticulas lipidicas esféricas dispersadas en el seno de un
medio acuoso donde la nanoparticula tiene una estructura de tipo nucleo-cubierta. El
nucleo hidrofébico consiste en las moléculas de aceite y en la parte no polar del
surfactante, mientras que la cubierta polar consiste en la parte polar del surfactante.
Tipicamente, el CB hidrofébico se mezcla con la fase oleosa previo a la
homogeneizacion, aunque también puede ser incorporado luego de la formacion de la
nanoemulsién [4].

Nanoparticulas solidas lipidicas (SLN): son nanoparticulas que contienen
gotas de lipido que estdn completamente cristalizadas y poseen una estructura
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cristalina altamente ordenada con el CB formando parte de la misma. Las SLN son
producidas a partir de un lipido sélido o una mezcla de lipidos sélidos. La liberacion del
CB puede ser controlada a través del estado fisico de la matriz lipidica [16], [17].

Lipidos nanoestructurados (NLC): son SLN modificadas en las cuales la fase
lipidica contiene tanto lipidos solidos (grasa) como liquidos (aceite) a temperatura
ambiente. El aceite se incorpora en el centro de un lipido sélido. En general, este tipo
de sistema posee una alta capacidad de carga y liberacién controlada. La matriz sélida
constituye una barrera que puede proteger al CB sensible a factores de deterioro en la
fase acuosa [16], [17].

Micelas: son sistemas termodinamicamente estables que se forman
espontdneamente cuando un surfactante y otros componentes son agregados al agua
bajo condiciones adecuadas. Las micelas (d<20 nm) estdn compuestas solo de
surfactantes [4].

Nanoparticulas poliméricas: son nanoparticulas formadas por polimeros que
pueden ser biodegradables como alginato, celulosa, quitosano, dextrano, pectinas, etc.
0 no biodegradables como poli (acido lactico), poli (acido glutamico), etc. En general,
muestran una eficiencia de carga mayor, mejor estabilidad y liberacién controlada del
CB que los sistemas de delivery basados en lipidos [16], [18].

Micelas poliméricas: son nanoparticulas poliméricas que se forman a partir del
autoensamblaje de polimeros anfifilicos a concentraciones superiores a la
concentracion micelar critica (CMC), produciendo nanoparticulas que pueden
encapsular farmacos poco solubles en agua [19]. Sus principales ventajas son una alta
capacidad de carga de farmacos, una buena solubilidad en agua, baja toxicidad y
tamano pequefo apropiado para circulacion prolongada en sangre [16].

Complejos de inclusion: se refiere a la encapsulacion de una molécula
bioactiva “huésped” (también llamada “ligando®) en una cavidad o sitio de una
molécula que oficia de soporte u “hospedadora”. Las interacciones pueden ser tanto
especificas como no especificas, siendo las fuerzas involucradas: puente de
hidrogeno, van der Waals e interacciones hidrofobicas. Esta metodologia se ha
empleado para la encapsulacion de moléculas orgénicas volatiles, enmascaramiento
de olores y sabores, y en la preservaciéon de aromas y CBs hidrofébicos como
resveratrol y acidos grasos (AG) [14], [11], [15], [20], [21].

1.4. Métodos de produccion de nanoparticulas

Para muchas aplicaciones es importante disefar particulas de biopolimeros de

modo que su composicion permita obtener las caracteristicas fisicoquimicas vy
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funcionales deseadas. Por ejemplo, si uno estuviera creando una particula de
biopolimero para administrar un componente de sabor, entonces deberia estar
disefiado para descomponerse en la boca y alli liberar las moléculas de sabor
encapsuladas [15]. Existen numerosas técnicas para la produccion de nanopatrticulas,
las cuales pueden clasificarse en dos grandes grupos: de arriba hacia abajo (top-
down) y de abajo hacia arriba (bottom-up) dependiendo del enfoque fisicoquimico en
cuestion (Fig. 2, [14]).

Métodos Top-Down

Liguidos inmiscibles
>
> D
\ / Extrusién
Homegeneizacion
Molienda

l Gelificacian

¢ &

I Nano y microparticulas

| ’
Farmacion
" g Formacian de
Precipitacion Particulas Conglelih ds d_? )
e Biopoliméricas inchuslén particulas
desolvatacion P de gel fluido
&
i 2
-~ -“.-";
.

Meéetodos Bottom-Up

Figura 2. Representacion esquematica de diferentes técnicas bottom-up y top-down usadas en
la produccion de micro y nanoparticulas (Figura modificada de Joye y McClements, 2014 [14]).

Dentro de los métodos Top-Down se encuentran la trituracion, molienda y
homogenizacién y consisten en romper el material solido o liquido en particulas de
menor tamafo. Por lo general, estos enfoques se basan en tres tipos de fuerzas
disruptivas para descomponer las particulas: cizallamiento, impacto y compresion. La
principal desventaja es la dificultad para crear particulas con propiedades estructurales
y de tamano bien definidas [14].

Homogenizacion: este método implica la formacién de una emulsién al mezclar
dos liquidos inmiscibles. Luego de formada la emulsidn, la fase interna es gelificada
mediante tratamiento térmico o agentes gelificantes. Existen distintos tipos de
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emulsiéon; agua en agua: mezclando dos soluciones de biopolimeros; agua en aceite:
mezclando un aceite con una fase acuosa que posee el biopolimero soluble; etc.

Extrusién: consiste en tomar la solucion de biopolimero con una jeringa y
forzarla a pasar a través de una aguja goteando sobre una solucién gelificante.

Los métodos Bottom-Up consisten en la construccion de particulas por
autoensamblado de las moléculas individuales, inducido por cambios en las
condiciones del medio (como pH, fuerza idnica, temperatura o concentracién). La
energia requerida para estos métodos es menor que para los de Top-Down 'y permiten
controlar diferentes propiedades de las particulas obtenidas como su tamano,
morfologia y estado fisico [14].

Precipitacion por desolvatacion: Consiste en la agregacion de moléculas del
biopolimero en soluciéon (soluto) inducida por una disminucion de la polaridad del
solvente que rodea a las moléculas de soluto, de modo tal que se induce una
sobresaturacion, lo que constituye la fuerza impulsora para la agregacion y posterior
precipitacién del soluto [14], [15]. ComUnmente, esto se logra mediante la adicion de
un alcohol a una solucidon acuosa (biopolimeros polares) o viceversa en caso de
biopolimeros no polares. Cuando se alcanza cierto contenido critico de alcohol las
moléculas proteicas en solucion tienden a autoensamblarse espontaneamente
conduciendo a la formacion de agregados [15], [22]. Los solventes a utilizar deben ser
miscibles en el rango de concentraciones usadas para la produccién de
nanoparticulas. Luego de que las particulas son formadas debe existir una repulsién
suficientemente fuerte entre ellas para evitar la agregacién adicional. Es una técnica
ampliamente utilizada para producir nanoparticulas con fines farmacéuticos [14].

Coacervacion: Los coacervados se forman cuando dos biopolimeros con cargas
opuestas interactuan entre si a través de atracciones electrostaticas, aunque también
pueden tomar lugar otras interacciones como interacciones hidrofobicas y puente de
hidrogeno [14], [22]. Esta técnica sera descripta con mas detalle en el Capitulo 2 de la
presente tesis.

Secado: El secado spray es ampliamente utilizado en la industria alimentaria
para la encapsulacion de sabores, vitaminas, minerales, colores y aceites. Las
soluciones y suspensiones de CBs y biopolimeros se atomizan en finas gotas que se
introducen en una corriente de aire caliente que genera la evaporacidén rapida del
solvente lo que finalmente conduce a la formacién de microesferas o microgeles [22].
Los diametros de particula obtenidos varian entre 1 y 10 um. Las propiedades de las
particulas pueden controlarse mediante la manipulacion de la velocidad de flujo de
aire, concentracion de solutos, temperatura y método de atomizacion. El secado spray
utiliza dispersiones a base de agua y, por lo tanto, evita el uso de solventes organicos.
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Otra técnica de secado es la liofilizacién, siendo adecuada para la deshidratacién de
materiales y aromas sensibles al calor. Es una técnica de varios pasos que implica
congelacion, sublimacion y desorcion. En general, las muestras liofilizadas son féciles
de reconstituir y tienen una larga vida util. Sin embargo, los principales inconvenientes
son la gran cantidad de energia requerida y el tiempo de secado prolongado. Ademas,
la liofilizacibn generalmente conduce a muestras secas con una porosidad
razonablemente alta, lo que afecta significativamente la estabilidad del componente
encapsulado y la eficiencia de encapsulacion (EE) y retencion [14].

Formacion de geles fluidos: las particulas de gel fluidas se forman mediante la
aplicacion de fuerzas de corte en una solucidbn de biopolimero que se somete a
gelificacion [23], lo que dificulta su clasificacion como un método puro top-down o
bottom-up. El proceso de gelificacion debe ocurrir de manera uniforme en todo el
sistema para producir particulas con una distribucion estrecha de tamafo. Las
particulas producidas pueden deformarse facilmente y tener una forma irregular. Estas
suspensiones de particulas a menudo encuentran aplicacion como sustitutos de grasa,
ya que muestran propiedades reoldgicas especificas que pueden estar relacionadas
con la microestructura e interaccién de las particulas [14].

Agregacion térmica: es una metodologia que se aplica fundamentalmente a las
proteinas. La formacién de particulas proteicas puede darse cuando soluciones de
proteinas globulares se calientan por encima de su temperatura de desnaturalizacién
(Tm) en condiciones donde se produce una atraccion relativamente débil entre las
moléculas de proteinas. El tamano y la carga de estas particulas se pueden controlar
mediante la alteracion de la concentracion inicial de biopolimero, temperatura y tiempo
de calentamiento, pH y fuerza iénica [15], [24]. También se pueden formar a partir de
proteinas globulares térmicamente desnaturalizadas utilizando una técnica de
formacion de particulas en frio. En esta técnica, una solucién de proteina globular se
calienta por encima de su Ty en condiciones donde existe una fuerte repulsion entre
las moléculas de proteina de modo que las moléculas se despliegan, pero no se
agregan extensivamente. Las condiciones de la solucion que promueven la repulsion
incluyen un pH alejado del punto isoeléctrico (pl) de la proteina y una fuerza iénica
baja. Luego se promueve la asociacion proteica mediante el ajuste de pH hacia un
valor cercano al pl o anadiendo contraiones mono o divalentes como NaCl y CaCls,
respectivamente. El componente hidrofébico a encapsular se puede mezclar con la
solucion de proteina desnaturalizada térmicamente, antes o después de la formacién
de las particulas [15].

El empleo de agregados proteicos obtenidos térmicamente para el desarrollo de
nanovehiculos resulta interesante debido a que la capacidad de unir CBs hidrofébicos
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aumenta considerablemente, respecto a la proteina nativa, producto de la exposicion
de sitios hidrofébicos promovida por el desplegamiento que toma lugar en la
desnaturalizacion. Esto, juntamente con la agregacion, permite la creacion de nuevos
sitios de unién al ligando, lo cual finalmente se traduce en una mayor cantidad de
carga del CB por unidad de masa de proteina [25]. En este sentido, un estudio de la
unién de linoleato y B-lactoglobulina (BLG) en forma nativa, como dimero y como
nanoparticula revel6 que el niumero de moléculas de linoleato unidas por monémero
de BLG (n) aumentdé con el grado de agregacion (nativa<dimero<nanoparticula),
aunque la constante de asociacidon (K.) para cada conjunto de sitios de union
permanecié similar. Los dimeros covalentes fueron producidos por calentamiento a
80°C durante 30 min de una solucion de BLG (5 g/L) en buffer Bis-Tris pH 6,7 en
presencia de CuCl.. Por otro lado, las nanoparticulas fueron producidas por
calentamiento a 85°C durante 15 min de una solucién de BLG (10 g/L) pH 5,9 [25]. Sin
embargo, en otro trabajo, los agregados de BLG se obtuvieron a 85°C variando el
tiempo de calentamiento (0-60 min) y el pH de la solucién proteica (6,5-7,5). Los
agregados obtenidos a pH 6,5 mostraron los mayores valores de hidrofobicidad
superficial, por lo que se esperaba una mayor union del CB acido linoleico (LA). Sin
embargo, la union de los agregados de BLG a LA mostré un comportamiento complejo
dependiendo de las condiciones de produccion del agregado (pH, tiempo de
calentamiento y/o la combinacién de ambos). Las propiedades de unién del agregado
de BLG a LA no se vincul6 a sus caracteristicas hidrofobicas, lo que sugirié que la
conjugacion podria requerir cierto grado de preservacion estructural del sitio de unién
a LA [26]. Otro ejemplo es la produccion de nanoparticulas de albumina sérica bovina
(BSA) por calentamiento térmico [27]. En este trabajo se estudié la formacién de
nanoparticulas de BSA usando dos concentraciones diferentes: 0,1 g/L y 0,4 g/L, dos
temperaturas de calentamiento: 70 y 85°C por 5 min y dos condiciones de pH: 9,0 y
11,0. Los autores determinaron que el aumento en la temperatura de calentamiento
generd nanoparticulas de mayor tamano y peso molecular (PM); en cuanto al pH,
observaron que a mayor pH las nanoparticulas poseian menor tamano.
Posteriormente, estudiaron la capacidad de unir el CB crisina mediante el célculo del
nuamero de moléculas de crisina unidas a las nanoparticulas y hallaron que cuanto
mayor era n, mayor era la EE, siendo la mayor EE para la nanoparticula producida a
pH 9,0 y 85°C [27].
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1.5. Caracterizacion de nanoparticulas

Las caracteristicas fisicoquimicas y morfolégicas de las nanoparticulas
determinan su comportamiento y estabilidad dentro de las matrices alimentarias y del
TGl. Por lo tanto, un aspecto importante de las investigaciones sobre la produccion de
particulas de biopolimeros seria caracterizar e informar respeto de sus propiedades.
Los métodos analiticos para caracterizar adecuadamente las particulas se detallan a
continuacion [14].

Tamano: El tamafno es una de las caracteristicas mas importantes de las
nanoparticulas y es determinado por métodos como la dispersién de luz estética (SLS)
o dinamica (DLS) y por diferentes técnicas de microscopia [14]. Tipicamente, la SLS
es adecuada para particulas que son relativamente grandes (d>100 nm), mientras que
la DLS es adecuada para particulas que son relativamente pequenas (d<10.000 nm).
La microscopia Optica convencional es adecuada para el analisis de particulas
relativamente grandes (d>1.000 nm), mientras que la microscopia electronica y de
fuerza atdbmica (AFM) son mas adecuadas para particulas mas pequenas, en escala
nanométrica. Generalmente se utilizan dos modos diferentes de microscopia
electronica: microscopia electrénica de barrido (SEM), donde las muestras son
tipicamente congeladas, secadas o fracturadas y recubiertas con una fina capa de
metal; y la microscopia electrénica de transmisién (TEM), donde la preparacion de la
muestra es generalmente mas suave, aunque los sistemas de biopolimeros
normalmente son tratados con un agente de contraste. En el caso de AFM,
generalmente se requieren métodos de preparacidon de muestras mas suaves que
reducen sustancialmente el riesgo de danar o alterar las mismas [22].

Carga eléctrica: La carga de las particulas a menudo se informa como el
potencial £, que se mide mediante la aplicacion de un campo eléctrico y el analisis de
la movilidad electroforética resultante de las particulas cargadas [22]. El potencial { es
altamente sensible al pH y a la fuerza idnica. La carga de las particulas de
biopolimeros es un parametro crucial para predecir su estabilidad coloidal. La carga
eléctrica en particulas individuales influye fuertemente en la agregacion de las mismas
0 en si se mantienen separadas. Si la carga es suficientemente grande, habra una alta
repulsion electrostatica entre ellas que puede evitar su agregacion. La carga de las
particulas también influye en cédmo interactian con otras especies cargadas en el
medio circundante. Si una particula de biopolimero tiene una carga opuesta a la de
otro biopolimero dentro de un alimento, entonces puede formar un complejo

electrostatico que puede precipitar y sedimentar. La carga también determina cémo
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interactian las particulas de biopolimeros con las diferentes superficies del sistema
digestivo humano. Una particula de biopolimero catiénico puede unirse a la superficie
anionica de la lengua, causando asi una astringencia que puede ser percibida [15].

Morfologia: La morfologia de las particulas y el estado de agregacion
generalmente se estudian usando alguna forma de microscopia. Como se describiod
anteriormente, la microscopia Optica convencional se puede usar para estudiar
microparticulas (d>1000 nm). Las subestructuras de las particulas se pueden
visualizar mediante tintes 0 sondas fluorescentes que se asocien selectivamente con
un componente en la suspensién de particulas o que se han unido covalentemente a
uno de los componentes antes de la produccion de las particulas. La microscopia
confocal laser de barrido (CLSM) también se puede utilizar en muestras fluorescentes
y generalmente proporciona una imagen de mejor calidad. En el caso de SEM se
puede obtener informacion sobre las caracteristicas de la superficie, como la
composicion y el relieve, mientras que la morfologia interna de las particulas se puede
estudiar con TEM después de la fijacion, deshidratacién y corte. En el caso de AFM,
es util para observar la topologia superficial de nanoparticulas y microparticulas, su
resolucion es en el rango de los nm y se puede obtener informacién tridimensional
[14], [22].

Composicion y estado fisico: Resulta un desafio determinar la composicién de
las particulas y la distribucién del CB dentro de las mismas, debido a las muy
pequenas dimensiones involucradas. Se ha utilizado la espectroscopia de
fotoelectrones de rayos X para el analisis quimico de la composicion de la superficie
de particulas, mientras que el analisis elemental fue usado para estudiar la
composicion global de las mismas o si ciertos compuestos fueron encapsulados dentro
de las mismas [14], [22]. La espectroscopia Raman puede también proveer
informacién sobre la presencia del CB u otro componente dentro de las particulas. Por
otro lado, la calorimetria diferencial de barrido puede ser utilizada para detectar
interacciones entre los biopolimeros en las particulas, las cuales también pueden ser
estudiadas por medio de espectroscopia de infrarrojo y Raman. Para estudiar la
cristalinidad de compuesto encapsulado o la matriz biopolimérica puede realizarse
andlisis de difraccion de rayos X [14], [22].

Propiedades opticas: la apariencia es uno de los atributos mas importantes de
las particulas cuando se considera agregarlas en un producto alimenticio. Dado que
las particulas de biopolimero a menudo interactdan con la luz, la incorporacién de
estas particulas en los alimentos puede afectar sus propiedades dpticas. La apariencia
general de un alimento se puede separar en dos atributos principales: (i) opacidad,
que se determina principalmente por la dispersion de la luz; y (ii) color, que se
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determina principalmente por la absorcion selectiva de determinadas longitudes de
onda (A) de la luz. El impacto general de las particulas de biopolimero en las
propiedades Opticas de un alimento depende de su concentracion, tamano e indice de
refraccion [28]. En general la turbidez u opacidad aumentara a medida que aumente el
tamano de las particulas en solucién y a medida que aumente el contraste del indice
de refraccion entre la particula y su medio circundante. El impacto de las particulas de
biopolimero en las propiedades épticas tiene importantes consecuencias cuando se
considera su uso en diferentes tipos de alimentos. Por ejemplo, algunos productos
como las bebidas transparentes deben ser transparentes, mientras que otros
productos como el yogur y los aderezos cremosos deben ser opacos. Al controlar el
tamano y el indice de refraccién de las particulas de biopolimero, éstas se pueden
incorporar a los alimentos sin afectar las propiedades épticas. Por lo tanto, pequefas
particulas de biopolimero (r<25 nm) deben usarse para alimentos y bebidas
transparentes, ya que estas particulas no dispersan en gran medida la luz, mientras
que las particulas de biopolimero mas grandes (r en el rango de 200-1.000 nm) deben
usarse para productos opacos dado que estas particulas dispersan la luz fuertemente
[15].

Capacidad de carga, EE y retencion: Cuando se evalua la aptitud de las
nanoparticulas biopoliméricas (NPB) como sistemas de encapsulacién para un CB
especifico, los factores de interés mas importantes son la capacidad de carga y la EE.
La capacidad de carga se define como el porcentaje de masa de CB contenido en las
particulas en relacion a la masa total del sistema; mientras que la EE se define como
el porcentaje de masa del CB contenido en las particulas en relacion a la masa total de
CB en el sistema (dentro y fuera de las particulas). La retencion se define como el
porcentaje de CB contenido en la particula en un tiempo determinado en relacién al
tiempo inicial o luego de someterlo a algun proceso como digestién enzimatica [14],
[22]. Los mecanismos mas comunes por los cuales se produce la liberacion del CB
son: difusion, hinchamiento, disociacién, erosiéon y/o degradacion. Por lo general, las
particulas se rompen o comienzan a desintegrarse bajo ciertos factores externos, por
ejemplo, cambios de pH, fuerza idnica y temperatura, actividad enzimatica o fuerzas

mecanicas [14], [22].

1.6. Materiales utilizados para la produccion de nanoparticulas para
alimentos

La seleccién de proteinas, PSs y otros componentes particulares para formar
NPB depende de varios factores: (i) la capacidad de los componentes para

23



INTRODUCCION

ensamblarse en particulas, (ii) el requisito funcional para las particulas (por ejemplo,
tamarno, carga y estabilidad frente a determinadas condiciones ambientales), (iii)
estado legal para su uso, costo, facilidad de uso y consistencia de los ingredientes y
las operaciones de procesamiento [15]. Adicionalmente, el uso de nanoparticulas en el
sector alimentario implicaria que las mismas sean preparadas a partir de ingredientes
de grado alimenticio usando operaciones de procesamiento econémicas y seguras.

Uno de los enfoques mas prometedores para crear particulas coloidales de
grado alimenticio es el uso de biopolimeros como bloques de construccién. En este
sentido, las proteinas y los PSs serian particularmente utiles. Las proteinas pueden
ser usadas en forma nativa o modificada fisica, quimica o enzimaticamente para
modular sus atributos funcionales. Las mismas pueden ser de fuentes animales o
vegetales. Dentro de las animales se destacan las albuminas, caseina, gelatina,
proteinas del suero lacteo, entre otras; mientras que en las de origen vegetal, las
gliadinas, zeinas, proteinas de la soja, etc. [15], [22]. Los PSs al igual que las
proteinas pueden modificarse. Dentro de ellos se destacan las pectinas, alginato,
quitosano, diferentes gomas, entro otros [15], [22].

1.7. Proteinas

Las proteinas son biopolimeros lineales compuestos de aminoacidos en
configuracién a-L unidos entre si por enlaces peptidicos. En la naturaleza, se
encuentran comunmente 20 aminodcidos diferentes que se pueden clasificar de
acuerdo con las propiedades de sus grupos laterales como alifaticos, aromaticos,
cargados (positivos 0 negativos) o polares [22]. La estructura molecular de una
proteina dependera de la secuencia de aminodcidos y de las condiciones ambientales
como exposicién a diferentes temperaturas, presion, presencia de solventes, pH y
fuerza idnica. Las proteinas tienden a adoptar una estructura tal que minimice la
energia libre global del sistema [15]. Para la utilizacion de las proteinas en la
produccion de sistemas de delivery deben conocerse algunas caracteristicas
fisicoquimicas como su Tm, pl, perfil de potencial { versus pH, sensibilidad a iones
mono o multivalentes y susceptibilidad a las enzimas. Estas caracteristicas permitiran
establecer condiciones que promuevan la asociacién de moléculas proteicas entre si o
con otras moléculas no proteicas [15].

Las proteinas presentan grandes ventajas sobre otros materiales para ser
utiizadas como sistemas de encapsulacion en alimentos, entre ellas, su
biocompatibilidad, no toxicidad, biodegradabilidad, abundancia y bajo costo [16]. Otra
caracteristica importante de las proteinas es que son anfifilicas (resultado de la
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distribucion de los aminoéacidos hidrofébicos e hidrofilicos en su secuencia), lo que
permite la formacion de complejos de inclusién con ligandos hidrofébicos, permitiendo
la vehiculizacion de los mismos [29]. Mediante el ensamblaje y el atrapamiento de
ligandos hidrofébicos dentro de un biopolimero anfifilico como las proteinas, un CB
pobremente soluble en agua se solubiliza de manera efectiva, ya que los dominios
hidrofilicos del polimero tienden a apuntar hacia el agua y el CB hidrofébico es
adsorbido en dominios hidrofébicos del polimero. Ademéas de la solubilizacién, el
atrapamiento dentro de una particula anfifilica confiere una proteccion significativa al
CB atrapado [29]. Dentro de las proteinas mas estudiadas en la uniéon a ligandos
hidrofébicos se encuentra la BLG [30], [31] y la BSA [32], entre otras, ya sea en su
forma nativa o formando nanoparticulas. Sin embargo, una de las proteinas que no ha
sido extensamente estudiada en este sentido es la ovoalbumina (OVA), la cual es
objeto de estudio de la presente tesis doctoral.

1.8. Ovoalbumina: caracteristicas generales

La OVA es la proteina mas abundante de la clara de huevo y la que contribuye
principalmente a sus propiedades funcionales. En el huevo de gallina constituye el
54% del total de proteinas de la clara, mientras que en pavo y pato un 40%. Es una
fosfoglicoproteina monomérica [33], [34] y es la principal responsable de las
propiedades funcionales de la clara, tales como la capacidad gelificante, espumante,
emulsionante y de retencion de agua [34]. Esto se debe no solo a que la OVA es la
proteina mayoritaria de la clara de huevo, sino a sus excepcionales propiedades
térmicas y superficiales [35].

La OVA es una proteina globular (Fig. 3) que estd constituida por 385
aminodcidos, de los cuales la mitad son hidrofébicos y la tercera parte son cargados,
mayormente acidos, confiriéndole un pl de 4,5. Posee un PM de 43 kDa y diametro
hidrodinamico (dw) medio de 6,4 nm. Ademas, posee 4 grupos sulfhidrilo (SH) ocluidos
en el interior de la proteina globular y un enlace disulfuro (SS) por macromolécula [35].
En su forma purificada esta constituida por una mezcla con tres isoformas llamadas
A1, A2 y A3, de acuerdo al numero de residuos fosfato unidos (dos, uno y cero,
respectivamente) [36], [34]. Los sitios de fosforilacion son Ser68 y Ser344. La proteina
posee, ademas, una cadena hidrocarbonada simple que representa un 3% del peso y
esta covalentemente unida al nitrégeno amido de Asn292 [33]. Casi toda la cadena
polipeptidica estd implicada en una estructura secundaria bien definida, con tres
laminas B, nueve hélices a y tres segmentos helicoidales cortos de tres a cuatro

residuos [37].
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La OVA nativa (N-) puede ser convertida en estable (S-) a través de la formacién
de un intermediario (I-). Todas estas especies son capaces de agregarse, por ejemplo,
térmicamente. A su vez, la especie nativa puede estar formada por una fraccién N1y
otra N2. Esta ultima puede desnaturalizarse, pero no agregarse. La cantidad de S-
OVA dependera del tiempo de almacenamiento y del pH interno de los huevos [38].
Debido a aspectos estructurales, la OVA se incluye en la superfamilia de las serpinas
(inhibidoras de serin-proteasas), la cual incluye mas de 300 miembros homélogos que
comparten una estructura terciaria comuan, aunque la OVA no presenta efecto inhibidor
de proteasas [36], [39].

Figura 3. Estructura terciaria de la OVA (Figura modificada de Huntington y Stein, 2001 [40]).

1.9. Antecedentes de desnaturalizacion y agregacion térmica de

ovoalbumina

Como se menciond anteriormente, a partir de proteinas globulares se pueden
formar nanoparticulas simplemente calentando sus soluciones. Estas proteinas se
despliegan por arriba de su Tm, exponiendo asi los grupos hidrofébicos normalmente
ocluidos en su interior. Como resultado, las proteinas comienzan a agregarse a través
de interacciones hidrofébicas y formacién de SS [41]. El proceso de agregacion es
irreversible y puede detenerse reduciendo rapidamente la temperatura. La fuerza
ionica, el pH y la temperatura influyen fuertemente en la desnaturalizacién y
agregacioén de las proteinas globulares y, por lo tanto, en el tamano de las particulas
producidas. El tamano de particula generalmente aumenta al aumentar la fuerza
idnica, la concentracion de proteinas, la temperatura y el tiempo de calentamiento. Las
particulas tienden a ser mas pequenas cuando se producen a un pH alejado del pl de
la proteina [22].
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La OVA es especialmente susceptible a la desnaturalizacion superficial y
coagulacion interfacial. Esto es lo que le confiere excepcionales propiedades de
espumado a la clara de huevo [35]. Cuando las proteinas globulares son calentadas,
las moléculas se despliegan por lo que parte de las regiones hidrofébicas internas
quedan expuestas. Este proceso de desnaturalizacion es seguido por agregacién [34].
Debido a la desnaturalizacion, pueden ocurrir interacciones hidrofébicas y exposicion
de SH, los cuales pueden formar SS, a través de una reaccion irreversible [38].

La siguiente ecuacidn se detalla para describir el proceso de desnaturalizacién
térmica irreversible de una proteina [38]:

ky/k_ K .
Ny U5 Dy— A (Ecuacion 1)

donde, N, U, D y A son las formas nativa, desplegada, desnaturalizada y agregada de
la proteina, respectivamente; mientras que ki, k.1 y k2 son las constantes de velocidad
para las reacciones correspondientes. De este modo, la desnaturalizacién irreversible
de las proteinas involucra al menos dos pasos, el desplegamiento reversible de la
proteina nativa, seguido por la alteracion irreversible del estado desplegado a un
estado desnaturalizado [38]. Se sabe que la temperatura de desnaturalizacion de OVA
es 80,1°C [42].

En lo que respecta al proceso de desnaturalizacién térmica de OVA se sabe, en
base a diferentes estudios, que la cinética de desnaturalizacion (tiempo medio de
reaccion) es independiente de la concentracidn de proteina (en el rango de 0,1-60 g/L)
y de NaCl (3-100 mM), pero fuertemente dependiente de la temperatura. A 80°C, el
50% de la proteina se desnaturaliza y agrega en menos de 2 min, mientras que a
68,5°C este proceso tarda aproximadamente 6 h [38]. Ademas, se encontré que
cuando la OVA fue sometida a largos tiempos de calentamiento, present6
aproximadamente un 20% de mondmeros correspondientes a una fraccion
intermediaria estable (SI-OVA). La abundancia de esta fraccidn no dependié de la
temperatura en el rango de 72-85°C. La fraccién Sl corresponde a monémeros que
son desnaturalizados, pero no agregados. Es importante aclarar que los autores
encontraron que la OVA preparada a partir de diferentes lotes de huevos dio como
resultado diferentes cantidades de SI-OVA, pudiendo esto relacionarse con el tiempo
de almacenamiento, ya que el aumento del tiempo de almacenamiento da como
resultado un incremento de la fraccion Sl [38].

Segun las condiciones del medio, la agregacién proteica inducida por tratamiento
térmico puede dar lugar a la formacién de un gel. Por ejemplo, las soluciones de OVA
a pH 7,0 calentadas a 78°C durante 20 h y a baja fuerza ibénica (NaNs 3,0 mM)

gelifican a una concentracion mayor a 60 g/L, mientras que para alta fuerza idnica
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(NaCl 0,1 M) gelifican a una concentracién mayor a 12 g/L [34]. Calentando por debajo
de la concentracién de formacion del gel pueden formarse agregados de diferentes
tamarnios y morfologias, dependiendo de las condiciones del medio [43]. En este
sentido, se sabe que al calentar soluciones de OVA (20 g/L) a 80°C por 6 h a
diferentes pH y fuerzas idnicas se obtienen diferentes morfologias, entre ellas:
agregados lineales (utilizando pH 9,0 y NaCl 0,03 M con un tamafo medio resultante
de 33 nm), lineales ramificados (a pH 7,0 y NaCl 0,03 M con un tamafo medio de 16
nm), esféricos (pH 7,0 y NaCl 0,3 M cuyo tamafio medio fue 30 um) y esféricos
aglomerados (pH 5,0 y NaCl 0,8 M con tamano medio de 80 pm). Este
comportamiento se puede explicar por efecto de la fuerza iénica y el pH sobre las
interacciones electrostaticas y la carga neta, respectivamente. A pH cercano al pl, la
carga neta se aproxima a cero por lo que se ve minimizada la repulsién electrostatica y
consecuentemente, predomina la agregacion, mientras que a un pH alejado del pl
predomina la repulsion y los agregados formados poseen menores tamaros [43].
Croguennec y col. (2007) [35], produjeron agregados de OVA en un rango de tamario
de 67-272 nm al calentar soluciones de OVA (10 g/L; pH 7,0; NaCl 50 mM) durante 5,
10, 20 y 40 min a 80°C. Los autores hallaron que a mayor tiempo de calentamiento
mayor era el tamafo de los agregados obtenidos. En dichos agregados se verifico un
aumento considerable en la hidrofobicidad superficial producto de la exposicion de
grupos hidrofébicos ocluidos en la estructura globular nativa mediante fluorescencia
extrinseca, destacandose que luego de 5 min de calentamiento, un aumento en el
tiempo de calentamiento no gener6 un aumento adicional en la fluorescencia
extrinseca [35]. Al estudiar los SH libres, los autores observaron que luego de 5 min de
calentamiento, el 65% de los SH de la proteina habian sido expuestos, mientras que
luego de 40 min este porcentaje aumentaba a 75%. Esto hace concluir a los autores
qgue en muestras de OVA tratadas térmicamente, la polimerizacién de las moléculas de
OVA es impulsada principalmente por reacciones de intercambio SH/SS que conducen
a grandes estructuras macromoleculares en comparacion con las moléculas de OVA
nativa [35]. En el mismo sentido, otro estudio donde se calentd la OVA a 80°C por un
periodo de 0-10 dias mostr6 que el nimero total de grupos SH decreci6é gradualmente
al aumentar el tiempo de calentamiento, mientras que los grupos SH en la superficie
de OVA aumentaron gradualmente. Estos resultados sugieren que la exposicién de
grupos SH en la superficie de OVA y el posterior intercambio de grupos SH/SS puede
suceder simultdneamente durante el calentamiento lo que resulta en una
polimerizacidén debido a la formacion de SS junto con interacciones hidrofdbicas [42].
En los dltimos afos nuestro grupo de investigacion ha realizado estudios

relacionados al disefio y produccién de nanoparticulas basadas en OVA. En este
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sentido, se obtuvieron agregados de OVA inducidos por tratamiento térmico controlado
a diferentes temperaturas (60, 70 y 80°C), tiempos de calentamiento (3, 5y 10 min),
pH del medio acuoso (5,5; 6,0 y 6,5) y concentracion de proteinas (5, 10y 14,2 g/L)
[24]. A partir de los mismos, se sabe que el tamano de los agregados de OVA
aumento tanto con el aumento del tiempo como con la temperatura de calentamiento.
Cabe resaltar que para la temperatura de 60°C no se observd la formacion de
agregados para ningun tiempo de calentamiento. El pH del medio acuoso durante el
calentamiento también es un factor clave en el tamafo de particula y en la morfologia
de los agregados proteicos, porque modulan la magnitud de las interacciones
intermoleculares entre las proteinas [43]. A pH 5,5; se observaron agregados en el
orden micrométrico (2.107-4.077 nm), esto podria deberse a que las macromoléculas
de OVA estan cercanas a su pl (4,5) con una carga neta baja y, en consecuencia, una
repulsion electrostatica reducida entre las mismas. Esta condicion induce a las
macromoléculas de proteinas a acercarse y, en consecuencia, promover agregados de
OVA de altos tamanos moleculares. Por otro lado, el pH 6,5 generé agregados del
orden nanométrico (76-192 nm). Este pH estd mas alejado del pl de la proteina, por lo
que la repulsion electrostatica entre macromoléculas de OVA seria mayor y
promoveria la formacién de agregados de menor tamario [24]. Otra variable importante
en la formacién de agregados proteicos es la concentracién de proteina. En general,
se observé que un aumento en la concentracion de proteina causaba agregados de
mayor tamano. Este resultado se atribuyd a que el tamafno del agregado proteico
estaria influenciado por el numero inicial de moléculas de proteina durante el
tratamiento térmico. Otra determinacion fue la hidrofobicidad superficial mediante
medidas de fluorescencia extrinseca utilizando la sonda acido 1-anilino naftalen 8-
sulfénico (ANS). Se encontr6 que los agregados producidos a 80°C y 5 min de
calentamiento, presentaron la mayor hidrofobicidad superficial lo que podria implicar
una mayor union a CBs hidrofébicos [24]. Finalmente, se estudié la capacidad de unir
un CB hidrofébico modelo, como el LA, mediante la absorbancia (ABS) a 400 nm
(turbidez). La capacidad de union de LA por OVA fue alrededor del 34%, mientras que
la capacidad de unién de LA para las diferentes nanoparticulas de OVA obtenidas
estuvo en el rango de 49-69%, es decir, 1,4-2,0 veces mayor que la capacidad de
unién de OVA. La menor capacidad de unién de LA por OVA se explicd en términos de
los grupos hidrofébicos ocluidos, menos disponibles para la unién de LA. La capacidad
de unién mas alta fue para la nanoparticula de OVA de menor tamario, atribuyéndose
esto al area superficial especifica de la nanoparticula, es decir, un tamafo mayor

generaria un area superficial especifica menor para la unién de LAy, por el contrario,
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un tamafio mas pequeno produciria una superficie especifica mas alta y una mayor
unién de LA [24].

Posteriormente, en base a los resultados anteriores, una soluciéon de OVA de 10
g/L en NaCl 50 mM y pH 7,5 se tratd térmicamente a 75, 80 y 85°C durante 0, 5, 10,
15 y 25 min, obteniéndose nanoparticulas proteicas en el orden de 100 nm [20]. En
este trabajo se observé que la mayor hidrofobicidad superficial se hallaba para los
agregados formados a 80°C y 5 min de calentamiento, seguido de aquellos formados a
85°C y 5 min de calentamiento. Ademas, se determind la Ka mediante fluorescencia
intrinseca para las nanoparticulas producidas y el LA, obteniéndose el mayor valor
para aquellas producidas a 85°C y 5 min. En base a esto, se concluyé que la
capacidad de las nanoparticula de OVA para unir LA dependeria no solo de la
hidrofobicidad superficial, sino también de caracteristicas estructurales de la
nanoparticula, como puede ser la disponibilidad de sitios hidrofobicos en la superficie o
en la estructura interna de los agregados, capaces de acomodar las moléculas de LA
[20].

Finalmente, se estudié la cinética de union de LA a la nanoparticula de OVA
obtenida a pH 7,5 por tratamiento térmico a 85°C durante 5 min [21]. El estudio de
curvas de turbidez en funcién del tiempo para diferentes relaciones nanoparticula de
OVA/LA, y su ajuste a un modelo cinético de pseudo-segundo orden permitié
establecer un modelo para la formacién de los nanocomplejos de inclusién de dos
etapas: i) la disrupcién de las estructuras supramoleculares de LA que tendria lugar
debido a la migracién de las moléculas de LA de dichas estructuras al medio y ii) la
adsorciéon de los mondémeros de LA a la nanoparticula de OVA [21]. M&s aun, el
estudio de los parametros termodinamicos como energia libre (AG°), entalpia (AH?) y
entropia (AS°) permiten describir la naturaleza de las interacciones entre la
nanoparticula y el LA. Los valores positivos de AH° hallados por los autores indican
que la adsorcién del LA a la nanoparticula corresponde a un proceso endotérmico,
mientras que los valores negativos de AG® y menores a -10 kd/mol, para diferentes
temperaturas, sugieren la naturaleza espontanea del proceso de adsorcion a traves de
un mecanismo fisico. Mas aun, los valores positivos de AH? y AS® sugieren que el LA
se absorbe a la nanoparticula de OVA por interacciones hidrofébicas. Ademas, al
evaluar el término Temperatura.AS°, fue mas grande en magnitud que el término AH®,
por lo que el proceso de adsorcion seria conducido entropicamente, es decir, que las
moléculas de solvente que rodean tanto a las moléculas de LA como a las de
nanoparticula se disponen en una forma menos ordenada cuando toma lugar el

proceso de adsorcion via interacciones hidrofébicas [21].
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En otro estudio, se llevd a cabo una caracterizacion extensa del mecanismo de
unién e interaccién entre la OVA y el CB curcumina encontrando una gran mejora en la
solubilidad en agua y en la actividad antioxidante del CB después de la formacién del
nanocomplejo de inclusion. Ademas, la degradacién fotoquimica fue 30% menor para
el nanocomplejo con OVA respecto a la curcumina libre [44], [45]. Esto demuestra que
la proteina nativa también tiene la capacidad de solubilizar/vehiculizar CBs
hidrofébicos y no solamente sus nanoparticulas agregadas.

1.10. Compuestos bioactivos

Un CB es un compuesto que tiene la capacidad y la habilidad de interactuar con
uno o mas componentes del tejido vivo al presentar una amplia gama de posibles
efectos sobre la salud. El origen de estas sustancias puede ser natural: terrestre o
acuatico; una fuente vegetal, animal u otra (por ejemplo, microorganismos) o sintética:
parcial o totalmente [46]. Como se deduce de esta definicion existe un enorme namero
de CBs, entre ellos podemos nombrar diferentes vitaminas, PUFAs, compuestos
fendlicos (como flavonoides, taninos, acidos fendlicos entre otros), etc. Dentro de esta
gama de compuestos con acciones sobre la salud humana son de particular interés
aquellos compuestos hidrofébicos o insolubles en agua que muchas veces son
sensibles a diferentes factores ambientales como la luz y el O2 haciendo necesaria su
encapsulacion tanto para solubilizarlos como para protegerlos. A continuacion, se
describen algunos de ellos y se dan ejemplos de compuestos que han sido estudiados
en relacion a su capacidad de formar nanocomplejos con proteinas.

Vitaminas: Las vitaminas A, D, E y K y los carotenoides son compuestos
liposolubles que estan naturalmente presentes en alimentos o son usados como
excipientes en diferentes campos industriales como el farmacéutico o el cosmético.
Aunque los carotenoides no pertenecen a la clasificacion habitual de vitaminas, son
estudiados como tales debido a que 50 de los 600 carotenoides fueron identificados
como pro-vitamina A. Las vitaminas liposolubles son sensibles a la oxidacion, por lo
tanto, la encapsulacién podria constituir un método apropiado para preservar sus
propiedades durante el almacenamiento y mejorar sus propiedades fisioldgicas al
verse protegidas frente a la temperatura, la luz, los radicales libres y el O2. La
encapsulacion también puede favorecer una mayor eficiencia de administracion,
permitiendo dosis mas pequefias y disminuyendo asi posibles sindromes de
hipervitaminosis y efectos secundarios [47]. Existen numerosos estudios de union
entre proteinas globulares y diferentes vitaminas, un ejemplo es la vitamina D que es

una hormona esteroide y estd involucrada en el metabolismo del Ca. Se han
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desarrollado nanoparticulas entre quitosano y proteinas de soja con una alta eficiencia
(superior al 95%) para encapsular vitamina D3 y permitir su liberacién controlada [48].
Otro ejemplo son las nanoparticulas de zeina con quitosano obtenidas para la
encapsulacion de Vitamina D3 [49].

Polifenoles: Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas que
generalmente estan involucrados en la defensa contra la radiacion ultravioleta (UV) o
la agresién de patdgenos. Su estructura molecular consta de varios anillos fenélicos.
Existen muchas moléculas que poseen una estructura polifendlica y que pueden ser
clasificadas en funcién del numero de anillos fendlicos que contienen y de los
elementos estructurales que unen dichos anillos entre si. De este modo se distinguen
los &cidos fendlicos, los flavonoides (donde se incluyen las antocianinas), los
estilbenos y los lignanos. En lo que respecta a los efectos benéficos sobre la salud, los
polifenoles jugarian un importante rol en la prevencion de varias enfermedades
asociadas con estrés oxidativo, procesos inflamatorios, cancer y enfermedades
cardiovasculares y neurodegenerativas [50]. Por lo tanto, existe un interés
considerable en el uso de estos CBs como ingredientes nutracéuticos en productos
alimenticios y bebidas. Sin embargo, la incorporacion de estos CBs en productos
comerciales actualmente esta limitada por su baja solubilidad en agua, inestabilidad a
cambios de pH, sensibilidad a la radiacion UV y baja biodisponibilidad oral. En este
sentido, se ha desarrollado una nanoparticula por tratamiento térmico de BLG a 70°C
por 20 min con una EE de antocianinas del 45%. Las mismas mostraron una gran
capacidad antioxidante y una proteccién de las antocianinas frente a la digestién
gastrointestinal [51]. Otro ejemplo es la formacién de nanoparticulas de zeina por un
método de precipitacion para la encapsulacién de timol y carvacrol, dos monoterpenos
con actividad antimicrobiana. Las nanoparticulas mostraron eficiencias de
encapsulacion muy altas (mayores al 92%) para ambos compuestos luego de 90 dias
de ser almacenadas a 20°C [52]. Ambos compuestos encapsulados mostraron una
elevada actividad antimicrobiana contra las bacterias Gram positivas Listeria
monocytogenes y Staphylococcus aureus al desintegrar sus membranas plasmaticas
[52].

Acidos grasos poliinsaturados (PUFAs): Los PUFAs son AG que presentan
mas de una insaturacién (C=C) en su cadena carbonada. Una descripcibn mas
detallada sobre ellos se desarrollara en el Capitulo 3 de la presente tesis.
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OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Reunir conocimientos, desde un punto de vista basico y aplicado, que permitan
la obtencién y caracterizacién estructural de nanocomplejos de inclusién para el
delivery, proteccion y liberacion de compuestos bioactivos (CB) hidrofobicos a partir de
nanoparticulas de ovoalbumina (OVA) que puedan ser utilizados como potenciales

agentes bioactivos.

2.2. Objetivos especificos

Objetivo 1: Estudiar y caracterizar la formacién de nanocomplejos de inclusion
obtenidos por ensamblaje de OVA y sus nanoparticulas derivadas con retinol
(RET).

Objetivo 2: Estudiar y caracterizar la formacion de nanoparticulas biopoliméricas
(NPB) entre los nanocomplejos de inclusion con RET y la pectina de alto metoxilo
(PAM).

Objetivo 3: Caracterizar estructural y fisicoquimicamente los nanocomplejos de
inclusién obtenidos por ensamblaje de OVA y sus nanoparticulas derivadas con
acido linoleico (AL) y acido linoleico conjugado (CLA).

Objetivo 4: Evaluar el comportamiento de los hanocomplejos de inclusién con CLA en
condiciones gastrointestinales simuladas (in vitro).

Objetivo 5: Evaluar el comportamiento de los nanocomplejos de inclusion con CLA
bajo un sistema de digestion gastrointestinal in vitro adecuado para regimenes
diluidos y estudiar la actividad antitumoral in vitro de los mismos.
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CAPITULO 1

3.1. INTRODUCCION
3.1.1. Vitaminas

Las vitaminas son un grupo dispar de compuestos, tienen poco en comudn
quimicamente o en sus funciones metabdlicas. Nutricionalmente, forman un grupo
cohesivo de compuestos organicos que se requieren en la dieta en pequenas
cantidades (ug o mg por dia) para mantener la salud normal y la integridad metabdlica
[53]. Para que un compuesto se considere una vitamina, se debe demostrar que es un
componente esencial de la dieta. Su eliminacién, debe dar como resultado una
enfermedad por deficiencia claramente definida, y la restauraciébn debe curar o
prevenir esa enfermedad. [53].

Existen dos grandes grupos de vitaminas: las solubles en agua (Bio
tiamina, B> o riboflavina, Bs 0 niacina, Bs 0 acido pantoténico, Bs 0 piridoxina, Bs 0
biotina, By 0 &cido félico, B2 0 cianocobalamina y C) y las solubles en lipidos (A, D, E
y K). Cada vitamina cumple una funcién determinada en el organismo humano y tanto

su deficiencia como su exceso generan diferentes patologias.

3.1.2. Vitamina A o retinol: caracteristicas generales y funcion biolégica

El retinol (RET) o la vitamina A (Fig. 4) se encuentra so6lo en el reino animal,
principalmente en el higado, asi como en la leche, el huevo, el pescado, etc. En los
vegetales no existe como tal, pero si como sus provitaminas o precursores
carotenoides, siendo el B-caroteno el mas importante. En el proceso de conversion del
B-caroteno en vitamina A soOlo se alcanza el 50% de transformacion, por esto el B-
caroteno, que es la provitamina mas activa, sélo tiene el poder del 50% de la vitamina
A. La recomendacién de consumo diario, corresponde a 0,3 mg de vitamina A o a 0,6
mg de B-caroteno [54] aunque este valor depende del sexo y la edad y varia segun la
recomendacion de diferentes paises [53]. La Organizacién Mundial de la Salud
recomienda una ingesta diaria de 0,6 mg de vitamina A para hombres y mujeres entre
10 y 65 afos siendo este valor mayor para mujeres embarazadas o adultos mayores a
65 afos [53].

Quimicamente, el RET esta compuesto de tres dominios estructurales: un anillo
B-ionona, una cola isoprenoide y un grupo polar final. La estructura de dobles enlaces
conjugados lo hace susceptible a la isomerizacién, oxidacion y degradacion. El RET es
biol6gicamente inerte y ejerce sus funciones biolégicas dando lugar a metabolitos
activos [55]. Es un compuesto soluble en grasa que es critico para el desempefo
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correcto de muchos procesos biolégicos, incluyendo la visién, el crecimiento fetal, la
respuesta inmune, la diferenciacion y proliferacion celular, y desempefa un papel
importante en diferentes patologias [56], [57]. Es el precursor inmediato de dos
importantes metabolitos activos o retinoides: el retinal, que desempefia un papel clave
en la vision; y el &cido retinoico (AR), que sirve como un mensajero intracelular en la
transcripcién de genes [55]. In vitro, y en animales de experimentacion, el RET tiene
una accion anticancerigena relacionada con su papel en la modulacién de la expresién
génica y la diferenciacion de tejidos. Retrasa el inicio y el crecimiento de algunos
tumores, sin embargo, solo muestra estos efectos antitumorales a niveles toxicos para

el ser humano [58].
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Figura 4. Estructura de RET o vitamina A (Figura modificada de Dergal, 2006 [54]).

Aunque no se conoce totalmente su funcién biolégica, su carencia inhibe el
crecimiento, produce endurecimiento de epitelios en diferentes partes del cuerpo,
principalmente de los sistemas respiratorio, visual, reproductivo y urinario, y afecta las
estructuras ésea y dental [55]. La deficiencia de RET es un problema grave de
nutricion en salud publica y es probablemente la causa mas importante de ceguera
prevenible entre los nifos en los paises en desarrollo. Su deficiencia es un factor
significativo en la susceptibilidad infantil a la infeccién y, por lo tanto, en la morbilidad y
mortalidad en los paises en desarrollo [58]. La deficiencia leve resulta en una
adaptacion deteriorada a la oscuridad, pero a medida que la deficiencia progresa
produce ceguera nocturna. Una deficiencia mas prolongada y grave conduce a la
xerosis conjuntival: metaplasia escamosa y queratinizacion de las células epiteliales de
la conjuntiva con pérdida de células caliciformes en la mucosa conjuntival, lo que
provoca sequedad, arrugas y engrosamiento de la cornea (xeroftalmia). A medida que
la deficiencia progresa, se produce queratinizacion de la coérnea. En esta etapa, la
condicion aun es reversible, aunque puede haber cicatrices residuales. La siguiente
etapa es la ulceracion de la cérnea debido al aumento de la accion proteolitica,
causando ceguera irreversible. Ademas de la conjuntiva, otros epitelios se ven
afectados por una deficiencia moderada o leve de RET como por ejemplo una mayor
permeabilidad intestinal a los disacaridos, seguido de una reduccién en el numero de

células caliciformes y, consecuentemente, una reducciéon en la secrecién de moco.
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También se produce atrofia del epitelio respiratorio, nuevamente con pérdida de
células caliciformes, seguido de queratinizacion, lo que deriva en una mayor
susceptibilidad a las infecciones [58].

El exceso de RET puede generar toxicidad aguda y crénica. Agudamente,
grandes dosis de RET (mas de 300 mg en una sola dosis para adultos) causan
nauseas, voémitos y dolor de cabeza, con aumento de la presion en el liquido
cefalorraquideo, signos que desaparecen en pocos dias. La toxicidad crénica de RET
es un motivo de preocupacion mas general. La ingesta prolongada y regular de mas
de 9,0 mg por dia en adultos causa signos y sintomas de toxicidad que afectan la piel
causando sequedad excesiva, descamacion y agrietamiento; el sistema nervioso
central generando dolor de cabeza, nduseas, ataxia y anorexia, todos asociados con
un aumento de la presion del liquido cefalorraquideo; el higado causando
hepatomegalia, hiperlipidemia y cambios histolégicos en el higado, incluido el aumento
de la formacién de colageno; y los huesos provocando dolores articulares,
engrosamiento de los huesos largos, hipercalcemia y calcificacion de tejidos blandos,
pero con densidad mineral 6sea reducida [58].

Dado que el RET posee efectos benéficos sobre la piel, ya que es un factor en el
control de la queratinizacion de la piel normal, ha sido utilizado principalmente en
cosmética para el tratamiento tanto de arrugas, acné y discromia [59] como para el
tratamiento de diferentes afecciones. Existen numerosas formulaciones y patentes
sobre estos productos cosméticos. Algunos de ellos son: Accutane® basado en AR
utilizado para el tratamiento de acné y psoriasis [58], cremas solares dado que
absorbe radiacion UV, cremas post-solares para la hidratacién de la piel (Retinol Plus
LACA®) y serums para el tratamiento de arrugas ya que influye en la correcta
formacion y desarrollo de células epiteliales y estimula la produccion de colageno
manteniendo la turgencia, elasticidad y grosor cutaneo (Ultra Retinol Lidherma®). La
mayoria de estas tecnologias se han desarrollado para aplicaciones cosméticas o
farmacéuticas y su aplicacién en productos alimenticios esta poco caracterizada [60].

3.1.3. Metabolismo de retinol

La vitamina A tiene diferentes formas quimicas en el organismo dependiendo de
su ubicacién y funcion: RET, ésteres de retinilo, retinal y AR (Fig. 5) [47]. EI RET y los
esteres de retinilo son las formas retinoides mas abundantes en el cuerpo.
All-trans-RET es, por definicion, vitamina A. Cuando un grupo acilo se esterifica en el
extremo hidroxilo de RET, se forma éster de retinilo que es la forma de
almacenamiento de RET. Los ésteres de retinilo no tienen actividad biol6gica conocida
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aparte del almacenamiento de RET y como sustrato para la formacién del croméforo
visual 717-cis-retinal. EI RET es una forma de transporte y una forma precursora, que
se convierte mediante una enzima en AR a través de un proceso de oxidacién de dos
etapas. El papel principal del retinal es en el ojo para la formaciéon de pigmento visual.
En los tejidos, el retinal sirve como intermediario en la sintesis de AR a partir de RET
[61].

All-trans-Retinol All-trans-B-Caroteno
Ester de retinilo (R= grupo acilo) 11-cis-Retinal All-trans-Acido retinoico

5. Estructura quimica de RET, AR, retinal, éster de retinilo y B-caroteno (Figura modificada de
O’Byrne y Blaner, 2013 [61]).

La vitamina A se ingiere principalmente como RET, ésteres de retinilo o
moléculas pro-RET como B-caroteno (Fig. 5) [47]. Los ésteres de retinilo se hidrolizan
en RET en el intestino, se incluyen en micelas mixtas y luego se absorben en los
enterocitos mediante difusién pasiva o mediante el transportador especifico scavenger
receptor class B type 1. El RET se esterifica en los enterocitos antes de su inclusion en
quilomicrones. Los ésteres de retinilo son la forma circulante de RET hasta los sitios
de almacenamiento, que son principalmente higado, rinones, tejido adiposo y células
pulmonares. Cuando el RET se libera de los sitios de almacenamiento, forma un
complejo con la proteina de unién a RET (RBP). El complejo RET-RBP es la forma
circulante de RET. El RET se puede convertir en retinal, que participa en la visién
nocturna. Su oxidacién es catalizada por la retinal reductasa y produce AR. El AR
regula la proliferacién celular, la diferenciacién y la morfogénesis. También es un
agente terapéutico utilizado para el tratamiento de leucemia, cancer de piel y otras
enfermedades [47].

Los seres humanos no pueden sintetizar RET, por lo que su ingesta debe
realizarse a través del consumo de verduras y frutas (por ejemplo, batata, zanahoria,
verduras de hojas verdes oscuras, calabaza, lechuga, melon, pimiento y frutas
tropicales) ricos en carotenoides pro-RET [62]. Dado que los casos de deficiencia de
RET generalmente se reportan en paises en desarrollo es importante implementar
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estrategias de fortificacién de alimentos [63]. Sin embargo, la incorporacion de RET en
los mismos presenta dos desventajas: (i) su escasa solubilidad en agua, que lo hace
generalmente incompatible con las matrices acuosas, y (ii) su alta sensibilidad a la luz
y al Oz, lo que conduce a su descomposicién fotoquimica, y en consecuencia , al
deterioro de sus propiedades biolégicas [64], [65], [66].

El mecanismo de descomposicion de RET no esta dilucidado completamente,
pero se sabe que la A y la intensidad de la luz con la que interactua determina la
velocidad de la reaccidén fotoquimica [67]. Un estudio mostr6 que el RET es mas
susceptible a la fotodegradacion cuando se expone a A menores de 400 nm, con una
degradacién maxima que se produce entre 330 y 350 nm [64]. Dichas A se encuentran
comunmente en la luz natural del dia. Se ha determinado que el RET es mas sensible
a la luz UV-A (315-400 nm) que a la luz UV-B (280-315 nm). Si bien los productos
detectados después de la irradiacion con luz UV-A y UV-B fueron los mismos,
aparecieron con diferentes dosis de luz UV, en un orden diferente y en diferentes
cantidades. La presencia de O» promueve la fotodegradacién de RET y conduce a
rutas fotoquimicas especificas [65]. Dentro de los compuestos hallados en la
degradacién frente a luz UV-A y UV-B se encuentran: kitol (Fig. 6a), que es un
fotodimero de RET; anhidrovitamina A (Fig. 6b), que se forma tanto en presencia como
en ausencia de O»; compuesto desconjugado | (Fig. 6c), cuya formacién no necesita la
presencia de Oz y es un derivado ciclico de RET; y compuestos desconjugados Il (Fig.
6d-g), que dependen de la presencia de O. y son un derivado epoxido o perdxido de
RET. Algunos de estos derivados pueden ser toxicos, por ello la importancia de la
preservacion de RET [65].
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Figura 6. Estructura de los diferentes compuestos de descomposicion de RET: kitol (a),
anhidrovitamina A (b), compuesto desconjugado | (¢) y compuestos desconjugados Il (d-g)
(Figura modificada de Failloux y col., 2004 [65]).
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3.1.4. Encapsulacion de retinol

Para evitar la degradacion y favorecer la solubilidad de RET, se han
implementado, por ejemplo, el desarrollo de emulsiones [68], micelas [30], SLN [69],
liposomas [70], sistemas de polimero [71], etc. Estas tecnologias se han aplicado
ampliamente en la industria cosmética/farmacéutica [60].

La capacidad para unir ligandos hidrofébicos que muestran algunas proteinas
globulares puede usarse como una estrategia para introducir RET en matrices
alimenticias. En este sentido, las albuminas son las principales candidatas y han sido
muy estudiadas. Entre ellas, la principal proteina del suero de la leche, la BLG muestra
capacidad para unirse a RET. Esta union se debe a fuerzas atractivas no covalentes,
que involucran dominios particulares de la proteina. La proteina BLG tiene dos
bolsillos hidrofébicos que son potencialmente capaces de unirse a ligandos
hidrofébicos: uno en el caliz y el otro en la superficie [72], [73]. Mediante estudios
espectroscopicos y de docking se determin6é que el RET y el AR comparten sitios de
union similares en el céliz central de la BLG. Se observaron interacciones hidrofébicas
e hidrofilicas en la complejacion BLG-retinoide. Esta union altera la estructura
secundaria de la proteina principalmente de la lamina B y la estructura de giro que
conduce a una desestabilizacion parcial de la proteina [72]. En este sentido se observo
que el AR o el RET unido a la BLG se degradd mas lentamente que los retinoides no
unidos a la BLG durante 6 h de irradiacién UV. En este estudio se compar6 el nivel de
descomposicion frente a radiacion UV durante 6 h para los complejos formados entre
el RET y el AR con la BLG y la BSA. El nivel de descomposicién de cada complejo se
increment6 gradualmente con la irradiacion de luz, siendo significativamente mayor
para BSA-AR que para los otros complejos (30% vs. 10% de descomposicién);
ademas BLG-RET tuvo una descomposicion un poco mas baja que BLG-AR y BSA-
RET. Estos valores obtenidos para los complejos fueron mucho més bajos que para la
solucion de RET libre que se descompuso aproximadamente un 55% después de 6 h.
Es decir, el RET y el AR se volvieron mas estables a la degradacion fotoquimica
formando complejos con BLG o BSA [74]. Por otro lado, se informé que la BLG
protegié el RET durante la irradiacion y la exposicién a altas temperaturas o a pH
acido. La estabilidad de RET fue superior al 60% después de 5 h a 60°C (en
comparacion con 30% sin BLG). Mas del 80% del RET inicial se mantuvo estable
después de 5 ha 37°C y en un rango de pH de 3,0 a 9,0 [75].

Otra albumina ampliamente estudiada es la BSA y la albumina sérica humana
(HSA) que poseen la capacidad de unirse al RET y al AR y mejorar significativamente
su estabilidad durante el almacenamiento [76], [32]. De hecho, un estudio reveld que el
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RET y el AR se unen fuertemente a las albuminas séricas formando complejos mas
estables con la BSA que con la HSA. La interaccion de los retinoides con la BSA altera
la estructura secundaria de la proteina, lo que conduce al desplegamiento de la
proteina, mientras que la conformacion de la HSA se estabiliza mediante la
complejacion con el RET y el AR [32]. Otro trabajo estudié la degradacion luego del
almacenamiento de RET y del complejo BSA-RET por HPLC. Los autores hallaron que
en el caso del almacenamiento de RET solo, su contenido disminuyd rapidamente,
alcanzando aproximadamente el 3% después de 7 h, y se observd una pérdida
completa después de 28 h. Al unirse a la BSA, la estabilidad de RET mejord
significativamente con el tiempo de almacenamiento, mas aun a medida que
aumentaba la concentracion de proteina. Cuando las concentraciones de BSA fueron
de 3, 15y 30 uM, los contenidos de RET fueron aproximadamente de 23%, 50% vy
66%, respectivamente, después del almacenamiento durante 52 h y fueron de
aproximadamente 1%, 6% y 9%, respectivamente, después del almacenamiento
durante 628 h [76].

Con el fin de ampliar la aplicaciéon de las estrategias de vehiculizacién de RET
basadas en nanocomplejos de inclusion proteina-ligando, el presente capitulo se basa
en la investigacion de una proteina globular altamente disponible, la OVA como
potencial vehiculo de RET. La capacidad de la OVA para unirse al RET no ha sido
estudiada previamente. De acuerdo a lo antes expuesto, el objetivo del primer capitulo
es estudiar la obtencién de nanocomplejos de inclusion formados por interacciones
atractivas no covalentes entre el RET y la OVA o su nanoparticula inducida por
tratamiento térmico. Ademas, se estudié el efecto de la formacién de estos agregados
nanomeétricos de OVA sobre la estabilidad fotoquimica de RET.

3.2. OBJETIVOS

Los objetivos especificos del capitulo son:
Objetivo 1: Estudiar la formacién de nanocomplejos de inclusion de OVA y su
nanoparticula derivada con RET.
Objetivo 2: Caracterizar mediante parametros fisicoquimicos los nanocomplejos de
inclusion obtenidos.
Objetivo 3: Evaluar la estabilidad fotoquimica de RET en los nanocomplejos de

inclusion obtenidos frente a la luz y el oxigeno disuelto.
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3.3. MATERIALES Y METODOS
3.3.1. Materiales

Para los estudios desarrollados en la presente tesis se utilizé ovoalbumina (OVA)
como proteina globular modelo (producto A5503, pureza del 98% segun electroforesis
en gel de agarosa) y retinol (RET, producto 17772, pureza 95% segun HPLC)
adquiridos en Sigma-Aldrich (EE.UU.). EI RET se mantuvo almacenado a -18°C bajo
atmosfera de N2 para evitar su oxidacién. El acido 1-anilino-8-naftalen sulfénico (ANS)
fue obtenido de Fluka Chemie AG (Suiza). Los reactivos analiticos adicionales fueron
suministrados por Cicarelli (Argentina).

3.3.2. Formacién de nanoparticulas de ovoalbumina y sus nanocomplejos
con retinol

3.3.2.1. Formacidén de nanoparticulas de OVA

Como se menciond anteriormente se sabe que el tratamiento térmico induce la
formacién de agregados de OVA y, dependiendo de la magnitud de las variables del
proceso, como el pH, la temperatura, la concentracién y la fuerza i6nica, muestran
diferentes caracteristicas conformacionales [38], [24]. Para el tratamiento térmico, se
seleccion6 una temperatura en torno a la temperatura de desnaturalizacion de OVA
(80,1°C) [42] en base a ensayos previos [24] con el fin de permitir la exposicion de los
residuos hidrofébicos ocluidos que tiene lugar durante la desnaturalizacion térmica
[35].

Se procedié de la siguiente manera para obtener la nanoparticula de OVA,
llamada a partir de aqui OVA.2 en base al protocolo desarrollado por Sponton y col.
(2015) [20]. Se prepard una solucion de OVA de 10 g/L en NaCl 50 mM. Esta solucién
proteica se hidraté durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, el pH se ajusté a 7,5
con NaOH 0,1 M. Luego, el sistema fue filtrado con una membrana de celulosa cuyo
tamafno de poro fue 0,22 um (Merck Millipore, Alemania) con el fin de eliminar la
existencia de posibles agregados proteicos. La concentracion de proteina se verifico
por espectroscopia de ABS a 280 nm (Jenway 7305, Reino Unido) usando un
coeficiente de extincién molar de 0,712 L.g".cm™ [35]. Se dispensaron alicuotas de 2
mL en tubos de vidrio y se calentaron en un bafo de agua a 85°C durante 5
min. Finalmente, se retiraron los tubos y se enfriaron inmediatamente en un bano de
hielo. Los tubos que contenian las nanoparticulas se mantuvieron a 4°C hasta su

posterior analisis.
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Adicionalmente, la proteina nativa fue utilizada como control. Para lo cual, se
prepard una solucién de OVA 10 g/L en NaCl 50 mM. Esta solucion proteica se hidraté
durante toda la noche a 4°C. El sistema se filtr60 con membrana de celulosa con
tamano de poro de 0,22 um, se determind su concentraciéon y se almacen6 a 4°C
hasta su posterior andlisis.

3.3.2.2. Formacion de nanocomplejos proteina-RET

Los nanocomplejos de inclusion OVA-RET y OVA»-RET se obtuvieron en base a
la capacidad intrinseca de OVA y su nanoparticula derivada para unirse a compuestos
hidrofébicos [20], [21]. Los nanocomplejos se formaron mezclando una solucion de
OVA o de OVAr2 con una solucion etandlica de RET 20 mM en buffer fosfato pH 7,0 50
mM y dejandolos reposar en oscuridad durante 2 h para alcanzar el equilibrio. La
concentracion final de etanol en estos sistemas fue inferior al 1% v/v, por lo que no

cabria esperar alteracion de la estructura proteica [77].

3.3.3. Caracterizacion de nanoparticulas de ovoalbumina y de sus
nanocomplejos con retinol

3.3.3.1. Estudio de interaccion proteina-RET por espectroscopia de
fluorescencia

3.3.3.1.1. Principios de fluorescencia

La luminiscencia es la emision de luz de cualquier sustancia y se produce a partir
de estados electronicos excitados. Se divide en dos categorias: fluorescencia y
fosforescencia, segun la naturaleza del estado excitado [78], [79]. En una poblacién de
moléculas el pasaje de electrones de un unico nivel electrénico fundamental a un
estado excitado es inducido por absorcidén de luz (fotones). En el estado excitado la
molécula es energéticamente inestable y puede retornar al estado basal. Una de las
formas en que puede suceder esto es con la emision de un fotdbn con una tasa de
radiacion constante. De este modo, la fluorescencia se define como la emisién de un
foton por parte de un fluoréforo, al pasar del estado de excitacion al estado basal [78].
El tiempo promedio en el que el fluoroforo retorna de su estado excitado a su estado
basal es alrededor de 10 ns, por lo que la emisién es un proceso muy rapido (108s™).
Por lo tanto, para poder observar la emision de fluorescencia el fluoréforo debe ser
excitado en forma continua [78], [79].
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Los fluoréforos se dividen en dos clases principales: intrinsecos y extrinsecos.
Los fluordforos intrinsecos son aquellos que ocurren naturalmente. Los fluor6foros
extrinsecos son aquellos que se agregan a una muestra que no posee las propiedades
espectrales de fluorescencia deseadas. La fluorescencia intrinseca de las proteinas se
origina en los aminoacidos aromaticos triptéfano (Trp), tirosina (Tyr) y fenilalanina
(Phe). Los grupos indol de los residuos de Trp son la fuente dominante de ABS UV y
emision en proteinas. La Tyr tiene un rendimiento cuantico similar al Trp, pero su
espectro de emision estd mas estrechamente distribuido en la escala de A. Esto da la
impresion de un mayor rendimiento cuantico para la Tyr. En proteinas nativas la
emision de Tyr estd a menudo quencheada, lo que puede deberse a su interaccién con
la cadena peptidica o a la transferencia de energia al Trp. La emision de Phe se
observa solo cuando la proteina carece de residuos de Tyr y Trp. La emisién de Trp es
altamente sensible a su entorno local y, por lo tanto, a menudo se utiliza para detectar
cambios conformacionales en las proteinas [79]. También existen fluoréforos
extrinsecos como el ANS. Este tipo de fluor6foros son frecuentemente débiles o no
fluorescentes en agua, pero presentan una fuerte fluorescencia cuando se unen a
proteinas o membranas [78], [79]. El ANS es anfifilico, por lo que la regién no polar
prefiere adsorberse a las regiones no polares de las macromoléculas. Dado que el
ANS en fase acuosa no contribuye a la emision, la sefal observada se debe a la union
de la sonda con la macromolécula. Ambos tipos de fluoréforos permiten realizar
caracterizaciones estructurales y de interaccion proteina-ligando [79].

La fluorescencia puede ser cuantificada a partir de la obtencién de espectros de
emision usando un espectrofotébmetro de fluorescencia. Un espectro de emision de
fluorescencia es un gréfico de la intensidad de la fluorescencia en funcion de la A de
emision (Aem) medida a una A de excitacidn (Aex) constante [79]. Un espectrofotometro
de fluorescencia consta basicamente de una fuente de luz, un monocromador de
excitacion (M1) o filtro, un monocromador de emisién (M2) o filtro, una celda donde se
coloca la muestra, un detector y un procesador de datos (Fig. 7) [80]. La sefial de
fluorescencia de una muestra en solucion diluida es proporcional a la intensidad de la
luz incidente. Por lo tanto, la fuente de luz para la espectroscopia de fluorescencia
debe tener una salida intensa y estable. En las mediciones de fluorescencia es
necesario restringir el ancho de banda de la luz de excitacion. Para ello, se puede
utilizar un filtro de interferencia 0 monocromador de rejilla (M1). Un monocromador
consiste tipicamente en una rendija de entrada en la que se enfoca la fuente de luz,
una rejilla de reflexion holografica y una rendija de salida. Casi todos los
espectrometros con un monocromador de excitacion también incluyen un sistema de

haz de referencia. El primer componente esencial de dicha unidad es un divisor del
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haz colocado entre la rendija de salida de M1 y la muestra, que de manera
independiente de la A desvia una pequena fraccién (alrededor de 5%) del haz de
excitacién a un contador cuantico. Este ultimo contiene una solucién concentrada de
un fluoréforo de A larga cuidadosamente seleccionado, y emite una sefal de
fluorescencia que es proporcional a la intensidad de la luz que cae sobre él,
independientemente de la A de este ultimo. Esta emisiéon del contador cuantico cae en
un fotodetector secundario. La salida de este ultimo se compara con la del detector
principal del espectrémetro lo que permite cancelar las fluctuaciones de la fuente de
luz y los espectros de excitacion se "corrigen" para que los resultados de diferentes

instrumentos sean comparables [80].

Monocromador 1
(M1) o filtro

Fuente ?

de luz P Monocormador 2

Lt
O 0-0 - \,\/\Q (M2) o filtro

Celda de la
muestra

| Detector

Procesador
de datos

D

B
]

Figura 7. Principales componentes de un espectrémetro de fluorescencia (Figura modificada
de Dia-Garcia y Badia-Laifo, 2019 [80]).

La luz que sale del monocromador M1 se dirige por la ranura de salida y/o una
lente hacia la muestra en una celda adecuada. Muchos instrumentos proporcionan un
obturador entre M1 y la muestra, para protegerla de los efectos de calentamiento y
fotodegradacién hasta el momento en que comienzan las mediciones. En las
mediciones de soluciones convencionales, las muestras se colocan en cubetas de
silice, vidrio o plastico desechable con cuatro caras pulidas y longitudes de trayectoria
de 10 mm o menos. Como la muestra emite fluorescencia en todas las direcciones,
solo el 5%-10% de los fotones emitidos se detectan en la practica en un instrumento
convencional. Después de abandonar el compartimiento de la muestra, las sefnales de
fluorescencia y luz dispersada no deseadas ingresan al monocromador de emision
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(M2) antes de pasar al detector. La funcion de M2 es aislar la senal del fluor6foro
deseado y minimizar las sefiales de dispersion Rayleigh y Raman y la fluorescencia de
fondo. Como en el caso de M1, esto es posible usando un monocromador de rejilla o
uno o mas filtros. El espectro de fluorescencia (espectro de emision) de una muestra
se obtiene escaneando M2 mientras se mantiene la Aex constante [80].

Como la optica de emision normalmente recoge una pequefia fraccién de la
fluorescencia emitida por una muestra en un espectrémetro, es claramente esencial
que el instrumento tenga un detector sensible y estable con una buena respuesta en
todo el rango de A. El detector es casi siempre un tubo fotomultiplicador que consiste
en un tubo de cuarzo o vidrio al vacio conteniendo un fotocatodo. Cuando un foton cae
sobre este catodo, emite un electron. Este electrén estd enfocado a una serie de
multiplicadores de electrones (dinodos) colocados para aumentar las diferencias de
potencial, causando una lluvia de electrones amplificadora, que eventualmente llegara
al anodo y producira una corriente medible [80].

3.3.3.1.2. Determinacién de la interaccion proteina-RET por fluorescencia

intrinseca

Cuando una proteina se une a un ligando (binding), su fluorescencia intrinseca
puede disminuir, fenbmeno que se conoce como apagamiento o quenching de la
fluorescencia [81]. Esto sucede porque los complejos proteina-ligando absorben luz
pero retornan inmediatamente al estado basal sin emisién de fotones [79].

Se examin6 la formacion de los nanocomplejos de inclusion OVA-RET vy
OVA2-RET por espectroscopia de fluorescencia intrinseca. Para esto, OVA y OVA:2
se dispersaron en buffer fosfato pH 7,0 50 mM a una concentracién final de proteina
de 1 uM. Por otra parte, una solucion stock de RET fue preparada a una concentracion
de 20 mM en etanol. Luego, 3 mL de proteina (OVA u OVA,2) se titularon con
volumenes crecientes (0-30 pL) de solucién stock de RET. Los nanocomplejos
proteina-RET se almacenaron en oscuridad durante 2 h para alcanzar el equilibrio. Los
experimentos de fluorescencia intrinseca se realizaron en un espectrofotémetro Hitachi
F-2000 (Japoén), usando una Aex de 280 nm (excitacion de Trp y Tyr) y registrando los
espectros de emisién entre 300 y 425 nm.

El efecto de filtro interno se refiere a la ABS de la luz en la Aex 0 Aem por los
compuestos presentes en la solucién. Por lo general, la optica de los fluorimetros
comerciales enfoca la luz excitante y recoge la emisién desde el centro de la cubeta.
Por lo tanto, cuando la ABS en la Aex s significativa, menor cantidad de luz alcanza el

centro de la muestra y, por lo tanto, se reduce la fluorescencia del fluoréforo, mientras
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que la ABS en la Aem reduce la luz emitida que llega al detector. Esto es un problema si
el ligando utilizado en una titulacion absorbe en la Aex y/0 Aem [82] (Apéndice, Seccion
9.1). Los datos de intensidad de fluorescencia (IF) se corrigieron por el efecto de filtro
interno debido a la ABS de RET en el rango 250-400 nm, segun van de Weert y Stella
(2011) [82] (Ecuacion 2).

Aexdex+Aemdem

[F oy = [Fppex10 2 7 2 (Ecuacion 2)
donde IFer es la intensidad de fluorescencia corregida por el efecto de filtro interno,
IFoos €s la intensidad de fluorescencia observada o medida, Aex Yy Aem SON €l valor de
ABS a la Aex ¥ Aem, respectivamente, causada por la adicion del ligando, y dex ¥ dem SON
la longitud de la cubeta (cm) en la direccion de excitacion y emision, respectivamente.
Los espectros de ABS para OVA-RET y OVA..-RET se recogieron de 250 a 450 nm
usando un espectrofotdmetro Perkin Elmer Lambda 20 UV/Vis (EE.UU.). Los valores
de IFer maximos a la Aem fueron expresados en términos de intensidad de
fluorescencia relativa (IFR), siendo IFR= IFcn/IFo, donde IF.n €s la intensidad de
fluorescencia méxima intrinseca del nanocomplejo proteina-RET corregida e IFo
corresponde a la intensidad de fluorescencia maxima intrinseca de la proteina pura
(OVA u OVA2) en solucién. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado a
25°C.

IFeor se utilizd para calcular los pardmetros de unién: niumero de moléculas de
RET unidas (n) y constante de asociacidén (Ka), para lo cual se aplicé el método de
Scatchard modificado (Ecuacién 3; [25]).

_f _Ltotal(l_ )_L L Fi—IF, HP
Piotal (1 — ) = == E 1 - i f = T (Ecuacion 3)

donde Pua €S la concentracion total de proteina, Liwta €S la concentracion de ligando
(RET en este caso), n es el numero de moléculas de ligando unidos a la proteina en la
saturacion, fi es la fraccion de sitios ocupada por el ligando; IFo, Fmax ¥y Fi son la

fluorescencia inicial, a saturacion y a la relacion proteina/ligando i.

3.3.3.1.3. Determinacidn de la interaccién proteina-RET por fluorescencia

extrinseca

El modo de uniéon de RET a las proteinas (OVA y OVA,2) fue examinado por
espectroscopia de fluorescencia extrinseca. Los experimentos extrinsecos se llevaron
a cabo utilizando ANS como sonda fluorescente. La sonda ANS tiene la propiedad de
aumentar su fluorescencia cuando se une de manera no covalente a regiones
hidrofébicas expuestas sobre la superficie de la proteina [35]. OVA y OVA.: se
dispersaron en buffer fosfato pH 7,0 50 mM a una concentracion final de proteina de
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1 uM. A continuacion, se prepararon los nanocomplejos de inclusién proteina-RET
como se describi6 previamente. Posteriormente, se afnadieron 9 pL de solucion
ANS 15 mM a cada nanocomplejo. Se obtuvieron espectros de emisién de 420 a 600
nm usando una Aex de 390 nm en un espectrofotometro Hitachi F-2000 (Japon). Del
pico de cada espectro se registrd la intensidad de emisién de fluorescencia maxima
(IFans) y la A correspondiente. Los valores de fluorescencia extrinseca se expresaron
en términos de intensidad de fluorescencia relativa de ANS (IFRans), siendo
IFRans=IFans/IFoans, donde IFans es la intensidad de fluorescencia de emisién de ANS
de los nanocomplejos proteina-RET y IFoans corresponde a la emision de fluorescencia
de ANS de la proteina pura (OVA u OVAr.). Todas las determinaciones se realizaron
por triplicado a 25°C.

3.3.3.2. Estudio de estabilidad coloidal de proteinas

En este trabajo, se plante6 la hipétesis de que la estabilidad coloidal de los
nanocomplejos de inclusién proteina-ligando podria regirse por el comportamiento de
la proteina a diferentes valores de pH. De acuerdo con esto, se prepararon soluciones
de OVA y OVA.. como se menciond anteriormente, y el pH del medio acuoso se
redujo de 7,5 a 2,5 utilizando HCI 1 M. Se asumié que los cambios en el pH no
alteraron significativamente la fuerza i6nica de las soluciones de proteinas. La ABS a
400 nm se determind tan pronto como se prepararon los sistemas, y se consider6
como una medida de la turbidez del sistema [9]. Las determinaciones se llevaron a
cabo en un espectrofotometro Jenway 7305 (Reino Unido). Posteriormente, se
realizaron mediciones de potencial , tal como se describira en la siguiente seccion.
Las soluciones de proteinas a diferentes valores de pH se mantuvieron en reposo a
temperatura ambiente (25°C) y finalmente, se registr6 el aspecto visual de las
dispersiones a las 24 h de preparacion por medio de una camara de fotos (Cyber-shot
12.1 mpx, Sony, USA). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado a 25°C.

3.3.3.2.1. Determinacién de tamaio de particulas por dispersion dinamica
de luz

La dispersién de luz dinamica (DLS, del inglés Dynamic Light Scattering) es una
técnica no invasiva y no destructiva que permite medir el tamafio de una gran
poblacién de particulas en un corto tiempo [83]. Un sistema DLS tipico consta de los
componentes principales observados en la Fig. 8. En primer lugar, un laser que
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proporciona una fuente de luz para iluminar las particulas de la muestra dentro de una
celda. Dado que la intensidad de la luz dispersada debe estar dentro de un rango
especifico para que el detector pueda medirla con éxito, se utiliza un atenuador para
reducir/aumentar la intensidad del laser. La mayor parte del rayo laser pasa a través
de la muestra, pero una parte es dispersada por las particulas dentro de la misma. Un
detector, que es utilizado para medir la intensidad de dicha luz dispersada se
posiciona en un angulo de 90° o 173° respecto del laser dependiendo del modelo del
equipo usado. Esta intensidad pasa a un procesador de sefial digital llamado
correlador. La informacion del correlador pasa luego a una computadora, donde el
software analizara los datos y obtendra informacion sobre el tamano de las particulas

presentes en la muestra [84], [85].
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Figura 8. Esquema basico de los componentes de un equipo de DLS (Figura modificada de
Bhattacharjee, 2016 [85]).

La técnica de DLS se basa en el hecho de que las particulas y las
macromoléculas en solucion a temperatura constante estdn sometidas a movimiento
Browniano, un movimiento aleatorio producto de la colision de las moléculas de
solvente con las particulas bajo analisis. Cuando la viscosidad y la temperatura son
constante, la velocidad del movimiento Browniano dependera del tamano de particula
[84]. Cuanto mas pequefio sea el tamafo de particula, mas rapido sera el movimiento
Browniano y cuanto mas grande, mas lento se volvera. La velocidad del movimiento
Browniano se define por el coeficiente de difusion traslacional (D). Como consecuencia
del movimiento Browniano la luz dispersada del conjunto de particulas fluctuara con el

tiempo. La fluctuacion de la luz dispersada con el tiempo es procesada por el
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correlador que es basicamente un comparador de sefales. El equipo de DLS, mide el
grado de similitud de una sefal consigo misma a intervalos de tiempo fijos, t, t+At,
t+2At, etc., donde At es del orden de los ns o ps. El correlador permanentemente
suma y multiplica fluctuaciones en una escala corta de tiempo a partir de la sefal de
intensidad de luz dispersada y asi genera la funcién de correlacion de la muestra (Fig.
9) [84].

Correlacion perfecta

Correlacion

Particulas grandes

Particulas pequefias

t=0 t= CO

Tiempo

Figura 9. Funcién de correlacion representativa de particulas con diferentes tamafios (Figura
modificada de Malvern Instruments: Zetasizer Nano user manual [84]).

De este modo, si se compara la intensidad de una sefnal consigo misma a tiempo
cero, habra una correlacion perfecta. Con el transcurso del tiempo, la senal ir4
variando, por lo que la correlacion disminuira hasta algun punto en que la sefal final
no tendra relacion con la sefal original y la correlacion se volvera cero. El tiempo que
toma este decaimiento de la funcidén de correlacion es caracteristico de la velocidad de
difusion y, por lo tanto, del tamano de la particula. Si las particulas son grandes, la
sefal cambiara lentamente y la correlacion persistira por mas tiempo que en el caso
de particulas pequefas, donde sucede lo contrario (Fig. 9).

A partir de la deconvolucion de la funcion de correlacibn se obtiene la
distribucion de tamano de particulas (PSD). La PSD obtenida es un grafico de la
intensidad relativa de luz dispersada por las particulas de varios tamafos y es
conocida como distribucién de tamano en intensidad (PSDi) [83]. Cuando la curva de
correlacion es ajustada a un algoritmo cumulante exponencial simple, es posible
obtener un unico valor de D representativo del conjunto de particulas, a partir del cual
es posible calcular un unico valor de du (asumiendo que las particulas tienen forma

esférica) usando la ecuacién de Stokes-Einstein (Ecuacion 4):

kT L.
dy = —— Ecuacién 4
61InD

donde, D es el coeficiente de difusion traslacional (m2.s™); k es la constante de
Boltzmann (1,38 x 102 N.m.K"); T es la temperatura (K) y n es la viscosidad del
solvente (N.s.m?) [83]. El dy medido por DLS se define como el didmetro de una
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esfera rigida que difunde a la misma velocidad de difusiébn que la particula bajo
andlisis (independientemente de si la particula es esférica o0 no) [85].

Por otro lado, el andlisis de cumulantes de la funcion de correlacion permite
obtener un indice de polidispersidad global (Pdl), el cual es indicativo del ancho de una
distribucion de tamano global asumiendo un Unico valor medio. El término
polidispersidad se utiliza para describir el grado de "no uniformidad" de una
distribucion de tamano. Distribuciones con PdI<0,1 se denominan monodispersas,
mientras que valores de PdI>0,1 caracterizan muestras polidispersas pudiendo ser de
polidispersidad moderada (0,1-0,4) o amplia (> 0,4) [85]. Debido a que la intensidad de
luz dispersada es proporcional a la sexta potencia del diametro, la PSDi tenderd a
sesgarse hacia mayores tamafnos de particula y hard mas dificil la medicion de
particulas pequenas, debido a que la contribucién a la intensidad de luz dispersada por
las particulas pequenas sera extremadamente baja en comparacion con las de mayor
tamano cuando ambas estan presentes en la solucion.

En la Fig. 10 se observan dos poblaciones de particulas con igual cantidad o
numero. Sin embargo, en la distribucion en volumen, el porcentaje relativo resulta mil
veces mayor para la poblacion de particulas mas grandes (dado que el volumen de
una esfera es proporcional al radio al cubo), mientras que el porcentaje de intensidad
de luz dispersada es un millon de veces mayor respecto a la poblaciéon de particulas
pequenas (dado que como se dijo anteriormente la luz dispersada es proporcional a la
sexta potencia del diametro segun la teoria de Rayleigh) [84]. Si bien la DLS permite
obtener la PSDi, es posible realizar las trasformaciones a partir de ella a fin de obtener
las PSD en volumen (PSDv) y en nimero (PSDn) aplicando la teoria de Mie, donde

son empleadas las propiedades épticas del analito (indice de refraccién y absorcién).

Numero Volumen Intensidad
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Figura 10. PSD en nimero, volumen e intensidad (Figura modificada de Malvern Instruments:
Zetasizer Nano user manual [84]).
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En la presente tesis, el equipo utilizado en las mediciones de tamafio fue un
Zetasizer Nano ZS90 - Malvern Instruments Ltd. (Reino Unido) equipado con un laser
de He-Ne de A de salida de 632,8 nm. Este equipo permite medir tamanos de
particulas en un rango de 0,6 a 6.000 nm. En las mediciones realizadas, los valores de
du que se informan se obtuvieron a partir del pico de PSDi. El Pdl y la PSDv también
se consideraron en el analisis. Los indices de refraccidon de disolvente y proteina
fueron 1,33 y 1,50 respectivamente [35]. En la presente tesis, siempre que se
realizaron ensayos de PSD, la concentracién de proteina de la muestra fue de 1 g/L
para que la misma cumpliera con los parametros de calidad del equipo. En cuanto a la
concentracion del ligando, fue en condiciones de saturacion de los sitios de unién de la
proteina. Las mediciones se realizaron al menos por triplicado a 25°C.

3.3.3.2.2. Determinacidn de la carga eléctrica superficial por medidas de

potencial

El desarrollo de una carga neta en la superficie de una particula afecta la
distribucion de iones de la region interfacial circundante. Esto resulta en el aumento de
la concentracion de iones de carga opuesta a la particula que estan cercanos a su
superficie. Asi, se genera una doble capa eléctrica alrededor de cada particula (Fig.
11). La capa de liquido que rodea a la particula esta comprendida por dos partes: una
region interna (capa de Stern) donde los iones estan fuertemente unidos, y una region
externa (capa difusa) donde los iones estan unidos mas débilmente. Existe un limite
imaginario que termina en la capa difusa, donde los iones y la particula conforman una
distribucion estable (doble capa eléctrica) [86]. Cuando una particula se mueve, lo
hace con los iones que conforman la capa de Stern y la difusa, pero los iones que se
encuentran fuera del limite no se mueven con la particula. El potencial correspondiente
a este limite (plano de deslizamiento) se conoce como potencial { (Fig. 11). La
magnitud del potencial  es un indicador de la estabilidad coloidal del sistema en
estudio. Las particulas con potencial { mas positivos que +30 mV o mas negativos que
-30 mV se consideran estables [84].

Por lo tanto, el potencial £, es el potencial en el plano de deslizamiento/corte de
una particula coloidal que se mueve bajo un campo eléctrico y refleja la diferencia de
potencial entre la doble capa eléctrica de las particulas electroforéticamente mévil y la
capa de dispersante que las rodea en el plano de deslizamiento [87].

Cuando se aplica un campo eléctrico, las particulas cargadas suspendidas son
atraidas hacia el electrodo de carga opuesta. Durante este movimiento, la resistencia
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viscosa del medio se opondra a la fuerza del campo eléctrico que actia sobre las
particulas cargadas. Cuando se alcanza el equilibrio entre estas fuerzas opuestas, las
particulas se mueven a una velocidad constante [84]. La velocidad de una particula
por unidad de campo eléctrico es llamada movilidad electroforética (Ue). El potencial ¢

esta relacionado con la U por la ecuacion de Henry (Ecuacion 5):

_ 2:0f(Ka)

Ug 3

(Ecuacion 5)

donde ¢ es la constante dieléctrica,  es el potencial C, f (ka) es la funcion de Henry y n
es la viscosidad. Para particulas pequefias en medio acuoso y con baja concentracion

de electrolitos, se usa f(ka)=1 segun la aproximacién de Smoluchowski [86], [87].

w— doble capa eléctrica

plano de deslizamento

Particula con superficie de carga
negatna

capa difusa

potencial de supetficie
potencial de Stem

my
potencial zeta

Distancia desde la superficie de la parbicula

Figura 11. Representacion esquematica del potencial { (Figura modificada de Malvern
Instruments: Zetasizer Nano user manual [84])

La serie Zetasizer Nano calcula el potencial { determinando la Ue y luego
aplicando la ecuacion de Henry. La Ueg se obtiene realizando un experimento de
electroforesis en la muestra y midiendo la velocidad de las particulas utilizando
velocimetria por laser Doppler. La esencia de un sistema de microelectroforesis clasico
es una celda con electrodos en cada extremo al que se aplica un potencial (Fig. 12).
Las particulas se mueven hacia el electrodo de carga opuesta, su velocidad se mide y
se expresa como Ue [87].
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En la presente tesis, el equipo utilizado para las mediciones de potencial £ fue un
Zetasizer Nano ZS90 - Malvern Instruments Ltd. (Reino Unido) equipado con un laser
de He-Ne con una A de salida de 632,8 nm. En la presente tesis, siempre que se
realizaron mediciones de potencial {, la concentracion de proteina de la muestra fue
de 1 g/L para que la misma cumpliera con los parametros de calidad del equipo. En
cuanto a la concentracion del ligando, fue en condiciones de saturacion de los sitios de

unién de la proteina.

Capilar -1 | i

<O N P>

Figura 12. Celda para medicién de potencial { (Figura modificada de Malvern Instruments:
Zetasizer Nano user manual [84]).

El sistema de medicion de potencial { consta de diferentes componentes
principales (Fig. 13). En primer lugar, se utiliza un laser como fuente de luz para
iluminar las particulas dentro de la muestra. Esta fuente de luz se divide en dos para
proporcionar un haz incidente y otro de referencia. Cuando un campo eléctrico se
aplica a la celda, las particulas que se mueven a través del volumen de medicion
haran fluctuar la intensidad de luz con una frecuencia proporcional a la velocidad de
las particulas. El haz laser incidente pasa a través del centro de la celda, y la luz
dispersada se detecta en un angulo de 12,8°. El haz de luz dispersado es combinado
con el haz de referencia. De este modo se crea un haz resultante cuyas variaciones en
intensidad son registradas por el detector. Esta informacion se pasa a un procesador
de sefal digital y luego a una computadora. La intensidad de la luz dispersada dentro
de la celda debe estar dentro de un rango especifico para que el detector pueda
medirla con éxito. Si se detecta demasiada luz, el detector se sobrecargara. Para
superar esto, se utiliza un atenuador para reducir la intensidad del l&ser y, por lo tanto,
reducir la intensidad de la dispersién. Para muestras que no dispersan mucha luz,
como particulas muy pequefias o muestras de baja concentracion, la cantidad de luz
dispersada debe incrementarse. El atenuador permitira automéaticamente que pase
mas luz a la muestra. Ademas, para corregir las diferencias en el grosor de la pared de
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la celda y la refraccion del dispersante, se instalan épticas de compensacién para

mantener la alineacién 6ptima [84], [87].

Opticas
combinadas

Haz de referencia

Haz
dispersad
G s
2 2 o > 51 Opticas de
ol compensacion
Atenuador Muestra
-
7]
T Procesad
- .Tocesa 0[ «————— Detector
digital de sefial
(correlador)

Figura 13. componentes principales de un equipo de medicién de potencial { por movilidad
electroforética (Figura modificada de Bhattacharya y Mukhopadhyay, 2012 [87]).

3.3.4. Ensayo de estabilidad fotoquimica de retinol

El efecto de las nanoparticulas de OVA, utilizadas como vehiculo de RET, sobre
su descomposicién quimica en solucion acuosa se evalu6 de acuerdo con
Shimoyamada y col. (1996) [74]. Para ello, la descomposicién quimica de RET se
determiné como un porcentaje de la ABS inicial a 330 nm (ABSo) durante 30 h. Asi, el
nivel de descomposicion RET se calcul6 de la siguiente manera (Ecuacion 6):

__ ABSy—ABS;

Descomposicion RET (%) = — —— x 100% (Ecuacion 6)
0

donde ABS:; es la ABS de RET en un tiempo dado en el intervalo de 0 y 30 h. Los
experimentos se realizaron afadiendo solucion etandlica de RET a 3 mL de solucién
de proteina (OVA u OVA:2), en condiciones de saturacién de los sitios de unién de la
proteina. Posteriormente, se alcanzé el pH correspondiente con la adicion de HCI 1 M
en base al estudio de estabilidad coloidal de las proteinas (OVA a pH 40y 70y
OVA.2 a pH 7,0). Estos sistemas se colocaron a 35 cm (posicion arbitraria) bajo una
lampara fluorescente compacta (BAW, 65 W, 750 Im, 6400 K). También se ensayaron
dos tipos de controles: (i) solucion de RET puro mantenida en la oscuridad, que se
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consider6 como una medida de la descomposicion fotoquimica de RET debido a la
presencia de oxigeno disuelto (OD) en solucion acuosa (REToscuridad), Y (i) solucion de
RET puro que se mantuvo bajo exposicion a luz y se consideré como una medida de la
descomposicion fotoquimica de RET como consecuencia de la accién combinada de
OD vy luz (RET.). Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (25°C) por
triplicado.

3.3.5. Determinacion de oxigeno disuelto

Para realizar un andlisis mas completo de los resultados obtenidos en el
ensayo de descomposicion fotoquimica de RET, se determind la concentracion inicial
de OD. Para esto, el mismo se determin6 en sistemas sin RET para conocer la
concentracion de OD a la que el RET estaria expuesto inicialmente. Por lo tanto, las
mediciones se realizaron en buffer fosfato pH 7,0 50 mM y en los sistemas proteicos
(OVA u OVA,) al pH determinado en base al estudio de estabilidad coloidal de las
proteinas (OVA apH 4,0y 7,0 y OVA.: a pH 7,0). La solucién buffer sin RET se utilizé
como control. Se aplicé una prueba iodométrica estandar modificada con azida [88].
Las muestras se colocaron en frascos Winkler de 250 mL, se anadié 1 mL de solucion
de MnSQ., seguido por 1 mL de solucién alcalina de ioduro con azida. Con el fin de
excluir las burbujas de aire, los frascos se taparon cuidadosamente y se mezclaron
invirtiendo unas cuantas veces. Los frascos permanecieron en reposo hasta que el
precipitado/floculo se asento lo suficiente. A continuacion, se anadié 1 mL de H>SO4
concentrado y se mezcl6 invirtiendo varias veces hasta que se complet6 la disolucién
del precipitado. Se titul6 un volumen de 200 mL de muestra con solucién de Na>S>03
0,025 M. Se anadieron unas gotas de soluciéon de almidén (como indicador). El punto
final de titulacion se consider6 a la desaparicion del color azul. Para la titulacion de
200 mL de muestra, 1 mL de Na:S:0s 0,025M es equivalente a 1 mg OD/L. Las
determinaciones se realizaron al menos por duplicado a temperatura ambiente (25°C).

3.3.6. Analisis estadistico
Las diferencias estadisticas se determinaron mediante analisis de varianza

(ANOVA) utilizando el software StatGraphics Plus 3.0. Para esto, se aplic6 el método
de la diferencia minima significativa (LSD) de Fisher a un nivel de confianza del 95%.
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3.4. RESULTADOS
3.4.1. Formacién de nanocomplejos proteina-retinol
3.4.1.1. Fluorescencia intrinseca

La fluorescencia intrinseca puede aplicarse para estudiar la interaccién proteina-
ligando [81]. Como se mencioné previamente, la OVA posee tres residuos de
aminoacidos fluorescentes en su estructura molecular Trp, Tyr y Phe, sin embargo,
utilizando una Aex de 280 nm, se excitan los residuos Tyr y Trp [81]. Una molécula de
OVA posee tres residuos de Trp y diez de Tyr [89]. Cuando las proteinas o sus
agregados se unen a ligandos, su fluorescencia intrinseca puede variar. Por ello, se
estudié la formacién de nanocomplejos de inclusién monitoreando los cambios en la
intensidad de fluorescencia intrinseca luego de la adicion de RET a las soluciones
proteicas (OVA u OVA.2). Dichos nanocomplejos se formarian mediante un proceso

en el que los sitios de union de la proteina se saturan gradualmente con moléculas de
RET. Para confirmar esta suposicién, se evalu6 el efecto de la concentracion de RET
(0-198 pM) en la emisién de fluorescencia intrinseca para OVA y OVA:z2, los resultados
se observan en las Fig. 14a y c, respectivamente. A partir de estos espectros, se
obtuvieron los valores de IFR (Fig. 14b y d). Se puede deducir que:

(i) Para OVA, el aumento en la concentracién de RET causé un aumento en la
IF intrinseca, y no se detectaron cambios en la Aem maxima (Fig. 14a). Este
comportamiento se observa mejor considerando los valores de IFR en la Fig. 14b. Los
resultados podrian explicarse considerando que el RET esta unido a dominios OVA
alejados de los residuos de Trp y/o Tyr, lo que podria inducir cambios
conformacionales leves en la proteina [90], [91]. Se observaron conductas de
fluorescencia similares para la union de linoleato [25] o LA [26], [92] a la BLG.
Ademas, se observé que los valores de IFR aumentaron alcanzando una meseta a
aproximadamente 100 uM de RET, lo que podria indicar la saturacién de los sitios de
unién de RET en la OVA. El ajuste de los datos de IF al modelo de Scatchard
modificado permitié calcular el numero de moléculas de RET unidas a la proteina (n) y
la K. obteniéndose los siguientes resultados: n=108+16 y K,=(7+4) x10°M'. De
acuerdo con esto, una unidad monomérica de OVA es capaz de unir 108 moléculas de
RET con una afinidad apreciable.

(i) Para OVAn, el aumento en la concentracién de RET promovié una
disminucion gradual de la IF intrinseca, y de la misma manera que para OVA, no se
registraron cambios en la Aem maxima (Fig. 14c). Los valores de IFR se muestran en la
Fig. 14d, donde se observa el fendmeno conocido como quenching de la
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fluorescencia. Suponiendo un mecanismo de quenching estatico, las moléculas de
RET se unirian en las cercanias de los residuos de Trp y/o Tyr, por lo que la
fluorescencia de emisidbn se reduciria gradualmente como consecuencia de la
formacion del nanocomplejo [79]. Por lo tanto, la magnitud del decrecimiento de la IFR
podria ser proporcional a la concentracion de nanocomplejos de inclusion OVAn-RET
en solucion [20], [93]. Los valores n y K, se obtuvieron aplicando el modelo
previamente descripto, dando los siguientes resultados: ni=16+10 y Ka1=(7+2) x10*M",
N2=6719 y Kao=(2+1) x10°M". Seglin Le Maux y col. (2013) [25], estos resultados de
estequiometria de unién se refieren a la unidad monomérica de OVA. Por lo tanto,
podria deducirse que una unidad monomérica de OVA en OVA.2 es capaz de unir 83
moléculas RET (ni+nz) en dos tipos de sitios de uniéon a RET, siendo uno de ellos de
mayor afinidad (10°M). La disminucion en el nimero total de moléculas de RET
unidas por unidad monomérica de OVA podria explicarse teniendo en cuenta que la
formaciéon de OVAn. requeriria algunos aminoacidos hidrofébicos de OVA que podrian
implicar sitios de union a RET.
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Figura 14. Efecto de la concentracion de RET (0-198 uM) en la intensidad de fluorescencia
intrinseca (IF) para OVA (A) y OVAn2 (C); y en la intensidad de fluorescencia relativa (IFR) para
(m) OVA (B), y (¢) OVAn2 (D). Condiciones: concentracion de proteina: 1 uM, buffer fosfato pH
7,0 50 mM, temperatura: 20°C. Los valores se muestran como media * desviacion estandar.
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(iii) Las diferencias en la formacién de los nanocomplejos de inclusion OVA-RET
y OVA-RET podrian estar directamente relacionados con el estado conformacional
de la proteina. El proceso de obtencion de OVA.,. implico fendmenos de
desnaturalizacién/agregacion debido al tratamiento térmico [20]. Esta condicion fue
superior a la temperatura de desnaturalizacion de OVA (~80,1°C) segun Matsudomi y
col. (2001) [42], lo que podria dar lugar a cambios conformacionales significativos en la
estructura de OVA. Estos cambios se pueden deducir de los espectros de
fluorescencia de OVA y OVA.. (mostrados en la Fig. 14a y c, respectivamente). La
obtencién de OVA.2 caus6 una reduccion del 28% de la IF de OVA. Este fenémeno de
autoquenching seria promovido por interacciones hidrofébicas y formacién de SS, y en
general, es consistente con la existencia de cambios conformacionales considerables

en la proteina [25], [26].

3.4.1.2. Fluorescencia extrinseca

Para obtener algun conocimiento sobre el modo de union de RET a las
proteinas (OVA y OVAr.), se realizaron experimentos de fluorescencia extrinseca. La
Fig. 15a y ¢ muestra el efecto de la concentracion de RET (0-198 puM) sobre el
comportamiento de emision de fluorescencia de la sonda ANS para OVA y OVAn,
respectivamente. Para obtener una mejor comprensién, se calcularon los valores de
IFRans y se incluyeron en la Fig. 15b y d. Se observé que:

(i) Para OVA, el aumento en la concentracién de RET no caus6 practicamente
ninguna diferencia en IFans y, en consecuencia, no hubo cambios significativos en los
valores de IFRans (Fig. 15a y b). Ademas, no se observaron cambios en la Aem maxima
de ANS (inserto en la Fig. 15a), lo que sugiere que no habria cambios en la polaridad
ambiental de los sitios de union a ANS. Estos resultados se explican considerando que
una cantidad constante de ANS esta unida a OVA posiblemente debido a que: (i) la
sonda se une a dominios hidrofobicos particulares en la superficie de la proteina,
diferentes a los sitios de unidén a RET, y/o (i) la adicion de ANS provoca el
desplazamiento de RET de la superficie de OVA.

(i) Para OVAn, el aumento en la concentracion de RET promovié una
disminucion gradual en IFans y en IFRans (Fig. 15¢ y d). Este comportamiento puede
ser explicado teniendo en cuenta que la fluorescencia del ANS se produce cuando
esta molécula se une en forma no covalente a sitios hidrofébicos en la proteina [78].
Sin embargo, el RET también se uniria a dichos sitios, por lo que, cuando se forman
los nanocomplejos OVA-RET, habria menor cantidad de sitios hidrofébicos
disponibles para la unién del ANS a la proteina y, consecuentemente la fluorescencia
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del ANS disminuiria [94]. Ademas, hubo un corrimiento hacia el rojo significativo en la
Aem maxima del ANS (inserto en la Fig. 15c), lo cual sugiere que el ANS es desplazado
de los sitios hidrofébicos hacia un ambiente cada vez mas polar conforme aumenta la
concentracion de RET [79]. Estos resultados ponen de relieve que el modo de union
de RET a OVA.2 podria responder a un mecanismo de saturacion en el que los sitios
internos se ocuparian primero. Sponton y col. (2016) [95] informd un comportamiento
similar para evaluar el modo de unién del LA a la OVAn..
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Figura 15. Efecto de la concentracion de RET (en el rango 0-198 uM) en la intensidad de
fluorescencia extrinseca de ANS (IFans) para OVA (A) y OVAn2 (C); y en la intensidad de
fluorescencia relativa de ANS (IFRans) para (m) OVA (B) y (o) OVAn2 (D). Las inserciones en
(A) y (B) corresponden a la longitud de onda (A, nm) en el maximo de IFans. Condiciones:
concentracién de proteina: 1 uM, buffer fosfato pH 7,0 50 mM, concentracion de ANS: 45 uM,
temperatura: 20°C. Los valores se muestran como media * desviacion estandar.

(iii) Las diferencias en el modo de unién de RET a las proteinas (OVA 'y OVAn)
podrian vincularse directamente con los cambios conformacionales implicados en el
proceso de formaciéon de OVAn. El tratamiento térmico provocé un aumento de 7
veces en la IFans de OVA (como se puede observar en las Fig. 15a y c), lo que sugiere
la existencia de una gran disponibilidad de aminoacidos hidrofébicos para la unién de

ANS, como consecuencia de la desnaturalizacion de la proteina [24]. Sin embargo, el
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aumento de la hidrofobicidad superficial no causé un aumento en la capacidad de
unién a RET, porque OVA.2 unié una cantidad de RET mas baja (en términos de
unidad monomérica) en comparacion con OVA. Esta observacién sugiere que el
mecanismo de union de RET a las proteinas parece requerir cierto nivel de
especificidad en los sitios de union, resultados similares fueron reportados por otros
autores [25], [26].

3.4.2. Estudio de estabilidad coloidal
3.4.2.1. Proteinas

La estabilidad coloidal de los nanocomplejos de inclusion proteina-ligando
podria estar fuertemente influenciada por el comportamiento de la proteina en
diferentes condiciones de pH. Por lo tanto, se estudi6 el comportamiento en fase
acuosa dependiente del pH para OVA y OVA.. considerando la ABS a 400 nm como
una medida de la turbidez del sistema [9]. La Fig. 16a muestra el efecto del pH sobre
la ABS a 400 nm para las soluciones de OVA y OVAn.. Para OVA, la disminucién del
pH no causé practicamente ningin cambio en los valores de ABS y en la apariencia
visual del sistema (Fig. 16c). Para OVAn2, no se produjo ninguna modificacién en el
valor de la ABS desde pH 7,0 hasta aproximadamente pH 6,0; a partir del cual la ABS
aumento alcanzando un maximo a pH 5,0-4,5. Luego, el valor de ABS disminuy6 hasta
aproximadamente pH 3,0 y se mantuvo constante hasta pH 2,5.

El alto valor de ABS para la solucion de OVAn; observado a pH 5,5-4,0 podria
explicarse considerando un aumento en el tamafno de particula como consecuencia de
una reduccioén en la carga neta de OVAn.. La reduccién de la carga neta generalmente
promueve una disminucion de la repulsion electrostatica entre las proteinas, por lo que
se potencian las interacciones coloidales atractivas (por ejemplo, van der Waals y
fuerzas hidrofébicas), lo que lleva a un aumento en el tamafo de las particulas de
proteina por agregacion. Este fendbmeno también podria explicar la sedimentacion de
OVA:2 observada entre pH 5,5-4,0 (Fig. 16d). Por otro lado, este fendmeno no ocurre
para las dispersiones de OVA posiblemente debido a un tamafo mucho menor.

El valor del pH a la cual la carga neta de la proteina es cero se conoce como
pl. Para estimar los valores de pl para OVA y OVA., se realizaron mediciones de
potencial ¢ a diferentes valores de pH, y los resultados se muestran en la Fig. 16b. Se
observo que la disminucién de pH (partiendo de pH 7,0) causé una reduccion en los
potenciales £ negativos, alcanzando el valor de cero a pH ~4,8. Este valor de pH

corresponde a la estimacion del pl tanto para OVA como para OVAn.. A partir de aqui,
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la disminucién del pH del medio acuoso provocd un aumento en los potenciales ¢
positivos para ambas proteinas. En general, se podria concluir que los perfiles de
carga dependientes del pH para OVA y OVA.. fueron similares, lo que sugiere que el
tratamiento térmico no alteraria la carga neta de OVA.
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Figura 16. Comportamiento de fase de las proteinas en funcion del pH del medio acuoso: ABS
a 400 nm como medida de la turbidez del sistema (A) y potencial £ (B) para OVA (m) y OVAn2
(e); y apariencia visual para OVA (C) y OVAnz (D). Condiciones: Concentracién de proteina: 23
MM. Los valores en (A) y (B) se muestran como media * desviacion estandar.
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Los resultados para OVA.: confirmarian que la disminucion de la magnitud de
carga neta de la proteina (derivada de los valores de potencial {) podria ser
responsable de los altos valores de ABS observados alrededor del pl. En estas
condiciones, las diferencias en la estabilidad coloidal de las soluciones de OVA y
OVA:2 podrian atribuirse a las diferencias en el tamafo de las particulas y al estado
conformacional de la proteina, nativa frente a desnaturalizada/agregada,

respectivamente.

3.4.2.2. Nanocomplejos de inclusion proteina-RET

Se sabe que un tamafo pequeno y valores de potencial { altos son
caracteristicas necesarias de las particulas para obtener una alta estabilidad coloidal
en medios acuosos [96], [97]. Por ello, se estudi6 la estabilidad coloidal de los
nanocomplejos de inclusion OVA-RET y OVA.>-RET teniendo en cuenta la PSD a
valores de pH de 4,0 y 7,0 (elegidos de acuerdo con los resultados de estabilidad
coloidal de proteinas discutida anteriormente). Por lo tanto, el efecto del pH en la PSDi
y en la PSDv para los nanocomplejos OVA-RET y OVA.-RET se muestra en la
Fig. 17, junto con los datos para OVA y OVA... Se observé que:

(i) Para OVA, a pH 4,0 se observaron dos picos en el perfil de PSDi cuyos dn
fueron 10£1 nm y 61+£2 nm (Fig. 17a); sin embargo, segun los resultados en la PSDv,
estos representaron 92 y 8%, respectivamente (Fig. 17b). A pH 7,0, se observé un
comportamiento en la PSD similar, se registr6 un primer pico cuyo du fue 91 nm
(94%) y un segundo de 52+2 nm (6%). Kang y col. (2014) informaron que no se
registraron cambios conformacionales en la estructura secundaria y terciaria de OVA
como consecuencia de los cambios de pH [98]. Por lo tanto, en términos generales, se
podria concluir que los primeros picos observados para ambos valores de pH
corresponderian al dy de la OVA [35], y el segundo posiblemente a trazas de proteina
agregada. Para los nanocomplejos OVA-RET, fue evidente un aumento en el tamafo
de OVA después de la complejacion con RET, siendo el du de los nanocomplejos
OVA-RET de 203£17 nm (92%) y 176£4 nm (100%) a pH 4,0 y 7,0, respectivamente.
El mayor tamano del nanocomplejo OVA-RET registrado a pH 4,0 podria explicarse
considerando una disminucién en la repulsién electrostatica entre las especies
macromoleculares. Para pH 4,0, se observé que el nanocomplejo con RET no alteraba
significativamente el potencial { de OVA (p>0.05) (Tabla 1) siendo +11+x0 mV para
OVAy +12+1 mV para OVA-RET; mientras que a pH 7,0 los nanocomplejos OVA-RET

mostraron un ligero aumento (p<0.05) en la carga negativa en comparacion con el de
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OVA, de -2120 mV a -25+2 mV (Tabla 1). Considerando el valor absoluto de los
potenciales { a ambos pH, el de pH 4,0 es inferior al de pH 7,0 por lo que se espera
una menor repulsion debido a las cargas netas y ello explicaria el tamafio mayor
hallado para el nanocomplejo de inclusion OVA-RET a pH 4,0. En general, estos
resultados concuerdan con la hipétesis de que la estabilidad coloidal de los

nanocomplejos OVA-RET se rige principalmente por las propiedades eléctricas de
OVA.
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Figura 17. Distribucion de tamano de particula (PSD) en funcion del porcentaje de Intensidad y
Volumen (%): (A) y (B): (m) OVA y (e) OVA-RET a pH 4.0; (C) y (D): (m) OVA, (e) OVA-RET,
() OVAnz y (¥) OVA-RET a pH 7,0. Condiciones: concentracién de proteina: 23 uM,
concentracion de RET: 2,3 mM, temperatura: 25°C.

(if) Para OVAn2 y el nanocomplejo OVAq2-RET a pH 4,0, el analisis de PSD no
fue posible debido a la sedimentacién gradual de particulas en la parte inferior de la
celda de medicion. Sin embargo, como se observa en las Fig. 17c y d, se realiz6 el
andlisis de PSD a pH 7,0 para OVAn2 y OVAq-RET. Para OVA. se observé un pico en
el perfil de PSDi cuyo dx fue 88+1 nm (100%), corroborando que el tratamiento térmico
realizado permitié la obtenciébn de un agregado de OVA nanométrico. Para el
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nanocomplejo OVAq2-RET, se hall6 un dy de 312+11 nm (100%), lo que indic6 un gran
aumento de tamafo de la nanoparticula debido a su unién con RET. Con respecto a
las propiedades eléctricas de los nanocomplejos OVAn-RET, se puede deducir de la
Tabla 1 que la complejacién no modificd significativamente el valor de potencial £ de
OVA.2, apH 4,0 y 7,0 lo que sugiere que la estabilidad coloidal de los nanocomplejos
OVA2-RET se rige por el comportamiento de la proteina agregada.

Tabla 1. Efecto de la complejacion proteina-RET sobre el potencial £ (mV) de OVA y OVAn2
como una funcién del pH del medio acuoso. Condiciones: concentracion de proteina: 23 uM,
concentraciéon de RET: 2,3 mM, temperatura: 25°C. Los valores se muestran como desviacion
estandar + media y las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05).

pH Sistemas potencial £ (mV)
OVA +11+£0°
4.0 OVA-RET +12 £ 1cd
’ OVA.2 +12 £ 1cd
OVA.>-RET +14 +£0d
OVA -21 £ 0b
70 OVA-RET -25 + 22
’ OVA,. -25 + 12
OVA,>-RET -26 + 22

3.4.3. Estabilidad fotoquimica de retinol

Por lo general, la luz y el O, ambiental promueven la descomposicion de RET
mediante la formacién de especies inactivas [65]. Por lo tanto, se investigo la hipotesis
de que la vehiculizacién de RET bajo la forma de nanocomplejos de inclusién podria
evitar su deterioro frente a la luz y la presencia de OD. Para esto, se realiz6 un ensayo
de descomposicién fotoquimica del RET a pH 4,0 y 7,0 durante 30 h. El efecto del pH
del medio acuoso en la descomposicion fotoquimica de RET (%) para los
nanocomplejos OVA-RET y OVAw-RET se muestra en la Fig. 18. Ademas, las
concentraciones iniciales de OD se informan en la Tabla 2.

i) Para los controles REToscuridad Y RE Tz, la descomposicién de RET aument6
linealmente hasta las 9 h. Luego, para el control REToscuidas, la cantidad de RET
practicamente no aumenté hasta las 30 h (17,0+1,0 %), mientras que para el control
RET, la descomposicién progresé hasta llegar a 33,0+1,0 %. Para estos controles,
se debe considerar el mismo contenido inicial de OD (4,1£0,0 mg OD/L). Por lo tanto,
se puede deducir que hasta las 9 h, la descomposicion de RET estaria controlada por
el OD, y luego se podria observar el efecto catalitico de la luz [65].
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(ii) Para los nanocomplejos OVA-RET a pH 4,0 (Fig. 18a), se observé que la
descomposicion de RET fue similar a RET,, hasta aproximadamente 24 h, a partir de
la cual tuvo lugar una descomposicion de RET menos pronunciada hasta llegar a
27,1£0,2 %. Este resultado sugiere que la ligera proteccion de RET (a partir de las
24 h) se deberia principalmente a la complejacion con OVA. Por otro lado, el perfil de
descomposicion para el nanocomplejo OVA-RET a pH 7,0 se muestra en la Fig. 18b.
Se observé un aumento en la descomposicion de RET durante todo el periodo de
prueba hasta llegar a 39,7£0,7 % a las 30 h. Una posible explicacién radica en la
relacion area/volumen mas grande (tamafo mas pequeno) de los nanocomplejos
OVA-RET a pH 7,0 en comparacién con pH 4,0 (Fig. 17), lo que podria promover una
mayor accesibilidad a factores de deterioro fotoquimicos. Por lo tanto, pareceria que
los factores que controlan el comportamiento coloidal OVA-RET también podrian
desempenar un papel en la estabilidad fotoquimica de RET.

Descomposicion de RET (%)
Descomposicion de RET (%)

0 5 10 15 20 25 30 0O 5 10 15 20 25 30
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 18. Descomposicién fotoquimica de RET (%) en funcion del tiempo (h): (A) OVA-RET
() a pH 4,0; (B) OVA-RET (e) y OVAn-RET (V) a pH 7,0. Controles: (m) RET puro en
oscuridad (REToscuridad), (o) RET puro en luz (RETwz). Condiciones: Concentracion de proteina:
6.7 uM, concentracion de RET: 670 uM, temperatura: 25°C. Los experimentos se realizaron con
una lampara fluorescente (BAW, 65 W, 750 Im, 6400 K), con la excepcion del control
REToscurisad- LOS valores se muestran como media + desviacion estandar.

(iii) Para los nanocomplejos de inclusién OVA.>-RET a pH 7,0 (Fig. 18b), se
observé un aumento en la descomposicion de RET con respecto a los controles a
tiempos cortos, lo que sugeriria que algunas moléculas de RET expuestas en la
superficie de OVA.. se deterioraron en primer lugar. Luego, el perfil de
descomposicion fue similar al control RET), hasta las 18 h de almacenamiento, a partir
del cual se observé una reduccion significativa en la descomposicion de RET
(23,310,4 %).

En el caso del nanocomplejo de inclusion OVA-RET a pH 7,0, se obtuvo un
contenido de OD significativamente mayor con respecto a los controles de RET (p
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<0.05). Por lo tanto, el mayor contenido de OD en este sistema podria explicar la
mayor descomposicion de RET observada. Sin embargo, como puede observarse en
la Tabla 2, no se observé una relacion clara entre la descomposicion fotoquimica de
RET y la concentracién de OD, destacando que el efecto protector de RET observado
se atribuiria principalmente a la complejacion con OVA.z. Por ejemplo, a partir de una
comparacion entre la descomposicién de RET y los valores de concentracién de OD
para OVA a pH 4,0 y OVAx a pH 7,0 la mayor descomposicion de RET no
correspondié a la mayor concentracién de OD. Es evidente que el nanocomplejo
OVA.>-RET fue mas efectivo que los nanocomplejos OVA-RET para la preservacién
de la estabilidad fotoquimica de RET.

Tabla 2. Concentracién inicial de oxigeno disuelto (OD, mg/L) y descomposicién fotoquimica de
RET (%) a 30 h para buffer fosfato pH 7,0 50 mM, OVA pH 4,0, OVA pH 7,0 y OVAn2 pH 7,0.
Condiciones: concentracion de proteina: 6,7 uM, concentracion de RET: 670 uM, Temperatura:
25°C. Los valores se muestran como desviacion estandar + media y las letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Sistemas Descomposicion fotoquimica OD (mg/L)
de RET a 30 h (%)

Buffer 33+ 1¢ 41+0°
OVA pH 4,0 27,1 £0,2° 3,9+0,12
OVAPpH7,0 39,7 £0,7¢ 5,4 +0,2¢

OVA,2 pH 7,0 23,3+ 0,42 4,1+0,1b

3.5. CONCLUSION PARCIAL

Los resultados derivados de este capitulo permiten concluir que las propiedades
de unién de RET a OVA dependen en gran medida de la agregacion de la proteina. La
nanoparticula de OVA (OVA.2) fue capaz de unir una cantidad menor de RET en
comparacion con OVA, posiblemente debido a su formacion (mediada por
interacciones hidrofébicas y SS) que podria involucrar algunos sitios hidrofébicos
necesarios para la unién de RET. Ademas, la agregacion de OVA influyé en la
estabilidad coloidal de los nanocomplejos de inclusién con RET, los tamanos de las
particulas y las propiedades eléctricas.

Todos estos factores parecen desempefiar un papel importante y particular en la
preservacion de la estabilidad fotoquimica de RET en medios acuosos. En el caso de
los nanocomplejos OVA-RET, el pH del medio acuoso (4,0 o 7,0) fue critico para la
estabilidad fotoquimica de RET; mientras que en el caso de los nanocomplejos OVAn2-
RET, su modo especial de union fue determinante de una mayor preservacion de RET
a pH 7,0. Finalmente, los nanocomplejos formados con OVAn, promovieron una mayor
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estabilidad fotoquimica de RET que los formados con OVA. Estos hallazgos podrian
ser de interés practico en la formulacion de alimentos o productos cosmeéticos

fortificados con RET.
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CAPITULO 2

4.1. INTRODUCCION
4.1.1. Polisacaridos y sus particulas biopoliméricas

Las interacciones proteina-PS encuentran varias aplicaciones en muchos
sectores de investigacibn y desarrollo, por ejemplo, alimentos, productos
farmacéuticos, cosmeéticos, etc. En la industria alimentaria, estas interacciones se han
aprovechado ampliamente para mejorar la funcionalidad de los biopolimeros en
alimentos complejos y para obtener estructuras supramoleculares a fin de controlar la
textura y la estabilidad de sistemas coloidales dispersos [99], [100]. Mas
recientemente, los estudios sobre las interacciones de los biopolimeros se han
centrado en la creacién de NPB que se pueden utilizar como sistemas de delivery para
la vehiculizacion y proteccion de CBs [96], [101], [102], [103]. Este desafio implica
conocer las condiciones del medio acuoso (por ejemplo: pH, fuerza idnica,
concentracion relativa de biopolimeros, presencia de cosolutos, etc.) que promueven
el autoensamblado apropiado del biopolimero [104], [105], [106], [107]. Este fendbmeno
esta gobernado por diferentes fuerzas intermoleculares, por ejemplo, electrostéaticas,
hidrofébicas, de van der Waals, puentes de hidrogeno, etc., que se producen en
ciertas condiciones ambientales en estrecha relaciébn con las caracteristicas
fisicoquimicas de las macromoléculas involucradas.

Los PS son polimeros formados por monosacaridos unidos mediante distintos
enlaces glucosidicos. La mayoria de los PS naturales poseen cientos y hasta miles de
unidades monoméricas [108]. Al igual que en las proteinas, la estructura molecular de
los PS depende de su secuencia monomérica. Los homopolisacéridos poseen un solo
tipo de mondmero mientras que los heteropolisacaridos estan formados por diferentes
tipos de monosacéridos. Los PS difieren entre si en términos de tipo, numero de
monosacaridos, secuencia, y enlace en la cadena polimérica. Esta diversidad lleva a
diferencias en las propiedades moleculares y fisicoquimicas, tales como el PM, grado
de ramificacién, estructura, flexibilidad, carga eléctrica e interacciones con otras
moléculas. Dichas diferencias moleculares conducen a cambios en las propiedades
funcionales tales como solubilidad, espesamiento o viscosidad, gelificacion, capacidad
de retencién de agua, actividad superficial, emulsificacién y digestibilidad [15].

La bibliografia reporta que distintos PS se han utilizado para el desarrollo de
nanoparticulas, entre ellos la pectina de alto metoxilo [96], [11] que sera utilizada en la
presente tesis.
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4.1.2. Pectina de alto metoxilo

Las pectinas comerciales usadas como aditivos son heteropolisacaridos que
contienen al menos un 65% p/p de unidades de acido galacturdnico, el cual puede
estar presente como &cido libre (sal de Na, K, Ca o NH4*), metil éster (esterificado
naturalmente con metanol) o, conteniendo grupos amida, tal como es el caso de
pectinas aminadas (Fig. 19). Contienen una columna vertebral lineal de unidades de
acido galacturonico interrumpidas por residuos de azdcares neutros como la ramnosa
y la xilosa, entre otros [109]. Las unidades de acido galacturénico estan unidas entre si
por enlaces a1-4. Las pectinas son derivadas de la ruptura de protopectinas mas
complejas que estan presentes en el tejido vegetal (laminilla media de la pared celular)
y también contienen un rango de azlcares neutros incluyendo ramnosa en la cadena
principal; galactosa, arabinosa y cantidades menores de otros azicares como cadenas
laterales de azucares neutros unidos a la ramnosa [110].

R=0H OCH; NH,

Figura 19. Unidades de &cido galacturénico (-OH), Ester (-OCH3) y amida (-NH2) encontradas
en pectinas (Figura modificada de Endref3 y Christensen, 2009 [110]).

La mayor fuente de obtencidén de pectinas son las cascaras de los citricos, que
se producen como residuo de la extraccidén de jugos y aceites esenciales y la pulpa de
manzana. Las pectinas forman parte de una clase mas amplia de sustancias pépticas,
las cuales constituyen uno de los principales PS de la pared celular en plantas.
Mayormente la obtencion de pectinas se realiza a partir del material crudo mediante
una extraccion con acido mineral caliente seguido de un proceso de purificacién [110].
Las pectinas se clasifican segun el grado de metil-esterificacion o metoxilacion (DM)
en pectinas de bajo metoxilo (PBM, DM<50%) y pectinas de alto metoxilo (PAM,
DM>50%) [111].

La PAM se emplea ampliamente en la industria alimentaria como agente
gelificante en mermeladas de frutas en el rango de pH 3,0 a 3,3; como estabilizante de
dispersiones de proteinas a pH acido como en yogur o bebidas de jugo de frutas,
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leche y analogos de lacteos como los preparados a partir de soja; también en jaleas de

pasteleria [110].

4.1.3. Interacciones proteina-polisacarido

Cuando se encuentran presentes en solucién biopolimeros de diferente
naturaleza (como proteinas y PS) pueden ocurrir diferentes interacciones entre ellos
bajo determinadas condiciones [15]. La comprension de estas interacciones resulta de
relevante importancia para el disefio de NPB destinadas a la vehiculizacion de CBs.
En particular, porque el PS puede conferir i) estabilidad coloidal al nanocomplejo
proteina-ligando y ii) mayor proteccion del CB frente a agentes injuriantes de deterioro
[11]. Estas ventajas que ofrece el PS se basan en la formacion de una capa protectora
y/o diferentes estructuras cuando interacciona con proteinas en el seno de la solucion
acuosa. Las fuerzas que gobiernan este comportamiento son principalmente de
naturaleza electrostatica (atraccion y repulsién), aunque también pueden ocurrir otras
interacciones no covalentes como interacciones hidrofébicas, de van der Waals y
puentes de hidrogeno que estabilizan los hibridos macromoleculares proteina-PS
formados [101].

Las interacciones electrostaticas se explican en consideracion de la carga neta
que lleva cada biopolimero en las condiciones en que se produce el sistema mixto. En
el caso de las proteinas, estas poseen grupos que confieren carga tanto positiva
(grupos amonio, -NH3+) como negativa (grupos carboxilato, -COO-) a la
macromolécula. La carga neta total de la proteina dependera del pH del medio acuoso.
Existe un pH en el que la proteina posee idéntica cantidad de cargas positivas y
negativas, resultando en una carga eléctrica neta igual cero. Este valor de pH se
conoce como pl de una proteina. Aunque la carga neta en una proteina es cero en su
pl, la proteina todavia tiene regiones positivas y negativas en su superficie y, por lo
tanto, puede estar involucrada en interacciones electrostaticas atractivas y/o
repulsivas. A un pH menor al pl las proteinas tendran carga neta positiva mientras que
a un pH mayor al pl la carga neta sera negativa [15].

Para un PS, su carga eléctrica depende de la naturaleza de los grupos iénicos
que constituyen su cadena biopolimérica, como también de las condiciones de la
solucion acuosa. Algunos PS son neutros (como el almidon y la celulosa), otros
anionicos (como el alginato, goma arabiga (GA) y pectinas) y otros catidénicos (como el
quitosano). La magnitud de la carga eléctrica de los PS id6nicos depende del pH en
relacion al pKa de los grupos funcionales cargados. Los PS anibnicos tienden a ser

neutros a valores de pH suficientemente menores al pKa, pero manifiestan una carga

73



CAPITULO 2

negativa por arriba del mismo; mientras que los PS cationicos tienden a ser neutros a
valores de pH suficientemente por arriba de su pKa, pero positivos por debajo del
mismo. En las pectinas el grupo cargado es el grupo carboxilato (COO"), cuyo valor de
pKa es aproximadamente 3,5 [15].

Cuando se mezclan dos biopolimeros diferentes pueden formar una fase o dos
fases dependiendo de la naturaleza de los biopolimeros involucrados, la composicién
de la solucion y las condiciones ambientales (Fig. 20). En un sistema de una fase, los
dos biopolimeros pueden coexistir como moléculas individuales (cosolubilidad) o como
hibrido macromolecular proteina-PS soluble. En un sistema de dos fases, la solucion
se separa en dos fases distintas que poseen diferente composicién biopolimérica. La
separacion de fases puede ocurrir por dos mecanismos fisicoquimicos diferentes:
asociativo o segregativo [15].
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Figura 20. Interacciones posibles en un sistema de dos componentes biopoliméricos, por
ejemplo, una mezcla de proteinas y PS (Figura modificada de Matalanis y col., 2011 [15]).

En la separacion asociativa (0 coacervacion compleja), se produce una atraccion
electrostatica fuerte entre dos biopolimeros diferentes, lo que genera una asociacién
entre ellos. Esto resulta en un sistema de dos fases, una rica en ambos biopolimeros y
otra mayormente enriquecida en solvente acuoso. La fase rica en biopolimeros puede
formar un coacervado o un precipitado dependiendo de la fuerza de atraccion y de la
naturaleza de los biopolimeros involucrados. En la separacién de fase segregativa (o
incompatibilidad termodindmica) existe una fuerte repulsion entre los biopolimeros

(también debido a un efecto de exclusion estérica). Cuando la concentracién de los
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biopolimeros es baja, los dos biopolimeros se mezclan y forman una Unica fase. Una
vez que la concentracién de los biopolimeros excede cierto nivel ocurre la separacion
de fases segregativa y se forman dos fases, donde cada fase es rica en un
biopolimero y empobrecida en el otro [15].

A partir de lo expuesto anteriormente, se pueden obtener nanoparticulas o
microparticulas a partir de una proteina y un PS mediante el control de las fuerzas
atractivas entre biopolimeros. Para ello, es necesario tener en cuenta que el pH de la
solucion es critico en la formacién de estas estructuras y que las cargas superficiales
en las moléculas de proteina y PS se pueden modular controlando el pH. Describamos
la formacién de NPB basadas en las interacciones de una proteina con un PS aniénico
(Fig. 21). Cuando el pH estd muy por encima del pl de la proteina, los dos
biopolimeros tienen cargas negativas y, por lo tanto, se repelen fuertemente entre si,
lo que evita la formacion de particulas. Cuando el pH esta solo ligeramente por encima
del pl de la proteina, el PS aniénico se une a grupos catiénicos en la superficie de la
proteina y conduce a la formacion de hibridos macromoleculares proteina-PS solubles.
Cuando el pH se reduce aun mas (por debajo del pl), los hibridos macromoleculares
proteina-PS solubles pueden ensamblarse entre si y formar complejos electrostaticos
conocidos como "coacervados". Inicialmente, los coacervados se presentan como
pequenas gotitas ricas en biopolimeros suspendidas en la fase acuosa, pero son muy
propensas a la coalescencia debido a su baja carga neta y el sistema tiende a la
separacion de fases asociativas. Si el pH se reduce demasiado, los biopolimeros se
empaquetan tan estrechamente que forman estructuras de gran tamafo que
finalmente sedimentan. Por ultimo, si el pH se baja muy por debajo del valor de pKa del
PS aniénico, no se produce formacion de complejos debido a la disminucién de carga
del PS [112].

pH < piKa pH <= pl pH =< pl pH = pl oH > pi
Cosolabilidad Precypuiade Coacervado Complejo solble Cosolubilidad

& " -

*

Proteina

Polisacaride negativamente cargado

Figura 21. Representacion esquematica del mecanismo para producir particulas de proteina y
PS en términos del pH del sistema (Figura modificada de Davidov-pardo y col., 2015 [112]).
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4.1.4. Formacion de nanoparticulas biopoliméricas para encapsulaciéon de
compuestos hidrofébicos

Teniendo en cuenta dicho marco teérico se han desarrollado sistemas proteina-
PS para la encapsulacion de diferentes CBs. En este sentido, se han desarrollado
NPB mediante la deposicién electrostatica de pectina sobre agregados de BLG [113].
Mas aun, las NPB formadas entre BLG y pectina, que encapsulan moléculas de acido
docosahexaenoico (DHA), mostraron una muy buena estabilidad coloidal y un tamano
de particula promedio de 100 nm. Ademas, estas NPB confirieron proteccion eficaz al
DHA contra la oxidacion durante una prueba en la cual los sistemas fueron sometidos
a 40°C durante 100 h, encontrandose que la pérdida de DHA fue inferior al 10% en el
sistema BLG-pectina, mientras que fue de 60% en el sistema con BLG solo. [11]. Otro
ejemplo es el desarrollo de NPB por deposicion electrostatica que se realiz6 con zeina
y pectina a pH 4,0 para la encapsulacion de curcumina [114]. Su tamano fue de 250
nm, de morfologia esférica y con EE de curcumina superiores al 85% dependiendo del
% de curcumina usado en la preparacion de las NPB [114]. Otro ejemplo es la
formacion de NPB entre OVA y celulosa a pH 4,4 para la encapsulacion de resveratrol.
Los tamanos obtenidos fueron entre 200 y 300 nm dependiendo de si el complejo
electrostatico se sometié a un tratamiento térmico o no a 90°C por 30 min. El estudio
de descomposicién de resveratrol frente a la radiacion UV mostro que después de 60
min, mas del 70% del resveratrol se isomeriz6 en el sistema sin proteccion, mientras
gue en los sistemas OVA-celulosa la descomposicién fue del 45% y 65% dependiendo
de si la NPB se habia sometido a tratamiento térmico o no [115]. Zimet y Livney (2010)
[116] desarrollaron NPB entre BLG y PBM en un rango de pH de 3,5 a 4,5 para la
encapsulacion de vitamina D obteniendo tamanos entre 50 y 70 nm. Un estudio de la
estabilidad frente al Oz a temperatura ambiente por 7 dias mostro que el sistema
BLG-PBM proporcionaba una mejor proteccion a la vitamina D contra la degradacion
que la BLG sola, y la estabilidad fue, en ambos casos, significativamente mejor que la
de la vitamina D sin encapsular [116]. En otro trabajo, se desarrollaron NPB mediante
la deposicion electrostatica de PAM sobre complejos BLG-LA. Aqui, se estudiaron
diferentes relaciones proteina-PS (Rgotps) siendo las mismas 1:1, 2:1, 4:1 y 6:1 [96].
Mediante ensayos de comportamiento de fase se seleccion6 el pH 4,0 para la
formacion de NPB. A dicho pH se obtuvieron NPB estables a una Rpotps 1:1 y 2:1, con
tamanos alrededor de 337-364 nm y potenciales £ comprendidos entre -25y -28 mV. A
pH 4,0, las Rprotrs 4:1 y 6:1 formaron un precipitado visible a los 30 min. La Rprotps 2:1
gener6 un minimo en la IF de la NPB, que podria deberse a la deposicién
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electrostatica de PAM sobre el complejo BLG-LA, disminuyendo la accesibilidad de los
fluoréforos para la emision de fluorescencia. Esto podria generar una mayor proteccién
del LA por la cubierta de PAM en las NPB [96].

Sponton y col., 2017 [117], desarrollaron NPB entre nanoparticulas de OVA y
PAM, estudiando diferentes Rpotps. Como se mencioné previamente, la proteccidén de
las NPB se deberia a que el PS se une a la proteina mediante interacciones
electrostaticas formando una capa protectora a su alrededor [11]. En este sentido, las
mediciones de potencial { ayudarian a determinar qué concentracion de PS es
suficiente para recubrir la superficie de la proteina en su totalidad. En la Fig. 22 se
observan las curvas de potencial  vs. pH para OVAn,, PAM y las relaciones 1:1, 2:1y
3,3:1 de OVA-PAM. Tal como puede notarse PAM posee carga negativa en todo el
rango de pH estudiado, mientras que la nanoparticula posee un pl de 4,73.

En el caso de OVAq-PAM, segun se observa en la Fig. 22 la Rovanz.pam 3,3:1 no
seria suficiente para cubrir la superficie de la nanoparticula, ya que dicho sistema
presenta valores de potencial { positivos en el rango evaluado. La presencia de cargas
positivas se debe a los grupos cargados positivamente en la nanoparticula proteica. La
neutralizacion total de los grupos positivos se produciria para las Rovanz:pam 2:1 y 1:1
[117], siendo la relacion 2:1 la que presenta una mayor cantidad de nanoparticula (y
por lo tanto mayor capacidad de carga del CB hidrofébico) y fue la seleccionada para
el desarrollo de la presente tesis.
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Figura 22. Potencial £ vs. pH para diferentes relaciones OVAn2-PAM (Figura modificada de
Sponton y col., 2017 [117]).

Sobre la base de lo anteriormente expuesto, el desarrollo de NPB para el
delivery de CB hidrofobicos se llevdo a cabo aplicando las siguientes propiedades
funcionales: (i) unién funcional del ligando (RET) a los sistemas proteicos (OVA u
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OVA,2) para obtener nanocomplejos de inclusién [14], [26]. Como se observd en el
Capitulo 1 de la presente tesis los sitios hidrofébicos en dominios especificos de los
sistemas proteicos conducen principalmente a la unibn molecular, ademas, la
proteccion del CB hidrofébico puede aumentarse si la conformacion de la proteina se
altera mediante un proceso de desnaturalizacidn/agregacion por tratamiento térmico
controlado y (ii) deposicién de un PS sobre la superficie del nanocomplejo previamente
formado [96]. Las fuerzas electrostaticas gobiernan principalmente este fendémeno,
dependiendo de la naturaleza quimica del PS y el estado de conformacion de la
proteina [101]. Esto conduce a la formacion de una cubierta que promueve la
proteccion del ligando hidrofdbico contra varios factores ambientales injuriantes [96],
[11].

Si bien se han desarrollado NPB por deposicion electrostatica entre diferentes
proteinas y PS para encapsular diferentes compuestos como AG, polifenoles,
vitaminas; el estudio y caracterizacion de la formacién de NPB basadas en OVA y
PAM para la encapsulacién y proteccién de RET no se ha abordado. En este marco, el
presente capitulo tiene como objetivo obtener informacion experimental sobre las
condiciones adecuadas para la interaccion entre OVA (y su nanoparticula derivada
OVAn2) y PAM para producir NPB para la encapsulacion y proteccion de RET frente a
la exposicion de luz y Oa.

4.2. OBJETIVOS

Los objetivos especificos del capitulo son:
Objetivo 1: Estudiar la interaccion entre OVA y PAM vy definir las condiciones
adecuadas para la obtencion de NPB.
Objetivo 2: Caracterizar las NPB OVA-PAM obtenidas y el sistema OVA-RET-PAM.
Objetivo 3: Evaluar la estabilidad fotoquimica de RET en dichas NPB.

4.3. MATERIALES Y METODOS
4.3.1. Materiales

La ovoalbumina (OVA), el retinol (RET) y el &cido 1-anilino-8-naftalen sulfénico
(ANS) utilizados fueron descriptos en el Capitulo 1. Se empled una muestra de pectina
de alto metoxilo (PAM, DM 66-70%) cuya composicion en % b.s. fue la siguiente: fibra
74,7; azucares 20,9; proteina 2,20; cenizas 2,20; grasa 0,0. La misma fue provista por
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CargillTM (Argentina). Los reactivos analiticos adicionales fueron suministrados por

Cicarelli (Argentina).

4.3.2. Formacion de nanoparticulas biopoliméricas
4.3.2.1. Obtencion del nanocomplejo OVAn2-RET

La obtencién de nanocomplejos de inclusion OVA-RET y OVA.»-RET se realiz6é
de igual manera que en el Capitulo 1. En resumen, se prepararon soluciones de OVA
y OVA: (23 mM) en buffer fosfato pH 7,0 50 mM. Por otro lado, se preparé una
solucién stock de RET 250 mM en etanol. Luego, se mezclaron la solucion de proteina
(OVA u OVA,2) y la solucion etandlica de RET en condiciones de saturacion de los
sitios de union de la proteina. Las soluciones de nanocomplejos proteina-RET se

almacenaron en oscuridad durante 2 h para alcanzar el equilibrio.

4.3.2.2. Obtencion de la NPB OVAn2-RET-PAM

La estrategia utilizada para la obtencién de NPB consistié en explotar: (i) la
capacidad de las proteinas (OVA u OVA.2) para unirse a RET, con el fin de obtener
nanocomplejos de inclusion proteina-RET, y (i) la deposicion electrostatica de PAM
sobre los nanocomplejos previamente formados para la obtencion de NPB. Para ello,
fue necesario conocer las condiciones adecuadas de pH para la formacién de los
hibridos macromoleculares proteina-PS solubles por lo que se aplicaron un conjunto

de técnicas complementarias que se describiran a continuacion.

4.3.3. Comportamiento de fase

Para obtener informacién sobre las interacciones proteina-PS que promueven la
formacion de NPB coloidalmente estables, se realizé6 un estudio del comportamiento
de fase del sistema mixto de biopolimeros. Se prepararon sistemas mixtos de
biopolimeros (sistemas OVA-PAM u OVAq-PAM) a una concentracion relativa Rprot:ps
de 2:1 [96], [117]. Para esto, se prepararon soluciones de proteina (OVA u OVAn.) y de
PAM en buffer fosfato pH 7,0 50 mM. La solucién de PAM se dej6 en agitacion 24 h
para promover la adecuada hidratacion del PS. En todos los sistemas, la
concentracion de proteina fue 23 mM (0,1% p/p, concentracion de proteina utilizada
para la obtencién de nanocomplejos de inclusion proteina-RET) y la concentracion de
PAM fue de 0,05% p/p. Los sistemas mixtos se obtuvieron por mutua dilucién
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mezclando el volumen apropiado de cada solucion de biopolimero concentrado al
doble hasta la concentracién final requerida. EI comportamiento de fase en solucion
acuosa se evalu6 considerando dos enfoques experimentales: (i) medidas de ABS a
400 nm, y (ii) apariencia visual de los sistemas de biopolimeros a las 24 h después de
la preparacién. Para ello, se prepararon sistemas mixtos de biopolimeros a diferentes
valores de pH en el rango de 7,0 a 2,5. El pH se ajusté con soluciéon de HCI 1M. La
ABS a 400 nm se determind tan pronto como se prepararon los sistemas, usando un
espectrofotémetro Jenway 7305 (Reino Unido). Posteriormente, los sistemas mixtos de
biopolimero a diferentes valores de pH se mantuvieron en reposo a temperatura
ambiente (25°C) durante 24 h, y su aspecto visual se registr6 mediante una camara
fotografica (Cyber-shot 12.1 mpx, Sony, USA). De acuerdo a los resultados de
comportamiento de fase obtenidos, se seleccionaron los valores de pH mas
apropiados para la formacion de NPB solubles. Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado a 25° C.

4.3.4. Determinacion de tamano y potencial {

El efecto de la complejacién de RET sobre el tamano de particula y las
propiedades eléctricas para las NPB se examiné por medio de la distribucion de
tamano de particula (PSD) y el andlisis de potencial . Para ello, se utilizd el mismo

equipamiento y condiciones previamente descriptas en el Capitulo 1.

4.3.5. Ensayo de estabilidad fotoquimica de retinol

La descomposiciéon fotoquimica del RET en dispersiones acuosas de NPB se
realiz6 tal como fue descripto en el Capitulo 1. Los sistemas proteina-RET y proteina-
RET-PAM se prepararon como se describio en las secciones anteriores. En todos los
sistemas, las concentraciones de proteina (OVA y OVA.2), RET y HMP fueron: 6,7 mM
(0,028% p/p), 670 mM y 0,014% p/p, respectivamente.

4.3.6. Determinacion de oxigeno disuelto

Para obtener una mejor comprensién de los resultados derivados del ensayo de
descomposicién fotoquimica de RET, se evalué la concentracién inicial de OD tanto en
los sistemas proteicos como en los hibridos macromoleculares proteina-PS. El OD se

determiné en sistemas sin RET para conocer la concentracion de OD a la que el RET

80



CAPITULO 2

estaria inicialmente expuesto. Por lo tanto, las mediciones se realizaron en buffer
fosfato pH 7,0 50 mM (incluido como control) y en los siguientes sistemas: OVA a pH
4,0; OVA-PAM a pH 4,0 y a pH 6,0; OVA: a pH 6,0 y OVA»-PAM a pH 6,0. La
metodologia utilizada fue la misma que la descripta en el Capitulo 1.

4.3.7. Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado a temperatura ambiente.

El andlisis estadistico se realizé de igual manera que en el Capitulo 1.

4.4. RESULTADOS
4.4.1. Comportamiento de fase de sistemas mixtos de biopolimero

El estudio de las interacciones proteina-PS en solucién acuosa permitié
conocer las condiciones experimentales en las que se producen NPB coloidalmente
estables para la vehiculizacion de RET. La Fig. 23 muestra el comportamiento de fase
dependiente del pH para los sistemas mixtos OVA-PAM y OVA..-PAM. EI
comportamiento de fase se describi6 en términos de ABS a 400 nm (Fig. 23a) y
apariencia visual de los sistemas mixtos (Fig. 23b y c), incluyéndose como controles el
comportamiento de los sistemas proteicos OVA y OVAn2 puros (ya discutido en la
Secciéon 3.4.2.1).

Para OVA, la ABS a 400 nm fue practicamente cero en todo el rango de pH del
ensayo, sugiriendo un tamafno pequeino de la proteina nativa. Para el sistema OVA-
PAM, la ABS fue similar al control hasta un valor de pH de alrededor de 4,5 a partir del
cual los valores de ABS aumentaron abruptamente y alcanzaron un maximo en el
rango de pH 3,5-3,0. Como se puede observar en la Fig. 23b, los sistemas mixtos
permanecieron transliucidos hasta un pH de 4,5 a las 24 h de observacion. Una
disminuciéon en el pH del medio acuoso provocé el desarrollo de turbidez. A pH 4,0 se
registr6 una turbidez apreciable, lo que sugiere la existencia de especies
macromoleculares mas grandes. El pl para OVA fue ~4.8 (Fig. 16b; Capitulo 1) y el
valor de pKa para PAM se asumi6é en 3,5 debido a la disociacién del grupo COOH
[118]. Por lo tanto, a pH 4,0 se podria suponer la prevalencia de interacciones
electrostaticas atractivas entre los grupos catiénicos de OVA y los grupos aniénicos de
PAM. Este hecho también podria explicarse considerando los valores de potencial ¢
para OVA (+11x1 mV) y PAM (-27+0 mV) a pH 4,0 (Tabla 3). Estas interacciones
dieron como resultado la formacion de hibridos macromoleculares proteina-PS
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solubles debido a que el sistema se mantuvo coloidalmente estable en el tiempo. La
estabilidad coloidal para el sistema OVA-PAM también se refleja por su alto valor de
potencial  (-23+0 mV), el que podria estar fuertemente influenciado por el caracter
anionico del PS. A pH 3,5 se observd una gran turbidez (Fig. 23b) que sugiere la
presencia de grandes hibridos macromoleculares proteina-PS. Luego, una nueva
disminucion en el pH promovié la coacervacion compleja o separacidon de fases
asociativa, posiblemente debido a la disminucion de cargas negativas de PAM, y la

formacion de coacervados biopoliméricos que precipitan [96].

>

Turbidez (ABS 400nm)

o ‘o w" vewvewe

7 65 6 55 5 45 4 35 3 25
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Figura 23. Comportamiento de fase de proteinas puras y de sistemas proteina-PAM en funcién
del pH del medio acuoso: ABS a 400 nm como medida de la turbidez del sistema (A) para (V)
OVA, (m) OVA-PAM, () OVAn2 y (e) OVAw-PAM y apariencia visual para OVA-PAM (B) y
OVAn2-PAM (C). Condiciones: concentracion de proteina: 23 pM (0,1% p/p), concentracion de
PAM: 0,05% p/p. Los valores en A se muestran como media * desviacion estandar.

Para OVAnz, la disminucion del pH causé un maximo de ABS a pH 5,0-4,5, lo
gue podria explicarse por un aumento en el tamano de particula debido a la reduccion
de la carga neta de OVA2, cuyo pl se estimé en ~4,8 (Fig. 16b; Capitulo 1). Para el
sistema OVAn-PAM, se observé que los valores de ABS fueron similares a los
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obtenidos para OVA.. hasta pH 5,0 a partir del cual la ABS se increment6
gradualmente hasta alcanzar un maximo a pH 3,0 (Fig. 23a). Para este sistema, se
observo el desarrollo de una leve turbidez a partir de pH 6,5 (Fig. 23c, como también
se puede observar en la Fig. 23a). Luego, una disminucion en el pH hasta 6,0 caus6
un aumento apreciable en la turbidez, pero el sistema permanecié coloidalmente
estable durante 24 h (Fig. 23c). La Tabla 3 muestra los valores de potencial £ para el
sistema OVAn;, PAM y OVA.>-PAM a pH 6,0. Se puede observar que ambos
biopolimeros puros tienen una carga neta negativa (-18+3 mV para OVAn, y -28+1 mV
para PAM). Sin embargo, para el sistema OVAn-PAM, se registr6 un valor de
potencial £ de -25+1 mV, que fue significativamente mayor que el obtenido para PAM
(p <0.05). A pesar de que a un valor de pH 6,0 las interacciones repulsivas fueron
predominantes, podria ocurrir alguna neutralizacion de carga negativa de PAM por
medio de aminoacidos positivos expuestos sobre la superficie de OVA.. Estas débiles
interacciones asociativas podrian conducir a la formacion de entidades hibridas
supramoleculares solubles [119], y podrian ser particularmente favorecidas cuando la
conformacion de las proteinas se altera por agregaciéon térmica [120]. Para un pH
entre 6,0 y 5,0 la separacion de fases podria explicarse debido a una agregacion
inducida por una reduccién de la carga neta, especialmente cercana al pl de OVAna.
Por debajo de pH 5,0, las interacciones electrostaticas fuertes y atractivas podrian
promover la formacién de hibridos macromoleculares proteina-PS y de coacervados
gue precipitan como consecuencia de su gran tamano [101] (Fig. 23c) .

De acuerdo con estos resultados, las condiciones mas apropiadas para obtener
NPB para la vehiculizacion RET son pH 4,0 y 6,0. Las particulas generadas en estas
condiciones se caracterizaron en términos de su tamafo y propiedades eléctricas,

como se discutird en la siguiente seccion.

4.4.2. Distribucion de tamafio y potencial { de NPB para la vehiculizaciéon

de retinol

Las Fig. 24, 25 y 26 muestran el efecto de la unién de RET sobre el perfil de
PSDi y de PSDv para los sistemas OVA-PAM y OVA.-PAM. Para una mejor
comprension, los resultados también se muestran en la Tabla 3, donde el dy se obtuvo
a partir de la PSDi y se muestra el % en volumen que corresponde a cada pico.

Para OVA nativa a pH 4,0, se observaron dos picos en el perfil de PSDi, el
primero a 10£1 nm y el segundo 61£2 nm (Fig. 24a), que representan 92 y 8%, en
volumen respectivamente (Fig. 24b). Al igual que en el Capitulo 1, el primer pico
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corresponderia al dy de OVA [35], y el segundo posiblemente a trazas de proteina
agregada. Para los nanocomplejos de inclusion OVA-RET, se registré un tamano de
203+17 nm (correspondiente al 92% en volumen) después de la formacion del
nanocomplejo con RET. Con respecto a esto, también se inform6é que una unidad
monomérica de OVA es capaz de unir 108 moléculas de RET con una K, de 10°M".
Por lo tanto, el aumento en el tamarfio de particula para el nanocomplejo de inclusion
OVA-RET podria relacionarse con la capacidad de OVA de unir RET. Como se deduce
de la Tabla 3, a este valor de pH, la complejacion de RET no alterd significativamente
la magnitud del potencial { de OVA (p>0.05), lo que respalda la idea de que la
estabilidad coloidal del nanocomplejo de inclusion OVA-RET se rige principalmente por
las propiedades eléctricas de OVA.

Tabla 3. Efecto de la complejacion proteina-RET y proteina-RET-PAM en el potencial £ (mV),
diametro hidrodinamico (du, nm) y Volumen (%) de OVA y OVAn2 en funcion del pH del medio
acuoso. Condiciones: Concentracién de proteina: 23 uM (0,1% p/p), concentracion de RET: 2,3
mM, concentracién de PAM: 0,05%. Temperatura: 25°C. Los valores se muestran como la
desviacién estandar + media y las letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05).

pH Sistemas du (nm) Volumen (%) potencial  (mV)

OVA 10 £ 12 92+2 +11+ 19

61 +2¢ 8+2
4,0 OVA-RET 203 £ 174 92 + 1 +12 £ 09
OVA-PAM 253 + 5 100£0 -23 = 0¢
OVA-RET-PAM 286 + 189 1000 -21 +1¢e
PAM 990 * 65k 100£0 -27 £ 02
OVA 9+12 94+0 -17 £ 1f

52 + 2bc 6+0
6,0 OVA-RET 239 + 0¢ 100+ 0 -22 + 1¢
OVA-PAM 46 + 4 88 £ 1 -28 £ 12

535 + 16 10+2
OVA-RET-PAM 252 + 6 96 +3 -27 £ 1b
OVAn. 197 £ 34 98+0 -18 + 3f
6,0 OVA-RET 353 £ 9N 96 + 1 -17 £ 0
OVA,>-PAM 231 £ 0¢ 91+4 25+ 1°
OVA2-RET-PAM 376 £ 10 99 +1 -23 + 14
PAM - - -28 + 12

Para completar la formacion de NPB, se realiz6 la deposicion electrostatica de
PAM sobre la superficie del nanocomplejo OVA-RET a pH 4,0. Se observd que la
deposicion de PAM sobre la superficie de OVA pura provocé la formacion de NPB con
du de 253+5 nm, que corresponde a un tamafno de particula intermedio entre OVA
(101 nm) y PAM (990465 nm), lo que puso en evidencia el autoensamblaje
electrostatico entre biopolimeros [96]. Como se mencion6 en la seccién anterior, los

valores de potenciales ¢ para los sistemas OVA, PAM y OVA-PAM respaldan este
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resultado (Tabla 3). Ademas, se observd que la union de RET causé un aumento
significativo en el du final para el sistema OVA-PAM, siendo este de 286+18 nm
(p<0,05). Por otro lado, al observar la diferencia en el valor del potencial £ para los
sistemas OVA-PAM (-23+0 mV) y OVA-RET-PAM (-21+1 mV) si bien es significativa
(p<0,05), no hubo grandes diferencias entre estas magnitudes, lo que sugeriria que la
unién de RET no influy6 practicamente en las propiedades eléctricas del sistema OVA-
PAM.

El analisis de los perfiles de PSD para OVAn. y los nanocomplejos de inclusion
OVA>-RET a pH 4,0 no pudo realizarse debido a la sedimentacién gradual de
particulas en la parte inferior de la celda de medicion. Sin embargo, como se puede
observar en la Fig. 25, el andlisis de PSD se realiz6 a pH 6,0 obteniéndose los
siguientes datos de du: 197£3 nm (98%) y 353+9 nm (96%), para OVA. y los
nanocomplejos de inclusion OVAq>-RET, respectivamente. Como se informé en el
Capitulo 1, OVA. fue capaz de unir ~83 moléculas de RET por unidad monomérica de
OVA en dos tipos de sitios de unién, siendo uno de ellos de mayor orden de afinidad
(10°M). Por lo tanto, el aumento del tamafio de particula observado para los
nanocomplejos OVA.>-RET estaria directamente relacionado con la capacidad de
OVA:2 para unir RET. Con respecto a las propiedades eléctricas de los nanocomplejos
OVA.>-RET, a partir de la Tabla 3 pudo deducirse que la union de RET no modificé
significativamente el valor de potencial  para OVAn2 (p>0,05; -17£0 mV vs. -18£3 mV),
lo que sugiere que la estabilidad coloidal de los nanocomplejos OVA..-RET estaria
gobernada principalmente por el comportamiento eléctrico de los agregados proteicos.
Siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente, las NPB para la
vehiculizacion RET se obtuvieron mediante deposicién de PAM sobre la superficie de
los nanocomplejos OVA>-RET. Como se discutié en la seccion anterior, a pH 6,0, el
sistema OVA-PAM podria caracterizarse como una entidad supramolecular hibrida
soluble formada a través de interacciones electrostaticas débiles entre los grupos
anionicos de PAM y algunos aminodcidos catiénicos presentes en la superficie de
OVA:2. Para el sistema OVA2-PAM, se registré un du de 231+0 nm (91%), siendo este
un tamafo intermedio entre OVAn2 (19743 nm) y PAM (990+65 nm). Este resultado
respalda la idea de que alguna interaccidén electrostatica entre los biopolimeros se
produciria en el sistema OVA.-PAM a pH 6,0 [119], [120]. Ademas, este resultado
esta soportado por la magnitud del potencial , como se puede deducir de la Tabla 3 y
fue discutido en la seccion anterior. Para el sistema OVA.>-RET-PAM, el andlisis de
PSD produjo un dv de 376+x10 nm, que fue significativamente mas alto que el
registrado para el sistema OVA.>-PAM (p<0,05). Ademas, se observd que la unién de
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RET practicamente no alterd el potencial £ de OVA-PAM (el potencial L cambié de -
2511 mV a -23+1 mV al agregar RET al nanocomplejo OVA-PAM; Tabla 3).
Por otro lado, una pregunta que surge del analisis de los sistemas OVAn-PAM

a pH 6,0 seria si la agregacion de OVA (formacion de OVA,2) podria ser responsable
del comportamiento de interaccion biopolimérica observada. Para verificar esta
hipétesis, se determiné el perfil de PSD y el potencial ¢ para los sistemas OVA-PAM y
OVA-RET-PAM a pH 6,0 tal como se muestra en la Fig. 26 y en la Tabla 3,
respectivamente. Para OVA, a pH 6,0 se observé un comportamiento en la PSD
similar al registrado a pH 4,0 registrando un primer pico a 91 nm (94%) y un segundo
a 522 nm (6%). Este resultado podria sugerir que no habria cambios
conformacionales en la estructura secundaria y terciaria de OVA como consecuencia
de los cambios de pH [98]. Para el sistema OVA-RET, se registré una dyde 239+0 nm,
destacando el aumento del tamano de particula como consecuencia de la
complejacion con RET. A pH 6,0 los nanocomplejos OVA-RET mostraron un ligero
aumento en la carga negativa en comparacion con OVA (de -17+1 mV aumenté a -
22+1 mV Tabla 3). Para los sistemas OVA-PAM y OVA-RET-PAM, el andlisis del perfil
de PSD arrojé los siguientes datos de du: 4614 nm (88%) y 25216 nm (96%),
respectivamente, lo que sugeriria que la adicion de PAM caus6 un aumento
significativo en el tamafo de OVA y de los nanocomplejos de inclusién OVA-RET.
Estos hallazgos indicarian la existencia de algunas interacciones entre los
biopolimeros. Sin embargo, de acuerdo con la Tabla 3 para estos sistemas, los valores
de potenciales ¢ fueron de -28+1 y -27+1 mV, respectivamente, lo que podria indicar
que las propiedades eléctricas de estos estarian fuertemente determinadas por el
caracter aniénico de PAM (-28+1 mV). Por lo tanto, de acuerdo con estos resultados,
podria deducirse que a pH 6,0 las interacciones electrostaticas en los sistemas OVA-
PAM y OVA-RET-PAM serian mas débiles que las observadas para los sistemas
OVA2-PAM y OVA-RET-PAM, debido a que la carga neta de PAM no se modifico
bajo interaccion. Por lo tanto, es correcto pensar que la agregacion de OVA podria
alterar el modo en que la proteina interactua electrostaticamente con PAM a pH 6,0.

En resumen, de acuerdo con los resultados de potenciales £ y de PSD, podria
concluirse que la unién de RET promovi6é un ligero aumento en la magnitud del dy,
pero no alterd significativamente las propiedades eléctricas de las NPB, que
parecerian estar fuertemente influenciadas por el caracter anionico de PAM. Estos
hallazgos estan de acuerdo con los discutidos en la seccidén anterior y, en general,
podrian ser relacionados con la mayor estabilidad coloidal observada para estos
sistemas de vehiculizacién de RET [96], [97].
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Figura 24. Distribucién de tamano de particula (PSD) basada en el porcentaje de Intensidad y
Volumen (%) a pH 4: (A) y (B): (m) OVA, (e) OVA-RET, (- ) OVA-PAM y (V) OVA-RET-PAM.
Condiciones: Concentracién de proteina: 23 uyM (0,1% p/p), concentracion de RET: 2,3 mM,
concentracion de PAM: 0,05%. Temperatura: 25°C.
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Figura 25. Distribucion de tamafo de particula (PSD) en funciéon del porcentaje de Intensidad y
Volumen (%) a pH 6: (A) y (B): (m) OVAn2, (¢) OVAn-RET, (= ) OVAn2-PAM y (V) OVAn-RET-
PAM. Condiciones: Concentracion de proteina: 23 pyM (0,1% p/p), concentracion de RET: 2,3
mM, concentracion de PAM: 0,05%. Temperatura: 25°C.
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Figura 26. Distribucién del tamafo de particula (PSD) en funcién del porcentaje de Intensidad y
Volumen (%) a pH 6: (A) y (B): (m) OVA, (e) OVA-RET, (- ) OVA-PAM y (V) OVA-RET-PAM.
Condiciones: Concentracion de proteina: 23 uM (0,1% p/p), concentracion de RET: 2,3 mM,
concentracion de PAM: 0,05%. Temperatura: 25°C.
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4.4.3. Estabilidad fotoquimica de retinol

Basandonos en la hipotesis de que la adicion de un PS podria mejorar la
estabilidad fotoquimica de RET a través de interacciones favorables con OVA y OVAx.
se realizé un estudio de la estabilidad fotoquimica de RET vehiculizado en NPB.

El efecto de la adicién de PAM sobre la degradacion fotoquimica de RET (%)
para los nanocomplejos OVA-RET (a pH 4,0) y los nanocomplejos OVAn-RET (a pH
6,0) se muestra en la Fig. 27a y b, respectivamente. Ademas, los resultados para la
degradacioén fotoquimica de RET a 30 h de almacenamiento y los valores iniciales de
OD (mg OD/L) se informan en la Tabla 4. Como se analizé en el Capitulo1, para el
control REToscuridad, S€ Observd que la descomposicion de RET aumento linealmente
hasta las 9 h, desde la cual permanecié practicamente constante hasta las 30 h
(17,0£1,0 %). Del mismo modo, para el control RET,., la descomposicion de RET
aumenté linealmente hasta 9 h, y luego la descomposicién de RET progres6 a una
velocidad més baja hasta llegar a 33,0+1,0 %. Para estos controles se debe considerar
el mismo contenido de OD (4,1£0,0 mg OD/L). Por lo tanto, la descomposicion de RET
esta controlada en primer lugar por el OD, y en segundo lugar por la luz como
catalizador de la degradacion. Este hallazgo estd de acuerdo con un reporte anterior,
destacando que el O> promueve la fotodegradacién de RET [65].

Descomposicion d

25 30

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 27. Descomposicién fotoquimica de RET (%) en funcion del tiempo (h): (A) OVA-RET
(e) y OVA-RET-PAM (V) a pH 4; (B) OVAn2-RET (e) OVAn-RET-PAM (V) a pH 6,0. Controles:
(m) RET puro en oscuridad (REToscuridad), (o) RET puro en luz (RETwz). Condiciones:
Concentracién de proteina: 6,7 yM (0,028% p/p), concentracion de RET: 670 uM,
concentracién de PAM: 0,014% p/p, temperatura: 25°C. Los experimentos se realizaron usando
una lampara fluorescente (BAW, 65 W, 750 Im, 6400 K), con la excepcion del control
REToscurisad. LOS valores se muestran como media + desviacion estandar.
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Como se mencion6 en el Capitulo 1 y puede observarse a partir de la Fig. 273,
la degradacion de RET para los nanocomplejos OVA-RET a pH 4,0 fue bastante
similar a RET; hasta aproximadamente 24 h, a partir de la cual tiene lugar una
descomposicion menos pronunciada hasta llegar a 27,1+0,2 %. Para este sistema, se
registr6 3,910,1 mg OD/L. Este contenido de OD fue similar al obtenido para
REToscuidad  (p>0.05), lo que sugeriria que el ligero efecto protector se debe
principalmente a la complejacion OVA-RET.

Para la nanoparticula OVA-RET-PAM a pH 4,0 se observé que la degradacién
de RET fue menor que la observada para REToscuridad hasta 9 h de andlisis, a partir de
la cual progres6 de la misma manera que RET,, hasta las 16 h. Luego, al final de la
prueba, se observé una ligera disminucion (p<0,05) en la degradacion de RET
(25,0+0,2 %), en comparaciéon con el nanocomplejo OVA-RET (27,1+£0,2 %). La
determinacién de OD para el sistema OVA-RET-PAM arroj6 valores de 4,6+0,5
mg OD/L, siendo esto significativamente mas alto que para los controles. A pesar de
esto, la deposiciébn de PAM sobre la superficie de los nanocomplejos OVA-RET
pareceria mejorar ligeramente la proteccion de RET contra el OD y la luz.

Por otro lado, como puede deducirse de la Fig. 27b, los nanocomplejos de
inclusion OVA.»-RET a pH 6,0 produjeron un aumento en la degradacion de RET a
tiempos cortos, lo que sugeriria que algunas moléculas de RET expuestas sobre la
superficie de OVAn2 podrian deteriorarse en primer lugar. Luego, la degradacién de
RET fue similar al control RET,, hasta las 18 h, a partir del cual se registré6 una
reduccion significativa en la descomposicion de RET (23,2+0,4 %). El valor de OD
para este sistema fue de 4,3t0,1 mg OD/L, siendo este similar al obtenido para
REToscuidad  (p>0.05), sugiriendo que la estabilidad de RET podria atribuirse
principalmente a la complejacion con OVA... Finalmente, para la NPB
OVA.>-RET-PAM se registré que el perfil de degradacion de RET hasta 9 h fue similar
al control REToscuidad, @ partir del cual se registrd6 una reduccion significativa en la
degradacién de RET hasta las 30 h de examinacion (14,1+£0,5 %). Para este sistema,
se obtuvo un valor de 4,7+0,3 mg OD/L, siendo este valor mas alto que el obtenido
para el control. Por lo tanto, este hallazgo soporta fuertemente la hipétesis de que la
deposicion electrostatica de PAM sobre la superficie del nanocomplejo de inclusidon
OVAq-RET mejoré significativamente la estabilidad fotoquimica de RET frente el OD y
la luz. Ademas, a pH 6,0 el sistema OVA-RET-PAM fue mas efectivo que el sistema
OVA-RET-PAM (28,4+1,2 %) para la preservacion fotoquimica de RET (como puede
deducirse de la Tabla 4). Este resultado podria interpretarse considerando el modo
particular de OVA2 para unir RET e interactuar con PAM para la obtencién de NPB.
Ademas, estas propiedades de OVA.. estarian directamente relacionadas con su
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estado desnaturalizado/agregado. Es claramente evidente que el nanocomplejo de
inclusion OVAn-RET-PAM fue el sistema mas efectivo para preservar la estabilidad
fotoquimica de RET, lo que lo convertiia en un sistema prometedor para la
vehiculizacién de RET en solucién acuosa a pH 6,0.

Tabla 4. Concentracion inicial de oxigeno disuelto (OD mg/L) y descomposicion fotoquimica de
RET (%) a las 30 h para buffer fosfato pH 7,0 50 mM, OVA y OVA-PAM pH 4,0; OVA-PAM,
OVAn2 y OVAr2-PAM a pH 6,0. Condiciones: concentracion de proteina: 6,7 uM (0,028% p/p),
concentracion de RET: 670 uM, concentracion de PAM: 0,014% p/p, temperatura: 25°C. Los
valores se muestran como media + desviacidn estandar y las letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Sistemas Descomposicion RET a 30 h (%) OD (mg OD/L)
RET oscuridad 17,2+1,20 4,140,082
RET 33,8+1,5f 4,1+0,02
OVA-pH 4 27,110,2¢ 3,910,12
OVA-PAM-pH 4 25,0+0,24 4,6+0,5°
OVA-PAM-pH 6 28,4+1,2¢ 5,1£0,1¢
OVAn2>-pH 6 23,2+0,4¢ 4,340,12b
OVA,>-PAM-pH 6 14,1+0,52 4,7+0,3b¢

Al analizar el contenido de OD en las muestras, se observé que los sistemas
mixtos con PAM tienen un mayor contenido de OD que los sistemas proteicos y los
controles de RET (Tabla 4), lo que podria explicarse teniendo en cuenta la mayor
incorporacién de Oz durante la preparacién de los sistemas. Como se puede observar
en la Tabla 4 y en la Fig. 28, no hubo una relacion clara entre la degradacion
fotoquimica de RET y la concentracién de OD, remarcando que el efecto protector
obtenido sobre el RET podria atribuirse principalmente a su vehiculizacién en las NPB.

40 T T T T T T T T T T T T T
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12- §

Descomposicion de RET (%)

8 i
32 36 40 44 48 52 56 60
Contenido DO (mg/L)

Figura 28. Descomposicion fotoquimica de RET a las 30 h (%) en funcion del contenido inicial
de OD (mg/L).
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4.5. CONCLUSION PARCIAL

En este capitulo se abord6 la hipoétesis de que la deposicidn electrostatica de un
PS sobre la superficie del nanocomplejo de inclusion proteina-RET podria mejorar su
vehiculizacién y estabilidad fotoquimica en medio acuoso. El supuesto fue confirmado,
destacando una serie de consideraciones relevantes desde el punto de vista practico.
Las NPB coloidalmente estables para el delivery de RET se pueden producir a medida
controlando el pH del medio acuoso y el estado de agregacion de la proteina. Asi,
OVA:2 promovié la obtencion de NPB coloidalmente estables con PAM a pH 6,0, con
mejores propiedades para vehiculizar y preservar fotoquimicamente el RET en
comparacion con la OVA nativa.

Sin embargo, las NPB basadas en OVA nativa podrian encontrar aplicaciones
adecuadas a pH 4,0. La informacién derivada de este capitulo podria ser util para el
desarrollo de formulaciones de alimentos o cosméticos fortificados con RET y
estrategias para la vehiculizacion y proteccion de otros compuestos hidrofébicos
sensibles alaluzy el Oa.
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CAPITULO 3

5.1. INTRODUCCION
5.1.1. Acidos grasos poliinsaturados

Los AG son cadenas de hidrocarburos que presentan un grupo carboxilo en un
extremo y un grupo metilo en el otro. Las propiedades biolégicas de los AG se
determinan por la longitud de la cadena de carbono y por el numero y la posicion de
cualquier doble enlace presente. Mientras que los AG saturados no contienen dobles
enlaces dentro de la cadena carbonada, los AG insaturados contienen al menos un
doble enlace. Cuando se presentan dos o mas dobles enlaces, los AG insaturados se
denominan AG poliinsaturados (PUFA) [121].

Las moléculas de PUFA son moléculas anfifilicas, fundamentalmente de
naturaleza lipidica, formadas por una larga cadena de hidrocarburos lineales (cola
hidrofébica) en cuyo extremo hay un grupo carboxilo (cabeza hidrofilica) [122]. Las
colas hidrofébicas les confieren una alta hidrofobicidad y, por lo tanto, una muy baja
solubilidad en agua [38]. En solucién acuosa, cuando la concentracién de PUFA
excede un valor critico, conocido como concentracién micelar critica (CMC), toma
lugar el autoensamblaje de las moléculas de AG, formando estructuras
supramoleculares, tales como micelas, bicapas y vesiculas que confieren turbidez a la
solucion. Dichas especies estan en equilibrio con la especie no ensamblada o en
solucién (mondémero) [9]. Es importante remarcar que el autoensamblaje se debe a
que las moléculas de AG se asocian a través de la aproximacion de sus colas
mediante interacciones hidrofdbicas, mientras que las cabezas polares permanecen en
la superficie en contacto con las moléculas de agua.

Tomando el extremo metilo terminal (-CH3) de la molécula como C1, si la
primera insaturacion se encuentra entre el C3 y el C4, el PUFA se denomina ‘omega-3’
o ‘n-3’, mientras que si la primera insaturacion se encuentra entre el C6 y el C7 el
PUFA se designa ‘omega-6’ o ‘n-6’. El cuerpo humano puede producir todos menos
dos de los AG que requiere: el acido linoleico (LA, C18:2 n-6; precursor de la serie n-6
de AG) y el acido a-linolénico (ALA, C18:3 n-3; precursor de la serie n-3 de AG) [121].
Se los denomina AG esenciales dado que el ser humano no puede sintetizarlos ya que
no posee enzimas capaces de crear dobles enlaces en las cadenas de AG en un lugar
mas alejado que el carbono C9 [123]. A partir de ALA, se pueden producir por
diferentes vias de desaturacion, elongacion y B-oxidacién los diferentes miembros de
la familia n-3 como el DHA (22:6) con 6 insaturaciones y el eicosapentaenoico (EPA,
20:5) con 5 insaturaciones. A partir del LA se obtienen por diferentes vias enzimaticas
los miembros de la familia n-6 como el acido araquidénico (AA, 20:4) con 4
insaturaciones [123].

93



CAPITULO 3

5.1.2. Deterioro de los acidos grasos poliinsaturados

En la naturaleza, los PUFA normalmente no se encuentran como AG libres, sino
esterificados con glicerol formando triacilglicéridos (TAG). Los TAG sufren
transformaciones quimicas, conocidas comunmente como rancidez, que ademas de
reducir su valor nutritivo, producen compuestos volatiles que imparten olores y sabores
desagradables [124]. Entre estas transformaciones se encuentra principalmente la
lipdlisis y la autooxidacion, existiendo un tercer mecanismo menos importante que es
la inversion [125]. Cabe mencionar que los PUFA experimentaran autooxidacién y son
mas sensibles a ella en estado libre que como TAG [126].

Lipdlisis: Esta reaccion es catalizada por lipasas que hidrolizan el enlace éster
de los TAG y de esta manera se liberan AG. Un ejemplo es la liberacion de PUFA a
partir de aceites ricos en TAG que sucede en el TGl bajo la accion de la lipasa
intestinal [127].

Autooxidacion: Es el deterioro mas comun de las grasas y aceites y se refiere a
la oxidacion de los AG insaturados, pero también se presenta con otros CB de interés
bioldgico, como RET y carotenoides. La oxidacién ocurre cuando un atomo cede un
electron a otro atomo distinto mediante un proceso de reduccién. Existen agentes
promotores de la oxidaciébn como por ejemplo temperaturas altas, presencia de
metales, presencia de peréxidos de grasas oxidadas, presencia de Oy, luz UV/azul,
poliinstauraciones [124].

La autooxidacion de lipidos es una reaccién con Oz molecular por medio de un
mecanismo autocatalitico y constituye la principal reaccién involucrada en el deterioro
oxidativo de lipidos. Se denomina autooxidacién porque es un mecanismo que genera
compuestos que a su vez mantienen y aceleran el curso de la reaccidén. Entre los
productos de reaccion se encuentran algunos compuestos de bajo PM que le confieren
el olor caracteristico a las grasas oxidadas. A medida que aumenta el numero de
insaturaciones la oxidacion se produce mas rapido [126].

Se conoce que el mecanismo de la autooxidacién opera a través de la
produccion de radicales libres y que posee un gran numero de rutas de reaccion,
aunque en términos practicos se considera que se lleva a cabo en tres etapas:
iniciacién, propagacion y terminacion (Fig. 29). Aunque la autooxidacién requiere de
una energia de activacion relativamente baja (20 a 35 kcal/mol), la formacién de un
radical libre a partir de la reacciéon de un AG (RH en la Fig. 29) con O es
termodindmicamente dificil de producirse ya que el O2 en su estado normal es muy
poco electrofilico y por si solo no actia sobre los dobles enlaces C=C. La produccion

de los primeros radicales (iniciacion) necesarios para iniciar la reaccion de
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propagacion debe ser catalizada. Se ha propuesto que el inicio de la oxidacion puede
tener lugar por descomposicion de hidroperoxidos, por catdlisis con metales o por

exposicion a la luz [124], [126].

Inucracion BH — R++H- Radical Libre
Propagacion Re+ 05 - ROO- Radical Hidroperoxido
ROO=+RH — R+ ROOH Hidroperoxido
Termunacion B +Re R RR Compuestos muy estables
R* + ROO» — ROOR
ROO +ROO0O" - ROOR -0,
RO=+R= — ROR
2RO*+2R00" - JRO0R + 0,

Figura 29. Mecanismo de autooxidacién de lipidos y PUFA. RH: acido graso insaturado (Figura
modificada de Dergal, 2006 [124]).

Después de la iniciacion, la oxidacion se propaga por extracciéon de atomos de
hidrégeno en las posiciones de los dobles enlaces de los AG, produciendo especies de
radicales libres (R*®). En la propagacion, la adicién de O. se produce en estas
ubicaciones, lo que da como resultado la produccién de radicales hidroperoxidos, y
estos a su vez extraen hidrégeno de grupos metilo de otras moléculas de AG
insaturados (RH) para producir hidroperoxidos (ROOH) y nuevos radicales libres. Los
nuevos radicales libres reaccionan con el Oz y se repite la secuencia de reacciones
que se acaba de describir. Los hidroperoxidos son reactivos, producen nuevos
radicales que promueven la reaccion, interaccionan con otras moléculas, se
polimerizan e incrementan la viscosidad, se oxidan, sintetizan epdxidos, su ruptura
genera aldehidos, cetonas, acidos y otros compuestos de bajo PM que confieren
olores, se deshidratan y sintetizan cetoglicéridos, se ciclan, etc. Los productos finales
de la autooxidaciéon incluyen polimeros de alto PM, aldehidos, cetonas, &cidos,
cetoglicéridos y epdxidos [124].

Reversidn: Este tipo de deterioro se presenta con menor frecuencia y en ciertos
aceites refinados ricos en ALA, como el de soja, que producen olores indeseables en
el almacenamiento mediante un mecanismo que no se conoce totalmente. La reaccién
ocurre en aceites con indice de peréxido muy bajo, y puede ser el inicio de la
autooxidacién. En aceites revertidos se han identificado aldehidos y cetonas, que se
perciben antes de que aparezcan olores caracteristicos de la oxidacién. A pesar de
que se desconocen los detalles de la reaccion, las temperaturas altas, las radiaciones
electromagnéticas y algunos metales, la favorecen; se requiere de pequenas
cantidades de O> ya que los aceites envasados con un gas inerte o al vacio no la

desarrollan [124].
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5.1.3. Caracteristicas del acido linoleico y del acido linoleico conjugado

El LA (C18:2 cis9, cis12) es un AG esencial n-6 que contiene 18 atomos de
carbono y dos enlaces dobles en configuracién cis (Fig. 30). Esta configuracién
estructural da como resultado dos enlaces simples que separan los dobles enlaces
[128]. El acido linoleico conjugado (CLA) es el isbmero posicional y geométrico del LA,
gue contiene un sistema de doble enlace conjugado, con los enlaces separados por un
enlace C-C simple en lugar de un grupo metileno normal. Cada uno de los dos dobles
enlaces puede estar en configuracién cis o trans, y en diferentes posiciones a lo largo

de la cadena de 18 carbonos, desde el carbono 6 al carbono 15 (Fig. 30) [129].
OH

N
Acido linoleico conjugado
(cis9, trans11)

SOPPPY!
N G X 53

Acido linoleico Acido linoleico conjugado
(cis9, cis12) (trans10, cis12)

Figura 30. Estructura del LA y dos de sus isémeros CLA: cis9, trans11y trans10, cis12 (Figura
modificada de Viladomiu y col., 2016 [130]).

Tanto el LA cémo el CLA son AG esenciales ya que el cuerpo no puede
sintetizarlos y, por lo tanto, deben incorporarse a partir de la dieta [131]. Las
principales fuentes dietéticas de LA incluyen los aceites vegetales como los aceites de
girasol y maiz, pero también estan presentes en cereales, grasa animal y pan integral
[121]. Los diferentes isémeros del CLA se producen como intermediarios de la bio-
hidrogenacion de PUFA, especificamente del LA y del ALA por las bacterias del
rumen, por lo que estan naturalmente presentes en alimentos derivados de rumiantes
como carne y leche [128] [132]. Las concentraciones de CLA en productos lacteos
generalmente varian de 2,5 a 15,0 mg de CLA/g de lipidos, de los cuales el isbmero
cis9, trans11 representa entre el 75 y el 95% del CLA total [133], [134]. En contraste
con la leche y los alimentos derivados de la carne, el CLA preparado sintéticamente
contiene una mezcla con proporciones similares de los isomeros cis y trans 9,11y
10,12[132].

La ingesta dietética éptima de CLA aun no se ha establecido. En la actualidad
existen grandes variaciones en las ingestas diarias sugeridas. Se planteé la hipétesis
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de que 95 mg de CLA/dia es suficiente para mostrar efectos positivos en la reduccion
de cancer de mama en mujeres; sin embargo, los calculos se basaron en datos
epidemiolégicos que vinculan el aumento del consumo de leche con la reduccion del
cancer de mama. Por otro lado, se han extrapolado estudios en ratas sugiriendo una
ingesta de 3,5 g de CLA/dia para promover efectos beneficiosos sobre la salud
humana. Sin embargo, todos estos valores representan estimaciones aproximadas y
se basan principalmente en extrapolaciones de datos obtenidos in vivo a partir de
animales de experimentacién [135]. Si bien, no hay una ingesta diaria recomendada
por organismos oficiales, se ha estimado en la bibliografia cientifica que se requeriria
una ingesta de 3,0 g de CLA/dia para observar beneficios en la salud humana
analogos a los observados para los ensayos en animales [136], [137].

5.1.4. Funciones de los acidos grasos poliinsaturados y del acido
linoleico conjugado

Los PUFA juegan un papel importante en la composicion de todas las
membranas celulares donde mantienen la homeostasis para el correcto
funcionamiento de las proteinas de membrana e influyen en su fluidez, regulando asi
los procesos de senalizacion celular, las funciones celulares y la expresién génica
[121]. Los PUFA n-3 y n-6 desempeiian funciones definidas en el organismo y ain se
estan descubriendo nuevas funciones. Los eicosanoides (prostaglandinas y
leucotrienos) son productos del metabolismo del AA y EPA. El AA mediante las
enzimas ciclooxigenasa (COX) y lipooxigenasa (LOX) se convierte en: prostaglandina
E2, que es un mediador inflamatorio; prostaciclina 12, responsable de la dilatacion de
los vasos sanguineos; tromboxano A2 que activa la agregacion plaquetaria y el
vasoespasmo; Y leucotrienos de la serie 4, que juegan un papel crucial en el desarrollo
y mantenimiento de la respuesta inflamatoria. El EPA se metaboliza de manera similar
con la participacion de las mismas enzimas; sin embargo, sus productos metabdlicos
son diferentes: prostanoides de la serie 3 y leucotrienos de la serie 5 de diferentes
propiedades, en su mayoria antiinflamatorias, antiagregantes y vasodilatadoras [123].
Dado que ambas vias de metabolismo usan las mismas enzimas se ha discutido
mucho la relacién n6/n3 adecuada para una buena salud cardiovascular, respuesta
inflamatoria, etc. [138], [139].

A diferencia de lo anterior, como se menciond, el CLA no puede ser sintetizado a
partir de ningun precursor y debe ser ingerido a partir de la dieta debido a que posee
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numerosos efectos benéficos para la salud como propiedades anticancerigenas,
antiobesidad (control de peso), antidiabéticas, antiinflamatorias y antihipertensivas.

En cuanto al efecto antiobesidad, la evidencia en estudios in vivo e in vitro
sugiere que podria ser atribuido a la reduccion del almacenamiento de lipidos y a la
mayor utilizacion de grasa en el musculo a través de la B-oxidacién de AG [140].
Ademas, se inform6 que suprime la sintesis de AG en higado. Varios ensayos clinicos
informaron correlaciones positivas entre la administracién de suplementos con CLA y
una mejora en el indice de masa corporal, peso corporal, masa de grasa corporal,
adiposidad abdominal y masa corporal magra [140]. Existen varios mecanismos
propuestos para explicar este cambio en la composicion corporal, entre ellos la
reduccién de la proliferacion y diferenciacién de preadipocitos, disminucién de la
esterificacion de AG en TAG, aumento del gasto energético, aumento de la lipdlisis,
alteracion de las enzimas carnitina palmitoiltransferasa y lipoproteina lipasa y la
concentracion de leptina, entre otros [141]. La propiedad antiobesidad del CLA se ha
atribuido principalmente al isémero trans10, cis12. En un estudio clinico, se inform6
que la suplementacion dietaria con CLA redujo la grasa corporal, en particular la grasa
abdominal, cambi6 los lipidos totales en suero y disminuy6 la absorcién de glucosa
[142]. Esta fue una de las primeras funciones elucidadas del CLA y que ha recibido
gran atencién, haciendo que al presente existan numerosos suplementos dietarios que
lo contengan.

En cuanto al efecto antihipertensivo, el CLA podria modular la produccién de
adipocitoquinas fisiologicamente activas, como la adiponectina, leptina y
angiotensindgeno. La propiedad antihipertensiva de CLA también se informé en un
estudio clinico. En sujetos hipertensos se observé que las presiones sanguineas
sistolica y diastélica disminuyeron significativamente al tomar 4,5 g de CLA
(conteniendo igual cantidad de los isémeros cis9, trans11y trans10, cis12) durante 8
semanas. Los resultados sugirieron que el efecto dependiente de CLA se atribuiria a
los niveles en sangre de adipocitoquinas [143].

Se ha informado que el CLA exhibe propiedades antiinflamatorias tanto in vivo
como en cultivos celulares mediante la inhibicion de la enzima COX-2, lo que conduce
a una disminucion en la liberacion de prostaglandina E2 y en la produccion de
citoquinas proinflamatorias posteriores. Ademas, el CLA mejora la produccion de
inmunoglobulinas (lg) protectoras, IgA, 1gG e IgM, al tiempo que reduce la produccién
de IgE. Un estudio en humanos en el que se ha realizado una suplementacién con una
mezcla de CLA condujo a una reduccidn significativa de las citoquinas proinflamatorias
interleuquina-1B y factor de necrosis tumoral-a y de IgE, en comparacion con el grupo
placebo [144]. Sin embargo, existen informes limitados respecto a las respuestas
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inmunes mejoradas en humanos, que incluyen suprimir las respuestas alérgicas,
mejorar la produccién de anticuerpos después de la vacunacion, reducir los sintomas
de la dermatitis atdpica y de la infeccion por rinovirus [140].

Se ha encontrado que la suplementacion dietaria con CLA, tanto con mezclas
como con isomeros individuales, reduce las lesiones ateroscleroticas, las lipoproteinas
plasmaticas y el estado inflamatorio local en conejos, ratones y hamsters. En estudios
en humanos, se ha demostrado que el CLA en la dieta mejora los perfiles de lipidos en
plasma en sujetos obesos, diabéticos y normolipidémicos, con reducciones en TAG,
lipoproteina de baja densidad, colesterol, colesterol total y lipoproteina de muy baja
densidad [144].

Se ha demostrado que el CLA mejora la formacién 6sea y previene la resorcion
Osea tanto en la ovariectomia como en la pérdida 6sea asociada a la edad en modelos
de experimentacion de animales. Actualmente, existen estudios en humanos sobre
CLA y salud 6sea con mujeres posmenopausicas, donde se informéd el efecto
beneficioso de CLA en la dieta sobre la densidad mineral ésea [140]. El efecto de CLA
en cancer sera descripto en el Capitulo 5 de la presente tesis.

5.1.5. Antecedentes de encapsulacion de acidos grasos poliinsaturados

Como se mencion6 previamente, los PUFAs en general tienen una solubilidad en
agua muy baja y son susceptibles al deterioro oxidativo, lo que disminuye su valor
nutricional [145], [146]. EI CLA, en particular, exhibe una estabilidad quimica muy
pobre, presentando autooxidacion e isomerizacion [147], ademas de su baja
solubilidad en agua. Para superar estos problemas, se han desarrollado diferentes
sistemas de encapsulacion de PUFAs y aceites ricos en ellos: particulas proteicas
[145], microemulsiones [148], liposomas [149], [150], hidrogeles [151] y sistemas
basados en polimeros [152], entre otros.

Como se menciond en Capitulos anteriores muchas proteinas globulares tienen
la capacidad intrinseca de unirse a compuestos hidrofébicos y esta ventaja podria
usarse como una estrategia para proteger a los PUFAs e introducirlos en matrices
alimenticias. En este sentido, se han investigado diferentes proteinas como portadoras
de LA o CLA: BLG [26], [31], proteinas vegetales [145], proteinas del suero lacteo
concentradas (WPC) [146], etc. En este sentido, Jiang y Liu (2003) [31] estudiaron la
unién entre el CLA y la BLG mediante fluorescencia intrinseca y hallaron que esta
proteina era capaz de unir 2,5 moléculas de CLA con una K, de 3,7 x10®M!, formando
un complejo de inclusién cuyo dy fue 170,7+£0,8 nm. Un estudio de absorcién intestinal
de CLA solo o formado nanocomplejos con BLG a través de una monocapa de células
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Caco-2 revel6 que la absorcién fue practicamente el doble al estar formando el
nanocomplejo de inclusién [31]. Los autores hallaron dos explicaciones: por un lado, la
BLG tiene la capacidad de cruzar la membrana de la monocapa de células Caco-2 y
por el otro lado, la BLG tiene receptores de membrana especificos para el transporte
transcelular [31]. En otro trabajo se utiliz6 harina de soja desgrasada sometida a
calentamiento a 70°C por 2 h y posterior centrifugacion. El sobrenadante se ajusté a
pH 5,0 y se calenté durante 15 min a 55°C, luego se centrifugd y el precipitado se
considerd la fraccién de proteina lipofilica (LP). Se preparé una solucién de LP en
buffer fosfato pH 7,0 50 mM y posteriormente se unié con CLA mediante mezcla y
aplicacion de ultrasonido; finalmente se agregé una solucion de caseinato de sodio
para mejorar la estabilidad de las particulas LP-CLA. Este sistema mostr6 tamafos en
el rango de 150-170 nm con EE superiores al 85%. Ademas, al estudiar la
concentracion de Oz y el valor de hidroperéxidos de este sistema al someterse por 84
h a 50°C, se observé una mejor estabilidad oxidativa de CLA en estos sistemas frente
a CLA puro en etanol [145]. En otro estudio, se realizaron microcapsulas mediante
secado spray utilizando WPC solo o un sistema WPC-maltodextrina (WPC-MDX) o GA
[146]. Los autores hallaron que la mayor EE y retencién de CLA luego del secado
spray fue para el sistema WPC. Al estudiar la estabilidad oxidativa de CLA en los tres
sistemas luego del almacenamiento a 35°C por 4 meses y en diferentes actividades de
agua, los autores llegaron a la conclusion de que el sistema WPC puro es mejor que
los otros dos para la estabilidad oxidativa de CLA, atribuyendo esto a una mayor
permeabilidad al O: en los sistemas WPC-MDX y GA debido a la presencia de poros y
rupturas en las microcapsulas [146].

Como se mencioné previamente, OVA es una proteina globular de alta
disponibilidad con capacidad de unir compuestos hidrofébicos como el LA [20], [21];
sin embargo, la capacidad de OVA para unirse a CLA no es conocida aun. Por ello, el
objetivo del presente capitulo fue la produccion y caracterizacion de dos
nanoparticulas preparadas por tratamiento térmico de OVA en condiciones de pH vy
concentracion diferentes (pH 7,50 y concentracion 1%, y pH 11,4 y concentracion 3%)
para obtener asi dos nanoparticulas de diferente tamano, a fin de poder evaluar como
el tamano influye en la capacidad de unién al ligando y posteriormente (Capitulo 4) en
la liberacion del CB al someter el sistema a un protocolo consenso de digestién
gastrointestinal in vitro. Ademas, se estudid la influencia de la diferente estructura
quimica de dos PUFA (LA y CLA) en la formacién de nanocomplejos de inclusién con
las nanoparticulas proteicas obtenidas.
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5.2. OBJETIVOS

Los objetivos especificos del capitulo son:
Objetivo 1: Produccion y caracterizacibn de dos nanoparticulas de OVA en dos
condiciones de pH y concentracién diferentes.
Objetivo 2: Obtencion y caracterizacién fisicoquimica de nanocomplejos de inclusién
entre dos PUFAs (LA y CLA) y las nanoparticulas de OVA obtenidas.
Objetivo 3: Evaluar la influencia de la diferencia estructural de ambos PUFAs en la

formacién de los nanocomplejos de inclusion.

5.3. MATERIALES Y METODOS
5.3.1. Materiales

La ovoalbumina (OVA) y el ANS empleados fueron previamente descriptos en el
Capitulo 1. El acido linoleico conjugado (CLA, producto O5507, pureza 98% segun
cromatografia de gases (GC), siendo una mezcla de los isbmeros cis y trans 9,11y
10,12) y el &cido linoleico (LA, producto L1376, pureza 99% segun GC) se obtuvieron
de Sigma (EE.UU.). Ambos PUFAs, CLA y LA, se mantuvieron en oscuridad bajo
atmosfera de N2 a -18°C segun las recomendaciones del fabricante. Los reactivos
analiticos adicionales fueron suministrados por Cicarelli (Argentina).

5.3.2. Produccidon y caracterizacion fisicoquimica y morfolégica de las
nanoparticulas de ovoalbumina

5.3.2.1. Produccidén de nanoparticulas de OVA

En base a los antecedentes descriptos en la Seccion 1.9 se eligieron dos pH y
concentraciones diferentes para la formacién de nanoparticulas proteicas de manera
de obtener dos tamanios distintos a fin de evaluar como ello afecta la unién al ligando.
En el siguiente Capitulo (Capitulo 4) se evaluara ademas como el tamario influye
sobre la digestion gastrointestinal in vitro de estos nanocomplejos.

De acuerdo a lo anteriormente mencionado, se produjeron dos nanopatrticulas:

(i)  Se prepard una solucién de OVA a una concentracion de 30 g/L en NaCl 50 mM
y el pH se ajusté a 11,4 utilizando NaOH 1M. Esta solucion se hidraté durante la
noche a 4°C. Al dia siguiente, el pH se reajusto nuevamente a 11,4 de ser
necesario utilizando NaOH 0,1M. Finalmente, se dispensaron alicuotas de 2 mL
en tubos de vidrio y se calentaron en un bafno de agua a 85°C durante 5 min.
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Posteriormente, se retiraron los tubos y se enfriaron inmediatamente en un bario

de hielo. Los tubos que contenian la nanoparticula 1 (OVAs1) se mantuvieron a

4°C hasta su posterior analisis.

(i) Esta nanoparticula fue la misma a la utilizada en los Capitulos 1 y 2.
Brevemente, la solucién de OVA se prepar6 a 10 g/L en NaCl 50 mM, se hidraté
durante la noche a 4°C, el pH se ajustd a 7,5 y luego se dispensaron alicuotas
de 2 mL en tubos de vidrio y se calentaron en un bafo de agua a 85°C durante 5
min y se enfriaron inmediatamente en bano de hielo [20]. Los tubos que
contenian la nanoparticula 2 (OVA.2) se mantuvieron a 4°C hasta su posterior
analisis.

Adicionalmente, la proteina nativa fue utilizada como control. Para lo cual, se
prepard una solucion de OVA de 10 g/L en NaCl 50 mM. Esta solucion se hidraté
durante toda la noche a 4°C. El sistema se filtr6 con membrana de celulosa con
tamano de poro de 0,22 um y se almacend a 4°C hasta su posterior andlisis.

En todos los casos, la concentracion de proteina se verificd por espectroscopia
de ABS a 280 nm usando un coeficiente de extincion de 0,712 L.g™".cm™ [35].

5.3.2.2. Caracteristicas fisicoquimicas y morfolégicas de nanoparticulas
de OVA
5.3.2.2.1. Cromatografia liquida rapida de proteinas y SDS-PAGE.

Para OVAn y OVAq2 se realiz6 un analisis de PM mediante cromatografia de
filtracion por gel utilizando una columna Superdex 200 HR 10/30 (GE Healthcare). La
columna se conectdé a un dispositivo de cromatografia liquida rapida de proteinas
(FPLC) (Akta Basic, GE Healthcare) y se equilibré con buffer fosfato pH 7,0 50 mM
conteniendo NaCl 150 mM. El equipo se calibr6 con marcadores de PM (Kit de
calibracion de filtracion de gel-GE Healthcare) y se obtuvo una curva de calibrado para
el calculo del PM de la muestra.

Ademas, las muestras se analizaron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida al 12% adicionado con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), lo que
permitié una separacion de proteinas en el rango de PM de 12-100 kDa. Cada muestra
se mezcl6é con buffer de muestra que consistié en Tris-HCI pH 6,8 50 mM, glicerol y
azul de bromofenol. Las muestras se prepararon en condiciones no reductoras (en
ausencia de B-mercaptoetanol) y reductoras (en presencia de B-mercaptoetanol). La

proteina se visualizdé mediante tincion con plata.
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5.3.2.2.2. Distribucion de tamaro y potencial

Las mediciones de tamano y potencial { se realizaron de igual manera que las

descriptas en el Capitulo 1.

5.3.2.2.3. Microscopia de fuerza atomica

Los componentes béasicos de un AFM son un laser diodo, un fotodetector que
funciona como un escaner, un cantilever y una plataforma de muestra capaz de
moverse en las direcciones x-y-z (Fig. 31). En AFM, una sonda que consiste en una
punta afilada (tip) estd montada en un brazo flexible (cantilever). Tipicamente, la
muestra se monta sobre un cristal piezoeléctrico. El cantilever explora la muestra al
sensar la fuerza entre la superficie y la punta. Cuando la punta se acerca a la
superficie, las fuerzas atractivas de van der Waals entre la punta del cantilever y la
muestra desvian el cantilever hacia la superficie de la muestra. Cuando la punta se
pone en contacto con la superficie de la muestra, se desarrolla una fuerza repulsiva,
que desvia el cantilever en la direccién opuesta. Estas desviaciones, hacia o lejos de
la superficie de la muestra, son detectadas por un rayo laser. El rayo laser golpea la
parte superior del cantilever y se refleja en un fotodetector sensible a la posicién. La
desviacién en el cantilever es registrada por el fotodetector. Durante el escaneo, la
punta de AFM se mueve continuamente hacia adelante y hacia atras a lo largo de la
superficie y el detector registra las desviaciones resultantes. La adquisicion de la
topografia de la superficie de la muestra se realiza mediante el registro de las
pequenas desviaciones del cantiléver. EI cambio de fase de la oscilacion en el
cantilever también se registra como imagen de contraste de fase [153], [154].

Fotodetector

* """" CQ /s

(Computadoras

/V Cantilever

Punta o tip

Muestra

Cristal piezoeléctrico

Figura 31. Principales componentes de AFM (Figura modificada de Brandl y col., 2007 [155]).

103



CAPITULO 3

El AFM generalmente esta equipado para trabajar en tres modos diferentes
denominados modo de contacto, sin contacto y tapping. Estos modos utilizan
diferentes fuerzas de contacto en el cantilever dependiendo de la interaccién entre la
punta y la muestra. En el modo de contacto, la sonda experimenta fuerzas repulsivas.
Sin embargo, en el modo sin contacto, la punta se aleja mas de la superficie y se
desarrollan fuerzas atractivas. En el modo de tapping (golpeteo) la punta se pone en
contacto con la muestra durante un periodo de tiempo muy corto. El cantilever vibra
ligeramente por debajo de su frecuencia de resonancia en rangos de amplitud de 20 a
100 nm. La punta solo toca la superficie de la muestra durante el escaneo y entra en
contacto con la superficie en la parte inferior de su oscilacion. El contacto del
cantilever es por un periodo de tiempo muy corto en el cual la fuerza lateral de
contacto disminuye. Este modo proporciona los mejores resultados para materiales
blandos o peliculas dado que la punta toca la superficie de la muestra durante un
periodo de tiempo muy corto [153], [154].

La AFM permiti6 estudiar las caracteristicas morfoldégicas de OVA,1 y OVA..
Para ello, alicuotas de la muestra se adsorbieron a una superficie de mica (1cm?
pegada a discos de acero) por medio de secado en camara de vacio a temperatura
ambiente. Las imagenes de AFM se realizaron en modo tapping con un microscopio
Agilent 5400 (EE.UU.). Se utilizaron cantilevers de AFM recubiertos de aluminio
(modelo OPUS: 160AC-NA) con las siguientes especificaciones: longitud: 160 pm;
radio del tip: <7 nm; ancho medio: 40£2 um; espesor: 4£0,5 um; altura del tip: 14 um;
fuerza de resorte: 26 N.m™'. Se empled una frecuencia de oscilacién de 280 kHz. Las
muestras fueron escaneadas a 1 linea/s. Para el procesamiento de imagenes, se
utilizé el software Gwyddion 2.44. Las imagenes topograficas y de fase se presentaran

para mostrar una mejor definicién de las particulas.

5.3.2.2.4. Fluorescencia intrinseca y extrinseca

Con el fin de obtener conocimientos sobre como el tratamiento térmico afecta a
la proteina nativa, se llevaron a cabo experimentos de fluorescencia intrinseca y
extrinseca. OVA y sus dos nanoparticulas se dispersaron en buffer fosfato pH 7,0 50
mM a una concentracién final de proteina de 1 uM. Los experimentos de fluorescencia
intrinseca se realizaron con una Aex de 295 nm (excitacion de Trp [81]) y se registraron
los espectros de emisién entre 300 y 425 nm. Los experimentos extrinsecos se
realizaron utilizando ANS como sonda fluorescente, agregando 9 pL de solucién de
ANS 15 mM a soluciones de OVA, OVA. y OVA:2 en buffer fosfato pH 7,0 50 mM. Los
espectros de emision de fluorescencia extrinseca se obtuvieron de 420 a 600 nm
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utilizando como Aex 390 nm. En ambos experimentos, la temperatura se controlé
utilizando un bano de circulacién de agua y fijandola en 25°C. Los espectros de
emision de fluorescencia se obtuvieron utilizando un espectrofotémetro Hitachi F-7000
(Japén).

5.3.3. Formacién y caracterizacion de nanocomplejos proteina-acidos
grasos poliinsaturados
5.3.3.1. Formaciéon de nanocomplejos proteina-PUFA

Los nanocomplejos de inclusién proteina-PUFA se produjeron sobre la base de
la capacidad intrinseca de OVA y sus nanoparticulas derivadas de unir compuestos
hidrofébicos [20], [21]. Los nanocomplejos se formaron mezclando una solucion de
OVA o de sus nanoparticulas derivadas con una solucion etandélica de PUFA 0,1 M en
buffer fosfato pH 7,0 50 mM y dejandolos reposar en oscuridad durante 2 h. La
concentracion final de etanol en estos sistemas fue inferior al 1% v/v; por lo tanto,
podria suponerse que no se indujeron modificaciones estructurales en las proteinas
[77].

5.3.3.2. Caracterizacion de nanocomplejos proteina-PUFA.

5.3.3.2.1. Distribucion de tamafo y potencial

El efecto de la complejacion de LA y CLA sobre el tamafno de particula y las
propiedades eléctricas de OVA, OVA,1 y OVA se estudiaron a pH 7,0 empleando un
equipo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido). El andlisis se
llevo a cabo de la misma manera que se detallé en el Capitulo 1.

5.3.3.2.2. Microscopia de fuerza atémica

Las caracteristicas morfologicas de los nanocomplejos de inclusion formados
entre OVA,1 y OVA2 con LA y CLA se estudiaron mediante AFM. La preparacion de
las muestras y el andlisis de las imagenes se realizaron como se describio
previamente en este capitulo (Seccion 5.3.2.2.3). Durante el secado de las muestras
en camara de vacio, las mismas fueron protegidas de la luz para evitar la degradacion
de los PUFAs.

105



CAPITULO 3

5.3.3.2.3. Fluorescencia intrinseca

La formacion de nanocomplejos de inclusion de OVA, OVAn y OVAq2 con LA o
CLA se examind mediante espectroscopia de fluorescencia intrinseca. La OVA y sus
dos nanoparticulas se dispersaron en buffer fosfato pH 7,0 50 mM a una concentracién
final de proteina de 1 uM. Por otro lado, se prepard una solucion stock de LA o CLA a
una concentracion de 20 mM en etanol. Luego, se titularon 3 mL de solucién de
proteina con volumenes crecientes (0-30 pL) de soluciones stock de PUFA o una
dilucién de las mismas.

Con el fin de evitar el decaimiento de la fluorescencia debido a la turbidez del
sistema, la concentracion final de PUFA a utilizar se determiné previamente. Para
esto, se determin6 la concentracion de proteina-PUFA para la cual la turbidez del
sistema (medida como ABS a 400 nm [9]) comenzé a aumentar, y se us6 dicha
concentracion para las mediciones de fluorescencia. Esta concentracion fue de 20 uM
para OVA, mientras que para OVA fue de 30 uM y para OVA.. fue de 50 pM.

Los nanocomplejos de inclusién proteina-PUFA se almacenaron en oscuridad
durante 2 h para alcanzar el equilibrio. Los experimentos de fluorescencia intrinseca
se realizaron en un espectrofotémetro Hitachi F-7000 (Japdn) excitando a una Aex de
295 nm (excitacion del Trp [81]) y registrando los espectros de emisidn entre 300 y 425
nm. La temperatura se mantuvo en 25°C utilizando un bafo de circulacion de agua.
Los valores de intensidad de fluorescencia del Trp (IFtp) en la Aem maxima se
expresaron en términos de intensidad de fluorescencia relativa del Trp (IFRy), siendo
IFRp = IFmp/IFoTp, donde IFt, es la intensidad de fluorescencia intrinseca del Trp de
los nanocomplejos proteina-PUFA e IForp corresponde a la intensidad de
fluorescencia intrinseca del Trp de los sistemas proteicos puros [26], [92]. Ademas, los
datos de IFmp se utilizaron para calcular los parametros de union: estequiometria o
numero de moléculas de PUFA unidas por unidad monomérica de OVA (n) [21] y Ka.
Para ello, se aplicé el modelo de Scatchard modificado (Capitulo 1, Seccion 3.3.3.1.2,
Ecuacion 3). Las mediciones de fluorescencia y ABS se realizaron por triplicado.

5.3.3.2.4. Fluorescencia extrinseca

El modo de unién entre los PUFAs y los sistemas proteicos (OVA, OVAn y
OVA.2) se examind mediante espectroscopia de fluorescencia extrinseca. Los
experimentos extrinsecos se realizaron utilizando ANS como sonda fluorescente. La
OVA y sus nanoparticulas derivadas se dispersaron en buffer fosfato pH 7,0 50 mM a
una concentracién final de proteina de 1 uM. Luego, se prepararon soluciones de
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nanocomplejos proteina-PUFA como se describi6 en la Seccién anterior.
Posteriormente, se agregaron 9 pL de solucion de ANS 15 mM a cada sistema. Los
espectros de emision de fluorescencia extrinseca se obtuvieron de 420 a 600 nm a
una Aex de 390 nm utilizando un espectrofotometro Hitachi F-7000 (Japdn) y ajustando
la temperatura de la cubeta a 25°C. Los valores de fluorescencia de emisién
extrinseca se expresaron en términos de intensidad de fluorescencia relativa de ANS
(IFRans), siendo IFRans = IFans/IFoans, donde IFans es la intensidad de fluorescencia de
emision de ANS de los nanocomplejos proteina-PUFA y IFoans corresponde a la
intensidad de fluorescencia de emision de ANS de los sistemas proteicos puros.

5.3.3.3. Ensayos de turbidez

Para la medicién de la turbidez, se agregaron volimenes crecientes (0-35 uL) de
LA o CLA 100 mM en solucién etandlica a 2,5 mL de soluciones de OVA, OVA. y
OVAn.. La concentracion de proteina fue de 0,5 g/L en buffer de fosfato pH 7,0 50 mM
[20]. También se prepararon sistemas controles conteniendo LA o CLA puros. Luego,
la ABS a 400 nm se midié como un indice de turbidez en un espectrofotdmetro Jenway
7305 (Reino Unido) [9]. Las mediciones se realizaron por triplicado a temperatura
ambiente (25°C).

5.3.4. Analisis estadistico

Todas las mediciones se realizaron al menos por triplicado. Los promedios y
desviaciones estdndar se calcularon a partir de estas mediciones. El tratamiento
estadistico de los datos se realiz6 de igual manera que en los Capitulos anteriores.

5.4. RESULTADOS
5.4.1. Caracteristicas fisicoquimicas y morfolégicas de nanoparticulas de
ovoalbumina.

5.4.1.1. Cromatografia liquida rapida de proteinas y SDS-PAGE.

Con el fin de caracterizar las nanoparticulas OVAn y OVAs2 en términos de su
PM, se realizé un ensayo de FPLC (Fig. 32). En los cromatogramas, se observaron
dos picos para OVAn y dos para OVA... Para OVA,, los PM calculados fueron
1.000£200 kDa y 535 kDa, y para OVAn: fueron 1.100+200 kDa y 47+4 kDa. En
ambos casos, los PM mayores corresponderian a las nanoparticulas y los mas
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pequenos a la proteina OVA nativa (43 kDa segun Croguennec y col. (2007) [35]). Fue
posible determinar el grado de agregacion de OVA a partir del area bajo los picos
normalizados. Este parametro fue de 89% y 90% para OVA, y OVAq,
respectivamente, lo que indicé un alto grado de agregacion debido al tratamiento
térmico aplicado. Weijers y col. (2003) [38] determinaron que parte de la OVA podia
desnaturalizarse pero no agregarse. Por lo tanto, se podria sugerir que alrededor del
10% de OVA permanecio sin agregar. A partir de estos datos, es posible calcular el
numero de unidades OVA que forman cada nanoparticula como la relacién entre el PM
de la nanoparticula y el PM de OVA nativa. Este célculo indic6 que OVA, estaria
formada por 23 unidades y OVAn2 por 26 unidades monoméricas de OVA.
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Figura 32. Cromatogramas obtenidos mediante cromatografia liquida rapida de proteinas para
OVAn; (—) y OVAn2 (—)

Figura 33. SDS-PAGE para OVAnt y OVAn2. Izquierda: en presencia de B-mercaptoetanol.
Derecha: en ausencia de -mercaptoetanol. MPM: marcador de peso molecular.
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Ademas, para obtener algun conocimiento sobre la naturaleza de las fuerzas de
interaccion involucradas en la formacion de las nanoparticulas, se realizd6 un
experimento de SDS-PAGE (Fig. 33). En ausencia de B-mercaptoetanol, se observé
para ambas nanoparticulas una banda que no ingresé al gel, indicando que las
particulas fueron demasiado grandes y que permanecieron retenidas en el gel de
apilamiento. En presencia del agente reductor, se observd una banda
aproximadamente en 45 kDa. Esto fue consistente con el PM de la proteina nativa.
Considerando ambos resultados, fue posible concluir que el tratamiento térmico
promovié la formacién de SS intermoleculares durante la produccién de las
nanoparticulas de OVA [35], [42].

5.4.1.2. Distribucion de tamafio y potencial

El tamano y las caracteristicas eléctricas para OVA y ambas nanoparticulas se
determinaron a pH 7,0 (Tabla 5, Fig. 36). En el caso de OVA, se observaron dos picos
en el perfil de PSDi, cuyos dn fueron 12+2 nm y 62+3 nm; sin embargo, de acuerdo
con los resultados hallados en la PSDv, estos representaron 97,5 y 2,5%,
respectivamente (Fig. 36a y b). El primer pico corresponderia al dqv de OVA y el
segundo a trazas de la proteina agregada (discutido previamente en la Seccion
3.4.2.2). El potencial € fue -15£2 mV para OVA.

Para OVA4, el potencial ¢ y el du fueron 24,63+0,04 nm (100%) y -15,9+0,1 mV,
respectivamente (Tabla 5, Fig. 36¢c y d). Mientras que dos picos cuyos du fueron
92,0+0,2 nm (98,2%) y 162 nm (1.7%) y un potencial £ de -15£2 mV se registraron
para OVAn2 (Tabla 5, Fig. 36e y f). En el caso de las nanoparticulas, toda o casi toda la
OVA se agreg6 con tamarnos caracteristicos que se pueden deducir de los valores de
PSDv. Los resultados de DLS estuvieron de acuerdo con los hallazgos de FPLC para
OVA;2 donde se encontraron dos poblaciones en la PSDi y la PSDv. Sin embargo, en
el caso de OVA, en FPLC se detectaron dos poblaciones (OVA y OVAx1), y solo una
se detect6 mediante la medicion de DLS (OVAn1). Una explicacién podria ser que, en
la técnica de DLS, las particulas pequenas pueden no ser registradas debido a que las
particulas mas grandes dispersan la luz con mayor intensidad que las mas pequenas
[156]. Como se puede observar, no hubo diferencias significativas (p>0.05) entre los
potenciales { de OVA, OVA,1 y OVA.2 a pH 7,0; lo que indica que el tratamiento

térmico y la agregacion tuvieron poca influencia sobre la carga neta de la proteina.
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Tabla 5. Efecto de la complejaciéon con LA y CLA sobre el potencial £ (mV), el diametro
hidrodinamico (du, nm) y el volumen (%) de OVA, OVAn y OVAn2 a pH 7,0. Condiciones:
Concentracién de proteina: 23 pM, concentracion de LA/CLA: 1 mM, temperatura: 25°C. Los
valores se muestran como media + desviacidn estandar y las letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Sistema du (nm) Volumen (%) potencial £ (mV)
OVA 12 + 22 97,5+04 -15 £ 2¢
s 62 + 3¢ 2,5+0,4
% OVA 24,63 + 0,042 100 -15,9 £ 0,1¢
a OVA.. 92,0 £ 0,29 98,2+0,9 -15 £ 2¢
16 + 22 1,7+0,9
LA 748 £ 27" 100 -44 + 2a
OVA-LA 51 + 1be 43+5 -26,6 +0,9°
270 £ 69 505
< OVA,-LA 30+ 1P 99,9 +0,1 -29 £ 2b
284 £ 109 0,1+0,1
OVA,>-LA 123 £ 6¢° 92+5 -18,2 £ 0,69
29 £ 5° 65
CLA 289 + 3¢ 99,5+0,7 -56 + 82
OVA-CLA 93 £ 18P¢ 44 + 11 -26 £ 2b
288 + 8¢ 55+ 11
é OVA,-CLA 28,79 £ 0,05 99,8 £ 0,1 -27,9 £ 0,9°
224 + 244 0,2+0,1
OVA,>-CLA 237 +43de 835 -19,4 +0,3¢
31 +£20° 165

5.4.1.3. Microscopia de fuerza atémica

Los aspectos morfolégicos de las nanoparticulas se estudiaron utilizando AFM
(Fig. 34a-d). Cabe senalar que las particulas observadas por esta técnica tienen una
relacion diametro/altura muy alta como se observa en las imagenes. Esto podria
deberse a que durante el paso de secado de la preparacion de la muestra, las
particulas se aplastaron sobre la superficie de mica [156]. Las imagenes topograficas
(Fig.34ay c) y de fase (Fig. 34b y d) para OVA, y OVAn2 mostraron particulas con una
forma redondeada. Para ambas nanoparticulas, se observaron dos tipos de
poblaciones: una de tamafio mayor con diametros de aproximadamente 30 nm para
OVA, (Fig. 34a y b) y 90 nm para OVA.. (Fig. 34c y d) y otra con diametros de
alrededor de 10 nm. Esta poblacion de menor tamafo podria corresponder a la
proteina OVA nativa. Como se discutié anteriormente, parte de OVA puede
desnaturalizarse pero no agregarse [38] y podria corresponder a la poblacién de
menor tamano en las imagenes de AFM. Los resultados de AFM estan de acuerdo con
la distribucién de tamafo para OVAn. donde se encontraron dos poblaciones en la
PSDi y en la PSDv. Sin embargo, en el caso de OVA.1, la poblacion de alrededor de
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10 nm observada por AFM y FPLC no se detectd con la técnica de mediciéon de DLS.
Como se dijo antes, una explicacion podria ser que, en la técnica de DLS las
particulas mas pequefias pueden no ser registradas [156].
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Figura 34. Imagenes de AFM topograficas y de fase para OVAn1 (A-B) y OVAn2 (C-D).

5.4.1.4. Fluorescencia intrinseca y extrinseca

Se realizaron experimentos de fluorescencia para proporcionar conocimiento
respecto de las propiedades conformacionales y de superficie de las nanoparticulas
derivadas de OVA. La Fig. 35a muestra la IFrp para OVA, OVA,1 y OVAe. La IFtp de
ambas nanoparticulas fue un 30% menor que la IFt, para OVA. Este fenédmeno de
autoquenching puede ser promovido por interacciones hidrofébicas y SS, y en general,
es consistente con la existencia de cambios conformacionales considerables en la
proteina [25], [26].

La Fig. 35b muestra la IFans para OVA, OVA,1 y OVA,2 como una medida de la
hidrofobicidad superficial. Los valores de |Fans para OVAnz y OVAn son 6,5y 7,5
veces mas altos, respectivamente, que para OVA. Este comportamiento sugeriria la
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existencia de una gran disponibilidad de dominios hidrofébicos de unién a ANS, los
que quedaron expuestos debido a la desnaturalizacién de las proteinas, siendo la
hidrofobicidad superficial de OVAn1 mayor que la de OVA. [24]. Las propiedades
observadas, especialmente la diferencia en la hidrofobicidad superficial entre las
nanoparticulas y la OVA, podria tener importantes repercusiones en la uniéon de

compuestos hidrofébicos.
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Figura 35. Intensidad de fluorescencia intrinseca del Trp (IFtp) para OVA (=), OVAn1 (=) y
OVAn2 (=) (A) e intensidad de fluorescencia extrinseca (IFans) para OVA (=), OVAn1 (=) y
OVAn2 (=) (B). Condiciones: Concentracion de proteina: 1 uM, buffer fosfato pH 7,0 50 mM,
concentracién de ANS: 45 uM, Temperatura: 25°C.

5.4.2. Formacion y caracterizacion de nanocomplejos proteina-acidos
grasos poliinsaturados

5.4.2.1. Distribucion de tamafo y potencial

Se sabe que los tamafos de particula pequefios y los altos potenciales ¢ son
requisitos necesarios para obtener una alta estabilidad coloidal en medios acuosos
alimentarios [96], [97]. Por ello, se estudiaron el tamafo y las propiedades eléctricas
de los sistemas proteicos OVA, OVA,1 y OVAn2 complejados con LA o CLA a pH 7,0
(Fig. 36 y Tabla 5). La Fig. 36 muestra la evolucion de los perfiles de PSDi y de PSDv
para OVA, OVA-LA y OVA-CLA (Fig. 36a y b); OVAn, OVAn-LA y OVA,-CLA (Fig.
36¢cy d) y OVAn,, OVAn-LA y OVA-CLA (Fig. 36e y f).

Como puede verse en la Tabla 5, LA y CLA forman estructuras supramoleculares
cuyos du fueron 748+27 nm y 28913 nm, respectivamente. El potencial { fue -44+2 mV
para LA y -56+8 mV para CLA, indicando que estos PUFA forman suspensiones muy
estables a pH 7,0.
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Figura 36. Distribucién del tamafio de particula (PSD) a pH 7,0 en funcién del porcentaje de
Intensidad y Volumen (%): (A) y (B): OVA (), OVA-LA (e) y OVA-CLA (A); (C) y (D): OVA
(m), OVAni-LA (o) y OVAn-CLA (A); (E) y (F): OVAn2 (m), OVAn2-LA (o) y OVAm-CLA (A).
Condiciones: concentracién de proteina: 23 uM, concentracion de PUFA: 1 mM, temperatura:
25°C.

Como se mencion6 anteriormente (Seccion 5.4.1.2), OVA tiene dos picos en el
perfil de PSDi a 12+2 nm y 62+3 nm. Los nanocomplejos de inclusion OVA-LA y
OVA-CLA mostraron dos picos principales que pueden observarse claramente en el

perfil de PSDv (Fig. 36b). En el caso de OVA-LA, los dy fueron 51£1 nm (43,0%) y
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27046 nm (50%), mientras que para OVA-CLA, los du hallados fueron 93+18 nm (44%)
y 28818 nm (55%) (Tabla 5; Fig. 36a y b). Se podria deducir que los picos de menor
tamano correspondieron a los nanocomplejos OVA-LA u OVA-CLA y los picos mas
grandes corresponderian a estructuras supramoleculares del PUFA que
permanecieron sin unirse a los sistemas proteicos. Teniendo en cuenta que el
potencial { fue -15+2 mV para OVA, la formacién del nanocomplejo de inclusion
provocd un aumento de la carga negativa, siendo -26,6+0,9 mV para OVA-LA y
-26£2 mV para el nanocomplejo OVA-CLA. Este aumento de la carga negativa podria
explicarse teniendo en cuenta la formacion del nanocomplejo, donde la unién del
PUFA a la proteina podria generar un aumento en el valor del potencial £ negativo del
nanocomplejo.

Mientras que OVAn1 tuvo un du de 24,63+0,04 nm (100%) (Seccion 5.4.1.2),
ambos nanocomplejos de inclusién, OVAsi-LA y OVA-CLA, presentaron dos picos en
el perfil de PSDi cuyos du fueron 301 nm (99.9%) y 284+10 nm (0.1%) y
28,79+0,05 nm (99.8%) y 224+24 nm (0.2%), respectivamente (Tabla 5; Fig. 36c y d).
Como se puede observar, la union de ambos PUFAs produjo un aumento en el tamafo
de OVA.i (p<0,05) y casi todo el volumen correspondié a los nanocomplejos de
inclusién (Fig. 36d), lo que indic6 que la cantidad de PUFA libre podria considerarse
despreciable. Teniendo en cuenta que el potencial £ para OVAn1 fue de -15,9+0,1 mV,
la complejaciéon entre OVA, y ambos PUFA produjo un aumento de la carga negativa
en este valor, siendo de -29+1 mV para OVAu-LA y -27,9+0,9 mV para OVA,;-CLA.
De la misma manera que para OVA, el aumento en la carga negativa podria explicarse
considerando la formacion del nanocomplejo de inclusion.

Para OVAn: se registraron dos picos cuyos dy fueron 92,0+0,2 nm (98.2%) y
16+2 nm (1.7%) (Seccidn 5.4.1.2). Para los nanocomplejos de inclusién con PUFA, los
du hallados a partir de los perfiles de PSDi y PSDv fueron 123+6 nm (92%) y 2915 nm
(6%) en el caso de OVA-LA y 23743 nm (83%) y 3120 nm (16%) en el caso de
OVAn-CLA (Tabla 5; Fig. 36e y f). La union de ambos PUFA produjo un aumento en el
tamano de OVA.: (p<0,05) que indicaria la formaciéon de nanocomplejos de inclusion.
El potencial { para OVA.. fue -15£2 mV, mientras que fue -18,2+0,6 mV para
OVA2-LA y -19,4+0,3 mV para OVA.»-CLA. Al igual que para OVA y OVA.4, el
aumento en la carga negativa podria explicarse considerando la formacion del
nanocomplejo. Sin embargo, en el caso de esta nanoparticula mas grande, la uniéon de
los PUFA produjo un aumento en la carga negativa, pero la magnitud fue mucho
menor que en el caso de la complejacion de los PUFA con OVA u OVAn.
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5.4.2.2. Microscopia de fuerza atémica

Los aspectos morfolégicos de los nanocomplejos de inclusion se determinaron
mediante AFM (Fig. 37 y 38). La Fig. 37 muestra las imagenes topograficas (a,cy e)y
de fase (b, d y f) para OVA-LA, OVAs-LA y OVAn-LA. Segun lo observado en la
escala lateral en nm, la altura para OVAni-LA y OVAq2-LA fue mayor que la altura para
OVA.1 y OVAx: (Fig. 34a-d; Seccion 5.4.1.3).
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Figura 37. Imagenes de AFM topograficas y de fase para OVA-LA (A-B), OVAni-LA (C-D) y
OVAn2-LA (E-F), respectivamente.

Esta comparacion no se pudo realizar con OVA, porque las imagenes de AFM
obtenidas para OVA con el equipo de AFM usado no presentaron la resolucién
adecuada. Para OVA-LA (Fig. 37a y b) y OVAw-LA (Fig. 37e y f) se observaron
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nanocomplejos con una forma definida, aproximadamente redonda. Sin embargo, en el
caso de OVAi-LA (Fig. 37c y d) no se comprob6 una morfologia definida observando
particulas tanto redondeadas como amorfas.

Analizando las imagenes topograficas (Fig. 38 a, cy e) y de fase (Fig. 38 b, d y f)
para los nanocomplejos de inclusién OVA-CLA, OVAs-CLA y OVA2-CLA, se llegb6 a
las mismas conclusiones que para los nanocomplejos formados con LA. Las alturas de
los nanocomplejos fueron mayores que la de las nanoparticulas de OVA (Fig. 34 a-d;
Seccion 5.4.1.3). Mientras que los nanocomplejos OVA-CLA (Fig. 38a y b) y OVAne-
CLA (Fig. 38e y f) mostraron una forma redondeada definida, para OVAs-CLA (Fig. 38
cy d) no se registré una morfologia definida.
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Figura 38. Imagenes de AFM topograficas y de fase para OVA-CLA (A-B), OVAn-CLA (C-D) y
OVAn2-CLA (E-F) respectivamente.
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La mayor altura de los nanocomplejos de inclusibn con respecto a las
nanoparticulas puras podria indicar que las moléculas de PUFA estan efectivamente
unidas a la nanoparticula promoviendo un aumento en su volumen. Esta hipotesis esta
de acuerdo con un mecanismo de saturacion en el que los sitios de unién internos son
ocupados en primer lugar por los ligandos hidrofébicos. Dicho mecanismo fue
propuesto en trabajos previos [95] y en el modo de unién de RET a OVAn en el
Capitulo 1 (Seccién 3.4.1.2) de la presente tesis.

Los tamafos de las nanoparticulas y los nanocomplejos de inclusion no se
correspondieron completamente con las mediciones realizadas mediante DLS. Al
respecto, es importante senalar que las muestras fueron sometidas a una etapa de
secado y las particulas pudieron haberse aplastado sobre la superficie de mica, siendo
este fendmeno el responsable de las diferencias de tamafo halladas [156].

5.4.2.3. Fluorescencia intrinseca

Se siguié la formacién de nanocomplejos de inclusion, monitoreando los cambios
en la intensidad de fluorescencia intrinseca luego de la adicién del PUFA (LA o CLA) a
las soluciones de los sistemas proteicos (OVA, OVA. y OVAn). El efecto de la
concentracion de PUFA en los espectros de IFt, se evalu6 para OVA y ambas
nanoparticulas de OVA (Apéndice, Seccion 9.2.1) y, posteriormente, se obtuvieron de
ellos los valores de IFRt (Fig. 39a-c). A partir de ellos, puede observarse que:

(i) Para OVA, el aumento en la concentracion de CLA o LA (0-20 uM)
practicamente no produjo cambios en la IFRt, (Fig. 39a) ni cambios en la Aem méxima
(inserto en la Fig. 39a). Debido a que no hubo disminucién en la IFRt, no fue posible
aplicar el modelo de Scatchard modificado para calcular los valores de n y K, para
OVA. Con este comportamiento, podrian sugerirse dos hipétesis para explicar los
resultados obtenidos. Por un lado, podria ser que las moléculas de PUFA estén unidas
a dominios de OVA lejanos de los residuos de Trp, de modo que las mediciones de
fluorescencia no detecten cambios conformacionales o podria ser que los PUFAs se
unan en una proporcion muy baja a OVA vy, por lo tanto, mediante esta técnica no
podria registrarse un cambio significativo en los valores de IFR.

(i) Para OVAn, el aumento en la concentracion de ambos PUFAs evaluados
promovié una disminucion gradual en la IFRtp (Fig. 39b), y no se registraron cambios
en la Aem maxima (inserto en la Fig. 39b). Como se dijo anteriormente, esta
disminucion de la IFRt, corresponde a un fenédmeno conocido como quenching de la

fluorescencia. Suponiendo un mecanismo de quenching estatico, las moléculas de
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PUFA podrian estar unidas en sitios cercanos al Trp, por lo que la emisién de
fluorescencia se reduciria gradualmente debido a la formacion del nanocomplejo de
inclusion entre PUFA y OVA.1 [79]. Por lo tanto, la magnitud de la disminucién de la
IFRtp podria ser proporcional a la concentracion del nanocomplejo OVAn-PUFA en
solucion [20], [93]. Los parametros de unidon, n y Ka, se obtuvieron mediante el ajuste
de los datos de IFt, al modelo de Scatchard modificado [25] y se obtuvieron los
siguientes resultados: i) para el LA se obtuvo un valor de n=75x10 y una
Ka=(9+2) x10*M" y ii) para el CLA los valores hallados fueron los siguientes n=50+2 y
Ka=(5%+3) x10°M" (Tabla 6). Estos resultados indicarian que OVA. se une a una
cantidad menor de CLA con respecto a LA (p<0,05), sin una diferencia significativa en
la Ka para ambos PUFAs (p>0,05) (Tabla 6).

(i) Para OVAn2, de la misma manera que para OVA,i, el aumento en la
concentracion de ambos PUFAs promovié una disminucion gradual en la IFRy (Fig.
39c) y no se registraron cambios en la Aem maxima (inserto en la Fig. 39c). Ademas,
los valores de IFR+, disminuyeron alcanzando una meseta a aproximadamente 40 uM
para el CLA, lo que podria indicar la saturacién de los sitios en OVA2 para la union de
CLA. Sin embargo, en el caso del LA, la IFRrp no mostré este comportamiento, en el
rango de concentracién estudiado. La aplicacion del modelo Scatchard modificado
arroj6 un valor de n de 6018 y de K. de (3,9+1) x10°M para el LA y un valor de n de
4915 y de K, de (1,3+1) x10°M" para el CLA (Tabla 6). Por lo tanto, OVA. pudo unirse
a una cantidad menor de CLA en comparacién con LA (p<0,05) sin una diferencia
significativa en la Ka (p>0,05) (Tabla 6), tal como se observo para OVAx.

Teniendo en cuenta el nimero de mondémeros OVA que forman cada
nanoparticula, 23 y 26 para OVAn y OVAe, respectivamente, y el numero de PUFA
(LA o CLA) unidos por mondémero (n), se podria deducir que:

(i) Fue posible calcular el numero de moléculas de PUFA que se unen por
nanoparticula de proteina (como el producto entre n y el numero de unidades de OVA
que forman cada nanoparticula).

(i) Ambas nanoparticulas unieron mas moléculas de LA que de CLA, pero OVAn
unié mas cantidad de LA con respecto a OVAn2 (p <0,05). Ademas, OVA,1 y OVAq2 se
unieron a la misma cantidad de CLA (p>0,05) (Tabla 6).
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Figura 39. Efecto de la concentracion de LA (e) o CLA (m) en la intensidad de
fluorescencia relativa del Trp (IFRtp) para OVA (A), OVAn1 (B) y OVAn2 (C). Las inserciones
corresponden a la longitud de onda (A, nm) para la IFmp maxima. Condiciones: Concentracion
de proteina: 1 uM, buffer fosfato pH 7,0 50 mM, temperatura: 20°C. Los valores se muestran
como media + desviacion estandar.
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Tabla 6. Parametros de unién: nimero de moléculas de LA o CLA que se unen a la
nanoparticula por unidad monomérica de OVA (n mondémero) o por nanoparticula (n
nanoparticula) y constante de asociacién (Ka) para OVAn y OVAn2. Los valores se muestran
como media * desviacion estandar y las letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05).

Sistema n (mondémero) Ka (M) n (nanoparticula)
OVAn-LA 75+ 10° (9+2)x 1042 1.725 + 23¢
OVA,-CLA 50 t 22 (5+3)x105ab 1.150 462
OVAn2-LA 60 + 8° (3,9 1) x 10520 1.560 + 208
OVAq2-CLA 49 + 52 (1,3+ 1) x 108® 1.274 £ 1302

5.4.2.4. Fluorescencia extrinseca

Con el fin de obtener algun conocimiento sobre el modo de unién de los PUFA a
los sistemas proteicos (OVA, OVA.i y OVAn), se realizaron experimentos de
fluorescencia extrinseca. Se evalué el efecto de la concentracion de PUFA sobre la
IFans para OVA y sus nanoparticulas derivadas (Apéndice, Seccion 9.2.2). A partir de
estos espectros, se obtuvieron los valores de IFRans que se presentan en la Fig. 40 (a-
c). Se observo que:

(i) Para OVA, el aumento en la concentracién tanto de CLA como de LA no
causo diferencias en los valores de IFRans (Fig. 40a). Estos resultados podrian sugerir
que una cantidad constante de ANS estaria unida a OVA posiblemente debido a: (i) la
sonda se une a dominios hidrofébicos particulares sobre la superficie de la proteina,
diferentes a los sitios donde se unen los PUFAs, y/o (ii) los PUFA se unieron a OVA en
muy baja proporcion. Este resultado esta de acuerdo con lo observado para las
mediciones de fluorescencia intrinseca. Se observo un ligero cambio en la Aem maxima
de ANS (deducida del inserto en la Fig. 40a), lo que sugeriria un pequefo cambio en la
polaridad ambiental de los sitios de unién de ANS [157].

(i) Para OVAn1 y OVAn2, el aumento en la concentracidn de ambos PUFAs
promovié una disminucion gradual en la IFRans (Fig. 40b y c). Este comportamiento
indica que se formaron menores cantidades de nanocomplejos OVA,1-ANS u OVAn2-
ANS en solucién. Esto podria deberse a que los PUFA se unen a sitios hidrofébicos de
las nanoparticulas formando nanocomplejos OVA.-PUFA u OVA.-PUFA,
desplazando de esta manera al ANS y disminuyendo la magnitud de la IFRans.
Ademas, hubo un desplazamiento al rojo significativo en la Aem maxima de ANS
(observada en el inserto en las Fig. 40b y c), lo que podria sugerir que la sonda estaria
unida en un entorno cada vez mas polar conforme aumenté la concentracion de
ambos PUFAs [79]. Esto sugeriria que el modo de unién de los PUFA a las
nanoparticulas podria responder a un mecanismo en el cual los sitios internos se

ocuparian primero. Los valores iniciales de IFRans para OVAn1 disminuyeron un 50%
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cuando se agregaron 30 uM de CLA o LA mientras que el valor inicial de IFRans para
OVA:2 se redujo en un 65% con la adicién de 35 uM de CLA o 50 uM de LA.
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Figura 40. Efecto de la concentracion de LA (e) o CLA (m) en la intensidad de fluorescencia
relativa del ANS (IFRans) para OVA (A), OVAni (B) y OVAn2 (C). Las inserciones corresponden
a la longitud de onda (A, nm) para la IFans maxima. Condiciones: Concentracion de proteina: 1
puM, buffer fosfato pH 7,0 50 mM, concentracion de ANS: 45 uM, Temperatura: 20°C. Los
valores se muestran como media * desviacién estandar.
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5.4.3. Ensayo de turbidez

Como se mencioné en la introduccién de este capitulo, las moléculas de PUFAs
son moléculas anfifilicas que en medio acuoso, por arriba de la CMC, se ensamblan
para formar estructuras supramoleculares estables (micelas, vesiculas, etc.) que
confieren turbidez apreciable a la solucibn acuosa [9]. Este proceso de
autoensamblaje puede seguirse mediante mediciones de turbidez a 400 nm [9].

Como se indico anteriormente, muchas proteinas tienen la capacidad intrinseca
de unirse a compuestos hidrofébicos, tales como los PUFAs. Muchos estudios han
demostrado que, en presencia de una proteina, las estructuras supramoleculares de
los PUFAs no se forman y la solucion se vuelve transparente. Spolaore y col. (2010)
[158] informaron que cuando se agregd una solucién de a-lactoalbumina a una
solucion turbia de &cido oleico, esta se volvid transparente. Los autores explicaron
este comportamiento considerando que la adicién de la proteina produce la disrupcién
de las estructuras supramoleculares autoensambladas del acido oleico y la formacién
de complejos de inclusién [158]. De igual manera, en otro estudio, se observé que a
medida que se aumentd la concentracion de LA aumento la turbidez de la solucién, sin
embargo, cuando se agreg6 LA a una solucién de nanoparticulas de OVA la turbidez
disminuy6 y esta solucién se volvié transparente. Esto se atribuy6 a la ruptura de las
estructuras supramoleculares del LA y a la formacién de nanocomplejos de inclusion
entre la nanoparticula de OVA'y el LA [20].

Teniendo en cuenta estas consideraciones previas, se midié la turbidez (ABS a
400 nm) de LA y CLA en presencia y ausencia de OVA, OVA,; y OVAq2 (0,5 g/L) (Fig.
41ay b). La Fig. 41a muestra la turbidez en funcion de la concentracion de LA. En el
caso de LA puro, la turbidez aument6 linealmente con la concentracion. En presencia
de 0,5 g/L de OVA, la solucién acuosa de LA permanecio transparente (ABS a 400 nm
cercana a cero) hasta 291+11 uM de LA, sin embargo, en los casos de OVA,1 y OVAn.
permanecié transparente hasta 710+3 pM y 669+10 uM de LA, respectivamente. Se
encontré un comportamiento similar para CLA (Fig. 41b). Para CLA puro, la turbidez
aumento linealmente con la concentracién, mientras que en presencia de 0,5 g/L de
OVA, la solucién acuosa de CLA se mantuvo transparente (ABS a 400 nm cercana a
cero) hasta 445+12 uM de CLA y en los casos de OVA.i y OVA.. permanecié
transparente hasta 923+4 uM y 837+30 uM de CLA, respectivamente.

La turbidez de ambas soluciones, LA puro y CLA puro, aumenté linealmente con
la concentracion de PUFA, lo que podria sugerir la formacion de estructuras
supramoleculares autoensambladas por arriba de la CMC. Estas soluciones tienden a
ser de apariencia opaca porque las dimensiones de las estructuras supramoleculares
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de los PUFAs estarian en el mismo orden de la A de la luz, de modo que la dispersion
de la luz es relativamente fuerte [28]. A partir de la Fig. 41 fue posible calcular la
pendiente de la linea recta para cada PUFA puro, siendo (15,2+0,4) x10“uM" para el
LAy (9,0%0,5) x10“uM para el CLA. Estos valores podrian tomarse como una medida
de la capacidad para formar autoensamblados supramoleculares. La pendiente es mas
alta para LA que para CLA, lo que sugeriria que las diferencias estructurales entre
ambos PUFA podrian manifestar cierta influencia en el proceso de autoensambilaje.
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Figura 41. ABS a 400 nm versus concentraciéon de LA (A) o CLA (B) sin proteina (m), con OVA
(®), con OVAn1 (V) y con OVAn2 (A). Condiciones: Concentracion de proteina: 0,5 g/L, buffer
fosfato pH 7,0 50 mM, temperatura: 20°C. Los valores se muestran como media + desviacién
estandar.

Por otro lado, en presencia de OVA o sus nanoparticulas derivadas, la turbidez
de la solucidon acuosa de los PUFAs se mantuvo baja y constante hasta cierta
concentracion de LA o CLA a partir de la cual comenzé a aumentar. Este
comportamiento podria explicarse considerando que las estructuras supramoleculares
de los PUFAs se rompen y las moléculas de PUFA comienzan a unirse a las
nanoparticulas de OVA hasta que se alcanza una concentracion en la cual todos los
sitios de union de las nanoparticulas se hallan ocupados por las moléculas de PUFA
(saturacién) y a partir de la cual las moléculas de PUFA residuales comienzan a
asociarse entre si para formar autoensamblados supramoleculares, que confieren
turbidez a la solucién [20]. La turbidez de los nanocomplejos OVA-PUFA comenzé a
aumentar antes que la de los nanocomplejos nanoparticulas-PUFA, lo que indicaria
que las moléculas de PUFA se unen a OVA en una proporcion mas baja. Estos
resultados fueron consistentes con las mediciones de fluorescencia, donde los PUFA
se unieron a OVA en menor proporcion con respecto a las nanoparticulas.
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5.5. CONCLUSION PARCIAL

En el presente trabajo, se obtuvieron y caracterizaron dos nanoparticulas en
términos de su PM, tamafo, propiedades eléctricas y aspectos morfoldgicos. La
capacidad de OVA. y OVA.: para unirse a dos PUFAs (LA y CLA) se estudio
mediante experimentos de fluorescencia, cambios en el tamano de particula y
potencial £, y mediante AFM.

En primer lugar, es posible concluir que el pH y la concentracién con que se
realizé el proceso térmico tuvo un impacto importante en el tamano de las
nanoparticulas obtenidas; sin embargo, no hubo efecto en sus propiedades eléctricas.
En segundo lugar, ambas nanoparticulas unieron LA/CLA en mayor cantidad que
OVA. Por otro lado, el numero de moléculas de LA unidas a ambas nanoparticulas fue
mayor con respecto al de CLA, lo que indica que las caracteristicas estructurales de
ambos PUFAs fueron importantes para la unién con las nanoparticulas de OVA.

Las diferencias estructurales entre ambos PUFAs (especialmente debido a la
conjugacion del doble enlace) podrian promover diferentes conformaciones
tridimensionales que influyen en la cantidad del CB unido a las nanoparticulas. La
conformacién tridimensional podria hacer que el CLA se uniera en cierta cantidad
independientemente de la nanoparticula utilizada, mientras que, en el caso del LA, su
estructura le permitié unirse en diferentes cantidades dependiendo del tamafio de la

nanoparticula.
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CAPITULO 4

6.1. INTRODUCCION
6.1.1. Alimentos funcionales

En las dltimas décadas, la demanda de los consumidores en el campo de la
produccion de alimentos ha cambiado considerablemente. Los consumidores creen
cada vez mas que los alimentos contribuyen directamente sobre su salud. Hoy en dia,
los alimentos no solo tienen como objetivo proporcionar los nutrientes necesarios, sino
también prevenir enfermedades relacionadas con la nutricion y mejorar el bienestar
fisico y mental de los consumidores. En este sentido, los alimentos funcionales
desempenan un papel destacado [159].

La Accién Concertada de la Comision Europea sobre la Ciencia de Alimentos
Funcionales en Europa, coordinada por el Instituto Internacional de Ciencias de la Vida
de Europa definié los alimentos funcionales de la siguiente manera: “un producto
alimenticio solo puede considerarse funcional si junto con el impacto nutricional basico
posee un efecto beneficioso en una o mas funciones del organismo humano ya sea
mejorando las condiciones generales y fisicas y/o disminuyendo el riesgo de evoluciéon
de enfermedades. La cantidad de ingesta y la forma del alimento funcional deben ser
como se espera normalmente para fines dietarios. Por lo tanto, no podria ser una
forma de pildora o capsula como una forma de alimento normal” [160].

Diferentes paises poseen diferentes definiciones de alimento funcional y
regulaciones al respecto. En este sentido Argentina aun no incluye a los alimentos
funcionales en su cédigo alimentario. La mayoria de las definiciones concuerdan en
que para que un alimento pueda ser considerado funcional, debe demostrar que posee
un efecto benéfico sobre una o varias funciones especificas del organismo, que mejora
el estado de salud y de bienestar, o que reduce el riesgo de una enfermedad. Esto
significa que estos alimentos deben contener, necesariamente, alguno de los llamados
ingredientes funcionales o CB, entre los cuales pueden mencionarse vitaminas,

antioxidantes, minerales, fibras, etc.

6.1.2. Tracto digestivo humano

El TGI representa una de las interfaces mas grandes entre nuestro cuerpo y el
medio ambiente y, cuando funciona correctamente, absorbe nutrientes al tiempo que
brinda proteccién contra componentes dafinos. Segun la definicibn mas amplia, el TGl
se extiende desde la boca hasta el ano y puede dividirse en los tractos superior e
inferior. EI TGl superior consiste en la cavidad oral, el eséfago, el estomago y el
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intestino delgado que se divide en tres partes: duodeno, yeyuno e ileon. El TGl inferior
comprende el intestino grueso que consiste en ciego, colon (que se divide en
ascendente, transverso y descendente), recto y canal anal (Fig. 42). En el proceso de
la digestion, también son importantes las secreciones de las glandulas salivales, el
pancreas y el sistema biliar hepatico [161], [162], [163].

P

“=_Glandulas salivales
Esofago

Estomago

Vesicula Biliar Pancreas

Duodeno Colon

descendente
Colon transverso

Yeyuno

Colon ascendente ;
lleon

Ano

Figura 42. Organos que componen el sistema digestivo humano (Figura modificada de
Carlson, 2019 [161]).

La boca es responsable de la masticacién y la mezcla de los alimentos con la
saliva, que contiene una variedad compleja de componentes, incluida la amilasa, una
enzima que cataliza la hidrélisis de almidén en azlcares. Después de la formacién del
bolo alimenticio, la comida se transporta a través del eséfago hasta el estébmago,
donde se procesa aun mas. El bolo alimenticio se mezcla con enzimas como la
pepsina y la lipasa, que descomponen proteinas y lipidos, respectivamente. El acido
también se secreta en el estbmago y esto disminuye gradualmente el pH del contenido
y ayuda a la hidrdlisis del bolo alimenticio. Normalmente, el pH estomacal comienza en
5,0 debido a la capacidad buffer de los alimentos y disminuye hasta 1,0-2,0. El bolo

alimenticio se descompone en quimo, que se transporta gradualmente al intestino
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delgado. En el duodeno, el pH bajo del estémago es neutralizado por el bicarbonato y
los jugos digestivos del pancreas (que contiene enzimas digestivas como tripsina,
quimotripsina y lipasa) y de la vesicula biliar (que aporta sales biliares). Normalmente,
el pH en el duodeno es de 5,0-5,5 llegando a 7,5 en el ileon. Las enzimas digestivas
descomponen aun mas las proteinas, los lipidos y el almidén, mientras que los acidos
biliares ayudan a emulsionar los productos de la hidrdlisis lipidica para formar micelas
mixtas (entre los lipidos de la digestion, las sales biliares y el colesterol). La etapa final
de la digestion de carbohidratos y proteinas de la dieta ocurre directamente sobre la
superficie de los enterocitos del intestino delgado involucrando enzimas presentes en
las microvellosidades. Estas enzimas, que incluyen maltasa, sacarosa-isomaltasa,
lactasa y peptidasas, son proteinas integrales de membrana que estan presentes en
los enterocitos. Los nutrientes producidos son absorbidos principalmente por los
enterocitos del yeyuno y, en menor medida, en el ileon. Una de las funciones
principales del intestino grueso es la absorciéon de agua. Ademas, aunque se sabe que
el TGl contiene una gran poblacién microbiana, la concentracion de esta poblacion es
mayor en el intestino grueso. Muchos de estos microorganismos contribuyen a la
digestién de componentes de los alimentos mediante sus propias enzimas, incluidos
prebiodticos y PS complejos que no pueden ser digeridos por las enzimas humanas.
Luego de la absorcion de nutrientes por parte de los enterocitos, los compuestos,
especialmente los péptidos, pueden degradarse aun mas por las proteasas
intracelulares antes de que ingresen al torrente sanguineo o al sistema linfatico. Los
nutrientes solubles en agua se liberan principalmente en el torrente sanguineo y
terminan en el higado a través de la vena porta hepatica. Los nutrientes solubles en
grasa se transportan hacia la linfa después del ensamblaje en quilomicrones. Después
del reprocesamiento, estos compuestos también terminan en la sangre [161], [162],
[163].

Dado que el objetivo de los alimentos funcionales es que los CB ejerzan su
funcién benéfica en el organismo, es importante conocer su biodisponibilidad a través
del TGl al ser ingeridos. La biodisponibilidad de los CBs puede definirse en base a su
bioaccesibilidad, absorcién y transformacién dentro del TGI [164]. A continuacion,
describiremos brevemente estos conceptos:

Bioaccesibilidad: Conforma un grupo de factores limitantes relacionado con la
accesibilidad del CB dentro de los fluidos del TGl, dado que éstos deben estar
presentes en una forma fisica adecuada para su absorcidén. Los principales factores
que la limitan son: (i) liberacion del CB de la matriz alimenticia o sistema de
encapsulacion, (ii) solubilidad en los fluidos gastrointestinales (por ejemplo, un CB
hidrofobico tiene baja solubilidad en agua y debe ser incorporado en micelas mixtas en
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el intestino delgado antes de que pueda absorberse) y (iii) interaccion con otros
componentes en los fluidos gastrointestinales [164], [165].

Absorcion: Consisten en factores relacionados con la absorcion del CB a partir
del fluido gastrointestinal, es decir, la fraccion que viaja a través de la capa mucosa, a
través de las células epiteliales y dentro de la circulacion sistémica. Existen diferentes
mecanismos de absorcion, entre ellos: (i) transporte a través de la capa mucosa: las
células epiteliales que revisten el TGl estan cubiertas por una capa de moco que sirve
como proteccion limitando el paso de determinadas sustancias, de hecho, los poros de
la capa mucosa son de 400 nm aproximadamente, (ii) permeabilidad de la bicapa
lipidica: uno de los principales factores que influye en el transporte pasivo de los CBs a
través de las células epiteliales es su habilidad para pasar a través de la bicapa de
fosfolipidos no polares que es relativamente hidrofébica y, por ello, cuanto mayor sea
la hidrofobicidad del CB, mayor sera la permeabilidad a la membrana, (iii) transporte a
través de las uniones estrechas: las uniones estrechas ocurren en la regiéon que une
las células epiteliales vecinas y consiste en canales angostos que permite que las
moléculas suficientemente pequefas pasen a través de ellas (tienen un radio<30nm),
(iv) transporte activo: consiste en una Unica proteina o conjunto de proteinas
insertadas en la membrana de las células epiteliales que son capaces de transportar
tipos o clases especificas de moléculas [164], [165].

Transformacion: Los CBs pueden transformarse a una forma inactiva dentro del
TGl por diferentes mecanismos: (i) degradacién quimica: algunos CBs pueden sufrir
transformaciones quimicas dentro de la matriz alimenticia o luego de ser ingeridos
pueden alterar su actividad biol6gica por oxidacion, reduccion o reacciones de
hidrdlisis, (ii) algunos CBs son metabolizados por sistemas enzimaticos especificos
dentro del TGI [164], [165].

De acuerdo a esto, la biodisponibilidad oral de un CB definida como la fraccion
del CB ingerido que realmente alcanza la circulacién sistémica en forma activa puede
estimarse como biodisponibilidad = bioaccesibilidad x absorcion x transformacion,
donde bioaccesibilidad es la fraccion del CB ingerido que sobrevive el paso a través
del TGl y que es liberado de la particula en los fluidos gastrointestinales, absorcién es
la fraccion del CB bioaccesible que es realmente absorbido por el enterocito y
transformacién es la fraccién del CB absorbido que esta en forma activa luego del
metabolismo [4], [164], [165].
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6.1.3. Modelos de digestion gastrointestinal in vitro

La digestién es un proceso complejo que proporciona nutrientes al cuerpo y
libera moléculas en el TGI que pueden tener un efecto beneficioso o perjudicial para la
salud humana. Por lo tanto, comprender el destino de los alimentos en el TGl es
importante no solo para conocer el efecto de los alimentos sobre la salud, sino también
para disenar sistemas de delivery que potencien los efectos beneficiosos de diferentes
CBs. El destino de los alimentos en el TGl puede estudiarse utilizando varios métodos
o modelos, incluyendo modelos in vitro estaticos o dinamicos, diversos cultivos
celulares y ex vivo, animales y humanos [166], [167].

Dentro de los modelos de digestion gastrointestinal in vitro encontramos los de
tipo estatico y dinamico. Los métodos estaticos comprenden las técnicas mas simples
e incluyen dos o tres pasos de digestién (oral, gastrico e intestinal) cuyos productos
permanecen en gran medida inmdviles en un solo biorreactor estético. Estos métodos
simulan un numero limitado de parametros de digestidn fisiologica [163]. Son muy
utilizados, pero se han propuesto una gran cantidad de protocolos que difieren en las
condiciones experimentales (pH y duracién de los diferentes pasos, cantidad de
enzimas digestivas y bilis, etc.) haciendo imposible la comparacion de resultados entre
estudios [167]. Por ello, recientemente, se alcanz6é un consenso internacional dentro
del COST Action Infogest (http://www.cost-infogest.eu) y se publicé un protocolo
consenso [168], que desde entonces ha sido utilizado internacionalmente. Los
modelos estaticos son particularmente Gtiles cuando la digestion es limitada (por
ejemplo, pasos gastricos y/o intestinales), pero son menos aplicables en estudios de
digestion total, incluida la fermentacion colonica. Estos métodos se pueden utilizar
para evaluar la influencia de las condiciones de digestion y para realizar estudios
sobre el efecto positivo 0 negativo de la estructura, composicién y procesamiento de
alimentos sobre la bioaccesibilidad de nutrientes y CBs, a fin de establecer el valor
nutricional de los alimentos y mejorar la formulacion/disefio de los mismos. En
conclusion, los modelos estaticos se utilizan predominantemente para estudios de
digestién en alimentos simples y componentes de alimentos aislados o purificados.
Son relativamente reproducibles, rapidos y simples, ya que solo necesitan materiales
que estan disponibles habitualmente en el laboratorio y, por lo tanto, econdémicos
[163]. Sin embargo, a pesar de su potencial y su amplia aplicabilidad, ninguno de los
modelos estéaticos reproduce el entorno dinamico del TGI. Son modelos que carecen
de la barrera mucosa compleja con todos sus procesos reguladores, carecen de la
complejidad de los movimientos peristalticos, del vaciado gastrico o de los cambios
continuos en el pH y las tasas de flujo de secrecién, de los efectos de la microflora
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intestinal y del metabolismo hepatico; y tanto las enzimas como las sales biliares se
agregan al inicio y permanecen constantes durante todo el experimento [163], [166].

Debido a las limitaciones de los modelos estaticos se han desarrollado modelos
de digestion in vitro dindmicos. En ellos, las condiciones dentro de los diferentes
compartimentos cambian con el tiempo para simular los procesos de digestién que
ocurren in vivo. Los modelos de digestion dinamicos generalmente poseen varias
secreciones digestivas diferentes que se agregan a los compartimentos del modelo a
lo largo del tiempo. Esta adicién puede seguir una velocidad de secrecidon constante o
puede seguir un patrén preprogramado permitiendo que la velocidad cambie con el
tiempo o puede programarse para cambiar en respuesta a otros parametros, como el
volumen de llenado. El pH a menudo se controla en tiempo real dentro de los modelos
dinamicos y se usa para controlar la velocidad de adicién de HCI, permitiendo que la
acidificacion del alimento dentro del compartimento gastrico siga una curva
predeterminada. En los modelos dinamicos que incorporan un paso duodenal, en esta
etapa el pH del quimo se neutraliza mediante la adicién controlada de solucion de
NaHCOs, y se agregan secreciones biliares y pancreaticas [163]. Ademas, dado que el
TGI humano consta de compartimentos distintos de diferentes formas, tamaros y
orientaciones, estos también tratan de imitarse. Finalmente, los alimentos son
sometidos a diferentes fuerzas fisicas, asi como a la presion ejercida por los
movimientos peristalticos en el estémago e intestino, por lo tanto, la geometria de
algunos modelos dindmicos ha sido disefiada de tal manera que simule estas fuerzas
fisicas [163]. Existen muchos modelos de digestion dindmicos pudiendo ser mono o
multicompartimentados, entre ellos se encuentra el modelo gastrico dinamico (DGM),
el simulador géastrico humano, el modelo gastrointestinal TNO (TIM), sistema DIDGI®,
SHIME®, etc. [163], [169]. Cada sistema tiene sus ventajas y desventajas, pero ain
ninguno de ellos ha logrado imitar completamente los procesos generales que ocurren
in vivo, particularmente el control hormonal y nervioso, los mecanismos de
retroalimentacion, la actividad de las células de la mucosa, la complejidad de los
movimientos peristalticos y la participacidén del sistema inmunitario local.

Ademas de los modelos in vitro, existen cultivos de células como las monocapas
celulares de Caco-2 utilizadas para estudios de absorcion ya que desarrollan
microvellosidades y uniones estrechas similares a las de los enterocitos del intestino
delgado, los cultivos de células HT-29 de carcinoma de colon humano que cultivadas
bajo determinadas condiciones son capaces de secretar mucina y formar una capa
mucosa y se utilizan como un sistema para imitar la capa mucosa del intestino
delgado, etc. Ademas, pueden realizarse estudios in vivo, principalmente en animales,

pero ello conlleva elevados costos, mayor dificultad en los experimentos, instalaciones
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adecuadas para su tratamiento y manipulacion, y en la actualidad estos protocolos son

cuestionados éticamente [163], [166].

6.1.4. Antecedentes de digestion in vitro de ovoalbumina y sus agregados
por tratamiento térmico

En la actualidad existen numerosos estudios de digestion gastrointestinal in vitro
ya sea usando el protocolo consenso o no para evaluar la digestion de diferentes
alimentos [170], la influencia de las interacciones entre los componentes de la matriz
alimentaria sobre la digestion [171], [172] y la liberacion de CBs de diferentes sistemas
de encapsulacion [173].

Existen estudios de digestion de OVA y de sus agregados. En la Seccion 1.9 se
describié la formacién de agregados de OVA de diferente morfologia al calentar
soluciones de OVA (20 g/L) a 80°C por 6 h a diferentes pH y fuerzas ibnicas,
obteniéndose agregados lineales, lineales ramificados, esféricos y esféricos
aglomerados [43]. Al realizar la digestion in vitro, se observé que todos los agregados
de OVA inducidos por calor fueron més susceptibles a la digestion por enzimas
gastrointestinales en comparacién con la OVA. Mas del 60% de OVA permanecio
intacta luego de la digestion géastrica y del 37% después de la digestion intestinal. En
cuanto a la digestion del agregado esférico aglomerado, luego de la digestion
intestinal, solo se observé un 30% de monémeros de OVA mientras que para las otras
morfologias la digestion fue total. Mediante el analisis SDS-PAGE se observo que,
para todas las estructuras agregadas de OVA, los péptidos aparecieron muy temprano
en la fase gastrica, mientras que para OVA se observaron muy pocos péptidos.
Ademas, después de la digestion intestinal de OVA, se observaron una serie de
péptidos relativamente grandes (14-30 kDa). En contraste, los agregados lineales,
lineales ramificados y esféricos parecian estar ampliamente digeridos observandose
un numero creciente de péptidos pequenos. Se observd una protedlisis limitada para
los agregados esféricos aglomerados con un numero considerable de polipéptidos
relativamente grandes (10-30 kDa) al final del periodo de digestiéon. Los autores
sugirieron que la modificacion estructural (desnaturalizacion y agregacién) inducida por
el tratamiento térmico de OVA, aument6 la accesibilidad de los sitios de clivaje de las
enzimas digestivas [43].

En otro trabajo, se observé que la OVA fue muy resistente a la accién de la
pepsina a valores de pH iguales o superiores a 2,0. En estas condiciones, la proteina
intacta y su principal producto de degradacion, un fragmento de 40 kDa resultante de
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la escisién del extremo N-terminal, persisti6 durante al menos 2 h de digestion;
también se observé un fragmento de 10 kDa. A este pH la proteina adopta una
conformacion muy estable, desprovista de interacciones de estructura terciaria,
resistiendo la accidén de la pepsina [174]. Posteriormente, se sometié a una digestién
con tripsina y quimotripsina, en la que los autores hallaron que tanto la OVA intacta
como su fragmento de 40 kDa resistieron la hidrélisis durante al menos 60 min [174].

De manera similar, en otro estudio, la digestion gastrica in vitro de OVA condujo
a un patréon de SDS-PAGE con dos fragmentos de hidrélisis de 40 y 4 kDa. Las
muestras obtenidas después de 60 min de digestion gastrica in vitro con pepsina se
sometieron a digestién duodenal, en este caso, la banda de OVA nativa disminuy6
rapidamente, mientras que el fragmento de 40 kDa persistié durante al menos 60 min.
Cuando OVA se calenté a 90°C durante 15 min fue mucho mas propensa a la
degradacion. Los productos de PM de alrededor de 4 kDa detectados después de la
digestion gastrica desaparecieron por completo durante la digestién duodenal in vitro
[175].

En otro trabajo se utilizd clara de huevo que posee OVA, ovotransferrina y
lisozima sin calentar y calentada a 60 y 80°C por 10 min. Al realizar la digestién con
pepsina a pH 1,5 se observd una banda débil a 40 kDa que se derivaba casi
exclusivamente de OVA. Ademéds, aparecieron otras bandas en 27, 17, 14 y 12 kDa
atribuidas a la digestion de OVA. El tratamiento térmico a 60°C no mostrd casi ningun
efecto sobre la susceptibilidad de la ovotransferrina, la OVA y la lisozima a la
pepsindlisis. Pero el calentamiento a 80°C aumentd significativamente la
susceptibilidad de OVA a la digestion enzimatica, no halldndose bandas luego de la
digestion. El calentamiento intenso dio como resultado un aumento de la digestibilidad
de las proteinas de la clara del huevo, incluida la OVA, pudiendo deberse a cambios
estructurales de la proteina inducidos por calor exponiendo mas sitios de clivaje
previamente inaccesibles a las enzimas digestivas [176].

Ademas de los trabajos mencionados, existen muchos mas que tratan la
digestiéon de OVA y de otras proteinas [177], [178] pero la comparacion de resultados
es compleja dado que cada uno de ellos sigue un protocolo diferente (ya sea en el pH
usado, el tiempo de digestidén, la cantidad de enzima usada, los medios en que se
realiza la reaccion, entre otros factores). Hasta el presente, no se encontraron estudios
de OVA ni de sus nanoparticulas con el protocolo consenso publicado por Minekus y
col. (2014) [168].
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6.2. OBJETIVOS

Los objetivos especificos del capitulo son:
Objetivo 1: Estudiar el comportamiento de los nanocomplejos de inclusién entre OVA
y sus nanoparticulas derivadas con CLA bajo el pH del TGl (3,0 y 7,0).
Objetivo 2: Estudiar el comportamiento de los nanocomplejos sometidos al protocolo
de digestién gastrointestinal estatico in vitro consenso.
Objetivo 3: Evaluar la liberacion de CLA a partir de los nanocomplejos de inclusién

bajo condiciones de digestién gastrointestinal.

6.3. MATERIALES Y METODOS
6.3.1. Materiales

La ovoalbumina (OVA) y el acido linoleico conjugado (CLA) fueron descriptos en
capitulos anteriores. La pepsina de la mucosa gastrica porcina (P7000), la pancreatina
del pancreas porcino (P7545), el extracto de bilis porcino (B8631), la hemoglobina
(H2500), el clorhidrato de éster metilico de Na-p-Tosyl-L-arginina (TAME, T4626) y el
inhibidor de proteasas (P2714) se adquirieron de Sigma (EE.UU.). Estos materiales se
almacenaron de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Los reactivos

analiticos adicionales fueron suministrados por Cicarelli (Argentina) o Merck.

6.3.2. Formacién de nanocomplejos proteina-acido linoleico conjugado
6.3.2.1. Obtencién de nanoparticulas de OVA

Las nanoparticulas utilizadas en este capitulo son las mismas que las descriptas
en el Capitulo 3 (OVA.1 y OVA.). Brevemente, se prepard una solucion de OVA en
NaCl 50 mM, y los valores de pH se ajustaron a 11,4 y 7,5 utilizando NaOH 1M. Estas
soluciones de proteinas se hidrataron durante la noche a 4°C. En caso de ser
necesario, el pH se reajustd utilizando NaOH 0,1M al dia siguiente. Luego, se
dispersaron alicuotas de 2 mL en tubos de vidrio, y se calentaron en un bano de agua
a 85°C durante 5 min. Posteriormente, se retiraron los tubos y se enfriaron
inmediatamente en un bafo de hielo. Los tubos que contenian las nanoparticulas de
OVA se mantuvieron a 4°C hasta su posterior analisis. La nanoparticula 1 de OVA
(OVA4) se prepar6 a 30 g/L y a pH 11,4. Para la nanoparticula 2 de OVA (OVA.), se
usé una solucién de 10 g/L y el pH se ajusté a 7,5 [20].
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6.3.2.2. Obtencion de nanocomplejos proteina-CLA

La obtencién de los nanocomplejos de inclusion entre las nanoparticulas de OVA
y el CLA se realiz6 de la misma manera que en el Capitulo 3. Brevemente, las
soluciones de OVA, OVA, y OVA:2 en buffer fosfato pH 7,0 50 mM se mezclaron con
una solucion etandlica de CLA 0,1 M en condiciones de saturacion de los sitios de
unién de la proteina. Para alcanzar el equilibrio se dejaron en oscuridad durante 2 h 'y

se utilizaron de inmediato.

6.3.3. Disefo de experimentos

En primer lugar, se evalué el efecto del pH estomacal e intestinal (3,0 y 7,0
respectivamente) sobre las propiedades fisicoquimicas y estructurales de OVA, sus
nanoparticulas y los nanocomplejos con CLA. Para esto, se prepararon los diferentes
sistemas a pH 7,0 y luego el pH se redujo a 3,0 usando HCI 1/0,1 M.

En segundo lugar, tanto los sistemas proteicos puros como los nanocomplejos
de inclusién se evaluaron mediante un ensayo de digestion gastrointestinal in vitro
simulado que consta de una fase gastrica y una fase intestinal [168]. Este ensayo se
dividié en dos experimentos: i) fluido gastrico simulado (FGS) sin enzimas y fluido
intestinal simulado (FIS) sin enzimas y ii) FGS + enzimas y FIS + enzimas. El objetivo
de este ensayo fue estudiar la influencia del pH y la composicion salina de los fluidos
simulados en los aspectos macroscépicos y en la retencion de CLA de los

nanocomplejos

6.3.4. Caracterizacion fisicoquimica y estructural de nanocomplejos
proteina-acido linoleico conjugado

6.3.4.1. Distribucion de tamaio y potencial

La PSD y el potencial  para los sistemas proteicos puros y los nanocomplejos
de inclusién se determinaron mediante DLS a 25°C, utilizando un Zeta-Sizer (Nano-ZS
90, Malvern Instruments Ltd, Reino Unido) como se describié en los Capitulos

anteriores.

6.3.4.2. Microscopia confocal laser de barrido

La CLSM se basa en el andlisis de la fluorescencia emitida por una muestra
después de la irradiacién con un rayo laser (Fig. 43). Parte de la luz procedente de la
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fuente de iluminacién atraviesa un primer filtro o diafragma, es reflejada mediante un
espejo dicroico y se enfoca en un punto de la muestra mediante la lente de un objetivo.
La senal emitida por el punto iluminado (fluorescencia o luz reflejada) retorna por el
mismo camino Optico, pasa a través del espejo dicroico y es enfocada en un detector,
un segundo diafragma o pinhole es colocado delante del detector para eliminar las
sefnales procedentes de la zona fuera de foco. El principio del funcionamiento del
microscopio confocal se basa en la existencia de dos diafragmas, uno entre la fuente
de luz y el objetivo y el otro entre el objetivo y el detector. Ambos diafragmas deben de
estar perfectamente alineados de forma que el segundo de ellos Unicamente deje
llegar al detector la luz procedente del plano focal. La luz reflejada o fluorescencia
emitida por la muestra es recogida en un fotomultiplicador donde se transforma en una
sefal de video que se digitaliza y almacena en un ordenador, visualizandose a través
de un monitor. La mayoria de los sistemas cuentan con varios fotomultiplicadores y un

sistema optico que permite recoger en cada uno de ellos diferentes A [179], [180].

Detector
T 1
Filtro o
“® A diafragma 2

Filtro o Y

diafragma 1
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\ 1
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Figura 43. Principales componentes de CLSM (Figura modificada de Canette y Briandet, 2014
[179)).

En el presente trabajo se utilizé rodamina B para tefir los nanocomplejos de
inclusion proteina-CLA. Para este propoésito, se preparé una soluciéon de rodamina B
(0,2 %p/v) y se mezclé con las soluciones de los nanocomplejos a pH 7,0. Estas
muestras se transfirieron a un portaobjetos para microscopio y se cubrieron con un

cubreobjetos. Las imagenes se tomaron utilizando un microscopio invertido (Leica TCS
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SP8, Alemania). El objetivo utilizado fue 63x/NA1,2 lente de inmersién en agua. La Aex
para la rodamina B fue de 514 nm. Para el procesamiento de imagenes, se aplico el
software Fiji [181].

6.3.4.3. Determinacion de la eficiencia de encapsulacion.

Para cuantificar la cantidad de CLA no unido a la proteina (CLA libre), se
realiz6 un paso de precipitacion de OVA o sus nanoparticulas derivadas (con el CLA
unido) ajustando el pH a 4,8 (pl de OVA) utilizando HCI 1M [182]. Luego, se aplicd una
etapa de centrifugacion a 10.000 g durante 20 min. Para extraer el CLA libre, los
sobrenadantes fueron transferidos a tubos falcon limpios y se mezclaron durante 1 min
con 1 mL de hexano en vortex. Luego, se aplicé una etapa de centrifugacion a 10.000
g durante 15 min, y se evaporaron 0,5 mL de fase hexano bajo una corriente de N». Se
anadié metanol, y las soluciones resultantes se inyectaron en un cromatégrafo modelo
Prominence Serie 20A (Shimadzu, Japén) equipado con un inyector manual modelo
7725i (Rheodyne, EE.UU.) y un detector de matriz de fotodiodos modelo SPD-M20A
(Shimadzu, Japén). El contenido de CLA se cuantificé por RP-HPLC, utilizando una
columna Symmetry300™ AC18 (ODS) (Waters Corp., EE.UU.) de 250 mm de longitud,
4,6 mm de diametro interno, 5 um de tamano de particula y 30 nm de tamano de poro.
Las condiciones experimentales de RP-HPLC se definieron de acuerdo a Sponton y
col. (2018) [117]; Li y col. (2001) [183] y Murru y col. (2003) [184]. La separacion se
realiz6 mediante un gradiente lineal de 30% de agua/70% de acetonitrilo (fase A) a
100% de acetonitrilo (fase B) durante 15 min. Posteriormente, se mantuvo un 100% de
acetonitrilo durante 5 min. Se afadi6é soluciéon de acido acético (0,12% v/v) a ambas
fases méviles, para ajustar el pH y prevenir el efecto secundario de intercambio idnico.
El caudal de solvente fue de 1 mL/min. La deteccién de CLA se realiz6 a una A de 234
nm debido a la absorcién del enlace dieno conjugado [185]. Se realiz6 una curva de
calibrado usando CLA en solucién de metanol (0-150 mg/L). A partir de la curva de
calibrado, se obtuvieron las concentraciones de CLA libre y se calculé la eficiencia de
encapsulacion de CLA en los nanocomplejos (EEcia) como la relacion entre la
cantidad encapsulada de CLA (en las nanoparticulas) y la cantidad total de CLA.

EEcip = MCTL;ACTLAfx 100% (Ecuacion 7)

donde CLAT es la cantidad utilizada de CLA para la formacion de los nanocomplejos, y
CLA; es la cantidad de CLA libre en la fase acuosa luego de la encapsulacion.
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6.3.5. Digestion gastrointestinal in vitro de nanocomplejos proteina-acido
linoleico conjugado y su caracterizacion
6.3.5.1. Actividades enzimaticas

Las actividades enzimaticas fueron determinadas segun lo recomendado por
Minekus y col. (2014) [168] en el material suplementario correspondiente.

(i) Pepsina gastrica: La actividad de la pepsina de la mucosa gastrica porcina
se determind segun lo descrito por Anson y Mirsky (1932) [186] y Anson (1938) [187].
El ensayo para determinar la actividad de dicha enzima se basa en la siguiente

reaccion,

. pepsina . . . .
Hemoglobina + agua —— peptidos que contienen tirosina solubles en TCA

segun la cual una unidad de enzima produce una variacion de ABS a 280 nm de 0,001
por min a pH 2,0 y 37°C, medido como productos solubles en &cido tricloroacético
(TCA). Para realizar el ensayo se utilizé6 como sustrato enzimético hemoglobina 2% p/v
a pH 2,0. Se prepard una solucién stock de pepsina (1 mg/mL) disolviendo el polvo en
NaCl 150 mM-Tris 10 mM ajustado a pH 6,5 justo antes del ensayo y se la mantuvo a
4°C. Antes del ensayo se prepard un rango de 5 a 10 concentraciones de pepsina en
HCI 10 mM.

Para realizar el ensayo, se sete6 el espectrofotdometro en 280 nm y 20°C
utilizando para ello un bafo con recirculacién de agua. Por otro lado, se pipetearon
1.000 pL de hemoglobina en un tubo Eppendorf y se incubd en estufa a 37°C por
3-4 min para obtener una temperatura homogénea en el sustrato. Se adicionaron
200 pL de la solucién de pepsina para cada concentracion a ser testeada y se incub6
10 min a 37°C de manera de que se produzca la reacciéon enzimatica. Para detener la
reaccion se agregaron 2 mL de TCA 5% p/v en cada tubo. Se centrifug6 para obtener
una solucién clara (6.000 g por 30 min). La fase acuosa fue traspasada a un eppendorf
nuevo y se estabilizé a 20°C. Finalmente se midié la ABS a 280 nm de la fase acuosa.
Se realizé un blanco del ensayo usando el mismo procedimiento, pero agregando la
pepsina a las diferentes concentraciones usadas luego del TCA. El célculo de la
actividad enzimatica se realizé con la siguiente ecuacién:

(ABS —-ABS )
280 280blanco x 1000

Ecuacién 8
txC

- . , U
Actividad Enzimatica (m—g) =

donde t es el tiempo de la reaccion, C es la concentracion de pepsina en la cubeta
(mg/mL) y ABS2s0 Yy ABSzsobianco COrresponden a la ABS a 280 nm de las diferentes
concentraciones de enzima y blanco respectivamente. Es necesario obtener la misma

actividad enzimatica para las diferentes concentraciones ensayadas.
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(if) Actividad Tripsina de la pancreatina: La actividad tripsina de pancreatina
del pancreas porcino se midié segun Hummel (1959) [188]. El ensayo para determinar
la actividad tripsina de dicha enzima se basa en la siguiente reaccion,

tripsina . ..
TAME + agua —— p — toluensulfonil — L arginina + metanol

segun la cual una unidad de enzima hidroliza 1 umol de p-toluensulfonil-L arginina
metil éster (TAME) por min a 25°C y pH 8,1. Para realizar el ensayo se preparé el
sustrato de la enzima TAME 10 mM vy el buffer de reaccion que consistié en buffer
Tris/HCI 46 mM conteniendo CaClz 11,5 mM. Se ajusté el pH a 8,1 a 25°C. Se prepar6
una solucién stock de enzima (1 mg/mL) disolviendo la pancreatina en HCI 1mM.
Antes de realizar el ensayo se prepararon al menos dos concentraciones en HCl 1 mM
y se la mantuvo a 4°C.

Para realizar el ensayo, se seted el espectrofotdmetro en 247 nm y 25°C para lo
cual se utiliz6 un bano con recirculacion de agua. Se pipeteé directamente en la
cubeta de cuarzo de medicién 2,6 mL del buffer de reaccién y 0,3 mL de TAME. Se
mezcld por inversion y se incub6é a 25°C por 3-4 min de manera de obtener una
temperatura homogénea en la solucion. Seguidamente, se adicionaron 100 pL de
tripsina a cada concentracion a testear y se homogeneizd suavemente.
Inmediatamente después, se comenz6é a medir la ABS a 247 nm durante 10 min
(durante el analisis de datos se determina la pendiente en la parte lineal de la curva,
unidades de ABS/min). Se realiz6 un blanco para el ensayo aplicando el mismo
protocolo sin agregar enzima y midiendo la ABS a 247 nm por 10 min (para el blanco
la pendiente debe ser cercana a cero). La actividad tripsina de la pancreatina se

determiné usando la siguiente ecuacion:

. L. U ABS,,,—ABS .
Actividad enzimdtica (m—g) = (4BS 540*;’””“”“) x 1000 x 3 Ecuacion 9

donde ABS»4; corresponde a la pendiente de la parte lineal (unidades de ABS/min)
para la enzima, ABSzs70ianco €S 12 pendiente de la parte lineal (unidades de ABS/min)
para el blanco, el factor 3 corresponde a los mL de la mezcla de reaccion, 540 es el
coeficiente de extincion molar del TAME (L.mol"".cm™) y X son los mg de pancreatina
en la mezcla de reaccion.

Una vez determinada las actividades enzimaticas, las enzimas se usaron por un
periodo maximo de 6 meses y luego la actividad se volvio a determinar. Esto se debe a
que las enzimas pueden ir perdiendo actividad durante el almacenamiento. Las
actividades halladas se describen en el Apéndice, Seccion 9.3. Las actividades
halladas fueron usadas para calcular la cantidad de enzima a agregar en el proceso
digestivo segun lo establecido en el protocolo de digestién gastrointestinal in vitro
utilizado en la presente tesis y descripto a continuacién [168].

139



CAPITULO 4

6.3.5.2. Digestion gastrointestinal in vitro: método estatico consenso

Se llevo a cabo una simulacién del proceso gastrointestinal, que consistié en
una fase géstrica y una fase intestinal in vitro, basadas en un método consenso
internacional [168]. El mismo consta de una fase oral, una gastrica y una intestinal,
donde el alimento es sometido a un fluido salival simulado (FSS), FGS y FIS, los
cuales consisten en una mezcla de electrolitos, enzimas, CaCly, sal biliar para el FIS y
agua. En el presente trabajo la fase oral no se realizd, dado que los liquidos poseen un
tiempo de residencia muy corto en la cavidad bucal y, por lo tanto, este paso puede
eliminarse [168].

(i) Fase gastrica

Durante esta fase el alimento es digerido e hidrolizado en el estémago por la
accion de enzimas, HCI y movimientos peristélticos. En primer lugar, 5 partes del
alimento liquido (equivalente al bolo alimenticio) se mezclaron con 4 partes de la
solucion stock de electrolitos de FGS 1,25X (Tabla 7), para obtener una relacién final
alimento:FGS de 50:50 v/v. Luego, se adicioné el CaCl> (0,3 M) para alcanzar una
concentracion final de 0,075 mM. Posteriormente, se ajust6 el pH a 3,0 utilizando HCI
1/0,1 M. La pepsina porcina se adicion6 a continuacién para obtener una actividad de
2.000 U/mL en la mezcla de reaccién final y, finalmente, se adicioné la cantidad
adecuada de agua para la correcta dilucién del FGS. Se chequeé el pH y se corrigi6
de ser necesario. Se procedidé inmediatamente a colocar los tubos en las condiciones
de digestion: 2 h a 37°C con agitacion. La agitacion se realizé colocando el agitador
(Agitador Rotativo Mdltiple RS-24, BOECO) dentro de una estufa a 37°C a una
velocidad de rotacion orbital de 60 rpm.

Tabla 7. Volumen de cada solucién electrolito necesario para preparar 400 mL de FGS 1,25X.

Solucidn Concentracion Stock | Volumen Stock | Concentracion en
g/L mol/l (mL) el FGS (mmol/l)

KCI 37,3 0,5 6,9 6,9
KH.PO 68 0,5 0,9 0,9
NaHCO; 84 1 12,5 25

NaCl 117 2 11,8 47,2
MgCl(H20)e 30,5 0,15 0,4 0,1
(NH4)2.CO3 48 0,5 0,5 0,5

(ii) Fase intestinal

En el intestino delgado se produce la degradacion de proteinas, grasas y
carbohidratos de manera de que puedan ser absorbidos por el organismo. Para ello, 5
partes del quimo géstrico provenientes de la etapa anterior se mezclaron con 4 partes
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de la solucién stock de electrolitos de FIS 1,25X (Tabla 8), para obtener una relacién
final quimo gastrico:FIS de 50:50 v/v. Luego, se adiciond la sal biliar para obtener una
concentracion de 10 mM y el CaClz (0,3M) para alcanzar una concentracion de 0,3 mM
en la mezcla de reaccion final. Posteriormente, se adicion6 la cantidad necesaria de
NaOH 1/0,1 M para neutralizar la mezcla a pH 7,0. A continuacién se agregé la
pancreatina porcina disuelta en la solucion stock de FIS 1,25X; la cantidad se basé en
la actividad tripsina que fue 100 U/mL en la mezcla final de reaccién. Finalmente, se
agrego la cantidad adecuada de agua para la correcta dilucion del FIS. Se chequed el
pH y se corrigié de ser necesario. Inmediatamente, los tubos fueron sometidos a las
condiciones de digestion intestinal: 2 h a 37°C con agitacion orbital (60 rpm).

Tabla 8. Volumen de cada solucién electrolito necesario para preparar 400 mL de FIS 1,25X.

Solucidn Concentracion Stock | Volumen Stock | Concentracion en
g/L mol/L (mL) el FIS (mmol/L)
KCI 37,3 0,5 6,8 6,8
KH2PO 68 0,5 0,8 0,8
NaHCO3 84 1 42,5 85
NaCl 117 2 9,6 38,4
MgCI2(H20)6 30,5 0,15 1,1 0,33

Una vez finalizada la digestion, la actividad enzimatica se detuvo a fin de
analizar los diferentes parametros en las muestras. Para ello, se utilizé un inhibidor de
proteasas en una concentracion final de 2mM y las muestras fueron analizadas
inmediatamente o almacenadas a 4°C hasta su andlisis.

6.3.5.3. Retencion de CLA en los nanocomplejos luego de la digestidn
gastrointestinal

Se tomaron muestras de la fase de digestion gastrica e intestinal in vitro para
cuantificar la cantidad de CLA liberado a partir de los sistemas proteicos OVA, OVAn y
OVA:2. Para ello, se utilizaron los métodos de extraccion y RP-HPLC descritos en la
Seccion 6.3.4.3. A partir de la curva de calibrado, se obtuvo la cantidad de CLA
liberado en cada sistema luego de la digestién gastrica e intestinal. La cantidad de
CLA que permanecio retenido (Rcia) en OVA o en sus nanoparticulas derivadas luego

de la digestidn se calculé mediante la Ecuacién 10.

CLAT— CLAj; vz
Repa = == x 100% (Ecuacién 10)
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donde CLAT es la cantidad utilizada de CLA para la formacion de los nanocomplejos
de inclusién, y CLAjberado €S la cantidad de CLA liberado en la fase acuosa luego de la

digestién gastrointestinal in vitro.

6.3.5.4. Medicion de péptidos solubles liberados

Luego de la digestién gastrointestinal in vitro, las soluciones se ajustaron a pH
4,8 para precipitar los nanocomplejos y, posteriormente, las muestras se centrifugaron
a 10.000 g durante 20 min. La cantidad de péptidos solubles en el sobrenadante se
midié a 280 nm utilizando un espectrofotometro UV/Visible (Jenway 7305, Reino
Unido) [189]. Para este experimento, se utilizaron el FGS y el FIS como blancos.

6.3.5.5. Microscopia confocal laser de barrido

La rodamina B se utilizd para tenir los nanocomplejos previo al procedimiento
de digestion gastrointestinal in vitro [190]. El experimento se realiz6 como se describid
en la Seccién 6.3.4.2. Las muestras fueron examinadas por CLSM luego de las fases
gastrica e intestinal.

6.3.6. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 de la misma manera que en los Capitulos

anteriores. Las determinaciones fueron realizadas al menos por triplicado.

6.4. RESULTADOS
6.4.1. Caracterizacion fisicoquimica y estructural de los nanocomplejos
proteina-acido linoleico conjugado

6.4.1.1. Distribucion de tamafo y potencial

El comportamiento coloidal de los nanocomplejos de inclusion bajo digestion
gastrointestinal in vitro constituye un conocimiento esencial para formular nuevos
alimentos funcionales [14], [191]. En este sentido, la digestién ocurre principalmente
en el estbmago (fase gastrica) a un pH promedio de 3,0 y en el intestino delgado (fase
intestinal) a un pH promedio de 7,0. Por lo tanto, el efecto del pH (3,0 y 7,0) y la unién
de CLA sobre el tamafo y las propiedades eléctricas de OVA, OVA. y OVA: se
presentan en la Fig. 44 y la Tabla 9.
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La Fig. 44 muestra el perfil de PSDi para OVA 'y OVA-CLA apH 7,0 (A) y a pH
3,0 (B); para OVA,1 y OVA.-CLA apH 7,0 (C) y a pH 3,0 (D) y para OVAn2 y OVAn-
CLAapH 7,0 (E)yapH 3,0 (F). Como puede deducirse de la Tabla 9, a pH 7,0, CLA
forma estructuras supramoleculares con un dy de 289+3 nm (99,5% en volumen) y un
potencial { de -57+9 mV, indicando que forma suspensiones coloidales estables
(discutido en la Seccion 5.4.2.1). Sin embargo, a pH 3,0, hubo un aumento
considerable en el dy a 2.117+201 nm. Esto podria explicarse considerando que el pH
3,0 estéa cerca del pKa del grupo carboxilico (pKa del grupo COOH ~3,5 [15]) del AG vy,
por lo tanto, la carga y las repulsiones electrostaticas podrian disminuir, permitiendo la
formacién de estructuras mas grandes. Esta explicacion esta de acuerdo con el valor
de potencial ¢ encontrado de 0+1 mV. Es importante mencionar que después de 24 h
no se observo la formacién de precipitado, lo que indica que las estructuras
supramoleculares de CLA formadas a pH 7,0 y 3,0 son coloidalmente estables.

Tabla 9. Efecto de la complejacion con CLA sobre el diametro hidrodindmico (du, nm), volumen
(%) y potencial £ (mV) de OVA, OVAn y OVAn2 en funcién del pH del medio acuoso.
Condiciones: Concentracién de proteinas: 23 pM, concentracion de CLA: 1 mM, temperatura:
25°C. ElI ANOVA para el du se realizé para cada sistema (por ejemplo, OVA y OVA-CLA a pH
7,0 y 3,0). El ANOVA para potencial ¢ se hizo para todos los sistemas juntos. Los valores se
muestran como media * desviacion estandar y las letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05).

Sistema pH du (nm) Volumen (%) potencial £ (mV)
CLA 7 289 + 32 99,5+0,7 -57 + 92
3 2117 £ 201b 100 0+1e
7 12 £ 2a 97,5+0,4 15 + 2d
OVA 62 + 3¢ 2,5+0,4
3 10,3+ 0,42 97,15 + 0,07 19 £ 1P
58 + 3¢ 2,85 + 0,07
7 93 + 18d 44 + 11 -26 + 2b
288 =+ 8f 55 + 11
OVA-CLA 3 44 + 4P 23,4+ 0,1 10,0 £ 0,5'
207 + 14e 74,9+ 0,4
7 24,63 + 0,042 100 -15,9 + 0,19
OVAm 3 23,1+ 0,82 100 15,2 + 0,69
. 28,79 + 0,05° 99,8 + 0,07 -28 + 1P
OVA.:-CLA 224 + 24° 0,2 +0,07
3 231 + 2¢ 100 26,2+1,5
7 92,0 + 0,20 98,2+ 0,9 15 + 2d
16 + 2a 1,740,9
OVA-: 103 £ 1° 98 £ 2 14,7 £ 0,39
3 21,22 +2a 2+2
. 237 + 43¢ 83+5 -19,4 +0,3¢
OVA.>-CLA 31 + 202 16+5
3 Precipitacién 13,9 £ 0,49
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Figura 44. Distribucion del tamafio de particula (PSD) basada en el porcentaje de intensidad
(%) para OVA (m), OVA-CLA (A) apH 7,0 (A) y pH 3,0 (B); OVAn1 (m), OVAn-CLA (A) a pH
7,0 (C) y pH 3,0 (D) y OVAn2 (m), OVAn2-CLA (A) apH 7,0 (E) y pH 3,0 (F, la fotografia del tubo
muestra el aspecto del precipitado OVAn2-CLA). Los graficos insertados en cada distribucion de
intensidad corresponden a la distribucion en volumen. Condiciones: concentracion de proteina:
23 uM, concentracion de PUFA: 1 mM, temperatura: 25°C.

Las mediciones de DLS para OVA presentaron dos picos en el perfil de PSDi a

pH 7,0 y 3,0 (Fig. 44); el primero correspondié a un du de 12+2 nm (97.5%) y 10,3+0,4
nm (97%), y el segundo a un dy de 62+3 nm (2.5%) y 58+3 nm (3%), respectivamente.

Kang y col. (2014) [98] informaron que no registraron cambios conformacionales en la
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estructura secundaria y terciaria de OVA frente a cambios en el pH. Por lo tanto, en
términos generales, podria concluirse que los primeros picos observados para ambos
valores de pH (7,0 y 3,0) corresponderian al dv de OVA y los segundos a trazas de
proteina agregada (tal como fue discutido previamente en la Seccién 3.4.2.2). ApH 7,0
los nanocomplejos de inclusibn OVA-CLA mostraron dos picos principales cuyos du
fueron 93+18 nm (44%) y 28818 nm (55%) (Tabla 9; Fig. 44a). Por lo tanto, podria
deducirse que el pico mas pequefo corresponde a la formaciéon de nanocomplejos de
inclusion OVA-CLA y el mas grande a las estructuras supramoleculares de CLA
(formadas a partir del CLA no unido a la proteina). El potencial { para OVA fue
de -15+2 mV, pudiendo atribuirse a la carga negativa de los grupos carboxilo, mientras
que la formacién del nanocomplejo causé un aumento en la carga negativa
siendo -26x2 mV. Este aumento en la carga negativa podria explicarse por la
formacién del nanocomplejo. El potencial { puede modificarse mediante la adsorcién
de especies cargadas, como iones y surfactantes idnicos, sobre la superficie de las
particulas [84]. Las moléculas de CLA tienen una cadena alifatica (cola apolar) en un
extremo y un grupo carboxilico (cabeza polar) en el otro. Por lo tanto, si el CLA esta
unido a la OVA a través de interacciones hidrofdbicas por medio de su cadena
alifatica, la cabeza polar ionizada se orientaria hacia el exterior sobre la superficie de
la proteina en contacto con el medio acuoso, o que aumentaria la carga negativa de
OVA al formarse el nanocomplejo. El perfil de PSD para los hanocomplejos OVA-CLA
a pH 3,0, fue similar al observado a pH 7,0 mostrando dos picos: a 444 nm (23%) y a
20714 nm (75%) (Tabla 9; Fig. 44b). El potencial { para OVA a pH 3,0 fue de
1911 mV, debido a la presencia de grupos amonio en la proteina, mientras que para el
nanocomplejo OVA-CLA fue de 10,0+0,5 mV. Esto podria explicarse considerando que
el CLA tiene una carga ligeramente negativa y que al unirse a la OVA podria disminuir
el potencial £ del nanocomplejo formado.

Para OVAn a pH 7,0 el du fue de 24,63+0,04 nm (100%), mientras que para el
nanocomplejo OVAi-CLA fueron registrados dos picos: a 28,79+0,05 nm (99.8%) y a
224124 (0.2%) nm (Tabla 9, Fig. 44c). Como se puede observar, la union de CLA
produjo un aumento en el tamafno de OVAn (p<0,05) y casi todo el volumen del
sistema corresponderia a la presencia de los nanocomplejos, siendo la cantidad de
PUFA libre despreciable. El valor de potencial { para OVA. fue -15,9£0,1 mV. La
complejacion entre OVAq y CLA produjo un aumento en la carga negativa siendo el
nuevo valor de potencial £ -28+ 1 mV. A pH 3,0 el perfil de PSDi para OVAn1 mostré un
du de 23,1+£0,8 nm (100% en PSDv) y no se encontraron diferencias significativas
(p>0,05) con pH 7,0. Para el nanocomplejo OVA-CLA, solo se detectd un pico cuyo
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du fue 231£2 nm (100%) (Tabla 9; Fig. 44d). Ademas, la solucién del nanocomplejo
OVA,+-CLA present6 una ligera turbidez, que podria deberse a que el tamano de los
nanocomplejos es del orden de la A de la luz [127]. La OVA. tuvo un valor de
potencial { de 15,2+0,6 mV, mientras que la formacion del nanocomplejo OVA.-CLA
produjo un aumento en el valor de potencial £ a 261 mV.

Para OVA,2 a pH 7,0, se registraron dos picos cuyos dy fueron 92,0+0,2 nm
(98.2%) y 1612 nm (1,7%), siendo el primero representativo de la nanoparticula.
Ademas, para el nanocomplejo OVAq-CLA, también aparecieron dos picos a
237143 nm (83%) y 31£20 nm (16%) (Tabla 9; Fig. 44e). La unién de CLA produjo un
aumento en el tamafo de OVA:2 que indicaria la formacién del nanocomplejo. El valor
del potencial { para esta nanoparticula fue -15£2 mV, y para el nanocomplejo
OVA>-CLA fue -19,4+0,3 mV. A pH 3,0 OVA,2 tuvo un dy de 1031 nm (98%) (Tabla
9; Fig. 44f), y no se encontré una diferencia significativa con pH 7,0 (p>0,05). Sin
embargo, el du para el nanocomplejo de inclusion OVA-CLA no se pudo determinar
debido a la formacién de un precipitado (Inserto en la Fig. 44f). Este fendbmeno podria
deberse a la formacién de grandes agregados de nanocomplejos que precipitan como
consecuencia de la fuerza gravitatoria. El valor de potencial { para el nanocomplejo
OVAn2 y OVAp-CLA fue de 14,7£0,3 mV y 13,940,4 mV, respectivamente, lo que
indico que a pH 3,0 no hubo influencia en los valores de potencial £ (p>0,05).

En resumen, los valores de potencial { no mostraron diferencias significativas
(p>0,05) para OVA y sus nanoparticulas derivadas a pH 7,0, y fueron similares a pH
3,0 lo que sugiere que el tratamiento térmico tuvo poca influencia en la carga neta de
la proteina. De la misma manera, no hubo diferencias significativas entre los tamanos
de OVA, OVA.1 y OVAn, a pH 3,0 y 7,0. Por otro lado, el aumento en el tamafio de
particula para todos los nanocomplejos con CLA indic6 la formacion de nanocomplejos
de inclusién proteina-CLA.

6.4.1.2. Microscopia confocal laser de barrido

La Fig. 45 muestra las micrografias de CLSM para los nanocomplejos de
inclusién OVA-CLA (Fig. 45a), OVAn-CLA (Fig. 45b) y OVA-CLA (Fig. 45c) tehidos
con rodamina B. Para los tres nanocomplejos, se observé una forma circular y
tamanos en concordancia con los reportados en la Seccion 6.4.1.1. En primer lugar,
para el nanocomplejo OVA-CLA (Fig. 45a) se observd una Unica poblacion de tamano
muy pequefo. Para ambas nanoparticulas, se pudieron observar dos poblaciones: una
correspondiente a un tamano alrededor de 30 nm para el nanocomplejo OVA,-CLA
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(Fig. 45b) o alrededor de 90 nm para el nanocomplejo OVAn-CLA (Fig. 45c), y otra
poblacién de menor tamafno que podria corresponder a una fraccibn de OVA no
agregada. Las imagenes de CLSM indicaron que OVA y sus nanoparticulas derivadas
se distribuyeron uniformemente a través de la solucion de la muestra, es decir, no se

evidencio la existencia de un fendmeno de agregacion de particulas (Fig. 45).

Figura 45. Imagenes de CLSM de OVA-CLA (A), OVAni-CLA (B) y OVAn-CLA (C) tefidas con
rodamina B. El recuadro muestra un zoom X3. El objetivo utilizado fue de 63x.

6.4.1.3. Eficiencia de encapsulacion

La EE o porcentaje de CLA encapsulado (EEcLa) en los sistemas proteicos puros
OVA, OVA,1 y OVA2 se muestra en la Fig. 46. Ambas nanoparticulas tuvieron una
EEcLa mas alta (p<0,05) que la observada para OVA (93% para OVAn y 91% para
OVA:2 frente a 75% para OVA). Sin embargo, no hubo diferencias significativas en los
valores de EEcia entre ambas nanoparticulas (p>0,05). Se podria deducir que el
tamano de particula no tuvo influencia en el porcentaje de CLA encapsulado. Sin
embargo, el tratamiento térmico y la formacién de nanoparticulas generd una EEcia
mayor que para la proteina nativa; la mayor hidrofobicidad superficial hallada en las
nanoparticulas por los ensayos de fluorescencia extrinseca (Seccion 5.4.1.4) podria
ser responsable de esta mayor encapsulacién. En este sentido, un estudio de
produccion de nanoparticulas de OVA a diferentes pH encontré que cuanto mayor era
el pH de produccion de la nanoparticula, mayor era la relacion hidrofobicidad
superficial/area y mayor era el numero de moléculas de LA unidas a la nanoparticula
[192]. Si bien la diferencia entre nanoparticulas no fue significativa, OVAn1 posee un
porcentaje levemente mayor de EEcia que OVAn2 (93% vs. 91%), lo que concuerda
con el valor de n hallado en la Seccion 5.4.2.3 que es levemente superior para OVAn1
(50 vs. 49).
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Figura 46. Eficiencia de encapsulacién de CLA (EEcLa, %) para OVA, OVAn y OVAnz,
expresada como porcentaje. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05).

6.4.2. Digestion gastrointestinal in vitro de nhanocomplejos proteina-acido
linoleico conjugado y su caracterizacion

6.4.2.1. Apariencia macroscopica

La Fig. 47 muestra la apariencia macroscopica de los nanocomplejos de
inclusion OVA-CLA, OVA,-CLA y OVA-CLA bajo digestién gastrointestinal in vitro.
En primer lugar, los nanocomplejos fueron analizados en fase géstrica e intestinal,
pero solo con FGS (sin pepsina) y FIS (sin pancreatina y sales biliares) durante 2 h a
37°C bajo agitacién orbital a los pH correspondientes (3,0 y 7,0 respectivamente). El
objetivo de este ensayo fue estudiar la influencia del pH y la composicién salina de los
fluidos simulados en los aspectos macroscépicos y en la retencién de CLA de los
nanocomplejos. Como se observa, todos presentaron turbidez y presencia de
pequenas particulas en el FGS y en el FIS. Para entender lo que sucedi, es
necesario analizar las variables del protocolo de digestion in vitro, como la agitacion, la
temperatura y la presencia de sales. Todas las soluciones se sometieron a agitacién
orbital a 60 rpm, calor a 37°C y adicién de sales (como CaCl,) durante 2 h. Se sabe
que las proteinas se desnaturalizan y se agregan mediante agitacion, y la OVA es
sensible a la misma [193], [194], [195]. Adema&s, hay evidencia de que la presencia de
iones Ca?* (como CaCl,) acelera la agregacion de las proteinas en general [196], [197]
y de OVA en particular [198]. Cheng y col. (2019) [172] estudiaron la digestién de
nanoparticulas de zeina y observaron que si la digestion se realizd sin sales y con
pepsina, las nanoparticulas se digirieron, pero en presencia de sales esto no ocurrié y
se observd la formacion de precipitado. Esto indicé que los iones aumentaron la

agregaciéon de las nanoparticulas de zeina y limitaron la accion enzimatica. Los

148



CAPITULO 4

autores atribuyeron esto a que los iones agregados aumentarian la cantidad de
proteina no dispersa y la tendencia de las mismas a autoensamblarse en estructuras
mas grandes que precipitan [172]. Aunque para la mayoria de las proteinas usadas en
estos ensayos, las condiciones utilizadas fueron mas extremas que las utilizadas en el
protocolo de digestion in vitro, en este ensayo se aplicé la combinacién de todos los
factores durante un periodo prolongado. Esta combinacion podria explicar la
apariencia macroscoépica de los agregados en los sistemas, cuando se sometieron al
FGS. En el FIS, se evidenciaron pequenas particulas en suspensién y menos turbidez,
lo que podria sugerir que los agregados formados en condiciones gastricas
permanecieron intactos en el intestino. Cabe mencionar que todos los sistemas

precipitaron luego de unas pocas horas de reposo.

Sin Enzimas Con Enzimas Con sal biliar
FGS FIS FGS + FIS + FIS +
Pepsina | Pancreatina | Pancreatina+
Sal Biliar
<
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<
>
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<
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Figura 47. Fotografias de la apariencia macroscépica de OVA-CLA, OVAni-CLA y OVA-CLA
cuando se someten a digestién gastrointestinal in vitro.

Posteriormente, los nanocomplejos de inclusion se sometieron a digestién in vitro
con enzimas. Al FGS, se le anadié pepsina a 2.000 U/mL de actividad final, y al FIS,
se le anadié pancreatina a 100 U/mL de actividad final [168]. Al mismo tiempo, para
completar el modelo in vitro, se sometieron a una fase intestinal en presencia de
pancreatina y sales biliares. Al igual que lo ocurrido anteriormente, todos los

nanocomplejos mostraron turbidez y pequefas particulas en suspension, tanto en la
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fase gastrica como en la intestinal. Los tamarnos de particula no se pudieron
determinar debido a la presencia de precipitado. La presencia de enzimas parece no
tener influencia en el aspecto macroscopico.

En los sistemas de pepsina + FGS, la presencia de particulas en suspension
podria indicar que los agregados formados en las condiciones analizadas
anteriormente no fueron hidrolizados por la pepsina, o si se hidrolizaran, los péptidos
resultantes podrian agregarse debido a las condiciones gastricas. Martos y col. (2010)
[174] estudiaron la digestion de OVA y descubrieron que era muy resistente a la accién
de la pepsina a valores de pH alrededor de 2,0 debido a que la OVA adopta un estado
molten globe que mantiene un alto grado de estabilidad conformacional y resiste la
accion de la pepsina. Por otro lado, el grado de hidrélisis enzimatica depende de las
condiciones de calentamiento utilizadas durante la formacién de las nanoparticulas y
de su morfologia, ya que esto podria hacer que los sitios de clivaje de las enzimas
estuvieran mas o menos expuestos a la pepsina [43], [199]. Por otro lado, la
agregacion podria proteger a las nanoparticulas de OVA de la escision enzimatica. En
este sentido, Castillo-Santaella y col. (2016) [199] encontraron que cuando la HSA se
entrecruza con glutaraldehido, la formacién de grandes agregados hace que el
sistema sea muy resistente a la accion de la pepsina. La pepsina es una enzima
soluble en agua y su actividad es limitada si los sustratos peptidicos no estan bien
dispersos en el medio [172].

Al realizar el ensayo con pancreatina + FIS, el nanocomplejo OVA;2-CLA tuvo
mayor turbidez y precipité inmediatamente, mientras que las muestras OVA-CLA y
OVA,1-CLA requirieron mas tiempo para precipitar. En presencia de sales biliares, el
comportamiento fue el mismo, pero se observd un color amarillo (propio de las sales
biliares). Nyemb y col. (2014) [43] informaron que solo el 37% de OVA resistia la
digestiéon con pancreatina, y que solo el 30% de los agregados esféricos de OVA
resistian la digestién intestinal. Se requeririan estudios complementarios para
determinar si las nanoparticulas permanecen intactas formando agregados o si se
rompen en péptidos. En este sentido, Chen y col. (2015) [200], encontraron que las
nanoparticulas aisladas de proteina de soja cargadas con curcumina formaban
agregados cuando se sometian a digestion gastrointestinal in vitro. En el FGS y el FIS,
la agregacion de las nanoparticulas se atribuyd a la hidrdlisis de las proteinas que
podria promover la exposicion de parches hidrofobicos hacia la fase acuosa, o la
liberacion de péptidos hidrofobicos capaces de promover la agregacion.
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6.4.2.2. Retencion de CLA en los nanocomplejos luego de la digestion
gastrointestinal

La retencién de CLA (RcLa) después de la digestion gastrointestinal in vitro se
evaluo para los sistemas proteicos OVA, OVA.1 y OVA.. (Tabla 10). Se observé que:

(i) En primer lugar, se calcul6 la Rcia para los nanocomplejos sometidos a fase
gastrica sin enzimas. Como se observa, no hubo diferencias significativas entre la Rcia
para OVA y para ambas nanoparticulas de OVA (p>0,05, letra e). Cuando se agreg6
pepsina, la Rcia fue diferente para cada sistema (p<0,05). La OVA fue la que menos
CLA retuvo (65%), seguido de OVA2 que retuvo 92,9% y el que mas retuvo fue OVAq
con 96%. Cabe destacar que los valores de Rcia para OVA,1 y OVAn fueron muy
superiores al de OVA. Al analizar los resultados en ausencia y presencia de enzima se
observa que: (i) para OVA la adicién de la pepsina generd una gran disminucién de la
cantidad de RcLa pudiendo deberse esto a la hidrélisis de la proteina por la pepsina; (ii)
Para OVA.1 no hubo diferencia (p>0,05); (iii) para OVAn2 hubo una mayor liberacién de
CLA en presencia de la enzima, aunque la diferencia es pequena (96% vs. 93%).
Estos resultados fueron consistentes con la presencia de particulas dispersas, ya que,
si las proteinas no se hidrolizaran, podrian retener la mayor parte de CLA
encapsulado. Ademas, si se produjera hidrélisis, posiblemente los péptidos resultantes
podrian conservar la capacidad de unirse a CLA [172]. En resumen, en presencia de
pepsina OVA retuvo CLA en una proporcién mucho menor en comparaciéon con ambas
nanoparticulas (p<0,05). Ademas, OVA. retuvo una cantidad ligeramente mayor de
CLA que OVAn2 (p<0,05) después de FGS.

(i) Después de la fase gastrica, los sistemas se sometieron a una fase FIS sin
enzimas para evaluar cémo influyd la condicién intestinal en Rca. Como se observa en
la Tabla 10, los valores fueron muy similares entre los tres nanocomplejos al
someterlos al FIS sin enzimas. Ademas, estos valores no fueron diferentes a los
obtenidos para FGS sin enzimas, la unica diferencia se observé para OVA siendo ésta
muy pequena. Esto podria sugerir que los agregados de proteinas formados en
condiciones gastricas permanecieron intactos después de las condiciones intestinales.
Por otro lado, cuando se digirieron con pancreatina o pancreatina + sales biliares, no
se encontraron diferencias estadisticas en RcLa entre las muestras de OVA y OVAu
(p>0,05) con valores de alrededor del 98%. Sin embargo, la Rcia para OVA.: fue
levemente inferior, alrededor de 97%. Los valores de Rcia en fase intestinal fueron
iguales o superiores en la mayoria de los casos en comparacion con la fase gastrica.
Este resultado podria explicarse suponiendo que los agregados formados en la fase
gastrica a pH 3,0 podrian permanecer intactos, y la pancreatina en el intestino no
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podria romperlos, o si la pancreatina los hidroliza, los péptidos resultantes podrian
formar nuevos agregados con la capacidad de unir CLA y por ello los valores de Rcia
serian mayores. En este sentido Cheng y col. (2019) [172] llegan a la misma
conclusién luego de analizar la digestién gastrointestinal de nanoparticulas de zeina

en presencia de sales o de sales + enzimas.

Tabla 10. Porcentaje retenido de CLA (RcLa) en OVA, OVAn1 y OVAn2 después de la digestiéon
gastrointestinal in vitro. Gastrico: fila FGS: representa el Rcia cuando el sistema se somete a
una digestion in vitro sin enzimas. Gastrico: fila FGS + pepsina: representa el RcLa cuando el
sistema se somete a una digestion in vitro con pepsina. Intestino: fila FIS: representa el Rcia
cuando el sistema se somete a una digestion in vitro sin enzimas. Intestino: fila FIS +
pancreatina: representa el Rcia cuando el sistema se somete a una digestién in vitro con
pancreatina. Intestino: fila FIS + pancreatina + sal biliar: representa el Rcia cuando el sistema
se somete a una digestién in vitro con pancreatina y sal biliar. Los valores se muestran como
media t desviacion estandar y las letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05).

Rcia (%)
OVA-CLA OVA.-CLA  OVA,>-CLA
Gastrico: FGS 96,6 + 0,31 96,1 +0,7¢¢ 96,1 £ 0,79
Gastrico: FGS + pepsina 65 + 22 96,0 + 0,1¢9e 92,9 +0,1°
Intestino: FIS 95,0 £0,3¢ 96,1 +£0,79¢ 953+ 0,7¢d
Intestino: FIS + pancreatina 98,1 £ 0,29h 98,1 £0,3" 96,8 + 0,481
Intestino: FIS + pancreatina + sal biliar 98,4 + 0,3" 97,8 £ 0,29h 97,2 £ 0,7%9

6.4.2.3. Péptidos solubles liberados

Para confirmar los resultados anteriores, los péptidos liberados de las proteinas
después de la digestion simulada se determinaron espectroscépicamente por medio
de ABS a 280 nm (Fig. 48) [189]. En el FGS (con pepsina), la cantidad de péptidos
liberados fue mayor que la registrada en el FIS (con pancreatina y sal biliar) para todos
los nanocomplejos. OVA-CLA en el FGS liberé una mayor cantidad de péptidos que
cuando el CLA estaba unido a ambas nanoparticulas de OVA (p<0,05). Estos
resultados podrian explicarse considerando que la agregacion de OVA y una mayor
complejacion con CLA promovieron la oclusion de los sitios de clivaje de la pepsina,
por lo que se liberé una menor cantidad de péptidos en las nanoparticulas respecto de
OVA o bien, que los péptidos generados fueron capaces de interaccionar entre si
formando agregados que precipitaron y no fueron cuantificados. Por otro lado, no hubo
diferencias significativas en la cantidad de péptidos liberados para OVA o sus
nanoparticulas derivadas en el FIS (p>0,05). Como es notorio, la cantidad de péptidos
liberados en el FIS es inferior a los liberados en el FGS, esto podria indicar que las
condiciones en el FIS hacen que los péptidos interaccionen entre si y probablemente
se agreguen y precipiten.
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Figura 48. ABS a 280 nm como una medida de los péptidos liberados de OVA-CLA, OVAni-
CLA y OVAn-CLA después de la digestion in vitro gastrica (m, pepsina) o intestinal (m,
pancreatina y sal biliar). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05).

6.4.2.4. Microscopia confocal laser de barrido

Todos los nanocomplejos de inclusion se tineron con rodamina B y se analizaron
por CLSM (Fig. 49). Las micrografias para OVA-CLA en presencia de FGS + pepsina
(Fig. 49a) mostraron grandes agregados amorfos y otras estructuras pequefas vy
esféricas. En FIS + pancreatina (Fig. 49b), se pudieron observar agregados esféricos
mas grandes. Para los nanocomplejos OVA,-CLA y OVA-CLA en FGS + pepsina
(Fig. 49c y e, respectivamente) y en FIS + pancreatina (Fig. 49d y f, respectivamente),
se observaron grandes agregados amorfos. Estos resultados estan de acuerdo con la
precipitacién observada macroscépicamente (Fig. 47), la que podria ser promovida por
los agregados observados. Por otro lado, se podria suponer que los agregados estan
formados por el ensamblaje de nanoparticulas individuales. Esta observacion podria
confirmar que las nanoparticulas se agregan en las condiciones del FGS a pH 3,0 y no
se disuelven ni son atacadas por las enzimas. El CLA podria mantenerse fuertemente
unido en las nanoparticulas debido a la formacién de estos grandes agregados. Como
se menciond anteriormente, se requeririan estudios complementarios para confirmar si
las nanoparticulas permanecieron intactas formando agregados o si se rompieron en

péptidos que posteriormente se agregaron y conservaron su capacidad de unir CLA.
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FGS FIS
.
.

Figura 49. Imagenes de CLSM de OVA-CLA (A, B), OVAn-CLA (C, D) y OVAm-CLA (E, F)
tefiidas con rodamina B después de la dlgestlon gastromtestlnal in vn‘ro FGS: los S|stemas se
sometieron a un fluido gastrico simulado que contenia pepsina. FIS: los sistemas se sometieron
a un fluido intestinal simulado que contenia pancreatina y sales biliares. El recuadro muestra un
zoom X3. Objetivo utilizado: 63x.
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6.5. CONCLUSION PARCIAL

En el presente capitulo, se caracterizaron dos nanoparticulas y sus
nanocomplejos de inclusion con CLA en términos de tamano de particula, propiedades
eléctricas y caracteristicas morfoldgicas a los pH correspondientes a un protocolo de
digestidon gastrointestinal in vitro. La complejacion entre OVA y sus nanoparticulas con
CLA mostr6 un aumento en el tamario de particula, ademas las imagenes de CLSM
confirmaron una forma redondeada para los nanocomplejos obtenidos. La eficiencia de
OVA,1 y OVA,2 para encapsular CLA fue muy elevada (93 y 91%, respectivamente). Si
bien la eficiencia de OVA fue menor a la de sus nanoparticulas (75%), también fue
apreciable. Finalmente, los nanocomplejos de inclusién fueron sometidos a una
digestion gastrointestinal in vitro. La apariencia macroscépica de todos los sistemas
mostrd la presencia de agregados de proteinas y particulas dispersas que precipitaron
después de un tiempo de reposo. Para todos los sistemas, las imagenes CLSM
resaltaron la presencia de agregados amorfos. Para OVA y ambas nanoparticulas, se
obtuvo una gran retencién de CLA después de la digestion con enzimas en las fases
gastrica e intestinal. Los resultados obtenidos sugeririan que estos nanocomplejos de
inclusion podrian aplicarse como sistemas de delivery oral para el CLA y otros CB
hidrofébicos en el TGl. La mayor retencién gastrointestinal demostrada por este
sistema podria explotarse en el disefio de nuevos alimentos funcionales para la

prevencion/tratamiento, por ejemplo, de cancer de colon.
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7.1. INTRODUCCION
7.1.1. Cancer

El cancer no representa una sola enfermedad, mas bien, un conjunto de
innumerables patologias con tantas manifestaciones diferentes como tejidos y tipos de
células posee el cuerpo humano. Estas patologias tienen en comudn ciertas
propiedades biolégicas de las células que componen los tumores, tales como el
crecimiento celular no regulado (clonal), la diferenciacion celular alterada, la
invasividad y el potencial metastésico. El cancer, en su forma mas simple, es una
enfermedad genética o, mas precisamente, una enfermedad caracterizada por una
expresién génica anormal. Las diferentes formas de cancer comparten mecanismos
moleculares comunes que gobiernan la proliferacion celular incontrolada, implicando la
pérdida, mutacién o desregulacién de genes que controlan positiva y negativamente la
proliferacion, migracion y diferenciacion celular (oncogenes y genes supresores de
tumores) [201].

La palabra neoplasia se deriva de la palabra griega que significa "nuevo
crecimiento", y la descripcion se usa como sinénimo del término mas familiar, cancer.
La neoplasia se caracteriza por una proliferacion anormal de células, en un tejido o un
organo, que continlan dividiéndose independientemente de los estimulos de
crecimiento externos. Estos estimulos de crecimiento pueden ser hormonas y factores
de crecimiento, o estimulos como la inflamacion cronica que pueden estimular la
liberacion de factores de crecimiento [202]. En general, las neoplasias se clasifican en
benignas y malignas. Las neoplasias benignas estan localizadas y tienen infiltracion
limitada en el tejido circundante. Histolégicamente, estan bien circunscritas y pueden
estar delimitadas por una capa circundante de tejido fibroso. Pueden causar daro al
comprimir o desplazar tejidos circundantes. Las neoplasias malignas exhiben una
invasiéon del tejido normal circundante y finalmente se propagan, a través del sistema
vascular o linfatico, a 6rganos distantes de su origen a través de un proceso conocido
como metéstasis [202].

La enfermedad neoplasica se desarrolla en pacientes durante largos periodos de
tiempo y generalmente esta precedida por el desarrollo de una o mas lesiones
preneoplasicas que incluyen hiperplasia, metaplasia y displasia [203]. La hiperplasia
refleja un aumento en el numero de células en un érgano o tejido, lo que tipicamente
resulta en un aumento en el volumen (o tamafno) del 6rgano o tejido afectado. La
mayoria de las formas de hiperplasia son el resultado de una estimulacion hormonal o
de crecimiento excesiva (anormal). La proliferacién celular anormal se controla en la

medida en que al cesar el estimulo (eliminacién del factor de crecimiento u hormona)
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la proliferacion celular se detendra y el tejido hiperplasico retrocedera. La metaplasia
representa un cambio reversible en los tejidos caracterizado por la sustitucién de un
tipo de célula adulta por otro tipo de célula adulta. La metaplasia es una condicién
reactiva, que refleja un reemplazo adaptativo de células que son sensibles al estrés
por células que son resistentes a las condiciones adversas a las que se enfrenta el
tejido. La displasia es una lesién proliferativa que se caracteriza por la pérdida en la
uniformidad de las células individuales y la pérdida en la orientacién arquitectonica de
las células en el tejido. Las células displasicas muestran muchas alteraciones que
sugieren su caracter preneoplasico, incluido el pleomorfismo celular, nucleos
hipercromaticos, alta relacién nuclear-citoplasmética y un mayor numero de figuras
mitéticas. Las lesiones caracterizadas por cambios displasicos extensos que
involucran todo el grosor del epitelio pero que permanecen confinadas dentro del tejido
normal se clasifican como carcinoma in situ. En muchos casos, la displasia y/o el
carcinoma in situ se consideran precursores inmediatos de los canceres invasivos. Se
deduce que los cambios displasicos a menudo se encuentran adyacentes a los
canceres invasivos. Sin embargo, no todas las lesiones displasicas se convertiran en
una neoplasia maligna [201], [203].

Un carcindgeno es un agente que causa neoplasia en un organismo multicelular.
Los carcin6genos pueden ser quimicos, virales, hormonales, radiaciones ionizantes o
materiales sélidos. Todos estos agentes producen cancer modificando el ADN
gendmico en una célula y luego haciendo que esta célula modificada prolifere. Para
que se desarrolle el cancer, se requieren dos eventos en una secuencia temporal: (i) la
formacion de una mutacién en el ADN vy (ii) la proliferacion selectiva de esa célula. Las
etapas de la carcinogénesis son tres: iniciaciéon, promocién y progresién (Fig. 50)
[204]. La iniciacion implica la formacion de una célula mutada estable y heredable, y es
un evento irreversible. Diferentes agentes quimicos y fisicos pueden generar cambios
genéticos, incluidas mutaciones y deleciones, o pueden unirse al ADN (aducto de
ADN), lo que puede dar como resultado un apareamiento inadecuado de bases o
lesiones en el ADN. Una vez que se forman las células iniciadas, su destino tiene
multiples resultados: (i) pueden mantenerse en un estado inactivo no divisivo a través
de mecanismos de control de crecimiento; (ii) puede desencadenarse la induccidén de
apoptosis u otros mecanismos de muerte celular que conducen a la eliminacién de la
célula iniciada; y (iii) puede sufrir division celular dando como resultado el crecimiento
y la proliferacion de la célula iniciada. Una segunda etapa del proceso es la promocién
que implica la expansion clonal selectiva de la célula iniciada para formar un grupo
genéticamente similar de células preneoplasicas. Es esta etapa se observa un

aumento en el numero de células, ya sea a través de una mayor proliferacion celular o
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una disminucion de la apoptosis. Este es un evento reversible, ya que, si se elimina el
estimulo de crecimiento enddégeno o exdgeno, las células preneoplasicas pueden
permanecer en un estado estable o aumentar la tasa apoptética, lo que disminuira el
numero de células dentro de la poblacién clonal promovida. La etapa de progresion
implica la conversion de lesiones preneoplasicas benignas en un cancer neoplasico.
En esta etapa pueden ocurrir eventos adicionales que resultan en dano adicional del
ADN, incluido el dafio cromosomico que incluye aberraciones y translocaciones. Estos
eventos dan como resultado la transformacién de poblaciones celulares
preneoplasicas a poblaciones celulares neoplasicas. Con la formacion de neoplasia,
se logra un crecimiento auténomo o falta de control del crecimiento. Por definicion, la
etapa de progresion es irreversible, ya que se produce la formaciéon de neoplasias, ya
sean benignas o malignas [204].

Célula Célula Lesion Cancer
normal iniciada focal
. ; - {3
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Figura 50. Etapas de la carcinogénesis: iniciacion, promocién y progresién (Figura modificada
de Klaunig y col., 2018 [204]).

Las alteraciones genéticas involucradas en el cancer pueden activar procesos
inductivos (protooncogenes) o bloquear vias negativas (genes supresores). Los
protooncogenes son inductores del crecimiento y, por lo tanto, sus mutaciones
(oncogenes) activan una funcién promotora, mientras que los genes supresores de
tumores son supresores del crecimiento y sus mutaciones inactivan una funcién
inhibitoria [205]. Se pueden nombrar cuatro categorias principales de oncogenes: (i)
genes de factores de crecimiento, (ii) genes de receptores de factores de crecimiento,
(iii) genes de transduccién de senales y (iv) genes reguladores nucleares [202].

7.1.2. Antecedentes en el desarrollo de farmacos citotoxicos basados en

compuestos bioactivos y/o albuminas

Si bien existen diferentes terapias para combatir el cancer, entre ellas cirugia,
radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia, hormonoterapia y terapia dirigida, es
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aceptado plenamente por la medicina actual que la mejor forma de afrontar la batalla
contra el cancer es atacandolo desde distintos angulos, usando terapias y tratamientos
sinérgicos en los que se combina la accién simultanea de diferentes agentes
antitumorales. Son numerosas las publicaciones que proponen que esta es la mejor
forma de atacar una enfermedad tan dificil y compleja como el cancer: hacerlo desde
diferentes frentes de modo simultaneo. Ademas, son numerosas igualmente las
publicaciones y los informes que defienden que la mejor forma de luchar contra esta
patologia es a través de la prevencion, cambiando habitos de vida y de alimentacién
por otros mas saludables [206], [207]. Segun el Instituto Americano de Investigacion
en Céancer y el Fondo Mundial para la Investigacion en Cancer, hasta un 30-40% de
los casos a nivel mundial podrian prevenirse a través de la dieta [207]. Es por ello que,
actualmente, el rol de los compuestos naturales de la alimentacion en la prevencién y
la progresion del cancer es un area de enorme y creciente interés clinico y cientifico
[207], [208], [209].

En particular, los compuestos naturales que muestran actividad anticancerigena
pueden ser Utiles tanto para la prevencién (incorporandolos en la dieta) como para el
tratamiento de la enfermedad. Su biocompatibilidad y baja toxicidad los hacen
adecuados tanto para ser combinados entre ellos (0 con farmacos) para un ataque
sinérgico a la enfermedad, como para ser introducidos en la alimentacion y asi ayudar
a evitarla. Existe una multitud de moléculas de origen natural que presentan actividad
anticancerigena, como, por ejemplo, curcumina [210], resveratrol [211], genisteina
[212], PUFAs, etc.

Existen nanoparticulas proteicas que se usan como transportadores de
farmacos. Un ejemplo es Abraxane®, una nanoparticula de albumina y paclitaxel, en la
que el farmaco hidrofébico y la HSA forman una nanoparticula de 130 nm. Es soluble
en agua, se administra por infusion intravenosa y fue aprobada por la Administracién
de Alimentos y Medicamentos de EE.UU. (FDA) en 2005 para el tratamiento de cancer
de mama metastasico, ademas ya ha sido aprobado en 41 paises [213]. Ejemplos
similares son ABI 008 que se basa en nanoparticulas basadas en HSA y la droga
docetaxel o el conjugado de HSA con metotrexato (MTX) que se encuentran en
distintas fases de ensayos clinicos para diferentes canceres como ser de mama,
vejiga o pancreas [214].

Més aun, existen estudios que demuestran las acciones biolégicas que
presentan los nanocomplejos de inclusién formados por proteinas globulares y CBs
hidrofébicos. En este sentido, el sistema HAMLET (Human Alpha-lactalbumin Made
Lethal to Tumor cells por sus siglas en ingles) se define como un complejo de a-
lactoalbumina y &cido oleico parcialmente desplegado, que se forma a pH bajo y del
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cual se sabe que el acido oleico es el responsable de la actividad antitumoral mientras
que la proteina actia como transportador del mismo [9], [215]. La eficacia de HAMLET
se ha comprobado clinicamente en glioblastoma, papiloma de piel y cancer de vejiga
[9].

7.1.3. Cultivo de lineas celulares tumorales

Existen diferentes modos de estudiar la citotoxicidad de compuestos o drogas ya
sea in vitro o in vivo. Los métodos in vivo incluyen el uso de animales lo que aumenta
no solo los costos sino también el entrenamiento del personal, el equipamiento
necesario, entre otras cosas. Por ello, los métodos in vitro son ampliamente usados. El
método mas usado para determinar citotoxicidad de compuestos es mediante el cultivo
de lineas celulares tumorales. Los ensayos basados en células a menudo se usan
para determinar si los compuestos de interés tienen efectos sobre la proliferacion
celular o muestran efectos citotdxicos directos que eventualmente conducen a la
muerte celular. Independientemente del tipo de ensayo basado en células que se
utilice, es importante saber cuantas células viables quedan al final del experimento. Se
pueden nombrar una variedad de ensayos que pueden usarse para estimar el nimero
de células viables [216]. Estos ensayos se pueden clasificar en cuatro clases
principales: (i) tasa de sintesis de ADN, (ii) actividad metabdlica de las células, (iii)
antigenos asociados con la proliferaciéon celular y (iv) variaciones en la concentracion
de adenosina trifosfato [217].

Dentro de los ensayos que miden la actividad metabdlica de las células se
encuentra el ensayo de hidroxido de 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-
[(fenilamino)carbonil]-2H-tetrazolio o XTT. El ensayo de XTT se basa en la capacidad
de la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial de las células vivas para reducir
el sustrato XTT (amarillo) a formazan (azul oscuro/purpura), que es soluble en agua.
Cuando las células mueren, pierden la capacidad de convertir XTT en formazén, por lo
que la formacion de color sirve como un marcador unico de células viables. La
cantidad de formazan producida es directamente proporcional al numero de células
vivas, y se determina registrando los cambios en la ABS [217].

Existen numerosas lineas celulares que pueden cultivarse y usarse para
determinar citotoxicidad. Las principales ventajas del cultivo de células son la
capacidad de controlar el entorno fisicoquimico, como pH, temperatura, presién
osmotica y tension de Oz y COy; y las condiciones fisiol6gicas como la concentracién
de hormonas y nutrientes especificos necesarios. Las lineas celulares cultivadas

asumen una constitucion homogénea y, por lo tanto, en cada subcultivo, las muestras
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replicadas son idénticas entre si, y las caracteristicas de la linea pueden perpetuarse
durante varias generaciones, o incluso indefinidamente si la linea celular se almacena
en nitrogeno liquido. Se pueden analizar muchas variables y hacer muchas réplicas de
manera economica, evitando de esta manera cuestiones bioéticas propias de la
experimentacion con animales. Los nuevos desarrollos de ensayos en placas de 96
pocillos y de robética han introducido importantes disminuciones de tiempo y escala
[218]. Las desventajas de los culticos celulares son que las técnicas de cultivo deben
llevarse a cabo bajo estrictas condiciones que implican un nivel de habilidad y
comprension por parte del operador para apreciar los requisitos del sistema y
diagnosticar los problemas a medida que surgen. También se debe tener cuidado para
evitar el problema recurrente de contaminacion. Por lo tanto, el cultivo de células
requiere un entrenamiento adecuado, un control estricto de los procedimientos y un
entorno controlado. Otro problema es la desdiferenciacion, si se pierden propiedades
diferenciadas, por cualquier razén, es dificil relacionar las células cultivadas con las
células funcionales en el tejido del que derivaron [218]. La mayoria de las diferencias
en el comportamiento celular entre las células cultivadas y sus contrapartes in vivo
provienen de la disociacion de las células de una geometria tridimensional y su
propagacién en un sustrato bidimensional. Se pierden las interacciones celulares
especificas caracteristicas de la histologia del tejido. El ambiente de cultivo también
carece de varios componentes sistémicos involucrados en la regulacion homeostatica
in vivo, principalmente los del sistema nervioso y enddcrino. El reconocimiento de este
hecho ha llevado a la incorporacion de diferentes hormonas en los medios de cultivo.
La baja tensién de O2, debido a la falta de transportador de O2 (hemoglobina), da
como resultado un metabolismo energético in vitro que se produce principalmente por
glucdlisis, aunque el ciclo del acido citrico sigue siendo funcional, juega un papel
menor. Es dificil encontrar muchas mas diferencias entre las condiciones ambientales
de una célula in vitro e in vivo. Aunque no se puede negar la existencia de tales
diferencias, muchas vias especificas y funciones especializadas se expresan en
cultivo, y siempre que se aprecien los limites del modelo, el cultivo de tejidos puede
ser una herramienta muy valiosa [218].

Una linea celular ampliamente usada para evaluar citotoxicidad de compuestos
en cancer de colon es la linea celular de adenocarcinoma de colon humano HT-29 que
fue aislada de un tumor primario de una mujer caucasica de 44 afios en 1964 por Fogh
y Trempe (1975) [219]. Estas células fueron capaces de expresar las caracteristicas
de las células intestinales maduras, como los enterocitos o las células calciformes
productoras de moco. En condiciones de crecimiento estandar, es decir, en presencia
de glucosa 25 mM vy suero fetal bovino al 10%, estas células muestran un fenotipo
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indiferenciado; crecen como una multicapa de células no diferenciadas no polarizadas,
y funcionalmente no expresan ninguna caracteristica tipica de las células epiteliales
intestinales, y expresan bajas cantidades de hidrolasas. Desde el descubrimiento de
que el reemplazo de glucosa por galactosa en el medio de cultivo indujo una
diferenciacién enterocitica reversible, las células HT-29 se han convertido en un
modelo Unico para estudiar los mecanismos moleculares de diferenciacién celular
intestinal. Cuando estas células se cultivan en condiciones de cultivo apropiadas o
después del tratamiento con diferentes inductores, como butirato o HCI 0,1 M (para
alcanzar un pH de 5,0), se pueden modular para expresar diferentes vias de
diferenciacién de enterocitos. Por esta razon, HT-29 se considera una linea celular
intestinal pluripotente que puede usarse para el estudio de los eventos estructurales y
moleculares implicados en la diferenciacién celular [163]. El fenotipo diferenciado se
caracteriza por la formacion de una monocapa con uniones estrechas entre las células
y un borde en cepillo apical. El borde en cepillo de estas células diferenciadas contiene
proteinas que normalmente estan presentes en las microvellosidades intestinales y
expresan hidrolasas asociadas al borde en cepillo tipicas del intestino delgado. En
estas condiciones de crecimiento en medio libre de glucosa, la diferenciacion celular
es muy similar a la observada en las células Caco-2. Sin embargo, una de las
principales diferencias entre esta linea celular y Caco-2 es que las células HT-29
pueden producir mucina a un nivel relativamente alto. La adaptacién gradual de las
células HT-29 que crecen exponiéndose a concentraciones crecientes de MTX resulté
en su transformacion en células diferenciadas que secretan moco. Curiosamente, las
células adaptadas a dosis bajas de MTX consisten en una poblacion doble de células
columnares absorbentes y secretoras de moco y, a una dosis mas alta, las células son
casi exclusivamente de fenotipo secretora de moco [163].

Dada su pluripotencialidad segun las condiciones de cultivo, las células HT-29 se
han empleado ampliamente para evaluar el posible efecto anticancerigeno de
diferentes compuestos alimenticios o drogas, sobre la base del origen de carcinoma de
colon de esta linea celular. Otras actividades se han estudiado ampliamente en células
HT-29 como propiedades inmunomoduladoras, antioxidantes o de barrera. Si bien no
es un modelo particularmente adecuado para estudios de transporte, se ha utilizado
para comparar con otras lineas o como co-cultivo. Las monocapas de células HT-29-
MTX se han utilizado como modelo de permeabilidad, por ejemplo, para estudiar el
efecto del moco en la permeacion de farmacos. Sin embargo, en la mayoria de los
casos, los estudios de transporte se realizan con co-cultivos de Caco-2 y HT-29-MTX
como un modelo preciso para tener en cuenta la capa mucosa. También se usa para

estudios sobre el apego, adherencia y/o internalizacién de varios patdgenos.
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7.1.4. Acido linoleico conjugado en cancer de colon

Existen numerosos estudios sobre el CLA y distintos tipos de cancer. En primer
lugar, se demostrd que posee actividad citotéxica frente a diferentes lineas celulares in
vitro como células de cancer de prostata, mama, colon, etc. [144]. Por ejemplo, en un
estudio, se realizaron ensayos de viabilidad sobre células HT-29 para cuatro isbmeros
de CLA, siendo solo el isémero trasn9, trans11 el que generd una reduccidon en la
viabilidad del 40% luego de 72 h y a una concentraciéon de 100 pM. Los autores
mostraron que este isébmero provocd una reduccion en la expresion de la proteina
Bcl-2 que suprime la muerte celular programada [220]. Otro ensayo sobre las mismas
células mostré que 20 uM de CLA fue capaz de disminuir la viabilidad en un 55% luego
de 4 dias de exposicion [221]. En otro estudio, se determiné la concentracion de CLA
necesaria para reducir el crecimiento de las células en cultivo en 50% (ICso) para los
isébmeros cis9, trans11; trans10, cis12 y la mezcla de los mismos, hallando valores de
ICso de 118, 103 y 135 uM respectivamente, frente a la linea celular HT-29. Ademas,
estudiaron diferentes derivados ésteres, alcoholes y acetatos de CLA, hallando que
todos tienen valores de ICso similares al de CLA excepto los derivados ésteres que
mostraron muy baja capacidad citotoxica [222]. Es importante destacar que en estos
ensayos el CLA se disolvié en etanol y luego esta solucién etandlica se adicioné al
medio de cultivo para realizar las determinaciones de citotoxicidad. Si bien son
numerosas las publicaciones sobre citotoxicidad de isémeros del CLA, son pocos los
trabajos que evallen la capacidad citotdéxica del CLA encapsulado en nanoparticulas
proteicas. Un ejemplo es la formacion de nanocomplejos de inclusion entre BLG y cis9,
trans11 CLA cuyo tamano fue 171 nm. Los estudios de citotoxicidad mediante ensayos
con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio o MTT, mostraron que el
tratamiento con 100 uM de cis9, trans11 CLA tuvo un efecto inhibidor muy bajo (menor
al 20%) luego de 72 h respecto del control. Sin embargo, el tratamiento con 100 uM de
cis9, trans11 CLA-BLG produjo una tasa de inhibicion de 62% a las 72 h, en
comparacion con el control [31].

Ademas, existen numerosos estudios en animales basados en la administracion
de CLA. En un estudio se investigd el efecto del aceite de semilla de granada que
contiene mas de 70% de cis9, trans11 CLA. Para inducir tumores de colon, las ratas
macho F344 de 6 semanas de edad fueron inyectadas subcutaneamente con la droga
azoximetano (la cual es utilizada para desarrollar cancer de colon en animales de
experimentacion). Una semana antes del tratamiento con la droga, se comenz6 con
una dieta que contenia dicho aceite o CLA durante 32 semanas. La administracién
tanto de aceite como de CLA en la dieta inhibi6é significativamente la incidencia de
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adenocarcinomas de colon [223]. En otro trabajo, el cancer de colon se indujo en ratas
Sprague-Dawley machos de 6 semanas de edad inyectando la droga carcinogénica
1,2-dimetilhidrazina dos veces por semana durante 6 semanas. Las ratas fueron
alimentadas con 1% de CLA o con una dieta control ad libitum durante 30 semanas. El
CLA en la dieta disminuyd significativamente la incidencia de tumores en el colon
[224]. En comparacion con una gran cantidad de evidencia cientifica sobre los efectos
anticancerigenos del CLA en estudios en animales, solo se han informado un pequefo
numero de estudios en humanos que involucran CLA. El primer estudio de CLA y
cancer fue realizado por Knekt y col. (1996) [225], aunque ésta fue una evidencia
indirecta en la que se observd una relacidén inversa entre la ingesta de leche y la
incidencia de cancer de mama. En este estudio, el CLA fue sugerido como uno de los
componentes bioactivos potenciales en la leche [225]. Desde entonces, se han
publicado algunos estudios que examinan el efecto del CLA sobre el cancer de mama
donde en algunos se observaron efectos preventivos mientras que en otros no se
encontraron correlacion entre el CLA y el riesgo de cancer de mama [226], [227]. Por
otro lado, en un estudio con mujeres, durante 15 anos, de cancer colorrectal se
determind una correlacion inversa entre dietas con alto contenido de grasa (con alta
proporcién de CLA) y la incidencia de cancer colorrectal. De hecho, por cada
incremento diario de 2 porciones de alimentos con alto contenido de CLA, el riesgo de
cancer colorrectal disminuyé en un 13% y el riesgo de cancer de colon distal
disminuy6 en un 34% [228].

Por otro lado, se conoce que el CLA es un inhibidor eficiente de todas las etapas
de la carcinogénesis; iniciacién, promocién y metastasis, asi como neovascularizacion
0 angiogeénesis. Si bien no se encuentra totalmente elucidado el mecanismo de
citotoxicidad del CLA, se sabe que el mismo depende del isbmero usado, como asi
también del tipo de tumor y érgano afectado. Los mecanismos propuestos son
complejos e involucran diferentes cascadas de sefalizacién y activacion de genes
[134], [144], [229], [230].

Como se mencion6 previamente en el presente capitulo, el cdncer en su forma
mas simple, es una enfermedad caracterizada por una expresion génica anormal y una
proliferacion celular incontrolada. Esta proliferaciéon incontrolada puede ser el resultado
del aumento del numero de células por division celular y/o la disminucion de apoptosis.
Uno de los mecanismos de accion del CLA consiste en inducir la expresién de
proteinas codificadas por genes supresores de tumores p53, p21 y p27 [231], [232]. La
proteina p53 participa en un punto de control del ciclo celular que causa la detencién
del mismo en la fase G1 o la muerte celular por apoptosis si hay dano en el ADN y no
pudo repararse. La proteina p53 estimula la produccion de p21, esta ultima se une al
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complejo ciclina dependiente de quinasa 2 (CDK2)-ciclina E inhibiéndola. El complejo
CDK2-ciclina E es importante en el paso de la Fase G1 a S del ciclo celular. En
resumen, el CLA estimula la produccion de la proteina codificada por el gen p21
inhibiendo la progresién del ciclo celular. Por otro lado, p27 induce la progresién de las
células a la fase de reposo GO [233]. Algunos estudios mostraron que cuando
diferentes lineas celulares de cancer de colon son tratadas con CLA, hubo un aumento
de la actividad de las proteinas caspasas, principalmente, la caspasa-3 y 9 [234],
[235]. Estas proteinas son claves durante la apoptosis, ya que, por ejemplo, son
responsables mediante la activacion de otras vias de sefializacion de la desintegracion
del material genético y de las membranas nucleares. Otros mecanismos de accién del
CLA se basan en la inhibicion de la expresion del gen ErbB2 y 3 y Bcl-2. ErbB es una
familia de receptores de membrana que al ser activados por unién a su ligando
interactian con diversas vias de sefalizacion que finalmente conducen a la
supervivencia, division y diferenciaciéon celular. Se observd que el CLA es capaz de
disminuir la expresion del gen ErbB2 y 3, inhibiendo de esta manera la proliferacion
celular [236], [221]. Bcl-2 es una gran familia de genes con miembros proapoptéticos
(como Bax, Bak y Bok) o antiapoptéticos (como Bcl-2, Bel-xL y Bcel-w) y juntos regulan
las vias principales que activan la apoptosis [237]. Un modelo del mecanismo
apoptotico de Bcl-2 sugiere que su proteina forma heterodimeros con Bax para
neutralizar la actividad proapoptética de este ultimo, y que la fosforilacion de Bcl-2
estabiliza funcionalmente la heterodimerizacion de Bcl-2-Bax. Por lo tanto, la relacion
Bax/Bcl-2 puede funcionar como un controlador para modular el destino celular [238].
En este sentido, diferentes estudios determinaron que el CLA fue capaz de disminuir la
expresién del gen Bcl-2 pero no tuvo efecto sobre Bax, incrementando la relacion
Bax/Bcl-2 e induciendo la apoptosis de las células [235], [238]. Otro mecanismo por el
que CLA actua sobre células tumorales esta relacionado al metabolismo del AA. Se
observo, en diferentes estudios con CLA, que la produccion de prostaglandina E2 y
tromboxano A2 se ve disminuida como consecuencia de una menor expresion de la
enzima COX2 [144], [238]. La evidencia indica que COX2 y la prostaglandina E2
promueven el crecimiento y la agresividad del tumor, sin embargo, el mecanismo
molecular por el que esto ocurre no estd claro [239]. Estos son los principales
mecanismos en los que el CLA esta involucrado en diferentes tipos de cancer incluido
el de colon, sin embrago, existen otros que dependen del tipo de célula/6rgano donde
se desarrolla.
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7.2. OBJETIVOS

Los objetivos especificos del capitulo son:

Objetivo 1: Estudiar el comportamiento de los nanocomplejos de inclusion entre
nanoparticulas de OVA y CLA bajo un sistema de digestion gastrointestinal estatico
in vitro reducido. Dicho sistema se basa en la adecuacion del sistema de digestion
consenso, principalmente en la modificacion de la relacion enzima:sustrato, de
manera que el mismo sea adecuado para nanocomplejos en regimenes diluidos,
como es el caso de la presente tesis.

Objetivo 2: Estudiar la capacidad citotéxica del CLA y sus nanocomplejos de inclusién
con OVA y sus nanoparticulas derivadas.

7.3. MATERIALES Y METODOS
7.3.1. Materiales

La ovoalbumina (OVA), el &cido linoleico conjugado (CLA), la pepsina de la
mucosa gastrica porcina (P7000), la pancreatina del pancreas porcino (P7545), el
extracto de bilis porcino (B8631), la hemoglobina (H2500), el TAME (T4626) y el
inhibidor de proteasas (P2714) fueron descriptos en los Capitulos anteriores. Los
reactivos analiticos adicionales fueron suministrados por Cicarelli (Argentina) o Merck.

7.3.2. Formacion de nanocomplejos de inclusion proteina-acido linoleico
conjugado

7.3.2.1. Obtencién de nanoparticulas de OVA

Las nanoparticulas utilizadas en este capitulo son las mismas que las descriptas
en el Capitulo 3y 4 (OVA.1 y OVAL).

7.3.2.2. Obtencion de nanocomplejos de inclusion proteina-CLA

La obtencién de los nanocomplejos de inclusién formados entre nanoparticulas

de OVA 'y CLA se realiz6 de la misma manera que el Capitulo 4.
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7.3.3. Digestion gastrointestinal in vitro utilizando un modelo reducido a

partir del modelo consenso

El modelo consenso utilizado en el Capitulo 4 recomienda usar las enzimas de
los medios simulados en base a su actividad en U/mL de medio simulado. Respetar
esta recomendacion, resulté en la utilizacion de una gran cantidad de las enzimas
correspondientes en g para alcanzar la actividad especificada en el protocolo. Sin
embargo, este protocolo suele aplicarse a alimentos y no a sistemas individuales en
régimen diluido, tal como es el caso de dispersiones de nanoparticulas. Por otro lado,
hay diferentes trabajos que enfatizan el uso de una correcta relacién enzima:sustrato,
dado que ante un exceso de enzima los resultados pueden ser erréneos o dificiles de
interpretar [174]. Mas aun, la digestion de OVA depende en gran medida de la relacion
enzima:sustrato usada, lo que puede conllevar a la ausencia de digestion o a una
digestion total o parcial [240], [241]. En base a esto, se realiz6 una reduccion del
protocolo consenso segun la Tabla 11, por ejemplo, dado que para 5 g de sustrato se
requieren 2.000 U/mL de pepsina y el volumen de fase final serd 20 mL, esto genera
un total de 40.000 U de pepsina para 5 g de sustrato, o lo que es lo mismo, 8 U de
pepsina por mg de sustrato.

Tabla 11. Calculos realizados para adecuar el protocolo consenso en base a la recomendacién
de 5g de sustrato para las actividades enzimaticas finales recomendadas y la concentracién de
sal biliar teniendo en cuenta el volumen final de las fases simuladas.

Sustrato Vol fase U de enzima/ U totales U de E/mg de
(mg) (mL) mL sustrato
Pepsina 5000 20 2000 40000 8
Tripsina 5000 40 100 4000 0,8
Sustrato | Vol fase Concentracion | mmol/40 mL mmol SB/mg
(mg) (mL) sal biliar mM sustrato
Sal Biliar 5000 40 10 0,4 0,00008

Teniendo en cuenta este protocolo y el utilizado en el Capitulo 4, se realiz6 el

calculo de la relacién enzima:sustrato p/p aproximada (dado que las U/mg de actividad
enzimatica varian con el tiempo de almacenamiento). Para el protocolo del Capitulo 4,
la relacién pepsina:sustrato fue de 3:1 y la de pancreatina:sustrato fue 8:1, es decir,
siempre se trabajé en exceso de enzima. Para este nuevo protocolo reducido la
relacion pepsina:sustrato fue de 1:20 y la de pancreatina:sustrato fue 1:8, es decir, se
trabajé en exceso de sustrato, siendo esto ultimo lo recomendado por diferentes
autores y mas representativo de la condicion fisioldgica [174].
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En este nuevo protocolo de digestion gastrointestinal in vitro reducido la
modificacién fue entonces la cantidad de enzimas y sal biliar utilizada, manteniéndose

el resto del procedimiento igual.

7.3.4. Caracterizacion de los sistemas luego de la digestion in vitro
7.3.4.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida: SDS-PAGE

Una vez finalizada la digestion gastrointestinal in vitro reducida, se tomaron
muestras luego de transcurrido el tiempo correspondiente a la fase géstrica e intestinal
de los sistemas proteicos puros y de los nanocomplejos de inclusién y se analizaron
mediante SDS-PAGE (Seccion 5.3.2.2.1) en condiciones no reductoras. Como control,
se realiz6 el mismo analisis de SDS-PAGE para FGS + pepsina y FIS + pancreatina +
sal biliar de manera de poder identificar las bandas en el gel correspondientes a los

mismos. La proteina se visualizé mediante tincion con plata.

7.3.4.2. Determinacion de tamaio y potencial £

Una vez finalizada la digestion, las distribuciones de tamafo y el potencial ¢ para
los sistemas proteicos puros y los nanocomplejos de inclusién fueron determinados de
igual manera que en los Capitulos anteriores de la presente tesis. Sin embargo,
algunos nanocomplejos en el FIS + pepsina + sal biliar mostraron la formacién
macroscopica de precipitado, y, por lo tanto, no pudieron determinarse por DLS. En
tales casos, se realizé un paso previo de filtracidbn usando una membrana de celulosa
con tamano de poro de 0,45 um (Merck Millipore, Alemania) y luego se procedié a

ensayar la muestra cémo se describi6 en los capitulos anteriores.

7.3.4.3. Retencion de CLA en los nanocomplejos luego de la digestion

gastrointestinal in vitro

La determinaciéon de la cantidad de Rcia en OVA, OVA,1 y OVAq2 luego de la
digestion en el FGS + pepsina y en el FIS + pancreatina + sal biliar se realizé de igual
manera que en la Seccion 6.3.5.3, mediante la Ecuacion 10.
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7.3.5. Evaluacion de citotoxicidad de los nanocomplejos de inclusion

Se llevaron a cabo dos ensayos para determinar la citotoxicidad de los
nanocomplejos de inclusién. Las puestas a punto y el desarrollo de las metodologias
detalladas a continuacion fueron llevadas a cabo en el Laboratorio de Cultivos
celulares del Centro de Medicina Comparada (ICIVET-Litoral UNL-CONICET).

Por un lado, se determiné el % de viabilidad celular mediante ensayo de XTT y
por el otro, el mecanismo de muerte celular mediante citometria de flujo. Para ello, se
utilizé la linea celular de adenocarcinoma colorrectal HT-29 (ATCC® HTB38™). La
misma, se cultivd en el medio de cultivo DMEM F12 (Gibco, es una mezcla de
Dulbecco Modified Eagles Minimal Essential Medium y Ham’s F-12 por sus siglas en
inglés) suplementado con 10% de Suero fetal bovino (Gibco), 1X Antibiético-
antimicoético (Penicilina-Estreptomicina-Anfotericina B (Gibco)) y 1X Glutamina (Gibco).
La linea celular utilizada fue evaluada mediante PCR frente a infeccion con
Mycoplasma, siendo negativo el resultado.

Dichos procedimientos se llevaron a cabo en condiciones de esterilidad en
cabina de seguridad biolégica clase Il. La incubacién de los sistemas y nanocomplejos
con el medio de cultivo completo (por triplicado: 3 pocillos) se llevo a cabo a 37°C (5%
CO,) en incubadora durante el tiempo detallado en cada ensayo.

7.3.5.1. Determinacion de viabilidad celular sobre cultivo de células HT-29

Como se menciond, en la presente tesis, se evalud la citotoxicidad de los
nanocomplejos de inclusion sobre la linea celular HT-29 mediante el ensayo de XTT
[242], [243]. Los sistemas ensayados fueron los nanocomplejos OVA-CLA, OVA,-CLA
y OVAn-CLA. Adicionalmente, se utilizaron los sistemas proteicos puros OVA, OVA. y
OVA.2 como controles para determinar si poseian citotoxicidad o no y el CLA para
evaluar las diferencias en la citotoxicidad con los nanocomplejos de inclusién.
Ademas, se realizaron controles adicionales con etanol y buffer fosfato pH 7,0 50 mM.
La cantidad de etanol o buffer usada en los ensayos fue la maxima utilizada durante la
preparacion de los sistemas. Ninguna de estas dos sustancias, en las cantidades
utilizadas influy6é sobre la viabilidad celular, ya que hubo un 100% de supervivencia
para ambas.

En primer lugar, se realizaron ensayos para determinar la concentracién éptima
de CLA a utilizar. A partir de ellos, se decidi6 testear cuatro concentraciones finales de
CLA preparado en medio de cultivo completo: 100, 250, 500 y 1.000 uM. Se prepard
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una solucion stock de CLA 100 mM en etanol y se mezclé con soluciones stock de
proteina 10 g/L en buffer fosfato pH 7,0 50 mM de manera que la concentracion final
de CLA fue 4 mM y de proteina 4 g/L. Esta solucion se filtr6 a través de una membrana
con tamafio de poro de 0,22 um para asegurar esterilidad y se realizaron diluciones en
el medio de cultivo descripto para lograr las cuatro concentraciones testeadas. En los
casos donde se usO la proteina sola, se procedi6 de igual manera, pero sin el
agregado del CLA. Para el caso del CLA puro, la solucién stock de 100 mM se prepar6
en etanol, luego se filtr6 por 0,22 uym y se realizaron diluciones en medio de cultivo
para lograr las concentraciones testeadas.

Para el ensayo de XTT se procedié de la siguiente manera:

(i) Preparacion de las células en cultivo: Se tripsinizd la monocapa de células
HT-29 y se resuspendi6 en 5 mL de medio de cultivo completo. Se cuantificé en
camara de Neubauer el numero de células/mL mediante coloracion con azul de tripan.
Una alicuota de 20 uL de la suspensién celular se adicion6 a 20 L del colorante azul
de tripan. La lectura de las células viables y no viables se realiz6 por microscopia
optica y el calculo del nimero de células/mL se determind segun la Ecuacién 11:

namero de células

= VxFNxFT (Ecuacion 11)

mL
donde V es el numero de células viables contadas (promedio de los cuatro cuadrantes
externos), FN es el factor de la camara de Neubauer (10%) y FT es el factor de dilucion
del azul de tripan. Se prepar6 la cantidad de células necesaria para una suspensién de
50.000 células/mL en medio de cultivo completo y se colocé 100 uL/pocillo en una
placa de 96 pocillos (5.000 células/pocillo), de modo que las células formen una
monocapa semi-confluente. Se incubd la placa 24 h en incubadora de CO: (5%) a
37°C. Este periodo de incubacién garantiza la recuperacién celular, la adherencia y
progresion al crecimiento en fase exponencial.

(i) Incubacion de las muestras a evaluar con las células HT-29: se prepararon
las diferentes concentraciones de las muestras y los controles. Se aspird el medio de
cultivo en todos los pocillos y se adicionaron las muestras por triplicado (3 pocillos
para cada concentracion). El volumen final de medio de cultivo en cada pocillo fue de
100 pL. Se incubd 72 h en incubadora a 37°C y 5% CO2. Se incluyeron como controles
adicionales: buffer, etanol, medio de cultivo (control positivo de viabilidad) y fenol al
0,1% v/v (control negativo de viabilidad).

(iii) Determinacion de viabilidad celular (%): se utilizé el kit XTT (Cell Viability Kit
Biotium) segun la recomendacion del fabricante. Se homogeneizaron 25 L de reactivo
de activacion con 5 mL de solucién XTT. Se agregaron 50 uL de la solucion XTT
activada a cada pocillo y se incubd en estufa durante 4 h. Se agité suavemente la
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placa para homogeneizar el color en todos los pocillos y se midié la ABS de las
muestras en un espectrofotometro a una A de 450 nm, y a 690 nm como ABS
background la cual es luego restada. Se determind la viabilidad celular (%), segun la
Ecuacién 12.

% viabilidad celular = 222muestra . 1000, Ecuacién 12

ABSmedio

donde ABSmuestra COrresponde a la ABS de las células tratadas con los diferentes
sistemas y ABSnedioc COrresponde a la ABS de las células en el medio de cultivo (control
positivo de viabilidad). Posteriormente, se construy6 la curva de % viabilidad celular
vs. concentraciéon de CLA y se obtuvo la concentracién inhibitoria 50 (ICso), que
corresponde a la concentracion de un compuesto necesaria para reducir in vitro en un
50% el crecimiento poblacional de las células en cultivo [218], realizando un ajuste de
los datos a una curva sigmoidal dosis-respuesta. Los ensayos fueron realizados por
triplicado.

7.3.5.2. Determinacién de muerte celular mediante citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica que se emplea para el andlisis cualitativo y
cuantitativo de células. En la citometria de flujo, las células en suspensién se hacen
pasar alineadas y de una en una por delante de un haz luminoso. La interaccién de las
mismas con el rayo de luz genera sefales que son colectadas por el sistema de
deteccidén, amplificadas, digitalizadas y almacenadas para ser luego procesadas
utilizando un software adecuado. Los principales componentes de un citébmetro de flujo
son: sistema de inyeccion de muestra, camara de flujo, fuente de luz, sistema éptico,
detectores, amplificador/convertidor y sistema informatico [244] (Fig. 51).

En la camara de flujo, el sistema de liquidos esta constituido, basicamente, por
dos compartimentos: el del liquido que contiene la suspension celular y el del liquido
envolvente, que se utiliza para rodear el liquido que contiene la muestra. Empujados
por un sistema de presion, los liquidos de ambos compartimentos entran en contacto
en la boquilla o camara de flujo. Esta camara es el centro del citémetro, ya que en ella
se genera el flujo laminar de células que luego atraviesan el rayo luminoso. En la
camara de flujo, las células se introducen mediante un sistema de presién en el centro
del liquido envolvente, que se impulsa a gran velocidad a través de un orificio
estrecho. Durante el trayecto, las células han de permanecer en el centro de un caudal
de liquido isoténico y deben cruzar perpendicularmente, alineadas y de a una en una,
el rayo luminoso. En las camaras la boquilla cénica termina en un orificio cuyo

diametro estd comprendido entre 50 y 100 pym. Estas caracteristicas, junto con el
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ajuste de la concentracién de células de la muestra, permiten que haya un flujo

secuencial de células individuales a través de la corriente.

Detector de dispersién

(90°)
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Figura 51. Principales componentes de un citdbmetro de flujo. (Figura modificada de Fleisher y
Oliveira, 2019 [245]).

En los citémetros de flujo, la fuente de luz es un rayo laser. La mayoria de los
citbmetros de flujo poseen cinco sistemas épticos de medida: dos de dispersion de luz,
uno hacia delante y otro a 90° y tres de fluorescencia. Mediante el sistema de
dispersién hacia delante se determina el tamano de las células, y con el de dispersién
a 90° la granulosidad celular, esto es, la complejidad interna de la célula. Los sistemas
de fluorescencia se sitlan en angulo recto y con ellos se determinan las células
marcadas con fluorocromos. La luz correspondiente a las diferentes emisiones
fluorescentes se recoge a angulos cercanos a los 90°. Por ello, se hace necesario un
sistema Optico que permita separar la luz fluorescente. Los fotones con diferente
longitud de onda se seleccionan por medio de un sistema 6ptico compuesto por filtros
y espejos dicroicos, y se envian a un detector especifico. Cada detector genera una
senal electrdnica que es proporcional a la cantidad de luz dispersada o a l<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>