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Dedicatoria

A veces uno se plantea, ;estaré haciendo lo apropiado?...

Hasta tercer afio de carrera, esa premisa fue mi bastion para esconder mis
debilidades, siendo la duda sobre mi futuro, una de ellas.

Es ahi donde conoci dos proverbios que han sido mis cimientos en el
desarrollo como estudiante de la carrera de Quimica y Farmacia, lo cual me
permitio seguir adelante.
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Si acumulas mucho polvo, puedes crear una montana

Como estudiante, es comun plantearse “;Son utiles estos ramos?”. Més aun,
esta el dicho universitario “Ramo pasado, ramo olvidado”. Siendo tesista,
todavia recuerdo los controles de Quimica General I, los refranes del profesor
Pedro Aguirre, el dolor de cabeza que fue para mi fisicoquimica I, estadisticas
y Quimica analitica II. Curiosamente, estos tres ramos fueron la base para el
desarrollo de este trabajo y ahora no saben cuanto apreciaria el volver a dar
estos ramos, al ver como cabeceo ordenando tablas, entendiendo las bases de
ciertas técnicas analiticas y mas aun, entender las bases fisicoquimicas de
como se encapsulan los farmacos por los polimeros.
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Incluso los monos se caen de los arboles
Es proverbio tiene dos posibles concepciones:

1) Ser humilde. Incluso los que mas saben de su area, pueden caer en
algin momento.
2) Ser cauteloso al progresar. En cualquier momento uno puede caer

Cuando era mechon, solia ser poco humilde y aun me consider6 una persona
soberbia, peor aun, varias veces di pasos seguros y con un horizonte. No sé
en qué momento deje el suelo para caminar en las nubes y atn peor que eso,
en que momento mi cara toco el suelo al caer de mi paraiso del ego.



Y es por estos dos proverbios, que agradezco tanto el haber conocido a ciertas
personas en la carrera. Personas que derribaron mis falsos triunfos, detectaron
y pulieron capacidades que yo consideraba escasas, compafieros de lagrimas
y risas.

Lamento solo 2 cosas:

1)

2)

Haber perdido el tiempo en las clases y no haber rendido lo que
realmente podia
Haber perdido amigas y amigos por no valorarlos

Pero hay varias cosas que agradezco en mi vida:
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2)

3)

4)
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6)

Tener la mejor madre del universo (si, incluso que la de usted sefior
lector). Una mujer que se ha descrestado para que yo salga adelante y
que no ha dudado de mi en ningin momento. Por mi... ella paso
hambre, frio y enfermedad, solo para que yo tuviese algo que comer y
vestir cada dia.

Una gran asistente social y una gran madrina, que me apoyaron en mis
peores momentos

Mi polola Carito y su padre, Don Patricio. Quienes me han apoyado
mucho en estos altimos meses. Han sido meses complicados, en donde
ha muerto dos veces el notebook donde se redactd esta tesis y me han
ayudado en esos momentos de frustracion ante las adversidades que
plantea la vida misma.

Personas que me ayudaban a metros de distancia. No me considero
alguien amigable y creo que nadie es imprescindible en esta vida, pero
aun asi, hubieron personas a mi lado.
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como su discipulo.
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Resumen

En los ultimos 20 afios, los medicamentos biotecnologicos han tenido un fuerte impacto en el
tratamiento de enfermedades. Dentro de estos medicamentos, la administracion de péptidos y
proteinas esta restringida en la mayoria de sus casos a la via parenteral, ya que, por ejemplo,
por la via oral son degradados. El problema de la via parenteral, es que posee muchas
limitantes que a largo plazo, generan baja adherencia al tratamiento. En la literatura, se ha
descrito una posible solucion alternativa que es la administracion a través de la mucosa bucal.
Esta via es comoda y poco invasiva, lo que facilita la adhesion al tratamiento, por un lado, y
ademds permite corregir posibles efectos adversos en su administracion, al retirar el
dispositivo que suministra el fairmaco. Como la ruta bucal posee bacterias que pueden
degradar la proteina, es que es necesario protegerlas fisicoquimicamente del medio. La
nanotecnologia nos ofrece distintas herramientas para protegerlas, tal como el uso de
nanovehiculos. Por otro lado, los nanovehiculos pueden ser deglutidos, por lo que requieren
una inmovilizacion sobre la mucosa, es por esto, que la literatura ofrece como solucién el
desarrollo de film mucoadhesivos.

En esta tesis, he planteado como posible solucion a los problemas descritos arriba, el usar
nanoparticulas poliméricas cargadas con una proteina modelo (lisozima), las cuales van
impregnadas sobre un film polimérico, que es usado para inmovilizar las nanoparticulas en la
mucosa de las mejillas. Para impregnar el film polimérico, he propuesto el uso de una
impresora comiin, cuyo cartridge se carga con una suspension con las nanoparticulas y ésta
se imprime sobre el film.

La tesis estd divida experimentalmente en dos puntos. Por un lado, generar distintas
formulaciones de nanoparticulas para proteger la proteina modelo. Estas nanoparticulas
fueron caracterizadas fisicoquimicamente (tamafio, polidispersion y potencial zeta) y se
observod su viabilidad como vehiculo en el proceso de generacion de la nanosuspension e
impresion de éstas, ademas de caracterizar su perfil de liberacion y su estabilidad durante un
mes a dos temperaturas distintas. El segundo punto fue ver si estos vehiculos protegen la
proteina modelo del proceso de resuspension, el cual es el punto mas critico al trabajar con un
viscosante (glicerina) que podria desnaturalizar la proteina modelo.

Los principales hallazgos de este trabajo es la indicacion de que es posible imprimir diversas
formulaciones de nanovehiculos con distintas propiedades fisicoquimicas, lo que genera
diferentes eficiencias de asociacion, perfil de liberacion y estabilidad de la estructura de las
nanoparticulas. Por otro lado, estas mismas propiedades fisicoquimicas, condicionan la
estabilidad de la proteina dentro de los nanovehiculos. Por lo tanto, es posible usar la técnica
de impresion para obtener film cargados con nanoparticulas y ademas, proteger las proteinas
con estos nanovehiculos.
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Abstract

In the last 20 years, biotech drugs have had a major impact in the treatment of diseases.
Among these drugs, the administration of peptides and proteins is limited mostly to the
parenteral route. The problem of injecting, is that it has many long-term constraints that
generate low adherence to the treatment. In the literature, it is described a possible
alternative solution which is the administration through the buccal mucosa. This route is
convenient and minimally invasive, which facilitates adherence to treatment, allows
correcting any adverse effects on administration, and allows for the dosage form removal
if required. As the buccal route has bacteria that can degrade the protein, it is required a
physicochemical protection from the environment. Nanotechnology offers different tools
to protect them, such as the use of nanocarriers. Nevertheless, nanocarriers can be
swallowed if not adequately immobilized; therefore, they require intimated and sustained
contact with the mucosa, which is why that literature offered as solution the development
of mucoadhesive films.

In this thesis, I raised as a possible solution to the issues detailed above, the use of
polymeric nanoparticles loaded with a model protein (lysozyme), which are impregnated
on a polymeric film. This film is used to immobilize the nanoparticles in the buccal
mucosa. To incorporate the nanocarriers on films. I have proposed the use of a common
printer. In this printer, the cartridge is charged with a suspension of nanoparticles which
is printed on the film.

The thesis is divided into two points experimentally. Firstly, the fabrication of various
nanoparticle formulations to protect the model protein. These nanoparticles were
physicochemically characterized (size, polydispersion and zeta potential) and viability as
a vehicle was observed in the generation process of the nanosuspension and printing them.
Furthermore, their release profile and stability for one month at two different temperatures
was evaluated. Secondly, the potential of these vehicles to protect the model protein of the
resuspension process was determined. This is the most critical step when working with a
thickener agent (glycerin) that could denature the protein model.

The main finding of this work is that it is possible to print various formulations of
nanocarriers with different physicochemical properties, resulting in different association
efficiencies, release profile and stability of the structure of nanoparticles. Furthermore,
these same physicochemical properties determine the stability of the protein within the
nanocarriers. Therefore, it is possible to use the printing technique to fabricate films
loaded with nanocarriers, and by doing this, protecting proteins incorporated in these
nanocarriers.
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Introduccion

En los ultimos 20 afios, los medicamentos biotecnologicos han tenido un fuerte impacto
en la farmacoterapia, ya que ofrecen eficacia y selectividad para patologias que
generalmente requieren de un farmacoterapia polifarmacéutica y en la mayoria de los
casos, son solo tratamientos paliativos [1]. Todos los medicamentos biotecnologicos
comparten una caracteristica molecular y es que son biomacromoléculas.

Las biomacromoléculas [2] se dividen en los siguientes grupos:

e Polisacaridos

e Lipidos

e Bases nitrogenadas
e Proteinas/péptidos

Principalmente, los medicamentos biotecnoldgicos pertenecen al ultimo tipo de las
agrupaciones antes mencionadas. Los productos biotecnologicos [3], son
proteinas/péptidos que han sido fabricadas por un organismo vivo que ha sido modificado
a través de tecnologia de ADN recombinante. Pero, a pesar de la eficacia y selectividad
de esta clase de medicamentos, €éstos presentan limitaciones por ser proteinas y péptidos,
ya que presentan:

e Metabolismo de primer paso [4]

e Degradacion por el pH estomacal[5]

e Desestabilizacion por sales biliares[5]

e Biodegradacion por bacterias intestinales[5]
e Limitada absorcion [4,5]

Como podemos observar, estas cuatro caracteristicas son propias de la via oral, por lo que
tienen una limitada absorcion y es por esto, que la administracion convencional es por via
parenteral [6,7]. Como son de administracion parenteral, aparecen los siguientes
inconvennientes [8]:

e Requerimiento de asepsia y personal calificado

e Toxicidad tisular por irritacion local

e Dolor

e Imposibilidad de corregir un error de administracion
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Es por estas razones, que seria mejor una via mas comoda y sencilla para administrar. La
presente tesis fue dirigida a la formulacion de productos para la via transmucosa oral y en
particular la ruta bucal debido a sus particulares ventajas (Tabla 1).

Tabla 1. Comparacion entre via sublingual y bucal

eAlternativa de la via oral para la medicacion <Esta via al ser sublingual, interfiere los
que se encuentre comercializada en esta procesos de ingerir, beber y hablar, lo que
presentacion. dificulta su uso a largo plazo.
*Permite la incorporacion directa al torrente *No es una via recomendada para sistemas de
circulatorio. liberacion prolongada.
+Se evita el transito por el tracto gastrointestinal *No puede ser usada en pacientes que no
inferior y el sistema portal. cooperan o estan inconscientes.

*El paciente no puede fumar mientras usa
este dispositivo, ya que la nicotina genera
vasoconstriccion y disminuye la absorcion del
farmaco.

*Comodidad: facil manejo, buena aceptacion. *La velocidad de disolucion determina la
velocidad de paso a través de la mucosa.
*No es invasiva.
*La permeabilidad a los medicamentos: maxima
*Llega a la circulacion sistémica rapidamente. a nivel sublingual y mejillas, minima a nivel de
encias y lengua.
*Elimina el primer paso hepatico.
*Variacion del pH de la boca.

Como podemos observar en esta tabla resumen, la via sublingual altera procesos
cotidianos tales como ingerir, beber o conversar y por tanto, no es recomendada para
sistemas de liberacion prolongada. Es por esto, que optamos por la via bucal. Sin embargo,
la boca posee bacterias que degradan proteinas [11] y ademas, las proteinas pueden ser
deglutidas si no estan debidamente inmovilizadas. En el primer caso, la ciencia ha
ofrecido una posible solucion para esto y es el uso de la nanotecnologia para proteger la
estructura de las proteinas. En general [12], la nanotecnologia ha brindado las siguientes
soluciones en las ciencias farmacéuticas para mejorar los tratamientos farmacologicos,
tales como:

e Mejora de las propiedades de drogas poco solubles
e Liberacion localizada en tejidos
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e Transcitosis de drogas a través de membranas

e Co-liberacion de dos o mas drogas para tratar una enfermedad
e Visualizacion de sitios de liberacion de farmacos

e Observacion in vivo de la eficacia de un agente terapéutico

e Vehiculizacion y liberacion de fairmacos

La mayoria de los beneficios antes descritos estan englobados en un concepto mayor
denominado “nanovehiculos”. Los nanovehiculos en general, se comportan como barreras
fisicoquimicas que protegen a los firmacos al evitar la interaccion de los principios activos
con el medio y en funcidon de las propiedades fisicoquimicas de los nanovehiculos,
aparecen los efectos antes enumerados [13,14]. Se ha observado que estos vehiculos
pueden pasar a través de las membranas celulares, pero existen puntos criticos para la
optimizacion de este paso: el tamafio [15] y las propiedades fisicoquimicas de los
nanovehiculos [13].

En general, el tamafio y las propiedades dependeran del tipo de material con el que se
trabaje. Los nanovehiculos nos ofrecen una gran cantidad de propiedades fisicoquimicas
y tamafios, ya que existen distintas técnicas de nanovehiculizacion [16]. Existen sistemas
organicos e inorganicos como por ejemplo:

Organicos:

e Sistemas lipidicos (como liposomas y nanoemulsiones)
e Sistemas micelares
e Sistemas poliméricos

Inorganicos [17]:

e Agentes focalizadores magnéticos [18]

e Nanoparticulas metalicas

e Nanoparticulas no metalicas

e Nanoparticulas carbonadas (Fullerenos, diamantes y varillas)

En esta tesis, utilizaremos sistemas poliméricos [19,20] ya que son sistemas con alta
absorcion en funcion de su tamafio y propiedades superficiales [21], alta superficie de
adsorcion [22], propiedades de superficies controlables [21-23], toxicidad, distribucién y
excrecion controlables [24].
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El sistema de sintesis propuesta en esta tesis es la coacervacion compleja [25,26], en la
cual, interaccionan dos polimeros de cargas contrarias y se mantienen en suspension. La
técnica fue elegida ya que es simple, facil de producir y evita la exposicion de la proteina
a solventes organicos y aceites, como por ejemplo la precipitaciéon por antisolvente y
nanoemulsiones por desplazamiento de solvente.

Actualmente los polimeros usados abarcan desde polimeros naturales hasta sintéticos,
siendo para nosotros, el alginato de sodio y un derivado de metacrilato (polimero EE) los
polimeros de interés. El alginato de sodio [27] es un polimero obtenido de las algas pardas,
caracterizado por su alto peso molecular, su extension de cadenas en funcion de la fuente
de extraccion y variedad de la especie, ademds de poder ser biodegradado [28]. A nivel
biofarmacéutico, es de interés resaltar su alta mucoadhesion ya que al ser un carbohidrato,
se adsorbe con facilidad sobre proteinas altamente glicosiladas como las mucinas que son
proteinas de superficie anionica, las cuales se encuentran en la superficie de las mucosas
[29-32]. El alginato estd compuesto por una cantidad variable de dcido D-manurénico
(Ilustracion 1) y acido L-guluroénico (Ilustracion 1). Como posee estos mondmeros acidos,
es que se comporta como un polimero anidnico (Ilustracion 2).

[i- (1-4) -D-Mannuronic Acid (= (1-4) -L-Guluronic Acid
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Ilustracién 1. Estructura de los monémeros que conforman el acido alginico
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Iustracién 2. Estructura del acido alginico

Como usaremos coacervacion compleja como método de produccidon, necesitamos un
polimero con carga contraria para que interaccione con el alginato. Es por eso, que
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decidimos optar por el Polimero EE [33], que es un copolimero de 3 metacrilatos
(Ilustracion 3), con una amina terciaria, un metil y un butil como cadenas alquilicas
accesorias. De tal manera, que tenemos un polimero pH-dependiente al variar la
ionizacion del polimero por la amina terciaria. EE es un polimero soluble a pH inferior a
5 y permeable e hinchable a pH sobre 5.

Ilustracién 3. Estructura del polimero EE

Los metacrilatos han sido poco aceptados por su toxicidad observada en cirugia plastica,
pero en el area de nanotecnologia y drug delivery, son excelentes candidatos para
liberacion prolongada, ya que tienen baja excrecion [34] y una gran distribucion a érganos,
como es el caso de pulmones, higado, bazo, rifiones, corazon y cerebro. Ademads, la
literatura reporta que los polimetacrilatos son seguros in vivo/in vitro, ya que prueba en
cultivos celulares de los 6rganos antes nombrados y prueba en ratones Winsler no han
demostrado alteraciéon alguna con grandes cantidades de nanoparticulas de
polimetacrilatos (desde Img de nanoparticulas por kilogramo de raton, hasta 2.5mg/kg)
administrados por via intravenosa [35]. Se han propuesto sistemas de metacrilato para
diabetes [35], patologias pulmonares [36] y patologias cerebrales [37].

Para controlar las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas, esta tesis plantea el
uso de distintas proporciones de los polimeros antes descritos. La proporcion de polimeros
esta dada en funcion de la razén de carga, o sea, la cantidad de moles de carga positiva
dada por el polimero EE dividido por la cantidad de moles de carga negativa.
Teoricamente, cocientes sobre uno se traducen en nanoparticulas con potencial zeta
positivo, mientras que proporciones inferiores uno generaria nanoparticulas con potencial
zeta negativo.

La otra estrategia complementaria es la inmovilizacion de los nanovehiculos farmacéutico
en un segundo vehiculo. Uno de los métodos mas explorados para la insercion de
nanovehiculos para la ruta bucal son los films poliméricos [38,39]. En la actualidad, estos
sistemas son obtenidos por distintas metodologias (extrusion en caliente, electrospinning,
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moldeo por evaporacion de solvente, etc). La tltima, el moldeo de evaporacion de
solvente, ha sido una de las técnicas mas estudiadas en la literatura ya que es un método
rapido y sencillo para obtener films poliméricos. En resumidas palabras, se vierte una
solucion de un solvente volatil y un polimero en un molde, luego se somete a secado para
eliminar el solvente y se genera el film polimérico.

Esta técnica puede ser aprovechada para la incorporacion de nanoparticulas, ya que se
puede usar una mezcla de solvente volatil, polimero inmovilizador y nuestras
nanoparticulas, en los cuales se elimina el solvente y de esta manera, quedan
inmovilizadas la nanoparticulas en la matriz del film polimérico. De acuerdo a las
propiedades del polimero inmovilizador, es su capacidad para liberar y proteger las
nanoparticulas [39].

Ahora, este sistema también nos genera una desventaja y es que hay un riesgo, de que las
nanoparticulas:

e Quedan fuertemente retenidas en el seno del film y no liberan las nanoparticulas.
e Se Hinchan las nanoparticulas por efecto del solvente, generando perdida de su
contenido.

Es por esta razon, que hemos planteado la posibilidad de “inmovilizar” sobre la superficie
del film a través de otro sistema, el cual evitaria los dos problemas antes mencionados. El
sistema propuesto (Ilustracion 4) es una inyeccion de una nanosuspension sobre un film
polimérico a través de una impresora doméstica convencional. Hemos elegido el uso de
una impresora ya que su funcidon primaria, es depositar gotas de tinta sobre la superficie
de algiin material [40,41], en nuestro caso, seria el film antes descrito. Pero ademas de
esta funcion, aparecen distintos beneficios de interés en el area farmacéutica, tales como
[40,42]:

e Esecondmico de producir.

e Genera pocos desechos.

e Esreproducible y exacto.

e Permite generar grandes cantidades de material en poco tiempo.
e Es posible generar material con baja contaminacion.

Pero, también trae desventajas:

e Exposicidn a temperaturas altas (solo en el caso de las impresoras térmicas).
e Exposicion a la matriz y componentes de la tinta.
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Ilkhanizadeh et al. [43] lograron imprimir un péptido en una superficie en donde se
observaba un crecimiento celular por efecto del péptido. Derby [44] también observo la
posibilidad de imprimir proteinas y atin mas, células.

En general, el estado del arte ya ha descrito nanoparticulas poliméricas impresas en
superficie [45,46] y por otro lado, la inclusion de farmacos en éstas. Pero estos farmacos
estan restringidos a fairmacos de estructura simple [47] y algunos mas complejos como
ciertos antineoplésicos [48], por lo que los productos biotecnoldgicos no estan descritos
bajo esta técnica de manufactura.

Cartridge de tinta

Cartridge cargado con 70% de
nanosuspension de lisozima y 30%
de glicerina

' £

= |mpresion térmica
= Sustrato de imprasion: Mica radiologica

Cartridee con
nangsuspension

Placa térmica
lanosuspension

e —— Mica radioldgica

Tlustracion 4. Esquema que representa el funcionamiento y las partes del sistema novedoso propuesto en esta
tesis basada en la impresién de una suspensién con nanovehiculos de alginato-polimero EE cargados con lisozima
sobre un sustrato inerte (en este caso, la mica radiologica).

Como necesitamos un modelo estructural de proteina que represente a los productos
biotecnoldgicos, en esta tesis se ha optado por la lisozima (Lys como abreviatura general)
por ser una proteina altamente descrita en la literatura. Se ha estudiado desde su estructura
tridimensional y su mecanismo enzimdtico [49] hasta las propiedades de su superficie
[50]. Posee una masa molecular de 14.3 kDa [51], por lo que puede ser representante tanto
de polipéptidos que tienen pesos inferiores a 10 kDa [52] como de proteinas, que presentan
masas moléculas sobre o igual a 10 kDa [52].
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Hipotesis y Objetivos
Hipotesis

Es posible generar nanoparticulas poliméricas como vehiculos viables para
el proceso de impresion en film inerte, y que este vehiculo proteja la proteina
de la denaturacion producida por los procesos de nanosuspension y de
nanoimpresion.
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Objetivos Generales

e Obtener nanovehiculos para su posterior inmovilizacion en film inerte
a través del proceso de impresion.

e Proteger a la proteina modelo por medio de estos nanovehiculos.

Objetivos Especificos

1) Sintetizar nanoparticulas poliméricas y caracterizar tamaio,
polidispersion, potencial zeta y eficiencia de asociacion.

2) Estudiar los cambios en las propiedades fisicoquimicas de las
nanoparticulas a través del proceso de resuspension e impresion.

3) Determinar la liberacion de la lisozima desde su matriz.

4) Determinar el comportamiento de la actividad de la lisozima al ser
sometida al proceso de encapsulacion.

5) Estudiar la estabilidad de las nanoparticulas durante el
almacenamiento.
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Materiales

Reactivos:

e Lisozima de huevo de pollo (Sigma Aldrich, USA)

e Alginato Baja Viscosidad (Sigma Aldrich, USA)

e Polimero EE Polvo oral (Eudragit® E PO, Evonik, USA)

e Pared de Micrococcus lysodeikticus (Sigma Aldrich, USA)
e MicroBCA Protein Assay Kit (ThermoFisher, USA)

e Agua MiliQ (Conductancia 18,2 mQ a 25 °C)

e Glicerina (Merck, Alemania)

Equipos:

e Para la lectura de las microplacas en los estudios de microBCA, se uso el lector
Synergy MX (BioTek, USA) a 562nm como longitud de medicion.

e Para la medicion de la actividad de la lisozima, se usé el espectrofotometro
Lambda 25 (Perkin Elmer, Singapur) en modo cinético, a 450nm durante 8
minutos.

e Para separar las nanoparticulas de los polimeros y proteinas que no reaccionaron,
se uso la Centrifuga Z326-K (Hermle, Alemania) durante 30 minutos a 10.000 rpm
(0 11.510 RCF), con una temperatura controlada a 25 °C.

e Para caracterizar tamafio, polidispersion y potencial Z, se usé el Nano Zetasizer
S90 (Malvern, USA).

e Agitador multipunto de 9 velocidades para agitar las soluciones

e Incubadora agitadora (Daihan Labco, Corea del sur)

e Impresora HP DeskJet 1000 (Hewlett-Packard, USA)

e Purificador de agua Simplicity (Merck-Alemania); Acoplado con un filtro
Millipak 0,22 pm.
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Metodologia
Sintesis de Nanoparticulas Poliméricas

Se prepararon 6 formulaciones de nanoparticulas, con una razén de cargas variables (0,1;
0,25; 0,5; 2,0; 4,0 y 10), pero con una suma de cargas constante (las 6 formulaciones
presentan una suma de cargas positivas y negativas igual a 30 pmol, sin considerar el
aporte de cargas de la lisozima).

De la suma de masa de los polimeros para cada formulacion, se estim6 el 10% para cada
formulacion, lo que seria la masa de lisozima cargada para cada una.

Para la sintesis de nanoparticulas se prepararon 3 soluciones:

e Alginato 2,5 mg/mL: Se pesan 250 mg de Alginato de baja viscosidad y se lleva a
un volumen de 70 mL con agua miliQ. Se agita durante 4 horas y se ajusta a pH
4,9 con HC1 0.1M/ NaOH 0.1 M, para luego ser aforado a 100 mL con agua miliQ.
Se vuelve a estimar el pH para observar que este valor no varie al aforar.

e EE 2.5 mg/mL: Se pesan 250mg de E® PO en un vaso de precipitado de 100mL.
Se agrega 1 mL de acido acético glacial y 49 mL de agua miliQ. Se agita 1 hora 'y
se ajusta pH 4,6 con HCI1 0,1 M/NaOH 0,1 M, aforando la mezcla a 100mL con
agua miliQ. Se vuelve a estimar el pH para observar que este valor no varié al
aforar.

e Lisozima 1 mg/mL: Se pesan 25 mg de lisozima y se aforan en 25 mL de agua
miliQ.

En un vial de vidrio de 20 mL (Ilustracion 5), se depositdé un magneto de 1 cm y se agita
a velocidad 1. En esto, se deposita una alicuota de agua miliQ, una alicuota de EE y una
alicuota de lisozima en funcién de la razon de cargas (Tabla 2); El volumen total de la
solucion es de 6 mL. Se agita 1 minuto esta solucion y se vierte, en el centro del vortice,
la solucion de alginato, generando una nanosuspension opalescente.
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4. Alginato 1. VH,0
(2,5mg/mL) 2. Vlys(1mg/mL)
' 3. VEE(2,5mg/mL)

= = T2 Ambiente
— Vt=6 mL
Velocidad: 1

Iustracion 5. En esta ilustracion, es posible ver los ordenes de transferencia para cada solucion en la
preparacion de las nanoparticulas

Tabla 2. Voliimenes y masas de cada reactivo usado para preparar las nanoparticulas

Cargas Cargas Y Cargas Razén EE Alg Masa  Lisozima
positivas Negativas (pmol) de (uL) (nL) Total (ng)
(nmol) (nmol) Cargas (ng)
2,727 27,273 30 0,10 303,3 2919,4 6161,8 616,2
6 24 30 0,25 6672 2696,6 6422,6 642,3
10 20 30 0,50 1112,0 2788,7 6742,2 674,2
20 10 30 2,00 3032,7 216,10 7541,1 754,1
24 6 30 4,00 2666,8 475,50 7860,6 786,1
27,273 2,727 30 10,0 22240 792,40 8112,1 811,1

Razoén de cargas comprende a la cantidad de cargas positivas dividas por las cargas negativas. Para la lisozima, se puede
usar pug o ul, ya que la concentracion de la solucion madre es de 1 mg/mL, mientras que para ambos polimeros, es de
2.5 pg/mL. La masa de lisozima usada fue definida como el 10% de la masa total de polimeros y el volumen final para
cada formulacion es de 6 mL.

Estimacion de eficiencia de asociacion

El tubo de centrifugacion de 1,5 mL se inclind a 70° y en la apertura de este, se agrego por
goteo una alicuota de 1,5 mL de la nanosuspension. Se lleva a la centrifuga y se somete a
centrifugacion con las condiciones y tiempo anteriormente descritas en la seccion Equipos
(Tustracion 6). Se obtuvo un pellet blanquecino dentro de la solucion de un sobrenadante
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trasparente. De esta sobrenadante, se extrajo 1 mL y se transfierio a otro tubo de
centrifugacion de 1,5 mL. Se toman 4 alicuotas de 150 pL y se siembra en una placa de
96 pocillos. En general, se trabajaron con curvas de calibracion que van desde 0 pg/mL
hasta 150 pg/mL y se contemplaron desde 5 a 7 puntos.

1.5mL MicroBCA

30 min
10,000 rpm

-y

Nanosuspension

Ilustracion 6. Proceso de separacion de las nanoparticulas para estimar la eficiencia de asociacion

Una vez obtenida la masa del sobrenadante, se estimé por diferencia la eficiencia de
asociacion a través de esta ecuacion.

M.—M
EAY% = %xwo

c

Ecuacion 1. Eficiencia de asociacion, donde Mc es la masa de lisozima cargada al inicio y Ms es la masa
encontrada en el sobrenadante.

Resuspension de nanoparticulas (generacion de tintas)

Se tomo6 un tubo de centrifuga de 1,5 mL y se agregaron 50 puL de glicerina. El tubo de
centrifuga se inclina 70° y en la apertura de este, se agrega por goteo una alicuota de 1,45
mL de la nanosuspension. Se lleva a la centrifuga y se somete a centrifugacion con las
condiciones y tiempo anteriormente descritas. Se obtuvo un pellet blanquecino dentro de
la solucion de glicerina y un sobrenadante trasparente.

Se descartd el sobrenadante (Ilustracion 7). Para este procedimiento, se acerca la
micropipeta de 1 mL y se rebaja el volumen en 1 mL. Luego, se redujo el volumen de
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succion a 500uL y se procedio de manera meticulosa, a succionar el remanente de
sobrenadante.

Se prepar6 una solucion de agua y glicerina, en proporcion 70% agua 'y 30% glicerina. A
este 30% de glicerina, se le restan los 50 pL de glicerina agregado anteriormente en el
tubo de centrifuga como agente disgregante. De acuerdo a la cantidad de viales que se
preparen para resuspension, serd el volumen restado al 30% de glicerina.

1,5mL

30 min
10,000 rpm

70% Agua

Nanosuspensién 30% Glicerina

50 pL
glicerina

Nueva
nanosuspension

Iustracion 7. Proceso de separacion para resuspension de la nanoparticulas

Una vez lista la solucion de glicerina-agua, se procede a resuspender la tinta con 1,45 mL
de solucidon glicerina-agua para cada vial, obteniendo un tubo de centrifuga con 1,5 mL
de cada tinta.

Por experiencia vista en el laboratorio, también es posible hacer este procedimiento con
tubos de centrifuga de 15 mL, solo que el volumen de glicerina es de 200 pL. El tiempo
de centrifugacién de centrifugacion se eleva a 1 hora y se centrifuga en las mismas
revoluciones que los de 1,5 mL.
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Impresion de la nanosuspension

Se toma un cartridge de la impresora HP Deskjet 1000 y se remueve la tapa superior; se
remueve la tinta original y se deja sonicando durante 15 minutos, en una solucion etanol
absoluto/agua con detergente. Posteriormente, se remueve la solucion limpiadora a través
de un lavado exhaustivo con agua miliQ. Luego, se lleva a la incubadora a 37 °C durante
15 minutos.

Por limitantes analiticas en cuanto a determinacioén de caracteristicas fisicoquimicas por
DLS, es que se generaron tintas similares al punto anterior, pero con una pequefia
modificacion:

Se prepararon 4 tubos de centrifugacion de 1,5 mL cada uno y se llevaron a centrifugacion.
Se elimina el sobrenadante de estos y se resuspendid uno de ellos con la solucion
glicerina/agua. Con esta solucion resuspendida, se procede a resuspender de manera
seriada uno por uno los pellets de cada tubo de centrifugacion, hasta tener una suspension
de 1,5 mL con la masa de cuatro pellets.

A la solucién glicerina/agua, se le descontd 200 pL de glicerina, ya que cada tubo de
centrifugacion aporta 50 uL de glicerina, ya que como anteriormente mencionamos,
usamos una pequefia cantidad de glicerina para evitar que se forme un pellet muy
compacto? y por tanto, sea dificil de resuspender.

Se rellena el cartridge con 1 mL de esta solucién concentrada y se imprime en 4 cuadros
de 9 cm? en una mica radiologica. Estos cuadros con nanoparticulas, se recuperan
realizando un reflujo de 1 mL de agua miliQ (Ilustracion 8). Los cuatro cuadros son
lavados por el mismo mililitro de agua.

i

i

Ilustraciéon 8. Representacion del proceso de reflujo para recuperar las nanoparticulas de la mica radiolégica.

La impresién se hizo por triplicado para las 6 formulaciones y posteriormente, se
caracteriz6 tamafio, polidispersion y potencial Z de las nanoparticulas impresas.
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Caracterizacion de Nanoparticulas

Determinacion de Tamafo, Polidispersion y Potencial Z

Para determinar estas tres caracteristicas, se uso el equipo Zetasizer, el cual posee varias
técnicas integradas para la caracterizacion de nanoparticulas y microparticulas.

Se toma una celda (DTS 1060) y se hace un lavado con etanol absoluto, posteriormente,
se escurre el exceso de etanol y ulteriormente, se hace un lavado con agua miliQ. Se vuelve
a escurrir el exceso de agua miliQ. Una vez seca la celda, se agrega una alicuota de 700
nL de las nanoparticulas a caracterizar. El tamafio y dispersion es determinado a través de
dispersion dindmica de luz (DLS por su nombre en inglés), mientras que el potencial zeta,
fue determinado a través de microelectroforesis laser Doppler.

Las mediciones se hacen por triplicado y el sistema estd configurado para que mida cada
muestra 3 veces el tamafio y 4 veces el potencial zeta. Los datos fueron visualizados a
través del software de Malvern desarrollado para el instrumento Zetasizer Nano S90. El
software usado esta en la version 7,03v y su fecha de desarrollo fue el 20/09/2013.

Entre medicion y medicion, se hicieron tres lavados por duplicado de la celda para evitar
contaminacion cruzada.

Cuantificacion de la actividad de la lisozima

La actividad de lisozima fue determina a través de una turbidimetria, ya que la lisozima
degrada la pared de Micrococcus lysodeikticus volviendo transparente una dispersion
turbia y amarillenta de esta pared. Se uso el espectrofotometro Lambda 25 y se cuantifico
durante 5 minutos a 450nm la degradacion de la pared de Micrococcus lysodeikticus.

El proceso experimental para determinar la actividad, es el siguiente:

Se toma una alicuota de 2,25 mL de Micrococcus lysodeikticus y se deposita en la cubeta
de cuarzo. A esta cubeta, una vez inserta en la celda del espectrofotometro, se le agrega
0,25 mL de la solucion de lisozima. Se mide bajo las condiciones planteadas (450nm, 8
minutos) y el andlisis de datos se hace contemplando los primeros 50 segundos, en donde
se observa la mayor pendiente de la curva. De ahi se desprende una pendiente la cual
denominamos “actividad”.
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Actividad basal de la Lisozima y actividad residual en distintos medios

La actividad basal fue estimada en una solucion de lisozima de 100 pg/mL, 150 pg/mL y
200 pg/mL, las cuales se encontraban en un buffer fosfato 100 mM a pH 6,2, ya que la
bibliografia ha estimado que a este pH se obtiene la actividad méxima. Las soluciones
fueron conservadas en un bafo térmico a 37 °C mientras eran medidas, para que todas
estuvieran a la misma temperatura.

Se plantearon 2 medios artificiales. El primer medio, era uno que emulaba las condiciones
de la nanosuspension inicial. Se generaron 3 soluciones (100 pg/mL, 150 pg/mL y 200
ng/mL) de lisozima y se us6 como medio, una solucion de buffer acetato 100 mM a pH
4,6 (en general, el pH del medio cuando encapsula se mueve entre 4,6 y 4,9 dependiendo
que solucion de polimeros este en mayor cantidad).

El segundo medio, eran 3 soluciones (100 pg/mL, 150 ng/mL y 200 png/mL) de lisozima,
las cuales se encontraban en un 30% de glicerina y un 70% de agua tamponada a pH 6,2
(buffer fosfato 100 mM).

Ademas, se prepararon tres soluciones de pared de Micrococcus lysodeikticus, las tres de
concentracion 0,3 mg/mL, pero una estaba tamponada a pH 4,6 (buffer acetato 100 mM)
y otra a pH 6,2 con un 70% de Buffer/30% Glicerina. La tercera se encontraba a pH 6,2
sin glicerina.

Actividad de la lisozima en funcion de la concentracion de lisozima

La actividad de la lisozima en funcion de la concentracion se hizo a pH 6,2 (Buffer Fosfato
100 mM), en donde se trabajo con una serie de concentraciones que van desde 200 pg/mL
hasta 2,5 pg/mL.

Similar al procedimiento anterior, se trabajo con una solucion de pared de Micrococcus
lysodeikticus, en una concentracion de 0,3 mg/mL y buffer fosfato 100 mM con un pH de
6,2.

Se uso la pendiente obtenida por regresion lineal durante los primeros 50 segundos. Se
usé como criterio de aceptacion, un R? de >0.95, ya que la curva es una funcion
exponencial decreciente y no es lineal, pero al tomar los primeros 50 segundos, el
descenso es lineal.
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Actividad de la lisozima encapsulada

Como no es posible determinar la actividad de la lisozima en el interior de la
nanoparticulas y es dificil abrir las nanoparticulas por medios quimicos-fisicos, ya que la
lisozima se puede denaturar.

Se trabajo con la tinta de 0,1; 0,25 y 0,5. Se prepararon 6 mL de las tres tintas y se tomé
6 mL de cada una y se transfirieron a un tubo de centrifuga de 15 mL. Se llevaron los 9
tubos de centrifuga a la incubadora (triplicado para cada tinta) y se dejo liberar su
contenido durante una hora, a 37°. El pH de liberacion fue 4,6 para las 3 (medicion por
pH-metro una vez resuspendidas con glicerina/agua).

Se tomaron los 6 mL de cada una y se transfirieron a un nuevo tubo de centrifugacion de
15mL. Se centrifugaron y se extrajo 4,5 mL, lo cual se distribuy6 en 3 tubos de centrifuga
de 1,5 mL, de esa manera, tenemos 1 para analizar por microBCA y 2 en caso de que
aparezca algun problema.

Se midi6 por microBCA la concentracion de uno de los viales para cada tinta (medicion
por cuadriplicado, curva de calibracién por duplicado y con 7 puntos). Una vez obtenidas
las concentraciones, se hicieron estandares de lisozima con las respectivas
concentraciones. La lisozima se pesé y se solubilizo en un 70% de buffer acetato 100 mM
apH 4,6 y 30% de glicerina.

Por otro lado, se hizo una solucion de Micrococcus lysodeikticus de 0,3 mg/mL a pH 4,6
(buffer acetato 100 mM) y otra solucion parecida, pero con un 30% de glicerina y un 70%
de buffer acetato 4,6 100 mM. Y se replico el procedimiento descrito anteriormente (véase
Cuantificacion de la actividad de lisozima).

Se compard6 la actividad de la lisozima de las nanoparticulas versus la lisozima de los
estandares y se hizo analisis estadistico para ver qué tan significativa fue la diferencia.

Estudio de liberacion

El estudio de liberacion se hizo so6lo para las nanoparticulas negativas (0,1, 0,25 y 0,5), ya
que las positivas presentan interferencia al medir por microBCA.

Se prepararon 30 mL de nanoparticulas para cada formulacion y se transfirieron 10 mL de
cada una a un tubo de centrifuga de 15 mL con 200 pL de glicerina. Se centrifugaron los
9 tubos de centrifuga y se elimind el sobrenadante (como todo el pellet quedo en la
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glicerina, se eliminaron los 10 mL). Se resuspendieron los pellet con 15 mL de un 70% de
solucion buffer fosfato 7,4 100 mM y un 30% de glicerina (Ilustracion 9).

Los 9 tubos de centrifugacion (3 para cada formulacion), fueron llevados a la incubadora
a 37 °Cy se agit6 a 100 rpm. Se muestred cada una hora, durante 8 horas continuas, y el
resto del volumen se dejo en evaluacion hasta completar las 24 horas para la determinacion
de un punto final.

Se extrajo 1 mL en cada muestreo y este mililitro, fue llevado a un tubo de centrifugacion
de 1.5 mL, para posteriormente centrifugar y separar el sobrenadante, el cual fue analizado
por microBCA para estimar la concentracion. En el microBCA, se hizo curva de
calibracion por duplicado y con 8 puntos. Por otro lado, cada medicion para cada muestra
fue por cuadriplicado.

Se hizo un porcentaje acumulado para poder estimar el porcentaje liberado y se usé como
el 100%, la masa tedrica que se encuentra en la nanoparticulas en funcion de la eficiencia
de asociacion que se ha estudiado previamente.

Cenn.'iﬁ]gacién Resuspension:
30 min 10,5 mL buffer7,4 37°C
10.000 RPM o 4,5 mL glicerina 100 RPM
11.510 RCF <
10mL L
solucion de Siembra del ) .
NPs sobrenadante por Centl_ﬁﬁlgacmn
cudriplicado. 30 min !
150 pL por lO.f_}OO RPM o
pocillo T . 11.510 RCF . Al 1 i
= ' cadauna hora
microBCA

Ilustracion 9. Estudio de liberacion paso a paso

Estudio de estabilidad

Para el estudio de estabilidad, se consideraron so6lo las nanoparticulas de carga negativa,
ya que no podemos caracterizar la eficiencia de asociacion de las positivas por microBCA.

Se generaron 3 tintas por triplicado (0,1; 0,25 y 0,5), de tal forma, que cada formulacion
estard a temperaturas distintas:
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e 25°C (Temperatura Ambiente)
e 40 °C (Temperatura Caliente)

Las 3 muestras se almacenaron por 1 mes (29/01/16-29/02/2016) y previo a su
almacenamiento, se caracterizo la eficiencia de asociacion.

Analisis Estadistico
El andlisis estadistico se hizo a través del software Minitab v17.1.0 (Universidad de
Pennsylvania, USA). Se us6 ANOVA en un sentido para la comparacion multiple y Tukey
post-hoc para evaluar si pares de poblaciones son estadisticamente iguales o diferentes.
Se contempl6d un p>0.05 para que dos poblaciones de datos sean significativamente
iguales.
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Resultados y Discusion

1) Sintetizar nanoparticulas poliméricas y caracterizar tamaiio, polidispersion,
potencial zeta y eficiencia de asociacion.

Primero deberia desicutirse el efecto del cuociente sobre el tamafio.
1. Sintesis de nanoparticulas poliméricas en funcion del cociente de
cargas (n*/n).
ii. Caracterizacion de sus propiedades fisicoquimicas.

350,0

~ 300,0

nm

= 250,0

200,0

150,0 ® Sin lisozima

# Con lisozima
100,0

Tamafio de particula

50,0

0,0

10,0 4,0 2,0 0,5 0,3 0,1
Cuociente entre cargas (n+/n-)

Grafico 1. Tamaiio de particula asociado al cociente entre cargas. (N= 3, P > 0.05; * Estadisticamente distinto
entre distintas razones de cargas. +: Estadisticamente distinto entre una formulacién antes de la carga con
lisozima y después de la carga con lisozima).

Entre las distintas razones, se observa que las nanoparticulas con predominancia del
polimero alginato presentan hasta 50nm de diferencia con las nanoparticulas positivas.
Una posibilidad, es que el alginato tiende tener una buena asociacion con solventes polares
(Avella et al) y por tanto la exclusion de agua en su interior.

En general, se observa una contraccion del tamafio por efecto de la lisozima (Gréafico 1),
lo cual tiene un sentido, ya que al existir una adsorcién proteina-polimero, hay un
desplazamiento del solvente [53] ya que la proteina ocupa sitios de solvatacion del
polimero. Este fendmeno no solo se observa en la adsorcion proteina-polimero, también
se observa en otros fendmenos de esta clase como adsorcion polimero-polimero (como el
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plegamiento proteico [54] o la unién polimero-ligando [55]). En estos tres procesos existe
un componente termodindmico (Ecuacion 2) que favorece la adsorcion de la proteina y el
desplazamiento del solvente:

AG = AH —T - AS
AG = Z(HHZO—Roto + HHZO—Formados + HPolimero—proteina
+ HPolimero—Polimero) — T A(SE - SS)

St Z(HHZO—ROL'O + HHZO—Formados + HPolimero—proteina
+ HPolimero—Polimero) - Tc ) A(T SE -1 SS)

AG <0

Sk: Entropia del entorno. Ss: Entropia del sistema. Tc: Temperatura constante. Huzo-roto: Entalpia de interacciones agua-
polimero rotos por el desplazamiento. Huzo-formados: Entalpia de interacciones agua-agua que se generan integrarse el
agua desplazada al seno de la suspension. Polimero-proteina: Entalpia de interacciones polimero-proteina que se generan al
desplazar el agua por la proteina. Hpolimero-polimero: Entalpia de interacciones alginato-polimero EE. AG corresponde a la
energia libre de Gibbs.

Ecuacion 2. Ecuacion termodinamica de Gibbs

Para explicar esta simple expresion, se plantea lo siguiente [54—56]:

e A nivel de la entalpia, el sistema esta rompiendo enlaces agua-polimero (tanto
polimero complejo-agua como proteina-agua), lo que crea una entalpia positiva.
Pero, ese sistema al estar formando nuevas interacciones (polimero-polimero,
polimero-proteina y agua-agua, en referencia al agua desplazada que se une al agua
en la solucidn), lo que genera una alta entalpia negativa.

e La entropia entre los polimeros tienden al orden, ya que estos se acercan e
interaccionan. Por tanto, la entropia se vuelve negativa para el sistema; ademas,
existe un proceso de ordenamiento de las proteinas al migrar del entorno y
ordenarse en el sistema. Pero, existe una migracion de agua desde el sistema al
entorno y por tanto, el entorno se desordena [55]. Como la entropia es una funcion
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extensiva, depende de la cantidad de materia que se transfiere dentro del universo.
La masa total de lisozima en el universo es inferior a la masa de agua, por lo que
variacion de la masa de lisozima no es mayor que la variacion de la masa de agua
a medida que la va excluyendo en el proceso de nanoencapsulacion, por lo que
teoricamente, la entropia que genera la lisozima es menor que la entropia que
genera el agua y por tanto, la entropia del universo, debiese ser positiva. En el
trabajo de Liy Lizaridis [55], observaron que la uniéon de una biomacromoléculas
(un carbohidrato) a la concanavalina-a (como modelo polimérico), el agua
contribuia de manera importante en el proceso del cambio conformacional de la
concanavalina-a, ya que existia una exclusion de esta, generando una entropia
positiva y a través de las interacciones entre el carbohidrato y la concanavalina-a,
se generaba una entalpia negativa, lo que explica el por qué es espontaneo este
proceso.

Si bien lo explicado anteriormente es complicado de demostrar experimentalmente en
nanoparticulas por su complejidad, este fenomeno si se ha observado en el plegamiento
de proteinas (el efecto hidrofobico[56]) y en la unidn de polimero-ligando[55] ya que son
polimeros mas pequefios y faciles de secuenciar el paso a paso de cada interaccion.

Por tanto, al emigrar el agua y acercarse las cadenas poliméricas, se observa la contraccion
de la nanoparticula. La contraccion de las nanoparticulas se puede observar en las
nanoparticulas negativas, en donde al aumentar la cantidad de alginato, es mas marcado
este efecto, ya que aumenta la cantidad de interacciones electrostaticas e interacciones
dipolo-dipolo/puentes de hidrogeno por la presencia de muchos hidroxilos en la estructura
del alginato, lo que podria generar una mayor exclusion de agua y como resultado, un
mayor acercamiento entre la lisozima y la cadena polimérica. Por otro lado, las positivas
también manifiestan este fendmeno y se ve que es mas marcado en 10 (similar a su otro
extremo, la formulacion de 0,1). De esta manera, tenemos una posible explicacion que
engloba las seis formulaciones.

Otras técnicas que podrian investigar estas interacciones en mayor detalle podrian ser por
ejemplo estudios de dicroismo circular que contribuirian a dilucidar las interacciones de
la proteina con la nanoparticulas a través de evaluar los efectos sobre la estructura
secundaria de la proteina. De acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas, la lisozima podria
estar preferencialmente distribuida al interior como la superficie de nanoparticulas.

Debido a su alta desviacion estandar, en la formulacion de 0,5 no se observan diferencias,
y ambas poblaciones son estadisticamente semejantes.
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Grafico 2. Polidispersion de las nanoparticulas, antes y después de agregar lisozima. (N= 3, P > 0.05; *
Estadisticamente distinto entre distintas razones de cargas. +: Estadisticamente distinto entre una formulacién
antes de la carga con lisozima y después de la carga con lisozima)

En general, no se observa una diferencia estadisticamente significativa antes y después de
la carga de lisozima para las nanoparticulas positivas (Grafico 2). De acuerdo al resultado
de potencial Z (Gréfico 3), este mismo comportamiento se vio para las nanoparticulas
positivas cuando se carga con lisozima, de tal forma, que este potencial inalterado podria
explicar en parte el por qué su polidispersion no varia.

Para 0.5 y 0.1, si se observa una caida en su polidispersion. En ambos casos, puede ser
por la reduccion de tamafio como se coment6 anteriormente.

80,0
S 60,0
g 40,0
N 20,0
§; 0,0
2 -20,0 # Sin lisozima
& -40,0
-60.0 # Con lisozima
1(())’0 4,00 | 2,00 | 0,50 | 0,25 | 0,10

 Sin lisozima |42,40(40,21|43,94-36,30-42,28-44,44
# Con lisozima |26,87(31,70|36,88 -44,38-40,12-40,44

Cuociente de cargas (n+/n-)

Grifico 3. Relacion entre el cociente de cargas y el potencial Z al agregar lisozima al medio. (N=3, P>0.050). *
Estadisticamente diferente
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En general, se ven dos comportamientos:

Si bien las barras para las nanoparticulas positivas (Grafico 3) se ven distintas entre
si antes y después de cargar lisozima, estadisticamente son semejantes para la
formulacion 4 y 2, ya que presentan desviaciones estandar altas (hasta 40 unidades
para la formulacion N° 4). Probablemente debe ser por el poco impacto que tiene
la lisozima como molécula cargada [50], ya que la lisozima presenta pequefias
areas con residuos con carga positiva (Ilustracion ), pero la cantidad de areas con
residuos positivos son mayor que las areas con residuos negativos, por lo que
presenta un caracter mas positivo en su superficie. Sin embargo, la superficie
cargada de lisozima no supera el 30% de su 4rea total, de tal manera, que el otro
70% corresponde a los residuos no ionizables mas los residuos hidrofobicos de
ciertos aminoacidos (Ilustracion 10). En el caso de la formulacion de razon de
cargas 10, por la alta hidrofobicidad de la nanoparticula (por tener mayor cantidad
de polimero EE), se esperaria una mayor adsorcion de la lisozima, ya que esta
también presenta varios sitios hidrofobicos que permiten interaccionar con las
cadenas alquilicas del polimero EE. La adsorcion de lisozima puede generar un
apantallamiento de la carga superficial de la nanoparticula, disminuyendo su
potencial Z.

Para las nanoparticulas negativas, se observa que el impacto aparece en las de 0,5
y 0,25 lo cual tiene sentido, ya que estas formulaciones comparten caracteristicas
del polimero EE, que aporta hidrofobicidad y carga positiva (Ilustracion 3) y del
polimero alginato (Ilustracion 2), que aporta carga eléctrica negativa, lo que
facilita la adsorcion de la lisozima tanto en su interior como exterior, generando
alteracion de su potencial Z. No hay tendencia en 0.5 y 0.25, ademads, el aumento
de carga para 0.5 y la caida de carga para 0.25 es muy pequeiia (8 unidades, con
una desviacion alta para 0.5 y 2, con una desviacion de 2 unidades).
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Tlustracion 10. Representacion computarizada de lisozima (Kubiak-Ossowska et al, 2015) en donde se observa la
sitios con carga de esta proteina. Se observa en azul los sitios con cargas positivas, en rojo los sitios con carga
negativa y en blanco los sitios sin carga.

Hydrophobicity

Tlustracion 11. Representacion computarizada de lisozima (Kubiak-Ossowska et al, 2015) en donde se observa la
hidrofobicidad de esta proteina. Se observa en azul los sitios hidrofilicos y en rojo los sitios hidrofébicos.

iii.  Cuantificacion de la lisozima liberada y estimacion de la eficiencia
de asociacion.
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80 58,2
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Eficiencia de asociaicion (%)

n+/n- 0,1 n+/n- 0,25 n+/n- 0,5
Razones de Carga

Grifico 4. Eficiencia de asociacion en funcion del cociente de cargas. Se observa que mientras mayor es la razon
de carga (o sea, la proporcion de polimeros es cercana a 1), es mayor la eficiencia de asociacion. (N =3 para cada
muestra. Las 3 son estadisticamente distintas entre si)
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La eficiencia de asociaciéon para nanoparticulas positivas fue descartada, ya que se
observaba una fuerte interferencia en HPLC. Lo que creemos, es que como los polimeros
presentan cadenas de distintos tamafios, han de existir cadenas con tiempos de retencion
similar a la lisozima, lo que genera estos peaks montados.

Por otro lado, microBCA también presento problemas, ya que la coloracién para
nanoparticulas positivas era de un lila muy intenso, dando absorbancias sobre 3 0 mas.
Este fendmeno esta dado por el polimero EE, ya que observamos similar comportamiento
con las nanoparticulas positivas sin lisozima.

Como nuestros dos métodos analiticos fallaron, preferimos solo caracterizar
fisicoquimicamente las nanoparticulas positivas y no medir su eficiencia de asociacion.

Se puede observar en nanoparticulas negativas que a mayor cantidad de polimero EE, es
mayor la eficiencia de asociacion. Teoricamente es esperable este comportamiento, ya que
la lisozima (Ilustracion ) presenta dominios hidrofobicos importantes [49], siendo el més
importante, su sitio catalitico y ciertos residuos de superficie (Trp 62, Trp 63, Ile 98, Val
109 y Trp 123).

De acuerdo a estudios de superficie de silice y simulaciéon computacional, a pH 4,6;
existen interacciones principalmente electrostaticas en la lisozima. Pero no deja de ser
importante la funcion de los residuos hidrofobicos en la superficie de esta proteina [50].
De tal forma, que estos residuos hidrofobico podrian interaccionar con las cadenas
alquilicas del polimero EE. Por esta razon, podria ser que a medida que se va
entrecruzando la lisozima con ambos polimeros, se vaya estabilizando la nanoparticula
por la suma de ambas interacciones (hidrofobicas y electrostaticas). Pero en el caso de 0,1,
al ser menor el polimero EE, puede que la menor cantidad de interacciones hidrofobicas
dificulte la adsorcion de la lisozima en la nanoparticula, disminuyendo su eficiencia de
adsorcion. De tal manera, que al aumentar la proporcion del polimero EE (un metacrilato),
existen mayor sitios de adsorcion de la lisozima en el sistema EE-alginato.

A modo de ejemplo, se usan columnas con revestimientos de metilmetacrilato-
glicidilmetacrilato[57] para poder cuantificar proteinas con sitios extensos hidrofobicos,
como es el caso de la lisozima, ya que se adsorben con mucha facilidad en estos polimeros.

2) Estudiar los cambios en las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas
a través del proceso de resuspension e impresion.
1. Preparacion de tintas de impresion, a través de la resuspension de
las nanoparticulas en un medio con viscosidad definida.
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ii. Caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de las
nanoparticulas al ser sometidas a este proceso.

600,0

W
(=
S
[

>

400,0
300,0 - o
 Sin glicerina

200,0 - H Con glicerina

Tamafio de particula (nm)

—

(=

=]

(=)
I

>

0,0 -
10,0 4,0 2,0 0,5 0,3 0,1
Cuociente entre cargas (n+/n-)

Grafico 5. Impacto de la glicerina en el tamaiio de la nanoparticula. (N=3, P>0.050). Todas estadisticamente
distintas entre antes de agregar glicerina y después de agregar.
De acuerdo al grafico (Grafico 5), es observable un aumento del tamaio para todas las
formulaciones, practicamente, mas del doble en algunas. A través del movimiento de las
nanoparticulas, se generan “fluctuaciones” en el paso del laser de tal manera, que va
haciendo un acumulado de estas fluctuaciones y a través de una correlacion, obtiene un
intercepto el cual corresponde al coeficiente de difusion para un tamafio de nanoparticula.
Por tanto, usando ciertas constantes y la viscosidad del medio, el intercepto es
transformado en tamafio. De tal manera, que al aumentar la proporcion del polimero EE
(un metacrilato), existen mayor sitios de adsorcion de la lisozima en el sistema EE-
alginato. En las nanoparticulas sin glicerina, tenemos una viscosidad dada principalmente
por el agua, pero cuando agregamos glicerina, la viscosidad aumenta (ya que esa es la
funcioén de la glicerina en nuestro sistema). De tal manera, que al aumentar la viscosidad,
disminuye el coeficiente de difusion y por tanto la conversion del intercepto nos generara
un mayor tamafio de particula en nuestro sistema (Ecuacion 3). De acuerdo a Glycerine
Producers’ Association [59], la viscosidad para una mezcla 30% glicerina/70% agua, es
de 1,87 cP; Lo que es 1,87 veces la viscosidad del agua (en nuestro caso, la formulacion
sin glicerina). Ademads, existen trabajos [60,61] en donde se ha observado un aumento de
la viscosidad de hasta 1,2 veces por efecto de las nanoparticulas en nanofluidos. Por lo
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que tedricamente, tendriamos un valor de 2.2 cP, lo cual explicaria el por qué aumenta
tanto el tamafio de particula en la formulacion con glicerina.

k,T
~ 6mnR,
Ecuacion 3. Ecuaciéon de Einstein-Stokes, en donde podemos observar como la proporcionalidad inversa entre
el radio hidrodinamico y el coeficiente de difusion.

Asimismo, existe un fenomeno denominado “agregacion”, en donde una nanoparticula se
adsorbe sobre otra en cadena, como resultado de esto, el Zetasizer genera una “esfera
virtual” que corresponde a la minima suma de los radios de las nanoparticulas [58] que
compone el agregado y por tanto, el “radio” de las nanoparticulas es mayor (ya que no es
una nanoparticula lo que est4 viendo, son varias en una). Boal et al [62], demostraron que
el estado de agregacion era variable para una misma nanoparticula y era viable obtener
distintos tipos de ensamblaje en funcion de distintas condiciones fisicoquimicas, de tal
manera que era posible no agregar una nanoparticula, hasta generar bloques de hasta
10.000 o mas nanoparticulas; Si aplicamos esto al resultado obtenido, puede ser que en
las condiciones que esta nuestro sistema se generen agregados de dos o mas
nanoparticulas, lo que explicaria este aumento de tamano. El Zetasizer lamentablemente,
no nos indica este fenémeno si la agregacion es pequefia. La forma mads factible de saberlo
es con microscopia electronica de transmision [63,64], ya que es posible ver los limites
fisicos de cada nanoparticula y en el caso de que este agregada n veces, es posible ver n
nanoparticulas juntas.
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Grifico 6. Impacto de la glicerina en la polidispersion de las nanoparticulas. *significa que son estadisticamente
diferentes entre antes de cargar la glicerina y después. (N=3, P>0.050)

En el Grafico 6, se observa variaciéon de PDI solo para 3 de 6 formulaciones. Para 10
aumenta, para 0,25 y 0,1 disminuye; Por otro lado, los cambios de PDI son inferiores a
0,03 unidades. De acuerdo al Manual del Zetasizer [58], es poco significativo un cambio
de 0,03 unidades, ya que para que aparezca una poblacion dispersa, es necesario que el
PDI este sobre 0,5 unidades. Probablemente, es porque el algoritmo que usa el Zetasizer
para estimar el PDI es independiente de factores fisicoquimicos, ya que es la brecha entre
una funcion lineal generada por el cumulativo del tamafio promedio y la funcion lineal de
las distintas poblaciones de nanoparticulas. Como todas las poblaciones estan siendo
afectadas por el mismo solvente, entonces las caracteristicas de este no tienen impacto
sobre la polidispersion.

Otro aspecto de este resultado, es que la baja variacion del PDI y el valor inferior a 0,25
descartan la agregacion de las nanoparticulas [58]. Ya que la generacion de agregados
genera PDI sobre 0,5.
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Grafico 7. Impacto de la glicerina en el potencial Z de las nanoparticulas. (N=3, P>0.050). Todas son
estadisticamente distintas entre la formulacion con y sin glicerina, pero estadisticamente semejantes entre
distintas razones de carga.

En los 6 casos se observa una caida importante en el valor absoluto del potencial Z y es
mas marcado para las nanoparticulas negativas. El Zetasizer de Malvern[58], estima el
potencial Z en base a la movilidad de la nanoparticula, la cual al ser sometida a un campo
eléctrico, se crea un movimiento armoénico el cual varia su velocidad en funcion del
potencial Z de la superficie de la nanoparticula. La variacién de la velocidad es observada
a través de pulsos que se generan al pasar las nanoparticulas a través de una laser continuo,
de tal manera, que al igual que el tamafo, se extrapola un factor fisicoquimico, en este
caso, la movilidad electroforética. Con la movilidad electroforetica, el sistema usa la
Ecuacion de Henry para transformar la movilidad en potencial Z.

2ezf (ka)

3n

e

Ecuacion 4. Ecuacion de Henry para determinar la movilidad electroforética. € es la constante dieléctrica, z es el
potencial Z de la nanoparticula, f(ia) es la aproximacién de Smoluchowski (la cual puede valer 1 o 1,5 en funcion
del valor de la constante dieléctrica) y n es la viscosidad del medio.

De acuerdo a esta ecuacion, solo tenemos una variable la cual es la viscosidad. Como
discutimos previamente cuando analizamos el tamafio, existe un aumento de la viscosidad
cuando agregamos un 30% de glicerina. De acuerdo a la funcion de Henry, un aumento
de 1,87 veces la viscosidad genera una movilidad electroforética que es casi la mitad de
la movilidad de nanoparticulas en agua sola (en nuestro caso, nanoparticulas sin glicerina).
Aun asi, solo tendriamos una caida del 50% del potencial Z, pero, hay otra variable que
se ve afectada por el glicerol y es la constante dieléctrica. La constante dieléctrica en agua
pura a 20° [65] es 80,37 mientras que para un 30% glicerina/70% es de 71,77. De tal
manera, que hay una caida de casi 8 unidades. De acuerdo a los dos argumentos mostrados,
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tenemos una importante disminucion de la movilidad de la nanoparticula por efecto de la
glicerina y como el Zetasizer transforma esta movilidad en potencial Z, tendremos un
menor valor de potencial Z. lo cual se condice con los resultados extraidos del grafico y
ademas, la variacion de la viscosidad también afectaba el tamafio como vimos
anteriormente, de tal forma, que ambos resultados que podrian ser perturbados por la
viscosidad, se ven igual de afectados (o sea, doble tamafio, mitad de potencial).

Ademas, mencioné que este efecto era mas marcado para las nanoparticulas negativas. La
glicerina ha sido estudiada [66] como agente plastificante, ya que puede generar varias
interacciones con polimeros polihidroxilados como el alginato. El trabajo de Avella et al
[66], estudid el como interactua el alginato con la glicerina a través de DSC (Calorimetria
diferencia de barrido), en donde se observaba:

e Interaccion i6n-dipolo (COO" del Alginato y OH de la glicerina)
e Interaccion dipolo-dipolo (OH del Alginato y OH de la glicerina)
e Puentes de hidrogeno (OH del Alginato y OH de la glicerina)

e Interaccion dipolo-dipolo (éter del Alginato y OH de la glicerina)

De acuerdo a esto, se generaria una solvatacidon mas marcada sobre la superficie de las
nanoparticulas negativas que tienen mayor cantidad de alginato a diferencia de las
positivas que tienen menos alginato. Una particula en medio acuoso esté recubierta de dos
capas, una capa de iones fuertemente unida a su superficie (capa de Stern) y una segunda
capa (capa difusa) que es una region de donde los iones estan menos unidos. Mangeldorsf
et al [67] estudiaron profundamente los factores fisicoquimicos que afectan estas capas y
como consecuencia, €l como cambia la movilidad electroforética en funcion de ellas. A
medida que se adsorbe solvente e iones en la superficie de la particula, la capa de Stern
empieza a engrosarse. Una particula en su superficie tiene un potencial de superficie, el
cual a medida que uno se va alejando de ella, va disminuyendo. Si la capa de Stern es mas
gruesa (Ilustracion 10), el potencial de superficie serd cada vez menor y como el Zetasizer
mide el potencial Z de la superficie de la capa de Stern (no de la superficie de la
nanoparticula o sea, el potencial de superficie), se vera reflejado como un menor potencial
7 a medida que se engrosa esta capa.
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Distance from particle surface

Tlustraciéon 10. Esquema extraido del Manual de Malvern en donde es posible visualizar las capas de una
particula y la importancia de la distancia en la determinacion del potencial Z.

iii. Impresion de nanoparticulas en un film inerte.
iv. Caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas al ser sometidas
a este proceso.

M Sin glicerina

M Con glicerina
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i Impresion
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Cuociente entre cargas (n+/n-)

Grifico 8. En este grafico, podemos observar los cambios de tamafio por efecto de la resuspension y la impresion
de la nanoparticula. (P>0.050, N = 3). Los descriptores estadisticos funcionan de la siguiente manera, tal que si
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posee la letra a, significa que la formulacion es distinta de la sin glicerina. Si posee b, es distinta de la con glicerina
y si posee ¢, es distinta de la que fue impresa.

En el Grafico 8 se observan los siguientes cambios que el tamafio de particula vuelve a
unvalor cercano al de antes de que se agregara glicerina para las nanoparticulas negativas.
Como vimos anteriormente en el argumento del tamafio, la cuantificacion del tamafio de
particula depende de la viscosidad del medio. A medida que aumenta la proporcion de
agua, la viscosidad se acerca a la del agua [59] y por tanto, el efecto que observamos
anteriormente desaparece en su mayoria para ambas nanoparticulas, pero aunque
diluyamos mucho una solucion glicerina/agua con agua (como es el caso del reflujo con
agua usado para recuperar las nanoparticulas), esta solucion sigue conservando glicerina,
de tal forma, que su viscosidad es levemente mayor al del agua, de tal forma, que no
obtenemos el tamano original, si no, que uno cercano a antes que se agregara glicerina.

Para las nanoparticulas positivas se observa lo contrario, ya que aumentan su tamafio y
mas aun, se observa una tendencia en donde la razon de cargas 10 es la més afectada,
mientras que la de 2 es la menos afectada. De acuerdo a esto, podriamos sospechar que es
una propiedad dada ya sea por tener una mayor cantidad del polimero EE o por tener una
menor cantidad de alginato. A medida que aumenta la dilucion de la muestra, su pH va
variando desde 4,6 (pH de las suspensiones con nanoparticulas) hasta el pH del agua miliQ
(el pH del agua puede variar en funcion de la concentracion de CO2, de tal forma, que va
entre 6,0 y 5,5 [68]) por mera curiosidad es muy coloquial). De acuerdo al prospecto de
Evonik sobre el polimero EE, este se vuelve insoluble a pH sobre 5 [33], de tal manera,
que podria ser que por el pH de la solucion diluida las nanoparticulas empiecen a agregarse
entre si para evitar el contacto con el agua al disminuir la solubilidad del polimero EE.
Posteriormente veremos, que los potenciales Z para estas 3 formulaciones son inferiores
a 30 mV, lo que favorece la agregacion.

Otra opcion, es que el polimero se esté hinchando ya que segun el prospecto de Evonik,
el polimero EE se empieza a hinchar a pH sobre 5 y por tanto, nuestras nanoparticulas
positivas se estan hinchando al estar altamente diluidas y como la formulacién de 10 es la
que tiene mas polimero EE, es la que va a presentar mayor cambio, lo que se condice con
los resultados.
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Grifico 9. En este grafico, podemos observar los cambios de polidispersion por efecto de la resuspension y la
impresion de la nanoparticula. (P>0.050, N = 3). Los descriptores estadisticos funcionan de la siguiente manera,
tal que si posee la letra a, significa que la formulacion es distinta de la sin glicerina. Si posee b, es distinta de la
con glicerina y si posee c, es distinta de la que fue impresa. Para el caso de 0,5; No se usaron descriptores ya que
entre las 3 eran estadisticamente distintas.

De acuerdo al Grafico 9, se observa un aumento de la polidispersion para las seis
formulaciones. Para las nanoparticulas negativas como vimos anteriormente, hay un
cambio en el tamafio de las poblaciones al volver a una viscosidad cercana a la original ya
que el reflujo con 1 mL de agua diluye mucho las muestras. Por tanto, podria ser que exista
un reordenamiento de las nanoparticulas, generando nuevas poblaciones. A modo de
ejemplo, el Zetasizer cuantifica un agregado generando una esfera virtual, el cual
corresponde a la suma minima de los radios de las nanoparticulas que componen el
agregado. Siguiendo el ejemplo, si tenemos una poblacion con un pico de 100% de dos
nanoparticulas de 70 nm unidas, el sistema observara su movilidad como una de 140 nm.
Como solo tenemos una poblacion, su polidispersion es de 0. Ahora, si rompemos la mitad
de ellas, tendremos 75% de 70 nm y 25% de 140 nm. Por consiguiente, tendremos 2
poblaciones, de tal manera, que el coeficiente de difusion de ese 25% y también del 75%
se desviaran del coeficiente de difusiéon del nuevo tamafio promedio y por tanto, la
polidispersion aumentara.

Ademas, es interesante observar que a medida que aumenta el alginato (o sea, disminuye
la razén de cargas), es mayor la polidispersion del sistema. Lo que nos hace pensar que
este fendmeno estd dado principalmente por las propiedades de los polimeros (ya que se
observa algo parecido con las razones de carga positivas). Una posible explicacion, es que

46



por la alta solubilidad del alginato, éste facilita el reordenamiento de las nanoparticulas,
ya que como las nanoparticulas son mas ricas en alginato al acércanos a 0,1, esta se puede
solvatar mucho més que las de 0,5 y por tanto, reordenarse para aumentar el contacto con
el agua. Posteriormente veremos que en el Grafico 10, el potencial Z de estas particulas
vuelve en un 80% a su valor antes de agregar la glicerina, porque al tener un potencial Z
mayor, las nanoparticulas tenderan a repelerse unas con otras y esto puede generar nuevas
poblaciones de nanoparticulas.

Como pudimos observar anteriormente en el grafico de tamanos (Grafico 8) se ve que hay
un aumento de tamafio que es menor a medida que disminuye la proporcion de polimero
EE, similar a como pasa con el tamafio. Es posible que con el agua se estén agregando las
nanoparticulas por su baja solubilidad y consiguientemente, estén generando distintas
poblaciones de nanoparticula y por tanto, mayor dispersion, lo que explicaria esta
tendencia en ambos graficos.

M Sin glicerina
M Con glicerina

u Impresion

Potencial Z (mV)

10,00 | 400 | 200 | o050 | 025 | 010
M Sin glicerina | 26,87 | 31,70 | 36,88 | -44,38 | -40,12 | -40,44 |
M Con glicerina 13,32 | 16,10 | 15,33 | -1453 |-17,13 | -16,86 |
uImpresas | 23,3 | 23,7 | 24,4 | -299 | -323 | -40,1 |
Cuociente de cargas (n+/n-)

Grafico 10. En este grafico, podemos observar los cambios de potencial Z por efecto de la resuspension y la
impresion de la nanoparticula. (P>0.050, N = 3). Los descriptores estadisticos funcionan de la siguiente manera,
tal que si posee la letra a, significa que la formulacion es distinta de la sin glicerina. Si posee b, es distinta de la
con glicerina y si posee c, es distinta de la que fue impresa.

Se observa un aumento en el potencial Z al imprimir (Gréafico 10). Siendo mayor para las
nanoparticulas negativas que para las positivas. Como vimos anteriormente en el

argumento de la glicerina y el potencial Z, el Zetasizer convierte la movilidad
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electroforética usando la Ecuacion de Henry y una de sus variables, es la viscosidad. Como
nuestro sistema fue diluido n veces por el reflujo de 1 mL de agua, es probable que su
viscosidad sea cercana a la del agua y por tanto, la transformacion de datos por parte del
Zetasizer generé un potencial levemente menor al que se generaria en una solucién con
solo agua. Pero a pesar de esta alta dilucion, sigue existiendo glicerina en el medio, de tal
manera, que no es posible recuperar del todo el potencial Z para las primeras cinco
formulaciones, pero si para la razon de cargas 0,1. Las nanoparticulas negativas como se
menciono anteriormente en este parrafo, recuperaron mas su potencial Z que las positiva
ya que el alginato tiene mas afinidad por la glicerina y por tanto, al aumentar su proporcion
(o sea, al acercarnos a 0,1) es méas el impacto de la glicerina y por tanto, si quitamos esta
perturbacion, se esperaria que la de 0,1 sea la que recuperé mas su potencial a antes de
que se agregara glicerina, como se puede observar en el Grafico 10.

Para las nanoparticulas positivas también se observa que aumenta su potencial Z, pero no
es tan marcado el efecto como en las negativas. De acuerdo al resultado de tamaio,
observamos que hubo un aumento de tamafio para las nanoparticulas positivas, lo que
disminuye la movilidad de la nanoparticula. Como el Zetasizer usa la movilidad
electroforética para estimar el potencial Z, una menor movilidad se traduce en un menor
potencial Z.

48



3) Estudiar la liberacion de la lisozima desde su matriz.
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Grafico 11. Perfil de liberacion para 2 formulaciones en funcién de la razén de carga (cargas positivas/cargas
negativas). Posee N=3 para cada una. Para 0.5%, no supera el 1% la SD; mientras que para 0.25, no supera el
15% para cada una. La formulacién de 0,1 no fue mostrada en el grafico, ya que liberaba un 100% desde el
principio y se mantenia esa cantidad durante las 8 horas.

De acuerdo al Grafico 11, se observa que a mayor proporcion de polimero EE:

0 El perfil de liberacion empieza con una liberacion de 40% paralade 0,5y
la de 0,25 empieza con una liberacion del 100% para la de 0,25.

0 Existe una disminucidon de la lisozima del medio a medida que transcurre
el tiempo.

Lo observado en los perfiles de liberacion puede ser analizado desde dos puntos de vista.
Uno, es la propiedad de superficie que genera la razon de cargas de ambos polimeros y el
segundo, es analizar las propiedades de superficie de la proteina modelo, o sea, la lisozima.
A medida que nos acercamos a la razon de carga 0,5; va disminuyendo la cantidad de
alginato y aumentando la cantidad de polimero EE, el cual posee (Ilustracion 3) 2
monomeros hidrofobicos ademas del mondmero solubilizante, que es una amina terciaria.
Su solubilidad se debe principalmente a la ionizacion de esta amina terciaria a pH
inferiores a 5 [33], pero nuestro estudio de liberacion se hace a pH 7,4; por lo que nuestro
polimero EE ya no estd ionizado y por tanto, es insoluble. Al estar no ionizado, este
sistema poco soluble tratard de alejarse del medio acuoso y por tanto, existe una
posibilidad de que use la lisozima para generar una barrera fisicoquimica para aislarse del
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medio acuoso, ya que la lisozima presenta en su superficie sitios hidrofobicos e
hidrofilicos, de tal manera, que podria orientar estos sitios hidrofébicos hacia el polimero
hidrofébico y los hidrofilicos hacia el medio acuoso, lo que generard, una mayor eficiencia
de asociacion (como se ve en el tiempo 0). No solo las nanoparticulas presentan
fenémenos de superficie, también la lisozima los presenta. La lisozima presenta una mayor
capacidad de adsorcién a medida que nos acercamos al pH 7 [69] y esta capacidad de
adsorcion es sobre un 95% a partir de 6,5 [70]; aumentando hasta llegar al 100% a pH 9,6.
La explicacion que da el equipo de Vinu [70] y Su [69] a este Gltimo punto, es que a estos
pHs disminuye la carga positiva de la lisozima, lo que facilita la generacion de multicapas
de lisozima en una superficie, ya que disminuye la repulsion entre lisozimas. A nivel
experimental, observé que a pH 4,6 en el estudio de estabilidad de proteina se obtenia una
mayor cantidad de masa de proteina comparado a la masa de proteina obtenida en este
estudio, lo que apoya este punto. Kubiak-Ossowska [50] comentan en su estudio de
superficie de silicas hidrofobicas que la lisozima a medida que nos acercamos a pH 7,
disminuye sus interacciones electrostaticas, lo que hace la adsorcion de la proteina sea
mas dependiente de las interacciones hidrofobicas. Cai et al [71] apoya estos cuatro
trabajos, ya que ellos estudiaron nanoparticulas de PLGA cargadas con lisozima y en una
de sus conclusiones, estipularon que a medida que se neutralizaba la carga de la lisozima,
la nanoparticula requeria mayor masa de lisozima para poder adsorber en su superficie.
De tal manera, que tenemos un polimero que tratard de interactuar fisicamente menos con
el solvente y por otro lado, una proteina que esta en su maximo de adsorcion. Por tanto, a
mayor proporcion del polimero EE, se esperaria mayor eficiencia de asociacion, lo que se
observa en el Grafico 11 para la formulacion de 0,5 y una menor eficiencia de asociacion
para la de 0,25 al tener menos polimero EE. Conjuntamente, estas mismas propiedades de
superficie explican el por va disminuyendo la cantidad de lisozima, ya que una vez que
liber6 hasta la hora, empieza a disminuir hasta que alcance llegar a un equilibrio
termodindmico entre la adsorcion y la desorcion de esta.

Ademas de la argumentacion basada en estos dos puntos, este tipo de liberacion ha sido
antes descrito por Jiang y su equipo [72], quienes concluyeron que el perfil anémalo
(Tlustracion 11) observado en su trabajo se debia una alta adsorcion por parte de la proteina
al exponer residuos hidrofobicos a pH 7,4 en la solucion buffer fosfato, lo que generaria
una mayor adsorcion en la superficie de las nanoparticulas.
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Ilustracién 11. Perfil de liberacion extraido del trabajo de Jiang et al, en donde se observan distintos medios de
liberacion. Es relevante para nosotros notar a pH 7,4, en donde se observa una caida en la cantidad liberada
(desde un 100% a 50% en 2 dias y fracciéon) a pH 7,4.

De tal forma, que tanto ellos (que trabajaron con PLGA), como nosotros, observamos un
comportamiento andmalo en el perfil de liberacion y creemos, que se debe a una adsorcion
de la proteina en su superficie.

4) Ademds de estudiar el comportamiento de la actividad en funcién de la
concentracion se
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Estudio la relacion concentracion/actividad a pH optimo.

Evalué la actividad de la lisozima en pH optimo, pH de
encapsulacion y el efecto de la presencia de glicerina en el medio.

Determino la actividad de la lisozima asociada a la nanoparticula.
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Grafico 12. Relacion entre actividad enzimatica y concentracién de lisozima. (N=3; A modo de observacion,
desviaciones estandares inferiores al 1% no son posibles observarlas en el grifico.)
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Se observa una tendencia a la linealidad (Grafico 12) entre la concentracion de enzima y
la actividad de esta. Se observo que en los primeros puntos (bajas concentraciones), los
puntos son muy cercanos entre si. Smoelis [73] et al, también presentaron una curva de
esta clase y como acotacion, se recomendaba trabajar con concentraciones que saltaran
estos puntos inferiores, ya que aparecia una cinética sigmoidea y era posible ver una linea
muy pronunciada, en donde este rango, es lineal. En esta tesis, las concentraciones de
lisozima fueron superiores a los 50 ug/mL e inferiores a 1os100 ug/mL para el trabajo de
actividad, por lo que la determinacion es en el rango lineal de la actividad versus
concentracion.

=200
pug/mL

m150
pug/mL

=100
pug/mL

Actividad

Medio encapsulacion (pH 4,6) Glicerina 30%-pH 6,2
Medios

Gréfico 13. Caida de actividad en dos medios. El primero, buffer acetato 4.6 (100mM) y sin glicerina. El segundo,
buffer fosfato 6.2 (100mM) pero con un 30% de glicerina. (N=3; P<0.050). * corresponde a que es
estadisticamente diferente.

En el Grafico 13, se observa que tanto a pH 4,6 como por efecto de la glicerina, disminuye
mas de un 60% la actividad de la lisozima. El pH de maxima actividad para la lisozima
esta definido [51] en 6,2 a 25 °C, siendo nulo a pH inferior a 3,0 y superior a 9,2. Ademas,
este pH de maxima actividad es aplicable en un amplio rango de fuerzas idnicas, de tal
manera, que nuestro buffer (acetato y fosfato) estan comprendidos en este rango con su
concentracion de 100 mM, de tal manera, que la fuerza idnica representa un inconveniente
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en este caso. La lisozima posee 2 aminoacidos importantes para el proceso de lisis del éter
de la pared celular:

e Elacido glutamico 35 (Glu35), pKa 5,5-6,1 [74]

e El 4cido aspartico 52 (Asp72), pKa 3,9 [75]

El mecanismo convencional es el mecanismo de Vernon [49], en donde, el Glu35 protona
el éter, el Asp52 estabiliza el cation que se forma y luego el resto de la estructura de la
lisozima tuerce el poliaminosacarido en 180°, rompiendo el enlace éter.
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Iustracién 12. Mecanismo de Vernon [47] que explica como se lisan los poliaminosacaridos por efecto de la
lisozima

Como mencioné anteriormente, hubo una caida de la actividad por el pH. Los aminoacidos
Glu35 y Asp52 son criticos por lo que se explico en el parrafo anterior, de tal forma que
cualquier perturbacion en su estructura afectara de manera importante la funcion litica de
nuestra proteina. A pH 4,6; el Asp52 estd menos ionizado (Ecuacién 6) que a pH 6,2
(Ecuacion 8) por lo que su capacidad de estabilizacion de carbocation es mucho menor a
pH 4,6 y por tanto, la torsion del anillo es mas dificil. Por otro lado, el Glu35 a pH 4,6
esta menos ionizado (Ecuacion 5) y por tanto, su labilidad para acidificar el éter es mucho
menor comparado a pH 6,2 (Ecuacion 7). En base a estos dos puntos, se puede explicar el
por qué existe una caida de la actividad a pH 4,6.
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1
a Glu35 = T+ 105576

1 1 1
— X100 =11,2%

G35 = —— =~ -
GO = T 1009 ~ 1+ 7,04 894

Ecuacién 5. Porcentaje de ionizacién para el Glu35 a pH 4,6

a Asp52 = 17105945
1 1

FAP e = 1097 ~ 140,199 1,199

X 100 = 83%

Ecuacién 6. Porcentaje de ionizacién para el Asp52 a pH 4,6

1
a Glu3s = T 105562

1 1 1
—X 100 = 16,6%

@G35 = 199077 " T3 502~ 602

Ecuacién 7. Porcentaje de ionizacién del Glu35 a pH 6,2
a Asp52 = 17105962

1 1
Asp52 = = -
&A% = 110723 - 140,005 1,005

x 100 = 99,5%

Ecuacion 8. Porcentaje de ionizacion del AspS2 a pH 6,2

Ademas de la caida de actividad a pH 4,6; existe una caida de la actividad por efecto de
la glicerina como se menciond al inicio de la discusion. La glicerina es un conocido agente
desnaturalizante de proteinas [76], pero no se sabe el mecanismo exacto de como lo hace.
En general se han hecho estudios cristalograficos para entender esta desnaturalizacion,
por ejemplo, el trabajo de Huang et al [76] observaron cambios en la configuracion de las
laminas B de la lisozima y se debia, a través de espectroscopia IR, a alteracion de las
interacciones en la lisozima. Tomizawa et al [77] confirman ese punto, ya que si se rompen
todas las interacciones de la lisozima, la glicerina no tiene efecto en su estructura cuando
es vista por cristalografia de rayos X. Pero no solo las laminas 3 se ven afectadas, si no,
que también las a-hélices [76], las cuales componen el 46% de la estructura de la lisozima
y de acuerdo al trabajo de Phillips [49], el sitio catalitico se soporta sobre un conjunto de
a-hélices, lo que genera distanciamiento entre sus residuos si se ven alteradas. En el mismo
trabajo de Huang, se ve que los angulos de enlace del agua se ven afectados por la
presencia de puentes de hidrogeno entre el agua y la glicerina, lo que podria dificultar la
adhesion de agua al carbocation y por tanto, ralentizando la salida de los productos del
sitio catalitico. Sinibaldi et al [78] apoyan este punto, ya que han observado la infiltracién
de la glicerina hacia el interior de la lisozima. Y no menos interesante, es que con una
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proporcion 30% glicerina/70% agua era suficiente para desnaturalizar la lisozima [76], ya
que Huang et al trabajaron con 10%, 20% y 30% glicerina, observandose la mayor
alteracion de la estructura a medida que aumentaba la proporcion de glicerina. En base a
toda la revision mostrada, es posible entender distintos factores fisicoquimicos que
podrian explicar esta caida de mas del 60% de la actividad de la lisozima. Ahora, el
problema de la glicerina podria ser solucionado con facilidad. La funcién de la glicerina
en nuestro sistema es generar viscosidad para evitar la elucion a través de los poros del
cartridge y por tanto, perder el contenido de este. Afortunadamente, en el mercado existen
distintos tipos de viscosantes, como por ejemplo:

e Polimeros sintéticos [79]
e Celulosas [80]

e Azucares [81]

e Polioles [82]

Siendo la ultima descartada, por los resultados de esta tesis y por tanto, podemos optar a
celulosas y azlicares. Pero, nos podemos inclinar mas por los azucares, ya que la literatura
reporta un efecto interesante, el cual es “estabilizante de proteinas”.

La glucosa, lactosa y dextrosa han demostrado ser una suerte de “buffer termodindmicos”,
en donde, pueden cambiar patrones termodinamicos [83] para desviar el AG hacia la
estructura nativa de las proteinas. De tal manera, que aunque se aumente la temperatura
de una solucion de proteinas, las azicares pueden reordenar el sistema y cambiar patrones
fisicoquimicos para evitar que la temperatura desnaturalice la proteina. Y aun mas
importante, estos azucares no desnaturalizan la proteina, ya que su tamaiio no les permite
ingresar al interior de esta.

A modo de ejemplo [84], se ha visto que la trehalosa y sucrosa (sacarosa antiguamente)
es usada por varios seres vivos como agente estabilizante de sus proteinas y lipidos. Se ha
propuesto que:

e Se comportan como osmolitos, preservando la osmolaridad interna de la proteina.

e Como agentes termoplasticos, ya que su Tg les permite cambiar su estructura de
cristal liquido a gel, de tal forma, que pueden distribuir la energia del sistema en
su estructura interna, evitando que las proteinas se vean afectadas por esta energia.

e Aumenta la robustez de la proteina, ya que pueden excluir el agua de su superficie,
disminuyendo el radio hidrodindmico de la proteina y compactandola, haciéndola
mas estable.
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Uno de los argumentos que da Arakawa et al (1982) para elegir el azlcar, es el optar por
glucidos oxidados, ya que varios glicidos funcionan como agentes reductores, lo que
puede alterar la estructura nativa de la proteina.

De esta manera, tenemos varias estrategias posibles para proteger la proteina de la
denaturacion producida por la glicerina y por tanto, mejorar la preservacion de la
estructura de la proteina en el proceso de resuspension.

120

100 *

80
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0,5 (65ug/ml) 0,25 (70ug/ml) 0,1 (80ug/ml)

Grafico 14. Actividad de la lisozima en tres formulaciones. En eje X corresponde a la razon de carga y su respectiva concentracion
liberada en 1 hora (y por tanto, es la concentracion del estindar generado que equivale al 100% de la actividad) mientras que el Y
corresponde al porcentaje de actividad. (N=2, P>0.050), donde * es estadisticamente distinto de otro.

En este grafico, es posible observar una clara tendencia, en donde a menor cantidad de
polimero EE, es menor la caida de la actividad enzimadtica de la lisozima.

Una de las posibles explicaciones es que no se “separa” todo el polimero del sistema por
centrifugacion y por tanto, existe polimero en solucion (ya que la centrifuga separa el
polimero en suspension y las nanoparticulas). Las bases de la centrifugacion califican
nuestra centrifuga como una de mediana velocidad, pero por la fragilidad de los tubos de
centrifuga, trabajamos con 10.000 RPM (11.510 RCF), de tal manera, que se comporta
como una de baja velocidad. De acuerdo a esto, es posible separar ciertos precipitados
[85], pero no es posible separar macromoléculas. Para poder separar la lisozima, se tendria
que llevar a una ultracentrifuga (100.000 RPM o 115.100 RCF) ya que es un elipsoide con
un didmetro de 9 nm [86], por lo que requiere una gran fuerza para generar una separacion
eficiente. Ademas, el Zetasizer a veces reporta una pequefia poblacion (entre 1 a 5%) de
nanoparticulas de 45-65nm, de tal forma, que podria ser un pequefio agregado de
polimeros-lisozima que se encuentra en solucion.
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Si tenemos polimeros en solucion, la lisozima podria interactuar con ellos y por tanto,
presentar perturbaciones en su actividad. Trabajos con superficies hidrofobicas [87] han
mostrado que la lisozima al estar frente a éstas superficies, orienta sus a-hélices hacia el
exterior en funcion de la intensidad de la hidrofobicidad de la superficie. De tal forma,
que la deformacion del sitio catalitico genera una pérdida gradual de la actividad de la
lisozima. Mientras mas intensa sea la hidrofobicidad, mas es la denaturacion que sufre
esta ya que existe una mayor alteracion en la conformacion de las a-helices y este Gltimo
punto es apoyado por otro trabajo, ya que se ha observado con nanoparticulas de silice
[88] que una mayor modificacion en las a-hélices genera una alteracion exponencial en la
actividad de esta. De acuerdo estos dos puntos, una pequefia alteracion en la superficie de
la lisozima por efecto de la hidrofobicidad del polimero podria generar una alteracion
importante en la estructura de la lisozima, lo que explicaria por qué al aumentar el
polimero EE (y por tanto, la hidrofobicidad sobre la lisozima), disminuye su actividad.

5) Estudiar la estabilidad de las nanoparticulas
i. Sintesis de tintas nanoestructuradas y caracterizacion en el dia 0
desde su preparacion.
ii. Conservacion de las muestras a 2 temperaturas (25° y 40°).
Caracterizacion de la eficiencia de asociacion después de un mes
de conservacion.
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Griéfico 15. Eficiencia de asociacion en el dia 30 de tres formulaciones con nanoparticulas. Se definié como el
100% la masa interna dada por la eficiencia de asociacion en el dia 0 de estas mismas tres formulaciones.
(P>0.050, N=3)

Se observa que la estabilidad de las nanoparticulas es mayor a menor a temperatura, lo
cual tiene sentido, ya que existe un componente cinético de por medio. La cinética de
liberacion de farmacos poseen multiples modelos y en general, siempre existe una
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constante k que se obtiene de manera experimental [89]. Esta constante k, depende de
distintos factores fisicoquimicos, siendo uno de estos, la temperatura la cual es
directamente proporcional a este valor k. Cuando la temperatura es mayor, aumenta la
energia interna de las moléculas y estas se empiezan a agitar cada vez mas, por lo que
aumenta su movimiento browniano. Por esta razon, estas tienden a migrar con mayor
facilidad y por tanto, a escapar de la superficie de la nanoparticula (lo que se puede ver en
ambas formulaciones a 40 °C).

Las interacciones hidrofilicas estan dadas por una diversidad de interacciones, como las
dipolo-dipolo, i6n-dipolo, puente de hidrogeno e interaccion idnica en algunos casos.
Estos dos ultimos, son las de mayor energia (y a la vez, las de mayor distancia). La
formulacion de 0,1 presenta mayor cantidad de alginato y por tanto, su superficie expresa
mayor cantidad de las interacciones antes descrita en el trabajo de Avella. Por tanto, tiene
mas sitios en donde generar un radio de interaccion sobre la lisozima y por tanto la
lisozima que migra al seno de la soluciéon es menor para esta formulacion ya que puede
volver a adsorberse en la superficie de la nanoparticula. En cambio, a medida que
disminuimos la cantidad de alginato, también disminuimos la cantidad de posibles
interacciones hidrofilicas. Como resultado, el radio disminuye y es mas facil para la
lisozima migrar al seno de la suspension como sucede en la formulaciéon de 0,5 a 25 °C.
Pero a 40 °C, podemos observar que la formulacion de 0,1 es la que mas ha liberado en
un mes. Podria ser que como la formulacion de 0,1 tiene menor capacidad de adsorcion
como se observo en el punto de eficiencia de asociacion, la lisozima que vuelve a la
superficie de lisozima no se adsorba y como aumenta la temperatura, aumentara el
movimiento browniano de la lisozima por lo que podria superar el radio de interaccion de
la nanoparticula. En este analisis, solo hemos hablado de las interacciones hidrofilicas,
pero no de las hidrofobicas las cuales podrian jugar un rol importante en la formulacion
de 0,5 a40°. Si bien el alcance de estas interacciones es menor, tanto el polimero EE como
la lisozima son ricos en grupos funcionales hidrofobicos, lo que aumenta la cantidad de
estas interacciones. Por tanto, es posible que tanto la lisozima que sale de la nanoparticula
como la que esta en la superficie adsorbida, tiendan a mantenerse sobre la superficie y sea
poco la que esta en el radio de interaccion a diferencia de la nanoparticula con alginato,
que ha de tener la lisozima principalmente en su radio de accion. De tal manera, que estas
interacciones hidrofobicas limitarian la fuga de fArmaco desde la superficie nanoparticula
y como se observo anteriormente en el perfil de liberacion, es lo que se observa en las
curvas.
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Conclusiones

Los objetivos generales plantean lo siguiente:

1.

Obtener nanovehiculos para su posterior inmovilizacion en film inerte a
través del proceso de impresion:

Este objetivo se cumplio, ya que es posible obtener nanovehiculos imprimibles y
que en general, sus propiedades fisicoquimicas estan dadas por la razén de ambos
polimeros.

La resuspension con glicerina no altera el tamafio, polidispersion y potencial Z de
forma importante.

La impresion presenta un efecto sobre las nanoparticulas que es bajo o nulo en
cuanto a la diferencia del tamafio y potencial Z antes y después de imprimir.

Se puede optar a la formulacion de 0,5 ya que es la Ginica que presenta un perfil de
liberacion apropiado al retener durante 8 horas su contenido. Las formulaciones de
0,25 y 0,1 presentan un perfil de liberacion desfavorable.

Proteger a la proteina modelo por medio de estos nanovehiculos.

Este objetivo también se cumple. Existen condiciones de acuerdo a Ia
hidrofobicidad del polimero y la razén de cargas de los polimeros, en las que es
posible proteger la proteina.

Por tanto, como se cumplen los objetivos 1y 2, la hipdtesis es valida y como consecuencia,
es viable el uso de impresion de nanoparticulas como técnica de manufactura films

poliméricos cargados con farmacos biomacromoleculares.
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Limitaciones experimentales

Esta tesis presento las siguientes limitaciones experimentales:

Determinacion de la eficiencia de asociacion para nanoparticulas positivas, ya que
tanto por HPLC como por microBCA, se veian interferidos por efecto del polimero
EE.

No se determin6 la eficiencia de asociacién post-impresion, ya que como se
comento en el punto de “Impresion y caracterizacion”, la solucién obtenida por
reflujo estd muy diluida, lo que hace inviable la estimacion de la concentracion de
lisozima.

No se trabajo con razones de carga 0,75; 0 y 1, ya que estas precipitaban.
Probablemente, porque el potencial zeta era muy bajo al tener cantidades de ambos
polimeros parecidas, lo que facilita la agregacion de las nanoparticulas.

Perspectivas

Personalmente creo que seria interesante estudiar los siguientes fendmenos:

La estabilidad de péptidos inferiores a 10 kDa como la insulina o la calcitonina.
Un gran nimero de farmacos biotecnologicos tienen estos pesos moleculares y
por su estructura poco robusta, son muy susceptibles a la inactivacion en el proceso
de incorporacion en nanoparticulas.

Estudiar una proteina con carga superficial negativa como la lactoferrina [90] y su
estabilidad con estos vehiculos.

El efecto corona en estas formulaciones y por tanto, la adsorcion de
proteinas/péptidos y su cinética de adsorcion en la superficie en funcion de la
proporcion de polimeros.

El efecto que tiene en este sistema la incorporacion de otro viscosante como es la
sacarosa o trehalosa, ya que anteriormente en la discusion del efecto de la glicerina
en la lisozima se mencionaron beneficios descritos en la literatura asociado al uso
de estos gliicidos como estabilizantes de proteinas.
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