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RESUMEN

Las pectinas son heteropolisacaridos compuestos por largas cadenas de a-D-galacturonicos
intercaladas por una variedad de azlcares neutros. La pectina, debido a su capacidad como
gelificante, emulsificante y estabilizante se ha aplicado en diversos campos, ademas tiene poca
degradacion en el tracto gastrointestinal superior y puede ser degradada por la microbiota del colon.
Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue caracterizar y evaluar las microparticulas de
pectinas feruladas cargadas con doxorrubicina en simulacion tracto gastrointestinal. La remolacha
azucarera (Beta vulgaris) se us6 como fuente de pectina, la cual se obtuvo mediante hidrélisis
acida. Posteriormente se determino el contenido de azucares neutros por cromatografia de gases,
proteinas por el método de Bradford, acido ferulico y galacturéonico por HPLC, grado de
esterificacion por FTIR, caracteristicas macromoleculares por SEC-MALLS y actividad
antioxidante por el método DPPH y ABTS. Las microparticulas se fabricaron por electroaspersion
coaxial a un flujo interno de 0.350 mL/h de DOX (2 mg/mL), externo de 0.685 mL/h de pectina
(4%) y voltaje de 8.5 kV. El rendimiento de la pectina fue del 6% (p/p). En su composicion presentd
acido galacturonico (51.0 £ 1.4%), arabinosa (4.00 + 0.2%), galactosa (3.62 + 0.5%), manosa (3.70
+ 0.10%), glucosa (8.40 + 0.10%), proteina (0.83 = 0.10%) y acido fertalico 0.040 £ 0.001 pg/mg.
El grado de esterificacion fue de 23.0 + 0.7%. La viscosidad intrinseca [n] fue 23.9 £ 0.1 mL/gy
peso molecular (Mw) 358 + 1 kDa. La actividad antioxidante fue 31.7 = 0.8 y 28.4 + 2.1 umol
TEAC/g. El tamafio de particula 6ptimo fue de 41.2 + 8.6 pm, el indice de esfericidad de 0.871 y
eficiencia de encapsulacion de 62.0 + 3.0%. La evaluacion in vitro mostrd que la salida de la DOX
de las microparticulas es por liberacion no fickiana. La liberacion de DOX desde la fase oral hasta
la intestinal sigue el modelo de Higuchi (R*=0.963). La mejor linealidad fue con el modelo
Korsmeyer-Peppas (R?=0.999), lo cual indica que la liberacién méxima fue por erosion. La
liberacion de la carga de DOX que tenian las particulas en cada seccion evaluada fue de 11% en
simulacion salival, 17% en simulacion géstrica, 18% en simulacion intestinal y 50% en la
simulacién colonica. Los resultados del estudio demuestran que las pectinas de remolacha
azucarera pueden ser utilizadas para la fabricacion de microparticulas mediante electroaspersion
coaxial y para la encapsulacion de DOX como farmaco modelo, el cual bajo condiciones simuladas
es entregado principalmente en la seccion de colon.

Palabras clave: Remolacha azucarera, cancer colon, encapsular, electroaspersion, liberacion.
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ABSTRACT

Pectins are heteropolysaccharides composed of long a-D-galacturonic chains interspersed
with a variety of neutral sugars. Pectin, due to its ability as a gelling, emulsifying and stabilizing
agent, has been applied in various fields, it also has little degradation in the upper gastrointestinal
tract and can be degraded by the colonic microbiota. Therefore, the objective of this study was to
characterize and evaluate ferulated pectin microparticles loaded with doxorubicin in simulated
gastrointestinal tract. Sugar beet (Beta vulgaris) was used as a source of pectin, which was obtained
by acid hydrolysis. Subsequently, the content of neutral sugars was determined by gas
chromatography, protein content by the Bradford method, ferulic and galacturonic acid by HPLC,
degree of esterification by FTIR, macromolecular characteristics by SEC-MALLS and antioxidant
activity by the DPPH and ABTS methods. Coaxial electrospray at an internal flow of 0.350 mL/h
of DOX (2 mg/mL), external flow of 0.685 mL/h of pectin (4%) and a voltage of 8.5 kV
manufactured the microparticles. The pectin yield was 6% (w/w). In its composition, it presented
galacturonic acid (51.0 £+ 1.4%), arabinose (4.00 + 0.2%), galactose (3.62 £ 0.5%), mannose (3.70
+ 0.10%), glucose (8.40 + 0.10%), protein (0.83 + 0.10%) and ferulic acid 0.040 + 0.001 pg/mg.
The degree of esterification was 23.0 + 0.7%. The intrinsic viscosity [n] was 23.9 + 0.1 mL/g and
the molecular weight (Mw) was 358 + 1 kDa. The antioxidant activity was 31.7 + 0.8 and 28.4 +
2.1 pmol TEAC/g, respectively. The optimal particle size was 41.2 + 8.6 um, the sphericity index
was 0.871, and the encapsulation efficiency was 62.0 £ 3.0%. The in vitro evaluation showed that
the release of DOX from the microparticles is by non-fickian release. DOX release from the oral
to the intestinal phase follows the Higuchi model. (R2=0.963), while the best linearity was with
the Korsmeyer-Peppas model (R2 =0.999), which indicates that the maximum release was due to
erosion. The release of the DOX load that the particles had in each section evaluated was 11% in
salivary simulation, 17% in gastric simulation, 18% in intestinal simulation and 50% in colonic
simulation. The results of the study demonstrate that sugar beet ferulated pectins can be used for
the fabrication of microparticles by coaxial electrospray and for the encapsulation of DOX as a

model drug which, under simulated conditions, is delivered mainly to the colon section.

Keywords: Sugar beet, colon cancer, encapsulate, electrospray, release.
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1. INTRODUCCION

El céncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial y es definido por la
Organizacion Mundial de Salud (OMS) como el crecimiento y diseminacién incontrolado de
células; por esta razon puede ocurrir en cualquier parte del cuerpo y en consecuencia afectar varios
organos. De las diversas causas por las cuales se puede desarrollar el cancer se encuentran algunos
factores como el alto consumo de tabaco y alcohol, obesidad, una mala alimentacion e inactividad
fisica y en algunos casos por radiacion y exposicion a la contaminacion (NIH, 2015). De acuerdo
con datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2018, a nivel nacional el
75.2% de adultos mayores de 20 afios presentan obesidad y sobrepeso debido al alto consumo de
bebidas no lacteas y endulzantes, ademés del consumo de alcohol en un 11.4%.

La alimentacién es el pilar fundamental en la salud, la cual debe estar basada en vegetales con
cantidades bajas de lacteos y carnes, siendo las carnes rojas y procesadas y bebidas alcoholicas
causantes del riesgo a padecer cancer colorrectal, mientras que el consumo de granos enteros y
alimentos ricos en fibras dietéticas puede disminuir dicho riesgo. Por ello se recomienda llevar una
vida saludable con dietas ricas en carotenoides, antioxidantes, calcio, vitamina D, folatos o
multivitaminicos, ademas de evitar el tabaquismo y limitar el consumo de alcohol, entre otros
factores (Tirado y Mohar, 2008).

El cancer colorrectal (CCR) ocupa el tercer lugar entre las principales causas de muerte tanto en
Me¢éxico como a nivel mundial y ha sido responsable de 700,000 muertes al afio, de acuerdo con
datos del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan, 2020). Por su parte, la American Cancer
Society revela que la incidencia del CCR estd aumentando exclusivamente en adultos jovenes y
paises de altos ingresos, con 1,8 millones de casos nuevos a nivel mundial en el 2018,
presentandose en México 15 mil casos nuevos por afo, segun el Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS, 2019).

Existen tratamientos contra el cancer como la terapia por radiacion, cirugia y quimioterapia, ésta
ultima basada en el uso de farmacos anticancerigenos, como la doxorrubicina, el cual es el
antineoplasico mas utilizado debido a su mecanismo de accion, que consiste en destruir las células
cancerigenas en el proceso de replicacién inhibiendo la accion de la topoisomerasa II. El

metabolismo de la doxorrubicina se da por la reduccion del grupo carbonilo 13 (cadena lateral de
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azucar) a un grupo alcohol, formando metabolitos secundarios como el doxorrubicinol. La
metabolizacioén de la doxorrubicina ocurre por via hepatica, proceso de importancia debido a que
el cancer colorrectal tiene como principal sitio de metastasis el higado dado que el drenaje venoso
del colon concurre a este 6rgano (Lopez-Wilson, 2019).

Existen diversas alternativas para el tratamiento del cancer, como es el basado en matrices
poliméricas (Cheewatanakornkool et al., 2017). La aplicacion de estas matrices en el campo
biomédico y en sistemas farmacéuticos toma ventaja en la formacion de una interfase con el sistema
bioldgico y la biocompatibilidad del polimero (Rojas-Cortés et al., 2008). En general, los polimeros
de origen natural son los mdas prometedores gracias a su capacidad de retencion de agua,
gelificacion y emulsificacion, asi como su biocompatibilidad y biodegradabilidad y no toxicidad
(Noreen et al., 2017).

En este sentido, las pectinas son un grupo de polisacaridos de origen vegetal presente en las paredes
celulares de las plantas (Leclere et al., 2013). En general, este grupo de compuestos se ha utilizado
ampliamente en las industrias alimentaria y farmacéutica por sus propiedades funcionales
(Assifaoui et al., 2015), lo cual la hecho interesante en la administracion oral de fArmacos dirigidos
a colon durante los ultimos 20 afos. Dicha focalizacion tiene varias ventajas terapéuticas, debido
a que la administracion oral de farmacos permite que el exhipiente sea degradado por el acido
estomacal y/o metabolizados por las enzimas pancreaticas (Mooter, 2006). Sin embargo, el uso de
pectinas con presencia de acido fertilico no se ha explorado en su totalidad; por ello, basdndonos
en estudios previos, el presente trabajo propone el empleo de microparticulas de pectinas feruladas
como acarreadores de doxorrubicina, con la hipotesis de que las microparticulas de pectina ferulada
pueden dirigir la liberacion del farmaco al sitio de interés (colon), sin descartar la posibilidad de
un efecto sinérgico con doxorrubicina por los oligosacaridos pécticos producidos por erosion

enzimatica de la particula por la microbiota intestinal durante el proceso de liberacion en colon.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de Doxorrubicina

La doxorrubicina (DOX) se descubrié en 1950 por la compaiiia de investigacion Farmitalia
Research Laboratories, a partir de la cepa Streptococcus peucetius var. Caesiu. La doxorrubicina,
tiene la capacidad de intercalarse con el ADN. Produce ruptura sobre cadenas simples y dobles,
conduciendo al intercambio de cromatides hermanas, por tanto, tiene propiedades mutagénicas y

carcinogénicas (Rodriguez Carranza, 2015).

2.1.1. Naturaleza Quimica de la Doxorrubicina

La doxorrubicina es un farmaco hidrofilico quimioterapéutico perteneciente a la familia de las
antraciclinas, utilizado en el tratamiento de diversos tipos de canceres. Estd compuesta por una
cadena principal de tetrahidronaftacenodiona unida a un amino-azicar (daunosamina) a través de

un enlace O-glucosidico en el carbono 7 (Figura 1) (Arnold et al., 2004).

Intercalador
A
r N
o] OH o]

CH,CH

(Cs7 Hag NOui) Tetrahidronaftacenodion

Daunosamina

Figura 1. Representacion esquematica de la estructura quimica de la doxorrubicina (Adaptado de
Pérez-Arnaiz et al., 2014).
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2.1.2. Interaccion de Doxorrubicina con el ADN

Las antraciclinas son farmacos anticancerigenos que actilan atacando una gran variedad de
tumores, por lo que se usan en diversas terapias anticincer (Dominguez-Gonzélez, 2016) tanto en
adultos como en nifios. Sin embargo, el uso de estos farmacos conlleva a efectos secundarios como
es el caso de doxorrubicina (DOX) que permanece bajo consideracion debido a su cardiotoxicidad,
la cual puede variar desde una disminucion subclinica de la fraccion de eyeccion del ventriculo
izquierdo (FEVI) hasta una miocardiopatia manifiesta (Reinbolt-Raquel et al., 2017). Dicho efecto
secundario se puede deber a la estructura y mecanismo de accion de la DOX puesto que los
farmacos correspondientes a las antraciclinas tienen interaccion con el ADN. En la Figura 1 se
observan los anillos D, C y B, los cuales actian como intercaladores del ADN; la funcion de anclaje
a la doble hélice se asocia al anillo A mientras que el amino-azuicar se une al surco menor del ADN
(Pérez-Arnaiz et al., 2014). Aunado a lo anterior, DOX est4 relacionada con su capacidad para
unirse al ADN e inhibir la sintesis de dcido nucleico. Este farmaco se une en los pares de bases GC
y AT adyacentes por intercalacion, unidon al surco menor, unidon exterior o electrostatica. Las
uniones pueden ser por interacciones hidrofobicas de apilamiento y puentes de hidrogeno
proporcionando un cambio conformacional Z-ADN donde las cadenas de ADN adoptan un

plegamiento en zigzag (Figura 2A).

24, 9 » N
5 _ 2B
=l E b=t E 5]
z S 2 Z 5 :
& 5 E 5 & g NH,
5 & 3 g 3 5
@ = B £ =2 2
- B = n *é N/ N
] \ 8
0 K | X
- "I
0-P-0 Y/
5 H -
H H
OH H
Conformacién SYN

conformacion syn en purinas (2B).
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Conformacion A tamafo ancho, surco mayor estrecho y menor amplio, sentido de giro dextrogiro.
Conformacion B tamafio intermedio, surco mayor amplio y menor estrecho. Conformacion Z
tamano estrecho y largo, surco mayor sin profundidad y menor estrecho profundo, sentido de giro
levogiro (Lorenzo Corchén, A, 2004).

En las purinas la conformacion syn coloca el &tomo H-8 lejos del azucar y el conjunto de la purina
biciclica sobre éste.

El plegamiento en zigzag presenta 12 pares de bases por cada vuelta completa con una distancia
entre bases de 0.37 nm. De esa manera, la estructura de las purinas favorece la conformacién syn.
La variante Z presenta una estructura mas delgada y alargada, lo que permite que el surco principal
sea apenas perceptible y el surco secundario estrecho y profundo. Cabe mencionar que la funcion
de la variante Z se vincula con la regulacion de la expresion génica (Dominguez-Gonzalez, 2016).
En cuanto a la muerte celular vinculada con la concentracion de DOX se puede relacionar por
multiples modos de accion como la formacion de radicales libres, debido a la ruta metabolica por
reduccion de electrones, por la intercalacion de DOX con el ADN como se menciond en este
apartado o por induccién de rupturas del ADN, aberraciones cromosomicas y alteraciones de las

membranas celulares inducidas por DOX (Speth ef al., 1988).

2.1.3. Cardiotoxicidad

Dentro de las principales desventajas de DOX se encuentra la cardiotoxicidad, causada por el dafio
al ADN mediado por la topoisomerasa II, dafio que se ha reportado como el principal mecanismo
por el cual DOX logra la muerte de las células cancerosas. Asimismo se ha demostrado que el
mecanismo molecular de accion de la DOX induce su cardiotoxicidad (Barpe et al., 2010; Bosio et
al., 2014; Krischke et al., 2016). La cardiotoxicidad por DOX se desarrolla normalmente a los dos
meses de la ultima dosis, pero en algunos casos la cardiomiopatia puede desarrollarse entre seis
meses y afios después de haber recibido la ultima dosis (Casamada, 2017). En ese mismo contexto,
la DOX se acumula en el corazén al unirse a la cardiolipina en la membrana mitocondrial interna.
La depuracion de DOX del miocardio estda muy por detras de la depuracion plasmatica, lo que

puede explicar por qué el corazon es tan susceptible al DOX (Kaiserova et al., 2007). En la Figura
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3 se plantean algunos mecanismos del efecto cardiotoxico, siendo el mecanismo mas popular de

DOX el estrés oxidativo.
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Figura 3. Mecanismos moleculares de la cardiotoxicidad inducida por Doxorrubicina (Adaptado
de Timm y Tyler, 2020).

En tal sentido, se cree que las especies reactivas de oxigeno (ROS) se generan por diferentes
mecanismos, incluida la reaccion de Fenton con hierro molecular y redox, ciclando en la mitad
quinona de DOX (Kaiserova et al., 2007). DOX se une a la cardiolipina en la membrana
mitocondrial interna debido a su proximidad a las proteinas de la membrana, por lo que la DOX
interfiere con la cadena de transporte de electrones (ETC), que se cree contribuye a la generacion
de ROS y a la disfuncion mitocondrial. La disfuncion mitocondrial en la cardiotoxicidad por DOX
se ha revisado ampliamente, DOX inhibe la mitofagia y la autofagia e induce la apoptosis (Varga
et al., 2015). En el ntcleo, DOX inhibe la topoisomerasa IIf, lo que puede provocar dafios en el
ADN. En los fibroblastos, DOX desencadena la sefializaciéon de TGFf, que induce fibrosis (Timm
y Tyler, 2020). Como consecuencia de su cardiotoxicidad, la dosis acumulada total se restringe a
550 mg/m? y dosis mas bajas de 400 mg/m? (Speth et al., 1988).

Enrelacion con la problematica anteriormente expuesta, se ha planteado que la cardiotoxicidad que
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se presenta por la ingestion de DOX se debe a los metabolitos secundarios generados en su ruta
metabolica. Entre ellos se encuentra el doxorrubicinol, un potente inhibidor de la ATPasa que actua
inhibiendo la captacion de Ca®" por el reticulo sarcoplasmatico, lo que impide la relajacion o
contraccion del tejido cardiaco. La formacion de complejos de hierro-antraciclina causan dafio en
el ADN mitocondrial y dafo directo a los miocitos (Reinbolt et al., 2017). Si bien el mecanismo
de cardiotoxicidad sigue siendo controvertido, una de las pruebas mas solidas que respaldan la
hipotesis del hierro es que el quelante hierro (dexrazoxano) protege contra la toxicidad inducida
por la DOX in vivo. DOX se puede reducir a doxorrubicinol, el cual interfiere con las regulaciones
del hierro (por ACO1) y del calcio (por la bomba de calcio del reticulo sarcoplasmico, ATP2A2y
la bomba de Na+/K+ del sarcolema, RYR2). En resumen, el metabolismo de la DOX dentro de la
mitocondria puede interrumpir la respiracion y conducir a la liberacion de citocromo-C que inicia
la apoptosis (Thorn et al., 2011).

Sin embargo, a causa de los efectos secundarios de DOX se han buscado alternativas para disminuir
la dosis establecida y asi mismo menguar sus efectos adversos para la mejora sobre la calidad de

vida de los pacientes con cancer.

2.2. Ruta Metabolica de Doxorrubicina

DOX es capaz de experimentar tres rutas metabodlicas: reduccion de un electron, reduccion de dos
electrones y desglicosidacion (Figura 4) (Mordente et al., 2009).

La reduccion por dos electrones del grupo carbonilo C-13 en la cadena lateral de las antraciclinas
se considera la via metabdlica primaria, siendo esta ruta la mas usual de la DOX, en la cual se
produce el doxorrubicinol, un metabolito secundario (Gorini et al., 2019). Esta ruta metabdlica esta
catalizada por reductasas citoplasmaticas donde la DOX reacciona con la NADPH citocromo P450
reductasa para formar radicales mediadores de semiquinona. Esto se debe a que DOX posee una
tendencia caracteristica para formar un complejo estable con el hierro (III), beneficiando la
reduccion de éste hasta hierro (II) y dando lugar en el proceso al radical libre de semiquinona, el
cual puede reaccionar rapidamente con el oxigeno para producir el radical superoxido, el perdxido

de hidrogeno y el radical hidroxilo (Rebollo-Moro, 2016). En efecto, el resto de quinona en el
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anillo C de las antraciclinas puede reducirse mediante varias oxidorreductasas monoelectronicas
que producen un radical semiquinona; éste regenera rapidamente su quinona original al reducir el
oxigeno a ROS, los cuales son considerados como los principales responsables de la
cardiotoxicidad de las antraciclinas (Varga et al., 2015). Por tltimo, la DOX se puede metabolizar
en hidroxiaglicona (desglicosidacion hidrolitica) o desoxiaglicona (desglicosidacién reductora)
mediante reacciones de desglicosidacion catalizadas por glicosidasas de tipo hidrolasa y reductasa

por reacciones dependientes de NADPH (Mordente ef al., 2009).
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Figura 4. Rutas metabolicas de la Doxorrubicina (Adaptado de Mordente et al., 2009).

Antraciclina

2.3. Farmacocinética de Doxorrubicina

La farmacocinética es la rama de la farmacologia que estudia el proceso cinético de los
medicamentos a través del organismo en funcion del tiempo y la dosis, siendo el principal objetivo
la optimizacion de los tratamientos farmacoldgicos con la finalidad de obtener la méxima eficacia

terapéutica y el menor efecto adverso secundario posible (Calvo et al., 2002). La farmacocinética
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de DOX se ha estudiado abundantemente debido a su administracion por via intravenosa en la que
los niveles sanguineos disminuyen drasticamente a medida que el farmaco se distribuye en los
tejidos como los pulmones, corazén, bazo, ganglios linfaticos, riflones y medula 6sea (Gustafson

et al., 2002).

2.3.1. Distribucion

Posterior a la administracion por via intravenosa, DOX se distribuye ampliamente en el organismo
uniéndose de 50-85% a las proteinas plasmaticas. Esta unidon es un proceso reversible; una vez que
llega a un equilibrio, la fraccion libre es farmacologicamente activa, mientras que la que permanece
unida actia como reservorio inactivo (Fort et al, 2016). Ademads, independientemente de la
concentracion absoluta del farmaco en el plasma, deja entre el 15 y 50% del farmaco libre (Speth

et al., 1988).

2.3.2. Metabolismo

El metabolismo o biotransformacion de los farmacos ocurre principalmente en el higado, 6érgano
en el que se producen una serie de conversiones quimicas que dan lugar a compuestos polares e
hidrosolubles (Talevi et al., 2016). DOX es metabolizada por via hepatobiliar, donde el grupo
carbonilo de la cadena se reduce mediante la aldoceto reductasa citoplasmatica dependiente de
NADPH produciendo doxorrubicinol (metabolito principal) y por la escision mediada por el
citocromo reductasa del resto de azicar forma la 7-hidroxi aglicona. La reduccion enzimatica antes
mencionada es de vital importancia, ya que produce los radicales OH que causan dafio celular

extenso y la muerte celular (Speth et al., 1988; Gustafson et al., 2002).
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2.3.3. Eliminacion

La DOX junto con sus metabolitos secundarios son eliminados o excretados por via hepatobiliar,
siendo el primer transito el higado, elimindndose mas del 50% de DOX, mientras que en la
excrecion fecal en un tiempo de 7 dias se elimina una concentracion del 25 al 45%, y
aproximadamente el 5.15% de la dosis se elimina por la orina (Gustafson et al., 2002). Aunque la
eliminacion renal es minima, en pacientes con insuficiencia renal la velocidad de eliminacion del
farmaco disminuye (Calvo et al., 2002). DOX se elimina principalmente como glucurénidos o

conjugados hidroxilados, donde el doxorrubicinol es el metabolito principal (Casamada, 2017).

2.4. Aplicaciones Terapéuticas

Como se mencion6 anteriormente, la DOX se aplica via intravenosa. Ademas de ser efectiva para
canceres solidos y hematoldgicos, principalmente se usa para producir regresion en afecciones
neoplésicas diseminadas como leucemia linfoblastica y mieloblastica aguda, tumor de Wilms,
neuroblastoma, cancer de mama y sarcomas 0seos. Asimismo, es usada como segunda linea en el
cancer de ovario y testiculos. Sin embargo, DOX presenta una actividad marginal en el cancer de
vejiga, prostata, pulmoén, estdmago, enfermedad de Hodgkin, linfoma maligno y carcinoma
broncogénico en el que el tipo histologico de células pequeiias es mdas sensible en comparacion con

otros tipos de células (Rebollo-Moro, 2016; Gorini ef al., 2019; Casamada, 2017).

2.4.1. Efectos Secundarios

Ademas de la cardiotoxicidad producida por la DOX, en la quimioterapia se desglosa una serie de
efectos secundarios tales como la pérdida de cabello (proceso reversible), diarrea, cambios en la

piel como ampollas, fotosensibilidad, sarpullido, hipo e hiperpigmentacion y debilitamiento de las
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ufias, moretones y sangrados debido a que la DOX puede reducir el numero de plaquetas y globulos
blancos en la sangre, lo cual da lugar a infecciones y mielosupresion (Casamada, 2017; NIH, 2019).
De acuerdo con Oncohealth Institute, también pueden ocurrir hemorragias nasales, sangrado de
encias, machas de sangre o erupciones en la piel y reduccion de globulos rojos en la sangre, lo cual
puede ocasionar anemias, sumado a un cansancio extremo, tanto que el paciente se pueda quedar
sin aliento.

En los primeros dias de la quimioterapia se pueden notar sintomas como nduseas y vomitos, asi
como dolor en la boca y pérdida de apetito durante el tratamiento. También se ve afectada la orina,
y durante un maximo de 48 h se puede observar una coloracion de color rosa o roja lo que es
caracteristico de la DOX. Asimismo, DOX puede causar que las células del cancer se
descompongan y se libere 4cido urico (Casamada, 2017). El exceso de acido urico puede causar
hinchazén y dolor en las articulaciones.

Debido a sus grandes efectos secundarios toxicos, su uso clinico ha sido limitado, por lo que se han
probado varios sistemas de administracion dirigidos a tumores para mejorar la eficacia terapéutica

de DOX vy asi reducir sus efectos secundarios (Huan et al., 2013)

2.5. Sistemas Biopoliméricos

En décadas recientes se han reportado grandes ventajas en el desarrollo de sistemas de suministro
de farmacos para liberacion controlada o dirigida a un sitio de interés. La evaluacion de los sistemas
en desarrollo requiere establecer la interaccion farmaco-organismo mediante el estudio de su
farmacocinética que incluye los procesos de absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion
en funcion del tiempo y dosis (Beltran B, 2004). Sin embargo, dependiendo del agente terapéutico
a tratar, habra diferencias en la union con las proteinas plasmaéticas, provocando cambios en la
concentracion y efectos secundarios (Calvo et al., 2002).

Actualmente, los sistemas de administracion de medicamentos se estan estudiando
competitivamente con el fin de lograr el maximo efecto terapéutico y minimizar los efectos
adversos. Una de las alternativas emergentes y posiblemente con mayor eficacia es el uso de

polisacaridos como encapsuladores de tamafio micro o nano (Varan et al., 2019). Soares et al.
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(2013) mencionan que las microparticulas de polisacaridos poseen la ventaja en la administracion

de farmacos de mantener la concentracion adecuada de medicamentos en el sitio deseado.

2.5.1. Polisacaridos como Acarreadores de Farmacos

Los polisacaridos desempenan funciones importantes en la vida debido a su diversidad monomérica
y se encuentran en organismos vivos como plantas, animales, bacterias y hongos (Ouwehand et al.,
2009). En las plantas, los polisacaridos proporcionan resistencia y componentes estructurales,
ademas de que sirven como fuente de energia y energia almacenada, funcién que también aplica
en los animales y los microorganismos, siendo en las bacterias y hongos responsable de formar
componentes estructurales de la envoltura celular (Ouwehand et al, 2009; Vorwerk et al., 2004).
Los polisacaridos han sido ampliamente estudiados como encapsuladores en la industria
alimentaria incluso en el area biomédica gracias a su biodegradabilidad, biocompatibilidad,
naturaleza no toxica y bajo costo (Varan et al., 2019). Sumado a lo anterior, gracias a sus
propiedades quimicas, fisicas y funcionales, los polisacaridos simbolizan un gran interés para el
transporte de farmacos (Alonoso et al., 2008).

En el Cuadro 1 se presentan los polisacaridos mas estudiados en los ultimos 20 afios. En general,
las pectinas, alginato, A-carragenano, quitosano y la goma guar son los mas estudiados como matriz
polimérica para la administraciéon de farmacos gracias a su biocompatibilidad y propiedades

estructurales para una liberacion controlada (Giinter ef al., 2018).
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Cuadro 1. Principales biopolimeros utilizados como vehiculos de agentes terapéuticos

Polisacaridos Aplicaciones Agentes terapéuticos Referencia

encapsulados

Quitosano Capacidad para reducir  Mercaptopurina, insulina,  (Fuchs et al,
lipoproteinas de baja densidad, metronidazol, 2014; Shariatinia,
regeneracion de tejidos, usado doxorrubicina, melatonina  2018; Naghizadeh
como lentes de contacto corneales etal, 2018)
¢ implantes dentales, entre otras.

Goma guar Liberacion controlada y liberacion Hidrocloruro de (Cheewatanakornk
dirigida al colon, supresor del propranolol ol et al, 2017;
apetito, termorreversible. Jackson et al

2007)

Almidén Coacervacion  con  proteinas,  Paracetamol, lidocainae  (Mogosanu y
liberacion por hinchazén,  hidrocloruro de procaina ~ Grumezescu,
difusion, erosion. Utilizado como 2015; Varan et al.,
excipiente para microesferas. 2019; Tapia-

Hernandez et al.,
2018)

Carragenina A-Carragenano: carga anionica  Acetaminofeno, teofilina,  (Fuchs et al., 2014;

K, 1, A—, alta, alta solubilidad, pero no mesalamina ¢ Geethanjali et al,
gelificante. hidroclorotiazida, 2014)

K,,Carragenano: el gel elastico hidrocloruro de diltiazem y
termorreversible. Liberacion por  verapamilo e ibuprofeno
erosion, eficaz contra el VPH.

Alginato Perlas de alginato para sistemas de ~ Ibuprofeno, diclofenaco (Mogosanu y
administracion de  farmacos Grumezescu,
flotantes, perlas de alginato para 2015; Tapia-
liberacion de ibuprofeno. Hemandez et al.,

2015)

Pectina Usado como estabilizante,  Clorhidrato de diltiazem ¢  (Franchi, 2016;

(Alto y bajo emulsificante y  aglutinante. indometacina, teofilina, Kodoth et al,

metoxilo) Actividad anticancerigena,  donepezil, doxorrubicina, 2019; Liu et al,
antiproliferativa, dihidroartemisinina 2019; Kaushik et
inmunomoduladora, excipiente en al., 2019)
formas  farmacéuticas  orales
solidas/semisolidas.

2.6. Pectinas

Las pectinas son una clase de heteropolisacaridos estructurales complejos y es el componente
multifuncional més abundante de la pared celular de las plantas terrestres. La pectina normalmente

se produce durante las etapas iniciales de crecimiento de la pared celular primaria y constituye
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aproximadamente el 35% de la sustancia seca de la pared celular de plantas monocotiledoneas y
dicotiledéneas, hasta un 5% de las paredes de los tejidos lefiosos y solo del 2 al 10% de las paredes
primarias de las gramineas y otros comelinoides (Noreen ef al., 2017). En cuanto a su estructura
quimica, dependera de su origen, ubicacion en la planta y el método de extraccion (Dranca y

Oroian, 2018).

2.6.1. Estructura Quimica

La pectina estd compuesta principalmente por largas cadenas de residuos de a-D-galacturonicos
que pueden presentar grupos carboxilos metilesterificados, denominadas homogalacturonano (HG)
(Niture y Refai, 2013). De igual forma, pueden ser O-acetilados en las posiciones C-2 y C-3. Se
presentan regiones intercaladas (region ramificada) por otros azlcares neutros como D-xilosa, D-
glucosa, L-ramnosa, L-arabinosa y D-galactosa conocidas como ramnogalacturonano [ y II
(Kyomugasho et al., 2016). Ramnogalacturonano I (RG-I) puede representar entre el 20-30% del
total de la pectina y es una estructura compleja debido a que su esqueleto contiene una cantidad
repetida del disacarido a-D-GalpA-(1—2)-a-L-Rhap-(1—4). En el caso de las pectinas feruladas,
en esta region se encuentra a su vez con ramificaciones de arabinosa y galactosas donde el 4cido
ferulico puede estar esterificado a arabinosa en posicion O-2, O-5 y/o galactosa en posicion O-6
(Ralet et al., 2005). La ultima region es ramnogalacturonano II (RG-II) que consta del 1-8% en la
estructura de la pectina, tiene un esqueleto de a-D-AGal con enlaces (1—4) y 4 grupos laterales
con 12 tipos de azucares diferentes, entre los cuales se encuentran fucosa, xilosa, ramnosa o
galactosa y otros en menor cantidad como apiosa, acido acérico, acido 3-desoxi-D-lixo-2-
heptulosarico y acido 3-deoxi-manooctulosénico (Albuquerque et al., 2016; Yu et al., 2014).
Debido a la complejidad de su estructura el peso molecular de las pectinas estd comprendido entre

50 000 y 180 000 Daltons (Jackson et al., 2007).
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Figura 5. Representacion esquemadtica de la estructura quimica de la pectina de remolacha
azucarera (modificado de Ohlmaier-Delgadillo, 2021a).

2.6.2. Propiedades Quimicas de las Pectinas

En las pectinas hay grupos de éster metilicos unidos a los residuos de acido galacturonico en la
region homogalacturonano (HG). La proporcion de éster metilicos a menudo se usa para clasificar
a las pectinas y se denomina grado de esterificacion (DE). Las pectinas de alto grado de
esterificacion (DE >50%) forman geles a bajo pH y altas concentraciones de so6lidos solubles,

mientras que las pectinas de bajo grado de esterificacion (DE <50%) forman geles en presencia de

26



iones Ca’+. De este modo, el grado de metoxilacion influye directamente en la capacidad

formadora de gel de cada pectina (Zheng et al., 2019).

2.6.3. Grado de Esterificacion

Como se mencion6 anteriormente, el HG puede contener grupos metilos esterificados al grupo
carboxilo de sus unidades. Esta caracteristica influye de manera importante en las propiedades de
gelificacion. En un andlisis mas detallado se ha encontrado que la presencia de grupos metoxilo
por debajo o por encima del 50% del total de unidades de acido galacturénico determina el
mecanismo de entrecruzamiento predominante, dando origen a la clasificacion de pectinas en alto
y bajo metoxilo. El grado de metoxilacion corresponde al porcentaje de grupos carboxilos
esterificados con metanol (Levigne et al., 2002). Sin embargo, en las ultimas tres décadas han
ganado atencion pectinas ricas en acido ferulico en su region RG I que se han denominado pectinas

feruladas.

2.7. Pectinas Feruladas

En las especies de la familia Amaranthaceae (Caryophyllales), asi como en la remolacha azucarera
(Beta vulgaris), espinaca (Spinacia oleracea), Salicornia (Salicornia ramosissima) y la quinoa
(Chenopodium quinoa), los polimeros pécticos son ferulados (Fry, 1982; Rombouts y Thibault,
1986; Renard et al., 1993a, 1993b). La pulpa resultante de la industrializacion de B. vulgaris se ha
convertido en una fuente comercial de pectina y la mas ampliamente estudiada. De hecho, la
pectina de B. vulgaris tiene propiedades de emulsificacion excepcionales debido a sus grupos
proteicos y grupos acetilo en comparacion con las pectinas de otras fuentes (Wusigale ef al., 2020).
Por otra parte, el acido ferulico (AF) es el principal éster de acido hidroxicindmico unido a los
polisacaridos de la pared celular vegetal y se conjuga con hemicelulosas y pectinas (Saulnier,

1999). El acido ferulico es susceptible al acoplamiento oxidativo cuando se expone a oxidacion y
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forma deshidrodiferulados esterificados que pueden reticular los polisacaridos, contribuyendo al
ensamblaje durante la maduracion de la pared celular primaria de las gramineas y cereales (Burr y
Fry, 2009). Los principales dimeros de AF (ver Figura 6) son 8-0O-4, 5-5’y 8-5° (Waldron et al.,
1997). Esta propiedad se utiliza para formar hidrogeles covalentes estables a cambios de pH y
temperatura (Kuuva et al., 2003). Por otro lado, y aunado a lo anterior, la eliminaciéon de grupos

acetilo promueve mayor fuerza en los geles de pectinas de B. vulgaris (Marry et al., 2000).

;ﬁ@f

(5-9) (8-0-4) (8-5)

Figura 6. Estructura de los principales dehidrodimeros de acido ferulico en pectina (Oosterveld,
1997).

pectina -

2.7.1. Acido Ferulico

El 4cido fertlico (AF) (4cido 4-hidroxi-3-metoxicinamico) es un acido fenolico que se encuentra
ampliamente en verduras, frutas, algunas bebidas y hierbas medicinales, ademas de estar enlazada
con algunos polisacaridos. En pectina de remolacha, el AF se ha reportado que esterifica
principalmente en C-2 de residuos arabinofuranosa y/o en el C-6 de residuos galactopiranosa
presentes en las ramificaciones de RG I en pectinas de pulpa de remolacha azucarera, mostaza y
espinaca (Kyomugasho et al., 2016; Colquhoun et al., 1994). Sin embargo, la extraccion del AF
de fuentes naturales es un poco complicada porque la mayoria de los acidos fertilicos estan
vinculados con azucares y ligninas. Cabe resaltar que el AF es de gran interés para las industrias

farmacéuticas y médicas debido a su actividad antioxidante, gracias a que neutraliza los radicales
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libres (superoxido, 6xido nitrico y radical hidroxilo) para proteger las células del dafio inducido
por la luz ultravioleta, evitando asi el céancer, el estrés oxidativo, las mutaciones y otras
enfermedades (Phuengmaung et al., 2019).

En las células cancerigenas se producen concentraciones altas de ROS, incluido H>O»,
especialmente en células que son altamente invasivas o metastasicas, por lo que es necesario un
cierto nivel de estrés oxidativo para mantener un equilibrio entre la proliferacion y la apoptosis. El
AF posee propiedades antioxidantes y prooxidantes que se consideran importantes mecanismos
anticancerigenos y apoptosis (Hiroe et al., 2002). En las ultimas décadas se han dado a conocer
numerosos informes que describen las actividades anticancerigenas del 4cido fertlico. Por ejemplo,
estudios recientes informan la citotoxicidad de esta molécula hacia células del seno humano, colon
Caco-2, linfoma histiocitico U937, osteosarcoma, lineas celulares de cancer de cuello uterino y
melanoma; esto se debe a que el AF eleva las actividades de las enzimas desintoxicantes de la fase
II, glutation S-transferasa m(GST) y quinona reductasa (QR) en el higado y colon (Ou y Kwok,
2004). Ademas existen otras rutas como la estimulacion de las glucuronosiltransferasas de uridina
difosfato (UDP) y la inhibicién de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), a través de la liberacion del
citocromo ¢ de las mitocondrias y la activacion de la caspasa-3 (induccién de apoptosis), que
contribuyen a una mejor desintoxicacion de compuestos potencialmente cancerigenos y a la
prevencion de canceres como el gastrointestinal (Oliveira Silva y Batista, 2017; Van der Logt et
al., 2003). Consecuentemente, el 4dcido ferulico ha ganado una atenciéon importante por su actividad

anticancerigena contra el cancer de colon y recto.

2.8. Electroaspersion

La electroaspersion es un proceso de atomizacion liquida por fuerzas eléctricas también conocido
como atomizacion electrohidrodinamica (Raval et al., 2019).

En este proceso, el liquido de pulverizacion electronica se bombea fuera de la aguja a través de una
jeringa y se aplica un campo eléctrico entre la agujay la placa colectora. Cuando el liquido se libera
de la aguja, el campo eléctrico hace que las cargas se separen dentro del menisco liquido y toma la

forma de un cono en la punta de la aguja, conocido como cono de Taylor, el cual cambia de forma
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de acuerdo con las condiciones del proceso (Divvela et al., 2019).

Esta técnica de microencapsulacion es muy prometedora porque es facil de implementar, funciona
a temperatura ambiente y a presion atmosférica, puede generar gotas compuestas con una
distribucion de tamafio pequefio y puede usarse para encapsular una gran variedad de materiales
(Olvera-Trejo y Velasquez-Garcia, 2016). Dentro de las ventajas de este sistema de
electroaspersion se encuentra su aplicacion a polimeros de alto peso molecular y cuyas particulas
producidas tienen caracteristicas controlables con una retenciéon maxima de la materia central (Koo
et al., 2014); utiliza menos solventes; no utiliza surfactante y genera pocos residuos. Una
desventaja es la obtencion de una pequena cantidad de particulas y en algunos casos usa un agente
de reticulacion (Tapia-Herndndez et al., 2015).

Las particulas elaboradas por electroaspersion tienen ventajas estructurales y funcionales, y se
puede utilizar para diferentes fines como el recubrimiento con pelicula, el procesamiento de
chocolate y la estabilizacion de ingredientes alimentarios, la encapsulacion de nutracéuticos y
medicamentos (Raval ef al., 2019). Diaz-Baca et al. (2014) elaboraron microparticulas de pectina
LM/arabinoxilanos como acarreador de insulina por electroaspersion coaxial; mas tarde, Ohlmaier-
Delgadillo ef al. (2021b) utilizaron el mismo método para encapsular Saccharomyces boulardii en
un gel mixto de pectinas LM feruladas/arabinoxilanos con el objetivo de incrementar su

supervivencia a bajas temperaturas y al pH del tracto gastrointestinal.

2.8.1. Microparticulas como Sistema de Liberacion de Farmacos

El sistema a través del cual se libera el firmaco encapsulado capaz de producir una accién
terapéutica propia es definido como sistema de administracion de farmacos, dentro de los cuales
se incluyen nanoparticulas, capsulas, micelas, perlas, geles, andamiaje y microparticulas (Hasnain
et al., 2020).

Cabe destacar que una de las ventajas de las microparticulas sobre las nanoparticulas es que no
atraviesan los espacios intersticiales que se encuentra entre las células principales de un 6rgano por
encima del tamafio de 100 nm, por lo que actian localmente (Lengyel ef al., 2019).

Un sistema de suministro de farmacos controlado es esencial para superar las limitaciones
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asociadas con la terapia convencional y para ayudar a mejorar la eficiencia terapéutica del
compuesto activo, liberando farmacos por dias o meses. Desde este punto de vista, el uso de
microparticulas a base de polisacaridos es una opcion interesante para encapsular firmacos solidos
o liquidos en un tamafo que varia de 1 a 1000 pum, la cual se vera influenciada en funcion de la
enfermedad a tratar, el sitio diana y el farmaco a encapsular, para asi, producir una eficacia
terapéutica (Soares et al., 2013). De acuerdo con Bale et al. (2016), las microparticulas son sistemas
de entrega exitosos que pueden encapsular agentes insolubles en agua y también escasamente
solubles en agua, facilitando su eficacia, por su tamafo, forma, estructura, carga de farmacos,
eficiencia de atrapamiento, porosidad y perfil de liberacion.

La principal ventaja de la administracion de medicamentos usando microparticulas es el
mantenimiento de la concentracion adecuada de medicamentos en el sitio deseado. Por lo cual, las
microparticulas a base de polimeros desempeinan un papel clave como vehiculos en la
administracioén controlada de diferentes agentes terapéuticos (Jans y Sobolev, 2019; Naghizadeh et

al., 2018).

2.9. Sistema de Liberacion

Para que un farmaco ejerza su efecto terapéutico es necesario que alcance la circulacion general.
Este proceso estd condicionado por la via de administracion de manera que es necesario que el
farmaco atraviese una o mas membranas bioldgicas para alcanzar la circulacion sistémica (Negro
Alvarez y Barcia Hernandez, 2002). La administracion sistémica de medicamentos puede ser a
través de las membranas nasales (ruta nasal), oftdlmicas, transdermal y oral, entre otras.

La administracion oral ofrece una accesibilidad excelente, de modo que los sistemas de liberacion
de farmacos pueden ser incorporados y eliminados con facilidad. Los tres sistemas de liberacion
comunmente usados incluyen pastillas adhesivas, geles y parches adhesivos. Sin embargo, deben
tenerse en cuenta algunos aspectos fisiologicos y anatomicos como el pH, el volumen de fluido,
presencia de enzimas, propiedades adhesivas y la velocidad del flujo sanguineo en la zona de

administracion (Saez-Virginia et al., 2003).
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2.9.1. Mecanismo de Absorcion

El proceso de absorcion se puede efectuar por diferentes mecanismos, dentro de los cuales destaca

la difusién a través de membranas lipidicas o bien de poros acuosos (difusion pasiva), por

transporte mediado en la cual el farmaco se une a un portador (proteina) de la membrana, y

transporte por pares de iones, esta difusion consiste en la uniéon de los compuestos con carga

opuesta (Cuadro 2) (Negro-Alvarez y Barcia-Hernandez, 2002; Kaur et al., 2018). Los farmacos

administrados sistémicamente se absorben en el torrente sanguineo y, posteriormente, se

distribuyen por todo el paciente huésped a través del sistema circulatorio (Namazi y Kanani, 2009;

Zhu et al., 2019).

Cuadro 2. Tipos de absorcion y su mecanismo.

Tipos de
absorcion

Mecanismo

Difusion
pasiva

Difusion a través de membranas lipidicas o de poros acuosos, donde el gradiente
de concentracién dependerd, principalmente, de la diferencia de concentracién
de farmaco a ambos lados de la membrana, el pH del medio bioldgico y de las
caracteristicas fisicoquimicas del firmaco como su pKa y liposolubilidad.

Transporte
mediado

El farmaco se une a un componente de la membrana (portador) que permite su
paso a través de esta. El portador es una proteina que forma parte de la
membrana, de modo que primero se une el fAirmaco a la proteina, para luego
producir un cambio conformacional en dicho portador. Por ultimo, se realiza el
paso del farmaco al otro lado de la membrana al liberarse de la union.

Transporte
por pares

Consiste en la union de los compuestos de carga contraria, formando un par
i6nico con carga global nula, de manera que el complejo neutro resultante se
difunde a través de la membrana

2.10 Leyes de Fick

2.10. 1. Leyes de Difusion de Fick

La velocidad de difusion de una sustancia a través de una membrana estd determinada por la Ley
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de Fick, que dice que la velocidad de difusion es directamente proporcional a una constante (K), a
la superficie de absorcion (4) y al gradiente de concentracion (C/-C2), e inversamente proporcional

al grosor de la membrana (d) (Hernandez-Jerez et al., 2011).

A(C1-C2)
d

V=K (1)

2.10.2. Primera Ley de Fick

La difusion se rige por las leyes de Fick. La primera ley de Fick, también conocida como "ecuacion
de flujo", describe el flujo de materia resultante de un gradiente de concentracion y un coeficiente
de difusion dados. El gradiente de concentracion es la fuerza impulsora termodinamica para la
difusion y la cinética se rige por el coeficiente de difusion, también conocido como difusividad

(Aloke Paul et al., 2014).

J=-D2

Donde, J: flujo de difusion, D: difusividad, d¢/dx: gradiente de concentracion.

2.10.3. Segunda Ley de Fick

La segunda ley de Fick, también conocida simplemente como la "ecuacion de difusion", se deriva
de la primera ley de Fick y la conservacion de la materia. La ecuacion de difusion describe la
evolucion de los perfiles de concentracion en el espacio y el tiempo. Las fuerzas impulsoras
adicionales para la difusion pueden incluir gradientes de potencial eléctrico, gradientes térmicos,

campos magnéticos y tensiones aplicadas (Rauma y Johanson, 2009).

33



Donde, D: difusividad, d¢/dt: gradiente de concentracion.

dp 0%
ot 9x2

3)
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3. HIPOTESIS

Las microparticulas de pectinas feruladas de remolacha azucarera pueden ser matrices
acarreadoras de doxorrubicina que permiten su liberacion en colon por accion de la microbiota

colonica.
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4. OBJETIVOS

4.1 General

Fabricar por electroaspersion microparticulas de pectinas feruladas, caracterizarlas

morfologicamente y evaluar su capacidad para funcionar como matrices acarreadoras de

doxorrubicina que permitan su liberacion en colon por accion de la microbiota coldnica.

4.2 Especificos

Extraer las pectinas feruladas a partir de residuos de remolacha azucarera (Beta vulgaris) y
determinar su composicion y caracteristicas fisicas y quimicas.

Optimizar condiciones del electroaspersor para la obtencion de microparticulas de pectinas
feruladas con doxorrubicina y evaluar la eficiencia de encapsulacion de este farmaco.
Caracterizar la morfologia de las microparticulas de pectina ferulada con doxorrubicina.
Evaluar la liberacion de doxorrubicina a partir de microparticulas de pectinas feruladas bajo

condiciones simuladas del tracto gastrointestinal.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material Vegetal y Reactivos

Los residuos de remolacha azucarera (B. vulgaris) provinieron de la industria productora de
bioetanol “Destiladora del Noroeste”, ubicada en Caborca, Sonora, México. La doxorrubicina
(2mg/mL) marca ZODOX se adquiri6 en RCD PHARMA y fue almacenada bajo condiciones de
refrigeracion (4 °C) y protegida de la luz.

5.2. Extraccidon de Pectinas Feruladas

Las pectinas de residuos de B. vulgaris se extrajeron por hidrolisis dcida con HC1 0.1 M por 2 h a
85 °C, usando una relacion so6lido liquido de 1:10 (p/v). El hidrolizado se filtré con tela de organza,
el sobrenadante fue centrifugado (Thermo Scientific, EE.UU.) a 10,000 g a 25 °C por 20 min, de
acuerdo con la metodologia descrita por Li et al. (2015) con algunas modificaciones.
Posteriormente se recolecto el sobrenadante y se precipitdé con etanol al 96% (1:2 v/v) durante 24
h en refrigeracion, se retir6 el exceso de etanol centrifugando a las condiciones antes descritas y el
precipitado se recolect6 y lavo 3 veces con etanol al 50%, 75% y 96% (v/v). Las pectinas se secaron
por intercambio de solvente etanol-acetona en embudo de borosilicato, se pulverizaron y pesaron.
El segundo tratamiento consistio en disolver las pectinas en agua miliQ (1:200) durante 15 h, se
filtré por membranas de 3, 1.2 y 0.8 pm, se precipitd con etanol al 70% (v/v), se centrifugd a 10,000
g a25°C por 10 min y se lavo dos veces mas con etanol 96% (v/v). Por tltimo, se repitio el secado
por intercambio de solventes con bomba de vacio en embudo de borosilicato (ROBU-GLAS,
Alemania) a polvo de acetona. Las pectinas recuperadas fueron molidas, pesadas y almacenadas

protegidas de la luz.
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5.3. Composicion Fisica y Quimica

5.3.1. Contenido de Aziicares

El perfil de aztcares de la pectina se determino por la técnica alditol-acetato reportada por Blakeney
et al. (1983). Las pectinas se hidrolizaron (20.00 = 5.00 mg) con 1 mL de H2SO4 3 Ny 500 puL de
inositol (estandar interno). Las muestras se colocaron en una placa de calentamiento (TECHNE,
Dri-Block, DB200/3, New Jersey, EE.UU.) a 120 °C por 3 h. La reaccién fue detenida en una cama
de hielo y posteriormente se agregaron 0.5 mL de amoniaco. Para la etapa de reduccion se tomaron
150 puL de la muestra hidrolizada y se agregé 1 mL de NaBH4/DMSO, 100 pL de 4cido acético
glacial y se agit6; seguidamente se procedio a la acetilacion con 150 pL de 1-metilimidazol y 2 mL
de anhidrido acético. Se agregaron 2 mL de cloroformo y se lavo (2 veces) con 6 mL de agua mili-
Q (18,2 MQcm), por ultimo, se transfiri6 1 mL de la fase cloroférmica a viales de 2 mL,
previamente filtrados por membrana de 0.45 pm (Whatman). Las muestras fueron analizadas por
cromatografia de gases (PerkinElmer, Claurus 580, Shelton, Connecticut, EE. UU.) usando una
columna capilar (Elite 225, PerkinElmer, 30 mL x 0.32 mm DI x 0.15 pm) con temperatura de
horno de 205 °C, inyector de 220 °C y detector de ionizacioén de flama a 260 °C. Los analisis se

realizaron por triplicado.

5.3.2. Contenido de Acido Galacturénico

El contenido de acido galacturénico se determind por el método descrito por Urias-orona et al.
(2010) usando como estandar interno manitol (500 pL) en 10 mg de pectina. Se afiadieron 500 pL
de TFA 4N y se agit6 en vortex, posteriormente se colocd en un termoblock (TECHNE, Dri-Block,
DB200/3, New Jersey, EE.UU.) a 120 °C por 2 h para hidrolizar la muestra. Al finalizar se tomaron
500 pL del hidrolizado, se evapor6 a 50°C con aire, se agregaron 200 uL de agua grado HPLC y

se dejo evaporar dos veces mas. En la tltima evaporacion la muestra seca se resuspendi6 en 500
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mL de H2SO40.001 N, se filtr6é a 0.45um (Whatman) para su lectura en cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC, VARIAN Prostar 210 con indice de refraccion y detector Prostar 350,
Australia) usando columna MetaCarb H Plus (Agilent, Santa Clara, EE.UU., 7.8 x 300 mm) a 70
°C con presion a 794 psi. La fase movil fue acido sulfurico 0.001 N y el flujo de elucion de 0.4

mL/min.

5.3.3. Determinacion de Proteinas

El contenido de proteinas se determin6 por el método de Bradford (1976). El ensayo consistio en
mezclar 60 pL de la muestra (10 mg/mL) con 740 uL de agua méas 200 pL del reactivo Bio-rad
(azul de Coomassie R-250). Se procedié a medir la absorbancia a 595 nm, mediante el
espectrofotometro (HACH modelo DR500 UV-VIS, Alemania). Se utiliz6 como proteina estandar

seroalbumina bovina en el rango de 0.03 a 0.15 mg/mL.

5.3.4. Contenido de Acido Ferulico

La cuantificacion de 4cidos fenodlicos se realizd por cromatografia liquida de alta resolucion. El
acido ferulico (AF) fue extraido mediante un proceso de saponificacion controlada y recuperacion
en éter de acuerdo con Vansteenkiste ef al. (2004). Se pesaron 100 mg de pectina, se agregaron 10
mL de NaOH 2 N en una atmosfera enriquecida con nitrégeno y se incubaron por 2 h en oscuridad
a 35 °C. Posteriormente se adicionaron 100 pL de 4cido 3,4,5 trimetoxi-trans-cindmico (TMCA)
como estandar interno, se agregaron 5 mL de HC1 4 N y se ajust6 el pH a 2.0 £0.2 con HC1 0.1 N.
Los acidos fenodlicos fueron extraidos dos veces con 5 mL de éter dietilico y evaporados bajo un
flujo de nitrogeno (T<40 °C). El extracto seco se recuperd en 1 mL de una mezcla metanol/agua
(50/50), se filtrd (0.45 um) e inyect6 (20 pL) en una columna Altima C18, 5 um (250 x 4.6 mm,
Alltech, Deerfield, IL). Se utilizé como fase moévil una soluciéon reguladora de acetato de sodio

0.07 M (pH 4.6). El equipo utilizado fue un HPLC Waters 996 (Millipore Co., Milford, MA.)
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equipado con un detector de arreglo de diodos Waters 996 (Millipore Co., Milford, MA.). La

deteccion se realizé a 320 nm (Carvajal-Millan et al., 2007).

5.3.5. Volumen Parcial Especifico

El volumen parcial especifico se determind por el método descrito por Atkins y de Paula (2008).
Se pesaron matraces vacios de 50 mL con sus respectivos tapones, posteriormente se aford con la
mezcla de NaCl y pectina (2 mg/mL) y se pesé (triplicado). El volumen parcial se calculd de

acuerdo con la ecuacion 4.

1 14

vi= (4)

p mtotal

5.3.6. Identidad Molecular FT-IR

La identidad molecular de la pectina se investigd mediante el analisis de Espectroscopia Infrarroja
con Transformada de Fourier (FT-IR). Se utiliz6 un equipo NICOLET IS-50 (Thermo Scientific
™ EE.UU.) con detector refractivo atenuado. El espectro se registrd de 4000 a 400 cm™ (Monsoor

et al.,2001). Se estimo el grado de esterificacion segun lo reportado por Urias-Orona et al. (2010).

area de grupos carboxilos esterificados
DE = grup ! X 100 (5)

area de grupos carboxilos esterificados+area de grupos carboxilos no esterificados
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5.4. Caracteristicas Macromoleculares

La viscosidad intrinseca ([n]), las constantes Mark-Houwink-Saturada (K y o), el peso molecular
promedio (Mw), el peso molar promedio en numero (Mn), el indice de polidispersidad (PDI, Mw-
Mn), el radio de giro (RG) y el radio hidrodindmico (Rh) fueron determinados mediante la
configuracion de cromatografia liquida de alta resolucion por exclusion de tamafio combinada con
un detector de dispersion de luz laser de angulo multiple (SEC-MALLS, Wyatt Technology, Santa
Barbara, CA, EE. UU.) La muestra de pectina (5 mg) se dispersé en 1 mL de fase mévil (azida de
sodio 0.02% p/v y nitrato de sodio 50 mM), se colocd a bafio maria a 80 °C por una hora agitando
cada 30 min. Posteriormente se enfriaron a temperatura ambiente y se centrifugd a 15,000 g durante
10 min. Se filtraron por membrana de 0.45 um y finalmente se inyectd en el equipo con una
velocidad de flujo de 0.7 mL/min. El valor del incremento del indice de refraccion (dn/dc) fue

0.148 mL.g"' (Hotchkiss et al., 2020; Ohlmaier-Delgadillo et al., 2021b).

5.5. Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante se determind por el método ABTS y el método DPPH. Se utilizaron
curvas de calibracion de Trolox (&cido 6-hidroxil-2, 5, 7,8 tetrametilchoman-2-carboxilico) en agua
miliQ (0-15.0 pg/mL). La dispersion de pectina en agua miliQ (2000 pg/mL) se preparo utilizando
un homogeneizador ultrasénico (OMNI Sonic Ruptor 400, Kennesaw, GA, EE. UU.) a 50 pulsos
y 30% de potencia durante 5 min a 25°C. La solucion de DPPH se prepar6é mezclando 1.8 mg de
DPPH y 30 mL de metanol hasta su disolucion para posteriormente afiadir 20 mL de agua miliQ
(protegido de la luz). Se mezclaron alicuotas de 400 pL de las soluciones de muestra con 350 pL
de metanol absoluto y 750 pL. de DPPH, se agit6 en vortex y se dejo en oscuridad analizando a los
40 y 60 minutos en espectrofotometro de microplacas (Thermo Scientific Multiskan Go, Madrid,
Espafia) a 515 nm. El método ABTS se siguié de acuerdo con Malunga y Beta. (2015). La
absorbancia del sobrenadante de la muestra mas el reactivo ABTS se midié a 734 nm después de
7, 15y 21 min. Todos los resultados se expresaron como pmol de capacidad equivalente a Trolox

por gramo de muestra (umol TEAC/g).
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5.6. Fabricacion de Microparticulas

La fabricacion de las microparticulas de pectina se realizd por el método de electroaspersion
coaxial. Se usé un controlador de voltaje (Profector ™, Dublin, Irlanda) y dos bombas
programables (WorldPrecision Instruments, AL-1000, Sarasota FL, USA). Se utiliz6 pectina
ferulada de remolacha azucarera al 4% (jeringa externa) y solucion de DOX a 2mg/mL (jeringa
interna), la recepcion de las microparticulas se realiz6 en un volumen de 100 mL de solucion
entrecruzante de CaCly al 1% (p/v) disuelta en etanol al 50% (v/v). Las microparticulas se
almacenaron en solucion de CaCl, al 1% a 4 °C. El esquema de la fabricacion se muestra en la
Figura 7. El voltaje aplicado y el flujo de inyeccion externo se manejaron en base al disefio

experimental descrito en la Cuadro 3.

Solucién de DOX

Pectina solucidn 4% lngfml.
& v I
1 Bomba de
Bomba de jeringa2
jeringa 1 - I Aguia
guj,a - interior
exterior
Camara - ., BO
M R T~ “ voltajekv |3
° Fuente de
. Poder
®
o
e S
rrrrT
Agente de

. reticulacién 1%
. cacl, /etanol

50%

Computadora

Figura 7. Esquema de fabricacion de microparticulas. Adaptado de Enayati et al. (2009).

5.6.1. Tamaiio de Microparticulas

El tamafo de las microparticulas fabricadas por electroaspersion se determind en un microscopio
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invertido (Zeiss Axio Vert. Al, Carl Zeiss Microscopy, Jena, Alemania) vinculado con el software
de andlisis de imagen Carl Zeiss. Las microparticulas se colocaron en portaobjeto de vidrio
(triplicado) y se fijaron a temperatura ambiente. Posteriormente se observo el tamafio y distribucion

de las microparticulas (100-150) con el objetivo 5x, 20x y 40x.

5.7. Eficiencia de Encapsulacion

La carga de farmaco en las microparticulas de pectina y la eficiencia de encapsulacion de las
mismas se determiné a partir de la diferencia entre el total de fArmaco suministrado en el equipo
(Wt) y las concentraciones de farmaco libre (Wf) concentrado en el sobrenadante. La mezcla entre
las microparticulas y agua miliQ se centrifugé a 5000 g /15 min /25°C. La cantidad de DOX libre
que quedo en el sobrenadante de la solucion se determind midiendo la absorbancia a 485 nm en un
espectrofotometro UV-VIS (HACH modelo DR500 UV-VIS, Alemania) (Kamba ef al., 2013). Se
utilizod una curva de calibracion de DOX en concentraciones de 10, 20, 30, 40, 50, 60 y 70 pg/mL.
La carga de farmaco y la eficacia de encapsulacion fueron calculadas de acuerdo con las siguientes

ecuaciones.

wWt-wf
Wnp

Contenido de DOX= (6)

Eficiencia de encapsulacién=WtW;:Vf x 100 (7)

Donde Wt = el peso total del farmaco suministrado, Wf= el peso del fAirmaco libre no encapsulado,
Wnp = el peso de las microparticulas.
5.8. Simulacién in vitro Digestion Gastrointestinal

Se prepararon distintas soluciones patron (0.5 M KCI, 0.5 M KH>PO4, 2 M NaHCO3, 2 M NaCl,
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0.15 M MgCl> y 0.5 M (NH4)2CO3) a partir de las cuales se simularon las condiciones del fluido
salival (SSF), el fluido gastrico (SGF) y el fluido intestinal (SIF). Para SSF se tomaron 6.04 mL de
KCl, 1.48 mL KH>POy4, 2.72 mL NaHCO3, 0.2 mL MgClz y 0.024 mL (NH4)>CO3, se afiadieron
en un matraz volumétrico y se aforé a 200 mL. Para SGF se tomaron 2.76 mL de KCl, 0.36 mL
KH>PO4, 5 mL NaHCO3, 4.72 mL NaCl, 0.16 mL MgCl, y 0.2 mL (NH4)>CO3, aforado a 200 mL
y para SIF se utilizaron 2.72 mL de KCl, 0.32 mL KH>PO4, 17 mL NaHCO3, 3.84 mL NaCl y 0.44
mL MgCl,, aforado a 200 mL (Minekus et al., 2014).

En la Figura 8 se muestra el esquema representativo de la simulacion in vitro. Primeramente, se
coloco 1 g de microparticulas SBP-DOX (Sugar Beet Pectin-Doxorubicin) en un tubo Falcon de
50 mL, se afadieron 3.5 mL SSF, 0.5 mL de solucion de a-amilasa (150 U/mL) previamente diluida
en solucion SSF, 25 pL CaCl; 0.3 My 975 uL de agua miliQ, se agit6é suavemente, se ajusté el pH
a 7 e incubo a 37°C por 2 min a 100 rmp (IKA KS 3000 IC CONTROL, Staufen,Germany),
Germany). Una vez terminado el tiempo, se tomo una alicuota (1 mL) de muestra y se almaceno6 a
-20 °C. En el mismo tubo se acondicioné la muestra a simulacion gastrica (SGF) ajustando la
proporcion 1:1. Partiendo del volumen final, se afiadieron 3.7 mL de SGF, 0.8 mL de pepsina
porcina (25000 U/mL de solucién SGF), 2.5 pL. de CaCl> 0.3 M, 0.1 mL de HC1 1 M y 0.347 mL
de agua, se ajusto el pH a 3 y se mantuvieron a las mismas condiciones de agitacion durante 2 h

tomando una alicuota (1 mL) al término de la incubacion.

2 1:5con 35 ml SSF, 05 ml o
5 amilasa 150 U/ml, 25 pl CaCl,
o« 0.3M, y875 pl de agua miliQ)
% pHT. ——
0
L Incubacién2mina 37 °C 495 ml SIF, 225 ml pancreatina =
(800 Uimly y 1.125 ml de bilis (75 =
mgimi), 18 i de CaCl,0.3 M, 675 @ I
de NaOH y 589.5 l de agua miiQ) 3 f
pHa?. >
>
« 3.7 ml SGF, 08 ml pepsina Incubacion 6 horasa 37 °C
8] i wl
w = porcina (25000 Uml), 2.5
@ CaCl, 0.3 M, 0.4 ml HCL 1 M, —
[T 2 0.347 ml de agua) pH a 3. '
o

Incubacion 2 horas a 37 °C

Figura 8. Esquema representativo de las distintas etapas de la simulacion in vitro.
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En el mismo tubo se afiadieron 4.95 mL de SIF, 2.25 mL de pancreatina (800 U/mL) y 1.125 mL
de bilis (75 mg/mL) diluida en solucién SIF, 18 pL de CaCl; 0.3 M, 67.5 uLL. de NaOH y 589.5 L
de agua miliQ. Se ajusto pH a 7 (Marseglia et al., 2019) e incubd por 6 h a las mismas condiciones,
tomando una alicuota (1 mL) al cabo de 1, 4 y 6 h. Todas las muestras se guardaron en congelacion

a -20 °C protegidas de la luz, hasta su posterior cuantificacion en espectrofotdmetro a 485 nm.

5.8.1. Simulacion Colonica in vitro (SC)

La simulacion colodnica se realiz6 siguiendo el protocolo de Pérez-Burillo ef al. (2021), con algunas
modificaciones. Primeramente, se recolectd material fecal humano proporcionado por dos
voluntarios sanos, sin consumo de antibidticos en los ultimos tres meses, posteriormente se preparo
buffer PBS (Tampoén Fosfato Salino) 0.1 M a pH 6.8, del cual se tomaron 100 mL y se mezcl6 con
10 g de heces para enseguida filtrar por tela de organza. Se tomaron 10 mL de la mezcla y se
afiadieron a los tubos utilizados en la simulacion anterior (SIF). Cabe mencionar que se dejo 1 g
del sedimentado de la solucion de SIF. A continuaciéon se dejo en incubacion a 37 °C/30 rpm

durante 24 h y se tom6 un alicuota (1 mL) al finalizar la incubacion.

5.9. Cinética de Liberacion de Farmaco

La cinética de liberacion de DOX se investigd utilizando las ecuaciones Korsmeyer-Peppas,
Higuchi, cinética del orden cero y de primer orden (Cheewatanakornkool et al, 2017). La
simulacioén del modelo y su porcentaje disuelto se calculd con base en la NOM-177-SSA1-1988
(ecuacion 12 y 13). Los datos fueron evaluados de acuerdo con las siguientes ecuaciones utilizando

los programas Excel, 2013 y KaleidaGraph, 2005.
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Modelo orden cero:

Modelo primer orden:

Ecuacion Higuchi:

Modelo Korsmeyer- Peppas:

Por ciento disuelto:

Mi/Mw=kt  (8)

In (1-(M/M.)) = -kt (9)

Mi/Me =kt *  (10)

M/M..=k*  (11)

Ei= (Xi) (Fd) (v) (12)

% Di= (Di/Dosis)*100 (13)

Donde Mt/Mco corresponde a la fraccion de farmaco liberado al tiempo #; siendo £ la constante de

liberacion que es caracteristica para las interacciones polimero-fAirmaco, mientras que n es igual al

exponente de difusion que es caracteristico del mecanismo de liberacion.

Ei=mg disueltos en el volumen de la muestra tomada al i-ésimo tiempo, Xi= concentracion al i-

¢simo tiempo, Fd= factor de dilucion de la muestra, v= volumen de la muestra, % Di= por ciento

del principio activo disuelto al i-ésimo tiempo de muestreo, Di= mg disueltos al i-ésimo tiempo de

muestreo y Dosis= mg de principio activo indicado en la etiqueta del farmaco.

46



5.10. Disefio Experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar con arreglo factorial 3 presentados en el Cuadro 3,

con el fin de evaluar la interaccion de los parametros principales de la electroaspersion coaxial y

conocer su relacion sobre la variable respuesta.

Cuadro 3. Corridas experimentales para la fabricacion de microparticulas.

Corrida Codigo Decodificado
X1 X2 Voltaje kV Flujo mL/h

T1 -1 +1 8 1.4
T2 -1 0 8 1
T3 -1 -1 8 0.685
T4 0 +1 8.5 1.4
TS 0 0 8.5 1
T6 0 -1 8.5 0.685
T7 +1 +1 9.5 1.4
T8 +1 0 9.5 1
T9 +1 -1 9.5 0.685

Se utilizaron tres niveles factoriales (-1, 0, 1) y dos parametros principales, voltaje (X1) del campo

eléctrico (kV) y el flujo (X2) de inyeccion externo (mL/h), resultando 9 tratamientos (T1-T9)

teniendo como variable respuesta el tamafio de particula (um). Se empled un modelo lineal general

del paquete estadistico NCSS 2021 para el analisis de los datos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Rendimiento de la Extraccion de Pectinas

La pectina extraida a partir del residuo de remolacha azucarera (SBP) tuvo como rendimiento de
6% p/p a partir del peso de residuo de remolacha azucarera (2 kg), los resultados fueron calculados

a partir de la formula 14 descrita por Seggiani et al. (2009).

% Rendimiento = pecting (g) x100%  (14)

residuos de remolacha azucarera (g)

Este rendimiento (6% p/p) fue menor al reportado por Pacheco et al. (2019) (16.72%) y también
por Li et al. (2015) (9.54%) en condiciones de hidrdlisis de 90 °C por 120 min, un pH de 2 y una
relacion peso/volumen de 15, condiciones similares a las utilizadas en el presente estudio. Sin
embargo, este valor es mayor al reportado por Ohlmaier-Delgadillo et al. (2021a) de 4.4% p/p. Un
menor rendimiento de extraccion se puede asociar con las condiciones de almacenamiento de los
residuos de remolacha, las condiciones de extraccion, el pH, la naturaleza del acido, la temperatura
y el tiempo de hidrolisis, pardmetros en los cuales hace énfasis Santos et al. (2020). El uso de altas
temperaturas puede disminuir el contenido de homogalacturonanos por la despolimerizacion de la
cadena de las pectinas. Los parametros optimos y un solvente adecuado en la extraccion pueden
hidrolizar la pectina insoluble produciendo pectinas solubles. Igualmente, el tipo de material
vegetal influye directamente en la cantidad de pectina extraida, siendo un parametro de gran interés
para aplicaciones futuras. El material de partida del presente trabajo es similar al reportado por

Ohlmaier-Delgadillo et al. (2021a), lo cual explica valores de rendimiento cercanos.
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6.2. Composicion y Caracteristicas Fisicas y Quimicas

6.2.1 Contenido de Acido Galacturénico y Aziicares Neutros

La composicion quimica de la pectina de remolacha azucarera (Sugar Beet Waste-Pectin, SBP) se
presenta en el Cuadro 4. El contenido de acido galacturonico fue del 50.1% p/p, el cual es
comparable con el valor reportado por Pacheco ef al. (2019) de 49% y Ohlmaier-Delgadillo et al.
(2021a) de 52.2%. Ambos autores partieron de un material vegetal similar al utilizado en el
presente trabajo para la extraccion de pectinas. Un alto porcentaje de acido galacturénico en
pectinas esté relacionado con su pureza, por lo que su cuantificacion es importante para determinar
el contenido de pectina en el producto. Ademas, como se mencion6 anteriormente, las condiciones
de extraccion podrian inducir cambios en la estructura quimica de las pectinas extraidas, como el
contenido de acido galacturdnico.

SBP presenta también ramnosa (1.40 = 0.10%), arabinosa (4.00 + 0.22%)), galactosa (3.62 £0.05%)
y manosa (3.70+0.03%), azlicares correspondientes a la estructura ramificada de las pectinas. Estos
resultados son comparables con los de Pacheco et al. (2019) en la cantidad de arabinosa (2.82%)),
manosa (3.06%) y glucosa (12.60%). El contenido de xilosa (0.3%) es comparable con el de Li et
al. (2015). El contenido notablemente alto de glucosa (8.4%) en SBP, frente a los demas azucares,
concuerda con la posible presencia de oligdbmeros de celulosa unida a la pectina, como lo sugiere
Nunes et al. (2012). En su estudio, estos autores mencionan que al extraer pectina de diferentes
origenes por hidrolisis dcida mostré residuos de glucosa o celobiosa unida a la cadena éacido o-(1
—4)-D-galacturonico. Por otro lado, es de interés mencionar que los oligosacaridos de pectina
(arabinooligosacéridos, ramnogalacturonoligosacaridos y arabinogalactooligosacaridos), son una
fuente benéfica que puede actuar como prebidtico (Corzo et al, 2015), sin embargo, no hay

suficientes estudios que destaquen dicha capacidad.
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Cuadro 4. Composicion quimica de SBP.

Componente % en base seca de pectina
Acido galacturénico 50.1+1.4
Ramnosa * 1.4+0.1
Arabinosa* 4.0 0.2
Xilosa* 0.61+0.05
Manosa * 3.70 £0.03
Galactosa * 3.62 £0.05
Glucosa * 8.4 +0.1
Proteina * 0.8+0.1
Acido fertlico total (ug/mg) 0.037 £ 0.001
Dimeros de acido fertlico 5-5'(pg/mg) 0.0007 + 0.001

Valores presentados en media + desviacion estandar (n=3)
*Resultados mostrados en % en base seca (g/100g de SBP)

6.2.2. Contenido de Proteinas

El contenido de proteinas fue menor a lo reportado por Ohlmaier-Delgadillo et al. (2021b) (2.4 +
0.1%) Esta proteina tiene un papel importante en la propiedad emulsificante de la pectina. La
importancia de estas moléculas se deriva de la funcién que ejerce al unirse covalentemente a
ramificaciones de la pectina, interaccién que contribuye a su propiedad emulsificante (Mungure et
al., 2018). La cuestion planteada anteriormente esté relacionada con la capacidad de las moléculas
de proteina para abrirse en un medio acuoso-lipidico, de tal manera que permite que sus grupos
externos cargados eléctricamente se unan a las moléculas de agua y que los aminoacidos no polares
internos se liberen y se unan a particulas oleosas (emulsion) (Pacheco et al., 2019). Por todo lo
anterior, la composicion fisicoquimica contribuye a la estabilidad de la dispersion de moléculas de

interés en un ambiente acuoso.
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6.2.3. Contenido de Acido Ferulico

La presencia de residuos de acido ferulico (AF) asi como los grupos carboxilicos esterificados en
las cadenas del 4acido galacturonico también influyen en la eficiencia de emulsificacion de la
pectina (Chen et al., 2015).

Por otra parte, la presencia de acido fertlico en SBP puede ser de gran interés en la industria
farmacéutica debido a su propiedad antioxidante (Garcia-Conesa et al., 1997). El contenido de AF
en SBP fue de 0.037 £ 0.001 pg/mg de pectina, cantidad menor a la reportada por Phatak et al.
(1988) de 0.68 mg/g, Ralet et al. (2005) de 2.1 mg/g y Ohlmaier-Delgadillo et al. (2021a) de 2.1
+0.1 mg/g. En cuanto a los dimeros y trimeros de AF, solo una cantidad menor (0.0007 pg/mg) del
dimero 5-5' fue registrada. El valor tan bajo de AF no permite el entrecruzamiento covalente por
acoplamiento oxidativo como en otros reportes de pectinas de Beta vulgaris; sin embargo, su

presencia favorece la interaccion con moléculas de diversos tipos.

6.2.4. Volumen Parcial Especifico

En cuanto al volumen parcial especifico, el valor fue de 0.9984 mL/g. Esta variable indica el
volumen ocupado por unidad de masa. No depende de la cantidad de materia ya que es una
propiedad intrinseca, su valor permanece inalterable y dependera principalmente de la composicion
y estructura quimica de la sustancia a tratar (Lopez, 2020). Sin embargo, para pectina de residuos

de remolacha no se ha reportado dicho valor.

6.3. Identidad Molecular y Grado de Metoxilacion

El FT-IR de SBP se muestra en la Figura 9. Se puede observar que la muestra presenta bandas de

absorcién desde 500-4000 cm’, siendo las bandas anchas de 3000 cm” y 3245 cm’
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correspondientes a la vibracion de estiramiento de los grupos O-H unidos por enlaces de hidrogeno
del 4cido galacturénico para SBP (Ohlmaier-Delgadillo et al, 2021a). La banda 2920 cm
corresponde a los ésteres metilicos de acidos galacturénicos, mientras que las bandas 1720 cm™! se
asocian con las vibraciones de los grupos carboxilos esterificados o éster carbonilo (C=0) y el pico
o banda 1600 cm™! pertenece a los grupos carboxilos libres (COO"). En el caso de las pectinas, la
espectroscopia muestra que entre las bandas 1200 cm™ y 1950 cm™ se presenta la “huella digital”
caracteristica para pectina segun lo descrito por Monsoor et al. (2001). Dentro de esta region, una
pequeda sefial a 1410 cm™ puede atribuirse a las vibraciones de estiramiento simétrico del grupo
funcional COO" de cadenas laterales de compuestos derivados producidos por el efecto del proceso
de extraccion. Cabe mencionar que se observan las diferencias esperadas en las bandas
correspondientes a los carboxilos esterificados y no esterificados, donde en la pectina presenta una
pequefia banda correspondiente a los carboxilos no esterificados (1698 cm™) y carboxilos
esterificados (1504 cm™). Con estos datos se pudo estimar el grado de esterificacion (GE) de
acuerdo con la formula utilizada por Urias-Orona et al. (2010), infiriendo un GE del 23+0.66% e
indicando ser pectina de bajo metoxilo.

Cabe resaltar que el grado de esterificacion y las propiedades de la pectina influyen en el

mecanismo de gelificacion (Hwang et al., 1992).

0.35 -

aromatic ring ﬂ

\ | |
\/"\)ﬁf \\/‘ AN N'\J \/\

Intensity (A.U.)

0.30 O-H

1550 1540 1530 1520 1510 1500
Wavenumber (cm')

COO~

0.25

0.20

0.15

Absorbancia

0.10 +

0.05

T T T T T T T T T

— T A — T
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

NUmero de onda cm’™
Figura 9. Espectroscopia FT-IR de pectina de residuo de remolacha azucarera.
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6.4. Caracteristicas Macromoleculares

El Cuadro 5 presenta las caracteristicas macromoleculares de SBP. El valor de la viscosidad
intrinseca [n] de 23.93 g/mL es menor a los reportados para pectinas de otras fuentes. Aunque Kar
y Arslan (1999) dan a conocer que la viscosidad de la pectina se ve afectada por el tamafio
molecular, el grado de metoxilacion, el pH, la presencia de contraiones y la sacarosa, un valor bajo
de [n] en la pectina de remolacha puede estar relacionado con cadenas moleculares bastante rigidas
provocada por su estructura altamente ramificada (RG I y RG II). Una baja viscosidad puede
resultar benéfica para el desarrollo de bebidas bajas en calorias con alto contenido de fibra (Phatak
et al., 1988). El peso molecular (Mw) (358 kDa) estd en el rango reportado por otros autores para
pectina de remolacha de desechos industriales similares como Ohlmaier-Delgadillo et al. (2021b)
y Phatak et al. (1998). El Mn de pectina de remolacha fue de 67 kDa, la relacion entre Mw y Mn
muestra el valor del indice de polidispersidad (PDI), que es una medida de la amplitud de la
distribucion del peso molecular. Para SBP el PDI fue de 5.67, un valor alto que indica que existen
cadenas de diversos tamafos. Por otra parte, el radio de giro (RG) y radio hidrodinamico (Rh)
fueron 46.7 nm y 8.40 nm, respectivamente. El valor de RG obtenido en el presente estudio es
cercano al reportado por Ohlmaier-Delgadillo et al. (2021b) de 45 nm. Los valores de RG, Rh y
[n] encontrados en el presente estudio son comparables con los de Hotchkiss et al. (2020), los
cuales variaron de 40-48.9 nm, de 52-63.3 nmy de 37-280 mL-g "', respectivamente. Cabe resaltar
que el valor de Rh es menor a lo obtenido por los autores antes mencionados y esto se puede deber
a la fuente vegetal o a las condiciones de extraccion, como se habia mencionado en la seccion de
rendimiento.

Las constantes Mark-Houwink-Sakurada para la pectina de remolacha fueron a=0.327 y K= 0.680.
Estas constantes se pueden utilizar para estudiar la conformaciéon molecular de SBP. Se ha
establecido que el exponente o generalmente se encuentra en el rango de 0.5-0.8 para polisacaridos,
siendo mas alto al aumentar la rigidez de la cadena. La constante a es un indicador de la interaccion
entre el polisacarido y el solvente, donde un valor de a bajo indica un solvente pobre y un valor de
a alto indica un buen solvente (Fishman et al., 2008). En nuestro caso, SBP presentd un valor
menor a 0.5, lo que indica que el solvente utilizado (nitrato de sodio) probablemente no fue la mejor

opcion para SBP. Por el contrario, el valor de K obtenido en este estudio fue mayor al reportado
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por Masuelli (2016) de K=0.062 en pectina. Los valores altos de K describen un polisacarido con
conformacion de ovillo aleatorio (Ohlmaier-Delgadillo et al., 2021a).

Si bien la viscosidad y el peso molecular son parametros de gran importancia para la capacidad de
gelificacion de la pectina, las pectinas de bajo peso molecular a pesar de formar geles débiles
presentan beneficios a la salud, por lo que la funcionalidad de la pectina depende de sus

caracteristicas estructurales y quimicas (Lara-Espinoza et al., 2021).

Cuadro 5. Caracteristicas macromoleculares de SBP

Componente Valor
Mw (kDa) 358 +1
Mn (kDa) 67+2
PDI (Mw-Mn 1) 542
RG (nm) 47 £ 4
Rh (nm) 84+04
[n] (mL-g 1) 23.9+0.0
Mark-Houwink-Sakurada o 0.327+0.0
Mark-Houwink-Sakurada K 0.68 £0.14

6.5. Actividad antioxidante In vitro

Diversos estudios farmacologicos han demostrado que las pectinas poseen propiedades bioldgicas
como actividad antioxidante, antitumoral y antiinflamatoria (Xu ef al., 2018). En la evaluacion in
vitro de la actividad antioxidante de SBP se encontr6 un valor de 28.4 + 2.1umol TEAC/g por el
método ABTS y de 31.7 + 0.8 umol TEAC/g por el método DPPH. La actividad de eliminacion de
radicales de la pectina esté relacionada con la presencia de grupos hidroxilos y la transferencia de
electrones de la pectina (ROH o RO-). Dicha actividad bioldgica se puede deber a las caracteristicas
estructurales y el peso molecular del polisacarido.

Celus et al. (2018) revelaron en su estudio que la pectina de bajo metoxilo (<33%) tenia una
capacidad antioxidante lipidica significativa en comparacion con las de alto metoxilo (>58%). Por

lo tanto, la capacidad antioxidante de la pectina de remolacha puede deberse a la presencia de su
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bajo grado de esterificacion y al contenido de proteinas (Hromadkova et al., 2013). Previos estudios
reportan que en las pectina de citricos, batata, pomelos y pectina citrica comercial su actividad
antioxidante se debe a los grupos carboxilos en su estructura (Ogutu y Mu, 2016). La capacidad
antioxidante también se puede asociar a la presencia del 4cido feralico. Un estudio realizado por
Garcia-Conesa et al. (1997) menciona que el di-AF 5-5" es un inhibidor eficaz de la peroxidacion
lipidica, ademas de que los dimeros que tienen cuatro grupos de hidroxilos libres mejoran tanto la
quelacion del hierro como la donacion de hidrégeno, lo cual contribuye a la eficacia antioxidante,
y, si bien se puede presentar diferentes estructuras o posiciones del 4cido ferulico, este va a tener
su capacidad antioxidante dependiente de su naturaleza unido a éster. Igualmente, las propiedades
de terminacion de los derivados del acido feralico depende del ntimero total de grupos hidroxilos
fenodlicos y la presencia de las cadenas de alquilo del acido hidroxicindmico asi como del nimero
de sitios que pueden acomodar un electrén desapareado. El dimero 5-5" tiene un hidroxilo fenolico
y cuatro sitios potenciales para acomodar un electrén desapareado.

Chen et al. (2016), en su estudio con pectina de céscara de mandarina, revelaron que las
propiedades de captacion de OH y DPPH se veian afectados por el peso molecular, asi como por

la composicion de monosacaridos.

6.6. Optimizacion de Fabricacion

En la Figura 10 se presentan los tamafios de particula de pectina obtenidos bajo las distintas
condiciones detalladas en el Cuadro 3. En el tratamiento 1 (T1= 8 Kv y 1.4 mL/h) se obtuvo un
tamafio medio de particula de 33.08+11.7 um, sin diferencia significativa (p<<0.05) con el T9 (9 kV
y 0.686 mL/h) con tamafios de 32.98 +£11.2 um. Con las condiciones de 8 kV y 1 mL/h (T2), 8.5
kV 'y 1.4 mL/h (T4), 8.5 kV y 1 mL/h (T5), 8.5 kV y 0.685 (T6) mL/h, se obtuvieron tamafios de
particula entre 40 y 50 pm.
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Figura 10. Histograma de las corridas experimentales.

En las condiciones de 9.5 kV y flujo de 1.4 mL/h (T7) se obtuvo un tamafio medio de particula de
54 = 11pm. Con ese mismo voltaje, pero a una velocidad de flujo de 1 mL/h (T3), se generaron
tamanos de 12 +£ 6 um, por lo que este resultado confirma el efecto de la combinacion de los
pardmetros sobre el tamafo de las particulas durante la fabricacion de microparticulas de pectina
por electroaspersion coaxial.

Por lo anterior, la corrida experimental T6 (8.5 kV, 0.685 mL/h) cuenta con la menor desviacion
estandar (5.3 um), por lo que se tomo6 como condicion Optima para la fabricacion de microparticulas
de pectina ferulada con DOX.

Leilei ef al. (2013) menciona que el tamaino de particula, asi como la morfologia de las mismas, es
afectada por los pardmetros de fabricaciéon como el efecto del voltaje, que juega un papel
importante en la formacién de un cono estable, el flujo y la distancia. De igual forma, la
concentracion del polisacarido afecta la talla de manera indirecta, por lo que se debe controlar la
concentracion del liquido para facilitar la formacion de las particulas, dado que, si la concentracion
es demasiado baja es dificil formar la particula y si es demasiado alta es poco probable lograr un
cono de Taylor estable debido a la viscosidad y tension superficial del liquido (Gao ef al., 2015).
Jafari et al. (2015) sefialan que en flujos de 0.2-0.5 mL/h las particulas se pueden mostrar

irregulares, siendo los flujos superiores a 1 mL/h los que proporcionan particulas esféricas. Los
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flujos mayores de 3 mL/h pueden generar particulas no esféricas o amorfas (Enayati et al., 2010;
Gao et al., 2015). Las caracteristicas morfologicas y didmetro medio de las particulas tienen un
efecto en la capacidad de liberacion de compuestos bioactivos y farmacos. Duan et al. (2016)
observaron que en las microparticulas compuestas de quitosano/alginato la adhesion al colon de
ratas incrementa cuando el tamafio decrece de 100 a 10 pm y que un tamafio de particula de
35.3£3.6 um permite una liberacion sostenida con una alta mucoadhesion. Las particulas de
liberacion controlada deben presentar propiedades viscoelasticas y morfoldgicas apropiadas
(Yildiz et al., 2015), las cuales estan determinadas por la concentracion del polisacarido y su peso
molecular (Wang et al., 2009). Un gel fabricado con polisacaridos de bajo peso molecular puede
ocasionar morfologias irregulares debido a la debilidad de las interacciones de las cadenas en la

formacion de los geles.

6.7. Tamafio, Morfologia y Esfericidad de Microparticulas

En la Figura 11 se muestra la distribucion de tamanos de las microparticulas, la cual corresponde
auna campana de Guaus con diametros entre 35 y 55 pm, teniendo una media de 41+9 pm. Ademas
de mantener un rango de tamafio de particula y morfologia adecuado, las microparticulas deben ser
capaces de transportar a través de las barreras de la mucosa intestinal, particularmente en particulas
cargadas con DOX, debido a que es un factor muy importante en la biodisponibilidad del farmaco

(Diaz-Baca, 2014; Yildiz et al., 2015).
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Figura 11. Distribucion de didmetro promedio de microparticulas SBP-DOX. Condiciones de
electroaspersor: 8.5 kV, 0.685 mL/h, 7 cm de distancia, dispersion de pectina al 4% y 2 mg/mL de
DOX.

6.7.1. Morfologia y Esfericidad

En cuanto a la morfologia, los resultados especulan que las microparticulas poseen en el nucleo
moléculas de DOX distribuidas homogéneamente y una coraza de pectina formada por la
interaccion idnica con Ca?". Por lo anterior, el esquema de la Figura 12 propone la estructura de
las particulas de SBP-DOX, mostrando geometria esférica y porosa, lo cual beneficia a los sistemas
de liberacion prolongada. Es importante mencionar que los parametros del electroaspersor tuvieron

un papel importante sobre esta caracteristica.
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Figura 12. Representacion esquematica de microparticulas SBP-DOX.

La morfologia de las particulas poliméricas nilicleo-coraza pueden variar desde esféricas,
semiesféricas y de forma achatada, caracteristicas que tienen aspectos importantes en la
administracién controlada de fdrmacos y la ingenieria de materiales biomédicos (Takei et al.,
2013).

En la Figura 13, Inciso A), se muestran las microparticulas SBP-DOX, las cuales no muestran
coalescencia ni agregacion. En el inciso B) y D) se muestran particulas esféricas y minimamente
aplanadas. Sin embargo, el inciso C) muestra una microparticula amorfa y con presencia de DOX
inclinada en el borde derecho, siendo los incisos E), F) y G) los que muestran tamafios deseables,
ademds de moléculas de DOX distribuidas en el centro. Estos resultados morfologicos se
compararon con el inciso H), en el cual se muestran microparticulas de pectina sin DOX, por lo
tanto se observan particulas semiesféricas, comprobando que aun después de la carga del farmaco

las microparticulas SBP mantienen su morfologia.
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Figura 13. Morfologia de SBP-DOX y SBP sin DOX. A), B), D), E), F), G), morfologia esférica

de SBP-DOX con tamafios de 40 um aprox. 13 C) morfologia subdiscoidal y H) microparticula
SBP sin DOX.

Para comprobar lo antes descrito se calcul6 el indice de esfericidad que se muestra en el Cuadro
6. Para el tratamiento T6 se obtuvo un indice de esfericidad de 0.87 siendo esta la condicion dptima,
no obstante, los demds tratamientos contaron con un indice de esfericidad similar entre 0.86 y 0.87.

La importancia de la esfericidad radica en el sistema de liberacion de farmacos.

Cuadro 6. Indice de esfericidad de los tratamientos de SBP-DOX mas significativos.

. Diémetro Diémetyo fndice de
Tratamientos Axial Ecuatorial .
Esfericidad
(m) (m)
T2 41 £ 10 35+8 0.87
T3 27+ 8 29+ 6 0.86
T4 47+ 10 41 +9 0.86
T5 42 £ 15 43 £ 14 0.87
T6 44 £ 5 49+ 6 0.87
T7 54 +11 36+ 14 0.87
T8 12+6 18+5 0.86
T9 33+11 43 +7 0.87
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La esfericidad es una medida de compacidad mayormente utilizada, existiendo dos teorias: la
primera basada en mediciones de longitud y la segunda en el volumen y area de superficie
(esfericidad verdadera). En este sentido, los resultados muestran particulas esféricas, particulas
discoidales limitadas y redondas hasta bien redondeadas. Los resultados de T6 se trataron en base
al diametro axial y ecuatorial, con un radio promedio de 2045 um.

Con la informacién antes mencionada, se demuestra que la combinacioén de pectina con DOX en
un sistema coaxial permite la formacion y estabilizacién de microparticulas. Asimismo, controlar
los parametros para la obtencion de tamafios de particula y morfologia es clave para su uso en la

industria farmacéutica para efecto de lograr un perfil de liberacion del farmaco predecible.

6.8. Eficiencia de Encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion (EE) puede definirse como el porcentaje de farmaco que fue
encapsulado en la particula con respecto al peso inicial y la tasa de carga (DL) como el porcentaje
de farmaco que existe dentro del total de particulas pesadas. La eficiencia de encapsulacion y la
tasa de carga obtenida en el presente estudio fue de 62+3% (EE) y 0.11+0.03% (DL), resultados
que se pueden comparar con los de Pagcaldu et al. (2019), quienes elaboraron microcapsulas con
seroalbumina bovina, pectina, quitosano y 4cido hialurénico (BSA gel/P/chi/ HA) para encapsular
DOX y los evaluaron a diferentes pH. Estos autores encontraron que a una concentracion de 0.5
mg/mL de DOX y un pH de 6.8 se lograba una EE de 40% y tasa de carga de 0.14%, mientras que
a una concentracion de 2 mg/mL y pH de 5.6 se obtuvo 44% y 0.31%, respectivamente.

Cabe mencionar que a mayor concentracion del polisacarido mayor tasa de carga, con una menor
eficiencia de encapsulacion. Dicha eficiencia también puede verse afectada por el peso molecular
del polisacérido, el método de preparacion, la solubilidad del farmaco y del polisacérido, asi como

las interacciones fArmaco-polimero y solvente (Bale et al., 2016).
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6.9. Evaluacién In Vitro

En la Figura 14. A) se muestra la liberacion de DOX para cada fase de la simulacion. Se observa
un comportamiento de liberacion sostenida hasta la simulacion colonica, donde se registrd un
comportamiento distinto. Las matrices poliméricas pueden tener varios mecanismos de liberacion
como la difusion, erosion superficial y masiva y desintegracion. En el caso de SBP-DOX, la
liberacion inicialmente fue por difusion. La mayor liberacion de DOX a partir de SBP ocurrié en
la simulacion coloénica.

En la simulacién del fluido salival se encontrd una concentracion de 28.3 pg/mL de DOX, dicha
concentracion se asocia al contenido superficial de DOX en las microparticulas. Ver Figura 14.
B). En la simulacion géstrica la liberacion fue de 35.2 pg/mL DOX y en la simulacion intestinal
fue de 35.6 pg/mL DOX, lo cual sugiere una liberacion inicial por difusion. Bajo condiciones de
simulacidn coldnica, la liberacion fue de 55.9 pg/mL DOX, lo cual sugiere que las microparticulas

SBP-DOX sufren una erosién enzimadtica por la microbiota del colon.
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Figura 14. Difusion y liberacion in vitro de SBP °C. A) difusion in vitro de microesferas de pectina
cargadas con doxorrubicina en simulacién salival (SSF, pH 7), simulacién gastrica (SGF, pH 3)
simulacién intestinal (SIF, pH 7) y colon (SC, pH 6.8). B) Liberacion de DOX en simulacién in
vitro respecto al tiempo de simulacion.

En funcion de lo antes descrito, el porcentaje del principio activo disuelto se calculd con base en

la NOM-177-SSA1-1988 (ecuacion 12 y 13). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura
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14. A). La liberacion presento valores de 11% (SSF), 17% (SGF), y 18% (SIF) con una liberacién
en la simulacion colonica (SC) de 50%, completando el 96% del total encapsulado. Los resultados

sugieren que la microbiota del colon degrada la pectina, lo cual facilita la liberacion del farmaco.

6.10. Mecanismo de Liberacion del Farmaco

Con el objetivo de investigar los posibles mecanismos de liberacion del farmaco modelo desde el
sistema matricial se realizd un andlisis cinético mediante la utilizaciéon de varios modelos
empiricos. Cabe mencionar que los mecanismos cinéticos mas importantes que regulan la
velocidad de liberacion sostenida o controlada de un farmaco son la difusion, la disolucion e
hinchamiento y la erosion (Bibby et al, 2000). El fendomeno que afecta principalmente a la
velocidad de la liberacion es el gradiente de concentracion. Respecto al mecanismo por disolucion,
la liberacion depende del grado de solubilidad del polisacarido y del farmaco en los fluidos
biologicos. Por ultimo, si es por erosion, el mecanismo es mds complejo ya que implica el
hinchamiento, la difusion y la disolucion del sistema.

En el Cuadro 7 se muestran los resultados obtenidos de acuerdo con los modelos matematicos que
incluian las ecuaciones de orden cero, primer orden, Higuchi y Korsmeyer-Peppas para comprender
mejor el mecanismo de liberacion de SBP-DOX, utilizando el coeficiente de correlacion para las

R2.

Cuadro 7. Modelo matematico y cinética de liberacion SBP-DOX

R’ Orden R’ primer R’ Higuchi Kzorsmeyer-Peppas
cero orden R n K

Microparticulas
SBP-DOX 0.914 0.935 0.963 0.999 0.77 0.095

El modelo de orden cero describe la liberacion de farmacos a una tasa constante y el modelo de

primer orden indica que la liberacion es proporcional a la cantidad de farmaco sobrante en la forma
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farmacéutica; el cual describe la absorcion y liberacion del farmaco desde matrices porosas
(Andreetta, 2003). La R? obtenida del orden cero fue 0.914 y de primer orden 0.935. Al observar
estos datos no se encuentra una diferencia significativa entre dichos modelos, sin embargo, el
modelo de Higuchi con R?0.963 sefiala que la difusién del farmaco se lleva a cabo en una sola
dimension, que la difusividad del farmaco es constante y que en el medio de disolucion se alcanzan
condiciones buenas de inmersion. Visto de esta forma, se puede asociar que la simulacion del fluido
salival hasta la intestinal se ajusta mejor al modelo de Higuchi.

En tltimo término, el modelo de Korsmeyer —Peppas con R? de 0.999, sugiere que la liberacion es
controlada por la relajacion de las cadenas poliméricas generando una penetracion del medio de
disolucion en la matriz, formando poros y erosiondndola (Yarce ef al., 2016). A fin de conocer la
R? de dicho modelo se estimd primeramente la constante K y n, mediante extrapolaciéon. La n
obtenida fue de n=0.77 y, de acuerdo con la literatura, un valor de n igual a 0.5 indica que el
mecanismo de liberacion del farmaco es de tipo fickiano; valores entre 0.5 y 1 indican un
mecanismo de liberacion no fickiano, mientras que n igual a 1 sugiere que el mecanismo es similar
a una cinética de liberacion de orden cero. De esta manera, los resultados concuerdan con
Cheewatanakornkool et al. (2017), obteniendo un mecanismo no fickiano en caso de la simulacion
coldnica, sin embargo, el modelo de Korsmeyer-Peppas, a pesar de que se ajusta mejor es dificil
contextualizar para el caso en estudio.

Las microparticulas SBP-DOX sugieren una liberacion bifasica debido a que hay una liberacion
lenta durante la fase salival hasta la fase intestinal. Pero una vez entrando a la simulacion coldnica
la liberacion de DOX sigui6 el mecanismo no fickiano, lo que concuerda con la esperada erosion
de las microparticulas en presencia de la microbiota colonica. Ademas de tener una combinacion
entre difusién e hinchamiento de acuerdo con los resultados por el modelo de Kosmeyer-Peppas,
la liberacién tuvo cierta afinidad (R? 0.963) al modelo de Higuchi, lo cual sugiere una liberacion
controlada por difusion.

En relacion con este tema, los sistemas de administracion de farmacos dirigidos a colon se disefian
para liberarse en respuesta al entorno coldnico, evitando en lo posible la liberacion prematura en
el tracto gastrointestinal superior, evento que se pudo comprobar ya que la mayor liberacion ocurrio
en el microambiente del colon. Cabe mencionar que los pacientes con enfermedades colonicas
producen altos niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) y citoquinas inflamatorias, tienen

un desequilibrio de antioxidantes importantes y sufren de lesion de la mucosa (Bhattacharyya et
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al.,2014; He et al., 2018). Las pectinas constituyentes de las microparticulas estudiadas muestran
actividad antioxidante y se ha reportado su efecto benéfico sobre la mucosa.

Se predice que la reproducibilidad de la digestion de la matriz y liberacion del farmaco en el colon
es un efecto de interaccion del pH del colon y el efecto de la microbiota en combinacién con las
propiedades fisicoquimicas del farmaco (Wong et al., 2011).

Estos resultados demuestran el potencial que tienen las microparticulas como matriz acarreadora
de medicamentos. Ademads, el método de encapsulacion fue eficiente. Las estrategias utilizadas
para el desarrollo de microacarreadores se basan en la explotacion de polisacéaridos o biopolimeros
altamente biocompatibles y biodegradables, por lo que el uso de microacarreadores por
administracion oral muestra potencial para la liberacién a un sitio anatomico de interés. En el
presente trabajo, la liberacion de DOX se llevo a cabo en las condiciones de simulacion de colon.
El sistema aqui reportado resulta prometedor debido a que en la administracion de farmacos hacia
las membranas mucosas, las pectinas promueven la absorcion del farmaco y la permeabilidad a
través de la capa de gel de moco para llegar directamente al epitelio subyacente (Netsomboon et

al., 2016).

65



7. CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigacion sustentan que los residuos de remolacha azucarera
generados por la industria del bioetanol son una fuente de pectinas con una composicion y
caracteristicas fisicoquimicas y macromoleculares similares a las pectinas de otras fuentes. Estas
pectinas extraidas pueden ser utilizadas para la fabricacion de microparticulas por electroaspersion
coaxial, las cuales presentan un didmetro entre 30 y 50 pm y capacidad antioxidante. Las
microparticulas de pectina permiten la encapsulacion de doxorrubicina y la liberacion controlada
de este farmaco bajo condiciones simuladas del sistema gastrointestinal humano, en especial en
colon, siguiendo el mecanismo de liberacion no fickiano. Las microparticulas SBP-DOXtienen un

potencial prometedor como sistema de administracion oral de DOX.
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda extraer las pectinas utilizando condiciones 6ptimas de hidrolisis, cuidando
la temperatura y el tiempo para conservar mayor actividad antioxidante. Por otro lado, seria de gran
interés investigar la morfologia de las particulas mediante microscopia electronica de barrido y
evaluar in vivo la liberacion de DOX en el sistema gastrointestinal de un modelo murino, debido a
las limitaciones inherentes de una simulacion in vitro respecto a un bioensayo en colon sano o

enfermo.
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