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RESUMEN

La encapsulacion de ingredientes activos en nanoparticulas coloidales tiene un enorme
potencial para la administracion de compuestos. Recientemente se ha implementado la
encapsulacion aplicada a activos naturales para brindarles mayor estabilidad y
biodisponibilidad. En el presente estudio se evaluaron dos formulaciones de
nanoparticulas encapsulando activos naturales, el primero de ellos la melitina péptido que
se encuentra en el veneno de la abeja y se ha informado que tiene potencial como terapia
contra el cancer. Sin embargo, la aplicacion terapéutica es limitada debido a su principal
efecto secundario, la hemdlisis. Y el segundo activo encapsulado fue la Avenantramida
C, un polifenol presente en el grano de avena que ha mostrado una fuerte actividad
antioxidante y anti proliferativa tanto in vitro como in vivo, sin embargo, su estabilidad,
solubilidad y biodisponibilidad limitadas, obstaculizan su uso. En el presente estudio, se
formularon nanoparticulas de acido poli-D, L-lactico-co-glicolico (PLGA) cargadas con
melitina tetramérica y Avenantramida C, observando una eficiencia de encapsulacion del
85 y 55 % respectivamente, se analiz6 la actividad biologica de ambas formulaciones
obteniendo para el caso de la melitina una disminucién de la hemolisis en un 20% y para
Avenantramida C una liberacion estable del 86% del activo encapsulado en las

nanoparticulas.



ABSTRACT
The encapsulation of active ingredients in colloidal nanoparticles has a high potential for

the administration of compounds. Encapsulation applied to natural active compound has
been implemented to provide greater stability and bioavailability. In the present study,
two nanoparticle formulations encapsulating natural active ingredients were evaluated, the
first of them the melittin peptide found in bee venom and has been reported to have
potential as a cancer therapy. However, therapeutic application is limited due to its main
side effect, hemolysis. And the second encapsulated active ingredient was
Avenanthramide C, a polyphenol present in oat grain that has demonstrated a strong
antioxidant and anti-proliferative activity both in vitro and in vivo, however, its limited
stability, solubility and bioavailability hinder its use. In the present study, nanoparticles
of poly-D, L-lactic-co-glycolic acid (PLGA) charged with tetrameric melittin and
Avenanthramide C were formulated, observing an encapsulation efficiency of 85 and 55%
respectively, the biodynamic activity of Both formulations obtaining in the case of melittin
a decrease in hemolysis by 20% and for Avenanthramide C a stable release of 86% of the

active encapsulated in the nanoparticles.



1. INTRODUCCION

La encapsulacion de ingredientes activos en nanoparticulas coloidales tiene un enorme
potencial para la administracion de medicamentos en la industria farmacéutica y
cosmética. Consiste en atrapar un farmaco / compuesto dentro de un material portador,
con el objetivo de mejorar algunas caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia
encapsulada mientras se obtiene un suministro del activo mas eficiente y controlado. La
nanoencapsulacion mejora el valor terapéutico de varias moléculas bioactivas sensibles,
solubles o insolubles en agua, al mejorar su biodisponibilidad. Debido a las ventajas antes
mencionadas, las nanoparticulas (NP) se encuentran actualmente en varias etapas de
evaluacion de desarrollo y eficacia, con especial atencion en materiales poliméricos
biodegradables. Investigaciones han demostrado que estos nanoportadores presentan
numerosas ventajas, como la estabilidad mejorada de compuestos sensibles, mayor
eficacia del activo, liberacion contralada y entrega especifica. El polimero seleccionado
para la investigacion actual de NP fue Acido polilactico co-glicolico(PLGA) comUnmente
utilizado en ensayos clinicos y aprobado por la Administracion de Drogas y Alimentos de
los Estados Unidos (FDA), con la finalidad de encapsular dos moléculas bioactivas a las
que se les ha estudiado actividad anticancerigena la primera de ellas; la melitina que es un
pequefio péeptido de 26 aminoacidos y 2847.5 Da que presenta una gran actividad
hemolitica, se caracteriza por su capacidad para alterar la integridad de la membrana
celular y lleva al colapso del gradiente electroquimico transmembranal y a la muerte
celular por lo que se le ha considerados un atractivo candidato anticancerigeno debido a
su amplio espectro de propiedades liticas. Sin embargo, debido a que también resulta
toxico para las células normales su potencial terapéutico se ve limitado si no se cuenta con
un adecuado vehiculo. y la segunda molécula bioactiva; la Avenantramida C que se ha
clasificado como un polifenol por las caracteristicas estructurales que presenta. Ha
mostrado una fuerte actividad antioxidante in vitro e in vivo, exhibe actividad
antiinflamatoria y antiproliferativa lo que puede brindar proteccion adicional contra la
enfermedad coronaria, el cancer de colon y la irritacion de la piel. Sin embargo, su
estabilidad y solubilidad limitadas, a menudo combinadas con una biodisponibilidad
deficiente, deben resolverse para que este compuesto sea capaz de responder a las

crecientes demandas en el campo de la salud
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2. ANTECEDENTES

2.1.-Nanoparticulas y sus caracteristicas fisicoquimicas

La nanotecnologia es un campo de investigacion conocido desde el siglo pasado. Desde

que “nanotecnologia” fue presentada por el Premio Nobel Richard P. Feynman durante su

famosa conferencia de 1959 como una tecnologia habilitadora que se ocupa de objetos de

tamafio nanométrico (Feynman, 1960). Se espera que la nanotecnologia se desarrolle en

varios niveles: materiales, dispositivos y sistemas. El nivel de nanomateriales es el mas

avanzado en la actualidad, tanto en conocimiento cientifico como en aplicaciones

comerciales. Hace una década, las nanoparticulas se evaluaron en funcion de sus

propiedades fisicas y quimicas como son: tamafio, carga y composicion de la superficie

ya que éstas tienen un impacto directo sobre el funcionamiento de la nanoparticula a nivel
bioldgico. (Stark et al; 2015).

a)

b)

El tamafio de las nanoparticulas adecuadas para la administracion sistémica con
fines terapéuticos debe estar en el rango de 2 a 200 nm, para cruzar diferentes
barreras bioldgicas, esto depende del tejido, el sitio objetivo y la circulacién, es
necesario disefiar nanoparticulas que puedan escapar del proceso de extraccién de
pulmon, higado, bazo y rifion y alcanzar eficazmente los tejidos objetivo. Sin
embargo, las nanoparticulas demasiado pequefias son vulnerables a la excrecion
renal y la eliminacion de los tejidos diana. El tamafio de las nanoparticulas también
afecta la absorcion celular de ellas, caracteristica que debe considerarse en el
disefio de nanoparticulas para aplicacion biomédica. (Jo et al; 2015).

La carga superficial es importante para determinar si las nanoparticulas se
agruparan en el flujo sanguineo o se adherirdn o si tienen la capacidad de
interactuar con la membrana de las celulas con carga opuesta (Aithal et al; 2016).
La carga superficial también determina la absorcion celular, la biodistribucién y
la interaccion con otros entornos bioldgicos. En general, se sabe que las

nanoparticulas cargadas positivamente se internalizan mas facilmente que las



nanoparticulas neutras y negativamente cargadas. La carga de superficie cationica
es deseable ya que promueve la interaccion de las nanoparticulas con las células
y, por lo tanto, aumenta la velocidad y el alcance de la internalizacion Para la
entrega dirigida, se requiere la persistencia de nanoparticulas en la circulacion
sistémica del cuerpo.(Duan & Li, 2013).

c) La superficie que las compone, tiene un impacto en.....esta puede ser modulada
facilmente por la eleccidn de distintos componentes, esto se puede lograr mediante
el recubrimiento superficial de nanoparticulas con polimeros, tensioactivos
hidrofilicos, copolimeros biodegradables con segmentos hidréfilos tales como
polietilenglicol (PEG), 6xido de polietileno, polioxdmero, poloxamina vy
polisorbato 80 (Tween 80), uso de ligandos para dar direccionamiento, drogas
especificas y cargas superficiales (Dominguez et al; 2015).

Sin embargo, se ha observado que las nanoparticulas convencionales con superficie
hidrofébica son rapidamente opsonizadas y eliminadas masivamente por los macréfagos
fijos de los 6rganos del sistema fagocitico mononuclear(Varenne et al; 2016). Por lo tanto,
para aumentar el tiempo de circulacion y la persistencia en la sangre, la superficie de las
nanoparticulas convencionales se modifica con diferentes moléculas como se mencioné
anteriormente. Una de las estrategias reportada es el recubrimiento con polimeros
hidrofilicos ya que estos pueden crear una nube de cadenas en la superficie de la particula
que repelerd las proteinas plasmaticas (Xu et al; 2015). El rendimiento de las
nanoparticulas in vivo esté influenciado por sus caracteristicas morfolégicas entre ellas:
esferas, elipsoides, varillas, discos, cubos y cilindros, siendo la forma y la orientacién de
las nanoparticulas, cruciales para la naturaleza de la interaccidn entre la particula y el
entorno (K. Yang & Ma, 2010). Las nanoparticulas modificadas en la superficie tienen
propiedades antiadhesivas en virtud de la configuracion extendida en la superficie de la
particula que actia como barrera estérica, reduciendo el grado de eliminacién por los
macrofagos circulantes del higado y promoviendo la posibilidad de experimentar un
proceso de permeacion mejorado, el mecanismo de liberacién puede ser modulado por el
peso molecular del polimero utilizado. Entre mayor sea el peso molecular del polimero,
mas lenta sera la liberacion in vitro de farmacos (Lovisolo et al; 2018). El disefio

cuidadoso de estos sistemas de entrega con respecto al objetivo y la ruta de administracion



puede resolver algunos de los problemas que enfrentan las nuevas clases de moléculas
activas. El grupo de Lowman publicé una revision sobre la sintesis, modificacion de la
superficie, entrega dirigida y caracteristicas de liberacion de nanoparticulas
biodegradables en la que mencionan las diferencias en porcentajes de absorcion, tamario,
uso de distintos polimeros y la influencia de estos en la entrega de farmacos (Nagpal et al;
2010).

2.1.2 Las nanoparticulas como sistemas de liberacion

El suministro de sustancias activas o farmacos candidatos puede mejorarse utilizando
nanoportadores terapéuticos y/o materiales inorganicos. Hasta el momento, se han
disefiado y desarrollado diversos sistemas de administracion que incluyen liposomas,
dendrimeros, polimeros y portadores de farmacos particulados incluyendo nanoparticulas
poliméricas, nanoparticulas sélidas y nanotubos (Fig. 1) (Tablal) (Wen et al; 2015;
Kostarelos, 2010). Hay muchas razones detras del desarrollo y el éxito de sistemas de
suministro de farmacos, hace unos afios, toda la atencion se centro en nuevos desarrollos
de varias formas de dosificacion. Bajo estas circunstancias, el desarrollo de sistemas de

suministro de farmacos en nanoparticulas gano un gran impulso.

D
>

a Polymer b Liposomes C Amphiphilic cyclodextrins d Dendrimers

€ Gold Nanoparticles f Micelles g Carbon nanotubes h Quantum dots

Figura 1. Esquema representativo de los diferentes tipos de nanoparticulas cominmente utilizadas para
aplicaciones biomédicas y que ofrecen un potencial significativo en la administracion de productos
terapéuticos. Tomado de: (Mccarthy et al; 2014)



Tabla 1.- Caracteristicas de los diferentes tipos de nanoportadores utilizados como sistemas de liberacion.

Liposomas

Vesiculas esféricas compuestas de fosfolipidos y
esteroides, aumentan la solubilidad de los medicamentos y
mejoran sus propiedades farmacocinéticas, sin embargo,
debido a su tamafio pueden activar la respuesta inmune.

Nanotubos de carbono

Particulas con forma cilindrica nanoestructurada, similar a
las laminas enrolladas de anillos de grafeno, son muy
dindmicos y se usan potencialmente en el sistema de
administracion de farmacos, se les ha demostrado alta
toxicidad

Micelas

Particulas coloidales gque tienen un tamafio ajustable y
funcionalidad superficial alta monodispersidad y excelente
estabilidad, observandose en ellas citotoxicidad ocasional y
necesidad de modificaciones superficiales

Dendrimeros

Estructuras ramificadas de tamafio nanométrico con
uniformidad en el tamafio, buena biocompatibilidad y
pardmetros farmacocinéticos, sin embargo, se ha
demostrado que tienen una muy compleja y costosa
sintesis

Nanoparticulas metélicas

Particulas formadas de material inorganico con
uniformidad en el tamafio, forma y longitud una ajustada
farmacocinética y biodistribucién, asi como mayor area de
superficie reportdndose en estas elevada toxicidad.

Quantum dots

son nanomateriales inorganicos, caracterizados como
nanocristales semiconductores coloidales, la principal
desventaja es que no pueden difundirse a través de las
membranas celulares por lo que el proceso de entrega
puede ser realmente peligroso

Ciclodextrinas

Son materiales derivados naturales que tienen forma de
cono, con caras hidrofilicas primarias y secundaria y una
cavidad hidréfoba. Sin embargo, posee baja solubilidad en
agua lo que dificulta su aplicacion

Polimeros

Las nanoparticulas poliméricas se preparan a partir de
productos naturales o sintéticos, son biodegradables y
biocompatibles y se funcionalizan facilmente con ligandos,
aunque su uso podria ser dificil de escalar ha sido una
alternativa preferida

Adaptado de: (Kahraman et al; 2017)




Las nanoparticulas poliméricas biodegradables son mayormente preferidas porque son
prometedoras en el sistema de administracion de farmacos. Dichas nanoparticulas
proporcionan propiedades de tamafio subcelular, biocompatibilidad con tejidos y células
ademas de una liberacion controlada (Panyam & Labhasetwar, 2003). Aparte de esto, las
nanomedicinas son estables en la sangre, no toxicas, no trombogénicas, no
inmunogénicas, no inflamatorias, no activan los neutréfilos, son biodegradables, evitan el
sistema reticuloendotelial y son aplicables a diversas moléculas como farmacos, proteinas,
péptidos o &cidos nucleicos (des Rieux et al;2006). Las nanoparticulas representan un
sistema portador alternativo a los portadores coloidales debido a que mejoran las
propiedades farmacoldgicas y terapéuticas de los farmacos convencionales. La
incorporacion de moléculas en un sistema nanoportador pueden proteger a un
medicamento de la degradacion. Para la formacion de las nanoparticulas poliméricas se
ha observado que los polimeros mas utilizados son poli-a-caprolactona (PCL), &cido
poliglicdlico (PGA), acido polilactico (PLA), polietilenglicol (PEG) y acido polilactico-
co-glicolico (PLGA), siendo este ultimo uno de los polimeros mas reconocidos por su

capacidad de restauracion y biocompatibilidad a traves de vias naturales (Othman, 2014).

2.1.3 Nanoparticulas de acido polilactico- co -glicélico (PLGA)

Acido polilactico-co-glicélico (PLGA) es uno de los nanosistemas biodegradables més
exitosamente utilizados para el desarrollo de nanomedicinas porque se somete a hidrolisis
en el cuerpo para producir los monémeros de metabolitos biodegradables, acido lactico y
acido glicolico (Fig. 2) Dado que el cuerpo trata eficazmente con estos dos mondémeros,
existe una toxicidad sisttmica minima asociada con el uso de PLGA para la

administracion de farmacos o aplicaciones de biomateriales (Reis et al; 2006).
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Figura 2. Hidrolisis de nanoparticulas de PLGA: las nanoparticulas de PLGA se hidrolizan biolégicamente

en medio &cido en &cido lactico y glicdlico.

Las nanoparticulas de PLGA se han preparado principalmente mediante emulsificacion-
difusion (Sahana et al; 2008), emulsién de solvente-evaporacion (Zambaux et al; 1999) y
método de nanoprecipitacion (Barichello et al; 1999) (Tabla 2).

Tabla 2.- métodos de preparacion de nanoparticulas de Acido polilactico-co- glicélico (PLGA)

Emulsificacion- En este método una molécula se une a un surfactante y se

difusion disuelven en agua. La emulsion estd compuesta por la dispersion

de la fase acuosa en una fase organica, que presenta un polimero

disuelto.

Solvente — evaporacion | En este método se utiliza un solvente parcialmente soluble como
acetona, en el que se disuelven polimeros 0 compuestos bioactivos,
después, se emulsionan en una fase acuosa que contiene un
estabilizador que evita la agregacion de las gotas en la emulsion. Por
altimo, se agrega agua a la emulsién para que se disuelva el solvente

y se precipitan las nanoparticulas

Nanoprecipitacion En este método las moléculas bioactivas y el polimero se disuelven
en acetona y se afiade una solucion acuosa que contiene
tensioactivos, la acetona es evaporada y las nanoparticulas
permanecen en una suspension acuosa

Adaptado de: Madelein et al; 2018




Se ha demostrado que la formacion de nanoparticulas es altamente dependiente de los
métodos de preparacion, asi como de los polimeros constitutivos. La experimentacion
sistematica ha demostrado que cambios sutiles en estas variables pueden conducir a
distintas caracteristicas morfologicas en las nanoparticulas resultantes. La sintesis general
y la encapsulacién de nanomedicinas biodegradables se representan en la (Fig. 3). Las
nanocapsulas poliméricas son sistemas vesiculares de tamafio coloidal en los que el
farmaco estéd confinado a un depdsito o dentro de una cavidad rodeada por un polimero,
membrana o0 revestimiento. Las nanoesferas polimérica puede definirse como una
particula coloidal solida de tipo matriz, en la que los activos se atrapan quimicamente o
se adsorben en la matriz polimérica constituyente de las mismas (Carrasquillo et al; 2001).
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Figura 3. Tipo de nanoparticulas de PLGA: nanocépsulas y nanoesferas. Las moléculas del farmaco estan

atrapadas en el interior o adsorbidas en la superficie. (adaptado de Tiyaboonchai, 2003).



2.1.4 Aplicaciones de las nanoparticulas.

La nanotecnologia ahora se usa con frecuencia para diversas aplicaciones en fibra y
textiles (Perelshtein et al; 2008), agricultura (Casagrande et al; 2006), electronica (D.
Huang, Liao, Molesa, Redinger, & Subramanian, 2003), ciencia forense (Choi et al;
2008), espacial (T. M. Liu et al; 2007) y terapéutica médica (des Rieux et al; 2008; Bender
et al; 1996). Las nanoparticulas biodegradables se utilizan con frecuencia para mejorar el
valor terapéutico de varios medicamentos y moléculas bioactivas al mejorar la
biodisponibilidad, la solubilidad y el tiempo de retencion (Shenoy & Amiji, 2005). Estas
formulaciones de nanoparticulas y medicamentos reducen los gastos del paciente y los
riesgos de toxicidad (Salamanca-Buentello et al; 2005). La nanoencapsulacién de
medicamentos (nanomedicinas) aumenta la eficacia, la especificidad, la tolerabilidad y el
indice terapéutico de los medicamentos correspondientes (Kreuter, 2015; Raghuvanshi et
al; 2002; Schroeder, Sommerfeld et al; 1998). Estas nanomedicinas tienen muchas
ventajas en la proteccion de la degradacidén prematura y la interaccion con el entorno
bioldgico, la mejora de la absorcion en un tejido seleccionado, la biodisponibilidad, el
tiempo de retencion y la mejora de la penetracion intracelular (Alexis et al; 2008). Varios
medicamentos o moléculas bioactivas relacionadas con la enfermedad se encapsulan con
éxito para mejorar la biodisponibilidad, bioactividad y control de entrega (Gomez-Gaete
et al; 2007). Existen nanomedicinas para el tratamiento de enfermedades como: cancer
(Mu & Feng, 2003), SIDA (Langer et al; 2000), diabetes (Damge et al; 2007), estan en
diferentes fases de pruebas y algunos de ellos ya se comercializan (K. S. Lee et al; 2008).
En la nanomedicina la formulacién depende de la eleccion del sistema polimérico
adecuado para tener la maxima encapsulacion (mayor eficiencia de encapsulacion), el
proceso de encapsulacion con polimeros las nanoparticulas son méas avanzadas en
comparacion con otros sistemas de nanoparticulas (van Vlerken et al; 2007). Estas
nanoformulaciones de farmacos son superiores a la medicina tradicional con respecto al

control de liberacion, el suministro dirigido y el impacto terapéutico.



Algunas de las ventajas del uso de nanoparticulas son:

« Disminucién de la variabilidad de paciente a paciente.

» Solubilidad mejorada

» Mayor biodisponibilidad oral.

» Mayor velocidad de disolucion.

» Mayor éarea de superficie

« Serequiere menor cantidad de dosis

+ Inicio mas rapido de la accidn terapéutica.
Los avances recientes en nanotecnologia han demostrado que las nanoparticulas adquieren
un gran potencial como portadores de compuestos (Shinde, et al;2012, Yadav et al;2013),
sin embargo, Muchos compuestos bioactivos son altamente lipofilicos y muestran una
solubilidad muy baja en agua, lo que dificulta su uso. Ademas, la baja solubilidad también
significa una menor absorcion en el tracto gastrointestinal y, por lo tanto, una
biodisponibilidad limitada (Jgrgensen et al, 2004). Por lo tanto, se ha hecho evidente que
existe una necesidad apremiante de sistemas de entrega para encapsular, proteger y liberar
compuestos bioactivos al desarrollar nuevos farmacos o tratamientos. La inmovilizacion
de compuestos activos en la matriz de las nanoemulsiones contribuye de manera eficiente

a:

1. Mejorar la dispersion de los compuestos bioactivos en soluciones acuosas,
minimizando la tendencia a separar las diferentes fases (acuosa y lipidica).

2. Proteger los compuestos bioactivos de la interaccion con otros compuestos,
manteniendo sus propiedades funcionales y evitando el deterioro de estos.

En el campo de los compuestos bioactivos, actualmente se esta realizando un trabajo

extenso sobre la nanoencapsulacién de activos naturales como compuestos con actividad

antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria, anticancerigena, quimiopreventiva, y

antiagregante (Pordevic et al;2015).

La busqueda de terapias alternativas ha despertado un interés particular en componentes
de origen natural con usos medicinales que sean mas efectivos y menos toxicos, algunos

de los compuestos mas empleados pueden observarse en la tabla 3.
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Tabla 3.- ventajas de la encapsulacion de ingredientes activos

Antimicrobianos

Aceites esenciales

Aumenta la compatibilidad de la matriz
Retarda la degradacion quimica

Antioxidantes

Tocoferoles,
carotenoides,
flavonoides, fenolicos

Incrementa la eficacia
Retarda la degradacion quimica
Evita la autooxidacion

Péptidos bioactivos

Péptidos de alimentos,
plantas, animales

Retarda la degradacion
Reduce la astringencia
Controla la liberacién y bioactividad

Oligosacéridos y
fibras

Probioticos, quitosan

Evita interacciones adversas con los
ingredientes

Mejora la textura

liberacién controlada en tracto
gastrointestinal

Minerales Hierro Evita la autooxidacion
Calcio Previene la precipitacion
Vitaminas Vitaminas A, D, E, C Previene la degradacion quimica

Facilita la incorporacion en medio acuoso

Lipidos bioactivos

Conjugados de &cido

Facilita la incorporacion en medio acuoso

linoleico

Evita la degradacion quimica

Adaptado de: (Ventola, 2017)

A continuacion, se profundizara en el empleo de algunos de ellos.
2.2 Uso de venenos animales en la medicina

Las toxinas de los animales venenosos son selectivas y potentes para los procesos
fisioldgicos vitales en los animales presa. Como resultado, los venenos son una verdadera
mezcla de componentes bioldgicamente activos, que incluyen neurotoxinas, miotoxinas,
enzimas y sustancias que inducen dolor, por lo tanto, no es sorprendente que la
investigacién centrada en identificar compuestos para el desarrollo de nuevas terapias ha

incluido durante mucho tiempo un enfoque en los venenos de animales.

Usar venenos como fuente de farmacos no es una idea nueva las civilizaciones antiguas
los utilizaban en la produccion de brebajes y curaciones(Utkin, 2015). De los venenos
animales, los provenientes de abejas, escorpiones, arafias, hormigas entre otros, han

demostrado ser muy importantes como fuentes de farmacos para la medicina moderna, ya
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que tienen propiedades inmunolodgicas, analgésicas, antibacterianas, diuréticas,

anestésicas y antirreumaticas.

Oldfield y Yamakawa registraron que alrededor del 4% de los extractos evaluados en la
década de 1970 de 800 especies incluyendo insectos mostraron ademas de los usos ya
mencionados, cierta actividad anticancerigena (Oldfield ML, 1998; Yamakawa, 1998).
Desde la primera identificacion hasta hoy, se han identificado y estudiado cientos de
extractos, ya sea de fuentes naturales o de disefios in silico, estos péptidos se caracterizan
por una secuencia de aminoacidos generalmente de 5 a 50 residuos, alta hidrofobicidad y
carga neta positiva(Felicio et al; 2017)

2.2.1 El veneno de abeja

De todos los eventos de picaduras o mordeduras de insectos venenosos, los que la mayoria
de nosotros conocemos son los de las abejas. El veneno de estas ha sido utilizado desde la
antigtiedad en la medicina oriental para tratar diversas enfermedades, incluidas la artritis,
el reumatismo, las enfermedades inflamatorias y las enfermedades de la piel (Pak, 2016;
HAIT & LEE, 1988). El veneno de abeja es producido por una glandula localizada en la
cavidad abdominal de las abejas que contiene varios compuestos activos, incluidos:
melitina (el componente principal), apamina, adolapina, el péptido desgranulador de
mastocitos (MCD), enzimas (fosfolipasa A2 e hialuronidasa), asi como componentes no
peptidicos, como la histamina, la dopaminay la noradrenalina, entre otros los cuales tienen
una variedad de propiedades farmacéuticas (Zhang et al; 2018; Son et al; 2007). Ademas,
en estudios recientes se ha demostrado que el veneno de la abeja presenta otras cualidades
como la induccién de apoptosis, necrosis y efectos sobre la proliferacion, citotoxicidad,

crecimiento e inhibicion de diferentes tipos de células cancerosas (Orsoli¢, 2012).

2.2.2 Caracteristicas de la melitina

La melitina consiste principalmente en un péptido de 26 aminoacidos sin puentes
disulfuro en el que la parte N-terminal (residuos 1-20) de la molécula es
predominantemente hidrofoba, mientras que la C-terminal (residuos 21-26) es hidrofilay
muy basica; tiene 2847.5 Da de peso molecular, su secuencia aminoacidica es: Gly-lle-
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Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Thr-Gly-Leu-Pro-Ala-Leu-lle-Ser-Trp-lle-Lys-Arg-
Lys-Arg-GIn-GlIn (Terwilliger, Weissman, & Eisenberg, 1982) (Fig 4) La melitina, como
otros péptidos y proteinas de union a membrana, es predominantemente hidrofoba. Sin
embargo, el péptido tiene una carga neta de +6 a pH fisioldgico, cuatro de los cuales estan
en un tramo en la regién terminal C (Lys-Arg-Lys-Arg) y los dos restantes en la region
terminal N, Lys- 7 y el grupo N-terminal (Gly-1).
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Figura 4. Estructura de la melitina. (A) Secuencia de aminoacidos (B) Estructura secundaria de la

melitina en azul se muestra el triptéfano, en amarillo la prolina y en rosa los aminoacidos bésicos

lisina y arginina.
Aunqgue la melitina tiene una alta proporcion de aminoacidos no polares, es altamente
soluble en agua. A baja concentracion, la melitina es monomeérica y adopta esencialmente
una conformacion aleatoria en solucion acuosa. Sin embargo, se ha observado que adopta
una conformacion alfa- helicoidal y se agrega en tetrdmeros dependiendo de varios
factores como el incremento en la concentracion de sal, alta concentracién de melitina e
incremento en el pH. (Liao et al; 2015; Dempsey, 1990) los cuatro mondmeros de melitina
en el tetramero tienen una conformacion casi idéntica, cada cadena de melitina esta
compuesta por dos segmentos a- helicoidales los cuales finalmente toman la forma de una
horquilla (Pino, 2018; Bell, 1978; Knoppel et al, 1979).

Cuando se acumulan varios péptidos de melitina formando agregados tetraméricos en la
membrana celular, el empaquetamiento de fosfolipidos es gravemente interrumpido, lo
gue conduce a la lisis de membranas tanto naturales como sintéticas (Pino, 2018; Belloet

al; 1982). La melitina desencadena la lisis de una amplia gama de membranas plasmaticas
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y aunque la melitina es el péptido del veneno de abeja méas estudiado es un péptido
citolitico con baja especificidad que ataca todo tipo de membranas, lo que ocasiona que
su aplicacién aun se vea limitada. La melitina es un candidato muy atractivo para la
quimioterapia del cancer porque las células cancerosas son menos propensas a desarrollar
resistencia contra las moléculas capaces de formar poros en una membrana. La
combinacion de un farmaco quimioterapéutico junto con la melitina podria tener un efecto
sinérgico reduciendo de este modo la dosis terapéutica requerida de cualquiera de los dos
(Pan et al, 2011; Hui et al; 2002;) aunque la posible aplicacion de la melitina como agente
quimioterapéutico contra el cancer ha sido ampliamente reconocida, la rpida degradacion
del péptido en la sangre y su baja especificidad litica celular plantean desafios
significantes. Hasta la fecha se ha demostrado que la melitina es toxica para las células
del sistema hematopoyeético incluyendo linfocitos y eritrocitos y su toxicidad también se

ha observado en células intestinales (Y. J. Lee et al; 2007).

2.2.3 Propiedades anticancerigenas de la melitina

Havas, 1950 fue uno de los primeros que informo el efecto anticancerigeno de la melitina,
afios después, Mufson et al; 1979 sefialaron que la melitina podria entrar en las bicapas de
fosfolipidos y exhibir actividad tensioactiva, en 1985 Hait et al. mostraron por primera
vez el efecto inhibitorio de melitina in vitro, pues ellos demostraron que la melitina fungia
como inhibidor de calmodulina y podia inhibir el crecimiento y la clonogenicidad de las
células de leucemia humana. En el mismo afio, Hait y Lee, 1988 también notaron el efecto
inhibitorio del péptido sobre el crecimiento de las células de astrocitoma, mientras que
Lazo et al, 1985 observaron un mecanismo de accion similar en las células leucémicas.
En 1986 Killion y Dunn demostraron que las células de leucemia eran mas susceptibles a
la melitina que las células normales de bazo y médula dsea de ratdn. La razon es que las
celulas de la médula ésea tienen varios sitios de union en la membrana para los
carbohidratos, los cuales tienden a desaparecer en las células del bazo de adultos, mientras
que casi han desaparecido después de cambios neoplasicos, lo que podria hacer que las
células tumorales sean mas sensibles a la melitina. Zhu y colaboradores en 1991

observaron que la melitina no impide el crecimiento de células normales en una
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concentracion en la cual evita la proliferacion de células tumorales tales como las células
de cancer de pulmon. Estas diferencias en la respuesta de las células indican una diferente
activacion de las vias de sefializacion entre las células normales y tumorales. La melitina
ha demostrado ser especialmente eficaz contra las células de fibroblastos en cultivo que
expresan altos niveles del oncogén Ras. También aumenta la activacion de fosfolipasa Az
(PLA>) en las células transformadas por oncogenes Ras, lo que resulta en la destruccion
selectiva de estas células. En conjunto, estos resultados sugieren que el aumento de la
activacion de PLA: por la melitina podria ser el objetivo de la citotoxicidad contra las
celulas tumorales (Son et al; 2007) Es importante sefialar que, uno de los principales
problemas de la terapia anticancerigena es la elevada concentracion de las sustancias
guimicas que se emplean, ya que pueden causar serios efectos secundarios, por lo que
resulta obvio que la administracion de farmacos debe ser mejor y mas especifica. La
melitina como la mayoria de péptidos liticos producidos por insectos, tienen propiedades
anfipéticas que se caracterizan por su capacidad para alterar la integridad de la membrana
celular, ya sea por la creacion de defectos en ella, su permeabilizacién o bien mediante la
formacion de poros, cualquiera que sea el mecanismo, el rompimiento de esta bicapa
lipidica finalmente lleva al colapso del gradiente electroquimico transmembranal y a la
muerte celular (Holle et al; 2015; Binggeli et al, 1980; Binggeli et al, 1985; Moon et al;
2006; Son et al; 2007) En contraste con las células normales que presentan un bajo
potencial de membrana, las membranas de las células tumorales tienen un gran potencial
de membrana. Asi es como muchos péptidos liticos alteran selectivamente la estructura
de la membrana de las células tumorales en mayor medida que la membrana de las células
normales. Por lo tanto, la melitina es un atractivo candidato anticancerigeno debido a su
amplio espectro de propiedades liticas ya que tiene la capacidad de inhibir el crecimiento
tumoral e inducir la apoptosis y necrosis de varios tipos de células cancerigenas (Hu et al,
2006; Yang et al; 2005) A pesar de este enfoque intensivo, la transicion exitosa de
los componentes del veneno a agentes terapeuticos es lenta pues la aplicacion de melitina
en el cancer ha tenido un éxito limitado debido a varios problemas que incluyen toxicidad,
nula especificidad, degradacidn, entrega sistémica ineficiente, biodisponibilidad limitada
y hemolisis (Bei et al; 2015; Pan et al; 2011; Soman et al; 2009; Soman et al; 2008). Para
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sortear el problema con el uso de este péptido en la terapia contra el cancer, se han
utilizado multiples enfoques, los cuales se detallardn més adelante.

En la bdsqueda de tratamientos alternativos para enfermedades, ademéas del uso de
péptidos como la melitina, existen otros compuestos naturales (fitoquimicos) que han sido
encapsulados en nanoparticulas como fitoquimicos provenientes en su mayoria de plantas

que suelen estudiarse por su actividad antioxidante (Ventola, 2017).

2.3 Uso de fitoquimicos de alimentos en la medicina

El término "fitoquimicos" se refiere a los compuestos bioactivos no nutrientes presentes
en la dieta basada en plantas. Numerosas lineas de investigacion indican que diferentes
fitoquimicos en sinergia con una gama de nutrientes, vitaminas, minerales y fibra
presentes en los alimentos derivados de plantas, poseen propiedades preventivas de
enfermedades. Se ha demostrado que los fitoquimicos poseen propiedades
anticancerigenas y antimutagénicas, por lo que pueden desempefiar un papel importante
en la disminucion de los diversos tipos de neoplasia (Ginter, 2008; Ginter & Simko, 2015;
Kapinova et al; 2018) Se han identificado méas de 5000 fitoquimicos individuales en
alimentos derivados de plantas, como frutas, verduras y granos, aunque se estima que
todavia se desconoce un gran porcentaje de fitoquimicos (R. H. Liu, 2004). Estos
compuestos se pueden clasificar segin su estructura quimica como polifendlicos,
carotenoides, alcaloides, compuestos que contienen nitrdgeno Yy compuestos
organosulfurados (Golubnitschaja, 2007; R. H. Liu, 2004). De estos, los grupos mas
estudiados son los carotenoides, compuestos organosulfurados y polifendlicos. Los
carotenoides se propagan ampliamente en los alimentos, son compuestos solubles en
lipidos y proporcionan color (Tanaka et al; 2012). Los carotenoides, junto con las
clorofilas, tienen papeles importantes en la fotosintesis y la fotoproteccion en tejidos
vegetales de organismos fototréficos (R. H. Liu, 2004; Takaichi, 2011). Este beneficio

también esta asociado con su actividad antioxidante en la salud humana (R. H. Liu, 2004).

Los compuestos organosulfurados representan una clase importante de sustancias

bioactivas de origen vegetal con una amplia gama de supuestos beneficios para la salud.

16



Basado en varios ensayos epidemiologicos y clinicos, estos compuestos han demostrado
tener actividad anticancerigena a través de mecanismos de accion diversos (Angelino et
al, 2014; Ota et al; 2012; Singh, et al;2012). Sus efectos protectores contra la
carcinogenesis se mostraron también en estudios in vitro demostrando sus efectos
antiproliferativos en varias lineas celulares tumorales y que estan significativamente
involucrados en el metabolismo del estrogeno (Auborn et al; 2003; Meng et al; 2000;
Pedras, Jha, & Ahiahonu, 2003).

Los polifenoles son compuestos que se derivan del metabolismo secundario de las plantas
a través de la via fenil-propanoide. La caracteristica general de los polifenoles es que
tienen anillos aromaticos con grados de hidroxilacién variable y la mayoria se encuentran
en forma conjugada con uno o mas restos de azUcares unidos a grupos hidroxilo o
directamente al anillo aromatico, incluso pueden encontrarse asociados a otros
compuestos. La diversidad estructural deriva en una amplia gama de polifenoles (Fig 5)
(Del Rio et al; 2013).

Figura 5. Estructura quimica béasica de las principales clases de polifenoles.
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Tomado de:(Lizarraga et al; 2018)
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Los polifenoles pueden clasificarse en 4 grupos principales:

1) Flavonoides: Estos representan alrededor del 60% de todos los polifenoles. Los
ejemplos incluyen quercetina, kaempferol, catequinas y antocianinas, que se
encuentran en alimentos como manzanas, cebollas, chocolate negro y repollo
rojo.

2) Acidos fenolicos: Este grupo representa alrededor del 30% de todos los

polifenoles. Los ejemplos incluyen estilbenos y lignanos, que se encuentran
principalmente en frutas, verduras, granos enteros y semillas.
3) Amidas polifentlicas: Esta categoria incluye capsaicinoides en chiles y
avenantramidas en avena.
4) Otros polifenoles: Este grupo incluye resveratrol en vino tinto, acido elagico en
bayas, curcumina en carcuma y lignanos en semillas de lino, semillas de sésamo
y granos enteros (Zhou et al., 2016).
La cantidad y el tipo de polifenoles en los alimentos dependen de los alimentos, incluido
su origen, madurez y como se cultivaron, transportaron, almacenaron y prepararon, estos
tienen varias funciones esenciales en la reproduccion y el crecimiento (Bhattacharya et al;
2010). Ademas, actian como mecanismos de defensa contra patdgenos, parasitos y
depredadores; como atrayentes para polinizadores y animales dispersantes de semillas,
protectores UV y moléculas sefializadoras en la formacion de nddulos radicales fijadores
de nitrégeno; y como contribuyente al color de las plantas (Del Rio et al; 2013; R. H. Liu,
2004). Los atributos protectores de los compuestos polifendlicos se deben a la alteracion
de numerosas vias de sefializacion celular involucradas en la carcinogénesis, como el ciclo
celular (W. Zhang et al; 2013), la apoptosis (Ma et al; 2008) o la angiogénesis (Garvin et
al; 2006). Los mecanismos a través de los que los compuestos polifenélicos pueden
prevenir enfermedades no estan aun definitivamente establecidos. Sin embargo, varios
estudios de laboratorio realizados en animales de experimentacion han puesto de
manifiesto efectos y actividades bioldgicas muy variadas, que se resumen en la Tabla 4.
Se han estudiado un sin nimero de compuestos polifendlicos desde el resveratrol,
curcumina, galato de epigalocatequina (EGCG) y berberina, hasta compuestos
encontrados en algunos granos como la avena que contiene compuestos polifendlicos
solubles unicos de bajo peso molecular que no estan presentes en otros granos de cereales

conocidos como avenantramidas (Batra & Sharma, 2013).
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Tabla 4. Efectos benéficos atribuidos a los compuestos polifendlicos.

Actividad Antioxidante -Correlacion entre polifenoles y actividad
antioxidante total.

- Inhibicion de la oxidacion de LDL
-Proteccion del ADN del dafio oxidativo.

Actividad Antimicrobiana -Inhibicién del crecimiento de Clostridium
spp; Escherichia coli,

Salmonella spp; Staphylococcus spp.

Actividad Antiinflamatoria -Modulacion de la expresion génica
proinflamatoria, como lipoxigenasa, Oxido
nitrico sintetasa.

-Efectos beneficiosos en el tratamiento de la
isquemia y las enfermedades

neurodegenerativas.

Efectos prebioticos -Favorecen el aumento de los recuentos de
Bifidobacterium y Lactobacillus.

Vasodilatacion -Disminucién de la presion arterial.
Adaptado de: (Kizilkaya et al; 2013)

2.3.1 Avenantramidas metabolitos secundarios de la avena

La avena (Avena sativa L.) es una planta de 1.5 m de altura, ampliamente cultivada en
zonas frescas y humedas en regiones del norte de Europa y Ameérica del Norte (Rasane et
al; 2013). Después de retirar la c&scara externa no comestible, los granos de avena
restantes se procesan para obtener harina de avena, que contiene salvado de avena de
forma natural. La avena se consume principalmente como hojuelas de avena, cereales para
el desayuno y productos horneados, el interés en la avena se debid principalmente a su
ventajosa composicion de macronutrientes que incluye lipidos con un alto grado de
insaturacion y fibras con alto contenido de -glucanos (Perrelli et al; 2018). Pero también,
la evidencia cientifica ha demostrado que la avena contiene otros compuestos bioactivos

importantes, como amidas polifenélicas conocidas como avenantramidas (Avns). Se han
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identificado y clasificado segln su estructura, alrededor de 40 Avns que consisten en &cido

antranilico y derivados del acido hidroxicinamico (Fig.6). (Collins, 1989).
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Figura 6. Estructura quimica y nombre de algunas Avenantramidas naturales (Avns),
sintéticas (Tranilast) y recombinantes (YAvn). Avns son compuestos polifendlicos de bajo peso
molecular formadas por un &cido antranilico unido a un &cido hidroxicindAmico mediante enlace
amida. Se han descrito diferentes formas de Avns se han extraido de la avena, producido por
sintesis quimica o generadas de manera recombinante en levadura. (Tomado de Pirrelli et al.,
2018).

Las Avns son fitoalexinas de bajo peso molecular que se encuentran en las hojas, semillas,
durante la germinacion, predominantemente en la capa de salvado y sub-aleurona de los
granos de avena. (Rasane et al; 2015). Estos compuestos polifendlicos se producen en
respuesta a la infeccidn / inoculacién por hongos corona (Puccinia coronata f sp. Avenae)
o0 cuando las hojas de avena se tratan con varios inductores (p. ej: fragmentos de quitina,
iones de metales pesados, vitamina C, iones de Ca, etc) (Nazareno et al; 2018). Por lo
tanto, las Avns son un grupo de metabolitos secundarios producidos por la avena para su
defensa. Se han identificado isoformas de avenantramidas en avena, que varian en los
sustituyentes de los anillos de acido cinamico y acido antranilico. Las principales
isoformas son: avns A, By C las cuales se han utilizado ampliamente. Estas tres isoformas

principales han demostrado una amplia gama de beneficios para la salud con funciones
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antiinflamatorias, antioxidantes y antiproliferativas (Figura 8) las cuales se resumen a

continuacién. (Pridals et al; 2018).

a) Propiedades antiinflamatorias:

Se ha reportado que las Avns exhiben efectos antiinflamatorios debido principalmente
a que interactian con IkB quinasa B (IKKp); esta interaccion produce respuestas
inflamatorias reducidas en las células del musculo esquelético. Kang y colaboradores
sugieren que las Avns acttan como un inhibidor alostérico para modular la afinidad
de IKKp por el complejo NF-kB, reduciendo la actividad de la quinasa IKKf en
respuesta a la estimulacién del perdxido organico (hidroperoxido de tert-butilo
(tBHP) ), lo que conduce a la regulacion posterior de la via COX-2 / PGE2, asi como
la expresion de TNFa ¢ IL-1B. Estos datos indican que las Avns son inhibidores
potentes de la respuesta inflamatoria mediada por NF«xB debido a la regulacion

negativa de la actividad de IKKf en las células C2C12. (Kang et al., 2018) Figura 7.
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Figura 7. Breve descripcion del papel de Avns en la inhibicion de la

actividad de la quinasa IKKf tomado de:(Kang et al., 2018)
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b) Propiedades antioxidantes:

Las Avns exhiben potentes propiedades antioxidantes in vitro e in vivo, siendo esta
actividad de 10 a 30 veces mayor que el de otros antioxidantes fenolicos. En diferentes
estudios realizados se determind el efecto antioxidante de Avns mediante dos ensayos
in vitro: inhibicion del blanqueamiento de B-caroteno (mide la habilidad de un
antioxidante en esta ocasion de las Avns para inhibir la peroxidacion lipidica) y
eliminacién del radical libre 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH) ensayo utilizado
para medir la capacidad del antioxidante (Avns) de atrapar radicales libres.
Concluyendo que las Avns poseian actividad antioxidante en ambos sistemas, también
se observo que las Avns mostraron alta actividad inhibitoria de la peroxidacion
lipidica comparada con el antioxidante sintético estandar en el modelo de higado

graso inducido por acido oleico in vitro.(Walters et al; 2018)

c) Propiedades antiproliferativas:

En su investigacion Salvatore y colaboradores utilizaron dos lineas celulares de cancer
de colon CaCo-2 y de higado HepG2 que muestran una alta resistencia a la apoptosis
inducida por los farmacos anticancerosos convencionales para evaluar los efectos
antiproliferativos de las Avns, observando que éstas inhiben la proliferacién de células
cancerosas a través de la activacion de las caspasas 9, 8 y 3, ademas regularon
negativamente los genes prosupervivencia BIRC5, HIF1LAy VEGFA. (Salvatore et al;
2017).

Estos hallazgos sugieren que las avenantramidas proporcionan una amplia gama de
beneficios para la salud, destacando que la Avns-C es a menudo la que comprende
aproximadamente un tercio de la concentracion total de Avns en el grano de avena (aunque
la proporcion relativa de Avns es muy variable), y la que ha mostrado la mayor actividad

antioxidante in vitro (Multari et al; 2018).

22



: 6 O ‘| Avenanthramides

s ¢+ N\

Anti-inflammatory Antioxidant Antiproliferative Bioactivitics

v v 2

Prevention and treatment of aging-related human discases
associated with oxidative stress and inflammation, Health benefits
including dermatological, cardiovascular, cerebrovascular,
neurodegenerative, and metabolic diseases, and cancer

Figura 8. Funciones de las avenantramidas que generan beneficios para la salud. Tomado de: (Perrelli et
al; 2018)

2.3.2 Avenantramida C

La estructura de la Avn-C se muestra en la figura 9 en la cual puede observarse que esta
compuesta de &cido 5-hidroxiantranilico y &cido cafeico con un peso molecular de 315.28
g/mol (Ryan T Koenig et al; 2011; Ryan Thomas etal; 2012). Es una molécula a la que se

le han adjudicado multiples efectos benéficos para la salud (Fig 10).
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Figura 9. Estructura quimica de la Avenantramida — C

tomado de:( Bruijn et al; 2019)

Se ha observado que Avn-C exhibe potentes propiedades antioxidantes in vitro e in vivo,
aumentando la actividad de superoxido dismutasa (SOD) en el musculo esquelético, el
higado y los rifiones y mejora la actividad de glutation peroxidasa en el corazén y musculo
esquelético (C. Wang & Eskiw, 2019), en estudios realizados en ratas; la Avn-C atenla la

produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Peterson et al; 2002).

Ademas de demostrar actividad antioxidante, puede interactuar con los componentes
celulares, no solo a través de su actividad antioxidante, sino también a través de sus
interacciones con las vias moleculares y de sefializacion que modulan las respuestas
celulares durante la inflamacion(Meydani, 2009). Utilizando el sistema de cultivo de
células endoteliales adrticas humanas (CEAH), se descubrié que los efectos
potencialmente beneficiosos para la salud de la Avn -C estan mediados por la modulacién
de los procesos celulares y moleculares que se sabe, juegan un papel importante en la
inflamacion de las arterias y el desarrollo de aterosclerosis. Se ha demostrado que este
polifenol inhibe la expresion de las células de adhesion en las células endoteliales
vasculares (L. Liu et al; 2004). Otro efecto bioldgico potencialmente interesante de Avn-
C en el sistema cardiovascular seria su efecto sobre la vasodilatacion dependiente de éxido
nitrico (ON). Nie et al. 2006 informaron que la Avn -C aumenta la produccion de ON y la

expresion de ON sintasa endotelial por las células endoteliales. Este efecto podria
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contribuir al aumento observado en la dilatacion de los vasos sanguineos y la reduccion
de la presion arterial después del consumo de avena (Katz et al; 2001; Saltzman et al;
2001). un informe proporciono evidencia de que Avn-C puede ejercer un efecto calmante
sobre la piel irritada. Sur et al, 2008 informaron que a concentraciones bajas Avn-C
inhibio la activacion de NF-kB en los queratinocitos y redujo la liberacion de 1L-8, una
citocina proinflamatoria. Ademas, la aplicacion topica mitig6 la inflamacion en modelos
murinos de hipersensibilidad de contacto e inflamacion neurogénica y redujo el rascado
inducido por puritrégeno en un modelo de picazon en ratones. Estas observaciones indican
que Avn-C parece mediar los efectos antiinflamatorios y antiirritantes y que
probablemente funciona a través de la inhibicion de la sefializacion de histamina. En otra
investigacion realizada por Nie et al; 2006 estudiaron el mecanismo molecular de la
inhibicién de Avn -C de la proliferacién de células del musculo liso vascular y
demostraron que, a través de Modulacion de proteinas reguladoras del ciclo celular tales
como p53, p21cipl, p27kipl, ciclina-D1y pRb, inhibe la sefializacion del ciclo celular en
la transicién de fase G1 a S. Se informé que Avn -C suprime la fosforilacion de pRb, cuya
hiperfosforilacion es un sello distintivo de la transicion de G1 a S en el ciclo celular. Esto
fue acompafiado por una disminucion en la expresion de ciclina D1 y un aumento en la
expresion del inhibidor de quinasa dependiente de ciclina p21cipl. Ademas, el tratamiento
con Avn-C aumento el nivel de expresion y la estabilidad de la proteina p53, lo que podria
explicar el aumento en la expresion de p2lcipl. Ademas se examinaron los efectos
antiproliferativos de Avn-C, esta mostr6 una alta bioactividad al inhibir el crecimiento de
las células de cancer de colon y prevenir el dafio del ADN(Guo et al; 2010). Chen y
colaboradores han explorado la actividad in vivo de Avn -C en grupos modelo de hamster
para evaluar su capacidad antioxidante sobre la resistencia del colesterol LDL a la
oxidacion inducida por Cu, observando que la actividad antioxidante de Avn-C fue
evidente a través de un aumento en la resistencia de las LDL dependiente de la dosis
(Chen et al., 2004). En otro estudio, utilizando ratones, Wang y colaboradores observaron
qgue Avn -C fue biotransformada en 8 metabolitos principales, utilizando también la
microbiota humana para estudiar el metabolismo de Avn-C en cuyos resultados indican

que se da la conversion de Avn-C en 2 metabolitos pero la composicion de la microbiota
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intestinal puede influir en el metabolismo y biodisponibilidad de esta, indican que esta

biotransformacion mantiene sus actividades farmacologicas ( Wang et al., 2015).
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Figura 10: Beneficios de la Avenantramida - C

2.4 Actividad anticancerigena de la melitina y Avenantramida -C

Como se menciond anteriormente, la selectividad y la especificidad de la melitina por
células cancerigenas ha sido un reto para los cientificos en su blusqueda de nuevos
tratamientos contra el cancer. En la tabla 5 se muestran algunas de las estrategias para
mejorar la actividad bioldgica de la melitina y reducir su actividad hemolitica, muchos
investigadores han estudiado la relacion estructura-actividad, la modificacion estructural
de la melitina y la incorporacion de esta en sistemas de transporte (Srivastava et.al, 2012;
Walsh et al; 2011; Wu et.al , 2018; Sun et al. 2005) sin embargo los resultados sugieren
que la melitina sigue conservando en porcentajes elevados sus caracteristicas originales.
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Tabla 5.-Modificaciones realizadas en el péptido melitina

Sintesis de la secuencia
inversa con triptéfanoen la
posicién 10

*significativamente citolitico.

*Pérdida parcial de la actividad

*La posicién del triptéfano es crucial para la
actividad

Srivastava et al; 2012

Cambio de lisina por
serina posicién 7.
4 aminoéacidos
posicion 23-27

truncos

*La modificacion en el residuo 7 no tiene efecto
relevante en su habilidad para lisar células de
mamiferos

*una secuencia basica en el C-terminal no es
suficiente para unirse a la superficie celular al
menos requiere una arginina para actividad litica
contra células de mamiferos

*mantiene la naturaleza anfipatica

Walsh et al;2011

Cambio de los 6 ultimos
residuos del C-terminal al
N- terminal

*esta modificacion es la que més afecto la actividad
citolitica reduciéndola hasta un 28% debido al
cambio de polaridad de la molécula.

*el triptéfano tiene influencia en este cambio ya
que solo penetra en un minimo grado la membrana.
*El C-terminal debe ser suficientemente cationico
para unirse a las cabezas de fosfolipidos de la
membrana.

*Aln no esté bien establecida la importancia de las
lisinas y argininas en la regién C-Terminal

Stankowski et.al; 1991

Identificaron un ziper de
leucinas y sustitucion por
alaninas

Se reduce la hemolisis, mantienen su actividad
antibacterial.

Oren & Shai, 1997

Modificacién estructural | *La bioactividad de la melitina en la nanoparticula | Huang et al; 2003
de la melitina con lauril | fue similar a la de la melitina libre, segin lo

sulfato de sodio | verificado por pruebas tumorales in vitro.

incorporada en

nanoparticulas

Formulacion de | *La melitina mantiene actividad hemolitica. Pan et al; 2011
nanoparticulas de | *Toxicidad de la formulacién no verificada

perfluorocarbono y

liposomas para la

encapsulacién de melitina
“NanoBees”

En el caso de Avn- C, se ha observado que puede modular eventos involucrados en el

desarrollo del cancer Sin embargo, solo hay un par de ensayos clinicos realizados, en los

gue se ha observado presenta un potencial para intervenciones preventivas y terapéuticas,

propiedades

que dependen de su estructura quimica que proporciona actividad

antioxidante y modula los eventos celulares y moleculares involucrados en multiples

etapas del desarrollo del cancer, por lo tanto aun es necesaria la caracterizacion de su

biodisponibilidad y distribucion (Hassanein et al,. 2017). Es bien sabido que los

compuestos que exhiben propiedades farmacologicas prometedoras en ensayos in vitro a
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menudo muestran un perfil farmacocinético desfavorable. Hasta la fecha, el perfil
farmacocinético de la Avn-C aln no se ha investigado exhaustivamente. En estudios in
vivo se destacd que se absorbe poco en el tracto gastrointestinal y muestra una
biodisponibilidad baja (Marmouzi & Ezzat, 2018). Los estudios en humanos confirmaron
esta biodisponibilidad limitada, ademéas Turrini y colaboradores mencionan que los
estudios realizados con Avn-C a la fecha atin no son suficientes para respaldar la eficacia
de Avn -C en pacientes con riesgo de cancer; por lo tanto este aspecto puede considerarse

una ciencia emergente (Turrini et al; 2019).
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3. JUSTIFICACION

El uso de activos naturales como una alternativa a los tratamientos de distintas
enfermedades no es algo nuevo sin embargo, la aplicacion de estos se sigue viendo
obstaculizada por varios factores entre los cuales se encuentra su citotoxicidad, baja
especificidad, degradacion, biodisponibilidad limitada, hemdlisis, autooxidacion y
precipitacion, condiciones que se ven mejoradas con el uso de la encapsulacion de estos
compuestos en nanoparticulas. Es por ello que en el presente trabajo se abordd el
desarrollo de 2 formulaciones de nanoparticulas de PLGA (&cido polilactico co-glicolico)
la primera de ellas incorporando melitina en su conformacién tetramerica (con el fin de
disminuir su actividad litica) y la segunda conteniendo Avn-C y evaluar la actividad

bioldgica in vitro de ambas.
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4. HIPOTESIS

La incorporacion de melitina tetramérica y Avn-C en nanoparticulas de PLGA (&cido
polilactico co-glicélico) no altera su actividad bioldgica in vitro.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Desarrollo de 2 formulaciones de nanoparticulas de PLGA (acido polilactico co-glicolico)
incorporando melitina tetramérica y Avenantramida -C y evaluar su actividad bilégica in

vitro
5.2 Objetivos Especificos

1. Preparar y determinarde las caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas
poliméricas.

2. Cuantificar los compuestos (melitina, Avenantramida-C) presentes en las
nanoparticulas.

3. Obtenerde la cinética de liberacién de las Nanoparticulas encapsulando
Avenantramida-C.

4. Evaluarde la actividad bioldgica de las nanoformulaciones de (Melitina y

Avenantramida -C) in vitro.

31



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

El presente trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Ciencias Genomicas y en el
Laboratorio de Quimica Analitica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, de la Universidad

Autonoma de Nuevo Leodn.

La Melitina, la Avenantramida C y el PLGA se obtuvieron de Sigma Aldrich Inc. Los
disolventes organicos, cloroformo (CIf) y metanol (MetOH) que se emplearon en el
presente estudio fueron de calidad HPLC y proceden de J.T. Baker. El resto de los

reactivos que se emplearon fueron de calidad analitica y procedieron de J.T. Baker.

6.2 Preparacion del agregado de melitina

La melitina tetramerica se prepar6 colocando 1mg de melitina en 1 mL de buffer Hepes
20mM NaCl 250mM pH 7.4. Para mantener la conformacion monomeérica, el péptido se
disolvio en 1mL de buffer Hepes 20mM pH 7.4 en ausencia de NaCl.

6.3 Caracterizacion de las formulaciones de nanoparticulas de melitina y

Avenantramida C

Las formulaciones de nanoparticulas se caracterizaron mediante la evaluacién del tamafio
promedio de particula y la homogeneidad de tamafio (indice de polidispersidad, PDI) por
espectroscopia de correlacion fotonica Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, R.U.)

a partir de una alicuota de cada lote diluida en agua Milli-Q.
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Nanoparticulas de melitina

6.3.1 Preparacion de nanoparticulas de Melitina

Para la preparacion de las formulaciones de nanoparticulas poliméricas se siguié el
método de doble emulsidn evaporacion. Se preparo un reactor que contenia 1.5mL de una
solucidén organica de acetato de etilo con 20mg de PGLA (75:25) acido poliL-lactico- co-
glicolico (sigma-aldrich chemical Ltd, Alemania M.W 24,000-38,000) y 20 mg de Lutrol
68 Mp (Poloxamer 188, BASF). A la mezcla anterior se le adiciond una solucion acuosa
de cloruro de magnesio al 3% p/p se agito para formar una emulsion mediante agitacion
con ultrasonidos durante 90 s (Branson Ultrasonicss Corp, Danbury, CT, USA). A la
emulsion formada se le adicionaron 5ml de agua bidestilada y se favorecio6 la formacién
de una emulsion multiple mediante una segunda agitacion de 90 s con ultrasonido. La
formacion de las nanoparticulas se consiguié mediante la evaporacién del disolvente a
presion reducida con un rotavapor (Heidolph instruments GmbH & co, Alemania). Una
vez formadas las nanoparticulas se colocé un reactor sobre una placa de agitacion

conteniendo la formulacién y a la misma se le adicionaron 200ug de melitina en solucion.

6.3.2 Dicroismo Circular

Los espectros de dicroismo circular se registraron en un espectropolarimetro J-1100
(Jasco, Easton, MD) equipado para mantener la temperatura constante a 25°C con un
Koolance Peltier. Todos los espectros se registraron en el ultravioleta lejano (190-240nm)
a una velocidad de 50nm/min, obteniendo el promedio de 5 espectros con una sensibilidad
de 50mdeg. Todos los espectros se corrigieron restando los blancos correspondientes. Las
mediciones se realizaron en una celda de 0.1cm con soluciones de melitina a [7OmM] o
bien de suspensiones de nanoparticulas conteniendo 100mg de péptido por mL. Las
muestras se equilibraron en buffer Hepes 5mM pH 7.4 El contenido helicoidal de las
muestras se asumio era directamente proporcional a la elipticidad promedio por residuo

(MRE) a 222nm [®]%?. El contenido alfa-helicoidal se calculé usando la formula:
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max[@]%22 = -40,000 X [1-2.5/h)] + 100 X T)

donde h es el nimero de residuos y T es la temperatura en °C (Jamasbi et al. 2014; Scholtz

et al. 1991). El porcentaje de helicidad se calculé después como 100 x [0©]?%? | "*[@]??

6.3.3 Cuantificacion de la melitina presente en la superficie de las nanoparticulas

La determinacion del contenido de melitina en la superficie de las nanoparticulas se
realiz6 mediante el método de Bradford y por espectroscopia de fluorescencia. Para ello,
la suspensién de nanoparticulas recién preparadas se centrifugd a 13,000 rpm durante 3 hr
(Ultracentrifuga Beckman Coulter, Brea CA), se tomé 1 mL del sobrenadante y se
cuantifico la cantidad de melitina presente por el método de Bradford. Para la
cuantificacion por espectroscopia de fluorescencia se tomé una alicuota del sobrenadante
y del precipitado y se midié la fluorescencia emitida por el triptéfano empleando una
longitud de onda de excitacion de 280 nm. La fluorescencia maxima obtenida se interpold
en una recta patron realizada a partir de una solucién estandar de melitina de concentracion

conocida.

Nanoparticulas de Avenantramida C

6.3.4_Preparacion de Avenantramida C

Para la preparacion de la solucion madre de avenantramida se colocé 1mg de
avenantramida C en 1 mL de metanol, posteriormente se agito para disolver y se conservo

en un frasco ambar a -4°C

6.3.5 Preparacion de nanoparticulas de Avenantramida C

Para la preparacion de las formulaciones de nanoparticulas poliméricas se siguié el

método de doble emulsion evaporacion en donde 200pg de solucion de avenantramida C
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se adiciono a un reactor que contendra 1.5mL de una solucién organica de acetato de etilo
con 20mg de PGLA (75:25) &cido poliL-lactico- co- glicélico (sigma-aldrich chemical
Ltd, Alemania M.W 24,000-38,000) y 20 mg de Lutrol 68 Mp (Poloxamer 188, BASF).
Se dejo en una placa de agitacion hasta que se observé cristalina la solucion, A la solucion
formada se adicionaron 5001 de agua bidestilada se formé una emulsion mediante
agitacion con ultrasonidos durante 90s (Branson Ultrasonicss Corp, Danbury, CT, USA).
A la mezcla anterior se le adicionaron 5mL de buffer acetatos pH 3, se favorecera la
formacion de una emulsién mdltiple mediante una segunda agitacion con ultrasonido
durante de 90s. La formacion de las nanoparticulas se consiguié mediante la evaporacion
del disolvente a presién reducida con un rotavapor (Heidolph instruments GmbH & co,

Alemania).

6.3.6 Cuantificacion de la Avenantramida C presente en las nanoparticulas

La cuantificacion de la Avenantramida C encapsulada en las nanoparticulas se realizd
mediante método indirecto por espectroscopia a una longitud de onda de 520 nm. Para
ello, la suspensién de nanoparticulas recién preparadas se centrifugo a 12,000 rpm durante
2 hr (Ultracentrifuga Beckman Coulter, Brea CA), se tom0 el sobrenadante y se cuantifico
la cantidad de Avevantramida C presente en las mismas.

6.4 Microscopia de transmision electronica

Se tomaron 200 pL de la formulacion de nanoparticulas y se depositaron en un tubo
eppendorf al cual se le agregaron también 800 pLde agua destilada, una vez realizado lo
anterior, la suspension se pasoé por filtro de jeringa, Posteriormente se tomd un
portamuestras para SEM al que se le adhirid cinta de grafito en la cual se depositaron 15
pL de la suspension ya filtrada, se dejo reposar por 2 minutos y se procedio a retirar el
exceso de agua con papel filtro, una vez realizado lo anterior se afiadieron 10 pL de una
solucion de acidotungstico(20 mg/ml)se dejo reposar 2 minutos y posteriormente se retird
el exceso con papel filtro, una vez terminado el procedimiento se dejo en un disecador y

se procedio a la observacion de la muestra por SEM.
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6.5 Cinética de liberacion de la Avenantramida C

La liberacion de la avenantramida C de las nanoparticulas poliméricas se estudid
colocando la formulacion de nanoparticulas alicuotada en tubos ependorf y manteniendo
la muestra a 37°C en un incubador con agitacion, durante una semana se tomaron muestras
a distintos intervalos de tiempo, se centrifugaron y se recolecto el sobrenadante el cual fue
analizado espectrofotométricamente a 520 nm para analizar la presencia del polifenol.

6.6 Preparacion de suspensiones multilamelares (MLV)

Para obtener vesiculas lipidicas multilamelares se utilizd el método de evaporacién-
hidratacién. Para ello, se dispuso en un tubo de ensayo los volumenes adecuados de lipido,
a partir de soluciones madre en CIf/MetOH 2:1. La mezcla asi formada se sec6 bajo flujo
de nitrogeno por 2 hr para eliminar las trazas de disolvente organico. La pelicula seca de
lipido se rehidratd en 1mL de tampon HEPES 50 mM pH 7 conteniendo NaCl 150 mM
durante 2 h a 25°C con agitacion constante empleando un Termomixer marca eppendorf.
Este tratamiento es suficiente para obtener vesiculas multilamelares (MVL). El modelo de
membrana que se emple6 en la realizacion de este trabajo fue: PC/PE/PA/PS (50:25:15:10
p/p) que representa el epitelio mamario cancerigeno.

6.6.1 Preparacion de vesiculas unilamelares grandes (LUVSs)

Para obtener suspensiones de LUVs de tamafio definido, las suspensiones de vesiculas
multilamelares preparadas por el método de evaporacion-hidratacion se pasaron 10 veces
a través de un mini-extrusor de alta presion (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA)
equipado con una membrana de policarbonato con tamafio de poro de 100 nm y
termostatizado a la misma temperatura a la que se hidrataron los lipidos, obteniendo de
esta forma una suspension homogeénea de vesiculas lipidicas de unos 100nm de tamafio

promedio.
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6.7 Cuantificacion de fosfolipidos

La cantidad de fosfolipido se determiné mediante valoracion de fosforo segun el método
descrito por Rouser y colaboradores (1966) para lo cual se secaron las muestras a analizar
bajo flujo de nitr6geno para posteriormente afiadir &cido perclérico al 70% (0.45 mL) e
incubarlas en bafio de arena a 250-260°C durante 30 minutos con el fin de conseguir la
mineralizacion del fosforo. Transcurrido este tiempo, se dejaron enfriar los tubos y se
afiadieron 0.5mK de molibdato amonico (2.5% p/v), 0.5mL de &cido ascorbico (10% p/v)
y 3.5 mL de agua bidestilada por muestra, incubandose éstas durante 7 minutos en bafio
de agua hirviendo. La reaccion cromogénica se detuvo colocando los tubos en hielo,
midiéndose la absorbancia a 820 nm del producto coloreado que se forma en presencia de
fosforo, en un espectrofotdmetro Génesis 10 Thermo-scientific. Para conocer la cantidad
de fosfolipidos en cada muestra, la absorbancia obtenida se interpolara en una recta patron
realizada a partir de una solucion estdndar de concentracion conocida de fosfato
inorgénico (KH2PO4 0.05mg/mL).

6.8 Ensayos de liberacidon de contenidos acuosos

La capacidad del sistema nanoparticulado conteniendo melitina para provocar la pérdida
de contenidos acuosos de vesiculas fosfolipidicas de diferente composicién se valoro
mediante el método ANTS/DPX descrito por Ellens y colaboradores en 1985. Las
vesiculas de fosfolipido se prepararon mediante extrusion en HEPES 50 mM, pH 7 con
NaCl 30 mM, ANTS 12.5 mM y DPX 45 mM. Una vez preparadas se pasaron a través de
una columna Sephadex G-75 y se eluyeron con buffer HEPES 50 mM pH 7, NaCl 150
mM. El proceso cromatografico se siguié midiendo la absorbancia de las fracciones a 259
nm y 353 nm, longitudes de onda de los maximos de absorcion del desactivador y
fluoroforo DPX'y ANTS respectivamente. Las fracciones correspondientes a las vesiculas
con sonda y desactivador coencapsulados se recogieron y reunieron para determinar su
concentracion mediante el método de Rouser. El ensayo de liberacion de contenidos se
inicié disponiendo 500 uL de la suspension de vesiculas conteniendo ANTS/DPX, a una
concentracion final de fosfolipido de 75 pM en la cubeta del espectrofluorimetro,

termostatizada a 25 °C. Para iniciar el ensayo se inyectaron alicuotas de entre 10 y 50uL
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para obtener las cantidades de péptido requeridas (1.8, 2.5, 7, 10.7, 14 uM) en la celda de
fluorescencia. La liberacion del contenido de las vesiculas del ANTS se siguid
monitorizando la emision de fluorescencia del ANTS a 536 nm, utilizando una longitud
de onda de excitacion de 353 nm. La liberacion del contenido de las vesiculas va
acompariada de un incremento en la intensidad de fluorescencia del ANTS, consecuencia
de la reduccion por dilucion del efecto desactivador del DPX. El experimento se finalizara
con la adicion de una alicuota de Triton X-100 (0.5% concentracidn final) que proporciona

la fluorescencia correspondiente al 100% de liberacion como referencia.

6.9 Ensayos in vitro de las nanoparticulas con Avn -C en la linea celular MCF-7

Se utilizaron lineas celulares de carcinoma humano de mama MCF-7, que una vez
descongeladas, fueron cultivadas en frascos de 75 cc con medio Dulbecco's Modified
Eagle's Médium (DMEM) con glucosa (4,5 g/l), Glutamax (4 mM) y Piruvato (1 mM),
suplementado con 10 % de FBS (Suero Fetal Bovino) y antibidticos: 1 % de
Estreptomicina/Penicilina 'y 0,1 % de Gentamicina (50 pg/ml). Las nanoparticulas Avn -
C liofilizadas fueron disueltas en DMSO, solucion madre de 1 mg/ml, y luego disueltas

en el medio correspondiente al 1% de FBS.
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7. RESULTADOS

7.1 Preparacion del agregado tetramérico de melitina

La melitina es una molécula que en solucién presenta una conformacion aleatoria mientras
que, al unirse el monémero a membranas se incrementa drasticamente su contenido alfa-
helicoidal (Vogel y Jéhnig, 1986). Para corroborar la presencia de la conformacion
tetramérica del péptido bajo las condiciones empleadas en este trabajo, se analizd por
dicroismo circular su estructura secundaria. En la figura 11 puede observarse que la
melitina monomeérica presenta un minimo ~205nm representativo de una conformacion
aleatoria mientras que, la melitina tetramérica presenté un pico de elipticidad negativo
centrado en los 222nm caracteristico de una conformacion alfa-helicoidal originada por la
auto asociacion del péptido. Para corroborar que la conformacion tetramérica de la
melitina se mantenia una vez incorporado el péptido a las nanoparticulas, se realizaron los
espectros de dicroismo circular en el UV-lejano y ademas se siguid la intensidad de

fluorescencia del Trp*® de la melitina.
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Figura 11. Espectros de dicroismo circular en el UV-lejano para la melitina monomérica ( O ) y tetramérica

(@)

39



En la figura 12 se muestra el espectro de la melitina tetramérica una vez incorporada a las
nanoparticulas de PLGA y, como puede observarse, las nanoparticulas solas no presentan
un pico caracteristico de estructura secundaria mientras que el espectro del sistema nano-
melitina refleja una conformacion alfa-helicoidal al presentar un pico negativo a 222nm.
El contenido helicoidal de la melitina presente en las nanoparticulas resulté de un 40%,
similar a lo reportado para la melitina tetramérica a una concentracion de péptido de
0.5mM (Huang et al., 2013; Soman et al., 2008) sugiriendo que la formacion del tetramero

permanece estable después de la incorporacion del péptido a la nanoparticula.
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Figura 12. Espectros de dicroismo circular en el UV-lejano de la suspension de nanoparticulas de PLGA

en ausencia ( O ) o presencia de melitina tetramérica ( ® ).
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Al realizar el seguimiento del Trp*® por espectroscopia de fluorescencia (Fig. 13) pudo
observarse que el espectro de las nanoparticulas cargadas con melitina presenta un
desplazamiento hacia el azul, es decir un cambio en la intensidad de fluorescencia de
351nma 331nm, si se compara con el espectro de la melitina en solucion, estas diferencias
en las propiedades de fluorescencia son indicativas de un cambio en el entorno de los
residuos aromaticos, es decir que el residuo de Trp de la posicion 19 se encuentra menos
expuesto al agua cuando esta en las nanoparticulas que cuando se encuentra en la melitina
monomérica confirmandose nuevamente la presencia del tetramero de melitina en las

nanoparticulas.
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Figura 13. Espectros de emision de fluorescencia de las nanoparticulas de PLGA cargadas con melitina. Se
muestran los espectros correspondientes a la emision de fluorescencia intrinseca del residuo de tript6fano
de la melitina en solucidn (O), del sistema nano-meltina ( ® ) y de las nanoparticulas de PLGA ( ® ). La

longitud de onda de excitacion fue de 280nm y la concentracion de péptido de 20 ug/mL.
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7.2 Preparacion y caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas cargadas con
melitina

La figura 14 muestra el tamafio promedio de las formulaciones de nanoparticulas
poliméricas biodegradables preparadas para la realizacion de este trabajo con y si melitina.
En la figura 14A puede observarse que el didmetro promedio obtenido para las
nanoparticulas oscila entre los 85nm + 20nm (n=3) con un indice de polidispersidad PDI
< 0.1, lo que indica que la homogeneidad de tamafio es elevada y que se cuenta con un
sistema mono-disperso tipico. La adsorcion de melitina en la superficie de las
nanoparticulas produjo un incremento en el tamafio de las mismas, con valores de
didmetro promedio de 110 + 20nm (n=3) y un PDI < 0.1(Fig 14B) originado
probablemente por la interaccion electrostatica entre los residuos basicos presentes en la
secuencia peptidica (179 K?-R?2-K33-R?%-Q?°) y el grupo polar del lutrol de las

nanoparticulas (Cui et al., 2005).
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Figura 14. Tamafio promedio de las nanoparticulas de PLGA en ausencia (A) y presencia de melitina (B)
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7.3 Cuantificacion de la melitina presente en las nanoparticulas

La cuantificacion de melitina encapsulada en las nanoparticulas se realiz6 por un método
indirecto en donde una vez incorporado el péptido a las hanoparticulas, éstas se sometieron
a centrifugacion a 13,000rpm durante 3 horas para posteriormente evaluar la cantidad de
péptido presente en el sobrenadante por espectroscopia de fluorescencia. Se realizd una
recta patron de melitina a partir de una solucion madre a una concentracion de 1mg/mL
en buffer Hepes 50mM pH 7 conteniendo 150mM NaCl y se midio la intensidad de
fluorescencia con una longitud de onda de excitacion de 280nm. Los resultados se

muestran en la figura 15.
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Figura 15. Curva de calibracion de melitina elaborada a partir de una solucion
stock de melitina a [Img/mL] en buffer Hepes 10mM pH 7.0 conteniendo NaCl
150mM.

Con el valor obtenido de melitina no unida, se determin6 el porcentaje de eficiencia de
encapsulacion de péptido en las nanoparticulas y se encontrd que la suspension preparada
tuvo la capacidad de incorporar casi la totalidad de activo afiadido, obteniendo un
porcentaje de eficiencia del 85%. Se calculd la relacion en masa de vehiculo: activo y se
encontré que por cada 40 mg de solidos totales de la formulacién (polimero y tensoactivo)

es factible incorporar 170 g de péptido. Estos valores concuerdan con lo reportado por
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otros autores que han evaluado la capacidad de interaccion entre particulas de PLGA y
péptidos o proteinas y que han mostrado una alta interacciéon (Arroyo-Maya et al., 2014).

7.6 Evaluacion de la interaccion y permeabilidad originada por el sistema

nanomelitina con modelos de membrana

Para poder evaluar la capacidad litica de las nanoparticulas cargadas con melitina, se
prepararon liposomas de distintas especies fosfolipidicas conteniendo ANTS como
fluoréforo y DPX como quenchador. La Figura 16 muestra un ejemplo representativo de
la purificacion de estos liposomas y, como puede observarse, las sondas encapsuladas en
vesiculas fosfolipidicas (pico I) se separan facilmente de las sondas libres (pico Il) gracias

a la gran diferencia de tamafio existente entre esas especies moleculares.
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Figura 16. Cromatografia de exclusion molecular de la purificacién de liposomas de
PC/PE/PS/PA (50:25:15:10 p/p) encapsulando una solucién 12.5mM ANTS, 456mM
DPX. Las vesiculas se prepararon por extrusion utilizando membranas de policarbonato
con un tamafio de poro de 100nm. El proceso de elucion fue monitoreado a 259nm para
el ANTS (circulos negros), 353nm DPX (circulos gris claro) y 400nm LUVs (circulos
gris obscuro). El pico I corresponde a las sondas encapsuladas y el pico Il a las no

encapsuladas.

Una vez identificado el pico correspondiente a los liposomas que contienen el par
ANTS/DPX, se colectaron esas fracciones y se realizd su cuantificacion mediante el

método de Rouser y colaboradores descrito en la metodologia. Los fosfolipidos empleados
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para la preparacion de cada uno de los liposomas utilizados en este trabajo se basan en el
estudio realizado por Doria y colaboradores (2013), sobre las alteraciones presentadas en
el perfil fosfolipidico de células de epitelio mamario (MCF10A) y células de cancer de
mama (T-47D y MDA-MB-23) (Figura 17).
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Figura 17. Abundancia relativa de fosfolipidos en células epiteliales mamarias

humanas y lineas celulares de cancer de mama. Tomado de Ddria y colaboradores

(2013).
Por lo que para simular las membranas de células de epitelio mamario sano se empleo la
mezcla PC/PE/PS (50:40:10 p/p) y para semejar las membranas de las células de cancer
de mama se utiliz6 la mezcla PC/PE/PS/PA (50:25:15:10 p/p). Estos liposomas permiten
tener un sistema modelo bien definido, permitiendo identificar las especies lipidicas y las
propiedades de membrana que influencian la unién entre el sistema nanomelitina y los
lipidos. Como lipido representativo de membranas celulares se emplearon liposomas
compuestos en su totalidad por PC. La capacidad litica del sistema nano-melitina se evalud
empleando el método de liberacion de sondas, el cual consiste en medir el aumento en la
intensidad de fluorescencia que resulta de la fuga y separacion de la sonda (ANTS) vy el
apagador (DPX) que se encuentran en el interior de los liposomas. La propiedad de
apagamiento de la fluorescencia permite que las fugas de los liposomas sean monitoreadas
de manera continGa siendo sensibles a pequefias perturbaciones en la bicapa lipidica
(Ralston et al., 1981). La Figura 18 muestra la capacidad litica de la melitina sobre los

liposomas que simulan las membranas celulares, la membrana de las células de epitelio
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mamario y la membrana de las células de cancer de mama. Inicialmente no se observa
ninguna fluorescencia en todos los casos, debido que la elevada concentracion de DPX
(45 mM) apaga completamente la fluorescencia de la sonda (ANTS). Sin embargo,
conforme se afiaden a los liposomas las nanoparticulas cargadas con melitina tetramérica,
el par ANTS/DPX se libera de los liposomas debido a perturbaciones en su membrana
llevando a una disminucién en el efecto apagador del DPX incrementdndose la
fluorescencia del ANTS. EI grado de incremento en la intensidad de fluorescencia es una
medidia del poder litico del sistema nano-melitina en cada entorno lipidico probado. Es
evidente que el poder litico claramente depende de la composicion de los liposomas,
observandose un efecto ligeramente mayor en presencia de &cido fosfatidico (PA) (Fig
18A). Sin embargo, tanto para los liposomas que semejan las membranas del epitelio
mamario cancerigeno como el sano (Figura 18B), el efecto litico del sistema nano-melitina
ocurre inmediatamente despues de ser afiadido sobre los liposomas, mientras que para los
liposomas que semejan la membrana de los eritrocitos (Fig 18C) la cinética muestra que
la actividad litica lleva unos pocos segundos antes de que se alcance la maxima intensidad

de fluorescencia.
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Figura 18. Cinéticas de liberacion de contenidos acuosos desde liposomas de diferente composicion. A)
PC/PE/PS/PA (50:25:15:10 p/p), B) PC/PE/PS (50:40:10 p/p) y C) PC. La concentracién final de lipido
utilizada por ensayo fue de 75mM. La liberacion se siguié monitorizando la emision de fluorescencia del

ANTS a 536nm utilizando una longitud de onda de excitacion de 353nm.
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En la figura 19 se resumen las propiedades liticas del sistema nano-melitina, en ella puede
observarse que la incorporacion de la melitina tetramérica en las nanoparticulas de PLGA
no altera la capacidad litica de este péptido en ninguna de las composiciones lipidicas
analizadas. El sistema nano-melitina fue capaz de permeabilizar el 50% de los liposomas
de PC a una concentracion entorno 2 mM, resultando mas efectivo para inducir la
perturbacion de los liposomas que semejaban la membrana de células cancerosas y sanas,
con una concentracion de 1.2 mM y 1.8 mM respectivamente, indicando la importancia

de las interacciones electrostaticas en este rompimiento.
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Figura 19. Efecto de la relacion péptido/lipido en la liberacién de contenidos
acuosos desde vesiculas de PC (O) PC/PE/PS (50:40:10 p/p) (®) y PC/PE/PS/PA
(50:25:15:10 p/p) (@) originados por el sistema nano-melitina. La concentracion
de péptido probada fue de 0.6, 0.8, 1.2, 1.8, 2.4, 3.6 y 4.8 mM y la concentracion final
de lipido fue de 75mM. El porcentaje de liberacion de contenidos se calcul6
considerando como el 100%, la fluorescencia resultante después de la adicion de

Triton X-100 (0.5% v/v) a los liposomas.

47



7.7. Caracterizacion de nanoparticulas de PLGA cargadas con Avenantramida C

Para la caracterizacion de la formulacién de nanoparticulas biodegradables a base de
PLGA usando como estabilizador (Pluronic F-68) se utilizé microscopia electrénica de
barrido (SEM) y Dispersion dinamica de la luz DLS (n = 3). El tamafio de las
nanoparticulas solas (Control) fue de 130 +1y el de nanoparticulas encapsulando
avenantramida -C fue de 160 = 4 nm de didmetro segun lo determinado por DLS (Figura.
20), el indice de polidispersidad de 0.186 y 0.170 respectivamente indic6 una distribucién
de tamafio estrecha. En las imagenes SEM muestra una imagen con un voltaje de 0.5Kv.
(Figura.21) en la cual las particulas muestran didmetros de aproximadamente 200nm. El
DLS mide los radios hidrodindmicos dispersando particulas en fase acuosa o solventes,
mientras que SEM mide el tamafio de las muestras secas tefiidas con acido tungstico
depositadas sobre cinta de grafito. EI tamafio de las nanoparticulas, seglin lo observado
por SEM, tuvo una buena correlacion con el tamafio medido por DLS.
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Figura 21. Imagen SEM de nanoparticulas PLGA-Avenantramida C

.7.7 Cuantificacion de Avenantramida C en nanoparticulas

La cuantificacion de avenantramida encapsulada en las nanoparticulas se realizo por un
método indirecto en donde una vez realizadas las nanoparticulas y agregados los 200pg
de Avenantramida, éstas se sometieron a centrifugacion a 12,000rpm durante 2 horas para
posteriormente evaluar la cantidad de Avn -C presente en el sobrenadante por
espectroscopia de fluorescencia. Se realiz6 una recta patron de Avn -C (Figura 22) a partir
de una solucién madre a una concentracion de 1mg/mL en metanol y se midié en una
longitud de onda de 520 nm obteniendo un porcentaje de encapsulacion de 553 % es

decir 110 pg de los 200 pg totales.
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Figura 22. Curva de calibracion de Avenantramida -C elaborada a partir de una solucion

stock de Avenantramida -C a [Img/mL] en Metanol.
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7.8 Cinética de liberacion de la Avenantramida C

Los estudios de liberacion in vitro se llevaron a cabo a partir de las nanoparticulas
constituidas por PLGA 75:25 que tienen incorporada Avn -C segun la metodologia
descrita anteriormente en el apartado de materiales y métodos. En la Figura 23, se
representa la liberacion del polifenol durante 240h (10 dias) desde las nanoparticulas
obtenidas por doble emulsidn evaporacion. Existe una liberacidn casi completa de la Avn-
C desde estas nanoparticulas. Al cabo de las 240 h, considerando que la encapsulacién
total fue de (110 £ 3 pg) vy la liberacion al dia 10 fue de (95 + 6ug), se libera un 86 % de
Avn -C
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Figura 23.- Perfil de liberacion in vitro de nanoparticulas de PLGA
7.9 Ensayos in vitro de las nanoparticulas con Avn -C en la linea celular MCF-7

Se probo la formulacidn liofilizada en la linea celular MCF-7 como se menciona en el

apartado de materiales y métodos, no observando un efecto significativo sobre la misma.
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8. DISCUSION

La melitina es un péptido anfipatico cationico de 26 aminoécidos que cuando se encuentra
en solucién adquiere una estructura aleatoria. Este péptido deriva del veneno de las abejas
y tiene una variedad de propiedades farmacéuticas entre las que destacan efectos
bioldgicos como antiviral, antibacteriano, antifungico, antiparasitario y antitumoral. Se
propuso que la melitina actda como un compuesto citolitico no selectivo, es decir; el
péptido interrumpe fisica y quimicamente membranas celulares causando lisis celular por
lo que fue considerado un candidato atractivo para la quimioterapia contra el cancer. (Wu
etal., 2018). La literatura actual disponible que involucra estudios in vitro e in vivo sugiere
que la melitina afecta la transduccién de sefiales y las vias reguladoras que conducen a
multiples mecanismos de muerte por cancer, incluida la inhibicion de la proliferacion, la
induccion de apoptosis, la inhibicion de la angiogénesis, la detencion del ciclo celular y
la inhibicién de la motilidad del cancer, la migracion, metastasis e invasion. (Rady et al;
2017). Sin embargo, la aplicacion de melitina en el cancer ha tenido un éxito limitado
debido a varios problemas que incluyen toxicidad, baja especificidad, degradacion,
entrega sistémica ineficiente, biodisponibilidad limitada y principalmente alta hemolisis.
Para sortear el problema con el uso del péptido para la terapia contra el cancer, se han
utilizado estrategias para mejorar estas desfavorables caracteristicas estudiando la relacién
estructura-actividad con la finalidad de disminuir su actividad hemolitica utilizando
estrategias como fusion o hibridacién molecular, semisintesis quimica, insercion o
eliminacién de aminoacidos y apoyandose en el uso de la nanotecnologia como sistema
de transporte. Las estrategias se enfocan principalmente en el segmento hidrofébico N-
terminal, residuos 1- 20, que confieren al péptido la capacidad de unién a membranas.

En esta investigacion se utilizd la estrategia de favorecer un cambio estructural en el
péptido y posteriormente incorporarlo en nanoparticulas poliméricas. Dado que esta bien
descrito por Miura en 2015que la concentracion creciente de peptido o NaCl favorecen la
formacion del tetrdmero de melitina y que la formacion del tetramero podria ayudar a
disminuir la actividad hemolitica del péptido se decidié evaluar si esta estrategia resulta
factible.
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Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que bajo las condiciones
experimentales empleadas se logra formar el tetramero de melitina y que esta
conformacién estructural se mantiene incluso después de incorporarlo a las nanoparticulas
de PLGA presentando una estructura principalmente alfa-helicoidal (40%) aln en
ausencia de moléculas lipidicas, lo que concuerda con lo reportado por otros autores
(Huang et al., 2013; Soman et al., 2008). Por lo que se procedié a la evaluacion de la

capacidad citolitica del sistema nanomelitina.

Las vesiculas lipidicas con diferentes estructuras se usan ampliamente en la
administracion de farmacos y en los sistemas combinados de quimioterapia y también se
pueden usar para estudiar la formacién de células artificiales, que imitan primitivamente
la estructura basada en la membrana de las células eucariotas (Paleos et al. 2012). Las
alteraciones de los perfiles de fosfolipidos se han asociado a enfermedades y hay lipidos
especificos pueden estar involucrados en la aparicién y evolucién del cancer (Bergelson
et al., 1968). Para este ensayo se disefiaron los liposomas utilizando la composicion
lipidica de (DORIA et al., 2013) como se menciona en la seccion de resultados para las
membranas de células cancerigenas se observa la presencia del fosfolipido acido
fosfatidico (PA) que no se presenta en las células sanas ni en las células de eritrocitos asi
como un aumento en el fosfolipido fosfatidil etanolamina (PE), tomando en cuenta las
diferencias en los perfiles lipidicos, se decidié la composicion fosfolipidica que se
utilizaria en los liposomas realizados. La disrrupcion de la membrana por el sistema
nanomelitina se caracterizd usando un ensayo de liberacion de contenidos acuosos como
se describe en materiales y métodos. Los resultados obtenidos demuestran que la
incorporacion de melitina en las nanoparticulas de PLGA no altera la capacidad citolitica
de este péptido en ninguna de las vesiculas de fosfolipidos analizadas (simulacion del
epitelio mamario sano, canceroso, eritrocitario). El sistema nanomelitina pudo irrumpir el
50% de los liposomas que simulan la membrana eritrocitaria (PC) a concentraciones de
alrededor de 2mM. Observandose que el sistema fue mas efectivo induciendo fugas en los
liposomas que simulaban membranas de tejido mamario tanto sano (PC/PE/PS (50:40:10
p/p)) como cancerigeno (PC/PE/PS/PA (50:25:15:10 p/p)), aproximadamente 1.2 mM y
1.8 mM, respectivamente. Se ha informado que, en condiciones experimentales similares,

la melitina libre origina fugas de los liposomas zwitterionicos a alrededor de 0.25 mMy
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a 0.4 mM de los liposomas que contienen 10% molar de fosfolipidos cargados
negativamente (Higashino et al. 2001; Van den Bogaart et al. 2008; Soman et al. 2009)
por lo tanto estos valores representan un aumento de aproximadamente del 8% en la
concentracion del péptido requerida para tener una perturbacion en la membrana,
comparada con nuestros resultados para liposomas zwitterionicos (simulacién de epitelio
eritrocitario) y un aumento del 3% para liposomas que contienen PS (Simulacion de
epitelio mamario sano) y 5% de liposomas con PA (Simulacion de epitelio mamario
cancerigeno); es decir en los resultados de esta investigacion se requiere una mayor
concentracion del péptido para causar disrupcion en la simulacién de membranas
entonces es probable que la conformacion tetramérica (modificacion estructural )de la
melitina incorporada en las nanoparticulas de PLGA forma un parche hidr6fobo cuando
se estructura una regién helicoidal, reduciendo la actividad litica en los lipidos
zwitterionicos mientras que conserva su actividad citotoxica contra las membranas
anionicas. Estos resultados concuerdan con las observaciones hechas por Pandey y col.
(2010), quienes reportan que lograron aumentar la selectividad celular realizando también
una modificacion estructural en el péptido usando una mutacion Leu9Ala, la cual presentd
una reduccién significativa de la actividad hemolitica, al mismo tiempo que mostraba

actividad antibacterian contra las bacterias Grampositivas y negativas (Pandey et al.2010).

Es importante tener en cuenta que la actividad litica de nuestro sistema nanomelitina es
mas citotoxica que otros sistemas de nanoparticulas de melitina reportados. Huang y col.
(2013) disefiaron un péptido citolitico hibrido, a-melitina, en el que el extremo N terminal
de melitina esta unido al extremo C terminal de un péptido a-helicoidal anfipatico a través
de un conector GSG. Estas nanoparticulas de melitina indujeron una liberaciéon minima
de hemoglobina a una concentracion de 50 mM mientras que la citotoxicidad en las células
tumorales se alcanz6 a 11,26 mM. Esto representa una tolerancia de aproximadamente 10
veces mas que nuestro sistema para la simulacion de membranas eritrocitarias y alrededor
de 2 veces mas para membranas que contienen fosfolipidos anidnicos tomando en cuenta
la concentracion méxima probada en este estudio (4.8mM). Soman y col. (2009)
observaron una accion mas protectora contra la hemdlisis de globulos rojos con el uso de
nanoparticulas de perfluorocarbono recubierto con lipidos incorporando melitina;

informan que incluso una concentracion de nanoparticulas de metiltina 25 mM solo
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provoco 10% de hemodlisis. Por lo tanto, esté claro que para reducir la actividad hemolitica
de melitina es necesario proteger su segmento N-terminal hidr6fobo a través de cambios
estructurales o alteracion en la secuencia de melitina 0 mediante conjugacion con otras
moléculas hidrofobicas. En este sentido, nuestros resultados demostraron que, es posible
favorecer selectivamente la agregacion de melitina y preservar la estructura tetramerica
del péptido en forma activa una vez incorporada a las nanoparticulas. Sin embargo,
necesitamos mejorar nuestra formulacion para reducir ain mas la actividad litica de

melitina en las membranas modelo.

Ademas del desarrollo del sistema nanomelitina en este proyecto se contempl6 también
una formulacién de nanoparticulas de PLGA para la encapsulacién de Avenantramida C,
las avenantramidas son un grupo de alcaloides fenolicos que se encuentran principalmente
en la avena que poseen potentes propiedades antioxidantes in vitro e in vivo se ha descrito
que tienen estructuras similares al farmaco antihistaminico sintético, conocido como
tranilast, y segun los estudios realizados, su actividad antioxidante es muchas veces mayor
que otros antioxidantes como el acido cafeico y la vainillina, las avenantramidas son
relativamente estables a pH 4-6 y estas son mas estables a la luz ultravioleta (UV) y al
pH que los &cidos fenolicos (Tripathi et al., 2018). Entre todas las Avenantramidas, Avn-C
tiene la propiedad antioxidante mas alta, la maxima estabilidad al calor y esta presente en
concentraciones relativamente altas en la avena de hasta 300 ppm, ademas, se han
encontrado en estas diferentes bioactividades, como antioxidante, antiinflamatoria y
antiproliferativa, sin embargo, estudios in vivo han destacado que Avn-C se absorbe poco
en el tracto gastrointestinal y tiene una biodisponibilidad limitada (Pridal et al., 2018). Por
este motivo, se ha ido investigando nuevas formulaciones con el fin de mejorarlo y
continuar con el estudio en el polifenol, como se platicé anteriormente las ventajas que
representa el uso de la nanotecnologia en la encapsulacion de activos naturales y debido a
que es el futuro en la nanomedicina en este estudio, se han preparado nanoparticulas con
un polimero biodegradable (PLGA), reportado por la FDA como biocompatible y sobre

todo no toxico para el organismo vivo.

Para el desarrollo de estas nanoparticulas se empled como técnica de preparacion doble

emulsion evaporacion tal como se ha descrito previamente en la seccidén de materiales y
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métodos. La caracterizacion de la formulacién se estudioé en funcion de la formay aspecto
de las nanoparticulas solas y cargadas con Avn -C. Las nanoparticulas de PLGA mostraron
un didmetro medio en el caso de las nanoparticulas solas de 130 +1 de y un PDI de 0.186
y de las nanoparticulas con Avn -C 160 £ 4 nm y un PDI de 0.170 lo que indica sistemas
monodispersos. Se han reportado resultados similares utilizando la misma técnica de
encapsulacion, observando un ligero aumento en el tamafio de la nanoparticula con Avn-
C (Anwer et al., 2016), estos resultados pueden explicarse en funcion de que la
encapsulacion o atrapamiento de cualquier sustancia en el interior de las nanoparticulas,
puede generar un aumento en su tamafio debido al mayor nimero de interacciones en el
interior de la misma (R. Huang & Lau, 2016) mientras que el PDI es mayor cuando las
nanoparticulas no tienen el polifenol esto puede ocurrir probablemente por la agregacion
entre las nanoparticulas, se cree que al no estar presente el activo encapsulado y por el
menor tamafio ocurre una agregacion de particulas incrementado el PDI. En relacién con
la morfologia de las nanoparticulas, estas presentaron una morfologia esférica, se calculo
el diametro promedio en 200 nm. Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos
por (Jo et al., 2015). La diferencia entre los valores obtenidos por el DLS y por SEM
puede deberse a la presencia de pequefias cantidades de agregados de nanoparticulas
debido a que estas se llevaron a microscopio con adhesion a cinta de grafito y de forma
seca (Bootz et al; 2004). Al considerar el uso de nanoparticulas poliméricas para
administracion de activos, el tamafio de las particulas y la eficiencia de encapsulacion son
dos de las caracteristicas més importantes de la formulacion, en este proyecto se obtuvo
una eficiencia de encapsulacion de 55%+3 debido a la ausencia de reportes de
nanoparticulas poliméricas con Avn-C no existe una referencia de comparacion directa
sin embargo se han reportado resultados similares para el resveratrol como antioxidante
utilizando la misma técnica de encapsulacion (Li et al., 2016). Siguiendo con la evaluacién
de la formulacidn realizada en este trabajo, se llevo a cabo el estudio de liberacion in
vitro pues es de vital importancia para conocer el porcentaje de principio activo liberado
en funcion del tiempo y caracterizar la formulacion desde un punto de vista cinético los
resultados obtenidos muestran un total de 240 h en los cuales se logré la liberacion de un
86% del activo encapsulado esto puede deberse a que la liberacion del polifenol puede
ser afectada por interacciones hidrofobas entre el polifenol y polimero y también debido
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a que a mayor contenido de acido lactico en el polimero, se crea un sistema mas hidréfobo
disminuyendo su hidrolisis y erosién, en este estudio se utilizd una relacion 75:25 (acido
lactico /glicélico) por lo que posiblemente podria mejorarse la liberacion si se disminuye
el porcentaje de &cido lactico en el polimero utilizado, sin embargo resultados que difieren
en un 10 % a los obtenidos en este estudio reportan (Yu et al; 2014) observando que
existe una relacion inversa entre la velocidad de liberacion del principio activo y el
tamano de particula , esta diferencia en los porcentajes se debe principalmente al tamafio
de particula ya que ellos reportan tamafios mas grandes y se ha observado que el proceso
de hidrolisis inicia tras el contacto con el medio acuoso formandose moléculas acidas que
catalizan la hidrolisis causando una degradacion mas rapida en el centro de la matriz que
en la superficie de la particula y esto se hace méas acentuado en sistemas de mayor tamafio

por lo que su liberacion ademas de ser mayor se da en menor tiempo.
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9. CONCLUSIONES

Es posible obtener de manera estable un tetrdmero de melitina empleando una
concentracion de NaCl de 250 mM e incorporarlo a nanoparticulas polimeéricas
mediante el método de doble emulsion con una eficiencia del 85%.

La incorporacion del tetrdmero de melitina en el sistema nanoparticulado solo
logro disminuir la actividad hemolitica de este péptido en un 20%.

Se implementé un método de preparacion de nanoparticulas biodegradables de
PLGA para la incorporacion de Avenantramida-C, logrando una eficiencia de
encapsulacion del 55% y un tamafio promedio de nanoparticulas de 160 nm.
Después de 10 dias se logra liberar el 86% de la Avenantramida-C presente en el

sistema nanoparticulado.
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10. PERESPECTIVAS

1. Realizar modificaciones en el sistema nanomelitina de manera que permita
disminuir en mayores porcentajes la hemolisis del péptido.

2. Obtener un mayor porcentaje de encapsulacion de avenantramida C en las
nanoparticulas por medio de la modificacion de los componentes de las mismas,
asi como el recubrimiento con polietilenglicol (PEG) para mejorar la entrega y

liberacion de esta.
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