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Desarrollo y caracterizacion de nanoparticulas de quitosano por diferentes
meétodos para la encapsulacion del 6-gingerol como posible inhibidor de la 5-ALOX
por
Jaqueline Stephanie Ley Martinez

RESUMEN

Uno de los nanomateriales mas utilizados en el area de la salud para la distribucion
de farmacos son las nanoparticulas de quitosano debido a que son biocompatibles
y no se les atribuye toxicidad, estas pueden ser funcionalizadas con diversos
metabolitos como los son aquellos de origen natural como el 6-gingerol proveniente
del Jengibre. El 6-gingerol es un compuesto con actividad antiinflamatoria por lo que
puede ser considerado para la inhibicion de enzimas que participan dentro del
proceso de inflamacion como la araquidonato 5-Lipooxigenasa (5-ALOX),
involucrada en enfermedades como asma, artritis y algunos tipos de cancer. Una
alternativa para determinar la capacidad inhibitoria es mediante analisis in silico
como lo es el docking molecular, el cual brinda un analisis de las interacciones
especificas con la enzima 5-ALOX, y asi determinar si es viable su encapsulacion y
distribucion mediante nanoparticulas. Las nanoparticulas de quitosano
funcionalizadas con 6-gingerol y sin funcionalizar fueron realizadas mediante
gelificacion iontropica, variando los parametros de método de homogeneizacion
(agitador magnético, agitador magnético, espumador y ultrasonido), pH (4.0, 4.5,
4.75 y 5.0) y proporcion tripolifosfato/quitosano (3:1, 4:1, 5:1 y 6:1; TPP/CS),
buscando un tamafio de particula menor a 100 nm, un potencial zeta mayor a £10
mV y una polidispersion menor a 0.5; con el objetivo de tener particulas mas
estables. Se determino la eficiencia de encapsulacion y liberacién de proteina (%)
mediante un ensayo de Bradford encapsulando Albumina de suero bovino (BSA).
El andlisis in silico fue realizado a través de diversos softwares, obteniendo estudios
farmacocinéticos, toxicologicos, docking molecular y de metabolismo;
permitiéndonos conocer la actividad farmacoldgica y la capacidad inhibitoria del 6-
gingerol para la enzima 5-ALOX. Se adquirié jengibre de Tlacuilotepec, Puebla,
obteniendo un rendimiento de 13.21% de 6-gingerol. Los menores tamafios de
particula en nanoparticulas de quitosano sin funcionalizar se obtuvieron en las
proporciones de TPP/CS 5:1 a un pH de 4.75 por los métodos de homogeneizador,
espumador y agitador magnético, siendo las obtenidas por homogeneizador las que
obtuvieron el mayor valor de potencial zeta y una menor polidispersion. En
nanoparticulas funcionalizadas ambos métodos empleados (homogeneizador y
agitador magnético) presentaron un potencial zeta mayor a -20mV, una
polidispersion menor a .5, obteniendo las particulas de menor tamafio a una
proporcion 5:1 Y un pH de 4.75 por el método de agitador magnético. La mayor
eficiencia de encapsulacion (82.72%) se observo a un pH de 5.0 a una proporcion
5:1; mientras que el mayor porcentaje de liberacién de proteina se obtuvo a un pH
de 4.75 en una proporcion 4:1 de TPP/CS. EL 6-gingerol mostro propiedades
farmacoldgicas y toxicolégicas similares a los inhibidores comerciales Zileuton y
atreleuton. Ademas, exhibio interacciones especificas con el sitio catalitico de la
enzima araquidonato 5-lipooxigenasa; mostrando interacciones con las tres
histidinas involucradas en la inhibicion de la 5-ALOX, y por lo tanto un posible
candidato inhibidor de la enzima 5-ALOX.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La nanotecnologia es el estudio que combina la ciencia, medicina, ingenieria y
tecnologia a nivel nanométrico, generando el desarrollo de nanomateriales,
nanocomponentes y nanosistemas [1]. La nanotecnologia es la ciencia que tiene la
capacidad de sintetizar, caracterizar y transformar la materia en una escala de
longitud inferior a 100 nm [2] Dentro de su enfoque en nanomateriales, la
nanotecnologia comprende principalmente el uso de nanoparticulas vy
nanoestructuras que van desde 1 nm hasta 100 nm de tamafio [3]. La aplicacién de
la nanotecnologia se presenta en cinco areas principales[1, 4, 5]:

e minerales y agroindustria,

e dispositivos médicos y salud,
e energia y medioambiente,

e materiales y fabricacion,

e electronica,

e informacion y comunicaciones.

Los nanomateriales se desarrollan en diversas formas, como nanovarillas,
nanoparticulas, nanolaminas y peliculas nanoestructuradas que se pueden
caracterizar en funcion de su dimensionalidad [6], los nanomateriales presentan
caracteristicas y propiedades especiales y Unicas debido a su mayor relaciéon
superficie-volumen [5]. Las nanoparticulas son particulas diminutas (menores de
100 nandmetros), estas particulas se pueden sintetizar quimica o biol6égicamente.
[3, 7, 8]. En la actualidad, existen nanoparticulas de diversos materiales con
propiedades fisicoquimicas Unicas, un tamafio reducido, superficie especifica y
propiedades Opticas; utilizadas ampliamente en diversas areas como medicina,
electronica, electricidad, informacion, ciencia e ingenieria, con la finalidad de
mejorar la eficiencia de un sistema o proceso [9]. Las nanoparticulas, también son
denominadas como “nanomateriales de ingenieria” [2].

En las aplicaciones de la medicina se destacan los sistemas de administracion de
farmacos basados en nanoparticulas (NP). Este tipo de sistemas han sido utilizados
ampliamente para el tratamiento de enfermedades como diabetes, trombosis,
enfermedades cardiacas, trastornos neurodegenerativos y cancer. Como respuesta
a las limitaciones de las alternativas terapéuticas, cuyos sistemas de dosificacion
de farmacos son invasivos [9-11]. La prioridad ha recaido en la busqueda y
desarrollo de nanoparticulas que puedan dirigirse a sitios de accion especificos y
gue presenten un uso menos invasivo, esto al tener un tamafo reducido y cargas
superficiales especificas. Permitiendo su penetracion a través de la mucosa y
modular la liberacién del farmaco; mejorando asi la eficiencia y reduciendo la
toxicidad del farmaco [12].

Una gran variedad de materiales como polimeros, lipidos y tensioactivos naturales
y sintéticos (modificadores de la tension superficial dos fases) han sido empleados
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como nano portadores de farmacos; para mejorar su distribucién y eficacia al reducir
su tamafio y aumentar su especificidad [12]. Los polisacaridos o carbohidratos
complejos formados por multiples azlicares simples, son de los materiales mas
utilizados. Este tipo de materiales presentan excelentes propiedades fisicas y
biolégicas, mayor biodegradabilidad y biocompatibilidad; un ejemplo es el
quitosano. El quitosano es un biopolimero natural aislado del exoesqueleto de
crustaceos, como cangrejos y camarones [13]. El uso de polisacéaridos ofrece varias
ventajas para el suministro de farmacos a las mucosas, como baja toxicidad y buena
biodegradabilidad, asi como propiedades inmunoestimulantes y altas propiedades
autoadhesivas. [12]

Las nanoparticulas de quitosano representan una alternativa viable para la
aplicacion de farmacos, ademas de ser ampliamente estudiadas en la industria
farmacéutica como vectores de proteinas, agentes anticancerigenos, genes o
antigenos [14, 15]. Las nanoparticulas de quitosano presentan un tamafio reducido
lo que facilita su penetracion a través de diferentes tejidos, posible proteccion contra
la degradacién enzimatica y modulacién de la farmacocinética del farmaco,
mejorando asi la eficacia y reduciendo la toxicidad del farmaco [12, 16, 17].

Existen diversos métodos de sintesis de nanoparticulas de quitosano, siendo las
mas utilizadas la gelificacién idnica, reticulacion por emulsién, secado por aspersion
y coalescencia de gotas de emulsién. La técnica mas simple y sostenible es la
gelificacion ionica, ya que no requiere uso de solventes o aplicacion de temperatura
[10, 18-20]. Este método ha sido examinado minuciosamente para obtener
nanoparticulas reproducibles con una distribucién pequefia del tamafio [12]. En
consecuencia, la influencia de parametros como las variaciones en el peso
molecular del quitosano, la concentracion de quitosano, la relacion en peso de
quitosano a tripolifosfato (TPP) y el pH de la solucion, se han analizado para
determinar su efecto sobre caracteristicas como el tamafio de las nanoparticulas, la
intensidad de la carga superficial y la tendencia a la formacién de particulas [14, 21].
La interaccion entre las cargas de tripolifosfato y quitosano, a determinados valores
de pH, se comporta como un sistema termodinamico metaestable que es sensible
a variaciones en la fuerza ionica, lo que indica que la velocidad de agitacion es
determinante para obtener nanoparticulas con un tamafio especifico menor a los
100 nm [22].

La administracion de farmacos basada en nanoparticulas (NP) permite la obtencién
de beneficios como la baja toxicidad, biocompatibilidad cuando se combina con
productos naturales. Los extractos de plantas son una fuente natural de farmacos
que poseen un bajo costo de produccion y alta biocompatibilidad [7, 23]. La
funcionalizacion de particulas con derivados de compuestos naturales como los
derivados del jengibre, que han mostrado potencial para curar infecciones y
enfermedades, lo hacen al mejorar la inmunidad de los pacientes [24]. Estos
compuestos naturales se componen de bioproteinas, carbohidratos y también en
componentes quimicos biolégicamente activos que actian como farmacos contra
las células infectadas [25]. Una especie altamente usada desde la antigliedad, como
condimento y medicina es el jengibre (Zingiber officinale), cuya importancia a
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aumentado debido a su baja toxicidad y su amplio espectro de aplicaciones
bioldgicas y farmacoldgicas, que incluyen resfriado comun, fiebre, dolor, antipirético,
trastornos gastrointestinales, nauseas y vomitos asociados con el mareo por
movimiento y el embarazo [26—28]

El jengibre (Zingiber officinale) es un nutracéutico que ha atraido mucha atencion
en investigaciones recientes para la resolucién de procesos inflamatorios debido a
los diversos fitoquimicos potencialmente bioactivos, como el 6-gingerol [24]. Este
compuesto presenta propiedades farmacoldgicas para su uso como medicamento,
tales como propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, quimiopreventivas y
antipiréticas [29, 30]. Se ha demostrado que el 6-gingerol inhibe la produccién de
citocinas proinflamatorias en macrofagos peritoneales murinos [24, 27, 31]. La
presente investigacion se centra en la obtencion de 6-gingerol por extraccion
quimica de la especie Zingiber officinale para evaluar las propiedades toxicolégicas
y farmacolégicas como posibles inhibidores de la araquidonato 5-lipoxigenasa (5-
ALOX) [32].

La araquidonato 5-lipoxigenasa o 5-lipoxigenasa (5-ALOX o 5-LOX), es la enzima
clave para la biosintesis de los leucotrienos a partir del acido araquidénico, los
cuales son mediadores inflamatorios y alérgicos, ademas de provocar molestias
fisicas como inflamacion, estrechez y secrecion de mucosidad en las vias
respiratorias [32—34]. La inflamacion es la causa de una serie de implicaciones
fisiopatologicas como alergia, asma, trastornos cardiovasculares y autoinmunes
[35]. Al inhibir a la enzima 5-ALOX, se elimina o reduce su accién, eliminando asi
las molestias fisicas [33].

Con la finalidad de encapsular en nanoparticulas un producto natural para la
solucion o disminucion de la inflamacion causado por enfermedades que involucran
la enzima 5-ALOX, se seleccioné el método de gelificacion ionotrépica para la
encapsulacién en nanoparticulas de quitosano al 6-gingerol compuesto presente en
el jengibre. La hipdtesis central es que el compuesto 6-gingerol, puede ser
encapsulado en nanoparticulas de quitosano mediante gelificacion iontrépica
considerando parametros como la concentracion, pH y método de agitacion, con la
finalidad de inhibir a la enzima 5-ALOX.

A pesar de las contribuciones realizadas por los diversos autores citados en la
presente investigacion, aun quedan aspectos como el andlisis de pH del medio y
potencial de carga superficial de las nanoparticulas de quitosano y la encapsulacién
de extractos naturales, que podrian ser investigados y empleados para el
tratamiento o resolucion de enfermedades. La presente investigacion tiene como
objetivo el desarrollar un candidato inhibidor de la enzima 5-ALOX mediante
evaluacion in silico, para ser utilizado como posible antiinflamatorio en
enfermedades como asma, artritis y alergias; utilizando compuestos biocompatibles
y no toxicos como el 6-gingerol y el quitosano, mediante el desarrollo y
estandarizacion de nanoparticulas de tamafo reducido, potencial de carga alto y
poca variacion de tamafio.
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1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El proceso inflamatorio en el cuerpo cumple una funcién importante en el control y
reparacion de lesiones, sin embargo, este proceso puede ser doloroso, debilitante,
afectar la calidad de vida de las personas e incrementar cargas economicas
considerables al tratarse de una inflamacion cronica [36]. El proceso inflamatorio
habitual inicia con la proteccion contra la propagacion de la infeccion, seguida de la
restauracion de los tejidos afectados a su estado estructural y funcional normal; una
inflamacion que no desaparece puede afectar a todas y cada una de las partes del
cuerpo requiriendo asi un tratamiento especifico para reducir su sintomatologia [37—
39].

La araquidonato 5-lipooxigenasa (5-ALOX) es una enzima producida por el cuerpo
humano encontrada en pacientes con enfermedades cronicas como asma,
arteriosclerosis y algunos tipos de cancer [33]. Esta enzima forma parte de las
sefales relacionadas con la inflamacién y produce sintomatologia no deseada como
vasopermeabilidad, secrecion de moco y contraccion del musculo liso [32, 33]. El
anico inhibidor de la 5-ALOX producido comercialmente para el tratamiento del
asma es un farmaco llamado Zileuton, de la marca Zyflo CR® que inhibe la accién
de la enzima 5-ALOX; sin embargo, presenta efectos secundarios como dafio
hepatico y alta toxicidad [33, 40]. Por estas razones, existe la necesidad de obtener
y desarrollar nuevas moléculas organicas que tengan un efecto inhibidor sobre los
efectos secundarios de 5-ALOX para prevenir, mejorar y solucionar enfermedades
inflamatorias crénicas [33, 34, 40]

La sintesis de farmacos que sean eficaces requiere en promedio 8.3 afios y costos
entre US$ 314 millones y US$ 2.8 mil millones; esto debido a la gran cantidad de
reactivos y operaciones que deben de realizarse para obtener un compuesto
adecuado [41]. Por esta razén, estudios como los realizados por los equipos de
autores como Da Silva, Markam y Shing [25, 42, 43], se han centrado en el uso de
compuestos naturales como 6-gingerol extraido del jengibre; y el quitosano para el
desarrollo de nuevos sistemas de administracion de farmacos. El uso de estos
sistemas derivados de compuestos naturales ha demostrado su funcionamiento
similar al de los farmacos [25].

Considerando que el compuesto 6-gingerol posee potencial antiinflamatorio y el
guitosano es altamente biocompatible y no posee toxicidad atribuida, una alternativa
es la encapsulacion del 6-gingerol dentro de una nanoparticula compuesta por
guitosano y una sal idnica como el tripolifosfato, a través de la técnica de gelificacion
ionotropica [12, 29, 30, 44]. Las nanoparticulas de quitosano deben ser de tamafio
menor a 100 nm, un potencial zeta alejado de 0 y una polidispersion cercana a 0O; al
cumplir estos parametros las nanoparticulas presentaran una baja agregacion y
seran nanoparticulas poco reactivas, caracteristicas ideales para la distribucién de
farmacos [45]. Para ello se propone variar los parametros de pH, concentracion de
quitosano/tripolifosfato y métodos de agitacion, los valores seran evaluados por
medio de un equipo de luz dindmica. Se evaluara la capacidad de liberacion del
compuesto 6-gingerol, mediante la técnica Biuret, la cual mide la liberacion de

17



proteina. Finalmente, se propone realizar un docking molecular entre el 6-gingerol
y la 5-ALOX para determinar las interacciones y los sitios de inhibicién de la 5-ALOX,
y con ello una solucion alterna a la inhibicion de la enzima 5-ALOX presente en
procesos inflamatorios crénicos como el asma y cancer. Esta solucion tiene el
potencial de tener una mayor afinidad bioldgica, esto debido al uso de compuestos
naturales como el 6-gingerol que posee caracteristicas antiinflamatorias, y el
quitosano que ha sido ampliamente estudiado por su baja toxicidad y alta
biocompatibilidad.

1.3 OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y producir nanoparticulas de quitosano mediante la técnica de
gelificacion ionotrépica par la encapsulacion del compuesto 6-gingerol extraido del
jengibre (zingiber officinale) como alternativa para inhibir la enzima 5-ALOX.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer y evaluar la eficiencia del sistema de elucion para la extraccion y
posterior elucidaciéon del 6-gingerol de jengibre de la especie Zingiber
officinale mediante resonancia magnética nuclear.

e Producir nanoparticulas mediante la técnica de gelificacion iontropica por
agitacion magnética, espumador, homogeneizador y ultrasonido, evaluando
pardmetros de tamafo de particula, potencial zeta y polidispersion.

e Desarrollar el estudio de liberacion de proteina de las nanoparticulas de
quitosano a través de la técnica de Bradford con albumina de suero bovino
(BSA) y reactivo de Bradford.

e Producir nanoparticulas con 6-gingerol encapsulado mediante la técnica de
gelificacion iontropica por agitacidon magnética, espumador, homogeneizador
y ultrasonido, evaluando parametros de tamafo de particula, potencial zeta
y polidispersion.

e Evaluar las propiedades farmacolégicas y toxicolégicas del 6-gingerol para
su posible uso como inhibidor de la 5-ALOX mediante Avogadro, Mol
inspiration, DataWarrior, Isis DataWarrior, Xenosite, UCFS-Chimera,
Mestrenova, ChemDraw y BIOVIA Discovery

e Determinar las interacciones del 6-gingerol con 5-ALOX mediante modelado
molecular (Docking) para evaluar los sitios cataliticos para su inhibicion.

e Evaluar las propiedades metabolicas del 6-gingerol para su posible uso como
inhibidor de la 5-ALOX mediante Xenosite
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1.4 METODOLOGIA

La metodologia para el desarrollo de la investigacion presentada se divide en 11
fases que engloban la extraccion, elucidacion, identificacion de compuesto 6-
gingerol; la elaboracion de nanoparticulas de quitosano-tripolifosfato con y sin el
compuesto 6-gingerol encapsulado; y la evaluacion de objetivos, determinacion de
propiedades de 6-gingerol, docking y evaluaciones in silico del metabolismo de 6-
gingerol. El diagrama de proceso se presenta en la Figura 1.

Extractaccion de Nanoparticulas de
compuesto 6-gingerol quitosano-tripolifosfato
L Determinacién de
Disefio de proceso de parametros para la
extraccion elaboracion de
v nanoparticulas
FASE 3
FASE 1 Extraccion de
~»| compuestos del Elaboracionde | . wodificacion
Jengibre nanoparticulas de pardmetros
No
A4
Compuesto puro
FASE 4

No| ls‘

Elucidacion de

compuesto
FASE 2 ¥
. Elaboracion de
6-gingerol Docking molecular 5| nanoparticulas con | . wodificacion FASE 5
identificado si iy 6-gingerol de parametros
| encapsulado
FASE 8 Evaluacion de
posibles objetivos de
unién (5-ALOX) No FASE 6
v
Determinar las )
propiedades Si
FASE 9 farmacocinéticas y
toxicologicas de
6-gingerol /Analisis de resultados FASE 7
—
——
Evaluacion in silico ;
. Docking entre
FASE 1 0,1 1 del meta_bollsmo de |4— 5-ALOX y 6-gingerol
6-gingerol

Fig. 1 Diagrama de proceso de desarrollo de tesis

Extraccion de compuesto 6-gingerol:

Fase 1: Extraccion de compuestos por cromatografia en columna puros del rizoma
de jengibre, determinando mediante cromatografia la pureza, lo que facilitara la
elucidacion de una molécula.

Fase 2: Elucidacion de los compuestos puros extraidos e identificacion del
compuesto 6-gingerol, mediante la obtencion de espectros por resonancia
magnética nuclear que faciliten la identificacién de los compuestos presentes y la
forma de la molécula final obtenida.
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Nanoparticulas de quitosano-tripolifosfato

Fase 3. Elaboracion de nanoparticulas mediante la técnica de gelificacion
ionotropica de quitosano-tripolifosfato, determinando las proporciones adecuadas
de quitosanolftripolifosfato, el pH del medio, tiempo y métodos de agitacion.

Fase 4: Caracterizacion de nanoparticulas por analisis de luz polarizada para
determinar caracteristicas de menor tamafio, mayor carga superficial y menor
polidispersion.

Fase 5: Elaboracion de nanoparticulas por gelificacion ionotropica de tripolifosfato-
quitosano con el compuesto 6-gingerol previamente identificado, determinando si
existen variaciones en cuanto a las proporciones iniciales propuestas.

Fase 6: Caracterizacion de nanoparticulas con compuesto 6-gingerol encapsulado,
para determinar caracteristicas de menor tamafio, mayor carga superficial y menor
polidispersién por andlisis de luz polarizada.

Fase 7: Andlisis de resultados, para determinar las diferencias de tamafio, potencial
de carga y dispersién de tamafio de nanoparticulas con el compuesto 6-gingerol
encapsulado y sin encapsular. Determinacion de los parametros adecuados para
producir nanoparticulas con el menor tamafio, mayor potencial de carga y menor
polidispersion.

Docking molecular

Fase 8: Evaluacion por software de la enzima 5-ALOX como posibles objetivos de
union para el compuesto 6-gingerol. Determinado por el andlisis de la accion
farmacoldgica del compuesto 6-gingerol con la enzima 5-ALOX.

Fase 9: Determinacion de las propiedades farmacocinéticas y toxicolégicas del
compuesto 6-gingerol mediante andlisis in silico con ayuda de diversos softwares.
Como pruebas farmacocinéticas las cuales son solubilidad, peso molecular,
logaritmo del coeficiente de particion (cLogP), Enlaces donadores de hidrégeno,
enlaces aceptores de hidrégeno, enlaces rotables y “la regla de los 5” de Lipinski;
mientras que para las pruebas toxicolégicas se realizaron evaluaciones in silico,
considerando riesgos toxicolégicos como mutagenicidad, tumorigenicidad,
irritabilidad y efecto reproductivo.

Fase 10: Docking entre el compuesto 6-gingerol y la enzima 5-ALOX, para
determinar la posible interaccién del compuesto en el sitio catalitico de la enzima, y
llevar a cabo su posible accion farmacolégica mediante el software UCSF
CHIMERA.

Fase 11: Evaluacion in silico del metabolismo del 6-gingerol, para determinar los
sitios atdmicos del compuesto y como podria ser metabolizado mediante la enzima
citocromo P450 (CYP450) y sus isoenzimas.
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La organizacion general de este proyecto de tesis se conforma de 6 capitulos:

Capitulo 1. Introduccion, en esta se presenta el contexto actual de esta
investigacion, el planteamiento del problema, justificacion, objetivos y la
metodologia utilizada para solucionar el problema planteado en esta tesis.

Capitulo 2. Marco tedrico, en este se realiza una revisibn completa de la
literatura y fundamentos tedricos que buscan sustentar el desarrollo de la
investigacion.

Capitulo 3. El estado del arte incluye un compilado de la informacion mas
relevante y actual sobre las investigaciones realizadas que involucran el
desarrollo de nanoparticulas realizadas por el método de gelificacion
ionotropica de quitosano y tripolifosfato; al igual que su aplicaciéon en
procesos inflamatorios regidos por la enzima 5-ALOX. En este capitulo se
determina la viabilidad de este proyecto.

Capitulo 4. Desarrollo experimental, menciona los parametros de pH,
concentracion y meétodo de agitacion, utilizados para la creacién de
nanoparticulas de quitosano/tripolifosfato y evaluar su capacidad de
liberacion de proteina. También, se presenta el proceso seleccionado para
modelado y andlisis computacional para la evaluacion del compuesto 6-
gingerol como inhibidor de la enzima 5-ALOX.

Capitulo 5. En esta seccion se evaluara si se lograron desarrollar y producir
nanoparticulas de quitosano mediante la técnica de gelificacion ionotrépica
con el compuesto 6-gingerol extraido del jengibre (zingiber officinale).
También se determinara mediante modelado computacional si es una
alternativa para inhibir la enzima 5-ALOX.

Capitulo 6. Conclusiones del proyecto, recomendaciones y algunas
observaciones para trabajo a futuro.

Adicional a los capitulos previamente descritos, se presentan las referencias
utilizadas a lo largo de la investigacion
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CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1 Nanotecnologia

La nanotecnologia es el estudio de la combinacion emergente de ciencia, medicina,
ingenieria y tecnologia a nivel de nano escala, de manera fundamental se refiere a
un campo de la ciencia incluye la sintesis y el desarrollo de varios nanomateriales
que varian en tamafo de 1 a 100 nm [1, 2]. La idea de la nanotecnologia fue
introducida por primera vez por Richard Feynman en su conferencia titulada
"There's Plenty of Room at the Bottom"™ en una reunion de la Sociedad
Estadounidense de Fisica en Caltech el 29 de diciembre de 1959[2]. La
nanotecnologia es una tecnologia emergente que encierra grandes promesas para
el futuro, permitiendo su aplicacién en diversas areas como lo es medicina,
nanotecnologia, nanobiotecnologia, bioingenieria, entre otras mas que se muestran
en la figura 2; el manejo de sistemas en nano escala da a los materiales nuevas
caracteristicas como resultado de la superficie y los efectos de tamafio pequefio /
cuantico [11, 15, 46].
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Nano fibras ) J Medicina

Nano

Cosmética biotecnologia

Nanotecnologia

\

Bioingenieria | | Nano sistemas
N N\

Defensa y ingenieria
seguridad optica

Fig. 2 Aplicaciones de la nanotecnologia (Imagen traducida de Khan 2013)

Los nanomateriales se definen como materiales con cualquier dimension externa en
la nano escala, o que tienen una estructura interna o estructura superficial en la
nano escala, aproximadamente de 1 a 100 nm [6, 47]. Debido a sus propiedades
fisicoquimicas Unicas, que incluyen un tamafo pequefio, una gran superficie
especifica y propiedades dpticas Unicas, los nanomateriales se han utilizado en
diferentes areas: cientificas, medicina, electrénica, produccion de energias limpias,
exploracion espacial, biotecnologia, medio ambiente, etc (Figura 2) [9, 40]. La
produccion de nanomateriales de origen polimérico se clasifica en dos grandes
estrategias: construccion y deconstruccion, conocidas por los términos en inglés
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“bottom-up” y “top-down”, respectivamente [48]. La estrategia de construccion se
basa en agregar o acumular moléculas, hasta obtener estructuras en el intervalo de
tamafio deseado (orden de los nandmetros). Por su parte, la estrategia de
deconstruccion se basa en el fraccionamiento controlado de materiales mas
grandes con el objetivo de producir los nanomateriales [13].

2.2 Nanomedicina

La medicina es la ciencia, la ingenieria y la practica de diagnosticar, tratar, curar,
monitorear, predecir y prevenir enfermedades; siendo asi que la nanomedicina es
un campo interdisciplinario, donde la nanociencia, la nano ingenieria y la
nanotecnologia interactian con esta ciencia [9, 49]. La nanomedicina tiene una
amplia gama de aplicacion al implicar el desarrollo y la aplicacién de materiales y
tecnologias con escalas de longitud nanométrica para funcionar, lo cual permite
tener una amplia posibilidad de aplicacion como se muestra en la figura 3,
abarcando desde la toma de muestra hasta métodos de terapia dirigida [49, 50].
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Fig. 3 Diagrama de aplicaciones de la nanotecnologia en la medicina
(Imagen traducida de Aceves 2022)

La aplicacion de la nanomedicina tiene enormes perspectivas de mejorar el
diagnéstico y el tratamiento de las enfermedades humanas [3, 8, 51]. Entre otras
estrategias de nanotecnologia, las nanoparticulas son el componente clave que
permite el desarrollo de la nanomedicina [50]. Los sistemas de administracion
basados en nanoparticulas a pesar de ofrecer una administracion selectiva de
farmacos, mejorar la capacidad de focalizacion de los farmacos de transicion y de
lograr una alta eficacia del farmaco a través de una liberacion lenta y sostenida;
presenta la posibilidad de contar con propiedades toxicoldgicas, por lo que requieren
la realizacion de mas estudios para comprender y dilucidar las interacciones
bioldgicas y los posibles mecanismos [9].
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Las combinaciones sinérgicas de diferentes materiales nanoestructurados dan la
posibilidad de desarrollar plataformas nanomédicas multifuncionales para el
diagndstico y la terapia simultaneos [51, 52]; ademas de abrir la puerta a la creacion
de nanomedicinas con nuevas entidades moleculares y agentes terapéuticos,
logrando asi un diagnostico temprano o tratamiento de enfermedades de alta
especificidad [49, 53-55]. La nanomedicina cubre tres areas principales: nano
diagnéstico, liberacion de farmacos y medicina regenerativa [50, 56]. En general, el
nano diagnoéstico se considera como el disefio y desarrollo de sistemas analiticos y
de imagen que permitan detectar enfermedades o funciones celulares anormales
en etapas tempranas, tanto in vivo como in vitro [56, 57]; la administracion de
farmacos es la administracibn de los agentes quimioterapéuticos en la
concentracion mas eficaz para mejorar el indice terapéutico y el perfil
farmacocinético [25, 58]; mientras que la medicina regenerativa tiene como objetivo
reparar o reemplazar tejidos y 6rganos dafiados utilizando herramientas de [50, 56,
59].

2.2.1 Sistemas dirigidos de liberacion de farmacos
El estudio de nuevas formulaciones farmacéuticas ha buscado abandonar el uso de
vias parenterales, buscando el uso de vias alternas como la via de las mucosas,
como las vias nasal, pulmonar, oral y vaginal, permitiendo asi una interaccion local
con los tejidos objetivo o garantizado la aplicacion del ingrediente farmaceéutico
activo [12, 25]. Las microparticulas y nanoparticulas son los sistemas mas
prometedores para la administracion de farmacos y antigenos [21, 50].

El uso de nanoparticulas como portadores de farmacos, se ha implementado para
el tratamiento de multiples enfermedades y tiene varias ventajas que apoyan el uso
de nanoparticulas para la administracion de farmacos, las cuales se citan a
continuacion:

1. Los materiales sintéticos a nano escala, qgue son componentes no humanos,
suelen ser avirulentos y se pueden formar facilmente en cdpsulas y peliculas
[8, 49, 60, 61].

2. Las nanoparticulas pueden atravesar barreras fisioloégicas debido a su
pequefio diametro y disefio suficiente que permiten su estabilidad en la
circulacion, esto para proteger macromoléculas, como péptidos, proteinas,
oligonucledtidos y genes de la degradacion en medios biolégicos, y para
administrar farmacos o macromoléculas a un sitio objetivo con la siguiente
liberacién controlada [8, 22].

3. Las nanoparticulas y sus cargas de farmaco pueden co-encapsularse de
forma estable con alta consistencia [16, 22].

4. Las nanoparticulas pueden transportar anticuerpos o aptameros disefiados
basados en el objetivo, lo que les permite reconocer células especificas [9,
49, 62].

Las nanoparticulas para el transporte de farmacos consisten en una variedad de

materiales [63]. Se han utilizado ampliamente polimeros naturales y sintéticos

(nanoparticulas poliméricas, micelas, dendrimeros), materiales inorganicos como

oxidos de oro, hierro y silicio (nanoparticulas inorganicas), lipidos (liposomas),
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compuestos organometalicos (nanotubos) e incluso virus los cuales se muestran en
la figura 4 [64, 65]. El material que compone las nanoparticulas puede ser polimeros
sintéticos o naturales, los cuales deben degradarse en moléculas sin toxicidad para
los entornos biologicos para poder ser utilizados en humanos o animales [51, 66,
67]. Por esta razén de biocompatibilidad, se puede utilizar un nimero muy limitado
de polimeros para preparar materiales biodegradables [7, 22].Entre los materiales
mas utilizados son los polisacaridos, los cuales han recibido una atencion cada vez
mayor debido a sus excelentes propiedades fisicas y biologicas, uno de los
principales es el quitosano y sus derivados [12, 68, 69].
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Fig. 4 Esquema que ilustra varios tipos de nanoparticulas organicas e
inorganicas utilizadas para el desarrollo de sistemas de administracion de
vacunas y farmacos (Creado por Biorender)

Las propiedades fisicoquimicas no solo afectan los procesos de absorcion y
liberacion, sino que también gobiernan la interaccion de las particulas con diferentes
compuestos bioldgicos (proteinas o membranas) del tejido donde se introducen [22,
47]. En consecuencia, el éxito en el desarrollo de las particulas poliméricas que
actuan como vehiculos de suministro estd determinado por un conocimiento
detallado de su naturaleza quimica y propiedades fisicas que explicaria como
interactdan con su entorno bioldgico [22, 62]. Se ha observado en tratamientos que
el uso de nanoparticulas en conjunto con productos naturales, ofrecen un indice
terapéutico mas alto debido a la liberacion mejorada a los tejidos diana, lo que
promueve la permeabilidad, la retencidn, los perfiles farmacocinéticos y la reduccién
de los efectos secundarios [23, 70, 71].

El disefio de portadores para la administracién de farmacos controlados y dirigidos
es de suma importancia para lograr asi la liberacion de farmacos de manera eficaz
en los sitios que lo requieren, estos en conjunto con compuestos naturales han
mostrado potencial para curar las infecciones al mejorar la inmunidad de los
pacientes [71, 72]. Estos compuestos naturales debido a su origen son bastante
ricos en bioproteinas, carbohidratos y también en componentes quimicos
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biologicamente activos que actdan ellos mismos como farmaco [25, 73, 74]. En
general, para la liberacion controlada de farmacos, las NP deben estar disefiadas
para escapar de la eliminacion inmunitaria, pero también deben poder adherirse a
los tejidos diana y ser absorbidas o interactuar con el receptor deseado células in
vivo [50]. Pueden acumularse en los tejidos de forma activa o pasiva, ya sea a través
del transporte por presion intraorganica o mediante la adhesion a estructuras
biolégicas especificas en el tejido diana mediante el reconocimiento de ligandos
unidos a la superficie por moléculas [75].

2.2.1.1 Clasificacion de nanomateriales

La clasificacion de los nanomateriales puede presentarse de acuerdo al tipo de
sintesis, la morfologia o forma de los nanomateriales [46, 76].Las principales
caracteristicas de la morfologia incluyen planitud, esfericidad y relacién de aspecto.
Las morfologias de baja relacién de aspecto generalmente tienen forma esférica,
ovalada, cubica, prisma, helicoidal o pilar; mientras que las morfologias de alta
relacion de aspecto alcanzan la forma de zigzag, hélices y cinturones [68, 77].
Segun la dimension, los nanomateriales se clasifican en 0 dimensiones (0D),
unidimensionales (1D), bidimensionales (2D) y tridimensionales (3D) [77-79]
Ademas, se clasifican segun el tamafio: en términos de diametro, las nanoparticulas
tienen un tamafio de entre 1y 100 nm [77].

Segun la composicién, los nanomateriales se organizan en cuatro tipos principales:

e Nanomateriales a base de carbono. Estos nanomateriales estan
compuestos principalmente de carbono e incluyen estructuras como las
mostradas en la figura 5, fullerenos (nanomateriales de carbono esféricos y
elipsoidales), CNT (nanomateriales cilindricos), nano diamante, grafito y
grafeno [46, 68, 78]. El fullereno, posee una alta simetria, lo que le permite
ser una molécula fuerte y capaz de recuperar su forma después de ser
sometidas a alta presién (3000 presiones atmosféricas). Los CNT son
versiones alargadas de las moléculas de fullereno, se pueden organizar en
zigzag, sillon y quiral; ademas de contar con gran rigidez, resistencia,
elasticidad, conductividad eléctrica y emision de campo. Los nanodiamantes
en forma de nanoparticula (4-10 nm) poseen una alta tasa de absorcion, por
lo que en productos para la piel permite una alta penetracion en los tejidos.
El grafeno, debido a el movimiento de sus electrones a una velocidad efectiva
de la luz 300 veces menor que la velocidad de la luz en el vacio, permite
observar efectos relativistas sin utilizar aceleradores de particulas [47, 79].
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Fig. 5 Dimensiones de estructuras cristalinas de nanomateriales a base de

carbén (Creado con BioRender.com)

Nanomateriales de base organica. Los nanomateriales de base organica
se componen principalmente de compuestos organicos, como lipidos,
carbohidratos o sustancias poliméricas en rangos de 10 nm a 1 um. El uso
de estructuras poliméricas has sido altamente utilizado, debido a su alta
integridad estructural, estabilidad y liberacion controlada; estos en forma de
nanoparticulas, dendrimeros, liposomas y micelas [47, 76, 78]. Se han
fabricado utilizando polimeros sintéticos biodegradables, como copolimeros
de polilactida-poliglicélido, poliacrilatos, policaprolactonas, o polimeros
naturales, como albumina, gelatina, alginato, colageno y quitosano [11].
Nanomateriales de base inorganica. Los nanomateriales de base
inorganica como los de metal, 6xido metalico y cerdmica exhiben
propiedades o6pticas y electrénicas diversas a medida que su tamafio se
acerca a la nano escala. Presentan alto brillo, fotos estabilidad y capacidad
multicolor, debido a esto son utilizados como agentes de contraste[5, 47].
Nanomateriales compuestos. Un compuesto es una combinacion de dos o
mas materiales diferentes que se mezclan en un esfuerzo por combinar las
mejores propiedades de ambos. La idea es utilizar nanoparticulas o
nanoestructuras como blogues de construccion dentro de una matriz de
alojamiento para crear nuevos materiales con gran flexibilidad y mejorar sus
propiedades mecanicas, fisicas, quimicas o biolégicas[47].

2.3 Nanoparticulas de quitosano

Las nanoparticulas son particulas diminutas (menores de 100 nanometros) con
diversas estructuras utilizando una amplia gama de materiales, incluidos liposomas,
quitosano, poli (acido lactico-coglicolico) (PLGA), dextrano, silice y metales como el
oxido de hierro o el oro [80, 81]. Las nanoparticulas se utilizan cada vez mas en
aplicaciones meédicas debido a sus propiedades fisicoquimicas, incluida su
composicién quimica, tamafio, forma, estructura, morfologia y propiedades
superficiales [82]. Sus superficies son hidréfilas o hidréfobas y exhiben carga
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superficial y ligandos especificos, que son factores de referencia para la seleccion
de nanomateriales utilizados para el tratamiento de enfermedades clinicas[8].

Las nanoparticulas se pueden sintetizar quimica o biologicamente, estas se han
asociado muchos efectos adversos con los métodos de sintesis quimica debido a la
presencia de algun quimico toxico absorbido en la superficie. Las alternativas
ecologicas a los métodos quimicos y fisicos son las formas biolégicas de sintesis
de nanoparticulas utilizando microorganismos, enzimas, hongos y plantas o
extractos de plantas [3, 7, 82]. Los estudios han demostrado que las nanoparticulas
tienen un area de superficie activada mas grande que otras formas fisicas de
materiales, lo que promueve la capacidad de carga del farmaco, una vida util
prolongada, una buena capacidad de penetracidn de los epitelios y la conveniencia
de ser transportadas al cuerpo en comparacion con las microparticulas. En los
sistemas de liberacién de farmacos, el tamafio y la distribucion del tamafio de las
particulas son los parametros importantes que deben tenerse en cuenta, ya que de
esto depende su velocidad de liberacién y la cantidad de farmaco absorbida [10,
17]. Las nanoparticulas se han explorado ampliamente para aplicaciones
farmacéuticas, como portadores para la administracion de farmacos, genes y
vacunas. Ademas, se ha demostrado que nanoparticulas de materiales como el
quitosano tienen una actividad antitumoral eficaz y wuna actividad
hipoquelosterolémica [10, 15, 82].

Las nanoparticulas se agrupan en nanoparticulas organicas e inorganicas, en
donde las nanoparticulas de materiales organicos como nanotubos de carbono,
lipidos y polimeros tienen aplicaciones versétiles [65, 77]. Las nanoparticulas
biopoliméricas tienen ventajas adicionales, como la disponibilidad de recursos
marinos (quitina y quitosano) o agricolas (celulosa, almidén, pectina),
biodegradabilidad, biocompatibilidad y no toxicidad [83, 84].

El quitosano cuya estructura se muestra en la figura 6, es uno de los biopolimeros
mas abundantes en la naturaleza, es un polisacarido catiénico natural que consta
de -1 — 4 residuos de 2-amino-2-desoxi-glucopiranosa (GIcN) y 2-acetamido-2-
desoxi-d-glucopiranosa (GIcNAc) enlazados, fabricados comercialmente a gran
escala por desacetilacion parcial alcalina de la quitina como se muestra en la figura
6; se origina en las conchas de los crustaceos. Debido a la naturaleza policatiénica
Unica, el quitosano se ha propuesto para diversas aplicaciones en las industrias
alimentaria, farmacéutica y quimica [12, 14-17, 21, 22, 25, 44]. A diferencia de otros
polimeros, el quitosano es un polimero hidrofilico con carga positiva que proviene
de grupos béasicos débiles, que le confieren caracteristicas especiales desde el
punto de vista tecnologico [17, 22, 85].
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Fig. 6 Estructuras del quitosano y la quitina

El quitosano es un material util debido a los grupos amino en su estructura que le
confieren un caracter policationico, sin embargo, durante la protonacion en
soluciones &cidas tiene carga positiva y puede interactuar con moléculas cargadas
negativamente, debido a la presencia de grupos amino en la estructura mejora la
capacidad de adsorcion del quitosano. Las propiedades de sorcidon vy
mucoadhesivas del quitosano lo convierten en un polimero preferible en un sistema
de administracion de farmacos[7, 14, 17, 85]. El quitosano tiene una alta capacidad
de carga de farmaco y presenta como caracteristicas principales baja toxicidad,
buena biodegradabilidad, propiedades inmunoestimulantes y altas propiedades
mucoadhesivas; debido a esto es considerado como uno de los mejores sistemas
de administracion de farmacos utilizado como excipiente en diferentes
formulaciones, como tabletas, matriz, micro y nanoparticulas [14, 16, 17, 22, 23, 44].

Las nanoparticulas de quitosano, las cuales se muestran en la figura 7A,
generalmente se preparan mediante métodos de gelificacion iontrépica,
autoensamblaje o microemulsion. El método de microemulsion se utiliza para la
produccion de nanoparticulas con un tamafio estrecho empleando grandes
cantidades de disolvente organico, el autoensamblaje es un método simple de
modificacion mediante la introducciéon de nuevos grupos quimicos mientras que la
gelificacion iontropica ofrece un método sin la introduccion de grupos quimicos en
las moléculas de quitosano ni uso de solventes orgénicos, dando como resultado
una nanoparticula estructurada como la mostrada en la figura 7B [12, 15].
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Fig. 7 Nanoparticulas de quitosano (A) Imagen por microscopia electronica
de barrido (SEM) y (B) Esquema general (Imagen de Rostami 2013
modificada en BioRender.com)

2.3.1 Sintesis de nanoparticulas poliméricas
Se han empleado muchos métodos para la sintesis de nanoparticulas, los cuales
son:

e GELIFICACION IONOTROPICA. En este método se realizan dos soluciones,
una solucién &cida acuosa para obtener el cation de quitosano y una de
tripolifosfato anionica, como se observa en la figura 8, la solucién de TPP es
agregada gota a gota en agitacion constante. Como resultado el quitosano
sufre una gelificacién i6nica debido al complejo entre el polianién tripolifosfato
y el quitosano por fuerzas electrostaticas, formando particulas esféricas [10,
19, 84, 86, 87].

: ; ) W, Adicién gota
- agota

Agitacion
continua

Nanoparticulas

Solucién de Solucién de quitosano
tripolifosfato (TPP) +
Solucién de acido acético

Fig. 8 Esquema general de la preparacion de nanoparticulas de quitosano
por gelificacién i6nica (creado en BioRender.com)

e EMULSION POR RETICULACION. En este método como se muestra en la
figura 9, se emulsiona una solucion acuosa de quitosano en la fase oleosa
para preparar una emulsion de agua en aceite (W / O), estabilizando las gotas
acuosas con un tensioactivo a alta velocidad. La emulsion estable se reticula
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con glutaraldehido, enzimas o temperatura, para posteriormente precipitar
las particulas [19, 20, 84, 86].

Reticulacion

glutaraldehido, enzimas o
temperatura

Emulsificar

Aceite +
emulsificador

Solucién
acuosa

Solucion W/O Nanoparticulas
(Agua en aceite) precipitadas

Fig. 9 Esquema general de la preparacion de nanoparticulas de quitosano
por Emulsién por reticulacion (creado en BioRender.com)

e SECADO POR ASPERSION. Este método es realizado con un secador de
nanopulverizacion el cual se muestra en la imagen 10A. El método depende
del secado de gotitas atomizadas en una corriente de aire caliente como se
muestra en la figura 10B. Se prepara una solucidon de quitosano en una
solucion de acido acético, almacenando por al menos 12 h [19].

A B) Aire
caliente

i - j
- . Solucién de l
B J quitosano
lﬂ

V%

\ l Polvo

Fig. 10 Imagen de A) nanopulverizador y B) esquema general proceso de
secado por aspersion (creado en BioRender.com)

e COALESCENCIA DE GOTAS DE EMULSION. Para este método se utilizan
dos emulsiones estables como se muestra en la figura 11, una solucion
acuosa de quitosano junto con el farmaco en aceite de parafina liquido; y otra
con quitosano en solucién acuosa de NaOH en aceite de parafina liquido.
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Como se puede ver en la imagen, se mezclan las dos soluciones bajo
agitacion a alta velocidad, dando como resultado la fusion de ambas
soluciones y precipitando para formar particulas de tamafio pequefio [10, 19,
20, 86].

Centrifugado y

lavado o

Quitosano

+
Parafina Liquida

Agitacién a alta Solidificacién de Nanoparticulas
velocidad nanoparticulas

NaOH
+

Parafina Liquida

Fig. 11 Esquema general de la preparacion de nanoparticulas de quitosano
por coalescencia de gotas por emulsiéon (creado en BioRender.com)

e NANOPRECIPITACION. En este método, se disuelve quitosano para formar
la fase de difusiéon, posteriormente agregar a la fase de dispersion (metanol)
en condiciones de agitacibn magnética, el cual sera posteriormente
evaporado. La solucién inicial se agrega con una aguja colocada dos
centimetros por encima de la superficie a 0.86 mL min-1 usando una bomba
de jeringa como se muestra en la figura 12 [19, 79].
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4 S Quitosano en
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Fase de
difusién
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Evaporacion de
solvente

Fase de
dispersion

Fig. 12 Esquema general de la preparacion de nanoparticulas de quitosano
por nanoprecipitacion (creado en BioRender.com)
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e MICELIZACION INVERSA. En este método, como se puede ver en la figura
13, se prepara una emulsion agua en aceite (W / O) utilizando un tensioactivo
lipdfilo que se disuelve en un disolvente organico (e.j. n-hexano). Después
de eso, se afaden una solucidbn acuosa de quitosano, farmaco y
glutaraldehido a la fase organica con agitacion continua [10, 19, 84].

 Solucién de Glutaraldehido ) .

~ '\ \| quitosano

\ =
\ -
o

Evaporacion
de solvente Purificacion

Surfactante en Agitacion a Nanopamculas Nanoparticulas

solvente organico alta velocidad
Surfactante

Fig. 13 Esquema general de la preparacion de nanoparticulas por
micelizacién inversa (creado en BioRender.com)

e DESOLVATACION/COACERVACION SIMPLE / SEPARACION DE FASES.
En este método que se representa en la figura 14, se prepara una solucion
de quitosano utilizando un disolvente a fin, para posteriormente afiadir un
agente competidor del solvente de mayor hidrofilicidad (ej. sulfato de sodio).
Cuando la sal entra en contacto con el ambiente acuoso de la solucién, se
produce una eliminacién progresiva del agua, llevando a la insolubilizacion
del polimero y, como se puede apreciar en laimagen, como resultado se lleva
a cabo la precipitaciéon de las particulas [10, 19].

Sulfato de
sodio

Eliminacion ( ———
de agua

Solucién de Nanoparticulas
quitosano

Fig. 14 Esquema general de la preparacion de nanoparticulas por
desolvatacion (creado en BioRender.com)

e GELIFICACION IONICA MODIFICADA CON POLIMERIZACION POR
RADICALES. En este método representado en el esquema de la figura 15,
en agitacion constante se afiade una solucién acuosa de monémero de acido
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acrilico a una solucién acuosa de quitosano. La gelificacion i6nica se produce
debido a la interaccion ionica entre el cation del quitosano y el anién del
monomero de acido acrilico, la polimerizacion radical de este ultimo se inicia
con persulfato de potasio. Posteriormente se realiza un proceso de didlisis
para eliminar monémeros sin reaccionar[19]

Monémero

de acrilico Persulfato

de potasio

\ /
§-U:B

Solucién de
quitosano Nanoparticulas

Fig. 15 Esquema general de la preparacion de nanoparticulas por
gelificacion i6nica modificada con polimerizacién por radicales (creado en
BioRender.com)

e DIFUSION DE DISOLVENTES EN EMULSION. En este método, una fase
organica (ej. acetona) con el farmaco hidr6fobo, se afiade a una solucion
acuosa con quitosano y un estabilizador (ej. lecitina) para preparar una
emulsion aceite en agua (O / W). Como se puede ver en la imagen 16, la
emulsion resultante se somete a homogeneizacion a alta presion. Las
nanoparticulas se forman por precipitacion del polimero[19, 20].

Fase organica
+

Farmaco
homogenizacion
a alta presion

> >

Precipitacion

Solucién de quitosano Emulsion O/W

+ (aceite en agua) .
estabilizador Nanoparticulas

Fig. 16 Esquema general de la preparacion de nanoparticulas por difusiéon de
disolventes en mulsion (creado en BioRender.com)

Muchos de los métodos mencionados anteriormente a menudo conducen a la
degradacion de farmacos macromoleculares o son dificiles de escalar, resultando
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en mayores costos de produccion [20]. Debido a esto, uno de los métodos mas
utilizados es el de gelificacidon ionotrépica, por lo simple de su ejecucion, el uso de
equipos de bajo costo y la poca necesidad de uso de solventes organicos [84].

2.3.1.1 Gelificacion iontrépica

La formacion de particulas mediante gelificacion ibnica es un proceso considerado
como simple y suave, ya que evita el uso de disolventes organicos y altas
temperaturas, lo que permite la encapsulacion exitosa de moléculas fragiles, como
proteinas [12, 20, 87]. El proceso de gelificacion idnica es una técnica simple y fue
informado por primera vez por Calvo et al. [18] y se encuentra representada en la
figura 16, este proceso de basa en la formacidén de micro o nanoparticulas mediante
interacciones electrostaticas entre las cadenas de quitosano cargadas
positivamente y los polianiones empleados como reticulantes. Bodmeier, Oh y
Pramar[88], informaron que se pueden obtener particulas pequefias goteando una
solucién de quitosano por goteo con ayuda de una jeringa sobre una solucién de
tripolifosfato (TPP), siendo este el polianion mas utilizado debido a su baja toxicidad
y costo; esta técnica posteriormente fue replanteada por Calvo et al. (1997)
afiadiendo la soluciéon de TPP gota a gota a la solucion de quitosano bajo agitacion
magnética vigorosa como se puede observar en la imagen 17 [12, 14, 16, 17, 22,
44]. Después de agregar la solucibn TPP, las nanoparticulas se forman
inmediatamente a través de enlaces inter e intramoleculares creados entre los
fosfatos TPP y los grupos amino CTS. Generalmente, en este método, las
nanoparticulas se preparan mediante la adicién de una solucién de TPP (pH 7-9) en
una solucién acida (pH 4-6) de quitosano. El tamafio de particula y el potencial zeta
de la superficie pueden manipularse mediante la variacion del desarrollo
condiciones tales como relacion CTS: TPP, concentracion de CTS y solucion de pH
[16, 89].

. Adicion gota
g agota

Agitacion
continua

Nanoparticulas

Solucién de Solucién de quitosano
tripolifosfato (TPP) +
Soluciéon de acido acético
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Fig. 17 Procedimiento de produccion de nanoparticulas por gelificacion
inotropica (Creado por BioRender.com)

El método de gelificacion idnica se ha examinado a fondo con el fin de obtener
particulas reproducibles y de tamafio nanométrico con una distribucién de tamafo
estrecha, asi como una carga superficial altamente positivo [10, 83]. Para este
meétodo, el tamafo de las nanoparticulas se ve afectado por la concentracion y el
peso molecular del quitosano, en este tipo de sistemas se procura que la
concentracion de nanoparticulas sea en un nivel bajo para evitar la agregacion /
fusion de particulas inmediatamente después de la preparacion o por una
estabilidad fisica / quimica limitada cuando las suspensiones de nanoparticulas se
almacenan durante un periodo de tiempo prolongado [12, 14, 15, 72, 90].

La produccion de nanoparticulas de tamafio estrecho no es sencilla y puede
producirse una aglomeracion de particulas incluso en el proceso de liofilizacién, sin
embargo, es posible preparar particulas de distribucién de tamafio estrecho y
estables utilizando sales monovalentes durante la preparacion como lo es el cloruro
de sodio (NaCl)[17]. Ademas, se han investigado los efectos de la concentracién de
acido acético, la temperatura de gelificacion, pH, concentraciones, proporciones de
componentes y diferentes métodos de mezcla, esto debido a las sus posibles
aplicaciones[21]. Las nanoparticulas de quitosano se han utilizado como un sistema
de administracibn de compuestos bioactivos como medicamentos, proteinas,
flavonoides, aceites esenciales y genes; esto debido a su biodegradabilidad, baja
toxicidad y biocompatibilidad bioactivos[44].

2.3.1.2 Métodos de caracterizacion de nanoparticulas

Para mejorar la comprension de cada mecanismo de formacion de nanoparticulas
y los cambios en las propiedades bioldégicas que genera, es muy importante la
caracterizacion de las nanoparticulas [47, 77, 82]. Los estudios que se realizan para
llevar a cabo una caracterizacion se dividen para la evaluacién de tamafio, de
superficie o de carga, sin embargo; implican el manejo de multiples técnicas como
lo es la microscopia de fuerza atdmica (AFM), microscopia electronica de
transmision (TEM), Dispersion de luz dinamica (DLS), Analisis de seguimiento de
nanoparticulas (NTA) y microscopio electronico de barrido (SEM)[47, 82, 83].

Varios estudios han determinado que las particulas de menor tamafio son mejores
para transfectar células al poseer una mejor penetracion que las contrapartes mas
grandes e incluso son capaces de cruzar capilares y sinusoides tisulares [47, 82].
Los experimentos relacionados con la determinacion del tamafio de las
nanoparticulas a menudo son complicados debido a la polidispersion de las
muestras, por lo que el uso de técnicas multiples es necesario, utilizando AFM o
TEM, combinada con DLS [68]. La utilizacion de dos métodos diferentes puede dar
como resultado discrepancias en la determinacion del tamafio de las nanoparticulas
[47, 82]. Las técnicas de caracterizacion de nanoparticulas se muestran a
continuacion:

e MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA (AFM): La preparacion de muestras

para su analisis por microscopio de fuerza atémica (figura 18A) se lleva a
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cabo mediante secado de muestras en un portaobjetos o rejilla. Su
funcionamiento es a través de una punta atdmicamente afilada como la
mostrada en la figura 18B, la cual escanea una superficie con un mecanismo
gue permite mantener la punta con una fuerza constante (Cantilever) o altura
sobre la superficie de la muestra. Se utiliza para determinar caracteristicas
de la superficie obteniendo imagenes como la mostrada en la figura 18C; sin
embargo, solo permite el analisis de un niamero limitado de particulas y brinda
informacion cualitativa [2, 48, 49, 68, 81-83, 87].

Fig. 18 Microscopio de fuerza atdbmica (AFM), A) Microscopio Nx-Bio-
Biometa, B)Cantilever y C) resultados de superficie de recubrimiento de oro.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM). La preparacion
de muestras para microscopia electronica de transmision (Fig 19A) se lleva
a cabo mediante secado de muestras en una rejilla como la mostrada en la
figura 19B. Su funcion es a través de un haz de electrones de alta energia
irradia una muestra y la imagen resultante se puede ver en una pantalla de
manera fluorescente como la imagen de la figura 19C. Su principal uso es
para la determinacion de tamafio y morfologia de superficie permitiendo la
vista de numero limitado de particulas y brindando informacion cualitativa[2,
17, 23, 48, 81, 82, 86, 87].
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B)

Fig. 19 Microscopio electrénico de transmision (TEM), A) Microscopio JEM-
F200 JEOL, B) Rejilla malla 200 para muestras e C) imagenes de
nanoparticulas de oro analizadas por TEM (C).

e DISPERSION DE LUZ DINAMICA (DLS). Analiza una suspensién de
nanoparticulas en agua o tampon. Este proceso se realiza al colocar una
solucion de muestra que contiene las particulas en el camino de un haz de
luz monocromatico en un equipo especializado como el mostrado en la figura
20A, el cual determina las fluctuaciones temporales de la luz dispersa debido
al movimiento browniano de las particulas. Este método permite el analisis
de miles de particulas brindando informacién cuantitativa que es expresada
en un reporte final como el mostrado en la figura 20B [17, 20, 21, 25, 44, 67,
82, 83, 87].
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Fig. 20 Dispersion de luz dinamica (DLS), A) Equipo Zetasizer nano 2590 y
B) analisis de particulas de celulosa nano cristalina.
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A)

ANALISIS DE SEGUIMIENTO DE NANOPARTICULAS (NTA). Se utiliza un
equipo especializado como el Nanosight mostrado en la figura 21A, este
equipo analiza una suspension de nanoparticulas en agua o tampoén,
permitiendo la captura videos de nanoparticulas que se mueven bajo el
movimiento browniano cuando se iluminan con luz laser en un medio liquido
(figura 21B). Este método permite rastrear particulas individuales y obtener
una mayor percepcion de numero y distancia de particulas mediante el
analisis de un informe final con graficos como el mostrado en la figura 21B
[14, 21, 40, 82, 83].
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Fig. 21 Andlisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA), A) Equipo
Nanosight Range NS300 y B) Captura de video de nanoparticulas con
analisis de resultados.

MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO (SEM). Para el andlisis, se
utiliza un equipo especializado con el mismo nombre mostrado en la figura
22A, las muestras deben pasar por un secado y recubrimiento fino de oro o
platino en stups, los cuales tienen diferentes formas de acuerdo a su
aplicacion (figura 22B). Para el andlisis se hace incidir un haz de electrones
de alta energia, el cual permite escanear la superficie de la muestra
brindando una Imagen directa de la superficie de la nanoparticula e
informacion de tamafio como la mostrada en la figura 22C [48, 81, 82]
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Fig. 22 Microscopio electronico de barrido (SEM), A) Microscopio JSM-
7500F JEOL, B) Stubs para muestras e C) imagenes de un estandar de
nanoparticulas de oro analizadas por SEM.

La interaccion de las nanoparticulas depende de la forma y morfologia de la
superficie de las nanoparticulas. La morfologia de la superficie puede ser analizada
utilizando TEM, AFM y SEM,; las principales estructuras resultantes son de forma
esférica, globular, toroide y en forma de varillas [68, 82, 83]. La carga superficial de
las nanoparticulas se informa como potencial zeta y se refiere al potencial que existe
en el limite hidrodindmico de una solucién que contiene iones y esta rodeada por
una doble capa eléctrica de iones y contraiones. Si las particulas en suspension
tienen altos valores de potencial zeta negativos o positivos, entonces tienden a
repelerse entre si y no hay tendencia a la agregacion [82].

La técnica DLS es una técnica considerada como sencilla, por la facilidad de
preparacion de muestras, no ser invasiva y por no requerir ninguna calibracion
inicial; esta técnica es utilizada para la determinacion de tamafio y carga superficial
de las nanoparticulas [67]. EI DLS, también es conocido como dispersion de luz
cuasi elastica (QELS) o espectroscopia de correlacion de fotones (PCS), y en este
meétodo una solucion de muestra que contiene las particulas se coloca en el camino
de un haz de luz monocromatico y se determinan las fluctuaciones temporales de la
luz dispersa debido al movimiento browniano de las particulas [45, 82].

Las propiedades de las nanoparticulas estan muy influenciadas por el entorno
circundante, por lo que existen problemas comunes que influyen en los resultados,
como lo son: el uso de solventes que dispersan la luz 0 aumentan la viscosidad de
la muestra, uso de muestras no homogéneas o que precipiten rapidamente, uso de
muestras muy concentradas o diluidas, muestras fluorescentes, uso de cubetas de
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plastico para disolventes organicos y utilizar el equipo si esperar la estabilizacion
del laser [67].

2.4 Jengibre

Z. officinale es una planta herbacea perenne que crece hasta una altura de
aproximadamente 1 m, como se muestra en la figura 23(1A). Las hojas se
desarrollan a partir del rizoma ramificado y las flores, que se asemejan a las
orquideas, pasan desapercibidas y se presentan en una espiga densa, que consta
de varias escamas superpuestas en un tallo alargado. Cada flor tiene tres pétalos
de color naranja amarillento con una estructura adicional de color purpura, similar a
un labio, dicha estructura se muestra en la figura 23(1B) [26]. El jengibre posee un
caracteristico aroma perfumado, refrescante con un toque de limén y un color
amarillo caracteristico como el observado en la figura 23(2). Su sabor es especiado,
picante y penetrante, con un toque ligeramente dulzén [7, 91]. Desde el punto de
vista de composicidn, se sabe que el contenido de carbohidratos en el jengibre es
tan alto como el 68% de su composicion total y contiene 22,2% de amilosa, que es
un polisacarido [25].

Fig. 23 Imagen de Jengibre (Zingiber officinale), 1) estructura anatomica de
Zingiber officinale Forma de crecimiento (A); Flor (B); Raiz (C) y 2)
presentacion comercial.

El jengibre posee propiedades especiadas y medicinales, este ha sido utilizado
como medicina desde el periodo védico, conocido como "maha aushadh", que
significa la gran medicina [7, 92]. Pertenece a la familia Zingiberaceae, cuyo nombre
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cientifico es Zingiber Officinale Roscoe. Los nombres, Zingiber y Jengibre,
provienen del hindu zingibil [29]. La importancia del jengibre se ha incrementado
recientemente debido a su baja toxicidad y su amplio espectro de aplicaciones
bioloégicas y farmacoldgicas, a saber. actividades antitumorales, antioxidantes,
antiinflamatorias, antiapoptoticas, citotoxicas, antiproliferativas y antiplaquetarias [7,
23, 27, 92].

El nombre del jengibre procede del sanscrito shringavera, que quiere decir “con
forma de cornamenta”. De alli se derivaron el griego ziggiberis, el latin zingiber y el
inglés ginger. Se ha cultivado durante miles de afios con fines medicinales y como
especia, es procedente de Asia Central y el Sudeste Asiatico, posteriormente se
extendio a las islas de las especias y Africa occidental. Z. officinale se ha
naturalizado en muchos paises y ahora tiene una amplia distribucién en las partes
tropicales y subtropicales del mundo. En México se le conoce como castilanchile
(nahuatl), caxta lam’pin, tonahuiz camu (totonaco) y ixthi, nixti (otomi) [26, 31, 91].

Segun las estadisticas de 2019 de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO), la produccibn mundial de jengibre fue de
4,686,497 toneladas, teniendo India el 33% (703.000 toneladas) de la produccion
mundial, seguida de Nigeria (14.74%; 691,239 toneladas) y China (12.91%,; 605,123
toneladas) siendo México quien posee el numero 22 (.08%; 3,860 toneladas).

El rizoma se utiliza con frecuencia como condimento para diversos alimentos y
bebidas, este se utiliza fresco, seco o como extracto, de acuerdo con la
Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos clasificd al jengibre
como un aditivo alimentario. El uso de rizomas del jengibre es muy comdn en
cocinas china, coreana, japonesa, vietnamita y de muchas cocinas del sur de Asia
y Africa para condimentar platos, como mariscos, carne, y platos vegetarianos. El
olor y sabor caracteristicos del jengibre es causado por una mezcla de zingerona,
shogaoles y gingeroles, aceites volatiles que componen del 1 al 3% del peso del
jengibre fresco [24, 26].

El rizoma de Zingiber officinale se ha utilizado desde la antigiiedad en la medicina
ayurvédica y tradicional china para tratar una amplia gama de dolencias que
incluyen resfriado comun, fiebre, dolor de garganta, dolor, reumatismo, bronquitis,
como carminativo y estimulante del apetito, antipirético, para problemas digestivos,
trastornos gastrointestinales, nauseas y vomitos asociados con el mareo por
movimiento y el embarazo, y espasmo abdominal. La planta también se ha utilizado
para tratar dolores de estomago, diarrea, dolor de muelas, gingivitis, bronquitis,
hipertension, demencia, helmintiasis, estrefiimiento y trastornos respiratorios
asmaticos [26, 31]. Segun la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos de América (Food and Drug Administration: FDA), su uso es seguro
durante el embarazo, sin embargo, no hay datos suficientes que avalen su
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seguridad en el periodo de lactancia. Por otro lado, no estd recomendado su
consumo en niflos menores de 6 afios y pacientes con hipersensibilidad a cualquiera
de los principios activos [31].

El jengibre contiene varios compuestos y cuyas estructuras se muestran en la figura
24, entre los cuales una mezcla de zingerona, shogaoles, gingeroles y aceites
volatiles son los responsables de su olor y sabor caracteristicos, de los cuales los
gingeroles y shogaoles forman los principales grupos bioactivos que constituyen el
23-25% y el 18-25%, respectivamente [24, 93]. Otros constituyentes incluyen
capsaicina, gingediol, galanolactona, acido gingesulfonico, galactosilgliceroles,
glicolipidos de jengibre, diarilheptanoides, neral, monoacildi-vitaminas vy
fitoesteroles. El jengibre contiene hasta un 3% de un aceite esencial fragante cuyos
componentes principales son sesquiterpenoides, con zingibereno (3) como
componente principal. Otros constituyentes importantes presentes en el aceite
volatil son los mono y sesquiterpenos, canfeno, B-sesquifellandreno (4), -
bisaboleno (6), a-farmeseno (8), curcumeno, cineol (9), citral (10), terpineol. (14),
terpenos, borneol (15), B-elemeno (16), zingiberenol (17), limoneno (18), geraniol
(19), zingiberol, linalol (20). Los compuestos derivados de fenilpropanoides no
volatiles, en particular gingeroles, shogaoles (5), paradol (12) y zingerona (1) son
responsables del sabor picante del jengibre. EI compuesto 5 se produce a partir de
gingeroles (2) durante los procesos de secado o0 coccion. Estos compuestos son
responsables de la sensacién calida y picante en la boca y también se informa que
explican muchos de los efectos farmacoldgicos de la planta. El felandreno
monoterpeno (7) asi como el curcumeno (13) también se han reportado en el
jengibre [26, 29, 93, 94].
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Fig. 24 Estructuras quimicas de los compuestos del jengibre. Zingerona (1);
gingerol (2); zingiberona (3); B-sesquifelandreno (4); shogaol (5); bisaboleno
(forma a; 6); B-felandreno (7); farneseno (8); 1,2-cineol (9); citral (10);
canfeno (11); 6-paradol (12); curcumina (13); terpineol (forma a; 14);
borneol (15); B-elemeno (16); zingiberenol (17); limoneno (18); geraniol (19);
linalool (20) (Realizado en chemDraw).

2.4.1 6-gingerol
Las sustancias fenodlicas picantes en conjunto presentes en el jengibre son
conocidas como gingeroles, estos son los compuestos mas potentes y
farmacoldgicamente activos y poseen actividades antiinflamatorias, analgésicas,
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antipiréticas, gastroprotectoras, cardiotonicas y antihepatotdxicas[29, 92]. El
jengibre fresco también contiene gingeroles, como 6-gingerol, 8-gingerol y 10-
gingerol, que son componentes biolégicamente activos importantes[27]. Los
gingeroles son térmicamente labiles debido a la presencia de un grupo B-hidroxi
ceto en la estructura y se deshidratan facilmente para formar los correspondientes
shogaoles, que imparten una fragancia picante dulce[31, 93].Las investigaciones
farmacoldgicas han revelado que el jengibre y sus principales ingredientes picantes
tienen efectos quimiopreventivos y quimioterapéuticos en una variedad de lineas de
células cancerosas y en modelos animales [92, 94].

De los gingeroles, el compuesto mas potente y farmacol6gicamente activo es el 6-
gingerol, y ahora es un objetivo para el desarrollo de farmacos[29, 30, 92, 94]. El
compuesto 6-Gingerol con nombre IUPAC (S)-5-hidroxi-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)
decan-3-ona y como se observa en la figura 25, posee un grupo fenol, por lo que se
considera un compuesto fendlico; es el principal componente farmacol6gicamente
activo del jengibre y la parte activa de la molécula es el resto de la cadena alifatica
que contiene un grupo hidroxilo, es un aceite amarillo volatil a temperatura
ambiente, aislado por primera vez en 1879 de los rizomas del jengibre por Tresh
[29, 31]. Se ha demostrado que el componente quimico fenilpropanoide del rizoma
del jengibre es quien atribuye numerosas propiedades bioldgicas y farmacéuticas,
entre las que se incluyen antiinflamatorias, antioxidantes, antiobesidad vy
antidiabéticas y anticancerigenas[29, 30, 94].

Fig. 25 Estructura quimica del 6-gingerol

En experimentos in vivo con sujetos humanos sanos, se ha demostrado que los
metabolitos del jengibre, 6-, 8- y 10-gingerol y 6-shogaol son seguros hasta 2000
mg. Sin embargo, se inform6 que algunas personas experimentaron sintomas
gastrointestinales menores, incluidos eructos, acidez e indigestion en las dosis mas
altas [30]. Dentro de los efectos atribuidos al jengibre se encuentran los siguientes:

EFECTO CONTRA EL CANCER: Evidencias de estudios in vitro, animales y
epidemioldgicos sugieren que el jengibre y sus componentes activos suprimen el
crecimiento e induce la apoptosis de una variedad de tipos de cancer incluyendo
piel, ovario, colon, mama, cuello uterino, oral, renal, cancer de proéstata, gastrico,
pancreatico, hepatico y cerebral[29, 30, 93, 95]. El 6-gingerol induce la detencién
del ciclo celular y ejerce efectos antiinvasivos y promotores de la apoptosis al actuar
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en multiples vias de sefalizacion en diferentes tipos de lineas celulares cancerosas
[96].

EFECTO ANTIINFLAMATORIO: El jengibre es bien conocido por su uso
terapéutico en los trastornos inflamatorios, y el 6-gingerol es uno de los ingredientes
activos responsables de estas propiedades [29, 97]. El 6-gingerol inhibe la
produccion de citocinas proinflamatorias como la 6xido nitrico sintasa (NOS), la
ciclooxigenasa (COX) -2, el factor de necrosis tumoral (TNF)-a, la interleucina (IL) -
1b y la IL-12 a partir del lipopolisacarido (Macréfagos estimulados con LPS), pero
no tiene ningun efecto sobre la expresion inducida por lipopolisacaridos de B7.1,
B7.2 y el complejo principal de histocompatibilidad II. Por tanto, el 6-gingerol puede
inhibir selectivamente la produccion de citocinas proinflamatorias de los
macrofagos[29, 30]. De igual forma el 6-gingerol inhibe el desarrollo de sepsis al
interferir con la secrecién de citocinas proinflamatorias y atenuar la piroptosis en los
macroéfagos, es decir, una muerte celular programada de tipo inflamatorio. [98]

EFECTO ANTIOXIDANTE: Las propiedades antioxidantes del compuesto fendlico
pueden estar relacionadas con su capacidad para donar electrones y actuar como
eliminador de radicales libres mediante la formacion de un radical fenoxilo estable.
El 6-gingerol reduce el nivel elevado de glucosa en sangre y el estrés oxidativo al
aumentar el nivel de superoxido dismutasa (SOD), catalasa, glutation peroxidasa
(GPx) y GSH. Por lo tanto, el 6-gingerol puede convertirse en un importante aditivo
alimentario antioxidante natural [29, 99]. Su actividad antioxidante depende
significativamente de las estructuras de la cadena lateral, incluidos los grupos
funcionales y la longitud de la cadena [100].

ARTRITIS: El 6-gingerol tiene un efecto terapéutico sobre la osteoartritis al proteger
contra el estrés oxidativo y la regulacién negativa de mediadores proinflamatorios in
vitro e in vivo, este también estimula la diferenciacién de osteoblastos y alivia la
supresion de la diferenciacion de osteoblastos inducida por TNFa e en células
similares a osteoblastos, o que sugiere su beneficio potencial en la formacién de
hueso[99, 101, 102]. Los osteoclastos, las Unicas células que reabsorben el hueso,
tienen un papel importante en la patogenia de los trastornos inflamatorios 6seos
como la artritis reumatoide, las enfermedades periodontales y la ostedlisis
periprotésical30].

ALZHEIMER: El 6-gingerol reduce los niveles de secretasas ay b, APHla y COX-
2, lo que resulté en una mejora en los comportamientos cognitivos y conductual [30,
103]. Esto es debido a que el compuesto atenta la neuroinflamacion y el deterioro
cognitivo inducidos por LPS, en parte al suprimir la sobreactivacion de los astrocitos,
siendo que la neuroinflamacion tiene un papel importante en enfermedades
neurodegenerativas como el alzheimer [30, 104].
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LESION RENAL: EI compuesto fendlico 6-gingerol atenta el dafio causado por
ROS y RNS en los tejidos renales neutralizando los efectos agresivos de las
especies reactivas, como lo demuestra la disminucion de malondialdehido y un
aumento en la actividad del glutation. También se ha reportado beneficios como el
alivio de la necrosis tubular aguda y la captacion de ROS en las células renales[30,
105].

OBESIDAD: El 6-Gingerol tiene un papel importante en la regulacion de la obesidad
al inducir el oscurecimiento en el tejido adiposo blanco a través de la via de
sefalizacion de B3-AR actuando como agonista, por ello es considerado como un
potente agente nutracéutico terapéutico en el manejo de la obesidad [24, 106, 107].

En cuanto a la eliminacion de este compuesto, se ha determinado que el 6-gingerol
es eliminado parcialmente por tres posibles vias: el higado, responsable del
metabolismo del 6-gingerol a (S)-6-gingerol-40-O-b-glucurénido, que se identificd
como el principal metabolito en el higado de rata; por plasma, la molécula diana en
varios experimentos se absorbi6 en el plasma, tejido y orina oscilando la
recuperacion de este entre el 72,5% y el 90,4%; y por orina, el 6-gingerol-
glucurénido, un metabolito principal del 6-gingerol, se encuentra principalmente en
esta via[30, 108, 109].

2.5 Inflamacion

La inflamacién es un componente complejo y necesario de la respuesta a estimulos
biolégicos, quimicos o fisicos [110-112]. La palabra inflamacién viene del latin
“‘inflammatio”y es un calco del griego “empyresis”. En latin propiamente significaba
incendio, entrada en llamas, debe su nombre a la presencia de calor y
enrojecimiento, dos de los signos cardinales observados por Aulo Cornelio Celso
(ca. 25a.C.aca.50d. C.): enrojecimiento, hinchazon, calor. (calor) y dolor (dolor)—
en personas con inflamacion aguda [36, 113].

La inflamacion esta definida como el proceso de reclutamiento y activacion de las
células del Sistema Inmune en respuesta a traumatismo o lesién [114, 115]. Este
proceso comprende un complejo conjunto de respuestas adaptativas ante un dafio
causado sobre un tejido vascularizado, dicha respuesta puede ser de caracter
sistémico o local [114, 116]. La inflamacion se desarrolla a diferentes niveles de
organizacion: tisular, vascular y celular, aunado a esto, la inflamacion presenta dos
fases bien diferenciadas: la aguda y la cronica, que se caracterizan por la duracion
y el tipo de mediadores celulares y quimicos presentes en cada una de ellas; todo
se encuentra mediado por factores quimicos procedentes del plasma o de las
células y que son activadas por el propio estimulo inflamatorio [113-115, 117].

El proceso de la inflamacion aguda local se observa en la figura 26 y se describe a
continuacion: el proceso inflamatorio comienza con la lesién, liberando de manera
espontanea bradicinina, la cual causa la vasodilatacion al aumentar el flujo de
sangre hacia el area inflamada, lo que genera elevacién de la temperatura y
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enrojecimiento local (calor y rubor), de igual forma por accion de quimioatrayentes
seran atraidos mastocitos en reposo (1); los mastocitos liberan mediadores a través
de varios estimulos, produciendo histamina, la cual produce alteraciones vasculares
gue permiten que el vaso sanguineo se inflame y salgan las células de sangre
periférica a causa de la concentracion de moléculas atrayentes(quimiotaxis), los
neutrofilos son atraidos para fagocitar el tejido dafiado (2); los neutrofilos liberan IL-
8, y MCP1 (proteina quimioatrayente de monocitos 1), las cuales son proteinas
guimioatrayentes de neutrofilos y monocitos respectivamente, los monocitos al salir
de circulacion se convierte en macréfagos los cuales son proinflamatorios y tienen
receptores TOLL produciendo citocinas inflamatorias, principalmente TNF-a (factor
de necrosis tumoral alfa) y IL-18 (Interleucina 1 beta) y algun interferdn tipo 1 o IL-
6 (Interleucina 6) , los cuales inflaman mas el sitio (3); para poder llevar a cabo el
proceso de resolucion y apagar la cascada de sefializaciones, macréfagos no
inflamatorios que viven en el tejido se comen las células apoptoticas de todo lo que
fue ya procesado o muerto, para evitar mas inflamacién y empezar a desinflamar
(4), los macréfagos no inflamatorios producen principalmente citocinas TGF-
(Factor de crecimiento transformante beta) o IL-10 (Interleucina 10, factor de
inhibicion de la sintesis de citocinas) (5) encendiendo el proceso de resoluciéon
llamando asi a los fibroblastos (células indiferenciadas) los cuales son productores
de fibrina, llevando a un estado procoagulante, lo que impide la diseminacion de
gérmenes a través de la circulacion sanguinea (6) [110, 111, 115, 118-121].

T Y P
" \Neutrofilo Monocito ‘ Apoptosns Macréfago . Macréfago no Flbroblastos
A / inflamatorio

Fig. 26 Esquema de proceso de inicio y resoluuon del proceso de
inflamacion (Creado por Biorender.com)

Una variedad de mediadores quimicos del sistema circulatorio, las células
inflamatorias y el tejido lesionado contribuyen activamente y ajustan la respuesta
inflamatoria. Los mediadores quimicos liberados se mencionan en la tabla 1 e
incluyen (1) aminas vasoactivas como la histamina y serotonina, (2) péptido (p. €j.,
bradicinina) y (3) eicosanoides (p. €j., tromboxanos, leucotrienos y prostaglandinas)
[115, 120]. Los mediadores quimicos de la inflamacion son pequefias moléculas
gue entrelazan todos los acontecimientos propios del proceso inflamatorio y
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proceden de diferentes origenes como el plasma o células participes del proceso
inflamatorio; la mayoria realiza su actividad biolégica uniéndose inicialmente a
receptores especificos situados en las células, actuando sobre uno o algunos tipos
de células diana [122]. Los mediadores pueden tener diferente efecto segun sea el
tipo de célula; ademas son capaces de estimular la liberacion de otros mediadores
por parte de las propias células diana; una vez activados y liberados de la célula, la
mayoria los mediadores dura muy poco tiempo y la mayor parte de los mediadores
puede producir efectos perjudiciales[111, 120, 121].

Tabla1l. Mediadores quimicos de la respuesta inflamatoria aguda

Mediador quimico Accién

Histamina y serotonina (aminas Incremento de la permeabilidad
vasoactivas)

Bradicinina Incremento de la permeabilidad y dolor

C3a (Producto complemento, Incremento de la permeabilidad opsonina
anafilotoxinas)

Cha (Producto complemento, Incremento de la permeabilidad, quimiotaxis,

anafilotoxinas)

adhesion y activacion leucocitaria

Prostangladinas (metabolitos del
acido araquidonico)

Vasodilatacién, dolor, fiebre, activa a otros

mediadores

Leucotrieno Bs (metabolitos del
acido araquidénico)

Quimiotaxis, adhesion y activacion leucocitaria

Leucotrieno C4, D4, E4 (metabolitos
del acido araquiddénico)

Incremento de la permeabilidad,
broncoconstriccién, vasoconstriccion.

Metabolitos del oxigeno (radicales
libres)

Incremento de la permeabilidad, lesion endotelial
y tisular

Factor activador

(PAF)

de plaquetas

Incremento de la permeabilidad,
broncoconstriccion, cebado de leucocitos

Interleucina-1 (IL-1) y Factor de
necrosis tumoral (TNF) (citocinas)

Reacciones de fase aguda, activacion endotelial,
guimiotaxis

Oxido nitrico

Incremento de la permeabilidad, vasodilatacion,
citotoxicidad

La inflamacion debe regularse con precisiéon, ya que las respuestas insuficientes o
excesivas pueden conducir a complicaciones patoldgicas. La inmunodeficiencia, la
falta de respuestas inflamatorias adecuadas, da como resultado un aumento de las
tasas de infecciones o cancer [117, 120]. Por otro lado, la liberacion excesiva de
TNF, el grupo de alta movilidad recuadro 1 (HMGB1) y otros mediadores
proinflamatorios conducen a una inflamacion sistémica, asociada con el desarrollo
de complicaciones patolégicas graves que incluyen sepsis y enfermedades
autoinmunes [115, 119].
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2.5.1 5-ALOX

La inflamacién es la causa de una serie de implicaciones fisiopatolégicas como
alergia, asma, trastornos cardiovasculares y autoinmunes, por lo que actualmente,
también se ha convertido en una carga mundial para la poblacién humana [123]. La
oxidacion de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) como el acido araquidonico
(AA), el acido linoleico, el acido docosahexaenoico (DHA) y el acido
eicosapentaenoico (EPA) conduce a una inflamacion que se controla mediante la
sefializacion de &cidos grasos. La oxidacion del AA es metabolizada por Vias de
lipoxigenasa (LOX), ciclooxigenasa (COX) y epoxigenasa (EPOX) [33, 124]

Las lipoxigenasas son el hierro no hemo que contiene dioxigenasa que oxida 1,4-
cis-cis-pentadienos que contienen acidos grasos poliinsaturados. La clasificacion de
las LOX de mamiferos se basa en la oxidacion regio y estereo-selectiva de sus
sustratos naturales, por ejemplo, el acido araquidonico (AA) [123, 125]. La enzima
araquidonato 5-lipoxigenasa (ALOX5) es la enzima clave para la biosintesis de
leucotrienos (LT) a partir del &cido araquiddnico (AA), esta via que desempefia un
papel importante en la causa del asma, artritis, alergia e inflamacion [33, 34]. Los
leucotrienos (LT) son una familia de mediadores inflamatorios importantes como
mediadores de la inflamacion y las respuestas alérgicas; y se clasifican en diferentes
tipos, incluidos LTA4, LTB4, LTC4, LTD4 y LTE4 que producen los signos de
inflamacion. ElI LTA4 es un intermedio inestable y se convierte en LTB4, que media
la migracion de leucocitos desde la sangre a los tejidos inflamados y también
produce agregacion, generacion de superoxido, desgranulacion y movilizacion del
Ca2 + asociado a la membrana de los neutrdfilos [123-126]. Los LT que contienen
cisteinilo (C4, D4 y E4) provocan vasopermeabilidad, secrecion de moco y
contraccion del masculo liso. ALOX5 se expresa principalmente en leucocitos, como
monocitos / macrofagos, neutréfilos, eosinofilos, mastocitos, células dendriticas y
linfocitos B [32—-34].

ALOX-5 tiene dos funciones cataliticas principales, una de las cuales es la
incorporacion de oxigeno molecular en AA, convirtiéndolo en acido b5-
hidroperoxieicosatetraenoico (5-HPETE) por su actividad dioxigenasa, Yy
convirtiéndolo en &cido 5-hidroxieicosatetraenoico (5- HETE) o LTA4. LTA4 se
forma a partir de la actividad de la LTA4 sintasa a traves de la formacion de epoxido
[124, 125]. Ademas de la biosintesis de LT, ALOX5 participa en la formacion de
lipoxinas antiinflamatorias a partir de 5-HPETE, junto con las enzimas 12-LOXy 15-
LOX. Ademas de AA, algunos &cidos grasos poliinsaturados (PUFA), acido
eicosapentaenoico (EPA), acidos ei-cosatrienoicos y acidos grasos con dobles
enlaces 5,8 -cis sirven como buenos sustratos para ALOX5 [32, 124, 125].

La proteina ALOX5 se muestra en la figura 27, se puede observar que posee una
estructura monomérica con un peso molecular de 72 a 82 kDa; pero también se
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puede formar un homodimero. La estructura de la proteina de ALOX5 consta de dos
dominios principales, que son hojas 3, que contienen un dominio tipo C2 regulador
N-terminal (120 aminoacidos) con bucles de union de ligandos, y varias hélices q,
gue contienen un catalizador C-terminal dominio [32].

Fig. 27 Estructura 3D de la Araquidonato 5-Lipooxigenasa (PDB ID: 308Y)
(Fuente: www.rcsb.org; PROTEIN DATA BANK)

Hasta ahora, sobre la base del mecanismo de accion, se han identificado cuatro
tipos diferentes de inhibidores de la 5-LOX. Entre ellos, tres son inhibidores directos
de 5-LOX (una forma quelato con hierro, el segundo tipo reduce el sitio de unién al
hierro y el tercero son de tipo no redox), segun nuestro conocimiento, todos los
inhibidores directos se unieron en el mismo sitio de union [124, 125]. El restante es
un inhibidor indirecto que bloquea la interaccion funcional entre la proteina
activadora de 5-LOX y 5-lipoxigenasa (FLAP). A pesar de todos estos esfuerzos,
Zileuton es el Unico inhibidor directo de la 5-LOX como farmaco disponible en el
mercado para el tratamiento del asma con algunos inconvenientes terapéuticos
como un perfil farmacocinético deficiente de vida media corta y hepatotoxicidad
debido a la formacion de metabolitos quimicamente reactivos en el higado [33, 40].

2.6 Analisis in silico

Desde la invencién de la computadora en la década de los cuarenta, se ha intentado
reproducir fendmenos naturales de alta complejidad o bien que contienen un
elevado numero de variables, que tomaria mucho tiempo correlacionar y asi poder
entenderlos en su totalidad [127, 128]. Para referirse a lo anterior nacio la expresiéon
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“‘in silico”, que se aplica a todo lo “hecho por computadora o via simulacion
computacional”’, en otras palabras un analisis in silico hace uso de cualquier
aplicacion de tecnologias informaticas, como algoritmos y bases de datos para
intentar reproducir o predecir (por ejemplo) un proceso biolégico, como el que
describe el comportamiento de un farmaco dentro del cuerpo humano y la manera
en la cual se relaciona con la estructura de una proteina determinada, para asi
obtener y entender el efecto deseado [128-131]Los enfoques in silico ahora
permiten la deteccion virtual de millones de compuestos en un tiempo asequible, lo
que reduce los costos iniciales de identificacion de aciertos y mejora las
posibilidades de encontrar los candidatos a farmacos deseados. En la actualidad,
varias técnicas de modelado molecular estan disponibles para facilitar las tareas de
descubrimiento de farmacos, la mayoria de ellas clasificadas en enfoques basados
en estructuras y basados en ligandos[132, 133].

El modelado computacional consiste en un uso sistematico de una amplia gama de
diferentes herramientas computacionales con multiples objetivos, para recopilar,
validar, almacenar, compartir, analizar, modelar y aplicar esa informacién para
mejorar el conocimiento sobre las interacciones diana-ligando (acoplamiento
molecular), aumentando el rendimiento de la seleccién de moléculas al centrar la
bdsqueda en compuestos con mayor probabilidad de unir el objetivo o incluso
sugerir nuevos compuestos principales potenciales [128, 131, 134-137]. El proceso
de modelado implica dos pasos principales: construir el modelo y luego mapear el
proceso quimico enzimatico [137, 138]. Una técnica de uso frecuente para disefar
moléculas inhibidoras es el disefio de farmacos basado en la estructura (SBDD). El
método mas popular en SBDD es el Docking o acoplamiento molecular [136, 139].

El Docking o acoplamiento molecular se encuentra representado en la figura 28,
este intenta predecir la posicion, la orientacién y la conformacion nativas de un
complejo intermolecular formado entre dos 0 mas moléculas constituyentes: un
receptor y un ligando [128, 134-137, 140]. El receptor es la mayoria de las veces
una proteina, mientras que el ligando puede ser otra proteina, un acido nucleico o
una pequefia molécula (un posible farmaco, sustrato, inhibidor, etc.)[133, 135, 140].
Al proporcionar la comprension basica de las interacciones que tienen lugar entre el
ligando y su receptor, el acoplamiento abre la puerta a la estimacién de la afinidad
antes de la sintesis, asi como a las técnicas de optimizacion del ligando [134, 141].
Inicialmente, el acoplamiento, un término acufiado a fines de la década de 1970,
sigue siendo un area de investigacion vigorosa y ahora es una de las herramientas
mas Utiles para el disefio de farmacos in silico y un componente principal en muchos
programas de descubrimiento de farmacos [134-136, 138, 141].
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Fig. 28 Resumen de un enfoque clasico de disefio de farmacos basado en la
estructura (SBDD). (Creado en BioRender.com; Fuente: Ruyck et. al, 2016)

El primer programa de acoplamiento fue desarrollado por el grupo Kuntz y se
denominé DOCK. Funcioné de manera muy similar al modelo de 'cerradura y llave':
encontrar complejos con un alto grado de complementariedad de forma entre el
ligando y el receptor [133]. En este enfoque, tanto el ligando como el receptor tienen
estructuras muy rigidas, de ahi el nombre de acoplamiento de cuerpo rigido [134,
139, 140]. Actualmente hay disponibles mas de 30 programas de acoplamiento
diferentes, algunos de los cuales se describen brevemente en la Tabla 2, el software
de acoplamiento difiere en la forma en que maneja la flexibilidad de proteinas y
ligandos, su algoritmo de muestreo y su funcién de puntuacion.

Tabla 2. Programas de acoplamiento molecular mas representativos

ALGORITMO DE  FUNCION DE PUNTUACION

PROGRAMA p LICENCIA
28 BUSQUEDA NATIVA
AutoDock Estocastico Basado en campos de Gratuito para
fuerza academia
DOCK Sisternatico Basado en campos de Gratuito para
fuerza academia
FLexX Sistematico Empirico Paga
Glide Sistematico Empirico Paga
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Basado en campos de

GOLD Estocastico Paga
fuerza

ICM Estocastico Basado en campos de Paga
fuerza

MOE Estocastico Basado en campos de Paga

fuerza

Fuente: Gioia et. al, 2017

Se utilizan varios enfoques para muestrear los modos de unién del ligando y, en
algunos casos, para tratar la flexibilidad de la proteina. Estos algoritmos de
muestreo se pueden dividir en tres categorias principales:

e Algoritmos de busqueda sistemética: Varios métodos que entran en la
categoria de "algoritmos de busqueda sistematica" utilizan la técnica de la
reconstruccion incremental del ligando para compensar esta dependencia
exponencial del tamafio molecular[133, 136, 139, 141].

e Meétodos estocasticos: En este método el ligando se considera como un todo
y los cambios paso a paso se aplican a una pose inicial o a una poblacion de
poses. Posteriormente, dichos métodos califican las nuevas poses en cada
paso tratando de mejorar las interacciones con la proteina, lo que con suerte
conduce al modo de unién nativo[136, 139, 141].

e Enfoques de simulacién: Los métodos de simulacién agrupan la dindmica
molecular y los métodos de minimizacién. Estos enfoques a menudo no
pueden cruzar barreras de alta energia dentro de periodos de tiempo de
simulacion factibles y, por lo tanto, solo pueden acomodar ligandos en
minimos locales de la superficie de energia [136, 141].

Aunque el acoplamiento se ha utilizado principalmente como un método
independiente para el disefio de farmacos, ahora a menudo se integra en flujos de
trabajo que incluyen otros métodos computacionales, como enfoques basados en
ligandos, basados en estructuras e inteligencia artificial [128, 135]. Se pueden
combinar diferentes enfoques in silico con acoplamiento para generar flujos de
trabajo integrados con rendimientos de prediccion mejorados, también se pueden
combinar diferentes enfoques para integrar el acoplamiento (p. ej., la dinamica
molecular y las estimaciones de energia libre vinculante se pueden combinar con el
acoplamiento para mejorar los resultados de la deteccion virtual) [128, 133, 134,
141].
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CAPITULO 3. ESTADO DEL ARTE

La informacién presentada en esta seccion es la recopilacion de las investigaciones
de mayor relevancia para desarrollar y producir nanoparticulas de quitosano
mediante la técnica de gelificacion ionotrdpica, para la encapsulacion del compuesto
6-gingerol extraido del jengibre (zingiber officinale) como alternativa para inhibir la
enzima 5-ALOX. Se presenta el analisis de los solventes utilizados para la
extraccion y purificacion del compuesto 6-gingerol proveniente de rizomas frescos
de jengibre, las variables empleadas para la elaboracién de nanoparticulas de
quitosano mediante la técnica de gelificacion iontropica y los estudios basados en
el modelado molecular del compuesto 6-gingerol con la enzima 5-ALOX.

3.1 Extraccion y purificacion de compuesto 6-gingerol

En esta seccion presenta el analisis de la investigacion desarrollada por diversos
autores sobre de los diversos solventes empleados para la extraccion y purificacion
del compuesto 6-gingerol, con la finalidad de determinar el solvente que brinde
mayor rendimiento de extraccion y la mejor mezcla de solventes para llevar a cabo
la purificacién del compuesto. Existen multiples métodos para la extraccion, siendo
el método de extraccion con solventes la técnica mas utilizada para el aislamiento
de compuestos polifendlicos vegetales (6-gingerol); sin embargo, depende en gran
medida de la naturaleza del disolvente de extraccion y origen de la materia, debido
a la variacion de sus compuestos polifenélicos [142, 143]. Said et al. [144] presenta
el uso solventes para recuperar el compuesto 6-gingerol de rizomas frescos
adquiridos en un mercado en India, reportando un rendimiento de hasta 6% con
Etanol, 4.3% con Acetona, 3.1% con Hexano y 7. 5% con Metanol, siendo este
altimo valor el mayor rendimiento obtenido; en contraste el grupo de Usman et al.
[142] demuestra el mayor rendimiento del compuesto 6-gingerol utilizando como
solvente la acetona con 7.39%, 5.69% con Metanol y 4.58% con agua, proveniente
de rizomas adquiridos en India; no obstante, en la investigacion de Gautam et al.
[145] el mayor rendimiento fue obtenido al utilizar metanol en rizomas de mercados
de Nepal con un porcentaje de 10.81% de extracto de 6-gingerol. Acorde a los
resultados analizados, al realizar extracciones con solventes de materia vegetal el
solvente empleado determina el rendimiento de la oleorresina, al igual que el origen
de la materia empleada, ya que la diferencia observada en el rendimiento entre
meétodos similares puede atribuirse a factores como cosecha y maduracion del
rizoma[143, 146].

Una vez obtenida la oleorresina, es de gran importancia determinar la mezcla
adecuada de solventes, ya que la purificacion por cromatografia en columna
depende de la polaridad de la polaridad de los solventes y de la gravedad [147—
151]. Entre las mezclas de solventes mas utilizadas en investigaciones se destacan
el Acetato de Etilo: Eter de petréleo en una proporcion 20:80, en el estudio realizado
por Kumar et al. [92]un rendimiento de 10.5 mg/g de extracto de jengibre fue
producido; a su vez Wang et al. [152] reporta la obtenciéon de 11.04 mg/g de
rendimiento bajo las mismas condiciones. Otro solvente ampliamente utilizado es el
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Hexano en combinacion con otros solventes, como lo es el acetato de etilo, Unmesh
et al. [151] al emplear una proporcion de de 4.6 obtuvo un rendimiento de 1.23 mg/g
del compuesto 6-gingerol, mientras que El-Naggar et al. [153] obtuvo 3.8 mg/g de
rendimiento; Taha et al. [154] al utilizar una proporcion de 6:4 de estos solventes
obtuvo un rendimiento de 14 mg/g, no obstante, empleando esta misma proporcion
Duc et al. [155] logro obtener un rendimiento de 37.7 mg/g del compuesto 6-
gingerol. Aly et al. [150] emplearon como mezcla de solventes Metanol: Agua en
una proporcion 7:3 obtuvieron un rendimiento de recuperacion del compuesto 6-
gingerol de 7.89 mg/g, a su vez en la investigacion de Vedashree et al. [156] fue
utilizada una mezcla Hexano: Eter Etilico en una proporcion 4:6, obteniendo un
rendimiento de 13.8 mg/g; mientras que Nile et al. al [157] desarrollo la aplicacion
de una mezcla de solventes Acetato de etilo: Acido férmico: Agua en una proporcion
85:5:10 recuperando un total de 10.85 mg/g de compuesto. La comparacién de los
resultados de los estudios mencionados permite determinar que la mezcla de
solventes en diferentes proporciones influye en el rendimiento del compuesto 6-
gingerol recuperado, siendo el Hexano uno de los solventes con mayor frecuencia
de utilizacion.

3.2 Nanoparticulas de quitosano

En esta seccidn se presenta el estudio de las variables de proceso que pueden ser
modificadas con la finalidad de generar particulas de quitosano/tripolifosfato
mediante la técnica de gelificacion iontrépica con los siguientes requerimientos:
tamafio de particula menor a 100 nm, potencial zeta mayor a +10 mV y
polidispersién menor a 0.5, caracteristicas necesarias para su desempefio en la
distribucién y liberacién de farmacos. [12, 18, 88]

El pH es un factor de gran relevancia para la elaboracion de nanoparticulas de
quitosano con tripolifosfato, debido a que durante el proceso de gelificacién
iontropica se llevan a cabo interacciones ionicas entre quitosano y tripolifosfato en
donde el medio afecta o beneficia el entrecruzamiento de los componentes [22, 44,
158, 159]. Los autores Lopez-Leon et al [22] presentan en su estudio la produccion
de nanoparticulas empleando un pH entre 4- 7 observando una reduccion de
tamafio de particula de 300 nm a 200 nm de didmetro, concluyendo que las cadenas
de quitosano al poseer grupos de glucosamina pueden desprotonarse si aumenta
el pH y asi provocar un deshinchamiento al modificar el pH de valores acidos a
basicos; a su vez, en el grupo de investigacion de Antoniou et al [44] fue
determinado que no solo el pH afecta el tamafio final de la particula, sino también
el potencial de carga el cual disminuye casi linealmente con el aumento del pH
pasando de un valor de 19 mV a valores de 14.5 mV, ademas de observar que
existe un incremento en el tamafo de particula pasando de 100 a 150 nm cuando
el pH es superior a 5.5 a una concentracion de quitosano de 0.5 mg/mL, mientras
gue a una concentracion de 1.5 mg/mL se forman particulas mas grandes con un
tamafio de 160 nm a un pH inicial bajo, reduciéndose al incrementar entre 4.5y 5,
alcanzando un tamafio de 100 nm de diametro, indicando que los valores 6ptimos
para la reticulacion del quitosano con el tripolifosfato sucede en pH cercanos a 4.5
y 5. Los autores Markam & Bajpai [25] observaron en sus analisis que el pH afecta
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también a la liberacion del compuesto encapsulado, encontrando que en medios
acidos cercanos a 1.2 la liberacion es mayor alcanzando un radio de liberacién de
4.5, mientras que el minimo de liberacion lo obtienen a pH alcalino de 7.4 con un
radio de liberacion de 3, esto debido a que a menor pH se observa un hinchamiento,
el cual permite la entrada de moléculas de agua que acarrean moléculas del
compuesto hacia el exterior de la particula. De acuerdo con los resultados obtenidos
por los autores previamente analizados, es posible determinar que el pH es un
pardmetro que tiene un efecto en propiedades como el tamafio de particula,
potencial zeta y velocidad de liberacibn de farmaco, obteniendo los mejores
resultados en pH menores a 7.

Otra variacibn de importancia es la proporcion de componentes
(quitosano/tripolifosfato), debido a que la presencia de aniones disponibles permite
aumentar el entrecruzamiento entre las cadenas de quitosano dentro de la
nanoparticula permitiendo la creacién de particulas de menor tamafio [12, 13, 22,
160]. Calvo et al [18] afirma en su estudio que otro factor determinante para el
tamafo de particula es la variacidon de componentes, al producir nanoparticulas de
quitosano y tripolifosfato, se obtuvieron tamafios de particula entre 200—1000 nm y
un potencial zeta entre 20 mV y 60 mV y fue observado que al repetir las
proporciones de los componentes podian ajustar el tamafio de las nanoparticulas.
De igual forma Rampino et al [12] realizaron el analisis de una mezcla en
proporciones de 5:1y 6:1 de tripolifosfato y quitosano reportan particulas de entre
los 200 y 273 nm respectivamente, atribuyendo esta diferencia al incremento de
proporcién de tripolifosfato; a diferencia de lo reportado por Antoniou et al [44] sobre
el control del tamafio de la particula por diferentes proporciones de masa CS: TPP
dependiendo de la concentracién de CS, logrando producir particulas con tamafio
menor a los 120 nm con una proporcion 12:1. La concentracion de quitosano es el
pardmetro de mayor influencia en el tamafio de particula al evaluar multiples
proporciones de masa CS: TPP entre 3:1 a 15:1 con una concentracion constante
de quitosano de 0,5 mg/mL, determinando que a relaciébn mas baja (3:1) el tamafio
es mayor (800 nm) y disminuye mientras mas cercano es a una relacién 12:1, en
donde se obtuvieron los menores tamafios de particula, los cuales fueron entre 40
a 130 nm. Acorde con las investigaciones, es posible determinar que los menores
tamafos de particula se obtienen a concentraciones mayores de componentes
como lo es 5:1 de tripolifosfato /quitosano o valores superiores de 3:1 de
quitosanol/tripolifosfato.

Un factor adicional para considerar durante la produccién de nanoparticulas es el
método de homogenizacion, ya que los parametros de tamafo de particula,
potencial zeta y PDI varian de acuerdo al método empleado. Al acelerar la disolucién
del TPP en la solucién de CS formando asi un enlace mas rapido con las cadenas
de CS [12, 161] . Rampino et al [12] quienes al emplear un agitador magnético para
realizar las nanoparticulas obtuvieron particulas pequefas y homogéneas de hasta
40 nm, reduciendo también su agregacion en la suspension final; De igual manera,
en la investigacion presentada por Antoniou et al [44] se emplearon técnicas que
involucran procesos como la centrifugacion y la ultra sonicacién, logrando controlar
los tamafios de particula al reducirlas hasta los 90 nm. Debido a los resultados
obtenidos por estos autores presentados, es importante considerar que existen
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métodos de homogenizacion que pueden ser empleados en la técnica de
gelificacion iontrépica.

La eliminacion del compuesto quitosano, ocurre al degradarse a oligosacéridos del
quitosano (COS) por accion de enzimas como las cuales hidrolizan a los enlaces
glucosidicos B-1,4, en el tracto gastrointestinal[162—164]. EI COS se absorbe a
través del epitelio intestinal hacia la sangre principalmente distribuyendose
principalmente al higado, los rifiones y el bazo; el COS absorbido se degrada a un
peso molecular mas bajo por la lisozima en la sangre, el higado, los rifiones y la
orina, mientras que el COS no absorbido puede llegar al intestino distal para ser
fermentado y utilizado por la microbiota intestinal. Las principales formas de
eliminacién de las nanoparticulas de quitosano son via renal (urinaria), la excrecién
hepatobiliar (fecal) [162, 163].

3.3 Docking Molecular

En esta seccion se mostrara la aplicacion del andlisis in silico por docking molecular
en diferentes proteinas mostradas en la tabla 3, las cuales seran empleadas para
predecir la accion de un ligando, su accion farmacoldgica y softwares empleados.

Tabla 3. Proteinas utilizadas, ligandos, aplicacion y software empleados en
analisis in silico.
Proteina . . . C Software .
(PDB ID) Funcién de proteina Ligando | Aplicacion empleado Referencia
ACE2 Enzima usada como | Terpinolen | Capacidad | Winmostar, | [165]
PDB D puerta de entrada |o, Timol, | inhibitoria | ORCA,
1R42 " | por SARS-CoV-2 Bicicloger | en SARS- | BIOVIA
ma-creno | CoV-2

AChE Colinesterasa Donepezil | Tratamient | AutoDock, [166]
PDB ID: (enzima de o para el | AdmetSAR,
1EVE " | transmision Alzheimer | PyMOL

nerviosa) primaria en

el cuerpo
MAO-B Enzima de la | Analogos | Tratamient | AutoDock, [167]
PDB ID: membrana de o para el | Molinspirati
o\/57 " | mitocondrial externa. | cafeinilo Parkinson | on, n

Esta proteina Tratamient ChgmBloDr

degrada la o para el | &W;

bencilamina y la Paf)kinson Discovery

fenetilamina. Studio
AA2AR Regula la secrecién Visualizer
PDB D de neurotrasmisores
3EML
HSA proteina de | nanopartic | - ACD/Chem | [168]

transporte en sangre | ulas de Sketch,
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PDB ID: | humana, puede | CuO y Gaussian,
1E7I unirse a cualquier | TiO2 AutoDock,
ligando que se SPDBYV,
inyecte en el torrente PyMOL,
sanguineo. Chimera
COX1 Enzima que permite | Nucleos Actividad | GOLD [169]
PDB D al ~ organismo de_ antu_nflam
2AYL producir unas | quinona Yy | atoria
sustancias llamadas | resorcinol
COX2 prostaglandinas a
PDB ID: partir  del acido
" | araquiddnico.
51KV
SaHPPK | Enzima  producida | Derivados | Actividad | GOLD, [170]
PDB ID: | PO Staphylococcus | del antibacteri | CDOCKER
" | aureus Jengibre ana
3QBC

Los resultados analizados previamente, muestran que el analisis in silico por
docking molecular es una herramienta ampliamente utilizada para predecir el
comportamiento de moléculas y ligandos, facilitando asi el estudio de procesos
biolégicos como lo es el comportamiento de un farmaco dentro del cuerpo humano
y la manera en la cual se relaciona con la estructura de una proteina determinada,
para asi obtener y entender el efecto deseado [130, 131, 135]. Estudios como el del
grupo de Azam et al. [167] en donde adicional al docking molecular un analisis in
silico farmacocinético fue realizado, determinando que el ligando empleado era
adecuado para ser empleado via oral; permiten considerar que existen métodos de
andlisis in silico complementarios que pueden ser de utilidad para determinar la
Optima interacciéon de un ligando con una proteina.

3.4. Conclusiones del estado del arte

La informacion analizada permite la determinacion de los parametros principales a
utilizar para lograr una éptima extraccion del compuesto 6-gingerol, logrando asi
determinar que:

e El mejor solvente para llevar a cabo la extraccion de la oleorresina de
jengibre (Zingiber officinale) es Metanol al 95%, al ser este solvente con el
gue se obtuvo un mayor rendimiento de oleorresina.

¢ La mezcla de solventes con mayor rendimiento del compuesto 6-gingerol a
través del método de cromatografia en columna es Hexano: Acetato de
Etilo en una proporcién 6:4, debido a que al usar esta mezcla de solventes
se obtuvo el mayor rendimiento del compuesto 6-gingerol.

e El uso de rizoma de origen mexicano puede dar diferentes rendimientos de
oleorresina de jengibre y del compuesto 6-gingerol, debido a que estos
parametros varian dependiendo el origen y maduracién de la materia prima.
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En la elaboracion de nanoparticulas existen multiples parametros que pueden dar
como resultado variaciones en el tamafio de particula, potencial zeta, polidispersion
o0 porcentaje de liberacion de proteina variable [12, 16, 44], por lo que la informacion
analizada es la base general para establecer distintos parametros a utilizar con la
finalidad de obtener nanoparticulas de quitosano con un tamafio menor a 100 nm,
con un potencial zeta mayor a 10mV y un PDI menor a 0.5, lo que nos indicaria la
produccion de particulas con menor agregacion, concluyendo que:

e Los menores tamafios de particula se obtuvieron a un pH entre 4y 5, ya que
al ser valores cercanos al pKa del quitosano (6.5) permite se observen
procesos de hinchamiento/encogimiento.

e Los menores tamafos de particula se obtuvieron a una concentracion de
quitosanol/tripolifosfato mayor a 3:1 y una proporcion tripolifosfato/quitosano
mayor de 5:1, ya que a estas proporciones se observo un tamafio de particula
menor a 130 nm.

e El uso de agitador magnético y ultrasonido permite la reduccion del tamafio
de particula, por lo que se contempla el empleo de métodos adicionales de
agitaciéon como el homogeneizador y el espumador.

En conclusion, existen multiples softwares para la realizacion de pruebas in silico,
empleados principalmente para la determinacion de la actividad inhibitoria de los
ligandos frente a proteinas de interés, permitiendo que exista una amplia posibilidad
de aplicacion debido a la gran cantidad de bases de datos con las que se cuentan
en la actualidad. De igual forma, se determina que existen pruebas in silico que
pueden ser aplicadas para enriquecer los resultados y definir con mayor precision
la aplicacion de proteinas y ligandos.
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CAPITULO 4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

En este capitulo se presenta la metodologia experimental utilizada para el desarrollo
de este estudio, que tiene como objetivo producir nanoparticulas de quitosano de
un tamafio menor a 100 nm, baja polidispersion y valores mas alejados de 0 de
potencial zeta a través de la técnica de gelificacion iontropica. Se analizaron
parametros realizando variaciones en concentracion de tripolifosfato y quitosano,
pH y método de agitacion en la elaboracion de nanoparticulas para la encapsulacion
del compuesto 6-gingerol extraido del jengibre (zingiber officinale) como posible
inhibidor de la enzima 5-ALOX mediante un modelado in silico. El proceso
experimental se muestra en la figura 29 y se divide las siguientes etapas:

1. Extraccion y purificacion de 6-gingerol,
Elucidacion del compuesto 6-gingerol,
Elaboracion de nanopatrticulas,

o0k wb

gingerol,

© N

Y
Gelificacion idnica Elaboraa.én de
nanoparticulas .
Jengibre
v Zingiber officinale
Tamafrio de particula Caracterizacion i

Potencial Zeta
PDI
Liberacion de proteina

Tamano de particula
Potencial Zeta
PDI

fisicoquimica de
nanoparticulas de
quitosano

v

Caracterizacion
fisicoquimica de
nanoparticulas de
quitosano con 6-
gingerol

Fig. 29

Docking entre 5-ALOX y 6-gingerol,
Evaluacion in silico del metabolismo de 6-gingerol

Docking entre 5-

-« ALOX y 6-

gingerol

Chimera
Discovery Studio

Extraccion y
purificacion de 6-
gingerol

v

EIucic!acién de 6-
gingerol

¥

Evaluacion in
silico de
propiedades
farmacoldgicas y
toxicolégicas del
6-gingerol
v
Evaluacion in
silico del
metabolismo de
6-gingerol

Metodologia experimental

Caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas de quitosano,
Caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas de quitosano con 6-gingerol,
Evaluacion in silico de propiedades farmacolégicas y toxicoldgicas del 6-

Cromatografia en columna
Cromatografia en capa
fina (TLC)

Resonancia magnética
nuclear (RMN) de *Hy **C
Experimento HSQC y COSY

Molinspiration
Osiris Data Warrior

Xenosite

Esta metodologia permite determinar los procedimientos necesarios para obtener

nanoparticulas de tamafio menor a 100nm con el
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encapsulado; al igual que determinar mediante un modelado in silico su actividad
inhibitoria sobre la proteina 5-ALOX.

4.1 Preparacion de extracto de 6-gingerol

Para el desarrollo y experimentacion de este proyecto se requirieron 52.6 kg de
jengibre (Zingiber officinale) adquiridos en presentacion de rizoma (raiz) como se
muestra en la figura 30A, proveniente de la ciudad de Tlacuilotepec, en el estado de
Puebla, México. El rizoma de jengibre fue lavado y cortado en un grosor promedio
aproximado de 0.5 cm con la finalidad facilitar su etapa de secado en camaras
climaticas Forma ™ (Thermo Scientific) (figura 30B), distribuidos en bandejas (figura
30C) a una temperatura de 55°C por 72 h, posteriormente la extraccién del
compuesto 6-gingerol fue realizada.

A)

Fig. 30 Camaras climéaticas Forma ™ de Thermo Scientific (A) y rodajas de
jengibre fresco en charolas para su secado.

La pérdida de humedad de los rizomas de jengibre fue calculada a partir de la
pérdida de peso y la medicion del contenido de humedad inicial. El contenido de
humedad (base hiumeda) se obtuvo a partir del peso del rizoma de jengibre antes y
después del proceso de secado, por medio de la utilizacién de una balanza (OHAUS
Pioneer, PX224, New Jersey, USA). El andlisis matematico del peso de las muestras
hamedas se presenta en la ecuacion 2, mientras que la ecuacion 3 permite el calculo
del contenido de humedad en las muestras a analizar.
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Ecuacion [1]
Peso de humedad = Peso de muestra fresca — Peso muestra seca

Ecuacion [2]

Peso de la humedad

Contenido de humedad (%) = Peso de la muestra fresca x100

La recuperacion en seco para el secado de rizomas de jengibre se calcul6 a partir
del peso de los rizomas de jengibre sin pelar y el peso del jengibre seco. La
recuperacion seca se expresé en porcentaje como se muestra en la ecuacion 4.

Ecuacion [3]

Peso de muestra seca (g)

Muestra seca recuperada (%) = Peso de muestra fresca (g) x100

Los rizomas secos fueron colocados en contenedores de 4.546 L y recubiertos de
alcohol metilico, a temperatura ambiente (24°C) por 24 h. El extracto metandlico fue
recuperado por filtracion rapida con ayuda de un embudo de vidrio y papel filtro de
tamano de poro medio de celulosa de 5 um. El Metanol fue recuperado al evaporarlo
en un Rotovapor ® (BUCHI, R-100) a 40°C por 4h (figura 31).

A) —> B)

Fig. 31 Extracto Metandlico (A) y Rotavapor ® BUCHI R-100.

El extracto recuperado fue almacenado a temperatura ambiente (24°C) al vacio en
un matraz balén fondo plano con un tapén de silicon sellado con Parafilm®, hasta
su purificacién. El rendimiento fue determinado con la siguiente ecuacion (ecuacion

5):
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Ecuacion [4]

Cantidad de aceite esencial obtenido (g)

Rendimiento de aceite esencial(%) = Materia Prima utilizada (g) x100
z

Este valor, se refiere a la cantidad de producto o extracto obtenido al finalizar el
proceso de extraccion expresado en porcentaje. Los resultados nos ayudaron a
determinar la proporcion de extracto metandlico y del compuesto 6-gingerol
presente en los rizomas de jengibre.

4.1.2 Purificacion del compuesto 6-gingerol

Para la purificacion del compuesto 6-gingerol, se tomaron 2 gr del extracto
metandlico concentrado, los cuales se colocaron en una columna cromatografica
utilizando como fase estacionaria Silica 60 con ancho de malla entre 0.04-0.063 mm
(Macherey Nagel, Alemania) con Hexano al 100% para llevar a cabo el
empagqguetado (fig 32A), que consiste en la absorcion total del solvente por parte de
la silica evitando burbujas de aire. La adicién del extracto metandlico se realiza
afadiendo en la parte superior de la silica ya empaquetada, abriendo la llave inferior
de la columna para que la muestra comience a correr a través de la misma para
llevar a cabo el proceso de elucion (fig 32B)

Fig. 32 Columna cromatografica empacada con Silica 60 y hexano 100% (A)
y colocacioén del extracto metandlico en la parte superior de la columna 'y
corrimiento para su absorcion en silica.

Se afiadi6é una mezcla de solventes de Hexano:Acetato de etilo en proporcion 60:40

(v/v), recuperando fracciones por goteo durante 5 dias como las mostradas en la

figura 33. Las fracciones con la misma elucion se concentraron a 40°C hasta
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eliminar el solvente presente, estos fueron almacenados al vacio a temperatura
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Fig. 33 Fracciones recuperadas de la columna cromatografica.

4.1.3 Elucidacion y caracterizacion de 6-gingerol

La pureza del 6-gingerol fue verificada mediante cromatografia en capa fina (TLC)
en placas de gel de silice con indicador fluorescente F254 (TLC gel de silice 55 60
F254) usando un sistema de disolvente de n-hexano: acetato de etilo (60:40 v/v)
como el representado en la figura 34A; se observaron manchas obscuras como las
mostradas en la figura 34B en la placa de gel silice al exponerlas en una camara
ultravioleta (UV) con una longitud de onda corta (254 nm). Como resultado al
comparar el corrimiento de las muestras en la placa de silice, de determino de
manera visual si era el mismo compuesto o si eran distintos, como las que se
pueden apreciar en la figura 34C, en donde podemos determinar que es el mismo
compuesto ya que presentan el mismo corrimiento.

A) B)

/ 4

C)
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\ 7
\ |
e =
-

Fig. 34 A) Diagrama de funcionamiento de cromatografia en capa fina (TLC
por sus siglas en ingles), B) Placa de silice con un compuesto eluido visto
en una camara ultravioleta y C) Placa de silice con dos compuestos eluidos.

Para corroborar la sintesis del compuesto 6-gingerol la técnica espectroscopica no

destructiva Resonancia Magnética Nuclear (RMN) fue implementada, utilizando un

equipo de RMN de 500 MHz de Agilent Technologies (Santa Clara, CA, EE. UU.)
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como el que se muestra en la figura 35A; utilizando cloroformo deuterado (CDClz3)
como disolvente y tetrametilsilano (TMS) como estandar. Se obtuvieron los
espectros de RMN de 1H y 13C, los cuales lucen como el mostrado en la figura 35
B, este posteriormente fue analizado e interpretado con ayuda del Software
MestReNova 9.1.0, para poder percibir con mayor claridad las sefiales obtenidas.
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Fig. 35 A) Espectrofotometro de RMN de 500 MHz Agilent Technologies y B)
Espectro de resonancia magnética nuclear de H

4.2 Disefio de experimentos para la elaboracion de
nanoparticulas

En la elaboracion de nanoparticulas existen multiples parametros que pueden dar
como resultado variaciones en el tamafio de particula, potencial zeta, polidispersion
o porcentaje de liberacion de proteina variable[16]. Los parametros que pueden ser
modificados y que afectan el tamafio de particula y caracteristicas superficiales son
pH, método de agitacion y concentracion quitosano/tripolifosfato [14, 21, 171]. La
técnica utilizada para la elaboracion de nanoparticulas fue la de gelificacion
iontropica descrita por Calvo et al. en 1997 [18], basado en lo descrito previamente
por Bodmeier, Oh y Pramar [88] la cual se basa en lograr una concentracion variable
TPP:CS, afadiendo un volumen variable de solucién de TPP gota a gota en una
solucion de CS en un matraz o vaso de precipitados con agitacién constante, el pH
de la solucion puede ser regulada y el método de agitacion puede variar. Los
pardmetros variables, que son concentracion TPP:CS, pH y método de agitacion
fueron seleccionados a base de investigaciones previamente realizadas:

e EI pH fue seleccionado debido al valor pKa reportado entre los valores 6-7
gue indica una solubilidad en medios acidos, sugiriéndose asi un pH de 4,
45, 475 y 5 con la finalidad de observar procesos de
hinchamiento/encogimiento [22, 90].
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e La proporcion tripolifosfato/quitosano fue 3:1, 4:1, 5:1 y 6:1, estos valores
fueron propuestos de acuerdo a los resultados obtenidos previamente por
Zhang et al. [44, 90].

e Los métodos de agitacion fueron ultrasonido, agitacion magnética por parrilla,
homogeneizador y espumador comercial, todos estos sugeridos en base a
los equipos encontrados con mayor frecuencia en los laboratorios de la
Universidad Veracruzana.

Las variables utilizadas en este experimento asumen un numero limitado de
magnitudes, los cuales fueron 4 para cada parametro y se muestran en la Tabla 4;
estos valores fueron basados en el estado del arte y lo disponible en los laboratorios
del Instituto Tecnoldgico y de Estudios Superiores de Monterrey campus Estado de
México (ITESM CEM) y la Universidad Veracruzana. Esta investigacion determinara
el efecto de los métodos de agitacion, pH y concentracion quitosano/tripolifosfato
sobre las propiedades de tamafio de particula, polidispersion y potencial zeta.

Tabla 4. Variables y valores seleccionados en el disefio experimental.

Parametros Magnitudes
Método de Agitacion Ultrasonido, Agitador Magnético,
Homogeneizador y Espumador
pH 4.0,45,475y5
Concentracion Tripolifosfato/Quitosano 3:1,4:1,5:1y6:1

Al final del proceso de obtuvieron 64 experimentos diferentes combinando los
valores mostrados en la tabla, el esquema de las posibles combinaciones se
muestra a continuacion en la figura 36. Las pruebas fueron realizadas por triplicado
para lograr mayor veracidad en los resultados finales.
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Método de Agitacion

Concentracién TPP/CS

Experimentos
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"
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i Ultrasonido : ’

[ pH 5.0

Fig. 36 Diagrama de combinaciones de variables para el desarrollo de

experimentos posibles.
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4.2.1 Preparaciéon de nanoparticulas
Las nanoparticulas de quitosano (CSNP) fueron elaboradas siguiendo dos técnicas

diferentes, estas fueron las reportadas por Calvo et al. [18]y el grupo iIGEM TEC
CEM 2018 (grupo iGEM campus CEM del Instituto Tecnoldégico y de estudios
superiores de Monterrey); como resultado fue sugerida una técnica modificada
basada en las dos técnicas mencionadas previamente. La técnica planteada por
Calvo et al en 1997 que se muestra en la fig. 37 consistié en afiadir un volumen
variable de la solucion de TPP (0,25, 1,0, 2,0, 2,5y 3 ml) a diversas concentraciones
[0.05%, 0.1%, 0.5% y 1% (p / v)]; a 5 ml de la solucion de CS a diversas
concentraciones CS [0.05%, 0.1%, 0.5% y 1% (p / v)] en acido acético 1 M con
agitaciobn magnética a temperatura ambiente.

' 0 T ?Xj 2ml
- L/ 2.5 ml

3ml
' ‘

Nanoparticulas

Solucion de
tripolifosfato (TPP)
0.05%, 0.1%, 0.5%

y 1% (p/v)

Solucién de quitosano
0.05%, 0.1%, 0.5% y 1% (p/v)
en solucion de 4cido acético

Fig. 37 Esquema general de creacién de nanoparticulas de quitosano
planteado por Calvo et al en 1997 (creado con BioRender.com)

El grupo IGEM TEC CEM en 2018 desarroll6 nanoparticulas de quitosano-
tripolifosfato siguiendo la técnica mostrada en la fig. 38 y descrita a continuacion:

1. Preparar una solucion de quitosano, pesando 30 mg de quitosano de bajo
peso molecular para después mezclar en 10 ml de agua destilada,
obteniendo asi una concentracion final de la solucion de 3mg/ml.
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B

Afiadir 100 ul de &cido acético 1 M en agitacion continua a 1100 rpm con
ayuda de un agitador magnético; ajustar el pH a 6.5 afiadiendo solucion de
hidroxido de sodio 1 M. Validar pH con un potenciémetro.

Preparar una solucion de tripolifosfato pesando 10 mg y afiadiéndolos a 10
ml de agua destilada para lograr una concentracion final de 1 mg/ml.
Colocar 1 ml de la solucién de quitosano regulada a pH 6 en un vaso de
precipitados y mantener en agitacion continua a una velocidad de 1100 rpm.
Afiadir 1 ml de solucion de tripolifosfato gota a gota y mantener la agitacion
por 1 hora.

L - ::JIF e T,
; : o Lj
R 'n ‘ j 1ml

1ml
pH 6.5

1100 RPM
1h

Nanoparticulas

Solucién de 3 mg/ml Solucién de quitosano
tripolifosfato (TPP) +
1 mg/ml 10 ul/ml Solucién de acido acético 1M

Fig. 38 Esquema general de creacion de nanoparticulas de quitosano
planteado por iGEM TEC CEM 2018 (creado con BioRender.com).

Como resultado del analisis de las técnicas anteriores fueron sugeridos algunos
cambios representados en la fig. 39 y descritos a continuacion:

1.

2.

Preparar una solucion de quitosano, pesando 30 mg de quitosano de bajo
peso molecular (50-190 kDa) marca comercial Sigma Aldrich®, para
después mezclar en 10 ml de agua destilada, obteniendo asi una
concentracion final de la solucion de 3mg/ml.

Afnadir 30 pl de acido acético glacial ACS (95% pureza) a una concentracion
1 M en agitacién continua a 1100 rpm con ayuda de un agitador magnético
hasta solubilizar el quitosano; ajustar el pH al adecuado (4.0, 4.5, 4.75y 5.0)
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de acuerdo sea el caso, afiadiendo solucion de hidroxido de sodio en
escamas grado reactivo en solucion 1M. Validar pH con un potenciéometro.

. Preparar una solucion de tripolifosfato pesando 10 mg del reactivo grado
técnico con pureza del 85% de la marca comercial Sigma-Aldrich® y
afiadiéndolos a 10 ml de agua destilada para lograr una concentracion final
de 1 mg/ml.

. Colocar 1 ml de la solucién de quitosano regulada a pH 6 en un vaso de
precipitados y mantener en agitacion continua con agitador magnético a
1100 rpm, homogeneizador a 9,000 rpm, espumador a velocidad Unica de
14,000 rpm o ultrasonido a 20kHz a una 55 de amplitud.

. Anadir 3 ml de solucion de tripolifosfato gota a gota con ayuda de una jeringa
para obtener una concentracion 3:1 de TPP: CS. Para las demas soluciones
afiadir 4, 5, 6 ml de solucién de Tripolifosfato para lograr las concentraciones
4:1, 5:1, 6:1 respectivamente.

. Mantener la agitacion durante 1h en caso de ocupar agitador magnético, 5
min con uso de homogeneizador, 10 min con espumador y 500 segundos
con ultrasonido.

. Tomar la solucién final con una jeringa y acoplar un filtro de jeringa de
celulosa de 0.45y 0.22 um y colocar en tubos para centrifuga tipo Falcon®.
. Centrifugar a 10,000 x g durante 30 min a temperatura ambiente.

. Retirar cuidadosamente la capa sobrenadante y suspender en tampon
fosfato salino (Solucion PBS) con un pH 7.4

10.Repetir el proceso por lo menos 2 veces mas, para obtener resultados por

triplicado.
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Solucién de 3 mg/ml Solucién de quitosano
tripolifosfato (TPP) +
1mg/ml 10 pl/ml Solucién de 4cido acético 1M
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PARRILLA DE AGITACION ESPUMADOR HOMOGENEIZADOR ULTRASONIDO
1,100 RPM 14,000 RPM 9,000 RPM 20 kHz
1h 10 min 5 min ~ 55 de amplitud y ~ 500 s

Fig. 39 Esquema general de creacion de nanoparticulas de quitosano
técnica modificada. (creado con BioRender.com)

Se determinaron paradmetros de tiempo y velocidad diferentes dependiendo de cada
uno de los métodos de agitacién utilizados (agitacion magnética, espumador,
homogeneizador y ultrasonido). Para las nanoparticulas de quitosano realizadas
con agitacién magnética fue empleada una velocidad de 1,100 rpm durante 1 hora
en una parrilla de agitacion digital de ceramica mostrada en la figura 40A
(SP131015, Thermo Scientific, Malasia); para las nanoparticulas realizadas con
espumador fue empleada una velocidad fija de 14,000 RPM durante 10 min con un
espumador comercial mostrado en la figura 40B (Zulay Kitchen, Florida, EE.UU.);
las nanoparticulas realizadas con homogeneizador se realizaron agitando a 9,000
RPM con la ayuda de un homogeneizador como el mostrado en la fig. 40C (D500,
Wiggen Hausser, Alemania) durante 5 minutos; y finalmente las nanoparticulas por
ultrasonido requirieron un procesador ultrasonico de 750 vatios (Cole Parmer,
lllinois, EE.UU.) operando a 20 kHz mostrado en la fig. 40D, se sometieron a
ultrasonido 5 ml de la solucion final de quitosano-TPP colocadas en vidrio universal
(vidrio de 10 ml) a temperatura ambiente en modo continuo, ~ 55 de amplitud y ~
500 s mientras la sonda se sumergia 1 cm en la muestra [85].
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Fig. 40 A) Parrilla con agitaciéon Thermo-Scientific SP131015, B) Espumador
comercial marca Zulay Kitchen, C) Homogeneizador modelo D500 de
Wiggen Hausser y D) Procesador ultrasénico Cole Parmer de 750 Watt.

Las nanoparticulas funcionalizadas con el compuesto 6-gingerol se realizaron
basandose en la técnica descrita por [172], en donde se realizan una emulsion con
la solucion de quitosano al afiadir la oleorresina a una velocidad de al menos 13,000
rom. La técnica de gelificacidon iontrépica ocupada fue la misma que la empleada
en la elaboracién de nanoparticulas de quitosano sin funcionalizar, como se muestra
en la fig. 41 y que se describe a continuacion:

1.

Preparar una solucion de quitosano, pesando 15 mg de quitosano de bajo
peso molecular (50-190 kDa) marca comercial Sigma Aldrich®, para
después mezclar en 5 ml de agua destilada, obteniendo asi una
concentracion final de la soluciéon de 3mg/ml.

Afadir 30 pl de acido acético glacial ACS (95% pureza) a una concentracion
1 M en agitacién continua a 1100 rpm con ayuda de un agitador magnético
hasta solubilizar el quitosano; ajustar el pH al adecuado (4.0, 4.5, 4.75y 5.0)
de acuerdo sea el caso, afiadiendo solucién de hidroxido de sodio en
escamas grado reactivo en solucion 1M. Validar pH con un potenciometro.
Realiza una emulsién aceite en agua, al anadir 7 ug de oleorresina en la
solucion de quitosano previamente realizada mediante agitacion a una
velocidad de 14,000 rpm con ayuda de un espumador comercial (Zulay
kitchen) durante 10 min.

Preparar una solucién de tripolifosfato pesando 5 mg del reactivo grado
técnico con pureza del 85% de la marca comercial Sigma-Aldrich® y
afiadiéndolos a 5 ml de agua destilada para lograr una concentracion final
de 1 mg/ml.

Colocar .5 ml de la solucion de quitosano regulada a pH 6 en un vaso de
precipitados y mantener en agitacion continua con agitador magnético a
1100 rpm o espumador a velocidad unica de 14,000 rpm.
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6. Afadir 1.5 ml de solucion de tripolifosfato gota a gota con ayuda de una
jeringa para obtener una concentracion 3:1 de TPP: CS. Para las demas
soluciones afiadir 4, 5, 6 ml de solucion de Tripolifosfato para lograr las
concentraciones 4:1, 5:1, 6:1 respectivamente.

7. Mantener la agitacion durante 1h en caso de ocupar agitador magnético, 5
min con uso de homogeneizador, 10 min con espumador y 500 segundos
con ultrasonido.

8. Tomar la solucion final con una jeringa y acoplar un filtro de jeringa de
celulosa de 0.45y 0.22 um y colocar en tubos para centrifuga tipo Falcon®.

9. Centrifugar a 10,000 x g durante 30 min a temperatura ambiente.

10.Retirar cuidadosamente la capa sobrenadante y suspender en tampoén
fosfato salino (Solucion PBS) con un pH 7.4

11.Repetir el proceso por lo menos 2 veces mas, para obtener resultados por

triplicado.
14,000 RPM N
‘ 10 min ){

N\ g 7l
g - .

——

[

3 mg/ml 6-gingerol

Solucion de Emulsion de quitosano/6-gingerol Solucién quitosano
tripolifosfato (TPP) +
1 mg/ml 10 pl/ml Solucion de acido acético 1M

Quitosano:TPP

VAT
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PARRILLA DE AGITACION ESPUMADOR
1,100 RPFM 14,000 RPM
1h 10 min

Fig. 41 Esquema general de creacion de nanoparticulas de quitosano
funcionalizadas técnica modificada (creado con BioRender.com)

4.2.2 Caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas
de quitosano
El tamafio de particula, distribucion de tamafios y potencial Zeta, fueron
determinados mediante dispersion dinamica de luz dinamica (DLS, por sus siglas
en inglés) llevado a cabo en un equipo Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments,
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Worcestershire, Reino Unido) mostrado en la fig.42A. Todas las muestras se
filtraron previamente a la lectura a través de filtros de jeringa de 0.45y 0.22 um. Se
utilizaron cubetas DTS1060 como la que se muestra en la fig.42B, realizando las
mediciones a temperatura ambiente 25 -C. Las muestras fueron leidas por
triplicado.

Fig. 42 A) Zetasizer Nano-ZS acoplado a computador y B) Cubeta DTS1060

El pH de las suspensiones de particulas se midié a temperatura ambiente utilizando
un pHmetro Hanna HI8424 (Woonsocket, EE.UU.) como el que se muestra en la
Fig.43, este fue calibrado con buffer de referencia de pH de 4.0, 7.0 y 10.0
(Wohler,CDMX). Los pH utilizados para la elaboracion de nanoparticulas fueron 4,
4.5, 4.75 y 5, se utilizaron solucién de NaOH y &cido acético, ambas 1 M.

Fig. 43 Medidor Portatil de pH / mV Hanna HI8424.

Al final del proceso de lectura, se obtendra un informe con los valores de potencial
zeta, tamafo de particula y polidispersion (PDI) como el que se muestra en la figura
44, los valores seran extraidos de manera manual.
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System
Temperature [*C): 25.0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 3074 Measurement Position (mm): 4 65
Cell Description: Disposable sizing cuvelte Attenuator: 7

Results
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.om): 62.18 Peak 1: 88.38 919 34.86
Pdl: 0.263 Peak 2: 14.57 8.1 2.869
Intercept: 0.880 Peak 3 0.000 00 0.000
Result guality :

Size Distribution byIntensity

Intensity (Percent)

Size (d.om)

Record 2178: SLMF1 1)

Fig. 44 Informe resultante de un andlisis de potencial zeta del equipo
Zetasizer nano-ZS.

4.2.3 Preparacion de nanoparticulas cargadas con

albumina de suero bovino (BSA).
Las nanoparticulas con carga de albumina de suero bovino (BSA) de marca Sigma-

Aldrich® con una pureza > 98%; se formaron tras la adicion de una solucion de TPP
a una solucién de quitosano con diversas concentraciones de BSA en un vaso de
precipitados, se mezcla a 1100 rpm con ayuda de una parrilla de agitacion. Los
factores probados tenian concentracion inicial de BSA (0,26, 0,52, 0,78, 1,04, 1,4
mg / ml), concentracion de quitosano (3, 4,5, 6 mg/ ml)y pH (4, 4,5, 4,75, 5).

4.2.3.1 Derivacion de curva estandar
Para derivar una curva estandar para una proteina estandar (BSA, por ejemplo) fue
empleado un ensayo de Bradford. El ensayo de Bradford se utiliza para la
determinacién de concentracién de proteinas en solucion, se basa en el principio de
colorante azul brillante G-250 de Coomassie en respuesta a concentraciones
variables de proteina, lo que da como resultado dos cambios de color, rojo y azul.
La técnica se puede observar en la figura 45, y se describe a continuacion:

1. Preparar una solucion madre con proteina BSA en agua desionizada en una
proporcion de 10 mg/ml.

2. Preparar 6 diluciones a partir de la solucién madre segun la tabla 5 que se
muestra a continuacion:
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Tabla 5.

Diluciones para derivacion de curva estandar usando Buffer tampon
fosfato salino (PBS). Adaptacion a pequeiia escala de técnica adjunta de

Sigma Aldrich para ensayo de Bradford en las diluciones preparadas
realizada por el equipo IGEM 2018 TecCem.

Concentracion de Volumen de Volumen de agua Volumen

Dilucion proteina estandar soluciéon madre desionizada Final
(mg/mL) (uL) (WL) (WL)

0 0 0 100 100

1 0.26 2.6 97.4 100

2 0.52 5.2 94.8 100

3 0.78 7.8 92.2 100

4 1.04 10.4 89.6 100

5 14 14 86 100

3. Tomar de cada dilucién 6.5 uL y colocar en un pocillo de la microplaca

4. Anadir 193.5 uL de reactivo de Bradford en cada uno de los pocillos con
dilucion para lograr un volumen final de 200 pL, dejar reaccionar por 5-45
minutos.

5. Leer la absorbancia de las diluciones a 595 nm

l mLHH.\“”‘ |
Solucién madre  Agua desionizada Reactivo de
10 mg/mL proteina Bradford
estandar
o Volumen de Volumen de agua
Dilucion lsolucion madre(ul)_desionizada {ul)
0 0 100
1 2.6 97.4 /' : 193.5 uL
2 52 94.8 \
2 | _ 200m
z:8 P22 \\ = por pocillo
@ 10.4 89.6
5 14 86

y de cada dilucion

Dejar reaccionar
5-45 min

}

ONORONONONO.
Fig. 45 Diagrama de proceso de realizacion de derivacion de curva estandar
por ensayo de Bradford.
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El equipo utilizado para la lectura de las muestras fue un espectrofotometro de
microplacas Thermo Scientific ™ Multiskan ™ GO (Madrid, Espafia) como el que se
muestra en la figura 46A, con apoyo de una placa de 96 pocillos de 350 uL como la
mostrada en la figura 46B, usando la dilucibn 0 como blanco. Las lecturas de
absorbancia se representaron graficamente frente a la concentracion.

A) B)

Fig. 46  A)Espectrofotometro de microplacas Thermo Scientific ™ Multiskan
™ GOy B) placa de 96 pocillos de 350 uL cada uno marca CTR Scientific.

Como resultado se obtuvo un gréfico de referencia, la cual fue utilizada para
determinar la eficiencia de encapsulacion de proteina y porcentaje de liberacion, la
cual se muestra en la figura 47. Los datos fueron procesados en el software Graph
Prism 9, en donde se pudo obtener la regresion lineal y valor de R2.

2.0
1.5
I
2 1.0
0 5_5 Y = 0.8643*X + 0.4287
3 R2= 0.9961
OIG:IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
0.0 0.5 1.0 1.5

CONCENTRACION

Fig. 47 Curva de calibracién patrones de BSA usando el método de
Bradford.

4.2.3.2 Evaluacion de la eficiencia de encapsulacién de
proteina BSA en nanoparticulas de quitosano
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Las nanoparticulas cargadas con proteinas se prepararon en las mismas
condiciones que las nanoparticulas vacias (agitacion, temperatura, pH vy
concentraciones de reactivo). Se utiliz6 una muestra de sobrenadantes de
encapsulacién vacios como blanco. Se mezclaron volumenes de sobrenadante
(100, 97,4, 94,8, 92,2, 89,6 y 86 uL) con volumenes de solucién madre de BSA (O,
2,6,5,2,7,8, 10,4y 14 uL) para obtener diluciones de concentraciones de proteina
conocidas. Las nanoparticulas de quitosano-TPP cargadas con BSA se transfirieron
cuidadosamente a un microtubo de centrifuga de 1,5 ml después de la carga de
proteinas. Las nanoparticulas se separaron de la solucion mediante ultra
centrifugacion a 13°C, 400 rpm durante 30 min (Fig. 48).

1,100 RPM
1h

Solucién
Quitosano-TPP

@

100 pl/ml
Solucion BSA/ N Quitosano:TPP I
Solucion de quitosano 71*;1\“ 31
— 5:1
Z1 6:1 —

N :
\ : @
m
;_J

3 mg/ml Solucién de quitosano Solucién de
+ tripolifosfato (TPP) Precipitado

10 pl/ml Solucion de acido acético 1M 1 mg/ml

Fig. 48 Diagrama para encapsulacion y recuperacion de nanoparticulas de
guitosano con albumina de suero bovino encapsulado. (Creado en
BioRender.com)

El sobrenadante de la centrifugacion se recupero cuidadosamente y se analizo con
un espectrofotdmetro UV a 595 nm usando el ensayo de proteinas de Bradford para
derivar la curva. Se analizaron muestras por triplicado en cada dilucion; la eficiencia
de encapsulacion de BSA (EE) se calcul6 usando la ecuacion 6:

Ecuacion [5]
£ (Cantidad total de BSA — Cantidad libre de BSA en el sobrenadante)
B Cantidad Total BSA

x100
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Para los estudios de liberacion de proteinas, las nanoparticulas de sedimento
recuperadas en el procedimiento de encapsulacion fueron resuspendidas al
volumen original de 1 mL con buffer PBS pH 7.4. Se recolectaron 50 uL de cada
muestra en diferentes tiempos de recoleccion especificados (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16, 18, 20, 22 y 24 h), estas se centrifugan a 20,000 rpm durante 20 min. Se
afiadio un volumen de 193.5 uL del reactivo de Bradford y se mezclo con 6.5 uL del
sobrenadante resultado de la centrifugacion previa, se mezclé suavemente con un
Agitador Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, Nueva York, EEUU). El tuvo fue
incubado a temperatura ambiente (24°C) por 20 minutos, para posteriormente
transferir 50 yL a una microplaca de 96 pocillos y medir la absorbancia a 595 nm.
Se calculo la concentracién de proteinas en el sobrenadante utilizando la curva
estandar derivada anteriormente, utilizando como blanco PBS pH 7,4 + reactivo de
Bradford como se indic6 anteriormente. Dado que ya conoce la eficiencia de
encapsulacién de proteinas, los calculos de liberacién de proteinas se pueden
realizar con la ecuacion 7:

Ecuacion [6]

] » Proteina libre en el sobrenadante
Liberacion (%) = — - * 100
Monto inicial en proteina encapsulada

4.3 Modelado computacional: parametros farmacocinéticos.

El kit de herramientas de céalculo del proyecto en linea Molinspiration y DataWarrior
de Osiris se utilizaron como exploradores de propiedades para verificar la fidelidad
farmacéutica de 6-gingerol y quiflapon MK-591, MK-886 y Zileuteon como moléculas
de comparacién. El procedimiento a seguir se muestra en la figura 49.
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Fig. 49 Diagrama de flujo de proceso de céalculo de parametros
farmacocinéticos con programa DataWarrior y Molinspiration. (Creado en
BioRender.com)

Se calcularon descriptores moleculares, como miLogP, miLogS, aceptores de
enlaces de hidrégeno, donantes de enlaces de hidrogeno, masa molecular (MW),
area de superficie topologica (TPSA), numero de enlaces rotativos (n-ROTB) y
violaciones de la regla de cinco de Lipinski. El porcentaje de absorcion (% ABS) se
calculé mediante la ecuacion 8 segun el método de Zhao et al.[173].

Ecuacion [7]
%ABS = 109 — 0.345 x TPSA
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Para el célculo del potencio de toxicidad se utilizé el software de acceso libre Osiris
DataWarrior para analizar los posibles parametros de toxicidad del 6-gingerol y los
compuestos de comparacion, obteniendo los atributos del farmaco, como la
toxicidad, la similitud del farmaco y la puntuacion del farmaco.

4.3.1 Docking Molecular
La estructura de la proteina 5-LOX la cual se muestra en la figura 50A, se obtuvo
del RCSB Protein Data Bank (PDB) con el codigo PDB 6N2W, siguiendo el diagrama
de proceso de la figura 50B. Esta estructura cristalina viene con el ligando NDGA
para realizar un acoplamiento dirigido en el sitio catalitico del complejo
NDGA/6N2W.
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Fig. 50 A) Estructura cristalina de proteina 6N2W y B) Diagrama de flujo de
proceso de seleccion y descarga de proteina. (Creado en BioRender.com)

Para la preparacion de ligandos, la estructura de 6-gingerol, quiflapon, zileuteon y
MK-886 se dibujo en ChemDraw 8.0 (PerkinElmer Informatics, Waltham, MA, EE.
UU.) y la geometria se optimizo utilizando la funcién de campo de fuerza MMFF94
utilizando el software Avogadro (https://avogadro.cc) como se representa en la
figura 51A y 51B respectivamente. Todos los compuestos se guardaron como mol2
para estudios posteriores de acoplamiento.
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Fig. 51 A) Diagrama de flujo de dibujo de estructura 6-gingerol. y B)
Diagrama de flujo de optimizacién de energia en el software Avogadro.
(Creado en BioRender.com)

La preparacion del receptor de proteinas se realiz6 con una estructura
cristalografica 3D de la araquidonato 5-lipoxigenasa se descarg6 del Protein Data
Bank (https: //www.rcsb.org/) utilizando el cristal ID: 308Y con una resolucion de
2,39 A, el proceso de descarga de la proteina se muestra en la Figura. La proteina
se preparé utilizando el software UCSF Chimera (v1.16, San Francisco, California,
EE. UU.), se eliminaron las moléculas de agua y se agregaron los atomos de
hidrogeno faltantes. El sitio activo presenta residuos clave como His-367, His-372,
His-550 y Leu-673, que estan directamente asociados con la inhibicion de 5-LOX.
Se eligio el sitio de unién de la cadena A para el acoplamiento. La estructura de
ALOX5 no contiene un ligando cocristalizado, por lo que se realizé un acoplamiento
ciego comparando los diferentes bolsillos que se obtuvieron con DogSiteScorer. El
proceso en el Software de Chimera se muestra en la figura 52.
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Fig. 52 Diagrama de flujo de proceso de preparacion de proteina y receptor
en el software Chimera (Creado en BioRender.com)

El procedimiento estandar para el acoplamiento molecular fue utilizar una proteina
rigida (308Y) y un ligando flexible cuyos angulos de torsion se identificaron (para
diez carreras independientes por ligando). Se realizé un acoplamiento dirigido para
cada uno de los ligandos en el bolsillo que tenia la puntuacién de farmaco mas alta
obtenida de la prediccion del software DogSiteScorer. Los estudios de acoplamiento
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se realizaron con el programa UCSF Chimera. Se agregaron hidrégenos polares y
cargas parciales de Gasteiger, y se cre6 una cuadricula con las herramientas
Autodock Vina en UCSF Chimera. Los resultados y el andlisis del acoplamiento se
visualizaron con Discovery Studio Visualizer. Al final del acoplamiento, se analizaron
las mejores poses para el enlace de hidrogeno o interacciones 1, asi como su
energia de unién al ligando libre (AG, kcal / mol), y los resultados se compararon
con Zileuteon porque es el Unico farmaco comercializado que se utiliza como
inhibidor de 5-ALOX.

Para la prediccion in silico de 6 sitios de metabolismo del gingerol (som) se utilizo el
software Xenosite, el cual es un software en linea para predecir sitios metabdlicos
potenciales en estructuras quimicas de xenobidticos y otras moléculas organicas.
Este software propone los sitios atobmicos donde las moléculas organicas pueden
ser modificadas por las 9 principales isoenzimas de la enzima citrocromo p450
(CYP450), que son: CYP1A2, CYP2B6, CYP2A6, CYP2C9, CYP2C8, CYP2DS6,
CYP2C19, CYP3A4, CYP2 y microsomas hepaticos humanos (HLM). La ventaja de
este software es que el tiempo de ejecucién es muy corto, y los resultados de los
sitios de metabolismo de las moléculas se presentan mediante una escala de color
que va del rojo al azul, donde el color corresponde a una probabilidad cero de
metabolismo, el blanco corresponde a una probabilidad de observar un sitio de
metabolismo aleatorio y el rojo corresponde a una probabilidad de 1 de que se
considere un sitio de metabolismo.
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y ANALISIS DE
RESULTADOS

5.1 Extraccién y purificacion del compuesto 6-gingerol

La extraccion y purificaciéon del compuesto 6-gingerol es de importancia al ser un
compuesto que depende de factores como el lugar y tipo de cultivo, permitiendo que
los rendimientos finales del compuesto puedan variar [174, 175]. Las muestras
frescas y secas se pesaron para determinar el peso de humedad, el cual es
determinado al utilizar la ecuacion 9, en donde el peso de la muestra seca
expresado en gramos es restado del peso de la muestra fresca en gramos, el
resultado obtenido se ocup6 para determinar el contenido de humedad (%). El
contenido de la humedad se refiere a la cantidad de agua contenida en una muestra
en forma natural y se puede observar en la ecuacion 10, en donde el Peso de la
humedad es el valor previamente obtenido con la ecuacioén 9 y es dividido por el
peso de la muestra fresca en gramos, el valor resultante es multiplicado por 100 y
expresado como porcentaje.

Ecuacion [8]
Peso de la humedad = Peso de muestra fresca (g) — Peso muestra seca(g)

Ecuacion [9]

. Peso de la humedad (g)
Contenido de humedad (%) = x100
Peso de la muestra fresca (g)

La muestra seca recuperada, la cual se refiere a la cantidad de materia sin presencia
de agua libre, es calculada utilizando la ecuacién 11, en donde el peso de la muestra
seca expresada en gramos es dividido por el peso de la muestra fresca en gramos,
el valor resultante es multiplicado por 100 y expresado en porcentaje.

Ecuacion [10]

Peso de muestra seca (g)
Muestra seca recuperada (%) = Peso de muestra fresca (g) x100

El porcentaje de humedad reportado de cultivos en Nigeria e India es de hasta un
85% y un porcentaje de hasta el 15% en muestra seca recuperada [43, 86, 176—
178]; mientras que, en cultivos realizados en México, Ecuador y algunas zonas del
sur de India los valores fueron mayores alcanzando un valor de hasta 89% vy, por lo
tanto, 11% de muestra seca recuperada[l174, 179]. El peso de la muestra fresca
total fue de 52.6 kg o 52,600 g, alcanzando una reduccion de hasta 10 veces al
finalizar las 72h de secado con un peso de muestra seca total de 4.5094 kg 0 4,509.4
gr. Estos valores se sustituyeron dentro de las ecuaciones 9,10 y 11. El peso del
contenido de humedad total como se muestra en la ecuacion 12 fue de 48,090.6 g
0 48.0906 Kg, mientras que el porcentaje de contenido de humedad total mostrado
en la Ecuacion 13 fue del 91.42% vy el porcentaje de muestra seca total mostrado
en la ecuacion 14 fue del 8.57%.
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Ecuacion [11]
Peso de la humedad = 52,600 g — 4,509.4 g = 48,090.6 g

Ecuacion [12]
48,090.6 g

Al comparar los resultados con lo previamente publicado por otros autores, se
observa que el peso de la humedad y contenido de humedad (%) son mayores,
mientras que la muestra seca recuperada (%) es menor. Esta diferencia observada
puede ser atribuida a las diferencias en composicion y propiedades texturales del
rizoma de jengibre utilizado para cada investigacion, ya que las variaciones de las
propiedades fisicas y quimicas del jengibre estan relacionadas con el estado de
maduracion y con factores asociados con su origen y con las condiciones de
cultivo[174, 178].

Las rodajas secas de jengibre se someten a una extraccion metandlica, la cual
consiste en colocar material vegetal en un contenedor para ser cubierto por metanol
y obtener como resultado los aceites grasos esencial u oleorresina presente en el
jengibre. El rendimiento del aceite esencial se determina utilizando la ecuacion 15,
en donde la cantidad de aceite esencial obtenido en gramos es dividida por la
materia prima utilizada en gramos, el resultado es multiplicado por 100.

Ecuacion [14]

o ) ) Cantidad de aceite esencial obtenido (g)
Rendimiento del aceite esencial(%) = Materia Prima utilizada (g) x100

En experimentos anteriores se reportdé un rendimiento entre 6.3-14.6% de
oleorresina de color café obscuro obtenido de rizoma de jengibre [25, 145, 180]. Lo
cual coincide con lo obtenido al realizar la extraccion metandlica que se muestra en
la figura 53A, en donde se observa la obtencion de un solvente rojo obscuro, sin
embargo, al concentrar la solucion recuperada se observa un liquido con mdultiples
fases, el cual se observa en la figura 53B. La presencia de multiples fases se
atribuye a la presencia de agua y es eliminada al adicionar sulfato de sodio (Na2S0Oa4)
y realizar un posterior al filtrado. La oleorresina concentrada tiene un aroma picante
ademas de ser de color café obscuro con tonos amarillentos como se muestra en la
figura 53C; el volumen total de oleorresina obtenido fue de 376.59 g. El rendimiento
total del aceite esencial fue calculado usando la ecuacion 15 previamente descrita,
sustituyendo los valores de cantidad de aceite esencial obtenido (376.59 g) y
materia prima utilizada (4,509.4 g) como se muestra en la ecuacion 16, resultando
un rendimiento de 8.35%.
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Fig. 53 A) Jengibre (Zingiber Officinale) en metanol, B) Extraccion
metandlica con multiples fases visibles y C) Extraccién metandlica de
Jengibre.

Ecuacion [15]
376.59 g
45094 g

La oleorresina recuperada se proceso en una columna cromatografica, ya que al ser
la oleorresina una mezcla de diversos componentes, este tipo de cromatografia nos
facilita la separacion y analisis de los componentes. Una vez recuperadas las
fracciones de los componentes como se muestran en la figura 54A, se analizan con
cromatografia en capa fina (TLC) para determinar si las fracciones presentan un
mismo corrimiento, como se observa en la figura 54B, en donde se observan dos
compuestos con un mismo corrimiento; una vez comprobado que tienen el mismo
corrimiento se juntan las fracciones.

Rendimiento del aceite esencial(%) = x100 = 8.35%

Fig. 54 A) Fracciones recolectadas y B) Placa de silica para cromatografia
en capa fina con corrimiento de dos puntos de fracciones recolectadas.

Al finalizar la extraccion de las fracciones recolectadas, estas se concentraron para
facilitar la presencia de impurezas, las cuales fueron identificadas al aparecer mas
de una zona obscura en la placa de silica para cromatografia. De un total de 8
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compuestos obtenidos que se muestran en la figura 55, se puede observar en la
figura 55A el corrimiento de los compuestos 1 y 2, de los cuales el compuesto 1
muestra la presencia de 5 compuestos distintos, mientras que el compuesto 2
muestra Unicamente 2; en la figura 55B, se observan los compuestos 3, 4 y 5, los
cuales muestran una Unica zona obscura alargada; en la figura 55C se observa el
nuevamente el compuesto 5, el cual es comparado con el compuesto 6, mostrando
una solo zona obscura mientras que el compuesto 6 esta conformado por 4; por
altimo se puede observar en la figura 55D el compuesto 7 conformado a su vez por
3 compuestos y el compuesto 8 conformado por dos compuestos.

Fig. 55 A) Compuesto 1y 2; B) Compuesto 3,4y 5; C) Compuesto5y 6;y
compuesto 7 y 8 en placas de silica para cromatografia en capa fina (TLC)

Debido a la presencia de multiples compuestos se opt6 por analizar aquellos que
solo mostraban una zona obscura, descartando asi los compuestos 1,2,6,7 y 8. Los
compuestos 3,4 y 5 presentaron un total de muestra de 28.6, 264.2 y 122.6 mg
respectivamente, estos valores fueron sustituidos en la ecuacién 17 para determinar
el rendimiento del aceite esencial (%) como se muestra en la tabla 6, utilizando
como materia prima el valor de 2 gr, la cual fue la cantidad empleada en la
elaboracion de la cromatografia en columna. Los rendimientos finales fueron del
1.43%, 13.21% y 6.13% respectivamente. Los compuestos obtenidos presentaron
una coloracion amarilla como se muestra en la figura 56, color asociado a el
compuesto 6-gingerol, el cual seria un color amarillo intenso.[24, 31, 150, 181]

Ecuacion [16]

o ] ] Cantidad de aceite esencial obtenido (g)
Rendimiento del aceite esencial(%) = Materia Prima utilizada (9) x100
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Tabla 6. Compuestos purificados obtenidos por el método de cromatografia en
columna y su rendimiento del aceite esencial (%)

Cantidad de aceite M?;r?]r;a Rendimiento del
Compuesto | esencial obtenido uEIizada aceite esencial
%
(9) @) (%)
3 .0286 1.43
4 .2642 2qr 13.21
5 1226 6.13

B)

Fig. 56 A) Compuesto recolectado 3, B) Compuesto recolectado 4 y C)
Compuesto recolectado 5

5.1.1 Elucidacién del compuesto 6 gingerol

Los compuestos 3,4 y 5 recolectados por cromatografia en columna fueron
elucidados mediante resonancia magnética nuclear (RMN) 'H, en donde se
obtienen espectros que al ser analizadas apoyan a la identificacion de compuestos
con una posicion especifica y e conjunto forman una molécula [68, 182, 183]. El
espectro obtenido por Gan et al. [184] que se muestra en la figura 57A se empled
como referencia para la determinacion de los compuestos previamente obtenidos.
El compuesto 3, el cual se observa en la figura 57B muestra una zona la cual esta
marcada por un rectangulo de color verde, el cual comparado con la figura de
referencia 57A se observan multiples sefiales adicionales, las cuales, al ser sefiales
anchas con picos amplios, es traducido como resultados de baja calidad o
reproducibilidad [185, 186]; sin embargo, al observar el espectro obtenido del
compuesto 4 en la figura 57C, se observan las mismas sefiales que el espectro de
referencia. El compuesto 5 se observa en la figura 57D en donde se puede observar
que a pesar de no mostrar ruido carece de una sefal la cual es mostrada tanto en
el espectro del compuesto como en el espectro de referencia por un rectangulo de
color naranja.
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Fig. 57 A) Espectro de RMN de compuesto 6-gingerol realizado por Gan et. al, B) Espectro de RMN de compuesto
3, C) Espectro de RMN de compuesto 4 y D) Espectro de RMN de compuesto 5.

91



Al observar la similitud del compuesto 4, este es analizado mediante resonancia
magnética nuclear (RMN) H y 3C permitiendo la obtencién de desplazamientos
quimicos, los cuales corresponden a la posicion de los &tomos que conforman un
compuesto, como los mostrados en la figura 58 pertenecientes al compuesto 6-
gingerol; estos permiten identificar el compuesto presente en la muestra analizada.
Los desplazamientos quimicos obtenidos del andlisis 'H y 3C por resonancia se
muestran en la tabla 7 y fueron complementados por experimentos homonucleares
y heteronucleares de resonancia magnética nuclear bidimensional (*H-'H COSY y
HSQC) y cuyos espectros se muestran en la figura 60A y 60B. Los datos espectrales
de 'H incluidos dentro de la tabla 7 mostraron sefales correspondientes a un anillo
de benceno trisustituido en 1', 3', 4' [dH 6,72 - 6,67 (*H, m, H2"), 6,82 (*H, d, J = 8,0
Hz, H5'), 6.65 (*H, ddt, J = 8.0, 2.0, 0.6 Hz, H6")], se observa una correlacion
homonuclear entre H5'-H6' en el espectro H-'H COSY mostrado en la figura 59A.
Se observaron sefiales correspondientes a dos grupos metilo en RMN de 'Hy 3C
[6H 0,89 - 0,86 (3H, t, H10), 8C 14,50 (C10) y 6H 3,87 (3H, s, H7'"), 8C 56,28 (C7') ]
los cuales al compararse con el experimento HSQC de la imagen 59B se puede
inferir que uno corresponde al metilo del metoxilo (H10 y C10) y otro corresponde al
metilo de la cadena alquilica (H7' y C7'). Los datos espectrales de 13C de la tabla 7
mostraron que C3 [0C 211.83] correspondia al grupo carbonilo de la gingerol
acetona que, junto con los carbonos cuaternarios del anillo de benceno trisustituido,
no mostré correlacion en HSQC mostrados en la figura 59B. El espectro 13C descrito
en la tabla 7 mostré la presencia de 8 carbonos correspondientes a metilenos (C1,
C2, C4, C6, C7, C8 y C9) y un carbono metino (C5) los cuales fueron verificados
mediante experimentos de resonancia magnética nuclear bidimensionales como lo
fue HSQC y sus correspondientes hidrégenos con 'H- 'H COSY mostrados en la
figura 59A y 59B.

o OH
O 2 U ' 9
X 1 : 5 T
HSC/...\Tl/ \\51‘/ NN NN S
T 10
/4'\\ fﬁ'

HO 5

Fig. 58 Estructura del compuesto 6-gingerol y las respectivas posiciones de
sus atomos.
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Tabla7. RMN H (500 MHz) y 13C (125 MHz, r.t.) desplazamientos quimicos de

6-gingerol, & en ppm en cloroformo-d (CDCI3)

Posicion OH oc

1 2.83 (2H, ddd, J = 7.8, 6.0, 1.0 Hz) 29.73 (-CH2)
2 2.73 (2H, ddd, J = 8.1, 6.9, 1.0 Hz) 45.85 (-CH2)
3 NA 211.83 (-CO)
4 1.43 - 1.33 (2H, m) 36.87 (-CH2)
5 4.02 (1H, ddg, J = 8.8, 4.7, 3.1 Hz) 68.08 (-CH)

6 2.60 — 2.44 (2H, m) 49.77 (-CH2)
7 1.25 (2H, m, J = 1.6 Hz) 32.31 (-CH2)
8 1.25 (2H, m, J = 1.6 Hz) 30.01 (-CH2)
9 1.25 (2H, m, J = 1.6 Hz) 23.06 (-CH2)
10 0.89 — 0.86 (3H, 1) 14.50 (-CH3)
1 NA 133.04 (-C)

2’ 6.72 — 6.67 (1H, m) 111.39 (-CH)
3 NA 146.85 (-C)

4 NA 144.39 (-C)

5’ 6.82 (1H, d, J = 8.0 Hz) 114.79 (-CH)
6’ 6.65 (1H, ddt, J = 8.0, 2.0, 0.6 Hz) 121.14 (-CH)
7’ 3.87 (3H, s) 56.28 (-CH3)

NA: No aplica
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Al analizar los resultados obtenidos por los espectros de resonancia *H, °C, 1H-'H
y COSY podemos concluir que el compuesto 4 recuperado es 6-gingerol (C17H2604,
294,39 g/mol), del cual se obtuvo un rendimiento de 13.21% como se muestra en la
tabla 6, lo cual es alto comparado con los valores entre 6-12.2%, que es lo que ha
sido reportado previamente [143, 146, 187-189]. Esto puede ser atribuido a los
factores como temporada de cosecha, especie y maduracion del rizoma, en donde
se ha visto que, a mayor tiempo de maduracion, menor sera la concentracion del
compuesto 6-gingerol, indicando asi que el rizoma utlizado durante la
experimentacién se encontraba mas tierno [143, 146, 190, 191]. Otro factor para
considerar y que afecta el rendimiento de extraccion del compuesto 6-gingerol es el
método de extraccién y tipo de solvente utilizados para la extraccidon, ya que la
continua prolongacion a temperaturas elevadas puede favorecer la transformaciéon
del compuesto 6-gingerol a 6- Shogaol y por lo tanto reducir su rendimiento final [86,
146, 181, 192].

5.2 Elaboracion de nanoparticulas: caracterizacion
fisicoquimica de nanoparticulas de quitosano

El sistema de nanoparticulas fue preparado mediante la técnica de gelificacion
iGnica, la cual implica la interaccion idnica entre los grupos amino con carga positiva
(-NH*3) del quitosano y los grupos fosfato con carga negativa (-P3Os'%) del
tripolifosfato (TPP). Se variaron multiples parametros durante la fabricacion de la
nanoparticula como lo fue el método de agitacion (Agitador magnético,
homogeneizador, espumador y ultrasonido), el pH de la mezcla (4.0, 4.5, 4.75y 5.0)
y la concentracion de Tripolifosfato/ quitosano (3:1, 4:1, 5:1 y 6:1); esto con la
finalidad de obtener un tamafio de particula menor a 100 nm, potencial zeta mayor
a 10 mV y polidispersion (PDI) menor a .5. Como resultado de la modificacion de
los métodos de agitacion, pH y concentracion, se obtuvieron multiples valores, los
cuales se encuentran resumidos en la tabla 8.
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Tabla 8.

de homogenizacién, pH y concentracion TPP: Quitosano

Tamafo de particula, carga superficial y polidispersion de nanoparticulas de quitosano con diferente método

Método de

Concentracion

homogeneizacién pH (TPP: Quitosano) Tamarfo de particula (nm) | Potencial zeta (mV) PDI

3:1 170.10 | £| 11.33 -7.71 | £/ 1.34 0.48 | £| 0.04

4:1 145.90 | | 10.28 -4.73 | £| 2.59 0.54 | £/ 0.12

4 5:1 62.72 | | 4.79 535|175 | 0.27 |+ 0.05

6:1 90.42 | +| 8.74 -8.22 | £/ 2.43 0.36 | £| 0.02

o 3:1 97.78 | +| 7.01 -9.05 | £| 1.64 0.53 | +| 0.04
1% 45 4:1 83.51 | +| 5.30 0.18 | | 3.48 0.28 | £/ 0.03
=) ' 5:1 51.07 | £| 7.55 -19.53 | | 1.50 0.51 | £/ 0.02
g 6:1 61.62 | +| 2.80 -5.67 | £| 1.97 0.46 | £| 0.17
S 3:1 51.83 | £/ 9.20 -10.90 | £| 0.44 0.42 | £/ 0.03
8 4.75 4:1 51.11 | +| 7.48 -11.40 | £| 1.27 0.42 | £/ 0.09
f=) ' 5:1 3042 | £/ 7.75 -15.71 | | 2.79 0.40 | £| 0.03
< 6:1 42.88 | £| 1.52 -13.83 | £| 0.40 0.47 | £/ 0.04
3:1 89.16 | | 3.11 -18.77 | £| 4.00 0.29 | £/ 0.05

5 4:1 67.54 | +| 6.32 -13.23 | £| 2.35 0.33 | £| 0.06

5:1 64.31 | +| 9.51 -8.78 | £| 2.70 0.36 | +| 0.04

6:1 66.53 | +| 6.72 -14.33 | £ 3.91 0.25| £/ 0.01

3:1 168.79 | £| 16.53 -10.71 | £| 1.89 0.27 | £/ 0.02

o) 4:1 138.29 | £| 2.56 -8.76 | £| 1.00 0.38 | £| 0.07
% 4 5:1 95.60 | | 7.71 -10.31 | £[ 2.18 0.42 | £| 0.06
Q 6:1 117.57 | +| 6.81 -7.66 | £| 0.75 0.27 | £/ 0.11
S 31 130.44 | £/ 9.19 -12.08 | | 1.31 0.33 | £/ 0.06
8 4:1 86.87 | | 3.05 -7.32 | £| 1.45 0.29 | £/ 0.08
£ 45 5:1 78.05 | +| 10.09 -13.49 | £ 1.92 0.27 | £/ 0.02
6:1 97.43 | £| 3.80 -10.55 | £/ 0.83 0.26 | +| 0.02
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3:1 90.84 | £| 5.17 -10.28 | +| 0.37 0.34 | £/ 0.06

4:1 68.25 | £| 5.32 -8.99 | £| 0.57 0.36 | +| 0.09

4.15 5:1 29.56 | £| 10.20 -13.50 | £| 2.15 0.28 | +| 0.07

6:1 46.81 | +| 10.78 -7.12 | +| 2.25 0.30 | £/ 0.08

3:1 120.65 | £| 6.27 -6.77 | £| 1.69 0.34 | £/ 0.01

4:1 88.14 | +| 1.94 -2.56 | £| 1.97 0.27 | +| 0.04

° 5:1 70.83 | £| 2.52 -10.74 | £| 1.61 0.33 | £/ 0.02

6:1 9433 | £/ 3.51 -5.83 | +| 1.63 0.28 | £/ 0.02

3:1 131.64 | £| 13.60 -8.82 | £| 2.25 0.41 | +/ 0.13

4:1 111.27 | £/ 11.96 -9.03 | £| 0.69 0.38 | +| 0.11

4 5:1 102.90 | £| 4.97 -10.86 | +| 4.92 0.55| £/ 0.05

6:1 115.54 | £| 16.98 -9.25 | £/ 0.51 0.51 | +| 0.09

3:1 112.74 | £/ 10.10 -7.23 | £/ 0.36 0.61 | | 0.10

4:1 102.79 | £ 12.01 -11.80 | +| 0.46 0.80 | £/ 0.15

_g 4.5 5:1 81.36 | | 2.30 -7.66 | +| 4.65 0.54 | £/ 0.07
g 6:1 82.57 | +| 6.07 -0.77 | £| 2.23 0.53 | +| 0.08
= 3:1 91.18 | £ 4.28 -0.10 | £| 2.99 0.62 | +| 0.10
i 4:1 72.10 | £/ 11.54 -6.46 | +| 1.30 0.30 | £/ 0.01
4.75 5:1 49.72 | +| 7.96 -9.00 | £| 1.44 0.42 | +| 0.02

6:1 57.47 | +| 11.06 -5.97 | £/ 0.80 0.63 | +| 0.09

3:1 115.08 | £| 8.40 -9.50 | +| 2.57 0.45 | =/ 0.08

4:1 98.55 | £/ 6.91 -5.59 | +| 3.77 0.55| £/ 0.09

° 5:1 68.37 | £/ 8.71 -4.09 | £| 1.60 0.44 | +| 0.13

6:1 88.25 | +| 3.80 -10.13 | +| 3.32 0.69 | £/ 0.16

3:1 400.65 | +| 42.94 0.66 | £/ 0.36 0.96 | £/ 0.08

4 4:1 395.85 | +| 38.01 -0.06 | £| 0.32 0.91 | +| 0.06

5:1 232.54 | | 55.69 -3.48 | £/ 1.88 0.91 | +|0.13
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Ultrasonido

6:1 224.57 | £/ 30.97 -0.96 | +| 0.25 0.94 | £/ 0.06

3:1 427.43 | £| 92.18 -0.04 | £/ 0.69 0.84 | +| 0.06

4:1 416.01 | +| 33.99 -0.65 | | 3.07 0.88 | +| 0.07

45 5:1 247.10 | £| 54.32 -0.38 | +| 2.42 0.78 | £/ 0.05
6:1 254.99 | £ 10.32 -0.83 | +| 1.28 0.89 | £/ 0.12

3:1 204.20 | £| 7.83 -0.25 | £/ 0.75 0.75 | £/ 0.10

4:1 164.09 | £| 6.42 1.36 | +| 0.77 0.98 | £/ 0.03

4.75 5:1 177.12 | +| 28.98 -4.68 | +| 1.11 0.88 | £/ 0.12
6:1 181.14 | £/ 25.70 -0.47 | £/ 0.80 0.94 | +| 0.06

3:1 254.86 | | 29.45 -0.51 | | 2.97 0.99 | +| 0.01

5 4:1 178.54 | +| 24.67 -0.02 | +| 0.90 0.88 | £/ 0.11

5:1 169.83 | £| 23.50 -2.28 | £| 1.62 0.86 | +| 0.09

6:1 158.43 | £| 20.79 -4.79 | £/ 0.74 0.90 | +] 0.11
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Los resultados mostrados en la tabla 8, fueron analizados para determinar la
influencia de la proporcion de los componentes tripolifosfato / quitosano (TPP:CS),
el cual es un pardmetro de gran importancia para la obtencidon de nanoparticulas de
un tamafio inferior a 100 nm y una polidispersidon menor a .5, debido a que la
disponibilidad de componentes permite la 6ptima formacion de cadenas de
quitosano, dando como resultado la creacion de particulas compactas de tamafio
inferior a los 100 nm [12, 13, 160]. EI mayor tamafio de particula obtenido fue en
una relacién de masa TPP:CS de 3:1 independientemente del método utilizado de
homogenizacion y pH empleado en la elaboracion de las nanoparticulas. Este valor
disminuyo linealmente a 5:1, para incrementar nuevamente en la proporcion de 6:1.
Este mismo tipo de comportamiento fue reportado previamente por Antoniou et al.
[44], en donde en concentraciones de 3:1 se presenta el mayor tamarfio de particula,
el cual va en descenso hasta valores de 9:1 donde se presenta un incremento.
Como se observa en la figura 60, en proporciones de masa 5:1 de TPP:CS y pH de
4.75, se presentaron los tamafios de particula mas pequefios, los cuales en los
métodos de homogenizacién por homogeneizador observado en la figura 60A y
espumador observado en la figura 60C se alcanzaron valores de tamafo de
particula por debajo de 100 nm; por el método de agitacidon magnética mostrado en
la figura 60B, el tamafio de particula llego a ser menor a 50 nm, mientras que por el
meétodo de ultrasonido observado en la figura 60D los valores minimos de tamafio
de particula fueron cercanos a los 150 nm.

La variacion de tamafios debido a la proporcion de TPP:CS, puede ser atribuida a
que durante la formacién de la nanoparticula existe una incorporacién adicional del
anién para aumentar el entrecruzamiento entre las cadenas de quitosano dentro de
la nanoparticula, lo que explicaria la disminucion del tamafio de las nanoparticulas
de quitosano con el aumento del TPP; este aumento en la reticulacion interna hace
que las cadenas de quitosano se unan mas estrechamente en la particula, por lo
gue esta se condensa llevando a una disminucién gradual de tamafo [12, 13, 22,
109, 160, 193]. El método de homogenizacion puede favorecer la produccion de
particulas homogéneas y de menor tamafio, sin embargo, si esta no es la adecuada
las particulas pequefias se agregaran formando particulas de mayor tamafo a la
inicial como resultado de la destruccién de la fuerza repulsiva entre las particulas,
como se observa con el método de ultrasonido. [12, 44, 194, 195].

99



A)

z

Homogenizador Agitador Magnético

200 2001

150 150

100 100

) TR

1 1 ) 0 1 1 1 1
3:1 4:1 5:1 6:1 31 4:1 5:1 6:1
Concentracion Concentracion

50

Tamafo de Particula

Tamaiio de Particula

C)

Espumador Ultrasonido

200 600
150 .
400~
100

200
50

Tamaio de Particula

Tamafio de Particula

T a4 s e "o & s en
Concentracién Concentracion
Fig. 60 Efecto de la relacion de masa TPP:CS en tamafio de particula a pH 4
(-®),pH4.5 (™), pH4.75 () y pH 5 (-%) con diferentes métodos de
homogenizacion con A) Homogeneizador, B) Agitador Magnético, C)
Espumador y D) Ultrasonido

Los resultados obtenidos en la tabla 8, fueron analizados para determinar la
influencia del pH de la solucién del quitosano (CS) inicial en el tamafio de particula,
ya que este afecta la solubilizacion del CS, el cual al ser una polibase débil y esta
se ve reforzada por la protonacion del grupo NH2 cuando se disuelve en medio
acido. Dado que la formacion de la nanoparticula esta impulsada por la interaccion
i6nica entre CS y TPP, es razonable concluir que el entrecruzamiento iénico entre
CS y TPP depende del pH [22, 44]. Como se puede observar en la figura 60, a un
pH de 4.75 se observan los tamafios de particula mas pequefios con los métodos
de homogenizacion por homogeneizador con particulas entre 19.36-96.01 nm como
se observa en la figura 60A; por el método de agitador magnético con particulas
entre 22.67-61.03 nm como se observa en la figura 60B; y por el método de
espumador con valores entre 41.76-95.46 nm como se observa en la figura 9C;
mientras que, por el método de ultrasonido mostrado en la figura 60D, los valores
fueron superiores a los 100 nm. Esto puede ser atribuido al pKa de 6.3 del CS,
parametro que indica la disociacion en medio acuoso, indicando que, en el caso del
quitosano, este es mas soluble en medios acidos e insoluble en pH neutro o alcalino
permitiendo que las cadenas de CS se extiendan debido a la protonacién de los
grupos amino, y bajo estas condiciones, mas iones NH*3 estan expuestos a ser
reticulados por iones TPP, formando una red polimérica mas compacta y particulas
mas pequenfas. [22, 44, 158, 159, 196-198]; sin embargo, en pH con valor cercano
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0 menor a 4 ocurre un hinchamiento de las nanoparticulas permitiendo que esta sea
mas permeable y se llene de particulas de agua [25]. En el caso de pH mas cercanos
al basico, se presenta una ausencia de fuerzas electrostaticas repulsivas que
afectan a las interacciones intramoleculares e intermoleculares permitiendo que las
nanoparticulas sin carga se agreguen y se observe un mayor tamafo [22, 198].

El potencial zeta es otro parametro que varia al modificar las variables de proporcién
tripolifosfato/ quitosano, pH y método de homogenizacion. Este valor se refiere a un
valor de potencial eléctrico en la doble capa eléctrica de una particula coloidal frente
al potencial en la masa; por lo tanto, sus propiedades dependen tanto del medio
circundante como de la propia particula [199-201]. EIl potencial zeta puede variar
entre los valores de 200 a +200 mV, y determinan paradmetros como la estabilidad
de las particulas coloidales contra la coagulacion o la agregacion [202—-204]. La
influencia de la proporcién TPP:CS fue analizada en la figura 61, ya que esta
variable afecta al potencial zeta ya que las cargas de los compuestos modifican la
carga presente en el medio circundante alrededor de la particula en una suspensién
[199, 200]. Al observar la figura 61, no se observa una variacion que pueda ser
atribuida en a la concentracion en todos los métodos de homogenizacion
empleados; sin embargo, se puede ver un ligero incremento en el potencial zeta en
las concentraciones 5:1 y 6:1 por el método de homogeneizador y de ultrasonido
alcanzando como valor maximo 15.41 mV y 5.36 mV respectivamente. En los
métodos de homogeneizador, agitador magnético y espumador, mostrados en la
figura 61A, 61B y 61C; todos los valores obtenidos presentaron tendencia a valores
negativos. Los valores negativos de potencial zeta son atribuidos a la presencia de
TPP, el cual al ser un polianién no polimérico pequefio y de caracter anidnico esta
asociado con la disociacién de los grupos fosfato, otorgandoles valores en medios
acidos en el rango de -25 y -45 mV para pH 4,5 y 6,5, respectivamente [74, 171,
205-207].
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Se observo la influencia del método de homogenizacién en el potencial zeta, el cual
puede verse afectado por la estabilidad de las nanoparticulas al momento de la
medicion [84, 160, 202, 208, 209]. Al analizar la figura 61 se observé que los valores
de potencial zeta en el método de ultrasonido eran muy cercanos a 0, como se
observa en la figura 61D; seguidos por los métodos de espumador y
homogeneizador con un valor maximo de -15 mV como se observa en la figura 61C
y 61A respectivamente; mientras que los valores mas alejados fueron aquellos
realizados por agitador magnético con valores entre -10 a -20 mV como se muestra
en la figura 61B, lo cual indica que las nanoparticulas de quitosano realizadas por
el método de ultrasonido mostraban la menor estabilidad que aquellas realizadas
con el agitador magnético que son mas estables, sin embargo; podria existir
aglomeracion inducida por la fuerza de Van der Waals durante almacenamiento
prolongado [193, 199-201].

Otro parametro analizado es el indice de polidispersion (PDI), este valor esta
relacionado con la estabilidad de las nanoparticulas y la uniformidad de la formacion
[12, 210, 211]. El rango del indice de polidispersion es de 0 a 1, un indice mas
cercano a 0 indica un tamafio homogéneo en las nanoparticulas, mientras que los
valores superiores a 0,5 representan tamafnos de particulas heterogéneos [211—
213]. Se puede observar en la figura 62, que los valores mas homogéneos se
observaron en nanoparticulas realizadas por el método de homogeneizador
mostrado en la figura 62A, al reportar una polidispersién menor a .5, seguido de las
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nanoparticulas realizadas por agitador magnético y espumador en donde el valor de
PDI se encontré entre .25-.66 y .29-.7 respectivamente y que se observan en la
figura 62B y 62C; mientras que las nanoparticulas mas heterogéneas fueron las
realizadas por el método de ultrasonido con valores superiores a .7 y 1 como se
observa en la figura 62D . Al comparar la figura 61 y 62, podemos observar que el
comportamiento de los graficos fue muy similar en el potencial zeta 'y PDI, en donde
el método de homogeneizador mostrado en las figuras 61A y 62A; y ultrasonido
mostrado en las figuras 61D y 62D; mostraron valores mas con un comportamiento
mas definido, mientras que los graficos pertenecientes al agitador magnético
mostrado en las figuras 61B y 62B; y espumador mostrado en las figuras 61Cy 62C;
las fueron mas dispersos. El valor de polidispersion esta ampliamente relacionado
con el potencial zeta, ya que a mayor potencial zeta las fuerzas i6nicas del medio
evitan la agregacion de las nanoparticulas, estabilizandolas y reduciendo su
tendencia a la agregacion, lo cual es representado por valores de PDI menores a .5
[196, 201, 210, 213-215]. En el caso de la polidispersion mostrada en el método
de ultrasonido, el cual fue muy cercano a 1, se puede concluir que las particulas
tienen una distribucién de tamafio muy heterogénea, esto atribuido al poco potencial
zeta, el cual indica que presenta poca resistencia a la agregacion [211-213].
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Fig. 62 Efecto de la relacién de masa TPP:CS en la polidispersion a pH 4 (
—-), pH 4.5 (%), pH 4.75 () y pH 5 (%) con diferentes métodos de
homogenizacion con A) Homogenizador, B) Agitador Magnético, C)
Espumador y D) Ultrasonido
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5.2.1 liberacién de proteina

La liberacion de proteina y la eficiencia de encapsulacion fueron determinadas
empleando albumina de suero bovino (BSA) como modelo de farmaco proteico, al
encapsular la BSA en nanoparticulas de quitosano a través de la interaccion idnica
mediante la técnica de gelificacion ionotrépica. La capacidad de carga de BSA de
las nanoparticulas se denomina eficiencia de encapsulacion [171] y esta se refiere
al porcentaje de BSA que se encuentra encapsulado entre las cadenas
quitosano[12, 171, 216-218]. La determinacion de la eficiencia de encapsulacion
en nanoparticulas de quitosano se realiz6 empleando un ensayo de Bradford. La
eficiencia de encapsulacion se muestra en la tabla 9, en donde se puede observar
gue la maxima eficiencia fue de 80.62% en pH 5.0 a una proporcion 6:1, mientras
que la menor eficiencia es de 66.52 y se observa en pH 4.0 con una proporcion 5:1.
Los resultados obtenidos son consistentes con lo encontrado por Gan y Wang[219]
quienes determinaron que a una concentracion de quitosano de 3 mg/ml se
observan eficiencias de encapsulacion del 60-88%. Este comportamiento puede
atribuirse a que la eficiencia de encapsulacion de BSA aumenta con el aumento del
pH, porque al ser particulas con dimensiones mas grandes puede favorecer la
encapsulacion de proteinas [171, 216].

Tabla9. Porcentaje de Eficiencia de encapsulacion (EE%) de BSA en
nanoparticulas de quitosano a pH 4.0, 4.5, 4.75y 5.0 a proporciones 3:1,
4:1,5:1y 6:1 de TPP:CS.

PrTOFE’FC,’:ré'g” pH 4.0 pH 4.5 pH 4.75 pH 5.0
31 66.63 78.38 80.59 81.63
4:1 68.15 76.27 79.29 81.77
5:1 66.52 76.72 78.12 82.72
6:1 68.86 80.08 78.23 80.62

La liberacion de proteina BSA fue obtenida al medir el sobrenadante de suspension
de nanoparticulas en una cinética en un periodo de 24h con la finalidad de
determinar la cantidad de proteina liberada por nanoparticulas funcionalizadas con
la proteina BSA empleando una curva de referencia[12, 171, 216—218]. En la figura
63 se puede observar que durante el analisis de liberacion de proteina se o
presentan dos etapas de importancia de acuerdo a su tasa de liberacion, en la
primera etapa, la proteina BSA se liber6 rapidamente de las nanoparticulas de
guitosano dentro de las primeras 2h de forma independiente al pH y proporciones
de tripolifosfato/quitosano; dando como resultado una liberacion de BSA entre 23.1-
27.88% en pH 4.0, 20-26.5% en pH 4.5, 26.71-30.98% en pH 4.75 y 20.02-27.83%
en pH 5.0, siendo pH 4 y 4.5 los que mostraron menor porcentaje de liberacion. En
la segunda etapa, la BSA se liberé de una manera gradual a partir de las 2 h hasta
las 24 h, lo que resultd en una liberacion acumulativa de BSA de menos del 40%
para pH 5.0, mas del 40% en pH 4 y pH 4.5; y casi del 50% para pH 4.75. Este
comportamiento fue analizado previamente por Markam y Bajpai [25], quienes
observaron que el pH afecta la liberacion, la cual es mas alta en medios acidos,
mientras que el minimo de liberacion lo obtienen a pH alcalino de 7.4, esto debido
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a que menor pH se observdo mayor hinchamiento permitiendo asi la entrada de
moléculas de agua que acarrearan moléculas hacia el medio de liberacion [25, 196,
220]. De manera visual podemos determinar que a una proporcion 6:1 de TPP:CS
se da el menor porcentaje de liberacion, mientras que la mayor se presenta en 4:1.
Este comportamiento se debe al reducir la proporcién de quitosano del sistema, ya
que un exceso del compuesto TPP puede causar un aumento de las cargas
superficiales negativas de las moléculas de proteina favoreciendo las interacciones
electroestaticas entre el quitosano y las moléculas de BSA [79, 187, 216, 219, 221,
222].
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Fig. 63 Liberacion de proteina (%) a concentraciones 3:1, 4:1, 5:1y 6:1 con
diferentes pH A) 4.0 (@), B) 4.5 (®), C) 4.75 (&) y D) 5 ()

5.2.2 Caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas

de quitosano con 6-gingerol
El sistema de nanoparticulas con el compuesto 6-gingerol fue preparado mediante
la interaccion iénica por gelificacion iénica, adicionando el compuesto 6-gingerol en
la solucion de quitosano el cual fue reticulado con la aplicacion del compuesto
tripolifosfato. Se utilizaron dos métodos de homogenizacion, los cuales fueron
Agitador magnético y espumador, siendo estos métodos de homogenizacion
seleccionados por el facil acceso a ellos, ademas de presentar un PDI cercano a .5,
Potencial zeta mayor a 0 y tamafios de particula de hasta 30 nm durante la
elaboracion de nanoparticulas sin funcionalizar. Como resultado de estas variantes
se obtuvieron multiples resultados, los cuales se encuentran resumidos en la tabla
5, los cuales seran analizados posteriormente.
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Tabla 10. Tamafio de particula, carga superficial y polidispersion de nanoparticulas de quitosano con diferente método
de homogenizacion, pH y concentracién TPP: Quitosano

homl\gijtgr?gizdaiién pH (‘?Ig)gf:égittroa:z;?lg) Tamafio de particula (hm) | Potencial zeta (mV) PDI

3:1 183.74 | + |13.93 -22.43 | £ | 2.38 0.27 | £ | 0.06

4 4:1 13534 | + | 9.36 -26.18 | £ | 2.68 0.18 | = | 0.05

5:1 7555 | = (421 -29.18 | £ | 2.10 0.22 | £ |0.10

6:1 102.02| + |1.82 -29.40 | £ | 1.06 0.28 | £ | 0.05

3:1 115.79| + |6.45 -23.23 | £ | 2.40 0.17| £ | 0.03

9 s 4:1 109.77| £ | 251 -26.58 | £ | 2.94 0.22 | £ |0.03
3 5:1 7391 + (214 -28.47 | £ | 2.37 0.21| £ |0.05
% 6:1 76.18| = |2.78 -28.74 | £ | 0.71 0.16 | = | 0.04
g 3:1 66.82 | + |2.96 -23.92 | £ | 051 0.25| = | 0.04
E 4:1 69.13| + |1.93 -27.39 | £ | 1.37 0.20| = | 0.03
? 415 5:1 49.06 | £ | 3.77 -30.08 | £ | 1.05 0.25| = | 0.07
6:1 6291 | + (6.14 2748 | £ | 1.91 0.27 | £ | 0.05

3:1 107.81| = | 2.49 -23.36 | £ | 1.79 0.27 | £ |0.02

4:1 76.25| + |3.81 -26.36 | £ | 2.10 0.29| £ |0.12

> 5:1 7071 = |7.41 -29.63 | £ | 2.37 0.24 | = | 0.07

6:1 70.32 | + |1.19 -28.13 | £ | 0.80 0.28 | £ | 0.02
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Espumador

3:1 177.09| + |16.75 -23.39 | + | 2.10 0.29 | £ | 0.06

4:1 12852 | + |14.73 -26.88 | + | 1.69 0.23 | = | 0.04

: 5:1 123.26 | + | 11.50 -28.96 | + | 2.69 0.21| £ | 0.06
6:1 12525 | + | 1241 -28.62 | + | 2,51 0.30 | £ | 0.02

3:1 152.23 | + |4.48 -21.13 | + | 0.92 0.29 | = | 0.07

s 4:1 12329 | + | 6.74 -28.31 | + | 0.62 0.18 | £ | 0.02
5:1 11992 | + | 7.81 -28.62 | + | 1.98 0.15| = | 0.04

6:1 108.34 | + | 3.96 2771 | + | 215 0.30 | £ | 0.02

3:1 113.87 | + |4.30 -22.28 | + 1291 0.23 | = | 0.04

4:1 97.22 | £ |3.45 -25.94 | + | 2.08 0.21| £ | 0.03

15 5:1 67.94| = |15.03 -26.53 | + | 2.22 0.29 | £ | 0.03
6:1 71.83| = | 2.40 -29.83 | + | 2.60 0.21 | + | 0.04

3:1 138.93 | + | 20.57 -22.44 | + | 3.16 0.21| + | 0.06

4:1 117.08 | + | 14.95 -26.25 | + | 2.74 0.18 | = | 0.05

> 5:1 9152 | + |7.85 -26.53 | + | 1.58 0.21| £ | 0.05
6:1 11992 | + |8.25 -26.99 | + | 1.26 0.24 | £ | 0.06
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Al igual que en las nanoparticulas de TPP:CS vacias, se evalud el efecto de
proporcion de masa TPP:CS al variar diferentes valores de concentracion que iban
desde el 3:1 a 6:1 con una concentracién constante de quitosano de 3 mg/ml. En la
tabla 10 se puede observar que el mayor tamafio de particula obtenido fue de
183.74 £ 13.93 nm con el uso del agitador magnético, un pH de 4 y relacion 3:1;
mientras que el menor tamafo de particula fue de 49.06 + 3.77 nm y se obtuvo
mediante el mismo método de homogenizacion, pH 4.75 y una relacion 5:1. Se
observo una disminucion del tamafio de particula de manera lineal hasta llegar a la
proporcion 5:1 en ambos métodos de homogenizacion y los diferentes pH; en la
proporcion 6:1 se observd nuevamente un incremento en los tamarfos de particula.
Al comparar los resultados obtenidos entre las nanoparticulas vacias y las
funcionalizadas con el compuesto 6-gingerol, se observa un ligero incremento de
tamafo, comportamiento previamente reportado por otros autores al comparar
nanoparticulas vacias con aquellas ya funcionalizadas [196, 223].

En proporciones de masa 5:1 de TPP:CS en ambos métodos de homogenizacion
se presentd el menor tamafio de particula, siendo el realizado por agitador
magnético el que arrojo menores tamafios de particula alcanzando tamafios de
hasta 46 nm como se observa en la figura 64A; mientras que por espumador se
alcanzaron tamafos de hasta 52 nm como se observa en la figura 64B. La
diferencia de tamafio de las diferentes proporciones de TPP:CS puede deberse a
que la presencia de mayor proporcion de TPP favorece la interaccién ionica,
aumentando el entrecruzamiento entre las cadenas de CS dentro de las particulas
de manera mas estrecha [12, 22, 65, 109, 160, 193, 210] . En la figura 64 se puede
observar que el pH tiene una influencia relevante en el tamafio final de las
nanoparticulas, observandose los menores tamafios de particula a un pH de 4.75,
siendo las particulas de mayor tamafio aquellas obtenidas en un pH 4 en ambos
métodos. En nanoparticulas funcionalizadas se ha observado que a pH bajo (3.5)
los grupos amino del quitosano y TPP se protonan, conduciendo a una menor
densidad de carga, dando como resultado una reticulacion insuficiente y particulas
de mayor tamafio como resultado [44, 158, 159, 197, 198, 224]. Mientras que a pH
mayores de 5.5 se indica que el grado de protonacion en la superficie de las
particulas se reduce, lo que conduce a la agregacion de particulas, llevando al
mismo resultado, un incremento de tamafo de las nanoparticulas finales [22, 159,
198, 224].
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Fig. 64 Efecto de la relacion de masa TPP:CS en tamafio de particula a pH 4
(—®),pH4.5 (&), pH4.75 (=) ypH5 (%) con diferentes métodos de
homogenizacion con A) Agitador Magnético y B) Espumador.

El potencial zeta fue analizado con la figura 65, en donde el potencial zeta puede
variar entre los valores de 200 a +200 mV, y estos al ser méas alejados del valor O
determinan una mayor estabilidad en las particulas coloidales [202-204]. En la
figura 65 se observa que tanto las nanoparticulas realizadas por el método de
agitador magnético, mostrado en la figura 65A; y el método de espumador, mostrado
en la figura 65B; los valores de potencial seca fueron mayores a -20 mV; en el
método de agitador magnético se puede observar que a una concentracion 5:1 se
presenta el mayor potencial de carga alcanzando valores de -31.20 mV; mientras
gue con el espumador los valores altos son en concentracion 4:1, 5:1 y 6:1
alcanzando valores de -28.99, 31.65 y 32.43 mV respectivamente; indicando con
esto que a estos valores obtenidos por agitador magnético y espumador, se logra
una mayor estabilidad y menor posibilidad de agregacion [84, 134, 199-201]. El
comportamiento presentado por las nanoparticulas puede atribuirse a la proporcién
de los compuestos empleados, los cuales pueden causar variacion en el potencial
zeta[199, 200]; como lo es el uso del compuesto 6-gingerol, el cual favorece a la
formacion de anion fendxido (C6H60-) debido a la naturaleza fendlica del gingerol,
lo que aumentaria la magnitud del potencial zeta hacia el lado negativo[25, 207]; a
su vez, la proporcion de TPP empleado presenta caracteristicas de polianion,
otorgando valores en medios acidos en el rango de -25y -45 mV parapH 4,5y 6,5,
respectivamente [171, 205, 207].
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Fig. 65 Efecto de la relacion de masa TPP:CS en potencial zeta a pH 4 ( -&-
), pH 4.5 (&), pH 4.75 (=) y pH 5 (%) con diferentes métodos de
homogenizacion con A) Agitador Magnético y B) Espumador.

El comportamiento del indice de polidispersion (PDI) fue analizado en la figura 15,
el cual esta relacionado con la estabilidad de las nanoparticulas y la uniformidad de
la formacion, en donde particulas con PDI menor a .5 son particulas mas estables
con menor tendencia a la agregacion y menor variacion de tamafio entre ellas [210,
211]. Al encontrar previamente en la figura 65, valores de potencial zeta cercanos a
-30 mV podemos inferir que son suspensiones estables con particulas con poca
tendencia a la agregacion, lo cual se reafirma al observar la figura 66, en donde el
valor de PDI es menor .4 independientemente del pH y método de agitacion; esto
confirma que existe homogeneidad en los tamafios de particula obtenidos [211—
213]. A diferencia de las nanoparticulas vacias mostradas previamente en la figura
62B y 62C en donde las nanoparticulas tuvieron PDI variable entre .3-.7, este
comportamiento ha sido previamente reportado por multiples autores, en donde las
particulas tienen menor tendencia a la agregacion al ser funcionalizadas, por lo que
el PDI es menor a .5 [225-228].
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Fig. 66 Efecto de la relacion de masa TPP:CS en la polidispersion a pH 4 (
o), pH 4.5 (&), pH 4.75 (=) y pH 5 (-¥) con diferentes métodos de
homogenizacion con A) Agitador Magnético y B) Espumador.

El método de homogenizacién es un factor relevante en la elaboracién de
nanoparticulas, el cual puede determinar el tamafio final de las nanoparticulas
realizadas, lo que se puede observar en la figura 63, siendo las realizadas por
agitados las que presentan un menor tamafo, alcanzando particulas de hasta 45.29
nm a un pH de 4.75 y una proporcion de tripolifosfato quitosano 5:1. Esto es atribuido
a que a un abaja velocidad las particulas son mas estables y homogéneas, mientras
que al incrementar la velocidad podemos obtener particulas pequefas. [12, 44, 194,
195, 224]

5.3 Evaluaciéon in silico de propiedades farmacoldgicas vy
toxicologicas del 6-gingerol: prediccion de propiedades
farmacocinéticas

El célculo de las propiedades farmacocinéticas y toxicolégicas fue realizado
mediante el uso de los kits de herramientas computacionales Molinspiration y Osiris
Data Warrior con el objetivo de evaluar y analizar a los compuestos 6-gingerol y 6-
shogaol como posibles candidatos inhibidores de la enzima 5-lipoxigenasa (5-LOX)
empleando como base la regla de los cinco de Lipinski. La regla de los cinco de
Lipinski establece que para que un farmaco pueda ser administrado por via oral las
moléculas deben tener un (a) peso molecular menor de 500 g/mol, (b) un coeficiente
de reparto o coeficiente de particion (cLogP) con un valor menor o igual a 5, (c)
cinco o menos sitios donantes de enlaces de hidrégeno, (d) diez o menos sitios
aceptores de enlaces de hidrégeno y (e) debe haber menos de 10 enlaces rotativos;
por lo que las moléculas que violan al menos una de estas reglas; pueden presentar
una baja absorcion, biodisponibilidad y accion farmacoldgica [229-231]. Los
resultados obtenidos fueron comparados con los inhibidores comerciales Zileuton y
Atreleuton; y otros candidatos inhibidores mostrados en la tabla 11. Los resultados
de la evaluacion de las propiedades farmacocinéticas mostraron que ni el 6-gingerol
ni el 6-shogaol presentaron violaciones de las reglas de Lipinski, lo cual nos permite
sugerir que las moléculas pueden ser candidatas adecuadas para la inhibicién de la
5-LOX, presentando una buena biodisponibilidad, absorcion y accion farmacoldgica;
a su vez, al ser comparados con los inhibidores comerciales Zileuton y Atreleuton;
los compuestos 6-gingerol y 6-shogaol mostraron propiedades farmacocinéticas
similares [230, 232]
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Tabla 11. Propiedades farmacocinéticas de 6-shogaol y 6-gingerol en comparacion con los inhibidores redox de 5-LOX
obtenidos del software Osiris Data Warrior y Molinspiration.

Violacion de la
Compuesto | %ABS2 | TPSAA2® | Mwe | cLogP? | HBD® | HBA" | n-ROTB¢ regla de
Lipinski’s
Regla - - <500 <5 <5 <10 <10 <1
6-Shogaol 92.95 46.53 | 276.37 4.33 1 3 0
6-Gingerol 85.97 66.76 | 294.39 3.56 2 4 10 0
Zileuton 67.30 94.80 | 236.29 1.23 2 4 2 0
Atreleuton 86.04 66.56 | 318.10 2.94 2 4 3 0
3f 96.73 35.57 | 32543 3.12 1 4 4 0
BWb70c 82.85 75.79 | 316.33 2.63 2 5 5 0
NDGA 81.09 80.91 | 302.37 3.82 4 4 5 0
CP209 88.03 60.77 | 273.33 2.79 2 4 3 0
Acido 82.18 77.75| 180.16 0.78 3 4 2 0
cafeico
CAPE 85.97 66.76 | 284.31 3.05 2 4 6 0

2 Porcentaje de absorcion (%ABS);  area de superficie polar topolégica (TPSA); ¢ peso molecular (MW); 9 logaritmo del
coeficiente de particién entre n-octanol y agua (cLogP); ¢ niumero de donantes de enlaces de hidrégeno (HBD); f nimero
de aceptores de enlaces de hidrégeno (HBA); 9 nimero de enlaces rotativos (n-ROTB).

* Inhibidores redox comerciales de 5-LOX.

112



El analisis del area de superficie polar topolégica (TPSA), permite predecir
computacionalmente la biodisponibilidad oral del 6-gingerol y 6-shogaol. Se ha
informado que este descriptor se correlaciona con el transporte molecular pasivo a
través de las membranas y, por lo tanto, permite la prediccion de las propiedades
de transporte de los farmacos incluidas la absorcion intestinal, la penetracion de la
barrera hematoencefalica y la permeabilidad de las células CaCo-2 y se ha
relacionado con la biodisponibilidad del farmaco [173, 233]. Segun la regla de Veber
para que una molécula tenga una buena biodisponibilidad oral, el nimero de
enlaces giratorios debe ser menor o igual a 10 y los valores de TPSA deben ser
menores 140 A2 [231, 232, 234]. Se ha demostrado que el nimero de enlaces
giratorios es un muy buen descriptor de la biodisponibilidad oral de los farmacos. El
enlace giratorio se define como cualquier enlace Unico que no sea de anillo, unido
a un atomo pesado no terminal (es decir, que no sea de hidrégeno).

Los resultados del pardmetro TPSA y enlaces rotatorios para el 6 gingerol fueron de
66.76 A2 y 10 enlaces rotables respectivamente, mientras, que para el 6-shogaol
sus valores de TPSA y enlaces rotatorios fueron de 46.53 A2 y 9 enlaces rotables,
respectivamente como se observa en la tabla 11 [231-234]. Estos resultados
muestran que tanto el 6-gingerol como el 6-shogaol pueden tener una buena
biodisponibilidad oral debido a que pueden tener una buena absorcién oral mediante
un transporte molecular pasivo [173, 231, 232]. De acuerdo con Zhao et al. [173],
los resultados de TPSA y de enlaces rotatorios se correlacionan con los resultados
de porcentaje de absorcion obtenidos mediante la ecuacién 18. El 6-Shogaol
presentdé un porcentaje de absorcion de 92.95%, el cual fue superior en
comparacion con todos los demas candidatos inhibidores de 5-LOX, excepto al
candidato 3f mostrado en la tabla 11; cuyo valor fue ligeramente superior. El
comportamiento del porcentaje de absorcion fue inversamente proporcional al valor
del TPSA, es decir, que a menores valores de TPSA los compuestos presentaron
un mayor porcentaje de absorcién obteniendo porcentajes de absorcion para el 6-
gingerol (85.97%) y 6-shogaol (92.95%), en donde valores mayores a 50% son
considerados aceptables [173, 231-233].

Ecuacion [17]
%ABS = 109 — 0.345 x TPSA

Los compuestos activos de Zingiber officinale (6-gingerol y 6-shogaol) muestran una
inhibicion redox de 5-LOX, al presentar interacciones especificas en su sitio
catalitico [35, 169]. Usando una evaluacion in silico de la toxicidad, las propiedades
farmacocinéticas y sus interacciones con el sitio catalitico de 5-LOX mostraron que
estos compuestos eran adecuados y, en algunos casos, mostraron puntajes de
farmaco mas altos que los inhibidores comerciales informados o aprobados [31,
232, 235]. Los compuestos 6-gingerol y 6-shogaol siguieron las reglas de Lipinski,
lo que sugiere que las moléculas se pueden administrar por via oral y poseen
propiedades farmacocinéticas similares a los inhibidores comparados en la tabla 11
[35, 232, 235].
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5.3.1 Puntuacién de farmacos y analisis de toxicidad

La toxicidad de los compuestos 6-gingerol y 6-shogaol, fue determinada empleando
la herramienta computacional Osiris Data Warrior y admetSAR, los cuales se
emplean para calcular los parametros de riesgo de toxicidad, como lo son
mutagenicidad, la tumorigenicidad, la irritacion y las toxicidades reproductivas
comparandola con los inhibidores de la 5-LOX mostrados en la tabla 12. Como se
observa en la tabla 12, los resultados se visualizaron usando codigos de colores,
donde el verde indicaba baja toxicidad y el rojo indicaba alta toxicidad. El compuesto
6-gingerol no presentd ningun riesgo de toxicidad; mientras que el compuesto 6-
shogaol no presentd riesgo de tumorigenicidad, irritante o efecto sobre la
reproduccion; sin embargo, presentd una alta posibilidad de mutagenicidad, lo cual
es atribuido a la influencia que tiene el doble enlace de la cadena hidrocarbonado
lo que hace que sea mas reactivo y que pueda generar especias reactivas durante
su biotransformacion metabdlica [173, 232].

La semejanza de farmaco fue determinada mediante el software Osiris Data Watrrior,
el cual permite calcular la semejanza de un farmaco basada en la fragmentacion y
la puntuacion del farmaco de una molécula organica mediante el célculo de sus
propiedades moleculares [236]. Los compuestos 6-gingerol y 6-shogaol mostraron
una mejor puntuacion de farmaco en comparacion con el inhibidor comercial
Atreleuton y los candidatos inhibidores de 5-LOX (NDGA, acido cafeico y CAPE)
mostrados en la tabla 12; a pesar de que, se observa poca semejanza con otros
farmacos inhibidores, se abre la posibilidad emplear estos compuestos naturales
como posibles inhibidores de 5-LOX debido a que exhiben resultamos éptimos en
el andlisis farmacocinético y toxicologico [232].
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Tabla 12. Evaluacién de la semejanza con el farmaco, la puntuacién del farmaco y los riesgos de toxicidad del 6-shogaol

y el 6-gingerol en comparacion con los inhibidores redox de 5-LOX utilizando el software Osiris Data warrior.

Semejanza a

Compuesto | Mutagénico | Tumorigénico | Irritante replrzngjz:otivo Solubilidad y otros P;Jér;?f Cge
armacos

6-Shogaol Rojo Verde Verde Verde -3.42 -15.81 0.37
6-Gingerol Verde Verde Verde Verde -3.25 -9.06 0.4
Zileuton* Verde Verde Verde Verde -3.24 1.84 0.86
Atreleuton* Verde Verde Verde Verde -5.24 -2.98 0.35
3f Verde Verde Verde Rojo -3.22 4.95 0.49
BWb70c Verde Verde Verde Verde -5.32 -0.24 0.51
NDGA Verde Verde Verde Verde -2.93 -2.42 0.34
CP 209 Verde Verde Verde Verde -2.31 0.53 0.81
Acido Rojo Rojo Verde Rojo -1.41 0.17 0.19
cafeico

CAPE Verde Verde Rojo Verde -2.97 -3.24 0.29

El color verde muestra una baja tendencia a la toxicidad, y el color rojo muestra una alta tendencia a la toxicidad.

* Inhibidores redox comerciales de 5-LOX.

115




El potencial general de los compuestos 6-gingerol y 6-shogaol como inhibidores de
la 5-LOX, fue obtenido mediante el software Osiris Data Warrior calculando la
puntuacion general del farmaco al combinar los parametros de hidrofobicidad,
similitud del farmaco, coeficiente de particion (cLogP), solubilidad acuosa, peso
molecular y toxicidad. El 6-gingerol y el 6-shogaol presentaron puntuaciones
farmacoldgicas de 0,40 y 0,37, respectivamente; siendo los valores mas cercanos
a uno los que tienen una mayor accion farmacologica [237—-239]. Estos resultados
fueron superiores al atreleutdn y a los candidatos NDGA, acido cafeico y CAPE. En
la evaluacién toxicologica, el 6-gingerol fue mas seguro que el 6-shogaol porque
presentd un mayor grado de mutagenicidad debido a un doble enlace en su
estructura. Este hallazgo sugiere que si se va a utilizar 6-shogaol como inhibidor, se
debe evaluar la dosis correcta para evitar este riesgo toxicolégico, como se informé
anteriormente [31, 240].

5.4 Docking entre 5-alox con el compuesto 6-gingerol y 6-
shogaol

Los compuestos extraidos de zingiber officinale (6-gingerol y 6-shogaol) se
acoplaron con el sustrato enzimatico 5-LOX empleando Autodock Vina en el
software UCSF Chimera con el objetivo de analizar las mejores uniones de los
ligandos que en este caso fueron el 6-gingerol y el 6-shogaol con el sustrato
enzimatico que fue la 5-LOX. Se analizaron las conformaciones adecuadas para la
formacion de las uniones especificas que permiten la inhibicion de la 5-LOX. El
acoplamiento dirigido se realizé con la estructura cristalina del complejo 5-
LOX/NDGA (codigo pdb: 6N2W) [235, 241, 242], cuyo sitio activo esta compuesto
por una tétrada de residuos cataliticos (His-367, His- 372, His-550 y Leu-673) que
se coordinan con el &tomo de hierro, lo que permite su catalisis.[35, 243, 244] Se
realizé un andlisis conformacional para probar el acoplamiento molecular en 10
conformaciones de 6-gingerol y 6-shogaol. Se determino la mejor conformacion con
la energia de enlace mas baja (AG, kcal/mol). El 6-gingerol mostré una energia de
enlace de -5,9 kcal/mol, mientras que el 6-shogaol mostré una energia de enlace de
-6,2 kcal/mol. Ambos compuestos mostraron interacciones con dos histidinas (His-
367 con 4,91 A para 6-gingerol y 3,27 A para 6-shogaol; e His-372 con 4,43 A para
6-gingerol y 3,54 A para 6-shogaol) implicadas en la inhibicion de 5-LOX.

El 6-gingerol presentd interacciones con multiples residuos como se muestra en la
figura 67, con Phe-359 (distancia 4,03 A), His-360 (distancia 3,46 A), GIn-363
(distancia 1,98 A), His-367 (distancia 4,91 A), Leu-368 (distancia 3,48 A) A), lle-406
(distancia 4,60 A), Ala-410 (distancia 3,51 A), His-432 (distancia 3,15 A), Pro-569
(distancia 3,53 A), Arg-596 (distancia 1,89 A), Trp- 599 (distancia 4,40 A) e His-600
(distancia 2,53 A); mientras que el compuesto 6-Shogaol mostrado en la figura 68,
mostrd interacciones con los residuos Phe-359 (distancia 5,14 A), His-360 (distancia
2,43 A), Thr-364 (distancia 2,54 A), Leu-368 (distancia 2,25 A), Ala-410 (distancia
4,67 A), His-432 (distancia 4,11 A), Arg-596 (distancia 1,99 A) y His-600 (distancia
2,87 A). Los compuestos 6-gingerol y 6-shogaol fueron colocados dentro del bolsillo

catalitico y se estabilizé el 6-gingerol mediante interacciones de enlaces de
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hidrogeno con GIn-363, Arg-596 e His-600; mientras que para el 6-shogaol se
realizaron interacciones con Arg-596 e His-600. 6-Gingerol tuvo interacciones de
tipo 1-11 con los residuos Phe-359 y Trp-599; e interacciones de t-alquilo con los
residuos His-360, His-367, Leu-368, His-372, lle-406, Ala-420 e His-432. El 6-
Shogaol presenté interacciones de tipo - con el residuo de Phe-359;
interacciones de tipo 1-alquilo con los residuos His-360, His-367, Leu-368, Ala-410
e His-432; e interacciones Ttr-sigma con el residuo His-372. Los enlaces de
hidrégeno y las interacciones de tipo 1r-alquilo son las interacciones dominantes
para estabilizar estos compuestos, y pueden interactuar adecuadamente con el sitio
activo de 5-LOX [31, 35, 245].
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Fig. 67 Acoplamiento molecular de 6-gingerol con 5-LOX (PDB:6N2W). Los
principales residuos implicados en la interaccion proteina-ligando
(izquierda) y las principales interacciones implicadas en la unién proteina-
ligando (derecha) del 6-gingerol; las distancias se muestran como A sobre
las lineas.
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Fig. 68 Acoplamiento molecular de 6-shogaol con 5-LOX (PDB:6N2W). Los
principales residuos involucrados en las interacciones proteina-ligando
(izquierda) y las principales interacciones involucradas en la union proteina-
ligando (derecha) de 6-shogaol, las distancias se muestran como A sobre
las lineas.

La interaccion entre 6-gingerol y 6-shogaol con 5-LOX mostré alta hidrofobicidad en
la superficie, principalmente en la zona alquilo de ambas moléculas como se
muestra en la figura 69 y 70. La Figura 69 muestra las areas donadoras de enlaces
de hidrégeno y las areas aceptoras de enlaces de hidrogeno donde el grupo
hidroxilo de la cadena alquilica del 6-gingerol presenta un area donante de enlaces
de hidrogeno con el residuo GIn-363, y el grupo hidroxilo del anillo aromatico
presenta un area donante area con los residuos Arg-596 y His-600 [245]; mientras
que el compuesto 6-Shogaol mostrado en la figura 70, puede funcionar como
donante de hidrégeno, ya que se une al Arg-596 y al His-600. 6-Gingerol y 6-shogaol
son neutrales como se puede observar en la carga interpolada mostrada en las
imagenes 69 y 70; por lo tanto, se puede inferir que tienen carga cero. En ambos
casos, los valores del area superficial accesible al solvente (SAS) para la superficie
de 6-gingerol y 6-shogaol son relativamente altos como puede observarse en las
figuras 69 y 70.
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Fig. 69 Interacciones entre la superficie de 6-shogaol y 5-LOX
(PDB:6N2W). Complejo fisicoquimico de 6—shogaol y 5-LOX evaluando la
hidrofobicidad, puentes de hidrégeno, carga interpolada, ionizacién y
superficie accesible al solvente (SAS).
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Fig. 70 Interacciones entre la superficie de 6-shogaol y 5-LOX (PDB:6N2W).

Complejo fisicoquimico de 6-shogaol y 5-LOX evaluando la hidrofobicidad,

puentes de hidrégeno, carga interpolada, ionizaciéon y superficie accesible al
solvente (SAS).
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El acoplamiento molecular mostré que tanto el 6-gingerol como el 6-shogaol tenian
una alta afinidad por el bolsillo catalitico 5-LOX, ya que tenian interacciones
significativas con dos (His-367 e His-372) de las tres histidinas involucradas en la
inhibicion de 5 -LOX [1,2,13]. El 6-Shogaol demostr6 una energia de union méas baja
porque mostro una interaccion mas significativa con las histidinas cataliticas para la
inhibicién y demostr6 mayores grados de interaccion con los residuos que estaban
involucrados en este bolsillo catalitico [232, 246]. Las puntuaciones del area
superficial accesible al disolvente (SAS) para 6-gingerol y 6-shogaol fueron
relativamente altas como se observa en la figura 69 y 70. Estos valores estan
relacionados con las fuerzas de van der Waals entre los ligandos y la 5-LOX, y la
molécula enterrada en la proteina (lo que implica una interaccion receptor-ligando).
Otros trabajos publicados que muestran diferentes dianas para el 6-gingerol o el 6-
shogaol atribuyen algunas de las propiedades obtenidas en nuestros resultados a
posibles farmacos [31, 232, 245, 247]. Finalmente, en la evaluacion metabdlica, los
compuestos presentaron diferentes sitios atdmicos para la catalisis como era de
esperar, siendo estos principalmente los grupos metileno y el grupo metoxilo. En
consecuencia, estos compuestos podrian ser catabolizados de forma segura por el
citocromo p450 en el higado, sin producir catabolitos nocivos [31, 248, 249].

5.5 Evaluacion in silico del metabolismo de 6-gingerol y 6-
shogaol

Todos los farmacos deben pasar por procesos metabdlicos, estos procesos
permiten aumentar la polaridad de las moléculas con el objetivo de mejorar su
excrecion [248]. Por tal motivo, el conocimiento de las posibles rutas y sitios
metabolicos que puede sufrir una molécula tiene una gran importancia al momento
de sintetizar y utilizar moléculas organicas como posibles farmacos, ya que
podemos resaltar intermediarios potenciales de alta energia que podrian contribuir
a la toxicidad, identificacion de metabolitos que en si mismos pueden o no tener
efectos farmacologicos [248, 250]. Para explicar las diferencias entre los sitios
atomicos y calcular la probabilidad de que las enzimas del citocromo p450 (1A2,
2A6, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1 y 3A4) sufran modificaciones metabdlicas y
metabolismo mediado por microsomas hepaticos humanos, realizamos un enfoque
in silico utilizando la herramienta en linea Xenosite Cytochrome P450 Prediction
Models [248, 251-254].

Los resultados como se observa en la figura 71 y 72 mostraron los principales sitios
metabdlicos dentro de las estructuras quimicas del 6-gingerol y el 6-shogaol,
representados mediante una escala de colores donde el rojo, que representa una
mayor probabilidad de sufrir una biotransformacién metabdlica por cualquiera de las
isoenzimas; hasta el azul o blanco, que sugiere que no hay posibilidad de
metabolismo en esa zona. Segun Xenosite, los sitios metabdlicos del 6-gingerol
eran el metilo del grupo metoxilo, que tiene una alta probabilidad de ser
metabolizado por todas las isoenzimas. Como se observa en la figura 71 CYP2A6
puede metabolizar el sitio atdbmico donde se encuentran los grupos metileno y metilo

de la cadena alquilica del 6-gingerol. Los sitios atdbmicos sugeridos para su
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metabolismo en la estructura del 6-shogaol se muestra en la figura 72, y son el grupo
metoxilo que estd unido al anillo aromético y los grupos metileno y metilo que
pertenecen a la cadena hidrocarbonada del 6-shogaol.
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Fig. 71 Evaluacion in silico del metabolismo del 6-gingerol. Sitios
metabdlicos (SOM) del 6-gingerol mediados por isoenzimas CYP450
(CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2EL, CYP3A4 y HLM).
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Fig. 72  Evaluacion in silico del metabolismo del 6-shogaol. Sitios metabdlicos
(SOM) del 6-shogaol mediados por isoenzimas CYP450 (CYP1A2,
CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2EL1,
CYP3A4 y HLM).
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

Nanoparticulas de quitosano fueron producidas por el método de gelificacion
iontropica variando el método de homogeneizacion (homogeneizador, agitador
magnético, espumador y ultrasonido), pH (4.0, 4.5, 4.75 y 5.0) y proporcion
tripolifosfato/quitosano (3:1, 4:1, 5:1, 6:1), con la finalidad de crear nanoparticulas
reproducibles funcionalizadas y sin funcionalizar con el compuesto 6-gingerol; con
un tamafio menor de 100 nm, potencial zeta mayor a -10mV y polidispersién menor
a .5 como alternativa para inhibir la enzima 5-ALOX. El compuesto 6-gingerol de
rizoma fresco de jengibre fue extraido y purificado mediante solventes; y elucidado
mediante resonancia magnética nuclear. Para evaluar las caracteristicas de tamafio
de particula, potencial zeta y polidispersion, las nanoparticulas fueron analizadas
mediante un equipo de luz dindmica. Un modelo in silico por docking molecular fue
realizado para determinar la accion inhibitoria del compuesto 6-gingerol
determinando el acoplamiento en el sitio cataliticos de la enzima con cada uno de
los ligandos.

A partir del andlisis de resultados, se ha concluido que el compuesto 6-gingerol es
un optimo candidato como inhibidor de la 5-ALOX, lo cual ha sido concluido con las
diversas pruebas in silico. EI compuesto 6-gingerol puede ser extraido de rizoma
fresco de jengibre de la zona de Tlacuilotepec, puebla para ser encapsulado en
nanoparticulas de quitosano realizadas por el método de agitacion magnética. Los
pardmetros ideales para realizar nanoparticulas fucionalizadas con el compuesto 6-
gingerol son pH 4.75, una proporcion 5:1 de tripolifosfato quitosano, empleando el
método de homogenizacién por agitador magnético.

Se establecid como solvente de extraccion de oleorresina de Jengibre el solvente
Metanol al 95%, lo cual coincide con lo encontrado en bibliografia.

Se estableci6 como mezcla de solventes para extraccion por cromatografia en
columna Hexano/ acetato de etilo en una proporcién 6:4.

Se elucido el compuesto 4 realizando los experimentos de resonancia magnética
nuclear 'H,13C, 'H-'H y COSY, concluyendo que el compuesto 4 obtenido
corresponde con el compuesto 6-gingerol.

El menor tamafio de particula fue en una proporcioén 5:1 con un pH 4.75. La variaciéon
de tamanfos al incrementar la proporcion de tripolifosfato se atribuye a la adicion de
aniones por el tripolifosfato, lo que aumentar el entrecruzamiento haciendo que las
cadenas de quitosano se unan mas estrechamente.

El menor tamafio de particula en nanoparticulas de tripolifosfato/quitosano con
meétodos de homogenizacion por agitador magnético, homogeneizador, espumador
y ultrasonido, fue con el método de agitacion magnética y homogeneizador.

El menor tamafio de particula en nanoparticulas de tripolifosfato/quitosano con pH
4.0,4.5,4.75y 5, fue a un pH de 4.75 por el método de homogeneizador; mientras
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que por el método de agitador magnético y espumador se obtuvieron particulas
menores a 100 nm. Este comportamiento es atribuido al pKa de quitosano (6.3) el
cual indica que es mas soluble en medios acidos e insoluble en pH neutro por
ausencia de fuerzas electroestaticas repulsivas; sin embargo, si el pH es cercano a
4.0 ocurre un hinchamiento de las nanoparticulas permitiendo que esta sea mas
permeable.

El potencial zeta en nanoparticulas de tripolifosfato/quitosano con proporciones 3:1,
4:1, 5:1 y 6:1, es mayor en concentraciones 5:1 y 6:1 por el método de
homogeneizador y agitador magnético. Los valores negativos observados en todos
los métodos se atribuyen al polianion tripolifosfato, el cual causa disociaciéon de los
grupos fosfato, otorgandoles valores negativos en medios acidos.

Las nanoparticulas de tripolifosfato/quitosano con métodos de homogenizacién por
agitador magnético, homogeneizador, espumador y ultrasonido, tienen una
distribucion de tamafio mas homogéneas por el método de homogeneizador al
mostrar una polidispersién menor a .5.

La eficiencia de encapsulacion en nanoparticulas de quitosano empleando un
ensayo de Bradford, en donde la maxima eficiencia fue pH 5.0 a una proporcién 6:1,
mientras que la menor eficiencia es pH 4.0 con una proporcion 5:1. Los resultados
obtenidos son consistentes con lo reportado en bibliografia.

La liberacién de proteina BSA en un periodo de 24h mostro dos etapas, en la
primera etapa durante las primeras 2 h, la proteina BSA se liberé rapidamente
independiente al pH y proporciones de tripolifosfato/quitosano. En la segunda etapa,
la BSA se liber6 de manera gradual hasta las 24 h. El menor porcentaje de liberacion
se observa a una proporcion 6:1 de TPP:CS, mientras que la mayor se presenta en
la proporciéon 4:1. Esto se atribuye a que un exceso del compuesto TPP puede
causar un aumento de las cargas superficiales negativas de las moléculas de
proteina favoreciendo las interacciones electroestaticas entre el quitosano y las
moléculas de BSA.

El menor tamafo de particula en nanoparticulas de tripolifosfato/quitosano
funcionalizadas con 6-gingerol con proporciones 3:1, 4:1, 5:1y 6:1 fue por el método
de homogenizacion, pH 4.75 y una relacion 5:1. Al comparar los resultados
obtenidos entre las nanoparticulas vacias y las funcionalizadas con el compuesto
6-gingerol, se observo un ligero incremento de tamafo, comportamiento que
coincide con lo reportado en bibliografia.

El menor tamafo de particula en nanoparticulas de tripolifosfato/quitosano
funcionalizadas con 6-gingerol por el método de espumador y agitador magnético,
fue en proporciones de masa 5:1 de TPP:CS en ambos métodos. Esto se atribuye
a que con el incremento de tripolifosfato incrementa la interaccién idnica,
aumentando el entrecruzamiento entre las cadenas creando particulas de manera
mas estrecha.
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El menor tamafo de particula en nanoparticulas de tripolifosfato/quitosano
funcionalizadas con 6-gingerol con un pH 4.0, 4.5, 4.75 y 5.0 se observé a un pH de
4.75, siendo las particulas de mayor tamafio aquellas obtenidas en un pH 4 en
ambos métodos. Lo que se atribuye a que en un pH acido (3.5) los grupos amino
del quitosano y TPP se protonan provocando una reticulacion insuficiente y
particulas de mayor tamafio como resultado; mientras que a pH mayores de 5.5 se
indica que el grado de protonacion en la superficie de las particulas se reduce, lo
que conduce a la agregacién de particulas, llevando al mismo resultado.

El potencial zeta en nanoparticulas de tripolifosfato/quitosano funcionalizadas con
6-gingerol por el método de agitador magnético y espumador, fue mayor a -20 mV;
a una proporcion 5:1 y proporciones 4:1, 5:1 y 6:1 respectivamente. Este
comportamiento se atribuye a la formacion de anién fenéxido (C6H60-) debido a la
naturaleza fendlica del gingerol, en conjunto con las caracteristicas de polianiéon
atribuidos al TPP, lo que aumentaria la magnitud del potencial zeta hacia el lado
negativo.

La polidispersion en nanoparticulas de tripolifosfato/quitosano funcionalizadas con
6-gingerol es menor a .4 independientemente del pH y método de agitacion,
indicando que existe homogeneidad en los tamafios de particula obtenidos. Este
comportamiento en nanoparticulas funcionalizadas corresponde con lo encontrado
en bibliografia.

El menor tamafio de nanoparticulas de tripolifosfato/quitosano funcionalizadas con
6-gingerol fue por el método de agitador magnético. Esto es atribuido a que a una
baja velocidad las particulas son mas estables y homogéneas, mientras que al
incrementar la velocidad podemos obtener particulas pequefias, pero con mayor
tendencia a la agregacion.

Los compuestos 6-gingerol y 6-shogaol mostraron propiedades farmacocinéticas
similares a los inhibidores comerciales Zileuton y Atreleuton, al no presentar
violaciones de las reglas de Lipinski, lo cual nos permite sugerir que los compuestos
6-gingerol y 6-shogaol pueden ser candidatos adecuadas para la inhibicion de la 5-
ALOX, presentando una buena biodisponibilidad, absorcion y accién farmacoldgica.

El andlisis del area de superficie polar topoldgica (TPSA) y enlaces rotatorios,
indicaron que tanto el 6-gingerol como el 6-shogaol pueden tener una buena
biodisponibilidad oral debido a que pueden tener una buena absorcidén oral mediante
un transporte molecular pasivo, siendo el 6-Shogaol quien presentdé el mayor
porcentaje de absorcion.

Los compuestos 6-gingerol y 6-shogaol mostraron una inhibicion redox de 5-ALOX,

al presentar interacciones especificas en su sitio catalitico, esto al mostrar puntajes
de farmaco mas altos que los inhibidores comerciales informados o aprobados.
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El compuesto 6-gingerol no presentd ningun riesgo de toxicidad; mientras que el
compuesto 6-shogaol presentd una alta posibilidad de mutagenicidad, lo cual es
atribuido a la influencia que tiene el doble enlace de la cadena hidrocarbonada lo
que hace que sea mas reactivo y que pueda generar especias reactivas durante su
biotransformacion metabdlica.

Los compuestos 6-gingerol y 6-shogaol mostraron una mejor puntuacién de farmaco
en comparacion con el inhibidor comercial Atreleuton y los candidatos inhibidores
de 5-LOX (NDGA, acido cafeico y CAPE); ademas no encontrar reportes de
farmacos semejantes en comparacion con su estructura.

Los compuestos 6-gingerol y 6-shogaol mostraron interacciones especificas en el
sitio catalitico de la 5-ALOX, mostrando acoplamiento con el residuo enzimaticos
His-400, el cual es uno de los residuos involucrados en la inhibicién de la 5-ALOX

Los principales sitios metabdlicos dentro de la estructura 6-gingerol son el metilo del
grupo metoxilo, que tiene una alta probabilidad de ser metabolizado por todas las
isoenzimas; y los grupos metileno y metilo de la cadena alquilica que pueden ser
metabolizados por la isoenzima CYP2A6. Los sitios atdbmicos en la estructura del 6-
shogaol son el grupo metoxilo que esta unido al anillo aromatico y los grupos
metileno y metilo que pertenecen a la cadena hidrocarbonada.

6.1 TRABAJO FUTURO

Al término de la realizacibn de este proyecto, surgieron nuevas lineas de
investigacion y areas de oportunidad para profundizar sobre la extraccion de
compuestos de origen vegetal, la elaboracién de nanoparticulas funcionalizadas y
sin funcionalizar de tripolifosfato/quitosano y evaluacion in silico por docking
molecular.

Basado en los resultados obtenidos se recomiendan los siguientes puntos
para la extraccion de compuestos de origen vegetal:

e Comparar el rendimiento de oleorresinas obtenido por rizoma de jengibre
proveniente de Tlacuilotepec, Puebla contra rizomas adquiridos en otras
zonas de la republica mexicana.

e Emplear diversas mezclas de solventes durante la extraccion de
componentes por cromatografia en columna para favorecer la extraccion de
diversos compuestos por efecto de la polaridad.

e Complementar las pruebas de elucidacibn con experimentos de
espectroscopia infrarroja, UV visible y cromatografia liquida.
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Basado en los resultados obtenidos se recomiendan los siguientes puntos
para la elaboracion de nanoparticulas funcionalizadas y sin funcionalizar de
tripolifosfato/quitosano:

e Realizar caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas funcionalizadas
homogenizadas por homogeneizador, ya que fue el método que mostro
tamafios de particula mas pequefios al realizar nanoparticulas sin
funcionalizar, alcanzando valores de hasta 20 nm

e Incrementar valores de pH acido (3.0), neutro (7.0) y béasico (9) en las
variables para la elaboracion de nanoparticulas de quitosano funcionalizadas
y sin funcionalizar, ya que la bibliografia reporta que a estos pH existen
variaciones de carga que pueden incrementar el tamafio de particula,
favoreciendo asi la liberacién de los componentes encapsulados.

e Elaborar nanoparticulas con variacibn de proporcion de quitosano en
nanoparticulas de quitosano/tripolifosfato funcionalizadas y sin funcionalizar
en proporciones 3:1, 4:1, 5:1 y 6:1, dado que la bibliografia reporta que al
existir un incremento de quitosano se obtienen menores tamafio de particula,
los cuales, al ser comparados con los valores previamente obtenidos en la
elaboracion de este trabajo, pueden arrojar informacion relevante para la
elaboracion de nanoparticulas de un tamafo determinado.

e Determinar valores Optimos para la realizacion de nanoparticulas de
quitosano funcionalizadas y sin funcionalizar por método de ultrasonido y
homogeneizador, ya que una agitacion excesiva puede dar como resultado
nanoparticulas pequefias, pero con alta agregacion, debido a la ruptura de
las fuerzas de repulsion de las particulas.

e Realizar pruebas complementarias de microscopia electrénica de barrido,
microscopia electrénica de transmision y analisis de seguimiento de
particulas, para respaldar tamafios de particulas obtenidos.

e Evaluar parametros de tamafo de particula, potencial zeta y polidispersion
en nanoparticulas funcionalizadas y sin funcionalizar posterior al
almacenamiento, con la finalidad de determinar su agregacion y cambios
estructurales.

e Determinar parametros Optimos para secado de nanoparticulas
funcionalizadas mediante liofilizacion para determinar mejor método de
almacenamiento de nanoparticulas.

Basado en los resultados obtenidos se recomiendan los siguientes puntos
para la evaluacion in silico:
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e Evaluar la actividad farmacoldgica y toxicologia de los diversos componentes
del jengibre, con la finalidad de determinar si algin otro compuesto presente
en el rizoma fresco puede ser empleado para inhibir la enzima 5-ALOX.

e Determinar valores de area de superficie polar topologica (TPSA) y enlaces
rotatorios de compuestos del jengibre viables para la inhibicion de 5-ALOX

e Determinar interacciones especificas de compuestos del jengibre en el sitio
catalitico de la 5-ALOX

Basado en los resultados obtenidos se recomiendan los siguientes puntos
para la evaluacion in vitro:

Determinar la inhibicibn mediante pruebas in vitro con células epiteliales

bronquiales NHBE y BEAS-2B; y células epiteliales alveolares A549, empleadas
en inflamacién pulmonar y asma.
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