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RESUMEN

El uso de la nanotecnologia se ha incrementado en las Gltimas décadas, especialmente
en el &rea clinica, surgiendo la nanomedicina y nanofarmacéutica, sin embargo, se desconocen
los alcances de contaminacion o problemas de salud que puede acarrear su aplicacion. Surge la
necesidad de implementar métodos, basados en los principios de la quimica verde, para producir
nanoterapias seguras para el paciente y el medio ambiente. Este trabajo se enfoca en la
obtencion de nanovectores de albimina glicada, obtenida por sintesis verde y métodos quimicos
convencionales, y determinacion de la eficiencia de encapsulacion y transporte de compuestos
anti-proliferativos presentes en el Aceite Esencial del Orégano (Lippia palmeri) (AEO). Se
desarrollaron 3 métodos de glicacion de la albumina sérica bovina (BSA), en presencia de
lactosa o é&cido lactobionico. Posteriormente, se realizd la caracterizacion mediante
electroforesis SDS-PAGE, biorreconocimiento por la lectina Ricinus comunis (RCA),
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier, HPLC acoplado a espectrometria de
masas. Se determind la presencia de carbohidratos y el cambio de la masa molecular de la BSA
en cada tratamiento. Solo BSA-Lac A y BSA-Lac NaBH3CN fueron un biorreconocidas por
parte de la lectina RCA. En una segunda etapa, se selecciond la BSA-Lac A, que cumple con
los principios de la quimica verde. Se comprobo la capacidad citotoxica de los componentes
del AEO contra la linea células Hep G2 donde el ICso fue de 0.070 mg/mL. La BSA-Lac A se
utilizo para la sintesis de nanoparticulas nucleo/coraza (NPs), donde se encapsuldo AEO y/o
carvacrol por el método de solvatacion. Se obtuvieron NPs con un tamafio de 206 £2.58 nm a
244.4 £5.15 nm con potencial zeta menor a -30 mV y se logro encapsular 7.58 ug AEO y 11.06
g de carvacrol por mg de NPs. Las NPs BSA/BSA-Lac A fueron biorreconocidas por la lectina
RCA, lo que demostro que las particulas presentan residuos de galactosa en la superficie, lo que
conlleva a que las NPs pudieran ser biorreconocidas por el receptor Ashwell-Morell,
posibilitando el uso de estos nanovehiculos como nanoterapia contra el carcinoma

hepatocelular.

Palabras claves: Nanotecnologia, Nanomedicina, Nanofarmacéutica Sintesis verde,

nanoterapias, Aceite esencial de orégano, Carcinoma hepatocelular
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ABSTRACT

The use of nanotechnology has increased in recent decades, especially in clinical fields,
emerging, nanomedicine and nanopharmaceutical fields. However, the extent of contamination
or health problems that can lead to its application are unknown. There is a need to implement
methods that comply with the principles of green chemistry to produce nanotherapies safe for
patients and the environment. This work focuses on obtaining glycated albumin nanovectors,
using green synthesis and chemical methods, encapsulation efficiency determination and
transport of anti-proliferative compounds present in Oregano (Lippia palmeri) Essential Oil
(AEO). Three methods of glycation of bovine serum albumin (BSA) were applied using either
lactose or lactobionic acid. Subsequently, the characterization was carried out by SDS-PAGE
electrophoresis, biorecognition by Ricinus comunis lectin (RCA), Fourier transform infrared
spectroscopy and HPLC coupled to mass spectrometry. The presence of carbohydrates and
change in molecular mass of BSA in each treatment was determined. Only BSA-Lac A and
BSA-Lac NaBH3CN demonstrated a biorecognition by RCA. In a second phase BSA-Lac A
was selected as it complied with the principles of green chemistry. Likewise, the cytotoxic
capacity of the AEO components was tested against the Hep G2 cell line where the 1Cso was
0.070 mg / mL. BSA-Lac A was used to perform the synthesis of core / shell nanoparticles
(NPs), where AEO and carvacrol was encapsulated by the solvation method. NPs presented
sizes of 206 + 2.58 nm and 244.4 + 5.15 nm, respectively, and zeta potential under -30 mV.
NPs encapsulated 7.58 pug of AEO and 11.06 g of carvacrol (per mg of NP). BSA / BSA-Lac
A NPs were biorecognized by the RCA, which shows that the particles have galactose residues
on the surface and leads the possibility that they could be recognized by the Ashwell-Morell
receptor, allowing the use of these nanocarriers as nanotherapies against hepatocellular

carcinoma.

Keywords: nanotechnology, nanomedicine, nanopharmaceutical, green chemistry,

nanotherapies, Oregano essential oil, hepatocellular carcinoma.
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1. INTRODUCCION

La nanotecnologia es una ciencia multidisciplinaria encargada del estudio de la materia
a escala nanométrica. En una forma muy estricta la nanotecnologia solo incluye particulas por
debajo de los 100 nm, sin embargo, en la nanotecnologia aplicada a sistemas de liberacion
controlada, donde se emplean matrices poliméricas el término también incluye a particulas por
debajo de 1000 nm (Gaumet, et al., 2008). Una de las areas donde la nanotecnologia ha tenido
mayor aplicacion es en las ciencias de la salud, surgiendo con ella la nanomedicina y la
nanofarmacéutica, las cuales son aplicadas en el diagndstico, transporte y liberacion controlada
de medicamentos (Pimentel, et al., 2007).
Pese a que los nanomateriales suponen grandes ventajas, también presentan riesgos, siendo
dificil prever su impacto en el medio ambiente, debido a que poseen propiedades fisicas y
quimicas distintas al material original. EI desconocimiento sobre las interacciones de estos
materiales con el ambiente y los sistemas biologicos, aunado a la falta de estandarizacion de
protocolos y normatividad de las instancias gubernamentales para su uso, dificultan evaluar su
impacto real (Vazquez y Huerta, 2018). Una estrategia alternativa para producir los
nanomateriales es la sintesis verde, que busca ser amigable con el ambiente y biocompatible
con el organismo (Boroumand et al., 2015).
Para el disefio de nanoparticulas en el area de la medicina, la sintesis verde debe tomar en cuenta
todo el proceso para el desarrollo de la nanoestructura. Se ha demostrado que, entre muchos
ejemplos de sistemas de administracion de medicamentos impulsados por la nanotecnologia
verde, los que reciben la mayor atencion incluyen nanoparticulas desarrolladas con
biopolimeros compatibles con el organismo (Jahangirian et al.,2017).
Para el carcinoma hepatocelular (CHC), se han propuesto terapias dirigidas usando
nanovectores glicoconjugados (Lee et al., 2017). Que puedan interactuar con el receptor de
Ashwell-Morell de los hepatocitos y permitan transportar sustancias con propiedades
farmacoldgicas. En este sentido los compuestos de origen natural con propiedades citotoxicas,
como el carvacrol presente en el aceite esencial del orégano (AEO), pueden tener gran potencial
como agentes terapéuticos. Asi que, una sintesis verde de estos nanovectores debe incluir: la
obtencion del material glicoconjugado y la nanoencapsulacién del agente terapéutico de origen

natural.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Nanotecnologia

La nanotecnologia (deriva del griego nanno, que significa enano o pequefio), surgio a finales
de la década de los 70's, representando un nuevo campo de investigacion el cual se enfoca en
estudiar el comportamiento de la materia a una escala nanométrica (10°). Se sabe que dicha
materia adopta distintas propiedades a las convencionales del material macroscopico, para
poder explicar dichos comportamientos se debieron aplicar las leyes de la mecanica cuantica
haciendo de lado la fisica clasica (Mendoza y Rodriguez 2007). Lo cual ha permitido manipular
la materia a escala molecular, atdbmica y sub-atomica. Esto conlleva a beneficios importantes
dentro la ciencia (Mejias et al., 2009).

La fabricacion de diversos nano-materiales como: nanosensores, sistemas fotovoltaicos,
embalajes inteligentes de alimentos, revestimientos de piezas metalicas, cosméticos, protesis,
nanocapsulas de farmacos, uso en diagnostico por imagenologia, entre otros, representan un
gran avance en el aprovechamiento de las propiedades de los materiales a escala nanométrica
(Roco, 2006). Con base en los ultimos ejemplos, el area de la medicina y la farmacéutica son
los sectores con mayor potencial de crecimiento (Moncada, 2007), surgiendo nuevas ramas de

estudio de la nanotecnologia.

2.2 Nanomedicina

La nanomedicina es conocida como la aplicacion de nanocompuestos en el area médica, la cual
es reconocida como una de las principales promesas para el combate de diversas patologias
(Pimentel et al., 2007). El principal objetivo es vigilar, controlar, construir, reparar y proteger
los sistemas bioldgicos; mediante una intervencion a escala molecular para beneficio de la salud
de las personas (Boisseau and Loubaton 2011).

Se han publicado diversas investigaciones donde se utiliza la nanotecnologia, en la generacién
de distintos materiales como nanoparticulas, nanocapsulas, biopeliculas nanoestructuradas,

nanotubos, entre otros. Los cuales, se han potencializado para su uso en el diagndstico,
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tratamiento, monitoreo y control de distintas enfermedades que afectan el organismo (Pimentel
et al., 2007).

De manera més especifica, la nanomedicina se ha enfocado en desarrollar posibles curas de
enfermedades con alta tasa de mortalidad, como el cancer que ha sido un objetivo primordial
para esta nanociencia. Se han desarrollado distintos tipos de nanomateriales que ayudan al
combate de este padecimiento, las nanoparticulas metalicas con propiedades magnéticas
utilizadas para el transporte de sustancias activas a un sitio de interés. Asimismo, la
bioacumulacion de dichas nanoparticulas en los vasos sanguineos que rodean un tumor
interrumpiendo el flujo sanguineo y aislandolo, restringiendo el ingreso de nutrientes y
causando la muerte celular (Prijic y Sersa, 2011). De igual manera, se encuentran los
nanoliposomas transportadores de farmaco, que fueron los primeros en ser aprobados para su

uso en humanos (Lollo et al., 2011).

2.3 Nanofarmacéutica

La nanofarmacéutica se define como la aplicacion de nanomateriales en el area de la
farmacéutica, interviniendo en el desarrollo de transporte y entrega de farmacos en sitios de
interés. Asimismo, abre la posibilidad de nuevos nanomateriales con la capacidad de interactuar
con el sistema a una escala molecular, (Villafuerte et al., 2009). La nanomedicina en conjunto
con nanofarmaceutica tienen como objetivo desarrollar nuevos dispositivos y nanomateriales
con la finalidad de lograr un beneficio para la salud (Quirino-Barreda, 2014).

El objetivo principal de la nanofarmacéutica es el desarrollo de sistemas biomoleculares con
funciones unicas, como reconocimiento de células cancerigenas, suministracion de farmaco en
un tejido especifico, que brinde informacion acerca del avance de la terapia y que logre
integrarse a un sistema o tejido vivo. Ademas, se busca que estos nanosistemas sean eficientes,
econémicos para una produccion en masa, que se puedan controlar y trabajar con el minimo
riesgo para el paciente (Villafuerte, 2009). La nanotecnologia representa un gran potencial de
aplicacién en el area clinica, debido a su comportamiento en la escala molecular y a la

naturaleza en la que interactan los sistemas bioldgicos.
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2.3.1 Encapsulacion y Transporte de Sustancias con Potencial Farmacologico

Las sustancias activas son aquellas sustancias de origen natural (vegetal, animal o mineral),
semi-sintéticas o sintéticas que tienen la capacidad de interactuar con sistemas vivos,
modificando un proceso o respuesta bioldgica y produciendo un efecto farmacoldgico (Chéry
et al., 2013). La actividad de éstas, depende de diversos factores como el medio fisiol6gico en
el que se encuentran, la via de administracion, las barreras fisiologicas a traspasar, las
propiedades fisicoquimicas propias del compuesto y su especificidad (Santa y Lopez, 2013).
Especificamente en la encapsulacion y transporte de sustancias activas como farmacos,
hormonas, vitaminas, probioticos, entre otros. El uso de sistemas de transporte que permitan
acarrear a dichas sustancias, y sean entregadas de forma pasiva (biodistribucion sistémica
inespecifica) o de forma activa (biodistribucion orientada a un sitio diana), pueden representar
grandes ventajas comparado con la via de administracion libre (Bertrand, 2014). En este
sentido, un vector con capacidad de concentrar dichos compuestos en el lugar requerido y en la
forma adecuada sera de gran relevancia en el tratamiento de patologias.

Se han desarrollado nanosistemas complejos para el transporte de distintos principios activos.
Entre ellos se encuentran, las nanoparticulas poliméricas nucleo-coraza que constan de tres
componentes (figura 1): en el centro se tiene encapsulado un farmaco o sustancia de interés en
un nucleo polimérico y/o metélico, afin a dichos compuestos, seguido de una coraza exterior,
la cual puede cumplir dos funciones. La primera es brindar estabilidad a la particula y la otra es
otorgarle un direccionamiento mediante diversos ligandos que pueden ser reconocidos por los

receptores de las células tumorales (Henriques, 2015).
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Figura 1. Nanoparticula ndcleo/coraza.
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Las ventajas que se obtienen al utilizar nanovectores, es que facilitan el transporte de sustancias
activas; su tamafio les permite atravesar las barreras fisiologicas y tener mejor biodistribucion,
evitando la degradacion de la sustancia activa y el reconocimiento por el sistema inmune.
Ademas la absorcion en las células resulta facil y permite entregar dichos compuestos en la
zona de interés (Garnett y Kallinteri, 2006; Limbach et al., 2007).

Es importante sefialar que la distribucion de los vectores en un organismo es en gran medida
influenciada por su tamafio. Sin embargo, son muy importantes las propiedades quimicas y
fisicas del material que forma al vector, por ejemplo, la adhesividad, carga superficial,
capacidad de deformacién, entre otros (Irache, 2008).

El uso de compuestos que brinden un direccionamiento facilita la entrega y disminuye los
efectos secundarios ocasionados a otros organos o tejidos sanos del cuerpo, por lo que se ha
trabajado arduamente en la utilizacion de ligandos. En la actualidad diversas investigaciones se
basan en el disefio de nuevas nanoestructuras conjugadas con carbohidratos, proporcionando
habilidades para interactuar con receptores especificos surgiendo una nueva rama de la

nanociencia Illamada gliconanotecnologia (Castafias et al., 2013).

2.4 Gliconanotecnologia

La gliconanotecnologia interviene en la sintesis de nanoestructuras modificadas
superficialmente con carbohidratos. El uso de estas moléculas, les proporciona la capacidad a
las nanoparticulas de interaccionar con un sistema bioldgico (Sangabathuni et al. 2016). Esta
area de la nanotecnologia, presenta diversas aplicaciones como biosensores de glicoproteinas,
agentes moleculares, entrega selectiva de farmacos, entre otras (Kaur et al., 2016).

Las nanoparticulas glicadas son otra importante herramienta que ha contribuido al
conocimiento de las interacciones lectina-carbohidrato. Por un lado, permiten compensar la baja
afinidad de estos tipos de interacciones con una presentacion multivalente de los ligandos (De
la fuente y penadés, 2006). A su vez, al tener un tamafio nanométrico, la interaccion con las
lectinas es mas eficaz debido a que permite tener una mejor interaccion entre el ligando y
receptor. Por otro lado, es posible poder controlar y analizar la sintesis de glicoconjugados, lo
cual permitiria disefiar una plataforma de interacciéon multivalente con una composicion
homogénea de carbohidratos (Barrientos, et al. 2003).

Las primeras investigaciones, en el area de la gliconanotecnologia, se realizaron con
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nanoparticulas recubiertas con glicanos empleadas por primera vez como bases para el estudio
de interacciones de carbohidratos (Eissa et al., 2016). Durante la Gltima década, se ha reportado
que las nanoparticulas funcionalizadas con carbohidratos en sus superficies presentan
propiedades antibacterianas contra bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y micobacterias
(Xue et al., 2011). Ademas, una razon importante para el interés especial en estos materiales

son sus potenciales aplicaciones como agentes 0 vectores terapéuticos.

2.4.1 Glicoconjugados y Glicoproteinas

Los glicoconjugados se definen como carbohidratos enlazados covalentemente a una proteina,
lipidos o péptidos. La union de estas moléculas le confiere a la proteina o lipido un
direccionamiento especifico, que permite que sean biorreconocidas por receptores celulares,
para su interaccion e internalizacion en la célula (Sangabathuni et al., 2016).

Las glicoproteinas se generan durante el proceso de sintesis glicosilacion enzimaética de
proteinas dentro de las células (Berg et al., 2007). En el laboratorio, es posible generar
neoglicoproteinas por medio del proceso de glicacion, que consiste en la union de un
carbihidrato a otra molécula (proteina, lipidos, biopolimeros) mediante sintesis quimica no
enzimatica.

El proceso de glicacion depende del tipo de carbohidrato, la temperatura de reaccion, el pH 'y
las caracteristicas propias de las proteinas (Zhang et al., 2008). La reaccién de glicacion o
reaccion de Maillard, resulta interesante en el area de la glicobiologia, debido a que es un
proceso de bajo costo, pero es poco controlado (Fenaille et al., 2004). A consecuencia de que
los gliconjugados se demandan como poderosas herramientas en la bioquimica, biotecnologia
o la misma nanotecnologia, se han estudiado diversos procesos para generar neoglicanos.
Existen otros métodos de glicacién no enzimaticos, donde se utilizan compuestos quimicos
como agentes reductores o activadores de grupos carboxilos. El cianoborohidruro de sodio
(NaBH3CN) es un agente reductor suave, utilizado para glicar proteinas, en una reaccion de
una sola etapa (Hermanson, 2013). Sin embargo, los subproductos indirectamente obtenidos,
pueden llegar a ser sumamente toxicos y peligrosos para los seres vivos, debido al ion cianuro
que posee el compuesto (Guerrero, 2005). Otro caso de glicacion quimica, el uso de agentes
activadores de grupos carboxilo, como el 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)

y N-hidroxisuccinimida (NHS), los cuales son utilizados frecuentemente en conjunto para
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incrementar la eficiencia en el acoplamiento entre una amina primaria y un grupo carboxilo.
Las glicaciones quimicas son sumamente costosas y peligrosas, debido al proceso de obtencion
de estos reactivos y la alta tasa de generacion de subproductos tdxicos que se desprenden de las
reacciones para obtener los reactivos y las glicoproteinas (Hermanson, 2013).

2.4.2 Funcionalizacién de Nanoparticulas

La funcionalizacién de nanoparticulas es necesaria en varios casos, entre ellos, se encuentra
cumplir la funcion principal de la particula, su biorreconocimiento, atravesar diferentes barreras
fisioldgicas o para la degradacion de las particulas después de su vida media. Existen diferentes
formas de funcionalizacion, entre ellas, la agregacion de moléculas de baja masa molecular, y
el recubrimiento con biopolimeros o lipidos (Paradinas, 2013).

La vectorizacion de una particula, hacia un sitio localizado en el organismo puede conseguirse
emulando la naturaleza y aprovechando moléculas bioldgicas que sean reconocidas o que
reconozcan a la célula diana. Es decir, cualquier molécula implicada en fendmenos de
biorreconocimiento, puede ser usada, incorporandola a la superficie de una nanocapsula, para
producir un transportador con orientacion o especificidad (Kumar, 2012). En este sentido, un
nanovector puede ser modificado con la adicion de moléculas como anticuerpos,
monosacaridos, vitaminas o péptidos, que le permita dirigir una sustancia deseada hacia un
blanco especifico. Por ejemplo, ciertos nanovectores funcionalizados con carbohidratos,
pueden ser reconocidos por receptores tipo lectina presentes en las células cancerigenas
(Kumar, 2012). De esta manera, la funcion principal del transportador, sera distinguir entre las
células de un tejido y otro para hacer mas eficiente la entrega del compuesto terapéutico y evitar

los dafios colaterales asociados a los medicamentos.

2.5 Sistema de Liberacion Controlada del Farmaco

La forma tradicional de administrar un farmaco es a través de tabletas, comprimidos, soluciones
intravenosas o intramusculares. Los medicamentos presentan limitantes en cuanto al control

que se tiene sobre la maneray la cantidad de farmaco que llega al lugar necesario. Para asegurar
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una concentracion adecuada del medicamento, se requiere repetir las dosis, lo que
ocasionalmente lleva a variaciones en la concentracion del farmaco fuera de la ventana
terapéutica, en la figura 2 se observa una comparacion entre la administracion de farmacos en
via libre y la liberacion controlada (Rojas et al., 2016). Asimismo, el farmaco esta expuesto a
los mecanismos de depuracion del propio sistema, a formar complejos con proteinas residentes,
a la modificacion quimica o enzimatica, acumulacion en tejidos sin interés para la terapia, etc.
(Santa'y L6pez, 2013).
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Figura 2. Comparacién de un sistema de liberacion controlada de farmaco contra la liberacion
libre de farmaco (Sarabia-Sainz et al., 2012).

Para lograr un control sobre el transporte y liberacion controlada del farmaco, es necesario
contar con un vector capaz de encapsular, transportar y entregar el medicamento en el lugar de
interés, evitando asi dafios colaterales en el organismo.

Existe una gran variedad de materiales que pueden ser utilizados como matrices poliméricas
para el transporte de farmacos. Los materiales poliméricos se pueden clasificar en sintéticos y
naturales. Por ejemplo, polimeros sintéticos como: acido poli-lactico-co-glicolico (PLGA por
sus siglas en ingles), poli-e-caprolactosa (PCL por sus siglas en ingles), celulosas modificadas,
poliacrilamidas, entre otros. Asi como polimeros naturales como: albumina, gelatina, quitosano,

acido hialurdnico y alginatos (Neira-Carrillo et al., 2013).
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2.6 Nanotecnologia Verde

La quimica verde fue implementada en los 90°s, durante el desarrollo ambientalista moderno,
para reducir la contaminacion generada por los procesos quimicos de las industrias (Afanador
y Pimiento, 2007). La quimica verde propone doce principios, los cuales son fundamentales

para la obtencion de productos quimicos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Doce principios en los que se basa la quimica verde.

1. Prevenir la generacion de residuos | 7. Utilizar materia prima renovable

2. Maximizar la economia atomica | 8. Evitar la formacion de derivados quimicos

3. Sintesis menos peligrosa 9. Utilizar catalizadores

4. Disefiar productos menos )
) 10. Generar productos biodegradables
peligrosos

5. Uso de disolventes seguros 11. Monitoreo de reaccién en tiempo real

6. Realizar sintesis con menor gasto|12. Medidas de seguridad para prevencion

de energia de accidentes.

Debido a los altos niveles de contaminacion generados por el desarrollo de nanomateriales y a
la necesidad de regular la sintesis de nanoparticulas surgié una nueva area llamada
“Nanotecnologia Verde”. La cual se define como el uso de productos de origen natural para la
produccion de nanoparticulas y se basa en los 12 principios propuestos en la quimica verde
(Castro y Verbel. 2011). La intervencion de la sintesis verde en el area de la nanotecnologia,
brinda la posibilidad de desarrollar nanoparticulas a base de biopolimeros, como proteinas,

polisacaridos, entre otros.

2.7 Albumina

La albimina es una proteina con una masa molecular aproximada de 66 kDa, se encuentra en

gran proporcién en el plasma sanguineo. Este biopolimero presenta varias ventajas para el
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transporte de agentes terapéuticos, ya que es un material fisiolégico, biodegradable y de baja
alergenicidad. La sintesis de las particulas resulta facil y reproducible; asimismo, tiene diversos
grupos funcionales que permiten la adiccion de ciertas moléculas de orientacién especifica.
(Fernandez 2015).

Las aplicaciones que ha tenido la albimina son diversas, entre ellas generar nanoparticulas
transportadoras de farmaco con capacidad de atravezar la barrera hematoencefalica (Michaelis
et al., 2006). De esta manera, se han utilizado en nanoparticulas para transporte de farmaco
antiviral contra el citomegalovirus para combatir la rinitis (Merodio etal., 2001).

La conjugacién de una proteina como la Albumina Sérica Bovina (BSA) con distintas
moléculas como Lactosa o Acido Lactobionico, mediante distintos métodos quimicos de
glicacion ha sido ampliamente descrita. El uso de compuestos como el cianoborohidruro de
sodio (NaBH3CN) como agente reductor suave usado comunmente en aminacion reductiva,
permite llevar acabo la glicacion de la proteina en una sola etapa, donde estabilizard la
interaccion de algun grupo amino de la cadena lateral de los aminoacidos lisina o arginina de
laBSAy el grupo carbonilo de la glucosa perteneciente a la Lactosa (Hermanson, 2013). Como
resultado, una glicoproteina acompafa de subproductos como moléculas de agua, cianuro de
hidrogeno y/o borohidruro de sodio (figura 3).

El cianuro de hidrogeno y borohidruro de sodio son toxicos, y existe una amplia contaminacion
por su uso en la industria quimica. Especificamente el cianuro de hidrogeno o &cido cianhidrico
se conoce como un liquido incoloro, altamente venenoso y volatil, con un punto de ebullicién
a los 26°C, se conoce que su ion cianuro afecta a la respiracion celular, lo que con lleva a una

intoxicacion y muy posiblemente a la muerte (Guerrero, 2005).
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OH H OH H
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Figura 3. Glicacion de BSA con lactosa mediante el uso de un agente reductor (NaBH3CN).
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Otro método de glicacion utiliza 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) y N-
hidroxisuccinimida (NHS) (figura 3). Estos agentes activantes de grupos carboxilos para la
unién con aminas primarias. Que son usados frecuentemente en combinacion para incrementar
la eficiencia en el acoplamiento o para crear productos estables reactivos a aminas (Hermanson,
2013) (figura 4).
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Figura 4. Glicacion de BSA con Acido Lactobionico mediante el uso de activadores de grupos
carboxilos (EDC y NHS).

Urca sustituida

Los subproductos generados por esta reaccion, aunque no son toxicos, pueden llegar a generar
efectos adversos como irritacion, dafio en las mucosas o alergias. Ademas de la generacion de
residuos contaminantes en el medio ambiente.

La reaccion de Maillard o glicacion no enzimatica (figura 5), se da en tres etapas, en la primera
etapa se produce la union covalente entre un grupo amino libre de la proteina y un grupo
carbonilo, que procede normalmente de un azlcar reductor. Durante una segunda etapa, se
pierde una molécula de agua para generar una “base de Schiff”, que se transforma en la
correspondiente glicosilamina N-sustituida, la cual es muy inestable y experimenta un
reordenamiento irreversible, denominado reordenamiento de Amadori. Las etapas finales de la
reaccién de Maillard, engloban una serie de reacciones de ciclacion, deshidratacion,

retroaldolizacién, reordenamiento, isomerizacion y condensacion de los productos iniciales de
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la reaccion, que dan lugar a oligbmeros y polimeros nitrogenados de alto peso molecular
(Friedman, 1996).

0
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Base de Schiff

Figura 5. Glicacion no enzimatica mediante la reaccion de Maillard.

Lo beneficioso del uso de esta glicacion es su baja o nula toxicidad, bajo costo de produccion
y es amigable con el medio ambiente. Cumple satisfactoriamente con los principios de la
quimica verde.

La nanotecnologia verde comprende no solo el uso de matrices biocompatibles y
biodegradables, también el uso de compuestos con accion farmacoldgica de origen natural, que
posean caracteristicas que permitan su encapsulacion, entre ellos, se encuentra el aceite esencial

de orégano, el cual cuenta con propiedades anti-cancerigenas.

2.8 Aceite Esencial de Orégano (Lippia palmeri S.Wats)

Los componentes naturales encontrados en diversas plantas, han comprobado ser una gran
fuente de compuestos con actividad bioldgica, los cuales son ampliamente utilizados en la
medicina popular y en la industria farmacéutica. Mas de la mitad de medicamentos
antineoplasticos se han desarrollado con dichos componentes, ya que han demostrado tener la
capacidad de modular las vias moleculares involucradas con el desarrollo y progresion tumoral,
ademas de activar el proceso de apoptosis en las células cancerigenas. Ejemplo de ello, se
encuentra, el taxol también conocido como paclitaxel, que proviene de la planta Taxus
brevifolia, el cual se utiliza para el tratamiento contra el cAncer de mama, cérvico-uterino, de

pulmon, entre otros. Otro caso de ello, es la camptotecina, la cual es usada en el tratamiento de
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tumores solidos, proviene de la corteza y hojas del &rbol Camptotheca acuminata, cuya

actividad biologica radica en la inhibicion de la enzima topoisomerasa |, ocasionando la ruptura

de la cadena del ADN e iniciando la muerte celular (Cragg y Newman., 2005).

Recientes investigaciones han reportado que algunos aceites esenciales herbales y sus
componentes mayoritarios poseen actividad citotoxica en células tumorales. Entre ellos se
encuentra el aceite esencial de orégano (Origanum vulgare), conocido por poseer actividad
antibacterial, antifingica, antioxidante y antiinflamatoria, ademas de ser ampliamente utilizado
como condimento para los alimentos (Custodio et al 2011; Teixeira et al 2013).

Lippia palmeri S.Wats (orégano) pertenece a la familia de las verbenéceas, planta de orégano
que se encuentra en el desierto de Sonora, Baja California y Sinaloa, en México (Shreve y
Wiggin, 1964). Comparte diversos compuestos con el orégano europeo llamado Origanum
vulgare. El Aceite Esencial de Orégano (AEOQ) utilizado en esta investigacion, fue previamente
obtenido y caracterizado por Ortega-Nieblas y colaboradores (2011). Mediante cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas, lograron identificar y cuantificar 50 componentes.
De los cuales los siguientes 10 componentes constituian el 90.4%, p-cimeno (22.3%), timol
(21.3%), iso-aromandreno (16.7%), carvacrol (8.8%), y-terpinene (6.7%), p-timol (5.9%),
epoxido de longipino (2.6%), a-eudesmol (2.5%), a-epdxido de bisaboleno (1.3%) y limoneno-
6-ol (1.2%). La mayoria de sus componentes son monoterpenos fendlicos a los que se les
atribuye propiedades benéficas para el organismo humano, como actividad antioxidante,
anticancerigeno, antimicrobiano (Tomas-Barberan, 2003). Los atributos protectores de los
compuestos fenolicos se deben a que activan y modulan distintas vias de sefializacion
involucradas en la oncogénesis como el ciclo celular, apoptosis 0 angiogénesis. Debido a su
efecto antimutagénico y anticancerigeno del AEQ representa una alternativa para la prevencion

y/o tratamiento contra el cancer.

2.8.1 Carvacrol

El carvacrol o 2-metil-5-(1-metiletil) fenol, es un fenol monoterpeno, que cuenta con una
estructura quimica compuesta por un grupo fendlico (figura 6), el cual es altamente hidrofébico.
El carvacrol es conocido como un agente antimicrobiano, con la capacidad de desintegrar la

membrana celular de las bacterias Gram negativas (Garcia-Garcia et al., 2008).
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Figura 6. Estructura quimica del carvacrol (Yin et al., 2012).
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Otra propiedad de interés sobre el carvacrol, es su actividad anticancerigenas, se ha reportado
el efecto citotoxico que posee sobre distintas lineas celulares, como, células de leucemia
mieloide crénica K562, células de melanoma B16 murino, ceélulas Hep-G2 de carcinoma
hepatocelular, entre otras. Sin embargo, aln no se ha descrito especificamente el mecanismo de

accion que posee para llevar a cabo este efecto citotoxico (Yin et al., 2012).

2.9 Carcinoma Hepatocelular: Como Modelo de Estudio

El higado es el 6rgano mas grande del cuerpo. Algunas de sus funciones mas importantes son
la sintesis de proteinas sanguineas, produccion de bilis que interviene en la metabolizacion de
las grasas, en la conversion de glucosa a glucégeno, transformacién de amoniaco a urea para su
excrecion, depuracion de farmacos y otras sustancias tdxicas en la sangre. Es por esto que se le
considera un organo vital (Finn, 2001).

Desafortunadamente este 6rgano también es victima de diversos padecimientos, que van desde
infecciones virales como son la hepatitis A, B y C; cirrosis hepética, higado graso,
padecimientos congénitos como enfermad de Wilson o cancer hepatico, siendo el altimo uno
de los mas agresivos (Segovia, 1968).

El cancer de higado o carcinoma hepatocelular (CHC) es la neoplasia maligna primaria mas
frecuente del higado, y en algunos paises su incidencia ha incrementado rapidamente en las
Gltimas décadas (Bustioset al., 2009). EI CHC cuenta con un prondstico de sobrevivencia muy
bajo, de aproximadamente de 6 a 9 meses en tumores tempranos y en casos avanzados de solo
1 a 2 meses (Jemal et al., 2011).
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2.9.1 Caracteristicas del Carcinoma Hepatocelular

La distribucién mundial de este padecimiento es heterogénea, y se encuentra estrechamente
relacionada con factores de riesgo como infecciones hepéticas, obesidad y alcoholismo. El
desarrollo de este cancer esta asociado con enfermedades cronicas del higado, la mas comun es
la cirrosis hepética, aunque también se relaciona con hepatitis C, higado graso y predisposicién
genética (Fattovich et al., 2004).

Los sintomas que se presentan en CHC suelen ser inflamacion constante del higado, pérdida de
peso, dolor abdominal, ademas de manifestaciones extra-hepaticas como hipoglucemia,
hipercalcemia, hipercolesterinemia e hipertension arterial (Trevisani et al., 1996).

Los tratamientos que se utilizan comunmente se caracterizan por causar una disminucion en la
proliferacion del tumor y en algunos casos atacan los sintomas. Por ejemplo, la terapia ablativa,
radioterapia y la quimioterapia (Mokdad et al., 2016). Desafortunadamente suelen ser agresivos
para el paciente, ocasionando efectos secundarios severos, como es el caso de la quimioterapia,

que frecuentemente dafia el tejido sano y puede llegar afectar gravemente al tejido cardiaco.

2.9.2 Receptor de Ashwell-Morell

El receptor de Ashwell-Morell (AMR) se encuentra en las células hepaticas, y fue uno de los
primeros en ser aislado e identificado, ademas de ser la primera lectina detectada en mamiferos.
Pertenece a la familia de lectinas tipo C y reconoce especificamente a la galactosa. Es también
conocido como receptor de asialoglicoproteinas (ASGPR) debido a que ésta implicado en el
reconocimiento y eliminacion de glicoproteinas con residuos de galactosa expuestos (Grewal
2010).

La exposicion de galactosas en glicoproteinas es indicativa del fin de su vida media, por esto el
receptor las retira del torrente sanguineo. Asi, el complejo formado (AMR-glicoproteina) es
endocitado por la célula hepatica para degradar a la proteina por accién de los lisosomas. Se
estima que el AMR se encuentra con una densidad de 500 000 moléculas por hepatocito y
ademas su expresion persiste en el CHC (Han, 1999).

Por lo tanto, este trabajo propone, el estudio de la sintesis verde aplicada al desarrollo de

nanovectores con base proteica, funcionalizados con ligandos dirigidos al receptor de Ashwell-
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Morell, con la finalidad de desarrollar una terapia con direccionamiento especifico para la
entrega selectiva de los compuestos antiproliferativos del AEO hacia las células cancerigenas
del higado, presentando menor dafio colateral al paciente y que su sintesis sea amigable con el

medio ambiente.

27



3. HIPOTESIS

Los compuestos antiproliferativos del aceite esencial de orégano (Lippia palmeri
S.Wats) pueden ser encapsulados y transportados por nanovectores de albumina lactosilada
obtenida por sintesis verde, para una posible aplicacion como nanoterapia contra el carcinoma

hepatocelular.
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4. OBJETIVO

4.1. Objetivo General

Obtener albimina glicada por diversos métodos, incluida la sintesis verde, para usarla
en el desarrollo de nanovehiculos que encapsulen y transporten los compuestos

antiproliferativos presentes en el aceite esencial de Orégano (Lippia palmeri S.Wats).

4.2. Objetivos Especificos

1) Producir albumina glicada (BSA-Lac) por medio de sintesis verde y glicacion quimica y
determinar la via de reaccion con mayor grado de glicacion y bioreconocimiento, mediante
caracterizacion fisicoquimica y por lectino ensayos.

2) Sintetizar y caracterizar nanovectores con ndcleo de BSA para promover la encapsulacion
del AEQ y recubrirlos con una coraza de BSA-Lac para otorgarles un direccionamiento.

3) Determinar citotoxicidad del AEO en la linea celular Hep G2 perteneciente al carcinoma
hepatocelular.

4) Encapsular los compuestos antiproliferativos del AEO, realizar la caracterizacion fisico-
quimica de las nanoparticulas y la cinética de liberacion de los componentes.

5) Determinar la exposicion de las galactosas en las nanoparticulas mediante el uso de la

lectina de Ricinus communis.
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5. MATERIALES Y METODOS

Materiales
Reactivos Peso % Seguridad
molecular Pureza
AlbUumina Sérica Bovina 66 kDa 96 Sigma Sin riesgos
(BSA)
Lactosa 342.30 g/mol 98 Sigma Sin riesgos
Acido Lactobi6nico 358.30 g/mol 97 Sigma Sin riesgo
Cianoborohidruro de sodio  62.84 g/mol 95 Sigma @%
(NaBH3CN)

1-etil-3-(3- 191.70 g/mol 97 Sigma @

dimetilaminopropil)

carbodimina clorhidrato

(EDC)

N- hidroxisuccinimida 115.09 g/mol 97 Sigma Sin riesgos
(NHS)

5.1 Sintesis del Glicoconjugado BSA-Gal.

Se usé albumina sérica bovina (BSA) la cual fue modificada mediante los métodos de glicacion
descritos por (Anguiano-Lizarraga, 2017). En la Cuadro 2 se describen las condiciones de
glicacion, todas las muestras se aislaron de posibles contaminantes mediante una columna PD10
(14.5 x 50 mm) (GE Healthcare, UK). Posteriormente se congelaron y liofilizaron para realizar

su caracterizacion.

30



Cuadro 2. Condiciones de glicacion de BSA.

Identificaci BSA | Lactosa | Ac. EDC*/ |NaBHsC|Temperatu{Incubacion|Buffe
ndela | (mg)| (mg) | Lacto | NHS** N ra (horas) r
Muestra bionico | (mg) (mg) °C

(mg)
Bsa-Lac | 20 400 -- -- 162 40 120 PBS

NaBH3;CN
BSA-Ac. | 20 -- 400 |155/115 -- 40 120 MES
Lacto.

BSA-Lac A| 100 | 100 -- -- -- 100 0.5 |Agua

EDC: 1-etil-3-(3- dimetilaminopropil) carbodimina clorhidrato. NHS: N- hidroxisuccinimida

NaBH3CN: Cianoborohidruro de sodio.

5.2 Caracterizacion de la BSA Glicada.

5.2.1 Electroforesis SDS-PAGE

La masa molecular de la albtmina modificada con lactosa BSA-Lac y BSA- Ac. Lacto, se

analizd mediante electroforesis bajo condiciones desnaturalizantes y reductoras usando geles

de poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE) de acuerdo a (Laemmli, 1970). Los pozos del gel fueron

cargados con 10 ug de proteina y fue tefiido con azul de Coomassie después de la separacion.

La masa molecular relativa de la proteina se calculé por la comparacion con los marcadores de

peso molecular. En este experimento la albimina sin modificar se utiliz6 como control.
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5.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) Acoplada a Espectrometria de
Masas

Otra técnica utilizada para la determinacion de la masa molecular de una proteina es la
espectrometria de masas, la cual es una potente técnica instrumental de analisis, de alta
sensibilidad, que se basa en una ionizacion de las moléculas y la separacién de los iones que se
producen segun su relacion masa/carga (m/z), lo cual, permite determinar la masa molecular de
una proteina y las moléculas afiadidas a ésta, como es el caso de la union entre una proteina y
un carbohidrato. El analisis de la albimina glicada intacta se realiz6 mediante, cromatografia
liquida de ultra alta resolucién utilizando el sistema LC infinity 1290 (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) equipado con una columna analitica ZORBAX. 300SB-C8 (5 um x 2.1
mm x 150 mm, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.), acoplado a un espectro de
masas Agilent 6530 conformado por una fuente de ionizacion Dual AJS ESI (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.), y un analizador de masas en tandem quadrupolo-
tiempo vuelo Q-TOF (por sus siglas en inglés) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.
uu.).

Para el analisis de BSA y BSA glicada intacta, las fases maoviles fueron 0.1% de acido férmico
acuoso (FA) (fase A) y 0.1% de acido formico en acetronitrilo (fase B), La columna fue
equilibrada con la fase inicial del gradiente (20% de la fase B) a un flujo de 400 pl/min. El
gradiente utilizado fue de 0 a 4 min, de 20 a 60%B; de 4 a 7 min, de 60 a 90% de B; de 7a 9
min, 90%B, de 9 a 10 min, de 90 a 20%B. EI tiempo total de corrida fue de 10 min, con tiempos
de equilibrio de columna, post-corrida de 3 min. Se inyectaron 1 pl de las muestras de BSA
control y BSA glicadas con una concentracion 1mg/ml, previamente filtradas y solubilizadas
en acido formico al 0.1%. Los parametros utilizados en el espectrometro de masas fueron los
siguientes: Modo de adquisicion MS en polaridad del i6n positiva en un rango de masa/carga
de 300-3,200 m/z a una velocidad de escaneo de lespectro/segundo y el voltaje del capilar de
4500 V. Los espectros obtenidos de las proteinas intactas fueron analizados por el software
Agilent Mass Hunter BioConfirm B.08.00 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.)

5.2.3 Espectroscopia Infrarroja FT-IR

Los grupos funcionales presentes en la albimina glicada se determinaron mediante el método
de espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) (Guler et al., 2016). Los
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espectros fueron obtenidos con un médulo UATR (Spectrum Two, Perkin Elmer, USA) a una
resolucion de 4 cm-1 en intervalos de 500-4000 cm™.

5.2.4 Ensayos de Biorreconocimiento de la BSA Modificada con RCA

La lectina de Ricinus Communis Agglutinin I (RCA) es una lectina usada para determinar la
presencia de galactosas en diferentes tipos de muestras. En este trabajo, la BSA sometida a
glicacion fue analizada con RCA mediante ensayos tipo ELISA o también conocidos como
ensayos con lectinas ligadas a enzimas (ELLAs, por sus siglas en ingles). Los ELLAS se
efectuaron siguiendo el procedimiento descrito por Sarabia-Sainz et al., (2011), con ligeras
modificaciones. La BSA sometida a glicacion (20 pg/100 pL) fue inmovilizada en placas de
ELISA en una solucién amortiguadora de carbonato (50 mM) con pH 9.5. Se incubd la placa a
4°C durante la noche. Las interacciones inespecificas se bloquearon durante 1 h con PBS
conteniendo BSA al 1.5%. Se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 20 al 0.05% (TPBS).
Posteriormente se incubo durante 2 h con 100 pL de solucion de RCA biotilinada (5 pg/ml).
Nuevamente se realizaron 3 lavados, seguidos de la incubacion con avidina-peroxidasa (1:1000)
(ExtrAvidin®—Peroxidase, Sigma) durante 40 min. Finalmente se evidencid la interaccion
bioldgica usando como sustrato diclorhidrato de o- fenilendiamina (OPD, SigmaFast) leyendo
las placas en un lector de ELISA a 450 nm. Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis
estadistico ANOVA de una via con una P (<0.05) mediante un analisis de comparacion de
medias de Tukey- Kramer, en el paquete estadistico NCSS 2019.

5.3 Determinacion de Citotoxicidad del Aceite Esencial de Orégano (Lippia palmeri S.Wats)

5.3.1 Cultivo de Células y Citotoxicidad.

La linea celular Hep G2 (proveniente de carcinoma hepatocelular) fue cultivada en suero
DMEM suplementado al 10 % con suero fetal bovino a 37° C con una concentracion de 5% de
CO2, posteriormente se colocd una concentracion de 5x10* en placa ELISA (96 pozos). Para
ser expuestas al AEO a diferentes dosis (0.03, 0.06, 0.125, 0.25 y 0.5 mg. Las células fueron
incubadas durante 24 h, pasado el tiempo de exposicidn, /mL) se retird el tratamiento y se
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afiadio 200 pl de bromuro de 3- (4-5-dimetiletiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) a una
concentracion de 5 mg/mL durante 2 h, para finalmente disolver los cristales formados con 200
pL DMSO. La viabilidad celular fue determinada por la intensidad del color purpura de MTT
el cual fue analizado en un lector de ELISA a una longitud de onda de 570nm (Mosmann, 1983).

5.4 Sintesis de Nanoparticulas y Encapsulacion del Aceite Esencial de Orégano/carvacrol.

5.4.1 Sintesis de Nanoparticulas Nucleo/Coraza

Las nanoparticulas de albumina fueron preparadas por el método descrito por Maryam y
colaboradores en 2015, con ligeras modificaciones. Se colocaron 10 mg de BSA proveniente
de los tratamientos de glicacion, la cual fue disuelta en 1 ml de agua desionizada, se afiadio 5%
v/v de tween 80, y se agito durante 30 minutos. La desolvatacion de la BSA y por lo tanto, la
formacion de las nanoparticulas fue promovida por la adicion de etanol gota a gota, afiadiendo
un total de 3 ml, al cual se le agregd previamente 1 puL de AEO/carvacrol, la reaccion se
mantuvo en agitacion constante. Posteriormente se afiadieron 5uL de glutaraldehido
(entrecruzante) al 8% para dar estabilidad a las nanoparticulas formadas. La mezcla se dejo en
agitacion constante durante 5 horas. Posteriormente, para la formacion de la coraza se agrego
1mg de BSA-Lac dejandose en agitacion durante 30 minutos; pasado el tiempo se agregd 1 uL
de glutaraldehido al 25%. Se recuperaron las nanoparticulas mediante centrifugacion y se

lavaron con agua desionizada. Despueés de su recuperacion se realizé la caracterizacion.

5.4.2 Determinacion de Tamafo y Potencial Z de las Nanoparticulas

Después de haber obtenido las nanoparticulas, éstas fueron suspendidas en agua Milli-Q para
su caracterizacion fisica. El tamafio de nanoparticula se determiné mediante dispersion
dindmica de la luz (por sus siglas en inglés: DLS) dicho método, es una técnica fisico-quimica
empleada para determinar la distribucion de tamafios de particulas en suspension (Foord et al.,

1970). Esta técnica se basa en hacer pasar la luz del laser a través de la muestra, la cual sera
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dispersada en todas las direcciones, la intensidad y el angulo de la dispersion de la luz depende
del tamafio de particula. Después de determinar el tamafio de la particula, se realizd la
determinacion del Potencial Z, técnica basada en la medicion del diferencial del potencial
electrostatico que se encuentra entre la capa ionica stern layer y la capa ionica difusa de una
particula. Segun la escala del potencial electroestatico, una particula con potencial Z mayor a
+30 se considera estable en un sistema coloidal. Dichas técnicas fueron analizadas mediante el

equipo Zetasizer nano ZS90 (Marvern, Reino Unido).

5.4.3 Microscopia de Fuerza Atémica

Las distintas nanoparticulas recuperadas fueron fijadas en un portaobjeto a distinta
concentracion para su analisis mediante microscopias de fuerza atdbmica (AFM) técnica
utilizada para conseguir una imagen tridimensional, dicha imagen se obtiene mediante
interacciones de fuerzas de Van de Waals que se dan entre la punta del instrumento y la

superficie de la muestra (Poole y Owens, 2007).

5.4.4 Extraccion de AEO/Carvacrol de las Nanoparticulas

Para la extraccion de los compuestos encapsulados en las nanoparticulas, se les afiadié 1 ml de
etanol en 5 mg de nanoparticulas y se incubaron 24 horas en agitacion constante. Las muestras
fueron centrifugadas y se recuperd el sobrenadante. Dicho sobrenadante se coloco en una placa
de 96 pocillos, por triplicado, se leyd absorbancia a 275 nm. Se realizé una curva estandar de
carvacrol desde 10 a 200 pg/mL (figura 7), y se determind la concentracion de carvacrol

presente en las nanoparticulas (Maryam et al., 2015).
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Figura 7. Curva estandar de carvacrol para la determinacion de la concentracion de
componentes mayoritarios del AEO en las nanoparticulas.

5.4.5 Cinetica de Liberacion de Compuestos Anticancerigenos

Se realizo una cinética de liberacion de los compuestos encapsulados en las nanoparticulas, para
determinar el tiempo en que los compuestos serian liberados. Se prepar6 una concentracion de
5 mg de NPs BSA/BSA-Lac/AEO y NPs BSA/BSA-Lac/carvacrol, a las cuales se les afiadié 2
ml de PBS a pH 7.2, incubaron a temperatura ambiente y se tomaron alicuotas para su medicion

a 275 nm en espectrofotdmetro, las lecturas se realizaron a 1, 3, 6 y 12 horas de incubacion.

Mediante la ecuacion del modelo dependiente o de primer orden se utiliza para describir la
absorcion y la liberacion de algunos farmacos desde matrices porosas. La liberacion de los

farmacos que siguen esta cinética se establece que:

Log C, = Log Cy — %t (Ec. 1)

Donde C:; es la cantidad de farmaco remanente al tiempo t, Co es la cantidad inicial de farmaco
en la solucion y ki es la constante de liberacion de primer orden. A medida que el farmaco es

liberado del material poroso, la concentracion del medio de disolucidn se va enriqueciendo con

36



el soluto, por lo que el proceso de liberacion es condicionado por el punto de saturacion del
soluto (Guzman et al., 2013).

5.4.6 Ensayos de Biorreconocimiento de la NPs BSA/BSA-Lac con Ricinus Communis
Agglutinin | (RCA)

Basandonos en los ensayos de biorreconocimiento realizados a la BSA glicada, para determinar
la presencia de galactosas, se realizd6 una metodologia similar con las nanoparticulas. Se
inmovilizo 5ug/mL de nanoparticulas en placas de ELISA en una solucion amortiguadora de
carbonato (50 mM) con pH 9.5. Se dejé incubando la placa a 4°C durante la noche. Las
interacciones inespecificas se bloquearon durante 1 h con PBS conteniendo BSA al 1.5%. Se
realizaron 3 lavados con PBS-Tween 20 al 0.05% (TPBS). Posteriormente se incubé durante 2
h con 100 pul de solucion de RCA biotilinada (5 pg/ml). Nuevamente se realizaron 3 lavados,
seguidos de la incubacion con avidina-peroxidasa (1:1000) (ExtrAvidin®—Peroxidase, Sigma)
durante 40 min. Finalmente se evidencid la interaccion biolégica usando como sustrato
diclorhidrato de o- fenilendiamina (OPD, SigmaFast), leyendo las placas en un lector de ELISA
a 450 nm. Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis estadistico ANOVA de una via
con una P (<0.05) mediante un andlisis de comparacion de medias de Tukey- Kramer, en el
paquete estadistico NCSS 2019.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Las glicoproteinas obtenidas por los distintos métodos glicacion, fueron purificadas en
columnas de PD10 y posteriormente liofilizadas, descrito previamente en la seccion de
Materiales y Métodos. Dichos procesos se llevaron a cabo para poder realizar una

caracterizacion fisico-quimica de las glicoproteinas.

6.1 Caracterizacion de los Glicoconjugados de BSA-Gal

6.1.1 Electroforesis SDS-PAGE

La conjugacion de la albumina con otras moléculas, como disacaridos o moléculas mas
complejas como el acido lactobionico, tendrd como consecuencia un incremento en la masa
molecular de la proteina. Una de las técnicas mayormente utilizada para estimar este cambio es
la electroforesis en condiciones desnaturalizantes y reductoras SDS-PAGE, asi mismo
determinar de manera indirecta el grado de glicacion de la BSA. En la figura 8 se pueden
observar los productos de las glicaciones de la BSA. Al comparar los patrones de migracion de
las proteinas sometidas a los distintos tratamientos y la BSA sin modificar, se presentd un
incremento de la masa molecular de la BSA, en los tratamientos donde se adiciona lactosa, ya
sea en presencia del Cianoborohidruro de sodio (NaBH3CN) o mediante sintesis verde. Se
estimd un incremento de 13 kDa para glicacion de BSA-Lac con NaBH3CN y de 9 kDa para la
BSA-Lac A. Las cuales se observan en la figura 8 en los carriles D y C respectivamente. Al
contrario, con el método de glicacion con acido lactobionico se observd una banda tenue sin
cambio significativo en la masa molecular de la proteina, esto se puede deber a una baja
conjugacion de moléculas de acido lactobidnico con la BSA, o bien la formacion inespecifica
de aglomerados de la BSA, que se formaron durante la glicacion, debido a que el EDC y la
NHS pueden actuar sobre los grupos carboxilos de la BSA, causando una union con los grupos
aminos de la proteina, impidiendo la entrada al gel de electroforesis y quedando en la parte
superior de este. En trabajos previos se ha reportado que, en condiciones anhidras, la reaccién

con EDC/NHS vy é&cido lactobidnico tienen un mayor rendimiento de conjugacion con la
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proteina (Hermanson, 2013).

200

116
97

66

45

31

22

Figura 8. Electroforesis SDS-PAGE al 10 %, se aplicaron 10 ug de proteina por muestra. Carril
A'y F son estandares de masa molecular; Carril B BSA sin tratar; Carril C, BSA-Lac A; Carril
D, BSA-Lac NaBHsCN; Carril E, BSA-Ac.Lacto.

La migracion electroforética de los productos obtenidos en la modificacion de la BSA, fueron
comparadas con la BSA sin tratar. Los resultados obtenidos de la BSA-Lac A concuerdan con
lo reportado previamente por Sarabia-Sainz en 2011 y con lo obtenido mediante HPLC

acoplada a espectrometria de masas.

6.1.2 Analisis por HPLC Acoplado a Espectrometria de Masas.

Una de las técnicas mayormente utilizada para determinar la masa molecular de las proteinas,
es la espectrometria de masas, por su alta exactitud y sensibilidad, la cual, permite realizar una
ionizacion de las moléculas y separa estos iones mediante su relacion masa-carga (m/z) (Abian
et al., 2008). Se observo un incremento en la masa molecular de la proteina, en todas las
glicaciones respecto a la BSA control. En la Cuadro 3, se muestra que el peso molecular de las
glicoproteinas obtenidas. Los neoglicanos obtenidos por la unién quimica entre BSA y la
lactosa, mediante sintesis verde y en presencia del cianoborohidruro de sodio (BSA-Lac A 'y
BSA-Lac NaBH3CN) presentaron una masa molecular similar, dentro del intervalo de los 67-
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85 kDa. Donde en ambas unidades de lactosas unidas a la BSA se encontraron entre 3-59 y de
2-59. Sin embargo, la poblacion més abundante en cada caso fue de 85 kDa, con solo una
diferencia de rendimiento de dos unidades de lactosa unidas a la BSA. En el caso de la BSA-
Ac. Lacto la masa molecular fue de masa molecular de 67-86 kDa y las unidades de acido
lactobidnico de 2-59, teniendo una poblacion méas abundante con un peso de 80 kDa con un
méaximo de 41 unidades de &cido lactobiénico. Todas las muestras glicadas por las diferentes
vias, mostraron un incremento en el peso molecular con respecto ala BSA sin glicar (66 kDa).
Los datos obtenidos con el tratamiento de BSA-Lac A, indicaron un rendimiento mayor (una
mayor glicacion) al previamente reportado por Sarabia-Sanz en 2012, que mediante el método
MALDI-TOF present6 la adicion de 47 moléculas de lactosa conjugadas a BSA.

Cuadro 3. Determinacion de masa molécular de la BSA control y BSA sometida a
tratamientos de glicacion.

BSA BSA-Lac BSA-Lac BSA- Ac.

Muestra Control A NaBHs;CN Lactohidnico
67,518.30

Masa molecular — 67,082.20 — 67,101.74 —
(intervalo) 66,502.74 85,778.27 85,566.53 86,633.74
Lactosas unidas -- 3-59 2-59 --
Acido lactobiénico -- -- = 2-59
unido
Masa molecular 66,502.74 85572.35 84970.5843 80444.4847
mas abundante 33
Unidades de lactosa -- 59 57 --
Unidades de 4cido - -- -- 41

lactobidnico

6.1.3 Analisis por FT-IR

Otra herramienta Gtil para determinar la presencia de carbohidratos en la molécula de BSA es

la espectroscopia de infrarrojo. El andlisis por FT-IR es ampliamente usado para determinar
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enlaces moleculares representativos de un compuesto. En la figura 10 se muestran los espectros
FT-IR de la BSA control (A) y la BSA sometida a la modificacion con carbohidratos (B, C y
D). Se ha reportado que los carbohidratos presentan una banda caracteristica a 900-1199 cm™ (
Leopold et al., 2011). Como se puede observar en la figura 10, todos los tratamientos
presentaron en su espectro FT-IR, un cambio evidente, respecto a la proteina sin modificar, la
region conocida como huella molecular de los carbohidratos y que es atribuido a los enlaces C-
O (Cortez, 2017).

0.14 - A
0.12 o
csO.‘IO 1
. p—
S
£0.08
IS
Ko
5o0.06
w
e
<0.04 - \/\\
0.02 A
0.00 -
1800 1600 1400 1200 1000 800
£ longitud de onda cm!
o.14
o.1=2 B
O0.10 -
=
2 o.os -
=
=
o
[ =] o.06 -
=
=t oO.04
o.02 -
O.00
1800 1600 1400 1200 1000 800

A longitud de onda cm-™!

o.3o
C
o.25

Absorbancia
0 0
- N
4] 0
1 1

1800 1600 1400 1200 1000 800
K longitud de onda cm™!

41



0.25

Absorbancia
0
5
|

0.05 - M

T T T T T
1800 1600 1400 1200 1000 800

A longitud de onda cm!

Figura 9. FT-IR. Comparacion del espectro FT-IR de los diferentes productos obtenidos en las
reacciones de adicion de carbohidratos. BSA-Lac A (B), BSA-Lac NaBH3CN (C) y BSA-Ac.
Lacto. (D) se observo la huella dactilar para los carbohidratos la cual se encuentra en la region
de 900-1199cm-1 indica la huella dactilar para los carbohidratos. La BSA (A) se usé como
control negativo.

En el caso de la BSA-Ac.Lacto (D) se observa un nimero mayor de bandas que van desde la
region de los 600 - 1300 cm™ , en esta region se encuentran los enlaces C-C, C-O, C=C, C=0
(Cortez, 2017). Estos tipos de grupos funcionales pertenecen a la parte del acido glucénico

(figura 11), que debido a su estructura no rigida cuentan con mayor vibracion.
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Figura 10. Estructura del &cido lactobidnico

6.1.4 Lectino-Ensayos (ELLA’S)

Los bioensayos con lectinas son utilizados para evaluar la biodisponibilidad de carbohidratos

simples o complejos (Kalograiaki, 2017). Las lectinas, como la RCA, obtenidas de plantas son
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una herramienta Gtil para determinar la presencia de carbohidratos en la superficie de células o
glicoconjugados en general. En este trabajo se usé la lectina RCA debido a que presenta
especificidad por galactosa. En la figura 12, se muestra la interaccion de la lectina de RCA con
los diferentes tratamientos de glicacion. De los cuales, solo dos de ellos (BSA-Lac A y BSA-
Lac NaBHsCN) mostraron ser reconocidos por la lectina RCA, con valores por encima de la
BSA (control negativo), lo cual confirma la modificacion de la proteina con lactosa y que el
carbohidrato se encuentra con la estructura correcta para el biorreconocimiento. El tratamiento
BSA-Ac.Lacto no fue reconocido por la lectina, lo que indica que los carbohidratos no se

encuentran disponibles para su biorreconocimiento.

LECTINO ENSAYO
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0.6
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BSA
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0.
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Figura 11. Ensayos con lectinas ligadas a enzimas (ELLAS). Las BSA sometidas a
modificacion con carbohidratos, fueron inmovilizadas en placas de ELISA (20 pg) y expuesta
a la lectina RCA.

De los tratamientos de modificacion de BSA que demostraron biorreconocimiento por la RCA,
se selecciond la BSA-Lac A para desarrollar las nanoparticulas, ya que fue el unico método
donde no se utilizaron reactivos toxicos para el medio ambiente coincidiendo con los principios

de la quimica verde.
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6.2 Determinacion de Citotoxicidad del AEO

Dentro de los componentes que constituyen al AEO, al p-cimeno, timol y carvacrol
monoterpenos a los cuales se les atribuyen propiedades antimicrobianas, antifungicas,
antioxidantes y anticancerigena. Esta Gltima propiedad ha despertado el interés de varios
autores, donde se han descrito los distintos mecanismos por los cuales los fenoles monoterpenos
como el timol y carvacrol pueden atacar a las células cancerigenas (Yin et al 2012) (Kubatka,
etal 2017). Se ha descrito que el carvacrol activa la via de la caspasa-3 y disminuye la expresion
del gen Bcl-2, induciendo la apoptosis en la linea celular Hep G2 (Gunes-Bayir, et al. 2017).
En el caso del p-cimeno, se ha descrito un efecto adverso en el proceso de generacion de ATP,
ya que afecta los estadios respiratorios 2 y 4 de la mitocondria, teniendo como consecuencia la
muerte celular (Custodio et al., 2011)

En la figura 13, se muestra que el AEO proveniente de planta Lippia palmeri, endémica de
Alamos, Sonora, cuenta con actividad citotoxica sobre la linea celular Hep G2, perteneciente al
carcinoma hepatocelular. EI ICso que presentd el AEO fue de 0.070 mg/ml obtenido mediante
el ensayo de citotoxicidad con las celulas Hep G2, el cual fue 2.8 veces més bajo de lo reportado
por Zapata y colaboradores (2009), donde evaluaron aceites esenciales extraidos de Lippia
Origanoides con un 1Cs00.200 mg/ml. La diferencia entre los valores del I1Cso entre el AEO y
el aceite de Lippia origanoides, se debe a que el primero cuenta con dos compuestos
mayoritarios altamente anticancerigenos, como el carvacrol y el p-cimeno. Mientras el segundo

cuenta con 1,8-cineolo, a-terpineno, y-terpineno, p-cimeno como componentes mayoritarios
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Ensayo de citotoxicidad de AEO
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Figura 12. Ensayo de citotoxicidad del AEO sobre la linea cancerigena Hep G2, a distintas
concentraciones.

6.3 Caracterizacion de las Nanoparticulas

Después de realizar la caracterizacion de las glicoproteinas, se selecciond la BSA que contara
con los requerimientos necesarios para la elaboracion de los nanovectores. El primero de ellos,
fue contar con residuos de galactosa disponibles para su biorreconocimiento, y el segundo fue
cumplir con los principios de la quimica verde. Basandonos en eso, la BSA-Lac A obtenida

mediante la reaccion de Maillard (sintesis verde) resulto ser la mejor candidata.
6.3.1 DLS y Potencial Z

Utilizando la BSA modificada por el método de sintesis verde se elaboraron nanoparticulas
nucleo-coraza. En el cual el ndcleo fue de BSA (sin tratamiento) y posteriormente fue recubierto
por una coraza de BSA-Lac A. Se realiz6 el analisis del tamafio de las particulas mediante
dispersién dindmica de luz (DLS). Asimismo, se obtuvo la carga superficial de las particulas
obtenidas. En la Cuadro 4 se muestran los tamafios de las nanoparticulas sintetizadas. En la

cual se puede observar la distribucion de tamafio que poseen las nanoparticulas de BSA/BSA-
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Lac A, BSA/BSA-Lac A /AEO y BSA/BSA-Lac A /carvacrol, la distribucion de tamafios fue
de 200-250 nm. Adicionalmente, se reportan las cargas superficiales de las nanoparticulas, para
las NPs BSA, NPs BSA-Lac A, NPs BSA-LacA/AEO y NPs BSA-Lac A/carvacrol, el potencial
Z se encuentra por encima de los -30 mV. Estos resultados son favorables debido a que indica
que las particulas se pueden mantener en suspension acuosa (Schaffazick et al., 2003). Mantener
particulas estables en un sistema coloidal, con tamafios uniformes, es de gran importancia

pensando en futuras aplicaciones terapéuticas.

Cuadro 4. Tamafio y potencial Z de las nanoparticulas sintetizadas con BSA y BSA
Lactosilada, y las nanoparticulas en las que se encapsularon AEO vy carvacrol.

Muestra Tamano (DLS) nm Potencial Electrostatico
(potencial Z) mV

NP’s BSA control ‘ 133.8 £ 0.76 -42 + 0.89

NPs BSA/BSA-Lac A 214 £ 351 -34.1 £ 0.361
control

NPs BSA/ BSA-Lac/AEO ‘ 206.9 + 2.58 -31.5 + 0.656
NPs BSA BSA- 244.4 +5.15 -31.3+0.0.874
Lac/carvacrol

6.3.2 Encapsulacion y Cinética de Liberacion de AEO.

Se determind la concentracion de carvacrol del AEO encapsulado en las NPs BSA/BSA-Lac,
mediante el uso de una curva estandar, la cual fue de 37.91 pg/ml de carvacrol en 5 mg de NPs
BSA/BSA-Lac/AEQ y 55.13 pg/ml de carvacrol en 5 mg de NPs BSA/BSA-Lac/carvacrol.

Mediante la informacién obtenida de la extraccion de carvacrol se estimé el porcentaje de
eficiencia de encapsulacion (%EE) de las nanoparticulas, demostrando una ineficiencia en la
encapsulacion por parte de las NPs de BSA/BSA-Lac A/AEO y BSA/BSA-Lac A/carvacrol
donde se obtuvo el 3.67 %EE y 5.62 %EE, respectivamente. Ademas, se determind el
porcentaje de rendimiento de recuperacién (%RR) de las nanoparticulas, donde se obtuvo

alrededor del 50% RR para ambas NPs, los resultados se muestran en la Cuadro 5.
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Cuadro 5. Porcentajes de EE y RR de las nanoparticulas BSA/BSA-Lac.

Muestra %RR %EE
NPs BSA/BSA-Lac/ AEO 42.5 3.67
NPs BSA/BSA-LAC / 53.5 5.62
carvacrol

La cinética de liberacién de compuestos (figura 13) encapsulados mediante la aplicacion de la
ecuacion del modelo dependiente, demostrd ser de primer orden (Cuadro 6.) (Con un K1 cercano
a 0), en la cual la relacion de remocién del compuesto depende de la concentracion y de un
tiempo determinado para su completa liberacion (Palma-Aguirre 1991). Se liberé 42.5% del
AEO de las NPs BSA/BSA-Lac A /AEO y 53.5% y de carvacrol de las NPs BSA/BSA-
Lac/carvacrol. El tiempo de liberacion fue de 6 horas, en ambas nanoparticulas, el cual se
encuentra dentro del intervalo que se reporta para la mayoria de los farmacos, que van de

intervalo de 4 a 12 horas para su liberacion (Séez et al.,2002).

Cinética de liberacion de carvacrol

60

°
< 50 o
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'S 40 L4 —0
o
g 30
o °
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= 10
0 ® ® ® ®
1 3 6 12
Tiempo de liberacién (h)
=@=BSA/BSA-LAC  ==@==NPs BSA/BSA-Lac AEO @~ NPs BSA/BSA-Lac Carvacrol

Figura 13. Cinética de liberacion de carvacrol con tiempos de medicion a las horas 1, 3, 6 y
12. Donde se observa un comportamiento de liberacion similar en ambas nanoparticulas donde
se encontraban encapsulados los compuestos antiproliferativos. Las muestras se compararon
contra la nanoparticula control NPs BSA/ BSA-Lac A.
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Cuadro 6 Valores de R? y K; obtenidos mediante la aplicacion del modelo dependiente
(primer orden).

Muestra R? K1
NPs BSA - -
NPs BSA/BSA-Lac A/AEO 0.9577 | -0.046

NPs BSA/BSA-Lac A/carvacrol 0.8519 -0.063

6.3.3 Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

La morfologia de las nanoparticulas se analiz6 por AFM. La figura 15 (A, B, C y D), muestra
la morfologia aparentemente esférica para todos los tipos de particulas, al igual se observan con
una superficie aparentemente lisa. Ademas, la imagen AFM permitio estimar un tamafio de
particula alrededor de los 200 nm, lo cual coincide con el estudio realizado mediante DLS. Esto
concuerda con lo reportado por Maryam Yy colaboradores 2015, donde obtuvieron
nanoparticulas de albumina con carvacrol con tamafio de 223 nm y de apariencia similar. Sin
embargo, en todas las NPs se observan la presencia de agregados, posiblemente ocasionada por

el proceso de preparacion y secado de las muestras.
é‘ B Q
C D '
| ’

Figura 14. Imagen de nanoparticulas observadas con AFM. A) Nucleo de BSA de las NPs, B)
NPs de BSA con coraza de BSA-Lac, C) NPs BSA/BSA-Lac A con AEO y D) NPs BSA/BSA-
Lac con carvacrol. Todas se observan con el mismo tipo de morfologia y tamafio excepto la
imagen A) que corresponde al ndcleo de las nanoparticulas.
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6.3.4 ELLAs con Nanoparticulas

Para la evaluar de la exposicion de los residuos de galactosa en la superficie de las
nanoparticulas se realizaron lectino ensayos, en los cuales se utilizé la lectina RCA. En la figura
16 se puede observar que hay diferencia significativa entre el biorreconocimiento que mostrd
la lectina RCA hacia la NPs BSA/BSA-Lac A, con respecto al nicleo de BSA de las
nanoparticulas. Estas tltimas no presentaron diferencia con respecto al OPD el cual se utiliz6

como blanco reactivo.

Lectino Ensayo con NPs

=
N

-

o
o

b b
0.2 )
: __ i
NPs BSA/BSA-LacA NPs BSA OPD

Figura 15. Ensayo ELLAs con NPs BSA/BSA-Lac A, donde se comprobé la presencia de los
residuos de galactosa en la superficie de las NPs de albimina lactosilada por sintesis verde.

Con base a los resultados de la grafica se pudo determinar que las NPs BSA/BSA-Lac presentan
en la superficie residuos de galactosa y estos se encuentran disponibles para su
biorreconocimiento por parte de la RCA, lo cual abre la posibilidad de ser reconocidas por el

receptor Ashwell-Morell.
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7. CONCLUSION

La glicacion de la albumina basada en un tratamiento térmico cumple con los principios
de la quimica verde y demostré ser un excelente candidato para la elaboracion de
nanovehiculos. Las glicaciones por métodos quimicos convencionales generan una mayor
cantidad de residuos perjudiciales al medio ambiente e incrementan los costos en su proceso.
El uso de sustancias bio-activas, con la capacidad de producir un efecto citotdxico en la linea
celular Hep G2 y derivadas de plantas comestibles endémicas de la region de Sonora, como el
Aceite Esencial de Orégano (Lippia palmeri), representarian una gran ventaja, ya que se
disminuirian los efectos adversos en el paciente y al medio ambiente.

Con base en lo anterior, el uso de nanoterapias utilizando nanovehiculos de albumina lactosilada
transportadoras de compuestos antiproliferativos del Aceite Esencial de Orégano (Lippia
palmeri), que poseen en su superficie residuos de galactosa pudieran representar una terapia
alternativa para padecimientos con una alta tasa de mortalidad, como lo es el carcinoma
hepatocelular, ademas de constituir un menor riesgo de efectos adversos en los pacientes y

menor contaminacion.
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8. RECOMENDACIONES

Para la continuacion de este trabajo se recomienda, mejorar la encapsulacion de los
compuestos antiproliferativos del AEO en las NPs, mediante distintos métodos de sintesis de
nanoparticulas. Ademas de realizar la evaluacion de biorreconocimiento y la citotoxicidad de
las NPs por parte de la linea celular Hep G2.
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