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RESUMEN

La aterosclerosis es una enfermedad silenciosa y multifactorial, cuyo progreso
desencadena en la aparicién de patologias cardiovasculares agudas y severas que
generan altos indices de discapacidad y mortalidad a nivel mundial. El avance de la
enfermedad aterosclerética conduce al estrechamiento u obstruccion del lumen vascular
de grandes vasos causado por el engrosamiento de la capa intermedia de la pared
arterial. Durante el establecimiento de la lesion aterosclerdtica avanzada, la
angiogénesis constituye un proceso relevante, debido a que se forman nuevos vasos
que son fragiles que pueden romper facilmente, lo conlleva a la formacion de placas
ateroscleréticas inestables que tienen mayor riesgo de ruptura, por esta razén la
neoangiogenisis en la placa de ateroma representa una interesante diana
farmacologica. En este contexto los polifenoles han sido estudiados, ya que poseen
diversas actividades biolégicas como antiinflamatorio, antiangiogénico, antioxidante y
antibacterial, entre otras. Si bien los polifenoles desde el punto de vista farmacolégico
tienen un gran potencial, la principal desventaja es que poseen baja biodisponibilidad
en el sitio deseado. Frente a esta problematica, la utilizacién de sistemas biocompatibles
para la liberacion de drogas es una estrategia que actualmente ha cobrado gran interés.
Los biomateriales como por ejemplo algunos polimeros son muy utilizadas por su
capacidad de encapsular y entregar eficientemente una variedad de farmacos. El
objetivo de este estudio fue obtener microparticulas de nPSi-BCD cargadas con acido
cafeico y pinocembrina, principales constituyentes bioactivos de propdleos chileno, y
evaluar el efecto de la microencapsulacion sobre la actividad antioxidante y
antiangiogénica de los polifenoles. Respecto a la metodologia, se utilizaron células
HUVEC expuestas a H>O; y a tratamientos con polifenoles en solucion y cargados en la
microparticula de composito. Para lo cual se incorporaron los polifenoles dentro de una
microparticula utilizando como biomaterial nPSi, quitosana y ciclodextrina.
Seguidamente se evaluaron diferentes parametros que permitieron la caracterizaciéon
fisico-quimica de la microparticula para luego evaluar algunos parametros de viabilidad
celular principalmente mediante MTS. La evaluacion del efecto antiangiogénico de los
tratamientos con polifenoles en soluciéon y microencapsulados se realiz6 mediante
ensayos funcionales de migracién y formacién de estructuras tubulares en matrigel. La
deteccion de cambios en la expresion de genes blanco asociados a la via antioxidante
y angiogénesis a través gPCR, mientras que la expresion proteica se evalué por
Western Blot. Para el analisis estadistico se utilizo test de ANOVA seguido del post-test
de Dunnett, cuando los datos seguian una distribucién gaussiana. En caso contrario, se
aplico la prueba de Kruskal-Wallis, con post-test de Dunn’s. El nivel de significancia que
fue utilizado es p < 0.05. Los resultados obtenidos mostraron que la microparticula de
nPSi-BCD presenta una mejor liberacion controlada de los polifenoles en comparacion
con la microparticula nPSi (control), ademas es citocompatible hasta concentraciones
de 0,25 mg/mL. Por lo tanto, es apropiada para ser utilizada como una sistema de
transporte y liberacion controlada de acido cafeico y pinocembrina. Se demostré que
acido cafeico y pinocembrina, presentan actividad antioxidante y antiangiogénica tanto
en solucion como microencapsulados. En acido cafeico se observé un efecto bioldgico
mayor en comparacion a pinocembrina, especialmente cuando esta incorporado a la
microparticula de composito nPSi-BCD. Por ultimo, en células HUVEC tratadas con
acido cafeico y pinocembrina encapsulados, se observaron cambios en la expresion
génica de Akt y Glut-P. Sin embargo, estos cambios no se observan en la expresion de
las proteinas analizadas. Finalmente, en base la evidencia antes mencionada, la
microparticula de composito nPSi-BCD podria ser utilizada como un sistema alternativo
de administracién oral de farmacos, pues permite una liberaciéon controlada, pudiendo
de esta forma mejorar la biodisponibilidad de acido cafeico y pinocembrina y
eventualmente otros polifenoles con potencial terapéutico.




Tesis doctoral | Dina Guzman Oyarzo

ABSTRACT

Atherosclerosis is a silent and multifactorial disease, the progress of which triggers the
appearance of acute and severe cardiovascular diseases that generate high rates of
disability and mortality worldwide. The progression of atherosclerotic disease leads to
narrowing or obstruction of the vascular lumen of the great vessels caused by thickening
of the intermediate layer of the arterial wall. During the establishment of the advanced
atherosclerotic lesion, angiogenesis constitutes a relevant process, because new
vessels are formed that are fragile that can easily break, leading to the formation of
unstable atherosclerotic plaques that have a greater risk of rupture, for this reason
neoangiogenesis in the atheroma plaque represents an interesting pharmacological
target. In this context, polyphenols have been studied, since they have various biological
activities such as anti-inflammatory, anti-angiogenic, antioxidant and antibacterial,
among others. Although polyphenols have great pharmacological potential, the main
disadvantage is that they have low bioavailability at the desired site. Faced with this
problem, the use of biocompatible systems for drug delivery is a strategy that is currently
gaining great interest. Biomaterials such as some polymers are widely used for their
ability to encapsulate and efficiently deliver a variety of drugs. The objective of this study
was to obtain microparticles of nPSi-BCD loaded with caffeic acid and pinocembrin, the
main bioactive constituents of Chilean propolis, and to evaluate the effect of
microencapsulation on the antioxidant and antiangiogenic activity of polyphenols.
Regarding the methodology, HUVEC cells exposed to H-O-. and to treatments with
polyphenols in solution and loaded in the composite microparticle were used. For which
the polyphenols were incorporated into a microparticle using nPSi, chitosan and
cyclodextrin as biomaterial. Next, different parameters were evaluated that allowed the
physical-chemical characterization of the microparticle to later evaluate some
parameters of cell viability, mainly through MTS. The evaluation of the antiangiogenic
effect of the treatments with polyphenols in solution and microencapsulated was carried
out through functional tests of migration and formation of tubular structures in matrigel.
The detection of changes in the expression of target genes associated with the
antioxidant pathway and angiogenesis through gPCR, while the protein expression was
evaluated by Western Blot. For statistical analysis, ANOVA test was used followed by
Dunnett's post-test, when the data followed a Gaussian distribution. Otherwise, the
Kruskal-Wallis test was applied, with Dunn’s post-test. The level of significance that was
used is p < 0.05. The results obtained showed that the nPSi-BCD microparticle has a
better controlled release of polyphenols compared to the nPSi microparticle (control),
and it is also cytocompatible up to concentrations of 0.25 mg/ mL. Therefore, it is suitable
to be used as a transport system and controlled release of caffeic acid and pinocembrin.
Caffeic acid and pinocembrin were shown to have antioxidant and antiangiogenic activity
both in solution and microencapsulated. In caffeic acid, a greater biological effect was
observed compared to pinocembrin, especially when it is incorporated into the nPSi-BCD
composite microparticle. At last, in HUVEC cells treated with encapsulated caffeic acid
and pinocembrin, changes were observed in the gene expression of Akt and Glut-P.
However, these changes are not observed in the expression of the proteins analyzed.
Finally, based on the evidence cited above, the nPSi-BCD composite microparticle could
be used as an alternative oral drug administration system, as it allows a controlled
release, thus improving the bioavailability of caffeic acid and pinocembrin and eventually
others. polyphenols with therapeutic potential.

Palabras claves: actividad anti-angiogénica y antioxidante, acido cafeico,
pinocembrina, polifenoles, HUVECs, liberacion controlada, microparticula de composito
nPSi/BCD.
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1. INTRODUCCION Y MARCO TEORICO

1.1 Enfermedad cardiovascular: un problema de salud publica

Las enfermedades cardiovasculares (ECVs) son la primera una causa de muerte
en el mundo (WHO, 2019). Segun datos publicados por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) hasta el afio 2019 se registraron 17,9 millones de muertes por esta causa,
lo cual representa un 32 % de todas las muertes registradas en el mundo (WHO, 2019).
En Chile, la realidad no es diferente, ya que de acuerdo con cifras entregadas por el
Instituto Nacional de Estadistica (INE) al afio 2017, el 26,4 % de las muertes que se

registraron en el pais correspondieron a ECVs (INE, 2017).

Las ECVs se clasifican dentro del grupo de enfermedades no transmisibles,
abarcan una variedad de condiciones patoldgicas que afectan al corazon (estructura y/o
funcion) y la vasculatura de grandes vasos sanguineos, principalmente corazon y
cerebro. Dentro de este grupo encontramos: insuficiencia cardiaca, cardiopatia
reumatica y miocardiopatia, enfermedad arterial periférica, enfermedad isquémica
coronaria y accidente cerebrovascular, entre otras (Herrington et al., 2016). En Chile y
el mundo el 60% y 85%, respectivamente, del total de muertas ocurridas por ECVs
fueron causadas por enfermedad isquémica coronaria (EIC) y accidente
cerebrovascular (ACV) (WHO, 2019; INE, 2017).

La prevalencia de eventos agudos graves como el sindrome coronario agudo
(infarto agudo al miocardio), accidentes cerebrovasculares isquémicos, ataques
isquémicos cerebrales transitorios o aneurismas, se debe a que muchas personas
cursan con una patologia silenciosa conocida como aterosclerosis (Ambale-Venkatesh
et al., 2017). La progresion de la lesion aterosclerética puede provocar bloqueo parcial
o total del flujo sanguineo, desencadenando estos cuadros fatales con altas tasa de
discapacidad en el mundo. Actualmente, se han identificado un gran numero de factores
de riesgo que predisponen a la ocurrencia de alguna ECVs y aterosclerosis, dentro de
los cuales podemos mencionar edad, género, dislipidemia, hipertensién arterial,
diabetes, obesidad, tabaquismo, consumo de alcohol, sedentarismo, entre otros
(Lechner et al., 2020).
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1.1.1 Aterosclerosis

La aterosclerosis (ATE) es una enfermedad inflamatoria croénica, progresiva y
multifactorial, que se caracteriza por el engrosamiento de la pared arterial de grandes
vasos que irrigan el corazén y/o cerebro, impidiendo el flujo sanguineo. EIl
engrosamiento se produce debido a la acumulacion de lipidos (Lu et al., 2015) y/o
también de material fibroso en la capa mas interna de las arterias, resultando en la
formacion de lo que se conoce como placa de ateroma (Libby, 2002). En la pared arterial
se distinguen 3 capas: la mas interna llamada intima compuesta por una monocapa de
células endoteliales (CEs), la media formada por células musculares lisas (CMLs) y
también matriz extracelular (MEC) y finalmente la capa mas externa adventicia, es la
que irriga la capa media ya que en ella se encuentra la vasa vasorum (VV),

terminaciones nerviosas y mastocitos (Araldi et al.,2015).

La incidencia de la aterosclerosis se ha asociado a la presencia de diversos
factores de riesgo, dentro de los cuales destacan la hipercolesterolemia e hipertension
arterial, condiciones contribuyen en la iniciacién y la progresion de esta patologia
(Ference et al., 2017). La lesion aterosclerética temprana comienza con cambios a nivel
de la CEs, la cual es susceptible al estrés oxidativo. El estrés oxidativo (EO) es generado
por alteraciones en el patrén normal de flujo sanguineo y la presencia de factores pro-
aterogénicos como, por ejemplo, el incremento sostenido de colesterol LDL (c-LDL)
circulante; conduciendo a un estado inflamatorio constante (Gimbrone, et al., 2016).
Ademas, el EO genera que las c-LDL sean modificadas quimicamente a través de
oxidaciones, luego ingresen y se acumulen en el espacio subendotelial (Kattoor et al.,
2019). Paralelamente la inflamacion produce que la CEs expresen moléculas de
adhesion como ICAM y VCAM (Hartmann et al., 2015), atrayendo una gran cantidad de
monocitos y favoreciendo su ingreso a la capa intima (Cybulsky, et al., 1991). En la
intima, los monocitos se convierten en macrofagos, los cuales fagocitan las LDLox
transformandose en células espumosas (Libby et al., 2019). Las células espumosas se
acumulan en la intima y forman la estria grasa, que puede permanecer alli por afos,
dando cuenta de que la aterosclerosis es una enfermedad silenciosa y progresiva.
Durante la evolucién de la placa de ateroma, las CMLs migran desde la capa media
hacia la intima y proliferan (Bennett et al., 2016), hay sintesis de MEC la cual genera
que las c-LDL queden atrapadas, favoreciendo la acumulacion de lipidos (Bennett et al.,
2016). También se ha visto que ocurre infiltracion de leucocitos, apoptésis de
macrofagos y CMLs. La acumulacion de restos celulares y LDLox forma lo que se

conoce como centro fibroso y necrético (Yurdagul et al., 2018), esto reduce la
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disponibilidad de oxigeno lo que conduce a la hipoxia (Kim et al., 2014). Este efecto es
producido por un aumento en la demanda metabdlica, asi como por el engrosamiento
de la capa intima, lo que reduce el suministro de oxigeno y contribuye de forma sinérgica

a exacerbar la hipoxia en las lesiones ateroscleréticas (Araldi et al.,2015).

En la etapa tardia muchas placas de ateroma desarrollan regiones de
calcificacion (Alexopoulos & Raggi, 2009; Virmani et al., 2014). Dependiendo del grado
de calcificacion se asocia al desarrollo de placas ateroscleréticas estables o inestables.
En este sentido, la calcificacion irregular o microscopica se ha asociado con
inestabilidad mecanica de la placa, mientras que largas regiones de calcificacion puede
asociarse con baja probabilidad de desarrollar un evento trombético (Mauriello et al.,
2013). Ahora bien, el progreso de esta patologia conlleva al estrechamiento u
obstruccién del lumen vascular, lo que sumado a la presencia de otros factores puede
desencadenar en la generacion de placas ateroscleroticas inestables en etapas
avanzadas de la enfermedad. Finalmente, las placas inestables tiene mayor riesgo de
ruptura por lo que trae consigo cuadros clinicos graves como trombosis, infarto agudo
al de miocardio y accidentes cerebrovasculares, todos ellos asociados a una elevada

tasa de mortalidad.

1.1.2 Vulnerabilidad de la placa de ateroma

El proceso aterosclerético normalmente permanece silencioso durante meses,
anos e incluso décadas y puede que nunca dé lugar a manifestaciones clinicas
(Chatzizisis et al., 2014). Sin embargo, hay estudios que muestran que la aparicion de
cuadros clinicos agudos graves puede ser de un momento a otro (Silvestre-Roig et al.,
2014). Estos cuadros graves son producidos como consecuencia de una serie de
eventos patolégicos que conducen a la progresion, complicacion de la lesion
aterosclerética y a un estado vulnerable. La vulnerabilidad de la placa es un concepto
que actualmente se utiliza para el conjunto de caracteristicas morfoldgicas que presenta
la placa de ateroma y que contribuyen a desarrollar un fenotipo de placa estable o
inestable (Badimon et al., 2014).

1.1.3 Fenotipo de placa inestable
El fenotipo de placa inestable puede conducir a la aparicion de los fendbmenos

de ruptura o erosion de la placa de ateroma (Libby et al., 2015). A pesar del gran nimero

de investigaciones en esta area, aun no ha sido posible establecer un modelo animal
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idéneo para estudiar los mecanismos que promueven que una lesion ateromatosa sea
mas susceptible a desarrollar complicaciones que desencadenen la ruptura o erosion
de la placa. No obstante, estudios histologicos realizados en placas ateromatosas
humanas han permitido caracterizar las placas que sufrieron rotura o erosiéon (Bentzon
etal., 2014). En este sentido, una placa inestable propensa a la erosiéon posee un nucleo
lipidico pequeio, muestra menor acumulacién de células inflamatorias y contiene CMLs
en proliferacion, abundantes proteoglicanos e  hialuronano y presenta

neovascularizacion (Hansson et al., 2006).

Por otro lado, una placa inestable propensa a la ruptura se caracteriza por la
presencia de una capa fibrosa delgada de <65 um de espesor, que cubre un gran nucleo
necrotico rico en lipidos, ademas hay un aumento de la carga de placa, infiltracion de
macrofagos y células inflamatorias como células T y mastocitos, lo que conlleva a que
estas lesiones se encuentren altamente inflamadas (Virmani et al., 2006). Los
macrofagos se consideran un factor importante de vulnerabilidad de la placa porque
participan en la captacion y metabolismo de las lipoproteinas, la secrecion de factores
de crecimiento, produccion de enzimas metaloproteinasas (Moore et al., 2011; Liu et al.,
2014) y metabolitos téxicos que promueven la degradacion de colageno, por ende el
debilitamiento de la capa fibrosa y la ruptura de la placa (Le Dall et al., 2010). Ademas
se ha reportado que la acumulacion de macréfagos en la intima induce la produccion de
ROS a través de NADPH oxidasa y mieloperoxidasas (Gough et al., 2006). Por otra
parte, también se ha asociado la desestabilizacion de la placa con la apoptosis de las
CMLs en la capa fibrosa, lo que conduce a una reduccién en la produccion de proteinas
de la MEC y un aumento de la inflamacién de la placa de ateroma. Este mecanismo
puede amplificar la sefal inflamatoria transformandose en un circulo vicioso que
promueve aun mas el fenotipo de la placa inestable (Mury et al., 2018). Otras
caracteristicas que han sido descritas para las placas altamente inestables (Figura 1)
son un gran volumen de placa con remodelacion positiva expansiva, es decir hacia fuera
(Ahmadi et al., 2015), hemorragia intraplaca, inflamacion adventicia y
neovascularizacion (Chistiakov et al., 2015). La presencia de angiogénesis o
neovascularizacion (NV) intraplaca es un proceso importante que se relaciona con la
progresion de la placa aterosclerética, ya que promueve la conversion de una placa
estable al fenotipo inestable (Tanaka et al., 2011). En este sentido, se estudiaron placas
ateromatosas de pacientes con angina de pecho inestable que habian desarrollado NV,
encontrando que estas lesiones poseian todas las caracteristica de placas vulnerables
en comparacion con aquellas lesiones en donde no hubo NV (Tian et al., 2012). Varios

autores sugieren que la sefial que induce la neo-angiogénesis en la placa es un estado
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hipoxico, pro-oxidante e inflamatorio. La hipoxia activa la via de sefalizacion de HIF-1a
/ factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el cual es un potente estimulador de
la formacion de nuevos vasos sanguineos (Forsythe et al., 1996, Ferrara et al., 2009).
Algunos estudios han reportado un incremento en la expresion de HIF-1a en macréfagos
(Sluimer et al., 2008), ROS (Nakagawa et al., 2011), y LDLox (Hutter et al., 2013).
Asimismo, se encontraron mayores niveles de VEGF en placas inestables en
comparacion a las inestables. Adicionalmente, se sabe que VEGF aumenta en lesiones
ateroscleréticas lo que se asocia a una mayor renovacion de células endoteliales y/o
angiogénesis. Es asi como la angiogénesis es un proceso muy clave en la progresion
de la lesion aterosclerotica, ya que, contribuye e incrementa la generacion de placas
ateroscleréticas inestables que tienen mayor riesgo de ruptura (Gossl et al., 2010,
Tanaka et al., 2011, Sun, 2014), lo que finalmente induce la aparicion de cuadros

clinicos graves.

1.1.4 Importancia de la angiogénesis en la vulnerabilidad de la placa de ateroma

La formacion de nuevos vasos sanguineos es esencial y necesaria para muchos
procesos fisioldgicos como embriogénesis, reparacion de tejidos y regeneracion de
organos, menstruacion, entre otros (Favier & Corvol, 2001). La angiogénesis se define
como la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes (Risau,
1997), para proporcionar nutrientes y oxigeno a tejidos que se estan formando (Heistad
et al., 1981). Este proceso esta sometido a una regulacion compleja, mediante la
expresion coordinada tanto de factores proangiogénicos como antiangiogénicos (Zhao
& Li, 2015). Desde la perspectiva patoldgica, el crecimiento vascular exacerbado y de
forma anormal promueve el desarrollo de mdltiples enfermedades como: cancer,
retinopatia diabética, artritis reumatoide, endometriosis, psoriasis, enfermedad
inflamatoria intestinal (Carmeliet, 2003). Ademas, el crecimiento y preservacion
inadecuada de vasos conlleva a procesos isquémicos que conducen al desarrollo de

patologias cardiovasculares (Krupinski et al., 1994).

La angiogénesis es un proceso complejo que depende de la interaccién conjunta
de factores de crecimiento, enzimas, proteinas, moléculas de adhesion y factores de
transcripcion (Herbert et al., 2011). En el proceso participan e interactuan varios tipos
celulares como lo son CEs, pericitos (Ribatti et al., 2011), CMLs y fibroblastos y ocurren
una serie de etapas como i) activacion de CEs, debido al incremento de factores
proangiogénicos ii) aumento de la permeabilidad vascular iii) proliferacion y migracion

de CEs, iv) degradacion proteolitica de la membrana basal y la MEC circundante, v)
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formacion de una estructura tubular y lumen y vi) maduracion funcional del capilar recién
formado mediante el fortalecimiento de las uniones entre CEs (Guo et al., 2017). Por
otro lado, dentro de los factores de crecimiento que promueven la formaciéon de nuevos
vasos sanguineos se encuentran: el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
angiopoyetina, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) y factor de crecimiento tumoral § (TGF) (Gabhann et al.,
2008).

En la primera etapa de la progresién de la aterosclerosis, la angiogénesis se
produce como un mecanismo de respuesta el aumento progresivo del tamafio de la
placa, aumento del EO e inflamaciéon que generan el desarrollo de regiones hipdxicas
intraplaca (Bjornheden et al., 1999). La formacion de microvasos se produce a partir de
la vasa vasorum (V) preexistente en la capa adventicia, los cuales alcanzan la intima
e infiltran la placa aterosclerética con el fin de suministrar nutrientes y oxigeno, de esta
manera proteger la pared de los vasos del dafio isquémico. En este sentido, un estudio
demostrd que la presencia de regiones hipoxias en placas ateroscleréticas avanzadas
se correlaciond con el desarrollo de angiogénesis intraplaca en arterias carétida
humanas. Ahora bien, la disminucién de la tension de oxigeno promueve la
estabilizacion de factor inducible por hipoxia (HIF-1). Un factor de transcripcion
heterodimérico compuesto por una subunidad HIF-1a y HIF-18, que actuan uniéndose
a elementos sensibles a la hipoxia y regulando transcripcionalmente diferentes genes
blanco, como por ejemplo, aquellos que estan asociados a la estimulacién y secrecion
de VEGF (Hirota & Semenza, 2006). Por su parte, VEGF activa vias sefalizacion que
inducen la expresion de genes como Erk 1/2 y Akt que promueven la supervivencia de
la célula 'y los procesos angiogénicos. Se ha encontrado VEGF-A en lesiones coronarias
ricas en lipidos y placas coronarias estenoticas, particularmente en CEs y macrofagos
qgue rodean microvasos. Adicionalmente, se ha visto que la expresion de VEGF puede
ser modulada por EO y nicotina lo cual seria una via independientemente de la
presencia de hipoxia (Khatri et al., 2004). Por lo tanto, la angiogénesis en esta etapa
resulta ser un mecanismo esencial en respuesta a la falta de oxigeno. Sin embargo,
posteriormente el estado inflamatorio constante y el EO que hay intraplaca, conduce a
un desbalance entre los factores antiangiogénicos y proangiogénico estimulando aun

mas la neo-angiogénesis (Perrotta et al., 2018).

Los nuevos vasos formados son inmaduros y fragiles, de un calibre bastante
grande en comparacion con los capilares normales, poseen una pared delgada debido

a la falta de pericitos, no tienen soporte estructural porque poseen escasa cantidad de
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CMLs y carecen de uniones completas entre CEs (Sluimer et al., 2009). Todas estas
caracteristicas hacen que los neovasos se rompan facilmente causando hemorragia
intraplaca (HIP) (Moreno et al., 2004) lo que conlleva a la salida de componentes
sanguineos como eritrocitos y plaquetas e infiltracion de células inflamatorias en la placa
de ateroma (Doyle & Caplice, 2007). Ademas se ha encontrado que tanto macréfagos
activados como mastocitos secretan y liberan mayor cantidad de proteasas causando
mas dafio a los microvasos y facilitando la hemorragia dentro de la placa. En
consecuencia, después de la neovascularizacion, la HIP se ha relacionado con la
progresion de la placa. Es por esta razdn, que la angiogénesis representa una diana
farmacoldgica para disminuir la inestabilidad de la placa y por ende reducir el riesgo
cardiovascular (Van der Veken et al., 2016). En este sentido se ha visto que al inhibir la
NV intraplaca se reduce la acumulacién de macréfagos y la progresion de la lesion

aterosclerética avanzada (Parma et al., 2017).
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Figura 1. Representacion esquematica de los componentes morfolégicos de una

placa inestable y/o vulnerable. Extraido y adaptado de Mushenkova et al., (2020).
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1.2 Especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo

Todos los organismos vivos requieren de energia para llevar a cabo diferentes
funciones bioldgicas (Dunn et al., 2015). El oxigeno molecular (O2) es parte fundamental
en aquellos organismos aerdbicos, ya que es el aceptor final de electrones en el proceso
de generacion de ATP en la mitocondria. En la mitocondria, el oxigeno es reducido para
formar agua (H20), sin embargo, durante este proceso se pueden generar metabolitos
de O; altamente reactivos como: anidn superoxido (O2¢), peroxido de hidrogeno (H20-)
y radical hidroxilo (OH*) (Jakubczyk et al., 2020). A estas moléculas se les conoce
como especies reactivas del O, (ROS). La produccion de ROS en la mitocondria
corresponde al 1-2% del total producido en la célula, por lo que el resto es generado
como sub-producto en todas las reacciones enzimaticas donde haya transferencia de
electrones. ROS en la célula se puede considerar como un agente que potencialmente
puede causar dano especificamente, a nivel de lipidos, proteinas y ADN (Cadet &
Wagner, 2013). Por su parte, la célula se protege de los posibles danos a través de la
activacion de la respuesta de fase Il (Keum, 2012; Bernatoniene & Kopustinskiene,
2018), en la cual estan involucradas enzimas detoxificantes y antioxidantes como:
glutation S-transferasa (GST), NADPH quinona oxidoreductasa (NQO1), hemoxigenasa
1 (HMOX1), entre otras. Estas enzimas realizan la conversion de ROS en moléculas
mas solubles, estables e inocuas (Itoh et al., 1997). Cuando la maquinaria celular es
incapaz de prevenir el dafio causado por altas concentraciones de ROS, se habla de
estrés oxidativo. Por lo tanto, el estrés oxidativo se produce a causa de un desbalance
entre la produccién de ROS vy la actividad de las enzimas antioxidantes (Sies, 2015).
Aun cuando ROS siempre ha sido relacionado con procesos que conllevan a
alteraciones patoldgicas del estado redox de la célula, en el ultimo tiempo se ha visto
que ROS a bajas concentraciones tiene un rol fisioldgico en los procesos de regulacion

y sefalizacion celular (Ray et al., 2012, Indo et al., 2016; Sies, 2017).

1.2.1 H;0;, regulador y sefalizador celular

Uno de los metabolitos de O altamente reactivos mas estables es el H20.. Un
agente oxidante débil, capaz de difundir a través de las membranas celulares. Se genera
a partir de la reaccién catalizada por la enzima superéxido dismutasa (SOD), la cual
convierte el O+ que proviene de NADPH oxidasas y de la mitocondria (Sies & Jones,
2020). H2O, participa en un mecanismo de sefializacion celular redox (Figura 2),
implicado en la oxidacién de residuos cisteina (Cys) en las proteinas mediado por H2O-.

Esta via de sefializacion corresponde a un mecanismo de transduccién de sefales
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reversible. Se basa en la oxidacion del grupo tiol (-SH) que esta presente en la cadena
lateral del residuo de Cys y que se encuentra como anion tiolato (Cys—S’). Como
resultado de la oxidacién se pueden formar puentes disulfuro intra e intermoleculares y
también acido sulfénico (-S—OH), acido sulfinico (-SO2H) y acido sulfénico (—SO3H)
(Moldogazieva et al., 2018). Como consecuencia, la proteina sufre una modificacion
alostérica que altera su funcion. Un ejemplo de esto es la regulacion que ocurre a nivel
de las enzimas peroxirredoxina (PRDX) que eliminan el H>O.. EI mecanismo implica la
oxidacion del grupo SH en el residuo Cys a —S—OH en una subunidad de las proteinas
y luego la hiperoxidacion a —SO.H, resultando en la activacion e inactivacion de la
enzima, respectivamente (Rhee et al., 2005). Este mecanismo también ocurre en
numerosas vias de transduccion de sefial cuando un ligando se une a su receptor
(Moldogazieva et al., 2018).

Varios investigadores demostraron que los polifenoles a muy baja concentracion,
en cultivo celular, generan bajas concentraciones de H>O2, lo que aumenta la
proliferacion celular, la reparacion de heridas y la supervivencia; sin embargo, a altas
concentraciones debido a la alta generacion de H.O,, inhiben la proliferacion, la
angiogénesis, la reparacion de heridas y disminuyen la supervivencia celular (Costa et
al., 2020). Por otro lado, se encontré que el preacondicionamiento de las células con
H20, modula las enzimas de fase Il a través de la activacion de PI3K/Akt quinasa
(fosfatidilinositol-3 quinasa / proteina quinasa B), MAPK (proteina quinasa activada por

mitégenos) y JNK (c-Jun N-terminal quinasa) (Angeloni et al., 2011, Mo et al., 2012).

El H,O2 en concentraciones de 1 a 5 M generado a partir de t-BHQ (terc-
butilhidroquinona), resveratrol y curcumina, activa Nrf2 y las enzimas de fase Il en los
astrocitos (Rhee et al., 2000).
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Figura 2. Regulacion de ROS en células. H20- se requiere para la activacion de varias

vias celulares. Extraido y modificado de Schieber & Chandel (2014).

1.2.2 Via de senalizacion antioxidante Nrf2/Keap1/ARE

Todas las células animales poseen un sistema de respuesta frente a condiciones
de estrés oxidativo, siendo una regulacion compleja, altamente sensible y capaz de
responder a muchos estimulos o inductores diferentes. El sistema mas estudiado es el

complejo formado por Nrf2/Keap-1 (Ma, 2013).

1.2.2.1 Nrf2, factor de transcripcion eritroide tipo 2

El Nrf2, es un miembro de la familia de factores de transcripcion Cap'n’Collar
(CNC), que posee una regién basica tipo zipper, rica en leucina conocida como bZip
(Silva-Islas & Maldonado, 2018). Se distribuye a lo largo de multiples tipos celulares y
esta compuesta por 605 residuos de aminoacidos (ltoh et al., 1997), demostrd por
primera vez que Nrf2 es el principal factor de transcripcién que regula la expresion de
genes que codifican para enzimas detoxificantes fase Il. Por lo tanto, su funcion es la
regulacién del estado redox en la célula. En este sentido, se ha demostrado que la
delecion y/o disminucion de esta proteina se encuentra asociada al incremento del EO

(Miller et al., 2012), lo cual lo hace ser una molécula critica para la mantencion de la
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homeostasis celular (Li et al. 2012). Estructuralmente, posee 7 dominios altamente
conservados llamados Neh1-Neh7 como se observa en la figura 3A (Baird &
Yamamoto, 2020). Neh1 es el dominio hidrofébico del tipo bZip, una region basica de
leucina, la cual le permite formar un heterodimero al interaccionar con la familia de
pequefias proteinas Maf (sMaf) y otros factores de transcripcién como Jun (Tkachev et
al., 2011). El heterodimero se une al ADN especificamente a una regiéon conocida como
elementos de respuesta antioxidantes (ARE). Neh2 y Neh6 son regiones de
aminoacidos involucradas en la degradacién de la proteina (degron). Al dominio Neh2
se une la proteina Keap1, el principal represor de Nrf2. Los dominios Neh3, Neh4 y Neh5
son regiones de transactivacion, que mediante la uniéon de factores de transcripcion
favorecen la tasa de expresion de genes activados por Nrf2. Por ultimo, Neh7 es un
dominio implicado en una via de represion de Nrf2 diferente a Keap-1 (Silva-Islas &
Maldonado, 2018). La regulacién de Nrf2 ocurre en 3 niveles: |) transcripcional: a través
de factores de transcripcion (PPARy, NF-kB, c-Jun), autoregulacion y mecanismos
epigenéticos. Il) traduccional: Nrf2 es regulado por mTORC1 cuando las condiciones de
la células estan en homeostasis, mientras que, en situaciones de estrés oxidativo la
regulacion de Nrf2 es llevada a cabo por el mecanismo de sitio de entrada ribosomal
interno (IRES) Ill) post-traduccional: La regulacion es llevada a cabo via induccion de

ubiquitinacion en el proteosoma principalmente a través de Keap-1.

1.2.2.2 Keap-1, proteina 1 asociada a ECH similar a Kelch

La proteina Keap-1 corresponde a una metaloproteina de zinc que pertenece a
la superfamilia de proteinas BTB-Kelch, constituida por 627 residuos de aminoacidos
(Moi, 1994). Posee 5 dominios estructurales como se muestra en la figura 3B la region
N-terminal (NTR), el dominio BTB responsable de la dimerizacién e interaccién con la
proteina Culin-3 que contiene el complejo E3 ubiquitina ligasa (Cul3-E3). Un dominio
intermedio (IVR) que contiene residuos de cisteina sensibles a la oxidacion y a sefiales
de exportacién nuclear (motivos NES) (Silva-Islas & Maldonado, 2018). Dentro de los
residuos de cisteina que se han identificado y que estan implicados en la represion de
la actividad de Nrf2 mediada por Keap-1 y en la ubiquitinacion de Nrf2 dependiente de
Keap1 estan: Cys151, Cys257, Cys273, Cys288, Cys297, Cys434 y Cys613 (Tkachev
et al., 2011; Dinkova-Kostova et al., 2002; Zhang & Hannink, 2003; Yamamoto et al.,
2008). También presenta un dominio DGR/Kelch que consiste en 6 repeticiones tipo
Kelch que median la asociacion de la proteina Keap-1 con Nrf2 y proteinas del
citoesqueleto, y por ultimo una regién C-terminal (CTR) (Tkachev et al., 2011; Silva-Islas

& Maldonado, 2018). Keap-1 actua como un sensor molecular de estrés quimico y
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oxidativo para un amplio rango de compuestos, que activan la proteina en Nrf2 (Tkachev
et al., 2011). Ademas, es el principal regulador negativo de la proteina Nrf2 (Baird &
Dinkova-Kostova, 2011).

1.2.2.3 ARE, elementos de respuesta antioxidante

El factor de transcripcion Nrf2 regula la expresion de muchos genes, los cuales
poseen en la region promotora elementos cis-reguladores transcripcionales
denominados elementos de respuesta antioxidante (ARE). Los ARE corresponde a una
secuencia de ADN central compuesta por 5-TGACnnnGC-3' (n = cualquier base), que
luego se expande a 16 pares de bases 5-TMANnRTGAYnnnGCR-3' donde M = A o C,
R=A0G,Y=CoT (Rushmore et al., 1991; Nioi et al., 2003). Muchos factores de
transcripcién interactuan con AREs reprimiendo o activando la expresion de multiples
genes citoprotectivos tales como: NQO1, HMOX-1, glutatién S-transferasa A1 (GSTA1),
glutamato-cisteina ligasa subunidad modificadora y catalitica (GCLM y GCLC) (Alam et
al., 1999; Venugopal & Jaiswal, 1996; Moinova & Mulcahy, 1999). Dentro de los factores
de transcripcion mas importantes se encuentran Nrf2, proteinas Jun, sMaf, Bach1,
ATF4, entre otros (Raghunath et al., 2018). Cuando la célula esta en homeostasis Bach1
(BTS), un represor transcripcional de ARE, forma un heterodimero con la proteina sMaf,
bloqueando la uniéon de Nrf2 al ADN. Mientras que en condiciones de EO, Nrf2 se
transloca al nucleo se une a ARE y Bach1 es degradado (Ma, 2013). Esto proceso activa
la expresion de genes diana dependientes de ARE (Abed et al., 2015) que estan
involucrados en la respuesta antioxidante y detoxificacion, proliferacion celular,
metabolismo, sefalizacion, ciclo y supervivencia celular, entre otros (Silva-Islas &
Maldonado, 2018). La region promotora de Nrf2 también tiene secuencias ARE, lo que
ayuda en la amplificacion de su propia transcripcion durante la respuesta de defensa en

las células eucariotas (Nguyen et al., 2003).
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Figura 3. Estructura y dominios de la proteina Nrf2 y Keap-1 humana. (A) Proteina
Nrf2 (B) Proteina Keap1. Extraido y modificado de Tkachev et al., (2011) y Silva-Islas &

Maldonado (2018).

1.2.3 Mecanismo de activacion y regulacion del sistema Nrf2/Keap1/ARE,

dependiente de Keap-1

En condiciones de homeostasis celular (figura 4A), el nivel de Nrf2 y su

activacion esta controlada principalmente por Keap-1. Se produce cuando el motivoerce

en el dominio Neh2 de Nrf2 interacciona fuertemente con la superficie del dominio Kelch

del promotor del homodimero de Keap-1. Posteriormente ocurre una interaccion similar,

pero con menor afinidad, entre el motivop.c en Neh2 con el segundo promotor de otro

homodimero de Keap-1 (Taguchi et al., 2011), formando el complejo Nrf2-Keap-1

(Magesh et al., 2012). La conformacion cerrada del complejo formado orienta una region

rica en lisina presente en el domino Neh2 de Nrf2 para que ocurra el proceso de
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ubiquitinacion dependiente de Keap-1, donde participan el complejo de ubiquitina ligasa
E3 y las proteinas Cul3 y Rbx1. EI complejo Nrf2-Keap1 ubiquitinado es transferido al
proteosoma 26s para su degradacion. Nrf2 es degradado rapidamente (vida media <20
minutos), lo que resulta en una disminucion de Nrf2 (Kobayashi et al., 2004; Canning et
al., 2015; Suzuki & Yamamoto, 2015).

Por otro lado, en presencia de un estado de EO (figura 4B), Nrf2 es activado
induciendo la expresion de diferentes genes blanco que estan involucrados en procesos
de citoproteccion (Baird et al., 2011). Nrf2 puede ser inducido por muchas moléculas
como ROS, compuestos electrofilicos como sulforafano o ter-butil hidroquinona y iones
metalicos como cadmio (Cd*?), Arsénico (As™) y selenio (Se+4), entre otros (McMahon
et al., 2010). La activacion de Nrf2 se produce cuando esta presente alguna molécula
inductora. Existen 3 modelos que describen como se llevaria a cabo este proceso, no
obstante, se desconoce cual es el que ocurre exactamente. El modelo mas reciente se
basa en que la presencia de inductores causa la oxidacién de grupos tiols en los
residuos de cisteina (Cys) presentes en Keap1 (Abed et al., 2015), lo que provoca un
cambio conformacional de su estructura. Este cambio induce la interaccion del complejo
Nrf2-Keap-1 a través de una conformacion cerrada modificada, evitando que la region
rica en lisina, presente en Nrf2, quede bien orientada para la ubiquitinacion (Fukutomi
et al., 2014; Baird & Yamamoto, 2020). Por lo tanto, la degradacién de Nrf2 disminuye,
asi como también el nivel de Keap1 (Gremmels et al., 2017). La proteina Nrf2 queda
libre en el citosol, tras lo cual sufre modificaciones post-traduccionales como por ejemplo
la fosforilacion en dos residuos de serina (Tabla 1) por accion de las quinasas AMPK y
PKC®. Estas modificaciones permiten que el factor de transcripcién Nrf2 que estabilice
(vida media de hasta a 200 minutos) y sea translocado al nacleo (McMahon et al., 2006).
Nrf2 en el nucleo, interacciona con las proteinas pequefias Maf a través de su dominio
bZIP para formar un heterodimero, el cual se une a las secuencias ARE activando la
transcripcion de genes como Hemo oxigenasa-1 (HMOX1), GCL and GSTs, entre otros.
En esta etapa ocurre una serie de modificaciones quimicas en los residuos de lisina del
heterodimero de Nrf2, algunas de las cuales se detallan en la tabla 1 y también se unen
proteinas coactivadoras como CBP/p300. Ambos eventos son relevantes para la uniéon
al ADN y en la actividad de Nrf2, respectivamente. Adicionalmente ocurre un fenémeno
de auto amplificacion de la transcripcion del mensajero de Nrf2 (Nguyen et al., 2003) lo
que se traduce en un aumento de la cantidad de esta proteina en el citoplasma. Este
proceso esta relacionado con la presencia de un sitio de entrada ribosémico interno
sensible a redox (IRES) en el extremo 5'UTR del ARNm de Nrf2 (Li et al., 2010). IRES-

Nrf2 consta de dos regiones de unién de rARN, una de las cuales es muy conservada y
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esta ubicada cerca del elemento inhibidor, tiene estructura de horquilla y evita la
interaccion de IRES-Nrf2 con ribosomas en condiciones fisiolégicas normales. Bajo
estrés oxidativo la supresion se elimina, la actividad de IRES-Nrf2 aumenta, lo que

conduce a un incremento de la traduccion de Nrf2.

SSR

Estrés
oxidativo

Figura 4. Mecanismo de activacion de Nrf2. (A) Regulacién de la actividad de
Nrf2/Keap1/ARE bajo condiciones de homeostasis celular (B) Activacion
Nrf2/Keap1/ARE en respuesta a estrés oxidativo. Extraido y adaptado de Tkachev et al.,
(2011).
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1.2.4 Mecanismo de activacion y regulacion del sistema Nrf2/Keap1/ARE

independiente de Keap-1

Adicional a la activacioén del sistema Nrf2/Keap1/ARE anteriormente descrito, se
ha reportado un mecanismo de activacion que es independiente de la proteina represora
Keap1. Este mecanismo regula la expresion de genes dependiente de ARE a través de
la fosforilacién de las proteinas Nrf2 y Keap-1, mediante la activacion de diferentes vias
de transduccion de senal como: las de proteinas quinasas activadas por mitdbgenos
(MAPK) tanto ERK (quinasa regulada por sefial extracelular) como JNK (quinasa c-jun
N-terminal), quinasa-3 fosfatidilinositol (PI3K/Akt), proteina quinasa C (PKC), (Kim &
Jang, 2014). Diversos estudios han reportado que las proteinas quinasas activadas por
mitégenos ERK, JNK y p38 participan en la regulacién de la actividad del sistema
Nrf2/Keap1/ARE. No obstante, el control que estas enzimas pudieran ejercer sobre la
actividad de Nrf2 es discutible, debido que no esta claro el mecanismo por el cual éstas
quinasas son activadas. Nrf2 puede ser activado por una serie de moléculas inductoras
de estrés, fito-antioxidantes y condiciones patoldgicas. En este sentido, un estudio
demostro el rol de la via MAPK en la induccion de genes detoxificantes. Los autores
observaron que el tratamiento con sulforafano o tBHQ, dos potentes inductores de Nrf2,
estimula la actividad de ERK2 en células HepG2, en tanto que el uso de inhibidores de
las proteinas MEK genera reduccion del contenido de Nrf2 presente en las células, lo
que da cuenta que la fosforilacion dependiente de ERK da como resultado la
estabilizacion del factor de transcripcion, lo que debilita su interaccion con Keap1 (Yu et
al., 1999). Otro estudio encontré que EGCG, la catequina mas abundante del té verde,
indujo de forma potente la expresién génica mediada por ARE, a través de la activacion
de la via de la MAPK. Esta a su vez estimul6 la actividad de caspasa-3 induciendo
apoptosis en células Hela, contribuyendo de esta forma a rol quimiopreventivo de
EGCG (Chen et al., 2000). De la misma forma, curcumina y acido cafeico fenil-ester
(CAPE) inducen la expresion de Nrf2 y su union a ARE a través de la activacion de
MAPK. Este efecto fue asociado al aumento de expresién y actividad de la enzima
HMOX-1 la cual actua protegiendo a la célula contra diversas formas de estrés (Balogun
et al., 2003). Similarmente, un estudio reportd mayor translocacion al nucleo de Nrf2 y
con ello la induccién de la expresiéon del gen HMOX-1, en células hepaticas humanas
sometidas a estrés por etanol y tratadas con quercetina. Estos hallazgos se evidenciaron
en ausencia de inhibidores de la via MAPK, mientras que en presencia de inhibidores
p38 y ERK el efecto fue el opuesto. Por lo tanto, quercetina estimula la expresion de
Nrf2 en el nucleo y de HMOX-1 mediante la activacion de la vias de sefializacion p38 y
ERK (Yao et al.,, 2007). Por otro lado, Sun et al., (2009) demostraron de Nrf2 es
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fosforilado por MAPKSs, que la pérdida de la fosforilacion provoca cambios moderados
en la actividad transcripcional de la proteina y también una leve mejora en la
concentracion nuclear de Nrf2. A pesar de estos hallazgos los autores concluyeron que
el mecanismo por el cual las MAPK regulan la via de sefializacién de Nrf2/ARE se basa
en una combinacion tanto de fosforilacion directa e indirecta sobre la proteina Nrf2 (Sun
et al., 2009).

La PKC®d (Niture et al., 2009) regula la interaccion de Nrf2 con Keap1 mediante
fosforilacion de un residuo de serina (S40) en el dominio Neh2 de Nrf2, situado entre los
motivos ETGE y DLG. Esto genera el aumento de la estabilidad de Nrf2 y su vida media
en la célula (Huang et al., 2002). Para la activacion completa del sistema de sefalizacion
Nrf2/Keap1/ARE a través de PKC, es necesario que ocurra tanto la fosforilacion del
factor de transcripcion Nrf2 como la modificacion de los residuos de cisteinas en el
represor Keap1. Por otro lado, un estudio report6 que la actividad de Nrf2 aumenta bajo
activacion sostenida de la ruta PI3K-Akt (Murakami & Motohashi, 2015). Asimismo, otros
autores han sefialado que la cascada de sefializacion de la proteina PI3K/Akt se activa
en diferentes tipos de celulares cuando son estimuladas por acciéon de moléculas como
sulforafano, triterpenoides, peroxinitrito o un fenol antioxidante como curcumina (Li et
al., 2007). Por ejemplo, se ha visto que la activacién de ésta via regula el estado redox
de las células endoteliales aodrticas en ratones y previene el desarrollo de placas
ateroscleréticas a través de la activacion de Nrf2 (Dai et al., 2007). EGCG estimula la
translocacion nuclear de Nrf2 mediante la inhibicion de PTP1B, una fosfatasa, que
regula la activacion la via de senalizacion PI3K/Atk impidiendo la desfosforilacion y, por
la tanto, la inactivacion de la via. De esta forma modula la transcripcion de Nrf2,
aumentando la expresion de genes diana como las enzimas antioxidantes HMOX-1 y
NQO1 (Mi et al., 2018).

La curcumina proporciona neuroproteccion en modelos in vivo de lesion cerebral
traumatica e isquemia-reperfusion cerebral a través de las vias de senalizacion p-Akt y
p-mTOR (diana de la rapamicina en mamiferos) y Nrf2-ARE (elemento de respuesta
antioxidante) (Dai et al., 2018).

También se encontrd que el resveratrol confiere neuroproteccion en ratones
contra los déficits relacionados con el envejecimiento a través de un mecanismo
dependiente de Erk 1/2 (Allen et al., 2018).
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Ademas de las enfermedades representativas descritas arriba, Nrf2 ha sido
implicado en una amplia gama de otros enfermedades cronicas, incluida la diabetes
(Jiménez-Osorio et al., 2014), cardiovascular (Li et al.,2009), gastrointestinal (Khor et
al., 2006), enfermedades hepaticas y autoinmunes (Kurzawski et al., 2012; Maicas et
al., 2011), todos que se asocian caracteristicamente con el estrés oxidativo (Abed et al.,
2015). En lo que respecta al desarrollo de la enfermedad, el dafo oxidativo agrava las

condiciones fisiopatolégicas.

Por lo tanto, Nrf2 puede participar en multiples efectos protectores contra una
variedad de enfermedades cronicas al regular el estrés oxidativo y la sefalizacién de la
respuesta al estrés antioxidante. Por tanto, la via Keap1-Nrf2-ARE se muestra
ampliamente involucrada en diversas enfermedades y mecanismos bioldgicos, lo que
genera interés en la via como un objetivo farmacoldgico prometedor para la prevencién

y el tratamiento de enfermedades.

Las quinonas (p. Ej., 1,4-naftoquinona) y los derivados polifendlicos (p. Ej.,
curcumina) también inducen genes ARE mediados por Nrf2 (Magesh et al., 2012). A
diferencia de las quinonas, el catecol, los compuestos polifendlicos y la hidroquinona (p.
Ej., Terc-butilhidroquinona, tBHQ) se oxidan a quinonas electrofilas que contienen
aceptores de Michael en presencia de suficiente oxigeno y cobre Il u otros metales de

transicion, lo que activa la transcripcion mediada por ARE (Sirota et al., 2015).

Tabla 1. Principales modificaciones quimicas que ocurren en la activacion y

represion de la via de senalizacion Nrf2/Keap/ARE.

Residuo
. . Ubicacion Modificacién Funcién
aminoacidico
K438, K443, K445, Dominio bZIP o Permite la unién a ADN
Acetilacién
K533, K536 y K538 (Nrf2)
S558 Fosforilacion | Translocacion de Nrf2 al nucleo
S40 Fosforilacion Translocacién de Nrf2 al nucleo
Dominio Neh2
K44, K50, K52, K53, o Aceptores de aminoacidos de
(Nrf2) Ubiquitinacion o
K56, K64 y K68 ubiquitina
C273, C288 y C297 Dominio BTB o
(Keap1) Oxidacion Disminuir la degradacion de Nrf2 e
ea
P incrementar su  activacion vy
C151 Dominio IVR .
Oxidacion translocacion al nucleo
(Keap1)
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1.3 Propdleos y polifenoles: compuestos bioactivos

Desde la antiguedad, el uso de compuestos naturales ha sido de gran
importancia para la medicina principalmente en la prevencion y tratamiento de diferentes
patologias (Li et al., 2014; Fraga et al., 2010). Es por esto que representan la principal
fuente de compuestos utilizados en el descubrimiento y/o desarrollo de nuevos farmacos
(Silva-Carvalho et al., 2015). En la actualidad han sido identificados mas de 8000
compuestos naturales (Fraga et al., 2010). Un ejemplo de compuesto natural con
potencial bioactivo es el propéleos, el cual es utilizado comunmente en la medicina
popular desde hace varios siglos. La palabra propodleos viene del griego que significa
“para o ir en defensa de la cuidad”, es un compuesto resinoso rico en polifenoles
(Burdock, 1998) producido por las abejas a partir de exudados vegetales (Sforcin &
Bankova, 2011). Las abejas lo utilizan como mecanismo de defensa para la colmena de
depredadores o microorganismos y también como aislante térmico. Estudios tanto in
vitro como in vivo han identificado para el propéleos una amplia variedad de actividades
biolégicas como: antibacteriano (Grange & Davey, 1990), antifungico (Dobrowolski et
al., 1991), antioxidante (Daleprane et al., 2013), antiinflamatorio (Tan-No et al., 2006),
anticancerigeno (Grunberger et al., 1988) y antiangiogénico (Daleprane et al., 2012).
Todas las bioactividades que han sido descritas para el propodleos se atribuyen a su

composicion rica en compuestos fendlicos.

1.3.1 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos (CFs) bioquimicamente, son metabolitos secundarios
sintetizados exclusivamente en las plantas a través de tres rutas metabdlicas: pentosa-
fosfato, shikimato y fenilpropanoide. En la planta, cumplen multiples funciones durante
el crecimiento, desarrollo y defensa, por lo cual, se encuentran en hojas, frutos y
semillas, asi como en una amplia gama de alimentos de origen vegetal como: verduras,
té, cacao, vino, etc. (Manach, et al., 2004). Se caracterizan por poseer una gran poder
antioxidante que esta ligado a su capacidad como agentes reductores ya sea como
donadores de hidrégeno o electrones. Ademas, tienen la capacidad de quelacion de
metales, particularmente hierro y cobre, suprimiendo la formacién de radicales libres
catalizados por metales. La estructura basica de un CF consta de uno o mas grupos
hidroxilos unidos a dos o tres anillos aromaticos figura 5A (Vermerris & Nicholson,
2006). En este sentido, el numero de grupos hidroxilo y su posicién en relaciéon con el
grupo funcional carboxilo influye en la actividad antioxidante de los compuestos

fendlicos (Balasundram et al., 2006).
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1.3.2 Clasificacion de compuestos fendlicos

De forma general los CFs se clasifican como fenoles simples y polifenoles.
También, se pueden clasificar segun el numero de anillos aromaticos que posee, tipo y
numero elementos estructurales unidos al anillo aromatico (Vermerris & Nicholson,
2006). Los grupos mas importantes de CFs son: compuestos fendlicos simples, acidos
fendlicos, estilbenes (resveratrol) y flavonoides (Vermerris & Nicholson, 2006). Dentro
de los acidos fendlicos podemos mencionar al acido cinamico, p-cumarinico, ferulico,
galico y cafeico (Durazzo et al., 2019). Quimicamente, los acidos fendlicos tienen como
minimo un anillo aromatico donde al menos un hidroégeno esta sustituido por un grupo
hidroxilo (Heleno et al., 2015) (Figura 5B). Estas moléculas se encuentran en una gran
variedad de frutas como berries, manzana, tomate, ciruelas y también en semillas y

cereales.

Por otra parte, encontramos al grupo mas grande de CFs los flavonoides. Se
caracterizan por presentar dos anillos aromaticos (A y B), unidos por un puente de tres
carbonos, frecuentemente en forma de un anillo heterociclico (C) (Figura 5C). El anillo
presenta diferentes patrones de sustituciones lo que da origen a la variedad de clases
de flavonoides. Dentro de este grupo encontramos a flavonas, flavanonas, isoflavonas,
flavonoles, antocianidinas, biflavonas, chalconas, auronas, y cumarinas (Vermerris &
Nicholson, 2006). Algunos ejemplos de flavonoides son la apigenina y luteolina
encontradas en cereales y hierbas aromaticas como perejil, romero y tomillo, quercetina
y kaempferol que son predominantes en verduras y frutas. Las isoflavonas se
encuentran con mayor frecuencia en las legumbres, antocianidinas estan presentes en
las manzanas y uvas. Otros flavonoides incluyen curcumina, pinocembrina,

pinobanksina entre muchos mas.

OH

|

Figura 5. Estructura quimica de compuestos fendlicos. (A) Estructura basica de

fenoles. (B) Estructura de acido fendlico. (C) Estructura de flavonoide.




Marco teorico-Tesis doctoral | Dina Guzman Oyarzo

1.3.3 Propiedades de los polifenoles

Actualmente se sabe que los polifenoles poseen diferentes propiedades
bioldgicas con efectos benéficos para la salud (Fraga et al., 2019; Lorenzo et al., 2021),
que en parte son atribuible a su capacidad como antioxidantes. Dentro de las
propiedades biolégicas podemos destacar: relajantes, ya que son capaces de generar
vasodilatacion en células endoteliales (Woodman & Chan, 2004), antioxidantes pues
eliminan radicales como superéxido y peroxilo, ademas de inhibir una variedad de
enzimas responsables de la produccién de radicales libres (Sedlak et al., 2018),
antitromboéticas pues inhiben la actividad del factor tisular en monocito de sangre
periférica y asi como también la actividad de la trombina (Bijak et al., 2014),
antiangiogénicas ya que inhiben la proliferacién, migracion y diferenciacién morfogénica
de las células endoteliales (Paeng et al., 2015), antiinflamatorias (Gao et al., 2014),
anticancerigenas (Turrini et al., 2015), entre otras. Estudios en una cohorte prospectiva
revelaron una relacion inversa entre el consumo de frutas y vegetales ricos en
polifenoles y el riesgo de enfermedades no transmisibles como la diabetes o el cancer
(Sedlak et al., 2018; Gu et al., 2019). En este sentido, Lall et al., (2015) concluyeron que
el consumo de polifenoles en la dieta modula cambios epigenéticos como acetilacion de
histonas y miRNAs de oncogenes, ademas de que afectan etapas en la tumorogenésis
en el cancer de prostata . Otros autores indican que dietas con alta ingesta de polifenoles
reducen el riesgo de mortalidad por enfermedades cardiovasculares (Poti et al., 2019).
Evidencia de esto es un estudio realizado en ratones knockout para ApoE que fueron
alimentados durante 8 semanas con una mezcla de polifenoles. Entre los resultados
obtenidos, se encontré una reduccion significativa la placa aterosclerética en el seno
aortico y aorta ascendente (Norata et al., 2007). De la misma manera, otro estudio revel6
que la suplementacion de la dieta con extracto de caqui rico en polifenoles, mantiene
los niveles de lipidos plasmaticos en ratones hipercolesterolémicos en comparacion a
los ratones alimentados soélo con dieta hipercolesterolémica, asi como también
disminuy6 significativamente las lesiones ateroscleréticas en la aorta (Gorinstein et al.,
2011). Mientras que el uso de una mezcla de resveratrol, acido cafeico y catequina
reduce significativamente la placa de ateroma en ratones knockout para ApoE (Norata
etal., 2007). Por lo anterior es que algunos autores han postulado que cuando se incluye
en las dietas alimentos ricos polifenoles, el riego de desarrollar enfermedades no
transmisibles como las cardiovasculares disminuye, por lo tanto, también previene el
desarrollo de lesiones ateroscleroticas (Cullen et al., 2020). Debido a esto, los
polifenoles son considerados como buenos candidatos como agentes farmacoldgicos

utiles en la prevencién y/o terapia de diferentes enfermedades entre ellas las
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cardiovasculares. Sin embargo, la evidencia indica que la ingesta diaria de polifenoles
trae muchos beneficios a la salud (Pandey & Rizvi, 2009), pero, su eficiencia como tal
es muy diversa, ya depende de muchos factores tales como: concentracion, sitio de

union y estructura (Fraga et al., 2010; D’Archivio et al., 2019), entre otros.

1.3.4 Propdleos y polifenoles: moléculas con potencial farmacolégico para el

desarrollo de nuevas drogas

Gracias a las multiples propiedades descritas para el propdleos y también para
los polifenoles es que actualmente estas moléculas son muy utilizadas en la industria
cosmética y farmacéutica. Quimicamente, el propdleos estda compuesto por resina,
ceras, aceites esenciales, polen, ademas de minerales, vitaminas, aminoacidos y
compuestos fendlicos (Anjum et al., 2019). Se han identificado mas de 300
componentes, lo que favorece que el propdleos sea considerado como un buen y
potencial candidato para el descubrimiento de nuevos farmacos, que puedan ser utiles
en el tratamiento de diferentes condiciones patoldgicas. Desde este punto de vista,
muchas enfermedades que actualmente afectan a un grupo amplio y variado de
personas en el mundo, sobre todo en la vejez; cursan con una caracteristica en comun,
y es que desarrollan procesos patologicos que conllevan a inflamacion, EO e
angiogénesis. Dentro de este grupo de enfermedades encontramos las reumaticas,
oftalmoldgicas, cancer, cardiovasculares, entre otras. Debido a esto, se han evaluado
una serie de compuestos, entre ellos los polifenoles, cuyo potencial farmacolégico
derivaria en su uso para el tratamiento de estas enfermedades. Diversos estudios han
reportado que polifenoles como quercetina, luteolina, curcumina, acido cafeico fenilester
muestran gran capacidad antiangiogénica (Diniz et al., 2017) la cual ha sido asociada
principalmente al grado de actividad antioxidante que estas moléculas presentan.
También se ha visto que el tratamiento con propdleos disminuye los cambios en el
cartilago y previene el desarrollo de osteoartritis en modelo de ratas senescentes (Arias
et al., 2019). Otro estudio demostr6 el efecto neuroprotectivo y antiinflamatorio del
resveratrol en ratas sometidas a injuria cerebral por radiacion (Zhang et al., 2020). A
pesar de la enorme variedad de estructuras quimicas que se encuentran presentes en
el propdleos y de toda la evidencia disponible hasta la fecha que da cuenta de su
potencial farmacoldgico, aun no ha sido posible establecer cual es la composiciéon y

abundancia exacta de los polifenoles en el propdleos.
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1.3.5 Variabilidad de polifenoles en la composicion del propoéleos

Varios estudios evidencian que la composicion quimica y abundancia de
polifenoles presentes en el propdleos es altamente variable debido a su estrecha
dependencia con el origen botanico de las plantas, clima, ubicacion geografica como se
muestra en la tabla 2, afio y época de recoleccion (Silva-Carvalho et al., 2015;
Barrientos et al., 2013; Bankova, 2005). Es por ésta razén que la separacion de los
componentes del propdleos es muy compleja, lo que dificulta su estandarizacion.
Ejemplos de esta importante dependencia son los estudios de tres propoleos brasilefios,
uno polaco y uno chileno. Para el propdleos brasilefio, Daleprane et al., (2012) informo
que la artepellina C, pinocembrina y kampferol eran los componentes mas abundantes
del propoleos verde; mientras que para el propoleos rojo 3-hidroxi-8,9-
dimetoxipterocarpano, medicarpina y daidezeina fueron sus principales componentes;
en tanto que pinocembrina, acido cafeico fenilester, quercetina y galangina fueron los
componentes principales del propdleos marrén. En el caso del propdleos polaco,
Szliszka et al., (2013) detectd que estaba compuesto principalmente por los flavonoides
pinobanksina, crisina y metoxiflavanona; y los acidos fendlicos cumarina, ferulico y
cafeico. Finalmente, para el propdleos chileno con actividad anti-aterogénica y
antiangiogénica (Cuevas et al., 2015), los principales polifenoles detectados en el
extracto etandlico fueron el acido cafeico (un acido fendlico) y la pinocembrina (una

flavonona) (Cuevas et al., 2014).




Tabla 2. Caracterizacion de componentes de propodleos, segun origen geografico
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y fuente vegetal*.

grlgen’ . Fuente Botanica Mayores componentes
eografico
Chile
Region Trevoa quinquenervia Gill. et Acido cafeico, quercetina, kaempferol, apigenina,
Valparaiso Hook., Retanilla trinervia Gill. et pinocembrina, CAPE, galangina
Hook., Colliguaja odorifera Mol.,
Escallonia pulverulenta Pers.
Region Cardamine o Menonvillea, Acido cafeico, resveratrol, miricetina, quercetina,

Metropolitana

Proustia pyrifolia DC, Quillaja
saponaria Mol., Eucalytpus

kaempferol, apigenina, pinocembrina, acido cafeico fenetil
ester , galangina

globulus Labill.
Region del Lithrea caustica Hook. et Arn., Acido cafeico, miricetina, kaempferol, apigenina,
Libertador Raphanus sativus L., Galega pinocembrina, acido cafeico fenetil ester, galangina
Bernardo officinalis L., Retanilla
O’Higgins trinervia Gill. et Hook.
Region de La Lotus uliginosus Schk., Buddleja Acido cafeico, miricetina, quercetina, kaempferol,
Araucania globosa Hope, Hypochaeris or apigenina, pinocembrina, acido cafeico fenetil ester,
Taraxacum, Caldcluvia or galangina
Eucryphia
Brasil
Propdleos Verde  Baccharis spp., Fenilpropanoides prenilados, acidos fendlicos, acidos p-
predominantemente B. cumarico, acetofenonas, &acidos diterpénico, acidos
dracunculifolia cafeilquinico, Kaempferido, isosakuranetina y kaempferol

Propéleos rojo

Cuba, Venezuela

Turquia

Dalbergia acastaphyllum

Clusia spp., mas especificamente
C. Rosea y C. minor

Populus spp., Eucayptus spp., y
Castanea sativa

Formononetina, isoliquiritigenina,
medicarpina y biochanina A

liquiritigenina,

Benzofenonas poliisoprenilado, mas
nemorosona, xantoquimol y gutiferona E
Pinocembrina, pinobanksina y su acetato, acido cafeico
prenil ester, acido ferulico, acidos diterpenicos de tipo

especificamente

pimarico, isopimarico, abietico, acido dihidroabietico,
cinamato cinamil y oleato etil, acidos arématicos
esterificados como bencil cinamato, acido benceno
dicarboxilico y flavonoides como benzopirano y crisina.
Australia Acacia paradoxa
C. terelliana tres (frult resins)

Xantoroeol, pterostilbeno, sakuranetina, pinostrobina,
stilbenes, tetrahidroxistilbenes prenilados, acido cinamico
prenilado, flavononas, flavonoles y chalconas

*Adaptado de Silva-Carvalho et al., (2015) & Barrientos et al., (2013).

1.3.6 Farmacocinética de polifenoles

Diversos autores han reportado que los polifenoles tienen una baja
farmacocinética, lo que indica baja biodisponibilidad (Pandareesh et al., 2015). Esto se
debe a que la farmacocinética de los polifenoles se ve influenciada tanto por factores
intrinsecos que son inherentes a la molécula como tal, asi como también factores
extrinsecos aquellos que se asocian al individuo como edad, estado de salud, ambiente
de la microbiota intestinal y la dieta de los pacientes, asi como por sus tratamientos con
antibioticos orales (Krook & Hagerman, 2012; Lesser et al., 2004). Dentro de los factores
intrinsecos encontramos la concentracién, sitio de union, estructura quimica y peso

molecular, estabilidad en el ambiente gastrointestinal y solubilidad acuosa, que, en
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general, tienen un impacto negativo en los niveles de absorcion, grado de
metabolizacioén, distribucion por todo el cuerpo, vida media y excrecion (Fraga et al.,
2010; D’Archivio et al., 2010). Todo lo anterior se traduce en diferentes informes de baja
biodisponibilidad de polifenoles, por ejemplo, 0.56-4.54 nmol/L para antocianinas
(Milbury et al., 2010), 0.46-1.28 pymol/L para flavononas (Manach et al., 2010) y 37-60
nmol/L para acidos fendlicos (Simonetti et al., 2001). Otro estudio clinico mostré que
después de la administracion oral de 500 mg/kg de curcumina, los valores encontrados
en suero habian disminuido a 0.06 + 0.01 pg/ml, es decir, la biodisponibilidad oral de
curcumina fue ~1% (Yang et al., 2007). Por otra parte, muchos polifenoles se encuentran
glicosilados, lo que dificulta su entrada a través de transportadores gastrointestinales y
otros son labiles a pH acidos o alcalinos. Sumado a lo anterior, una vez absorbidos
sufren modificaciones quimicas como sulfatacion, metilacion, glucoronidacion lo cual
facilita su eliminacién a través de la bilis u orina (Chiou et al., 2014). Sin embargo, y a
pesar de que algunos ensayos clinicos de fase | han demostrado que los polifenoles
como farmacos seguros, incluso en dosis altas; su administracion oral sin proteccion se
traduce en pobre absorcidon y biodisponibilidad, rapido metabolismo y eliminacion
sistémica, por ende, baja eficiencia en el sitio de accion (Luca et al., 2020). Es por esto
que se han desarrollado varias estrategias para mejorar la biodisponibilidad y
bioactividad de los polifenoles, como por ejemplo: la encapsulacion con biomateriales,
combinaciéon con otras drogas o fitoquimicos, conjugacion con aminoacidos,

glicosilacién, entre otros (Pandareesh et al., 2015).

1.4 Biomateriales y sus aplicaciones

La utilizacion de biomateriales es un area que actualmente es muy explorada,
debido su gran la versatilidad y a sus multiples usos y beneficios. Sin embargo, su uso
se remonta hace miles de afos ya que algunas civilizaciones lo utilizaban para la
fabricacion de partes del cuerpo defectuosas. Un biomaterial es “una sustancia que ha
sido disefiada para tomar una forma que, sola 0 como parte de un sistema complejo, se
utiliza para dirigir, mediante el control de interacciones con componentes de sistemas
vivos, el curso de cualquier procedimiento terapéutico o diagnostico, en medicina
humana o veterinaria ”(Williams, 2009). En el ultimo tiempo el uso de biomateriales tiene
varias aplicaciones, principalmente en dermocosmeética e industria farmacéutica ya que,
mejora la farmacocinética y farmacodinamia de moléculas con uso terapéutico (Golba
et al., 2021). En la medicina se utiliza por ejemplo en la fabricacion de implantes,
marcapasos, stent, catéter urinarios, articulaciones, dispositivos para la administracion

de farmacos, entre muchos otros (Moya-Ortega et al., 2012; Reddy et al., 2015). Pueden
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ser clasificados en distintas categorias de acuerdo a su forma, propiedades

fisicoquimicas y a los materiales usados para su sintesis.

1.4.1 Silicio Nanoporoso y B-Ciclodextrina

Un tipo de biomaterial ampliamente utilizado el silicio poroso (Psi). El Psi esta
constituido por nanocristales de silicio sumergidos en un esqueleto de silice poroso (Bisi
etal., 2000). Esta compleja estructura porosa puede alcanzar una gran superficie interna
(~500 m?/cm?®) (Granitzer et al., 2010). El nanocristal de silicio es redondo y esta cubierto
por silicio amorfo que se oxida con el tiempo (Petrova et al., 2000). Es un excelente
biomaterial que se ha utilizado con éxito para la liberacidon controlada de diferentes
farmacos y biomoléculas (Anglin et al., 2008), debido a su gran superficie, estructura
porosa, biocompatibilidad, biodegradabilidad y biorreabsorbibilidad y resistencia a pH
bajo (Martin-Palma et al., 2014; Hernandez-Montelongo et al., 2015). Estas
biopropiedades de Psi se deben a su particular susceptibilidad a la oxidaciéon (Anglin et
al., 2008), el 6xido de silicio se disuelve facilmente con los fluidos corporales y se elimina

de forma no téxica como &cido silicico en la orina (Reffitt et al., 1999).

Por otra parte, debido a la versatilidad de su quimica de superficie, se han
explorado diferentes rutas de estrategias de funcionalizacion para mejorar la carga y
liberacién controlada de farmacos (Maniya et al., 2016). Una técnica refinada consiste
en incrustar polimeros en sus nanoporos para formar composito (Liu et al., 2014).
Combinando un polimero flexible y blando dentro de la matriz inorganica porosa de nPSi,
se pueden mejorar tanto la estabilidad como el control de la liberacién del farmaco. En
este sentido, la B-ciclodextrina (3CD), que es una molécula biocompatible y soluble en
agua, se ha utilizado con éxito en aplicaciones de administracion de farmacos. La amplia
aplicacion de B-CD en este campo se relaciona con la posibilidad de formar la complejo
“huésped-huésped” (B-CD/farmaco) (Gidwani & Vyas, 2015); los farmacos se
encapsulan en la estructura de su cavidad lipofilica, mientras que su superficie exterior
es hidrofilica y se puede reticular con otras moléculas (Ej. acido citrico), produciendo
una red de polimero 3D adecuada para aplicaciones de administracion de farmacos. Por
lo tanto, al combinar un polimero como la B-CD flexible y blando dentro de una matriz
inorganica altamente porosa de nPSi como sustrato, tanto la estabilidad como el control
de la liberacion de farmacos pueden mejorarse, aumentando su potencial terapéutico al
ir reduciendo su degradacion antes de que alcancen los tejidos diana (Hernandez-

Montelongo et al., 2018). Esta estructura puede aumentar el potencial terapéutico de los
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farmacos al disminuir su degradacion antes de que alcancen los tejidos diana (Gidwani
& Vyas, 2015).
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2. PRESENTACION DEL PROBLEMA

La aterosclerosis es una enfermedad de progresion silenciosa que precede a la
aparicion de cuadros clinicos agudos y graves que ocasionan altos indices de
discapacidad y elevadas tasas mortalidad en el mundo. La aterosclerosis es una
enfermedad cuya patogenia es muy compleja y que en estadios avanzados conducen a
la generacion de neoangiogénisis generando como consecuencia un fenotipo de placa
aterosclerética inestable con gran riesgo de ruptura. Por esta razén, la inhibicion de la
angiogénesis constituye un nuevo blanco terapéutico que hace necesaria la busqueda
de nuevos agentes con potencial farmacoldgico antiangiogénico. En la actualidad la
industria farmacéutica centra sus esfuerzos en el estudio de productos naturales de
origen vegetal, focalizandose en el estudio de fitoquimicos, sustancias biolégicamente

activas que provienen de diversas fuentes vegetales, como por ejemplo, los polifenoles.

Los polifenoles son metabolitos secundarios sintetizados exclusivamente por las
plantas, destacandose dentro éstos a los flavonoides y acidos fendlicos. Un compuesto
natural rico en polifenoles es el propdéleos, sustancia de origen apicola que presenta un
gran numero de componentes bioactivos. No obstante, existe una gran variabilidad en
su composicion quimica que depende de varios factores, lo que dificulta el aislamiento
de sus constituyentes. Adicionalmente estudios reportan baja disponibilidad en
circulacion, siendo detectado en suero solo algunos de tales componentes. Se han
identificado en el propdleos diferentes efectos bioldgicos como, por ejemplo,
antiangiogénico. Actualmente, existen varias estrategias mediante las cuales se puede
mejorar la biodisponibilidad de muchos farmacos, una de ellas es el uso de

biomateriales, complejos sistemas que transportan y liberan drogas.

En base a la evidencia disponible y a los antecedentes antes mencionados, es
que este estudio pretende abordar aspectos relevantes sobre la angiogénesis como
blanco terapéutico para el desarrollo de nuevos agentes antiangiogénicos, derivados de
los principales compuestos bioactivos encontrados en el propdleos. Ademas, dar a
conocer el uso de biotecnologia como herramienta para mejorar el efecto bioldgico, la

especificidad y la eficiencia de la terapia farmacoldgica.
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3. HIPOTESIS

La microencapsulacion de acido cafeico y pinocembrina, principales
constituyentes bioactivos del propdleos chileno, mejora la actividad antioxidante y
antiangiogénica de estos polifenoles, lo que se ve reflejado en cambios de la expresion
génica y proteica de genes asociados a respuesta antioxidante via NRF2/KEAP-1 vy al

proceso de angiogénesis.

4. OBJETIVO GENERAL

Obtener microparticulas de nPSi-BCD cargadas con acido cafeico y
pinocembrina, principales constituyentes bioactivos de propdleos chileno, y evaluar el
efecto de la microencapsulacion sobre la actividad antioxidante y antiangiogénica de los

polifenoles.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Establecer si las microparticulas nPSi-BCD son un material adecuado y seguro
para la carga y la liberacion controlada de acido cafeico y pinocembrina, dos de

los componentes principales del propéleos chileno.

[I.  Evaluar el efecto antiangiogénico y antioxidante de polifenoles en solucion y

microencapsulados a través de estudios funcionales.

lll.  Evaluar cambios en la expresidon de genes blanco y proteinas asociadas a vias
de sefializacion antioxidante y antiangiogénica en células tratadas con

polifenoles en soluciéon y microencapsulados.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Linea Celular HUVEC

6.1.1 Descripcion general y caracteristicas

Las células HUVEC corresponden a células endoteliales aisladas de la vena
umbilical humana normal, proporcionando un modelo clasico para estudiar diversos
aspectos de la funcion endotelial y en enfermedad, como angiogénesis normal, anormal
y asociada al tumor, estrés oxidativo, hipoxia, ademas de vias relacionadas con la
inflamacién del endotelio en condiciones normales y patolégicas, complicaciones
relacionadas con enfermedades cardiovasculares asociadas con diversas
enfermedades, modo de accion y efectos de proteccion cardiovascular de diversos
compuestos, entre otros.

La linea celular HUVEC (#200p-05n) fue obtenida a Cell Aplication Inc (San
Diego, CA, USA), siendo criopreservada al final del cultivo primario y pudiendo ser
cultivada y propagada al menos 16 duplicaciones. Su patron de crecimiento es en
monocapa adherente y su morfologia alargada, aplanada, con nucleo prominente y
largas filopodias (Figura 6). El tamafio celular varia entre 50-80 ym. y los marcadores
de linaje mas caracteristicos son CD34, ICAM, VCAM, factor VIl y factor von Willegrand.

Figura 6. Imagenes de microscopia electréonica de células HUVEC.
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6.1.2 Mantencién y cultivo de HUVECs

Se cultivaron y mantuvieron células endoteliales de vena umbilical humana
(HUVECS) utilizando un medio de crecimiento para células endoteliales (ECGM) (Cell
Aplication, Sigma Aldrich, USA). El medio ECGM fue suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB), 1% de Glutamina y de antibiético penicilina/estreptomicina (Corning,
New York, NY, USA). Las células fueron cultivadas a una temperatura de 37°C y en un
ambiente con 5% CO;, realizando cambios de medio de cultivo de manera periddica
cada 48 horas. Si debido al crecimiento celular la superficie de la botella o placa de
cultivo presentdé una confluencia >80% se realizaron subcultivos utilizando
tripsina/EDTA 0,25% (1:2) (Gibco™, USA) para desadherir las células durante 5 minutos
a 37°C. La accion de la tripsina se detuvo adicionando el doble del volumen de tripsina
de SFB o solucion neutralizadora de tripsina 1X (Corning, New York, NY, USA). Durante
el cambio de medio o subcultivo de las células se realizaron 2 lavados a la monocapa
con PBS o DPBS 1X (Corning, New York, NY, USA) para eliminar las células no

adheridas y/o restos celulares.

6.1.3 Descongelaciéon de HUVECs

Antes de iniciar la descongelacion se desinfectaron todas las superficies de
trabajo dentro de la camara de flujo laminar y se preparé el material necesario.
Brevemente, primero se retir6 el criotubo del nitrogeno liquido, se limpid alrededor de la
tapa de criotubo con una toalla de papel empapada en alcohol al 70% y se gir6 la tapa
del tubo para eliminar cualquier residuo de nitrégeno que pudiera haber quedado. Luego
se procedio a cerrar el criotubo y se sumergi6 parcialmente en un bafio termoregulado
a 37°C para permitir la descongelaciéon del contenido. Posteriormente, se ingresé el
criotubo a la camara de flujo, traspasando el contenido completo del criotubo a un frasco
de cultivo T-75 con 5 mL medio de cultivo ECGM completo (SFB, Glutamina y
antibiotico). Finalmente, se dejo el frasco dentro de la incubadora en las condiciones
estandares de cultivo: temperatura 37°C y en ambiente de 5% CO-. Al dia siguiente se
realizé cambio de medio de cultivo para remover el crioprotector residual, lavando con
DPBS 1X tibio. Finalmente, se adicioné 10 a 12 mL. de medio completo fresco dejando

en el incubador para que las células se repliquen.
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6.1.4 Recuento celular

Para establecer la cantidad de células totales vivas a utilizar en los distintos
tratamientos, se realizaron recuentos celulares. Para ello se tom6 un alicuota de la
suspension celular y se le adicioné como colorante azul tripan 0,5% en una dilucion 1:1.
El conteo se realizé utilizando un sistema automatico LUNA-II (Logos Biosystems, Korea
del Sur). Finalmente, previo a la aplicacion de cada tratamiento el medio de crecimiento
celular fue reemplazado por medio con los diferentes tratamientos suplementado con 1-

10% de suero fetal bovino.

6.2 Preparacion de la microparticula de composito de nPSi-CD

6.2.1 Obtencion de microparticulas de silicio nanoporoso

La preparacion de la microparticula de composito nPSi-BCD se realizé utilizando
obleas de silicio nanoporoso (nPSi), las cuales se limpiaron mediante ultrasonicacion
utilizando acetona, isopropanol y agua destilada, durante un periodo de 15 minutos en
cada disolvente. La acetona se utiliz6 para eliminar las sustancias grasas y aceitosas;
luego se agrego isopropanol para retirar restos de acetona, y finalmente se enjuago con
agua destilada para eliminar cualquier residuo de isopropanol. Posteriormente, se
fabricaron capas de nPSi mediante grabado electroquimico a partir de las obleas de
nPSi limpias, utilizando una solucién de HF (48%), EtOH (1:2) bajo condiciones de
formacion controlada: tiempo de grabado de 30 minutos y densidad de corriente de 80
mA-cm2. Se aplico un pulso de electropulido para obtener capas de nPSi
independientes. Para eso, la densidad de corriente aplicada se mejoré a 150 mA-cm?
durante 2 segundos. Las capas independientes de nPSi se rasparon con una punta de
diamante para obtener microparticulas. Se molieron, se recogieron en EtOH y se
sometieron a 10 minutos de agitacion con ultrasonido para su homogeneizacion.
Finalmente, las microparticulas de nPSi obtenidas se oxidaron quimicamente con H.O»

al 30% v/v, durante 12 horas en agitacion orbital y se enjuagaron con EtOH (Figura 7).




Materiales y métodos-Tesis doctoral | Dina Guzman Oyarzo

\

— —)
Raspado k,
Sustrato: Grabado Capa de
Oblea de Silicio Electroquimico nPSi
. .
pl4
b - —) Y G
i —

b’ Oxidacién = @

con H,0, @ @t
nPSi Microparticulas

Capa de \j Agitacién arti
Qi raspada ultrasénica de nPSi OXId?

Figura 7. Etapas de la sintesis de las microparticulas de nPSi oxidadas.

6.2.2 Sintesis de microparticula de composito nPSi-BCD

Las microparticulas de nPSi oxidadas fueron el sustrato para sintetizar el
composito de acuerdo con el protocolo descrito por Hernandez-Montelongo et al. (2018)
(Figura 8). Las microparticulas de nPSi fueron sumergidas en una solucién de quitosana
(Qui) al 1% p-v'durante 15 minutos y después se enjuagaron con EtOH (nPSi-Qui). La
solucion de Qui se prepard previamente con acido acético glacial 100 mM, luego, se
ajustd el valor de pH a 4 con una solucion de HCI 0.1/NaOH. Para la sintesis del
composito (nPSi-BCD), se preparé una solucién del monémero con 10 g de BCD, 3 g de
NaH2PO»-H-O como catalizador y 10 g de acido citrico en 100 mL de agua destilada.

Luego, nPSi-Qui se sumergio en esta solucion durante 15 minutos en agitacion.

Las muestras se secaron primero a temperatura ambiente y luego a 90°C,
durante 1 hora en cada caso. La polimerizacion in situ de BCD-acido citrico en nPSi-Qui
se realiz6 a 140°C durante 25 minutos. Posteriormente, las muestras se enjuagaron con

EtOH, se secaron a 90°C durante 1 hora y se molieron para su homogeneizacion.




Materiales y métodos-Tesis doctoral | Dina Guzman Oyarzo

Solucion
Quitosana

nPSi-CD

T

wo~
@ Acido cafeico

nPSi-BCD/CA

/\ HO.
o,
HO. on
00
oH NH,
HO NH|

nPSi

N

Figura 8. Esquema experimental de la sintesis de la microparticula de composito
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6.3 Caracterizacién fisicoquimica de la microparticula de composito
nPSi-CD

6.3.1 Potencial Zeta

El analisis del potencial zeta se utilizé para determinar por la movilidad
electroforética de las microparticulas dentro de un campo eléctrico y con ello evaluar la
carga eléctrica de éstas a través de ZetaSizer Nano-ZS (Malvern Ltd., Reino Unido).
Para ello primero se enjuago la celda con agua y las muestras se resuspendieron en

agua destilada y se cargdé 1 mL de cada muestra cuidando no dejar burbujas de aire.

6.3.2 Analisis quimico

Los analisis quimicos de las microparticulas se realizaron a través de
espectroscopia infrarroja transformada de Fourier con reflectancia total atenuada (ATR-
FTIR), utilizando un espectréometro FTIR (CARY 630 FTIR Agilent Technologies, USA.),
en el rango entre 4000 y 600 cm™ con una resolucion de 1 cm™ (NS = 4). Los espectros
obtenidos fueron procesados matematicamente mediante un suavizado de datos y

normalizacion espectral.
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6.3.3 Analisis morfolégico, tamafo y composicion elemental

La morfologia y el tamafio de las microparticulas nPSi-BCD se evaluaron
mediante microscopia electronica de barrido de presién variable (VP-SEM, SU-3500
Hitachi, Japon), utilizando un voltaje de aceleracion de 5 kV. La distribucion del tamafio
de las muestras se presenté como histogramas y el procesamiento de las imagenes de
SEM se realizo utilizando el software ImagedJ disponible gratuitamente. Por otro lado, el
porcentaje atomico se obtuvo por analisis de espectroscopia de rayos X dispersiva
(EDX) con una mira X INCA de Oxford Instruments dentro del equipo VP-SEM.

6.3.4 Analisis termogravimétrico

Los andlisis termogravimétricos (TGA) se realizaron en una atmosfera de N2 a

una velocidad de calentamiento de 10°C/minuto (DTG-60H Shimadzu, Japén).

6.4 Cargay liberacion de polifenoles

6.4.1 Carga de polifenoles acido cafeico y pinocembrina

Los polifenoles AC y Pin, se reconstituyeron con DMSO al 100% a una
concentracion de 200 uM y se almacenaron a -20°C hasta el momento de realizar los
ensayos in vitro. Las muestras se cargaron con AC y Pin por medio de una solucion
acuosa concentrada de cada polifenol (2 pM), posteriormente se colocaron en una
incubadora con agitador horizontal (NB-2005LN Biotek, Chile) a 100 RPM y temperatura
ambiente. Después de la carga de polifenoles, las muestras se secaron a temperatura

ambiente y se molieron por homogeneizacion.

Para determinar la carga maxima de polifenoles, se hidrolizaron muestras de
soluciones de NaOH 0,1 M los cuales se analizaron por espectrometria UV-visible
(espectrometro Uvmini-1240 Shimadzu, Japon). AC y Pin se detectaron a 310 y 322 nm,
respectivamente. Los datos de liberacion de polifenoles se obtuvieron en diferentes
momentos utilizando como medio de liberacién una solucién de PBS en agitacion a 100
RPMy a 37°C. Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se usaron muestras

de nPSi como controles en estos experimentos cinéticos.
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6.4.2 Mecanismos de liberacion del farmaco

Para determinar el mecanismo de liberacion del farmaco, se ajustaron tres
modelos a los perfiles de liberacion: modelos de primer orden, Higuchi y Korsmeyer-

Peppas. La ecuacion de primer orden es (Gibaldi & Feldman, 1967):

In My —In Mo = kit (1)

donde M:; es la cantidad acumulativa absoluta de farmaco liberado en el punto de tiempo
t, Mo es la cantidad inicial de farmaco en la solucion, y ki es la constante cinética de

liberacién de primer orden. La ecuacion de Higuchi es (Higuchi, 1963):

M = kit 2)

donde M:; es la cantidad acumulativa absoluta de farmaco liberado en el punto de tiempo
t, y ku es la constante cinética de liberacion de Higuchi. EI modelo semiempirico

Korsmeyer-Peppas esta dado por (Korsmeyer et al., 1983):

Mt/Moc = kKPl'n (3)

donde Mi/M., es la liberacion fraccionada del farmaco, t es el tiempo de liberacién, kke
es la constante cinética de liberacion de Korsmeyer-Peppas y n es un exponente que
caracteriza el mecanismo de liberacion. La adaptacién de los modelos se realizé con el

software SigmaPlot 14.
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6.5 Generalidades de polifenoles

Los polifenoles AC y Pin fueron obtenidos a Sigma Aldrich (Louis, MO, USA).

Las caracteristicas fisicoquimicas de polifenoles utilizados se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas de los polifenoles acido cafeico y

pinocembrina.

Acido cafeico Pinocembrina
Formula CoHsO4 C15H1204
Peso molecular 180,16 g/mol 256,25 g/mol
Pureza > 98 % (HPLC) 95 % (TLC)
Color Amarillo palido a oscuro Blanquecino a amarillo
Solubilidad 50 mg/mL, EtOH 20 mg/mL, CHCI;
Estructura 0

N 0H HO 0 @
HO
OH OH O

6.5.1 Preparacion de stock de polifenoles

Los polifenoles fueron disueltos en DMSO 100% (Thermo Scientific, USA). El

esquema de preparacion de soluciones stock de polifenoles se presenta en la figura 9.

6.5.1.1 Acido cafeico

Se preparo un stock para AC de 500.000 uM, pesando 90 mg de AC, para luego
ser disueltos en 1 mL de DMSO 100%. Posteriormente cada vez que se necesitd
preparar las distintas concentraciones de los tratamiento, se realizé una dilucion inicial
de 1:200 con el cual se redujo el porcentaje de DMSO al 1% y la concentracion de cada
polifenol a 2500 uM, para finalmente obtener las concentraciones para cada polifenol

mediante la formula matematica:

Volumen 1 x Concentracion 1 = Volumen 2 x Concentracion 2
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6.5.1.2 Pinocembrina

Para Pinocembrina se prepar6 un stock de 200.000 yM, pesando 25 mg de Pin,
los cuales fueron disueltos con 0,487 mL de DMSO 100%. Posteriormente, cada vez
qgue se necesito preparar las distintas concentraciones de los tratamiento, se realizé una
dilucion inicial de 1:200 con el cual se redujo el porcentaje de DMSO al 1% vy la
concentracion de cada polifenol a 1000 uM, para finalmente obtener las concentraciones

para cada polifenol mediante la férmula matematica:

Volumen 1 x Concentracion 1 = Volumen 2 x Concentracion 2

6.6 Tratamientos experimentales

Todos los tratamientos se realizaron en triplicado técnico y biolégico usando
células HUVEC sub-cultivadas que estaban entre el pasaje 5 al 10. Las células HUVEC
fueron expuestas a los tratamientos que se detallan en la tabla 4, por un maximo de 24
horas en condiciones estandares de cultivo a temperatura de 37°C y atmésfera de 5%
CO..

Tabla 4. Grupos experimentales de los diferentes tratamientos utilizados para
acido cafeico y pinocembrina, tanto en solucion como cargados en la

microparticula de composito nPSi-BCD.

TRATAMIENTOS

En solucion Microencapsulados
Control Control
Vehiculo (DMSO) Vehiculo (Composito)
Acido cafeico 50 pM M + 50 uM
150 uM M + 150 uM
350 uM M + 350 uM
Pinocembrina 10 uM M+ 10 uM
20 uM M+ 20 uM
65 uM M + 65 uM
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6.6.1 Preparacion de tratamientos

Todos los tratamientos se prepararon a partir de una solucién stock de cada
polifenol de 500.000 uM y 200.000 uM para AC y Pin, respectivamente. Para esto se
descongelaron las alicuotas de cada stock y se preparé una dilucion inicial 1:200, cuyo
objetivo fue reducir el porcentaje de DMSO a concentraciones en las cuales la viabilidad
de la célula no se viera afectada. Finalmente se obtuvieron las concentraciones de AC

y Pin a utilizar para los distintos tratamientos experimentales como se muestra en la

figura 9.
Polifenoles
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Figura 9. Representacion esquematica de la preparacion de soluciones stock para
los polifenoles acido cafeico y pinocembrina, asi como también de las

concentraciones utilizados para los diferentes tratamientos.
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6.7 Ensayos de viabilidad y citotoxicidad

6.7.1 Viabilidad de HUVECs expuestas a acido cafeico y pinocembrina

Para determinar el efecto citotéxico de AC y Pin sobre la viabilidad de HUVEC
cultivadas in vitro, se utilizo el kit de proliferacion celular CellTiter 96® Aqueous One
Solution (MTS) (Promega, CA, USA.). El ensayo MTS se basa en la reduccion de la sal
de tetrazolio en formazan, un producto soluble, coloreado que se forma a partir de la
actividad de enzimas deshidrogenasas en la mitocondria de células vivas en condiciones
optimas de temperatura (37°C). La cantidad de formazan producido es directamente

proporcional al nimero de células vivas en cultivo (Figura 10).

Los ensayos se realizaron de acuerdo a lo descrito previamente por Goodwin et
al., (1995); Berridge et al., (1993). Brevemente, fueron sembradas 2.5x10°
células/pocillo, en un volumen final de 100 uL para placas de cultivo de 96 pocillos. La
placa se dejo incubar en condiciones estandares de cultivo por un periodo de 18-24
horas para permitir la adherencia de las células. Al dia siguiente, se prepararon
concentraciones entre 2-2000 uM para cada polifenol siguiendo el procedimiento antes
descrito en el punto 6.7.1. Posterior a las 24 horas de tratamiento se descarté el medio
con tratamiento y se agreg6 a cada pocillo 100 yL de medio de cultivo fresco y 20 uL
del reactivo MTS. Seguidamente, se dejo incubar a 37°C por 4 horas en ambiente
humidificado y atmdésfera de 5% CO; protegido de la luz, para posteriormente realizar la
lecturas de absorbancias a una longitud de onda de 490 nm usando un lector de
microplaca (NanoQuant, Infinite® M200PRO - Tecan). Como control se utilizaron
células sin tratamiento y células tratadas con DMSO 0,1% (vehiculo). La absorbancia
de fondo fue corregida incluyendo un blanco reactivo (medio de cultivo + reactivo MTS).
Se restdé la absorbancia de los pocillos menos la del blanco para obtener las
absorbancias corregidas. El porcentaje de viabilidad celular fue calculado usando la

densidad optica de acuerdo a la siguiente formula:

Viabilidad celular (%) = ((D.O.tratamientos )/(D.O.control)) x 100
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Figura 10. Esquema de la reaccidon quimica de conversion de la sal de tretrazolium
en formazan. El MTS es metabolizado por las células, a nivel mitocondrial, produciendo

formazan. Extraido de boletin técnico, Promega.

6.7.2 Concentracion efectiva

La concentracion efectiva es utilizada para evaluar la eficacia, potencia o la
concentracion de un farmaco (polifenoles) con la cual se observa una respuesta o efecto

deseado, es decir en este caso, porcentaje de viabilidad celular.

Para esto se realizd un screnning el cual incluyé un rango amplio de
concentraciones desde 2 hasta 2000 uM para cada polifenol. Posteriormente se realizd
el ensayo MTS, como se describe en el punto 6.8.1, para obtener una ecuacion general
para una curva dosis-respuesta. En este tipo de curvas, se muestra la respuesta en
funcion del logaritmo de concentracion, donde X es el logaritmo de la concentracion e Y
es la respuesta. Finalmente, a partir de un modelo matematico de regresion no lineal se

obtienen los datos.

6.7.3 Citotoxicidad de la microparticula de composito nPSi-BCD

Para determinar el efecto de la microparticula de composito (nPSi-BCD) sobre la
viabilidad celular de HUVEC, se utilizo el ensayo de viabilidad celular CellTiter-Fluor™
(Promega, USA.). Este ensayo mide la actividad de una proteasa constitutiva y

conservada dentro de células vivas, usando un sustrato peptidico fluorogénico (glicil-
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fenilalanil-aminofluorocoumarina; GF-AFC). El sustrato ingresa a las células intactas
donde es escindido por la actividad de la proteasa generando una sefial fluorescente

proporcional al nimero de células vivas (Figura 11).

El ensayo se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
expusieron 1x10° células a diferentes concentraciones de composito por un periodo de
8 horas. Una vez pasadas las horas se tratamiento, se agregé un volumen de 100
uL/pocillo de reactivo CellTiter-Fluor™, se mezclé durante unos segundos con agitacion
orbital para posteriormente incubar durante 30 minutos a 37°C. Finalmente se
obtuvieron fotografias usando un microscopio laser confocal (CLSM, FV1000 Olympus,
Japon) con longitudes de onda de excitacion y emision de 390 nm y 505 nm,
respectivamente. El andlisis de intensidad de fluorescencia se realizé con el software
Olympus Fluoview (FV1000 v2.0).

GF
Vida celular activa /

\ CFy

Proteasa
HoN“ j iko

Célula viva

CF,
Sustrato de célula-viva:

m sustrato fluorogénico
GF—E 0

El sustrato de
proteasa de células
vivas puede atravesar
la membrana celular.

0 permanente para la
proteasa de células vivas
(Gly-Phe-AFCoumarina).

Figura 11. Esquema de la reaccion quimica para la deteccion de células vivas
del

aminofluorocoumarina. Extraido de boletin técnico, Promega.

mediante la utilizacién sustrato  fluorescente glicil-fenilalanil-

6.8 Induccion de estrés oxidativo con H20:

6.8.1 Citotoxicidad de H:0-
La concentracion de H2O: que se utilizé para estimular la produccion de estrés
oxidativo en células HUVEC fue determinada a través de un ensayo de viabilidad con

MTS Promega (CA, USA). Se basa en la reduccién de la sal de tetrazolio en formazan,
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un producto soluble, coloreado que se forma a partir de la actividad de enzimas
deshidrogenasas en la mitocondria de células vivas en condiciones optimas de
temperatura (37°C). La cantidad de formazan producido es directamente proporcional

al numero de células vivas en cultivo (Figura 10).

Los ensayos se realizaron de acuerdo a lo descrito previamente por Goodwin et
al., (1995); Berridge et al., (1996) . Brevemente, fueron sembradas 2.5x10°
células/pocillo, en un volumen final de 100 uL para placas de cultivo de 96 pocillos. La
placa se dejo incubar en condiciones estandares de cultivo por un periodo de 18-24
horas para permitir la adherencia de las células. Al dia siguiente, se prepararon
concentraciones entre 50 — 0,2 mM de H2O:. Posterior a las 12 horas de tratamiento se
descarté el medio con tratamiento y se agregoé a cada pocillo 100 puL de medio de cultivo
fresco y 20 pL del reactivo MTS. Seguidamente, se dejé incubar a 37°C por 4 horas en
ambiente humidificado y atmdsfera de 5% CO- protegido de la luz, para posteriormente
realizar la lecturas de absorbancias a una longitud de onda de 490 nm usando un lector
de microplaca (NanoQuant, Infinite® M200PRO — Tecan). Como control se utilizaron
células sin tratamiento y células tratadas con DMSO 0,1% (vehiculo). La absorbancia
de fondo fue corregida incluyendo un blanco reactivo (medio de cultivo + reactivo MTS).
Se restdé la absorbancia de los pocillos menos la del blanco para obtener las
absorbancias corregidas. El porcentaje de viabilidad celular fue calculado usando la

densidad optica de acuerdo a la siguiente formula:

Viabilidad celular (%) = ((D.O.tratamientos )/(D.O.control)) x 100

6.8.2 Induccion estrés oxidativo

Para evaluar la cantidad de estrés oxidativo generado por el tratamiento con
diferentes concentraciones de H>0-, se utilizé la sonda CM-H2DCFDA, la cual es un
indicador general de estrés oxidativo. Primero se reconstituy6 la sonda a 2000 uM en
DMSO 100% y luego se estandarizé la cantidad a usar, para esto de probaron
concentraciones de sonda entre 3 y 0,125 uM. Brevemente, se sembraron 2x10°
células/pocillo, en un volumen final de 500 uL para placas de cultivo de 24 pocillos. La
placa se mantuvo en cultivo por un periodo de 18-24 horas, posteriormente se agrego a
cada pocillo 300 pL de PBS con la sonda CM-H2DCFDA y se dejé incubar en oscuridad

durante 40 minutos a 37°C. Luego se descarto el PBS y las células fueron tratadas con
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diferentes concentraciones de H>O-. Transcurrido el tiempo de tratamiento, se elimind el
medio con tratamiento y se lavé una vez con PBS. Se agregaron 250 uL de tripsina a
cada pocillo para despegar las células. La tripsina fue inactivada con 500 yL de SFB
para después colectar las células en tubos para citometro. Los tubos se centrifugaron a
800 rpm por 8 minutos, se descartd el sobrenadante por inversion de tubo y se
adicionaron 300 yL de PBS frio para lavar las células. Se realizd6 nuevamente una
centrifugacion y finalmente se resuspendio el pellet con 150 yL de PBS frio. Los tubos
se llevaron al citometro para ser leido a 492-95 nm/517-57 nm de excitacion y emision,

respectivamente.

6.9 Evaluacion de la actividad antiangiogénica de acido cafeico y

pinocembrina

6.9.1 Ensayo en membrana acantocorionica de pollo

El ensayo en membrana acantocoridnica de pollo (CAM) es un modelo que ha
sido utilizado para el estudio in vivo de la angiogénesis. De acuerdo a lo anterior, se
realizé este ensayo utilizando diversos grupos experimentales, los que se presentan en
la tabla 5.

Para el ensayo en CAM de pollo, los huevos fueron comprados en el Instituto de
Salud Publica de Chile y la fertilizacion se realiz6 como fue descrito por Sinning et al.,
(2012). Brevemente, los huevos fertilizados de gallinas White Legorn (Gallus gallus)
fueron mantenidos en una incubadora a 38,2°C en una atmodsfera humidificada. Se
marco el polo (apice) del embrion y fue incubado a 37°C durante otras 72 horas. Luego
se perfor6 en la cascara del huevo un pequefo orificio (1 mm) en el polo previamente
marcado para extraer ~2 mL de albumina y asi evitar la adherencia de el embrién a la
corteza superior. Posteriormente, en la etapa 20 del desarrollo embrionario se cre6 una
gran apertura (2 x 1 cm) en el polo embrionario el cual fue sellado con papel plastico
(Saran-wrap). Una semana después, la cubierta de plastico fue retirada y sobre la
membrana corioalantoidea en crecimiento y contacto directo con la region
vascularizada, se coloco un filtro de metilcelulosa estéril de 5 mm de diametro embebido

con 10 uL de cada tratamiento.

Después de 3 dias, CAMs fueron retirados de los huevos, fijados en 4% de p-

formaldehido, luego deshidratado, embebido en parafina y tefiido con hematoxilina-
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eosina. Los vasos sanguineos en las muestras histolégicas de cada grupo se contaron
utilizando un Microscopio Optico (Motic BA310) con aumento de 400x. El conteo se
realiz6 en 25 campos microscopicos en forma ciega por dos examinadores. Los
resultados se expresaron como N° de vasos sanguineos/por campo. Se tomaron

microfotografias representativas de cada grupo.

Tabla 5. Grupos experimentales que se incluyeron para el ensayo en membrana

acantocorionica de pollo.

Grupo experimental Tratamientos
Control Fetos en condiciones normales con DMSO
1 AC 50 uM
2 AC 150 uM
3 AC 350 uM
4 Pin 10 uM
5 Pin 20 uM
6 Pin 65 uM

6.9.2 Formacion de estructuras tubulares en matrigel

La capacidad de HUVECs para formar estructuras parecidas a los vasos
sanguineos, fue evaluada mediante un ensayo utilizando matrigel alto en factores de
crecimiento (Corning, New York, NY, USA) en presencia de H.O>, a una concentracion
previamente estandarizada, y distintas concentraciones de polifenoles AC y Pin tanto en

solucién como microencapsulados.

Este ensayo fue realizado de acuerdo a un protocolo previamente descrito por
Arnaoutova et al., (2010), con algunas modificaciones. Brevemente, un dia antes de
iniciar al ensayo se sub-cultivaron las células de forma normal y luego se sembraron
5x10° células en un frasco T-75. Paralelamente se descongeld el matrigel desde -20°C
a 4°C. Al dia siguiente se cargaron 50 uL de matrigel por pocillo evitando la formacion
de burbujas y manteniendo la placa en hielo. Luego se dejé la placa de 96 pocillos a
37°C por 30 minutos para que gelificara el matrigel. Mientras tanto, se tripsinizo la botella
T-75 que se dejo del dia anterior, para luego centrifugar, cuantificar el nimero de células
y evaluar viabilidad. Posteriormente, se resuspendio el pellet de células a una

concentracion de 1,5x10° células/mL y se cargd 1 mL de la suspension en tubos conicos
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de 15 mL (1 para cada condicion). Seguido a esto, se realizd una centrifugacion a 1000
RPM por 5 minutos y se descarté sobrenadante. Por ultimo, se agregd 1 mL de medio
de cultivo con tratamiento para cada condicion y se resuspendieron las células
cuidadosamente, pipeteando 100 pL de la suspensién (15.000 células) por pocillo. La
placa se incubd durante 4 horas con H2O, a una concentracién de 0,39 mM previo al

tratamiento con los polifenoles el cual se mantuvo por un periodo de 8 horas.

Se obtuvieron fotografias utilizando un microscopio invertido (Olympus). El
procesamiento de las imagenes fue realizado con el software Image Processing and

Analysis in Java (Imaged 1.52a, macros Angiogenesis Analyzer).

6.10 Determinacion de la actividad antioxidante de polifenoles

La capacidad antioxidante de los polifenoles AC y Pin tanto en solucion como
microencapsulados, se determiné mediante el método de radical ABTS, el cual se basa
en la capacidad del antioxidante para reducir y estabilizar el radical catidnico coloreado
2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6-acido sulfonico (ABTS-*). Cuando el radical se
reduce se observa una decoloracion de la solucion verde-azul. Asi, mientras mayor sea
la capacidad de reduccion del radical libre, mayor sera la decoloracion de la solucion

que lo contiene, lo cual se traduce en una disminucion de la absorbancia a 734 nm.

6.10.1 Preparacion y reaccion quimica del reactivo radical ABTS

El método mas actual considera la formacion del cation radical ABTS a partir de
una reaccion entre el cromoéforo ABTS verde-azul y persulfato de potasio. Por lo tanto,
la preparacion de la solucion madre del radical ABTS se realizé mezclando 0,0166 g de
K2S20s (2,45 mM) y 0,096 g de ABTS (7 mM) en 25 mL de agua destilada. La solucién
stock se dejo reposar durante toda la noche en oscuridad. Para diluir el reactivo radical
ABTS stock, se preparé buffer acetato de sodio/acido acético 20 mM mezclando 186 uL
CH3COOH glacial y 0,24 g CH3COONa 3H.0. El buffer se ajust6 a pH 4,5 y se aforo a
250 mL con agua destilada. La solucion de trabajo del reactivo ABTS se diluyé hasta

obtener una absorbancia de 0,700 + 0,010 a una longitud de onda de 734 nm.

La reaccién de decoloracion del radical ABTS se realizé siguiendo el siguiente
esquema de pipeteo: 50 uL de polifenol + 1450 pL reactivo radical ABTS. La reaccion
se dej6 incubar en oscuridad durante 30 minutos. Se cronometré un minuto entre cada

reaccion realizada para no variar el tiempo de reaccién con el radical entre cada
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medicion. La lectura de absorbancia fue realizada a 734 nm utilizando un
espectrofotometro. Como blanco se utilizé el buffer acetato y se registro la absorbancia
del radical ABTS (0,700 £ 0,010). Para determinar el %Inhibicion se utilizo la siguiente

ecuacion:

%I = (Abs ABTS - Abs muestra)/(Abs ABTS) x 100

Las mediciones se realizaron segun la metodologia propuesta por Re et al., (1999)
con algunas modificaciones. Los resultados fueron expresados como equivalentes de

Trolox.

6.11 Evaluacion de la expresion génica de Nrf2, Keap1, Akt, Cat, Glut-P,
Hmox1, Gclc y Gelm

Se evaluo la expresion de genes relacionados a la respuesta antioxidante y
angiogénesis en células que fueron sometidas a estrés oxidativo (H20-) y luego tratadas
con diferentes concentraciones de dos polifenoles AC y Pin, tanto en solucion como
microencapsulados. Los genes evaluados fueron los siguientes: Nrf2: Factor nuclear
eritroide humano tipo 2, Keap1: Proteina 1 asociada a ECH tipo Kelch, Akt: Proteina
quinasa de serina-treonina, Cat: Catalasa, Glut-P: Glutation Peroxidasa, Hmox1: Hemo
oxigenasa-1, Gclc: Glutamato-cisteina ligasa subunidad catalitica y Gclm: Glutamato-
cisteina ligasa subunidad modificadora. Como genes normalizadores (housekeeping) se
evaluaron los genes ribosomales: Rps13, Rps29, Rpl27, Rpl30 y GADPH:

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

6.11.1 Extraccion de ARN total

La extraccion de ARN total se realizé a partir de células HUVEC tratadas. Para
esto se sembraron 1,5x10° células/placa p-60 por cada tratamiento. Las células fueron
mantenidas en cultivo durante 18 a 24 horas para posteriormente ser estimuladas
durante 4 horas con 0,4 mM de H2O:y luego tratadas durante las siguientes 24 horas
con diferentes concentraciones de los polifenoles en solucion y microencapsulados. Al
término del tratamiento se retird el medio de cultivo y posteriormente el ARN fue aislado

utilizando el reactivo Trizol Ambion (Invitrogen, USA) siguiendo las instrucciones del
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fabricante. Brevemente, las células fueron lisadas con 1000 pL de reactivo Trizol y 10
uL de 2-mercaptoetanol (Biorad, USA), la mezcla fue homogeneizada utilizando una
jeringa y vortex, para luego ser incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion, se adicion6 200 uL de cloroformo agitando vigorosamente la mezcla por
15 segundos y incubando por 15 minutos en hielo. Posteriormente, las muestras fueron
centrifugadas a 12000 g durante 15 minutos a 4°C. La fase acuosa e incolora superior
que contiene el ARN fue transferida a un tubo de microcentrifuga estéril, al cual se
agrego 500 uL de isopropanol puro, luego se mezclo e incubd a -20°C toda la noche
para dejar precipitar el ARN. Transcurrido el tiempo de precipitacion las muestras se
centrifugaron nuevamente a 12000 g durante 15 minutos a 4°C. El pellet obtenido fue
lavado con 1000 pL de etanol 75% y centrifugado a 7500 x g por 5 minutos. Se elimin6
el sobrenadante y se dej6 secar el pellet durante 15 minutos. Finalmente, el ARN fue
resuspendido en 30 uL de agua libre de nucleasas y almacenado a -80°C hasta su

utilizacion.

6.11.2 Evaluacion de integridad, concentraciéon y pureza del ARN

La integridad de las muestras de ARN extraido fueron evaluadas a través de una
electroforesis en gel de agarosa al 1,2%. Para la preparacion del gel se utilizé buffer
TBE 1X 'y agua con DEPC estéril. La condiciones de la corrida electroforética fueron 40
minutos a 70 volt y 300 mA. El ARN fue visualizado en transiluminador UV (G:Box chemi
XQR, Syngene, USA), para lo cual lo utilizé gel red el cual fue agregado en el buffer de

carga.

La concentracion y pureza del ARN extraido fue determinada mediante
espectrofotometria UV (Sambrook et al., 2001), utilizando un espectrofotometro
Nanoquant (Infinite® M200PRO — Tecan). EI ARN absorbe luz a 260 nm, debido a esta
propiedad se puede relacionar de manera directa la cantidad de luz absorbancia con la
concentracion, pudiendo asi, estimar la concentracion de ARN (ug/ml) en cada muestra.
Por otra parte, se utilizé relacion A260/280 para determinar la pureza del ARN. Cuando
la relacion A260/A280 esta en un rango de 1.8 y 2.0, se considera una buena pureza,
mientras que, valores > 2.0 indica la presencia de ADN y < 1.7 significa que hay
presencia de proteinas y fenol. Las lecturas de absorbancia se realizaron por duplicado

cargando 2 uL de cada muestra de ARN extraido.




Materiales y métodos-Tesis doctoral | Dina Guzman Oyarzo

6.11.3 Eliminacion del ADN genémico y sintesis de ADN complementario

Previo a la sintesis del ADN complementario, el ARN extraido fue sometido a un
tratamiento con desoxirribonucleasa | (DNasa 1) (kit Turbo DNA-free, Invitrogen, USA)
para la eliminacion del ADN gendmico. El tratamiento se realiz6 siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, a 1 ug de ARN se le agregd 1 uL de enzima
Dnasa (1U/ pL), 3 uL de buffer de la enzima 10X para un volumen final de 30 pL.
Posteriormente, se mezcloé pipeteando suavemente y se incubd a 37°C durante 30
minutos. La reaccion fue detenida anadiendo 3 uL del reactivo de inactivacion de la
Dnasa, para luego incubar la reaccién durante 5 minutos a temperatura ambiente (22-
26°C), homogeneizando la reaccién 2 a 3 veces. Las muestras se centrifugaron a 10.000
g durante 1,5 minutos. Finalmente el sobrenadante que contiene el ARN se transfirié a

un tubo de microcentrifuga estéril para ser cuantificado nuevamente.

La sintesis de ADN complementario (ADNc) se realizé mediante una reaccion de
transcripcion reversa (RT-PCR), utilizando el kit iScript Reserve Transcription Supermix
(BIO-RAD, USA). Cada reaccion fue realizada en un volumen final de 20 pL, para esto
se agrego 4 uL del reactivo iScript Supermix, 1 ug ARN tratado con Dnasa | y volumen
de agua variable. El protocolo de PCR correspondid a: una etapa de cebado por 5
minutos a 25°C, reaccién de RT por 20 minutos a 46°C y finalmente la inactivacion de
la RT por 1 minuto a 95°C. El ADNc sintetizado fue almacenado a -20°C hasta su

utilizacion.

6.12 Analisis de la expresion génica mediante PCR en tiempo real

6.12.1 Diseno y eficiencia de partidores

Para el disefio de los partidores se utilizé la plataforma del National Center for

Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast) vy

para la revision de posibles formacion de dimeros se utilizé el programa AmplifX (Nicolas
Jullien 2004-2013, v1.7.0). Los partidores se disefiaron con una temperatura annealing
de 60°C. La tabla 6 presenta las secuencia de partidores utilizados para evaluacion de

la expresion de genes asociados a la via antioxidante y angiogénesis.
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Tabla 6. Secuencia de partidores utilizados para evaluacion de la expresién de

genes asociados a la via antioxidante y angiogénesis.

Gen Secuencia Forward (5°-3°) Secuencia Reverse (3°-5°)
NRF2 TGA CTG AAA CGT AGC CGA AGA TAC TCC CAG GTT GCC CAC AT
KEAP1 GGG TCA AGT ACG ACT GCG AA AGC TGC ATC TGC AGG AAG TT
AKT CAG GAT GTG GAC CAA CGT GA AAG GTG CGT TGC ATG ACA GT
CAT ATG CAA ATG GGG AGG CAGTT TTC CTG TGG CAATGG CGT TA
GLUT-P GCG GGG CAA GGT ACT ACT TA CGT TCT TGG CGT TCT CCT GAT
HMOX1 CTT TTG GAG GTT TGA GAC AG CAA TGG CCT AAA CTT CAG AG
GCLC TGG AGC AAC CTACTG TCT AA CAG GTC CCA GGT AGTCTT TA
GCLM TCC CAG TAAGGC TGT AAATGC T TTG GAG TTG CAC AGC TGG AT
RPS13 AGT AAG GCC CTTCTT GGC CAGTT | TCC CAG TCG GCT TTA CCC TAT CG
RPS29 CAT AGG CAG TGC CAA GGA AGA CAG TGT TTC CGT CAG TAC GC
RPL27 | GGT CAA TTC CAG CCA CCA GAG CAT TCC GGA CGC AAA GCT GTC ATC
RPL30 | TCT GCT TGT ACC CCA GGA CGT ACT | ATG GTG GCC GCA AAG AAG ACG A
GAPDH TGA ACG GAT TTG GCC GCATT GTT CAC GCC CAT CAC AAA CA

Para determinar la eficiencia de la reaccion de amplificacion para cada par de
partidores, se utilizé una curva estandar de cDNA, la cual fue obtenida mediante
diluciones seriadas (1:10) como se muestra en la figura 12. Posteriormente, cada
dilucion de cDNA se utilizé como templado para la gPCR. Los datos obtenidos de CT
(Cycle Threshold) y concentracion de cDNA fueron graficados para obtener la curva
estandar de partidor en estudio. Finalmente, la eficiencia de la reaccién fue calculada

con la siguiente formula:

1

10( S ope)

E

donde S corresponde al valor de la pendiente de la curva estandar. Ademas, se evalu6
la especificidad de la amplificacién para cada uno de los fragmentos de los genes

investigados, mediante el andlisis de las curvas de disociacién o de melting.
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Figura 12. Representacion esquematica del protocolo de diluciones de cDNA

preparadas de para la obtencion de la curva de eficiencia de partidores.

6.12.2 Seleccion de genes normalizadores

En total fueron testados 5 genes para ser utilizados como normalizadores de la
expresion génica, correspondientes a GADPH y los ribosomales RPS13, RPL 27, RPS
29 y RPL30. La seleccion del mejor normalizador se realiz6 mediante el programa

RefFinder (https://heartcure.com.au), herramienta desarrollada para la evaluacion y

screnning de genes de referencia. Esta herramienta agrupa los siguientes programas:
geNorm, Normfinder, BestKeeper y el método comparativo de Delta-Ct. El programa
compara los genes candidatos y arroja una tabla con el ranking del mejor al peor gen

normalizador.

6.12.3 PCR en tiempo real

La expresion génica de Nrf2, Keap1, Akt, Cat, Glut-P, Hmox1, Gclc y Gclm fue
evaluada mediante PCR en tiempo real (QPCR) utilizando el equipo Step One (Applied
Biosystems, USA.). La reaccion de qPCR para todas las muestras se prepard con 4 pL
de EvaGreen plus (ROX) gPCR Master Mix (2X, Biotium, Lituania), 1 uL de cada partidor
(forward y reserve) en una concentracion de 200 nM, 1 uL de cDNA en una dilucion 1:10
y agua libre de nucleasa hasta completar un volumen final de 20 pL. El protocolo de
amplificacién por gPCR constd de una activacion inicial a 95°C por 5 minutos, seguido
de 40 ciclos que comprenden denaturacion a 95°C por 15 segundos, hibridacién a 60°C
por 20 segundos y extension a 72°C por 20 segundos. La cuantificacion relativa de la
expresion génica se analizo utilizando el método para la obtencion del valor de ciclo

umbral (Threshold Cycle, CT) y posterior comparacion de Ct entre la cantidad de
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transcrito del gen de las muestras y el gen normalizador a través del método 2°4¢,

Fueron incluidos controles negativos en todas las series de reacciones de qPCR.

6.13 Evaluacion de la expresion proteica de Nrf2, Keap1 Akt y Erk 1/2 total y

fosforilada a través de Western Blot

La evaluacion de la expresion proteica se realizo a través de Western Blot (WB),
a partir de células que fueron sometidas a estrés oxidativo (H202) y luego tratadas con
diferentes concentraciones de polifenoles AC y Pin, tanto en solucion como
microencapsulados. Se evaluaron proteinas relacionadas a la via de sefalizacion
antioxidante: Factor nuclear eritroide humano tipo 2 (Nrf2) y Proteina 1 asociada a ECH
tipo Kelch (Keap1). También proteinas involucradas en la via de sefializacion de
angiogénesis como: Erk 1/2 y Akt tanto la fraccién total como fosforilada. Como proteina

normalizadora se utilizd beta-actina.

6.13.1 Extraccion de proteinas totales

Para la extraccion de proteinas, se sembraron 7x10° células/T-75 por cada
tratamiento. Las células fueron mantenidas en cultivo durante un periodo de 18-24
horas, para luego ser estimuladas durante 4 horas con 0,39 mM de H.O.y finalmente
fueron tratadas con diferentes concentraciones de los polifenoles en solucion vy
microencapsulados durante las siguientes 24 horas. Una vez terminado el tratamiento
las células fueron lavadas 3 veces con DPBS 1X frio. Finalmente, las proteinas fueron
extraidas utilizando 200 uL buffer RIPA junto a un coctel de inhibidores de proteasas y
fosfatasas 1X (Aprotinina, Bestatina, E-64, Leupeptina, NaF, B-glicerofosfato, entre
otras) (Thermo Scientific, USA).

La cuantificacion se realiz6 por el método BSA (acido bicinconinico) utilizando el
kit BCA Protein Assay kit (Pierce, USA) y una curva estandar de albumina sérica bovina
(BSA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se tomaron 5 pL de
muestra y 100 uL de reactivo, luego se mezclé y dejo reaccionar a 37°C durante 30
minutos. Posteriormente se realiz6 la lectura la absorbancia a 562 nm usando un lector
de microplaca (NanoQuant, Infinite® M200PRO — Tecan). La curva estandar se realizé
por triplicado técnico y se incluyeron las siguientes concentraciones 0, 125, 250, 500,
750, 1000, 1500, 2000 pg/mL. Para la obtencion de la pendiente y el r? se graficaron los

datos de concentracion pug/mL versus absorbancia.
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6.13.2 Electroforesis proteinas SDS-PAGE

6.13.2.1 Preparacion de muestras y corrida electroforética

La preparacién de las muestras se realizé de la siguiente manera: para 50 ug de
proteina se agregé 6,25 uyL de NUPAGE LDS Sample Buffer (4X), 2,5 uL de agente
reductor NUPAGE (10X) y una cantidad variable de RIPA hasta completar los 25 pL de
volumen final. Luego las muestras fueron denaturadas calentando la mezcla a 70°C por

10 minutos.

Para la corrida electroforética se prepararon 800 mL de buffer de corrida 1X
(NuPAGE MOPS SDS Running Buffer 20X + agua desionizada). A continuacion se
apartaron 200 mL del buffer, a los cuales se les agregoé 500 pL de antioxidante NUPAGE
para luego homogeneizar bien. Antes del montaje del gel, se debié enjuagar con agua
destilada, remover cuidadosamente la cinta blanca inferior y la peineta. Posteriormente,
se coloco el gel dentro de la camara de electroforesis y se llend el compartimiento interno
y externo de la camara con el buffer de corrida 1X + antioxidante. Los pocillos del gel
(NuPAGE Bis-Tris Mini Gel 4-12%, 10 well 1.5 mm) se cebaron con buffer y se cargaron
las muestras que fueron previamente denaturadas. La electroforesis se realizd

aumentando el voltaje en 25 volt. cada 20 minutos hasta llevar a los 200 Volt.

6.13.3 Transferencia de proteinas a membrana de nitrocelulosa

Para la transferencia se preparé buffer de transferencia NUPAGE (2X) con y sin
metanol. Para este se mezclaron 10 mL de buffer de transferencia NUPAGE (20X), 0,1
mL de antioxidante NUPAGE, 10 mL de metanol (cuando corresponda) y se completo

con H2O desionizada hasta un volumen final de 100 mL.

A continuacion se desmonto el gel de la camara, se lavd con agua destilada y
dejo en buffer de transferencia sin metanol por 10 minutos en agitacion. Paralelamente
se dej6 humedecer la membrana de PVDF (Thermo Scientific, USA) en metanol por 30
segundos, luego se lavd con agua destilada y se sumergié en buffer de transferencia
por 5 minutos. Se remojaron en buffer de transferencia papeles Whatman gruesos, los
cuales se colocaron en el sistema de transferencia semi-seco para formar el sandwich
(papel Whatman, membrana, gel y papel Whatman) evitando la formacién de burbujas.

La transferencia se realizé durante 1 hora a 20 volt.
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6.13.4 Hibridacion y revelado

Una vez terminada la transferencia de proteinas, la membrana fue sacada del
sistema de transferencia y marcada en un extremo la cara en donde se encuentran las
proteinas. Luego se colocé la membrana en la solucion de bloqueo de leche
descremada (5%) preparada en TBS-T 1X y se incubd 1 hora a temperatura ambiente
en agitacion. Posteriormente se prepararon los anticuerpos primarios (Cell Signaling
Technology, Beverly MA, USA) en 5% de leche descremada y TBS-T 1X y se incubaron
toda la noche a 4°C en agitaciéon. La tabla 7 presenta los anticuerpos y diluciones

utilizadas para la metodologia de Western Blot.

Tabla 7. Anticuerpos utilizados y diluciones recomendadas con el fabricante para

utilizar en Western Blot.

Anticuerpo Dilucién
AKT #4691s 1:1000
PAKT Ser 473 #4060s 1:2000
ERK 1/2 #4695s 1:1000
PERK 1/2 #4370s 1:2000
NRF2 #12721 1:1000
KEAP-1 #8047 1:1000
B-actina #4970 1:5000

Al término de la incubacion con el anticuerpo primario, se procedié a lavar la
membrana 3 veces por 10 minutos c/u con TBS-T 1X, para luego continuar con la
incubacion con el anticuerpo secundario anti-rabbit IgG (Cell Signaling Technology,
Beverly MA, USA) con 5% leche descremada en TBS-T 1X (1:10000) durante 1 hora a
temperatura ambiente en agitacion. Nuevamente se realizaron 3 lavados a la membrana

por 10 minutos ¢/u con TBS-T 1X.

Finalmente, el revelado se realiz6 a través de quimioluminiscencia utilizando una
solucién de deteccion Supersignal West pico o Femto (Thermo Scientific, USA) en
proporcion 1:1, para luego incubar la membrana en oscuridad durante 5 minutos. Las
intensidades de las bandas seran cuantificadas utilizando ImageJ 1,52a software (NIH,
USA.).
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6.14 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron expresados como media y desviacion estandar
y analizados utilizando el software GraphPad Prism v9.0.0 (San Diego, CA, USA). La
deteccion de outlier se realizé6 mediante la prueba de ROUT o Grubbs’. La distribucion
de los datos fue evaluada mediante el test de normalidad de Anderson-Darlin, Shapiro-
Wilk, D'Agostino & Pearson o Kolmogorov-Smirnov Normality Test. La comparacion
entre grupos se realizo a través t-test o ANOVA con un post-test Tukey. Si no fue posible
cumplir con el supuesto estadistico de normalidad y homogeneidad de varianza, se
realizaron pruebas no paramétricas Mann-Whitne o Kruskal-Wallis con un post-test
Dunn’s. Para los analisis se consideré un nivel de significancia estadisticas de p < 0,05

y un n=3.




Resultados-Tesis doctoral | Dina Guzman Oyarzo

7. RESULTADOS

71 Caracterizacion fisicoquimica de la microparticula de composito nPSi-CD

7.1.1 Potencial Zeta

La sintesis de las microparticulas de composito nPSi-BCD, se realiz6 por
atraccion electrostatica de cargas opuesta. Para evaluar el proceso de sintesis se realizo
el analisis del potencial zeta (Figura 13A). Esta técnica proporciona una red eléctrica
con la cual las microparticulas generadas adquieren una carga eléctrica neta segun los
grupos funcionales que ésta posea. En el caso de nPSi oxidado quimicamente con H2O»,
el valor potencial zeta fue negativo (—29.06 + 0.06 mV), mientras que cuando se realizé
la incorporacion de la Qui, nPSi-Qui mostré valores positivos (16.5 £ 0.6 mV). Por otro
lado, se observo un potencial zeta marcadamente negativo para nPSi-BCD (-39.8 £ 1.73

mV) esto concuerda con la presencia de la molécula BCD cuyo valor fue —28.2 £ 9 mV.

7.1.2 Analisis quimico

Se realizé un andlisis ATR-FTIR para determinar los cambios quimicos de
microparticulas de nPSi durante los procesos de sintesis (Figura 13B). El espectro de
nPSi mostré un pico agudo de transmitancia a 1050 cm™ con un hombro a 1170 cm™,
que corresponden al modo de estiramiento Si—-O-Si. Ademas, fueron detectadas bandas
débiles a 880 y 795 cm™ relacionadas con —OySi-Hx y SiOH, respectivamente, y la
banda de estiramiento O—H de SiOH y H,O adsorbido a 3350 cm™. Adicionalmente, se
observé una banda de absorbancia de agua molecular (H:Om) a 1630 cm™. Estos
grupos funcionales detectados estan de acuerdo con la oxidaciéon quimica de nPSi a
través de HxO,. Por otro lado, el espectro de nPSi-Qui presentd los mismos grupos
funcionales que nPSi mas dos bandas débiles de N-H y amida Ill detectadas en 1408 y
1320-1346 cm™, respectivamente (Figura 13C). Esas bandas estan relacionadas con
las cadenas de poliamino-sacarido presentes en la quitosana, la cual fue usada como
puente entre el polimero de y las microparticulas nPSi. En cuanto al espectro de nPSi-
BCD, se observaron bandas que corresponden al espectro de BCD nativa como lo son:
estiramiento del enlace C-OH (1021 c¢cm™), C-O-C (1150 cm™), H,Om (1630 cm™),
estiramiento asimétrico de CH? (2930 cm™) y finalmente estiramiento de O—H de grupos
hidroxilo (3300 cm™). En el espectro de nPSi-BCD s6lo mostrd una banda extra que BCD
a 1721 cm™ que corresponden a grupos C=0 generados durante la polimerizacion

lograda entre BCD vy acido citrico.
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Figura 13. Monitoreo del proceso de sintesis de microparticulas de composito
nPSi-BCD. (A) Potencial Zeta y (B) Analisis de espectroscopia infrarroja transformada

de Fourier-reflectancia total atenuada (ATR-FTIR), (C) Zoom de los espectros ATR-
FTIR.

7.1.3 Anadlisis morfolégico, tamafio y composicion elemental

Se obtuvieron imagenes de SEM (Figura 14A) para analizar el tamafno y la
morfologia de las microparticulas en las diferentes etapas de sintesis. Primero, se
analizaron las imagenes para generar una representacion grafica de la distribucién de
tamafio de las microparticulas como se observa en la figura 15. nPSi y nPSi-Qui
presentaron formas irregulares con un tamafo promedio de 2-2.5 ym (Figura 15A1-A2),
ambos tipos de microparticulas mostraron una superficie mas rugosa debido a la
presencia de poros columnares de ~50 nm de ancho. El analisis gravimétrico mostré
que las microparticulas presentaron una porosidad promedio de 75 + 5%. En el caso de

las microparticulas de composito nPSi-BCD, también presentaron formas irregulares, se
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observé un aumento del tamafio alrededor de 14 um, su cara externa exhibié una
apariencia mas suave en comparacion a la observada en las microparticulas de nPSi'y
nPSi-Qui. Ademas, fue posible observar los pliegues producidos por la polimerizacion
con BCD/acido citrico. Por otro lado, en cuanto al analisis EDX, porcentaje atébmico y la
relacion C/Si, nPSi exhibio principalmente sefiales de Silicio (Si) y Oxigeno (O) debido
a la oxidacion realizada por H2O2. Aunque la relacion C/Si fue de 0.76 = 0.2, la sefal
carbono (C) fue considerablemente alta (~18%) (Figura 15B1-2). En el caso de nPSi-
Qui, debido a la caracterizacion previa (Potencial Zeta y ATR-FTIR), se esperaba
identificar una senal Nitrégeno (N) de grupos aminos de la quitosana incorporada, pero
no fue asi. Sin embargo, es posible observar que la relacion C/Si aumentd dos veces
hasta 1.5 + 0.3 debido al injerto del polimero. Con respecto a la muestra nPSi-BCD, se
identificd un aumento importante de la sefal C, el C/Si se elevo hasta 17.4 + 8 debido a
la polimerizacion in situ de BCD y acido citrico. También se detectaron trazas de los

catalizadores Sodio (Na) y Fésforo (P).

nPSi-Qui nPSi-gCD

SEM

Figura 14. Analisis morfolégico de microparticula de composito nPSi-BCD. (A)
Imagenes de microscopio electronico de barrido (SEM) de las etapas de la sintesis de
la microparticula de nPSi-BCD: (A1-A2) microparticula de silicio nanoporoso (nPSi), (A3-
A4) microparticula de silicio nanoporoso y quitosana (nPSi-Qui), (A5-A6) microparticula

de silicio nanoporoso, quitosana y beta-ciclodextrina (nPSi-BCD).




Resultados-Tesis doctoral | Dina Guzman Oyarzo

nPSi nPSi-Qui nPSi-3CD
A1 A2 A3
o
c
© 500 500 120
g 400 o 40017 %
- o Q i o
c 3 300 © 300 9 / |
s
o) g 8 g 60
S 8 200 200 8
_g 100 100 30
'E oLl | o N o | | S
n 0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
o Tamafio (M) Tamafio (uM) Tamafio (M)
B1 B2 B3
w«mr S " <o
1#] o
1 . v
1 W
X i) ‘ L
[m] o | 1 o
1] i L > 2 o
Gl : <
iq | = ‘ 4
- A Al
| H ] § 3 ] ! . 3 1 [ > . ! | 4
[ = -~
C D
80 30
—5 . = Cisi
13—+ 25
|
S @
5 G 15 {
< 10
5
nPSi nPSi-Chi nPSi-pCD nPSi nPSi-Chi nPSKHCD
Muestras Muestras

Figura 15. Distribuciéon de tamafio y composicion elemental de la microparticula
de composito nPSi-BCD. (A) Histogramas de distribucion del tamafio de las
microparticulas: (A1) nPSi, (A2) nPSi-Qui y (A3) nPSi-BCD. (B) Analisis de rayos X con
dispersion de energia (EDX): (B1) nPSi, (B2) nPSi-Qui y (B3) nPSi-BCD. (C-D)

Porcentaje atomico y relacion C/Si de las muestras obtenidas a partir del analisis EDX.
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7.2 Caracterizacion fisicoquimica de la microparticula de composito nPSi-CD

cargada con polifenoles

7.2.1 Potencial Zeta

Para evaluar los cambios en las microparticulas de composito nPSi-BCD con los
polifenoles cargados, se realizd el mismo conjunto de caracterizacion fisicoquimica. La
figura 16A muestra una reduccion del potencial zeta para nPSi-BCD después de la
adicion de ambos polifenoles: nPSi-BCD/AC y nPSi-BCD/Pin, presentando valores de

5.5y 10.4 mV, respectivamente en comparacion a microparticula de nPSi-BCD.

7.2.2 Analisis quimico

Con respecto al analisis ATR-FTIR (Figura 16B), los espectros de nPSi-BCD/AC
y nPSi-BCD/Pin exhibieron los mismos grupos funcionales que el espectro de nPSi-BCD.
Sin embargo, tanto nPSi-BCD/AC como nPSi-BCD/Pin exhibieron dos bandas
adicionales relacionadas con los modos de flexién de CH, que estan asociadas a la
incorporacion de ambos polifenoles (Figura 16C): (CH) y (CH) a 1187 y 940 cm™,

respectivamente.

7.2.3 Analisis morfolégico, tamafio y composicion elemental

Con respecto a la morfologia, que se observé mediante imagenes de SEM
(Figura 17A), nPSi-BCD/AC y nPSi-BCD/Pin no presentd cambios significativos en
comparacion con nPSi-BCD (Figura 17A3 y 5); la superficie de ambas microparticulas
cargadas exhibié una apariencia mas suave y algunos pliegues producidos por la
polimerizacién (Figura 17A4 y 6). Sin embargo, el tamafo de las microparticulas
cargadas fue mayor que nPSi-BCD, para nPSi-BCD/AC fue ~19 umy para nPSi-BCD/Pin
fue levemente mas grande ~22 ym (Figura 18A). Por otro lado, como resultado del
analisis EDX (porcentaje atomico y relacion C/Si) se obtuvo que nPSi-CD/AC y nPSi-
BCD/Pin no presentaron mas trazas de Na y P (Figura 18B). En cuanto a la relacion
C/Si, aumento considerablemente en las microparticulas cargadas en comparacién con
la microparticula sin cargar, la cual fue de 17.4 + 8, mientras que en nPSi-BCD/AC y
nPSi-BCD/Pin presentaron 88.75 + 22.2 y 105.7 + 30.5, respectivamente (Figura 18C y
D).
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nPSi-CD nPSi-BCD/AC nPSi-BCD/Pin

SEM

Figura 17. Analisis morfolégico de microparticula de composito nPSi-BCD
cargada con polifenoles. (A) Imagenes de microscopio electronico de barrido (SEM)
de la microparticula nPSi-BCD + polifenoles: (A1-A2) nPSi-BCD, (A3-A4) nPSi-3CD/AC
y (A5-A6) nPSi-BCD/Pin.
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Figura 18. Distribucion de tamafio y composicion elemental de la microparticula
de composito nPSi-BCD cargada con polifenoles. (A) Histogramas de distribucion
del tamafo de las microparticulas: (A1) nPSi-BCD, (A2) nPSi-CD/AC y (A3) nPSi-
BCD/Pin. (B) Analisis de rayos X con dispersion de energia (EDX): (B1) nPSi-BCD, (B2)
nPSi-BCD/AC y (B3) nPSi-BCD/Pin. (C-D) Porcentaje atémico y relacién C/Si de las

muestras obtenidas a partir del analisis EDX.
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7.3  Andlisis termogravimétricos

Los analisis de TGA se realizaron para determinar el grado de funcionalizacion
del polimero Qui y BCD integrado en los sustratos de nPSi (Figura 19). El grafico ilustra
el porcentaje de masa en funcién de la temperatura de las muestras bajo una purga de
nitrégeno. Como se esperaba, la muestra de nPSi practicamente no presento
degradacién, mientras que nPSi-Qui mostré una ligera descomposicion de alrededor del
3%. Adicionalmente, como referencia se realiz6 el analisis termogravimétrico de CD
nativa. La descomposicion del BCD fue claramente apreciable; la primera etapa fue a
100°C que corresponde al nivel de agua absorbida (~10.5%). La segunda etapa, que
comenz6é a 310°C y termind a 350°C, la cual esta relacionada con la fusion,
descomposicidn y conversion en carbén de las unidades de glucosa de las moléculas
de BCD. En el caso de nPSi-BCD, el fenédmeno fue gradual, debido a que la estructura
neta 3D del polimero BCD es mas fuerte, pero similar a la referencia del BCD nativo.
Teniendo en cuenta el peso residual a 600°C, fue posible considerar que nPSi-BCD
estaba compuesto por 32% de nPSi, 62% de polimero de BCD, 3% de Qui y 3% de
humedad. El alto porcentaje de polimero BCD (62%) en la composicion del composito
refleja que ademas de las interacciones electrostaticas con el polimero mostradas por
potencial zeta, la porosidad de las muestras también permitié que fuese como un anclaje

para la pelicula polimérica.
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Figura 19. Analisis TGA de microparticulas en diferentes etapas de sintesis.
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7.4  Cargay liberacion de polifenoles

7.41 Capacidad de carga de polifenoles

El % de eficiencia (PEE) y el % de eficiencia de carga del polifenol (PLE) de las
muestras se determinaron mediante espectroscopia UV-Vis a 310 y 322 nm para AC y
Pin, respectivamente. Aunque nPSi (control) no exhibid una superficie quimica
compatible con polifenoles, las muestras presentaron valores altos de % PEE 50 + 2.0
para ACy 97.5 + 2.0 para Pin (Figura 20). En el caso de nPSi-BCD, las microparticulas
exhibieron 16.6 + 1.0% de PEE y 58.5 + 1.5% de PEE para AC y Pin, respectivamente.
En el mismo sentido, las muestras nPSi presentaron un mayor porcentaje de PLE que
nPSi-BCD. La figura 20 muestra la capacidad carga de los polifenoles para ambos tipos
de microparticulas. nPSi presento6 una carga de 36 + 7 yg AC/mg nPSi (3.6 £ 0.7% PLE)
y 100 = 18 ug Pin/mg nPSi (10.0 £ 1.8% PLE) mientras que nPSi-BCD mostr6 una carga
de 12 + 2 yg AC/mg nPSi (1.2 £ 0.2 % PLE) y 60 + 7 pg Pin/mg nPSi (6.0 £ 0.7% PLE).
De acuerdo a los resultados que mostro la caracterizacion previa, es muy posible que
los polifenoles se hayan adsorbido principalmente en la gran corona de polimero CD
alrededor de las pequefias microparticulas de nPSi, que corresponden al sustrato del

composito.

120 m=CA
100
80-
60-
40-
20-

ug polifenol/mg

ani nPSi-gCD

Muestras

Figura 20. Capacidad de carga de polifenoles de microparticulas de composito
nPSi-BCD.
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7.4.2. Perfiles de liberacion

Para evaluar la funcionalidad de la liberaciéon controlada de polifenoles, las
microparticulas de nPSi y nPSi-BCD cargadas, se sumergieron en lotes de PBS a 37°C
bajo agitacién. Los perfiles de liberacion de polifenoles se muestran en la figura 21A1,
A2 para AC, y figura 21B1, B2 para Pin. Después de 24 horas de liberacion, todas las
muestras presentaron valores mas altos de % de liberacion acumulativa. Las muestras
de nPSi mostraron 97.6 + 17.6 y 94.2 £ 17.0 para AC y Pin, respectivamente. En el caso
de nPSi-BCD, las microparticulas exhibieron 93.8 + 11.2 para AC y 92.3 + 11.0 para Pin.
Los perfiles presentaron un claro comportamiento contrastante entre el control (nPSi) y
la microparticula de composito (nPSi-BCD). Los resultados mostraron claramente que
nPSi-BCD funciond mucho mejor que nPSi, ya que ambos polifenoles retenidos en nPSi
mostraron un perfil de liberaciéon rapida durante los primeros minutos, en contraste con

nPSi-BCD, que mostré una liberacion controlada durante mas de 5 horas.
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Figura 21. Perfil 1 de liberacion de polifenoles en PBS a 37°C. A1-A2 para acido
cafeico y B1-B2 para pinocembrina.
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De acuerdo a los resultados obtenidos de citotoxicidad de la microparticula de
composito (NPSi-BCD), se ajusto la carga de los polifenoles para reducir la cantidad de
Mg de composito a utilizar en los diferentes tratamientos, realizando nuevos perfiles de
liberaciéon. La carga de los polifenoles fue realizada de la siguiente manera: para
experimentos con AC 50 uM, las muestras se cargaron con 45 ug AC/mg composito y
para las concentraciones de AC 150 y 350 uM, se utilizé 460 ug AC/mg composito. Por
su parte, para experimentos con Pinocembrina 10 y 20 pM, las muestras se cargaron
con 44 pg Pin/mg composito y para 65 yM, con 66 ug Pin/mg composito. Posteriormente
se evaluo la funcionalidad de liberacion controlada de polifenoles, las microparticulas de
nPSiy nPSi-BCD cargadas, se sumergieron en lotes de PBS a 37°C bajo agitacién. Los
perfiles de liberacion de polifenoles muestran el mismo comportamiento que los perfiles
realizados previamente. Ya que, después de 24 horas de liberacion, todas las muestras
presentaron valores mas altos de % de liberacion acumulativa figura 22A1, A2 para AC,
y figura 22B1, B2 para Pin. Por lo anterior, las microparticulas de composito obtenidas,

con la nueva carga fueron utilizadas en los ensayos posteriores.
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Figura 22. Perfil 2 de liberacion de polifenoles en PBS a 37°C. A1-A2 para acido
cafeico y B1-B2 para pinocembrina.

7.4.3 Modelos cinéticos de liberacion

Para comprender con mayor profundidad de los mecanismos que rigen la
liberacién de polifenoles de las muestras, se ajustaron tres modelos de liberacién a los
datos experimentales: |) primer orden, IlI) Higuchi y lll) Modelos Korsmeyer-Peppas
(Tabla 8). En el caso de la liberacién de AC, de acuerdo con los valores obtenidos de r?
para nPSi, presenté un mejor ajuste con el modelo de primer orden, donde la dosis de
liberacién inmediata fue dispersada de una sola vez. Sin embargo, para el liberacién de
AC usando nPSi-BCD, la cinética se describié con mayor precision por el modelo
Korsmeyer-Peppas. Esto significa que el factor que gobierna la liberacion de AC no fue
la disolucién de las muestras, sino un proceso de difusién Fickiana. Ademas, en este
sentido, debido a que el exponente de liberacion n del modelo Korsmeyer-Peppas fue
<0.5, se puede sugerir una liberacion difusiva. Por lo tanto, el proceso de erosién podria

ser insignificante. Para el caso de Pin, ambos perfiles de liberacion de microparticulas
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nPSiy nPSi-BCD, se ajustaron mejor al modelo Korsmeyer-Peppas. Sin embargo, nPSi
presentd un valor n cerrado a cero. En cuanto a nPSi-BCD, mostré un n >0.5, lo que
sugiere que, ademas de la difusién de Fickian, el proceso de erosion también podria

estar contribuyendo en el liberaciéon de Pin.

Tabla 8. Cinética de liberacion in-vitro de acido cafeico y pinocembrina en PBS a 37°C.

First order Higuchi Korsmeyer-Peppas
M
- 1 R
Polifenol Muestras InM, — InMy = k14 M; = kyt?2 M, kit
1
- (%h-z) K
Acido nPSi 8.1047 0.9355 52.7074 -0.004 79.7830 0.197 0.7832
cafeico nPSi-BCD 0.5694 0.7982 41.6744 0.9074 50.4833 0.3419 0.9649
nPSi 76.3252 0.9271 54.5954 -2.144 91.4797 0.0317 0.9774
Pinocembrina

nPSi-BCD 0.3892 0.9433 38.5733 0.9451 31.3890 0.6584 0.9654

7.5 Evaluacion de viabilidad y citotoxicidad

7.5.1 Concentracion efectiva de polifenoles

Para evaluar el efecto citotoxico de AC y Pin, se cultivaron células endoteliales
de la vena umbilical humana (HUVEC), las cuales fueron tratadas con diferentes
concentraciones de los polifenoles. Primero se obtuvo la concentracion efectiva, cuyo
resultado arrojo una curva dosis-respuesta que sigue patron sigmoideo (Figura 23A), a
partir de la cual utilizando un modelo matematico de regresion no lineal se obtuvieron
los valores de concentracion efectiva (EC) 5, 10 y 20. Los resultados mostraron que la
viabilidad disminuy6 gradualmente, dando cuenta que el tratamiento genera un efecto
citotéxico en la célula dependiente de la dosis, observandose este comportamiento para
ambos polifenoles. En el caso de AC, la viabilidad celular se redujo ligeramente del 100
al 80% para concentraciones de 2 hasta 200 uM (p >0,05), mientras que la sobrevida
fue <£70% para concentraciones 2500 uM (p <0,01) (Figura 23B).
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Figura 23. Viabilidad de HUVECs tratadas con acido cafeico. Las células se
expusieron a diferentes concentraciones del polifenol durante 24 horas para luego
la viabilidad celular mediante el ensayo MTS. Se utilizé como control células no
tratadas. Todos los resultados se presentan como la media £ desviacion estandar (DE)
de los resultados obtenidos en experimentos independientes. Se indican diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con los controles (** = p <0,01; **** =p
<0,0001; n=6).

Con respecto al efecto de Pin (Figura 24), se observd que la viabilidad fue
superior al 80% para concentraciones de 2 hasta 100 uM, pero disminuy6 al 50% al
incrementar a 200 uM (p >0,05). Asimismo, la viabilidad celular se redujo a menos del
20% a concentraciones 2500 uyM (p <0,01) (Figura 24B). De acuerdo con estos
resultados, las concentraciones de hasta 200 y 100 uM para AC y Pin, respectivamente,

mantuvieron la viabilidad celular 280%, es decir, no generaron citotoxicidad celular.
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Figura 24. Viabilidad de HUVECs tratadas con pinocembrina. Las células se
expusieron a diferentes concentraciones del polifenol durante 24 horas para luego
la viabilidad celular mediante el ensayo MTS. Se utiliz6 como control células no
tratadas. La linea discontinua indica la viabilidad celular del 80%. Todos los resultados
se presentan como la media + desviacién estandar (DE) de los resultados obtenidos en
experimentos independientes. Se indican diferencias estadisticamente significativas en

comparacion con los controles (** = p <0,01; **** = p <0,0001; n=6).

7.5.2 Citotoxicidad de la microparticula de composito nPSi-BCD

El efecto las microparticulas de nPSi-BCD sobre la viabilidad de HUVEC fue
estudiado a través del ensayo de viabilidad celular (CellTiter-Fluor) y la observacion
microscopica de los cambios morfolégicos que se pudieran generar en la célula. Para
esto, se cultivaron células en presencia de microparticulas de composito a
concentraciones de 0.25, 0.50, 1.25 y 2.5 mg/mL durante 6 y 24 horas. Como resultado
de la observacion microscopica (Figura 25), las HUVEC expuestas a las

concentraciones mas bajas (0.25 y 0.50 mg/mL) exhibieron una morfologia normal, es
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decir, alargada, aplanada, con nucleo prominente y largas filopodias, lo que sugiere que
las microparticulas fueron bien toleradas por las células. En cambio, las concentraciones
mas altas (1.25 y 2.5 mg/mL), generaron una gran cantidad de células redondeadas y
suspendidas en el medio de cultivo. Lo anterior indica que las concentraciones de
microparticulas de nPSi-BCD superiores a 0.50 mg/mL no fueron bien toleradas por
HUVECSs, afectando su capacidad de adhesion celular, una caracteristica esencial de

supervivencia de este tipo celular.

En cuanto al porcentaje de viabilidad de HUVECs expuestas a diferentes
concentraciones de microparticulas de nPSi-BCD (Figura 26A1-5), los resultados
mostraron que la viabilidad celular a 0.25 mg/mL de composito fue superior al 80%, sin
embargo, comenzd a disminuir a concentraciones iguales o superiores a 0.50 mg/mL
(63%; p <0,01) (Figura 26B). Especificamente, a concentraciones de 1.25 y 2.50
mg/mL, la viabilidad celular decay6 dramaticamente, alcanzando valores tan bajos como
20%. Por lo tanto, a partir de estos resultados se utilizé una dosis maxima de 0,25 mg/mL

de composito, ya que no altera la morfologia ni la sobrevida de la célula HUVEC.
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Figura 25. Efecto de la exposicion de microparticulas de nPSi-3CD sobre HUVECs
cultivadas, durante 6 y 24 horas. Las imagenes son representativas de cada
tratamiento y fueron tomadas con un microscopio invertido, con un aumento de 8X.

Barras de escala: 1 mm.
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Figura 26. Viabilidad de HUVECs expuestas a microparticulas de nPSi-3CD. Las
células fueron expuestas durante 8 horas, posteriormente se evalué la viabilidad
celular con el ensayo CellTiter-Fluor™. (A) HUVECs expuestas a concentraciones
crecientes de microparticulas de composito nPSi-BCD. Escala de barra: 20 ym. (B)
Porcentaje de viabilidad de células expuestas a microparticulas de composito (nPSi-
BCD). Se utilizaron como control células que no fueron expuestas a las microparticulas
de composito (nPSi-BCD). Todos los resultados se presentan como media + desviacion
estandar (DE) de los resultados obtenidos en experimentos independientes. Se indican
diferencias estadisticamente significativas en comparacion con los controles =p
<0,001; **** = p <0,0001; n=3).

(***
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7.6 Induccioén de estrés oxidativo con H20;

7.6.1 Citotoxicidad de H.0-

Para evaluar el efecto del H2O. sobre la viabilidad de HUVECSs, se cultivaron
células las cuales fueron tratadas con concentraciones de H;O: entre 0,2 y 50 mM
durante 12 horas. Los resultados muestran que la viabilidad celular en las
concentraciones de 0,2-0,8 mM varia entre 120-78%, sin embargo, esta variacion
observada no afecta a la célula (p >0,05). Mientras que desde 1,6 hasta 50 mM se
observa una disminucién gradual y significativa de la viabilidad por debajo del 80% (p
<0,001) (Figura 27). A partir de estos resultados se decide utilizar una concentracion de
0,4 mM de H2O, para inducir estrés oxidativo en células HUVEC, ya que no afecta la

viabilidad celular.
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Figura 27. Viabilidad de HUVECs tratadas con H:0:. Las células fueron expuestas
a diferentes concentraciones de H:0: durante 12 horas, luego se midié la
viabilidad celular mediante el ensayo MTS. Los datos se presentan como la media +
desviacion estandar de los resultados obtenidos en experimentos independientes. Se
indican diferencias estadisticamente significativas en comparacién con los controles (***
= p <0,001; **** = p <0.0001; n=3).




Resultados-Tesis doctoral | Dina Guzman Oyarzo

7.6.2 Induccion de estrés oxidativo

Para verificar si la concentracion de H20- seleccionada induce estrés oxidativo
se utilizé la sonda CM-H.DCFDA. Para lo cual se cultivaron células las cuales fueron
tratadas con concentraciones de H20: entre 0,2 y 3,2 mM durante 4 horas. Los
resultados obtenidos muestran que concentraciones de H20: entre 3,2 y 0,4 mM,
inducen significativamente estrés oxidativo, de manera dosis depende (p <0,0001). Es
decir, a mayor concentracion mayor induccién de estrés oxidativo, mientras que a 0,2
mM de H20O2 no se observan diferencias respecto del control (p >0,05) (Figura 28). Estos
resultados permiten demostrar que 0,4 mM de H20; es una buena concentracion para

ser utilizada en la induccidon de estrés oxidativo en células HUVECs.
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Figura 28. Evaluacion de estrés oxidativo en HUVECs tratadas con H:0;. Las
células fueron expuestas a diferentes concentraciones de H,O; durante 4 horas,
luego se midié la cantidad de fluorescencia emitida utilizando el ensayo con
sonda CM-H:DCFDA. Los datos se presentan como la media + desviacion estandar de
los resultados obtenidos en experimentos independientes. Se indican diferencias

estadisticamente significativas en comparacién con los controles (**** = p <0,0001; n=3).
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7.7 Evaluacion de la actividad antiangiogénica de acido cafeico vy

pinocembrina

7.7.1 Efecto antiangiogénico del tratamiento con acido cafeico y pinocembrina
en solucion sobre la formacion de vasos en la membrana acantocoridnica de

huevos de pollo embrionados

Para evaluar la actividad antiangiogénica de los polifenoles AC y Pin, se realizé
un modelo in vivo de angiogénesis en membrana acantocoriénica de pollo (CAM). Para
lo cual se utilizaron huevos embrionados expuestos a diferentes concentraciones de AC
y Pin de 50, 150, 350 uM y 10, 20, 65 uM, respectivamente. Cuando se comparo la
densidad microvascular en los distintos grupos experimentales (control v/s tratados), se
observd una disminucion significativa del nimero de vasos sanguineos en el grupo
tratado con AC como Pin (p <0,0001). Para el grupo tratado con AC el conteo fue 11 £
2,6 vasos sanguineos/campo (Figura 29A1-3) y para el grupo tratado con Pin 10 + 2,9
vasos sanguineos/campo (Figura 29B1-3), en tanto que para el grupo control fue de 16
t+ 3,8 vasos sanguineos/campo (Figura290A y B). Por otra parte, al comparar las
diferentes concentraciones testeadas dentro del mismo grupo experimental AC o Pin,
no se observaron diferencias. Tampoco se encontré diferencia significativa entre el

grupo tratado con AC v/s Pin (p >0,05) (Figura 30).
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ACIDO CAFEICO PINOCEMBRINA

Control (A)

Control (B)

50 pM (A1)

10 uM (B1)

150 pM (A2)

20 pM (B2)

350 uM (A3)

400X (A4)

Figura 29. Efecto antiangiogénico del tratamiento con acido cafeico y
pinocembrina sobre la formacion de vasos en la membrana acantocoriénica de
huevos de pollo embrionados. (A y B) Imagenes representativas de los tratamientos

con acido cafeico y pinocembrina, respectivamente.
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Figura 30. Efecto antiangiogénico del tratamiento con acido cafeico y
pinocembrina sobre la formacion de vasos en la membrana acantocoriénica de
huevos de pollo embrionados. Se analizaron tres secciones por huevo, se
fotografiaron y contaron los vasos sanguineos por mm? de campo 6ptico. Los datos
numéricos muestran las medias + desviacion estandar de los resultados obtenidos en
experimentos independientes. Se indican diferencias estadisticamente significativas en

comparacion con los controles (**** = p <0,0001; n=3).

7.7.2 Efecto del tratamiento con acido cafeico y pinocembrina en soluciéon y
cargado en la microparticula de composito nPSi-BCD sobre la capacidad de

HUVECSs para formar estructuras tubulares en matrigel.

Para evaluar la actividad antiangiogénica in vitro de los polifenoles AC y Pino, se
realizé el ensayo de formacion de estructuras tubulares en matrigel (Figura 31). Para lo
cual se sembraron células HUVEC + 0,4 mM de H>O- sobre el matrigel. Después de 4
horas se agregaron los diferentes tratamientos con los polifenoles tanto en solucion
como microencapsulados. Para cuantificar la formacién de estructuras tubulares en la
matriz, se obtuvo el numero de prolongaciones celulares libres, prolongaciones
celulares que contactan con otras células y el poligonos cerrados que se formaron entre
las prolongaciones. En la figura 31 se observa que el tratamiento con 150 uM de AC en
solucién redujo de forma significativa el nimero de uniones, segmentos y poligonos
formados (p <0,05) (Figura 32A, B y C). En tanto que para las otras concentraciones
de AC 50 y 350 uM, no se observaron cambios significativos en comparacion al control
(vehiculo). Cuando se utilizd el polifenol cargado en la microparticula de compdsito

nPSi-BCD (Figura 32) se observé que la formacion de estructuras parecidas a vasos
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sanguineos disminuyd significativamente en las 3 concentraciones testeadas, no
obstante, se observé una mayor reduccion en nPSi-CD+150 uM AC (Figura 32A°, B’
y C) en comparacion las otras concentraciones de nPSi-BCD+AC 50 y 350 uM AC.
Finalmente al comparar los tratamientos entre AC en solucién y microencapsulado, los
resultados muestran una mayor actividad antiangiogénica del polifenol cuando se

encuentra cargado en la microparticula (p <0,001).

Vehiculo
Control (DMSO 0,1%- AC 50 uyM AC 150 uM AC 350 uM
Composito

Polifenol en
solucion

Polifenol
microencapsulado

Figura 31. Efecto del tratamiento con acido cafeico en solucion y cargado en la
microparticula de composito nPSi-BCD sobre la capacidad de HUVECs para
formar estructuras tubulares en matrigel. Las imagenes fueron tomadas a las 8 horas

y son representativas para cada grupo de tratamiento.
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Figura 32. Efecto del tratamiento con acido cafeico en solucion y cargado en la
microparticula de composito nPSi-BCD sobre la capacidad de HUVECs para
formar estructuras tubulares en matrigel. (A-A’) numero de master uniones, (B-B")
numero de master segmentos y (C-C’) numero de poligonos formados. Las letras A, B
y C corresponden al polifenol en solucién mientras que A, B* y C al polifenol
microencapsulado. Se indican diferencias estadisticamente significativas en

comparacion con el tratamiento control (vehiculo) (* = p <0,05; *** = p <0,001; n=3).

Por otro lado, para el caso de Pin (Figura 33) en solucion los resultados
obtenidos muestran una reduccion significativa en el numero de master uniones en los
grupos tratados con 20 y 65 uM de Pin (p <0,05) (Figura 34A), mientras que en el
numero de segmentos y poligonos formados, no se observan diferencias respecto del
control en ninguna de las concentraciones utilizadas (p >0,05) (Figura 34B y C). Sin
embargo, al evaluar la capacidad de formacién de estructuras tubulares de la Pin
cargada en la microparticula de compdsito nPSi-BCD, se observa una disminucion
significativa de estructuras poligonales, segmentos y master uniones formadas en las
concentraciones de nPSi-CD+Pin 10 y 20 uM (p <0,05) (Figura 34). La figura 34 (A",
B’y C°) muestra que en el grupo tratado con nPSi-CD+Pin 65 uM no mostro diferencias
respecto al control (vehiculo). Por lo tanto, al comparar los grupos tratados con Pin en
solucion y microencapsulada, se evidencia una mejora de la actividad antiangiogénica,

principalmente en las concentraciones mas bajas utilizadas.
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Figura 33. Efecto del tratamiento con pinocembrina en soluciéon y cargada en la
microparticula de composito nPSi-BCD sobre la capacidad de HUVECs para
formar estructuras tubulares en matrigel. Las imagenes fueron tomadas a las 8 horas

y son representativas para cada grupo de tratamiento.
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Figura 34. Efecto del tratamiento con pinocembrina en soluciéon y cargada en la
microparticula de composito nPSi-BCD sobre la capacidad de HUVECs para
formar estructuras tubulares en matrigel. (A-A’) numero de master uniones, (B-B")
numero de master segmentos y (C-C’) numero de poligonos formados. Las letras A, B
y C corresponden al polifenol en solucion (desnudo) mientras que A’, B y C al polifenol
microencapsulado. Se indican diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con el tratamiento control (vehiculo) (* = p <0.05, ** = p <0.01, *** = p
<0.001, **** = p <0.0001, n=3).

7.8 Capacidad antioxidante: remocién del radical libre ABTS

7.8.1 Capacidad antioxidante de polifenoles en solucion

La capacidad de AC y Pin de remover el radical libre ABTS fue realizado para
los polifenoles en solucidon (desnudos) y cargados dentro de la microparticula de
liberaciéon controlada nPSi-BCD. En la tabla 9 se muestran los resultados ambos los
polifenoles en solucién. En este contexto, para AC se encontré que hay inhibicién la
absorbancia de ABTS en todas las concentraciones testeadas y que el % de inhibicion
es directamente proporcional a la concentracion del polifenol. Asi, al comparar entre las
tres concentraciones de AC utilizadas se establecio diferencias significativas (p <0,05)

(Figura 35A). Siendo la concentracién de 50 uyM quien tuvo el menor % inhibicion de
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absorbancia de ABTS con 10,7 £ 1,7; mientras que 150 uM arroj6 24 + 2,7 y 350 uM
51,8 £ 5,3 %, este ultimo con el mayor porcentaje de inhibicién. Ahora bien, para el caso
de Pin también se observé inhibicidon de la absorbancia, sin embargo no hay diferencias
entre las concentraciones mas bajas utilizadas 10 y 20 yM con porcentajes de inhibicion
de 3,4+0,6y 3,4 0,9, respectivamente (p >0,05) (Figura 35B). En tanto que para 65
MM se observd un leve aumento del porcentaje de inhibicion con valores de 4,8 £ 1,3.
Por lo tanto, al comparar la capacidad antioxidante entre ambos polifenoles en soluciéon
se observa claramente que acido cafeico tiene mucho mas actividad scavenger que

pinocembrina.

Tabla 9. Capacidad antioxidante de acido cafeico y pinocembrina en solucion. Los
datos fueron expresados como porcentaje de inhibicidon de la absorbancia a 734 nm de
longitud de onda del radical libre ABTSe y equivalentes de Trolox (mg/L) (media *
desviacion estandar). Las letras minusculas al lado de los valores de media y error

estandar indican los resultados del analisis estadistico (p <0,05, n=9).

Polifenol en | Concentracion % inhibicion de Equivalentes de
solucion (uM) absorbancia ABTS Trolox (mg/L)
50 10,7+ 1,7 a 1,6+0,3
Acido cafeico 150 2427, 3,6+0,4
350 51,853 7,8+0,8
10 3406, 0,5+0,1
Pinocembrina 20 34+09a 0,5+0,1
65 48+1,3p 0,7+0,2

Por otra parte, al realizar la conversion a equivalentes de Trolox en mg/L, se
observd que para AC la capacidad antioxidante va de media a alta y para Pin es muy
baja en comparacion al gold estandar (Trolox) (Tabla 9). En este sentido, AC a 350 uM,
concentracion mas alta utilizada, alcanzé 7,8 + 0,8 mg/L, lo que indica mas de la mitad
de la actividad descrita para Trolox. Sin embargo, en la mayor concentracion utilizada

para Pin (65 uM), los valores obtenidos no superé a 1 mg/L de Trolox.
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Figura 35. Capacidad antioxidante de acido cafeico y pinocembrina en solucion,
expresada en equivalentes de Trolox (mg/L). La cantidad de asteriscos reflejan
diferencias entre las concentraciones de los polifenoles testeadas. (* = p <0,05; **** = p
<0,0001; n=5).

7.8.2 Cinética de capacidad antioxidante de polifenoles cargados en la
microparticula de composito nPSi-CD

Cuando se evalu6 la capacidad antioxidante de ambos polifenoles, ahora
incorporados dentro de la microparticula de liberacién controlada nPSi-BCD, se
observaron cambios en el % de inhibicion de la absorbancia de ABTS principalmente
para AC, en los diferentes tiempos evaluados (Figura 36). Lo anterior, indica la
liberacién paulatina del polifenol a través del tiempo lo que se ve reflejado en el aumento
de la actividad antioxidante, encontrando las mayores diferencias entre las 4 y 8 horas
en las concentraciones de 150 (17,1 £ 4,6 / 24,0 + 8,7) y 350 uM (23,6 +5,7y 489 %
4,5) (p <0,05). No obstante, para las mismas concentraciones no se observo diferencias
en los tiempos 0,5/4 hrs. y 4/24 hrs. En el caso de AC 50 uM se observan diferencias
significativas en el % de inhibicion obtenido entre 0,5/4 hrs. (7,7 £+ 0,6 / 6,5+ 1,4) y 4/24

hrs. (6,5 + 1,4 /9,0 £ 3,5) (p <0,05), sin embargo, no hay cambios entre las 4/8 hrs. y
8/24 hrs.
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Tabla 10. Cinética de la capacidad antioxidante de acido cafeico y pinocembrina

cargados en la microparticula de composito nPSi-BCD. Los datos fueron expresados

como porcentaje de inhibiciéon de la absorbancia a 734 nm de longitud de onda del

radical libre ABTS+ (media + desviacion estandar) (p <0,05; n=9).

% inhibicion absorbancia ABTS Equivalentes Trolox (mg/L)
Polifenol
microencapsulado 0,5h 4h 8h 24h 0,5h 4h 8h 24h
AC 50 77+06 | 6514 | 65+06 | 9035 | 1,1+0,1 [ 09%0,2 [ 09+0,1 | 1,305
AC 150 17,8t4,6 | 17,144,6 | 24,0¢8,7 | 24,7489 | 2,620,7 | 25+0,7 | 3,6£1,3 | 3714
AC 350 24,357 | 23,6457 | 48,945 | 47,0¢4,3 | 36+09 | 3509 | 7,407 | 7,1+0,7
Pin 10 67+20 | 5506 | 32+06 | 47+05 | 01+03 | 08+0,1 [ 0,401 | 0,7+0,1
Pin 20 60+18 | 5103 ]39+06 | 4903 ]09+03 0,700 [05+0,1 | 0,7+0,1
Pin 65 64+17 | 5804 | 39+04 | 6316 | 09+03 | 08%0,1|05+0,1 | 09+0,2
Al realizar la conversion del % de inhibicion de absorbancia de ABTS a

equivalentes de Trolox en mg/L, se encontraron los mismos cambios descritos

anteriormente en la actividad scavenger (Tabla 10). Ademas en la cinética realizada de

la actividad antioxidante de los polifenoles dentro de la microparticula nPSi-BCD se

observo igual comportamiento que los polifenoles en solucion. Es decir, nPSi-3CD/AC

alcanza mas de mitad de la actividad de Trolox, lo que se traduce en una mayor

capacidad antioxidante que nPSi-BCD/Pin, la cual presenta una actividad muy reducida.

Por lo tanto, no hay diferencias entre los polifenoles en soluciéon y cargados en la

microparticula de composito nPSi-CD.
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Figura 36. Cinética de la capacidad antioxidante de acido cafeico y
pinocembrina cargados en la microparticula de composito nPSi-BCD, expresada
en equivalentes de Trolox (mg/L). La cantidad de asteriscos reflejan diferencias
entre las concentraciones de los polifenoles microencapsuldos testeadas (* = p <0,05;
** = p <0,01; *** = p <0,001; **** = p <0,0001; n=5).

7.9 Evaluacion de la expresion génica de Nrf2, Keap1, Akt, Cat, Glut-P, Hmox1,
Gcelc y Gelm

7.9.1 Efecto del tratamiento con acido cafeico y pinocembrina en soluciéon sobre
la expresion de genes Nrf2, Keap1, Akt, Cat, Glut-P, Hmox-1, Gclc y Gcim
relacionados a la via antioxidante

Para evaluar el efecto del tratamiento con acido cafeico y pinocembrina en
solucién sobre la expresion de la expresion de genes relacionados a la via antioxidante,
se obtuvieron las curvas estandar y eficiencias para cada partidor utilizado. Los
resultados mostraron que las eficiencias varian en un rango entre 90-106% (Ver anexo
10.4 y 10.5). Por otro lado, a evaluar que gen(es) normalizador(es) utilizar, los
resultados arrojaron que los mejores genes fueron GADPH y RPL30.

Al comparar cambios en la expresion de genes involucrados en la respuesta
antioxidante entre el grupo control v/s tratados con acido cafeico en solucién a diferentes
concentraciones, podemos observar diferencias en los Nrf2, Keap1, Akt, Hmox-1y Gclc
(Figura 37). Los resultados mostraron que el tratamiento con AC 50 yM aumento

significativamente la expresién del gen Nrf2 (p <0,05), mientras que a mayores
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concentraciones no hubo diferencias respecto del control (Figura 37A). Para el caso del
gen Keap1 (Figura 37B) solo se observd disminicion de la expresién a una
concentracion de AC 150 uM (p <0,05). Con respecto a la expresion del gen Akt (Figura
37C), se encontro que el tratamiento con AC incrementa su expresién de manera
proporcional a la concentracion, sin embargo solo se observo diferencia significativa en
el grupo tratado con AC 350 uM (p <0,001). Finalmente, en la figura 37F y G se
presentan los resultados para Hmox-1y Gclc, los cuales mostraron aumento del nivel
de expresion de ambos genes a concentraciones de 50 y 350 yM, siendo para esta
ultima significativa (p <0,05). Por otro lado, para los genes Cat, Glut-P y Gclm no se
observan cambios significativos en la expresion génica asociados a los tramientos
(Figura 37D, E y H).
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Figura 37. Efecto del tratamiento con acido cafeico sobre en la expresion de genes
relacionados a la via antioxidante. HUVECs fueron estimuladas con 0,4 mM de H>O-
y tratadas con acido cafeico a concentraciones de 50, 150 y 350 uM por 8 horas. (A)
Nrf2, (B) Keap-1, (C) Akt, (D) Cat, (E) Glut-P, (F) Hmox-1 (G) Gclc y (H) Gclm. Los datos
fueron normalizados respecto a RPL-30 y GAPDH. Las barras representan la expresion
media para cada grupo + desviacion estandar. La cantidad de asteriscos reflejan
diferencias entre control (vehiculo) v/s tratamientos (* = p <0,05; ** = p <0,01; n=3).

En contraste con lo encontrado para AC, el tratamiento con Pin en solucién sélo
generé cambios en la expresion de los genes Akt y Hmox-1 (Figura 38). En el primer
caso se observo una disminucion del nivel la expresién proporcional a la dosis de Pin
utilizada, sin embargo, esta fue significativa a 65 uM (p <0,01) (Figura 38C). Mientras

que para Hmox-1 se encontré que el tratamiento con Pin 10 yM condujo al aumento de
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la expresion de forma significativa (p <0,05) (Figura 38F), en tanto que para 20 y 65 uM
no se observaron cambios cuando fueron comparados contra el control (vehiculo). Lo
mismo fue observado para los genes Nrf2, Keap-1, Cat, Glut-P, Gclc y Gelm en donde

no se encontraron cambios en los niveles de expresion (Figura 38A, B, D, E, Gy H).

257 - 25q - 2.59
o
g < X
Z 2.0 w204 < 204
c® g §s
2% 5% 3%
® § 15 o 8 157 88 157 *%k
5% 1] ]
5 E 1.0 2E 101 S E 10
o -] o 0
sc o € T c
3 05 S 054 T 059
> [ 2
S 2 z
0.0- z 0.0- 0.0-
Vehiculo (DMSO) + + + + Vehiculo (DMSO) + + + + Vehiculo (DMSO) + + + +
H,0, 0,4 mM + + + + H,0, 0,4 mM + + + + H,0, 0,4 mM + + + +
Pinocembrina uM - 10 20 65 Pinocembrina uM - 10 20 65 Pinocembrina uM - 10 20 65
2.5 o 254 5 254 *
= - x
g 5 5}
O 204 = 204 = 204
.5 [} Oq I
23 &% &%
88 15 2 R 15 O R 157
&% A es
o E 104 2 E 10 SE 104
o 0 o] 6
Tc o € o S
S 057 S 054 T 054
2 o °
z 2 2
0.0- Z 0.0 Z  o0.0-
Vehiculo (DMSO) + + + + Vehiculo (DMSO) + + + + Vehiculo (DMSO) + + + +
H,0, 0,4 mM + + + + H,0, 0,4 mM + + + + H,0, 0,4 mM + + + +
Pinocembrina uM - 10 20 65 Pinocembrina uM - 10 20 65 Pinocembrina uM - 10 20 65
o 25 s 257
2 3
O 204 O 204
c® c©
© T © T
Z’:E 1.5 QE 1.5
=] 5w
5E 10 & E 10
o5 M -
g c % c
E’ 0.54 E 0.5-]
Z oo Z o0
Vehiculo (DMSO) + + + + Vehiculo (DMSO) + + + +
H,0, 0,4 mM + + + + H,0, 0,4 mM + + + +
Pinocembrina uM - 10 20 65 Pinocembrina uM - 10 20 65

Figura 38. Efecto del tratamiento con pinocembrina sobre en la expresion de
genes relacionados a la via antioxidante. HUVECs fueron estimuladas con 0,4 mM
de H2O; y tratadas con pinocembrina a concentraciones de 10, 20 y 65 yM por 8 horas.
(A) Nrf2, (B) Keap-1, (C) Akt, (D) Cat, (E) Glut-P, (F) Hmox-1 (G) Gclc y (H) Gelm. Los
datos fueron normalizados respecto a RPL-30 y GAPDH. Las barras representan la
expresion media para cada grupo * desviacién estandar. La cantidad de asteriscos

reflejan diferencias entre vehiculo v/d tratamientos (* = p <0,05; ** = p <0,01; n=3).
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7.9.2 Efecto del tratamiento con acido cafeico y pinocembrina cargados en la
microparticula de compésito nPSi-BCD sobre la expresion de genes Nrf2, Keap1,

Akt, Cat, Glut-P, Hmox1, Gclc y Gelm relacionados a la via antioxidante

Se evalud el efecto de la microencapsulacion de AC y Pin sobre cambios en la
expresion génica de células HUVEC tratadas con la microparticula nPSi-BCD+polifenol.
Dentro de los resultados obtenidos para nPSi-BCD/AC (Figura 39) se observa una
reduccion de la expresion del gen Keap-1 en el grupo tratado con nPSi-CD/AC 50 y
350 uM (p <0,05) (Figura 39B), mientras que para nPSi-BCD/AC 150 uyM también se
observé una disminucion, pero esta no fue significativa. Para el caso de Akt y Glut-P
(Figura 39C y E) se encontré que en ambos genes hay una reduccion en el nivel de
expresion, principalmente en el grupo tratado con nPSi-BCD/AC 50 uM (p <0,05), en
contraste con los tratados con nPSi-BCD/AC 150 y 350 uM en donde se observo un
incremento de la expresion, la cual no fue significativa. Por ultimo, no se encontro
diferencias en la expresion génica de Nrf2, Cat, Hmox-1, Gclc y Geclm (Figura A, D, F,
GyH).

Por otra parte, para la microparticula de compdsito nPSi-BCD/Pin los resultados
mostraron que no hubo cambios significativos en la expresion de genes Nrf2, Keap-1,
Cat y Geclm (Figura 40A, B, D y H). Mientras que para el gen Akt, se observd una
disminucion significativa de la expresion génica sélo en el grupo tratado con nPSi-
BCD/Pin 10 uM (Figura 40C) (p <0,05). Los mismos resultados fueron encontrados para
el gen Gclc como se muestra en la figura 40G (p <0,05), sin embargo, para nPSi-
BCD/Pin 20 y 65 uM se observo el efecto opuesto, ya que la expresion tiende a ir
aumentando sin que llegue ser significativo. Con respecto al gen Glut-P el tratamiento
con nPSi-BCD/Pin generd una disminucion significativa de la expresion en el grupo
tratado con nPSi-BCD/Pin 65 uM (p <0,01), no obstante para las otras concentraciones
utilizadas no hubo diferencias (Figura 40E). Finalmente, también se observo reduccion
de la expresion del gen Hmox-1 solo para el grupo tratado con nPSi-BCD/Pin 20 uM
(Figura 40F). Por lo tanto, estos resultados demuestran que no existen cambios en la
expresion de genes relacionados a la via antioxidante en células HUVECs tratadas con

los polifenoles incorporados en la microparticula de composito nPSi-BCD.
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Figura 39. Efecto del tratamiento con acido cafeico cargado en la microparticula
de composito nPSi-BCD sobre en la expresion de genes relacionados a la via
antioxidante. HUVECs fueron estimuladas con 0,4 mM de H.O, y tratadas con la
microparticula nPSi-BCD/AC a concentraciones de 50, 150 y 350 uM por 8 horas. (A)
Nrf2, (B) Keap-1, (C) Akt, (D) Cat, (E) Glut-P, (F) Hmox-1 (G) Gclc y (H) Gclm. Los datos
fueron normalizados respecto a RPL-30 y GAPDH. Las barras representan la expresion
media para cada grupo + desviacion estandar. La cantidad de asteriscos reflejan

diferencias entre vehiculo v/d tratamientos (* = p <0,05; ** = p <0,01; n=3).
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Figura 40. Efecto del tratamiento con pinocembrina cargada en la microparticula
de composito nPSi-BCD sobre en la expresion de genes relacionados a la via
antioxidante. HUVECs fueron estimuladas con 0,4 mM de H.O, y tratadas con la
microparticula de compésito nPSi-BCD/Pin a concentraciones de 10, 20 y 65 uM por 8
horas. (A) Nrf2, (B) Keap-1, (C) Akt, (D) Cat, (E) Glut-P, (F) Hmox-1 (G) Gclc y (H) Gcim.
Los datos fueron normalizados respecto a RPL-30 y GAPDH. Las barras representan la
expresion media para cada grupo * desviacién estandar. La cantidad de asteriscos

reflejan diferencias entre vehiculo v/s tratamientos (* = p <0,05; ** = p <0,01; n=3).
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7.10 Evaluacion de la expresion proteica de Nrf2, Keap1 y Akt, Erk 1/2 total y

fosforilada

7.10.1 Efecto del tratamiento con acido cafeico y pinocembrina en soluciéon y
cargado en la microparticula de compésito nPSi-BCD sobre la expresién proteica
de Nrf2, Keap1, Akt y Erk 1/2 fraccion total y fosforilada.

Se evalué el efecto del tratamiento con AC en solucion e incorporado a la
microparticula de compdésito nPSi-BCD, sobre cambios en la expresion proteica de
células HUVECs (Figura 41). Como resultado se obtuvo que en ambos tratamientos
(AC solucioén v/s micropencapsulado) no se observé expresion de las proteinas Nrf2 y
Keap-1 (Figura 41A y B), mientras que para las proteinas Akt y Erk 1/2 fraccion total y
fosforilada, tampoco se reportaron cambios significativos en el nivel de expresion
(Figura 41C-D y 42E-L).

Por otro lado, para células HUVECs tratadas con Pin en solucion vy
microencapsulada, los resultados muestran que no hubo cambios significativos en la
expresion de las proteinas Nrf2 y Keap-1 (Figura 43A y B). Lo mismo se observo para
el caso de las proteinas Akt y Erk 1/2 fraccion total y fosforilada para el tratamiento con
diferentes concentraciones de Pin en solucion (Figura 43C). Mientras que para el
tratamiento con la microparticula de compdsito nPSi-BCD+Pin (Figura 43D), se
observaron cambios significativos solo en la fracciéon fosforilada de Akt 'y Erk 1/2 (p

<0,05) para las concentraciones de 10 y 65 uM, respectivamente (Figura 44J y K).
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Figura 41. Efecto del tratamiento con acido cafeico en soluciéon y cargado en la
microparticula de compésito nPSi-BCD, sobre en la expresion de proteinas
relacionadas a la via antioxidante y angiogénica. HUVECs fueron estimuladas con
0,4 mM de HO; y tratadas con la microparticula de compdsito nPSi-BCD/Ac a
concentraciones de 50, 150 y 350 uM por 8 horas. (A y C) Acido cafeico en solucién (B
y D) Microparticula de compdésito nPSi-BCD/AC. Los datos fueron normalizados
respecto a RPL-30 y GAPDH. Las barras representan la expresién media para cada
grupo + desviacion estandar. La cantidad de asteriscos reflejan diferencias entre

vehiculo v/s tratamientos (* = p <0,05; n=3).
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Figura 42. Representacion grafica del efecto del tratamiento con acido cafeico en
solucién y cargado en la microparticula de composito nPSi-BCD, sobre en la
expresion de proteinas relacionadas a la via angiogénica. HUVECs fueron
estimuladas con 0,4 mM de H2O; y tratadas con la microparticula de compdsito nPSi-
BCD/Ac a concentraciones de 50, 150 y 350 uM por 8 horas. (E y |) AKT total, (F y J) p-
AKT, (Gy K) ERK 1/2 total, (H y L) p-ARK 1/2. Los datos fueron normalizados respecto
a RPL-30 y GAPDH. Las barras representan la expresion media para cada grupo *
desviacion estandar. La cantidad de asteriscos reflejan diferencias entre vehiculo v/s
tratamientos (* = p <0,05; n=3).
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Figura 43. Efecto del tratamiento con pinocembrina en soluciéon y cargada en la
microparticula de composito nPSi-3CD sobre en la expresion de proteinas
relacionadas a la via antioxidante y angiogénica. HUVECs fueron estimuladas con
0,4 mM de H;O, y tratadas con la microparticula de compdsito nPSi-BCD/Pin a
concentraciones de 10, 20 y 65 yM por 8 horas. (A y C) Pinocembrina en solucion (B y
D) Microparticula de composito nPSi-BCD/Pin. Los datos fueron normalizados respecto
a RPL-30 y GAPDH. Las barras representan la expresion media para cada grupo *
desviacion estandar. La cantidad de asteriscos reflejan diferencias entre vehiculo v/s

tratamientos (* = p <0,05; n=3).
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Figura 44. Representacion grafica del efecto del tratamiento con pinocembrina en
soluciéon y cargada en la microparticula de compdésito nPSi-BCD sobre en la

expresion de proteinas relacionadas a la via angiogénica. HUVECs fueron

estimuladas con 0,4 mM de H2O; y tratadas con la microparticula de compdsito nPSi-
BCD/Pin a concentraciones de 10, 20 y 65 uM por 8 horas. (E y |) AKT total, (F y J) p-
AKT, (G y K) ERK 1/2 total, (H y L) p-ARK 1/2. Los datos fueron normalizados respecto

a RPL-30 y GAPDH. Las barras representan la expresion media para cada grupo *

desviacion estandar. La cantidad de asteriscos reflejan diferencias entre vehiculo v/s
tratamientos (* = p <0,05; n=3).
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8. DISCUSION

La aterosclerosis es una enfermedad silenciosa y multifactorial, cuyo progreso
desencadena en la aparicién de patologias cardiovasculares agudas y severas que
generan altos indices de discapacidad y mortalidad a nivel mundial. Los principales
factores de riesgo asociados al inicio y progresion son hipercolesterolemia e
hipertensién arterial, patologias que conducen a generar cambios y alteraciones en la
pared arterial de grandes vasos. El progreso de la ATE conlleva al estrechamiento u
obstruccion del lumen vascular causado por el engrosamiento de la capa intermedia de
las arterias debido a la acumulacion de lipidos (Li et a., 2014), migracion y proliferacion
de diferentes tipos celulares formando lo que se conoce como placa de ateroma. La
angiogénesis constituye un proceso relevante en la progresion de la lesion
aterosclerética y representa una diana farmacoldgica contra enfermedades que se
caracterizan por una mayor proliferacion de nuevos vasos sanguineos. Este proceso
se ve estimulado principalmente como consecuencia de la reduccion de la disponibilidad
de oxigeno causado por un aumento en la demanda metabdlica al interior de la placa,

generando nuevos vasos débiles y muy susceptibles a romperse.

Diversos autores han aislado y estudiado diferentes polifenoles para los cuales
se han descrito un gran numero de propiedades farmacologicas, entre ellas
antiangiogénica (Pandey & Rizvi, 2009). Sin embargo, el principal problema asociado a
su utilizacion es que presentan muy baja absorcién a nivel gastrointestinal, lo que a su
vez se traduce en que estos no alcanzan una concentracion efectiva en sangre para
ejercer una accidén biolégica a nivel celular. Frente a esta problematica surge la
alternativa de incorporar estas moléculas dentro de materiales compatibles,
favoreciendo su metabolizacién y transporte en el cuerpo llegando de esta forma al sitio
de accion deseado. Estos materiales pueden ser clasificados en distintas categorias de
acuerdo a su forma, propiedades fisicoquimicas y a los compuestos utilizados para su
sintesis, siendo ejemplo de esto liposomas, dendrimeros, nanotubos, miscelas,

biopolimeros, nanocapsulas y microcapsulas, entre otros.

Asi, a partir de la evidencia disponible el objetivo general de este estudio fue
obtener microparticulas de nPSi-BCD cargadas con acido cafeico y pinocembrina,
principales constituyentes bioactivos de propdleos chileno, y evaluar in vitro el efecto de

la microencapsulacion sobre la actividad antiangiogénica de los polifenoles.




Discusion-Tesis doctoral | Dina Guzman Oyarzo

Caracterizacion fisicoquimica de las microparticulas nPSi, nPSi/Qui y nPSi-BCD

El silicio es un material versatil que puede ser sometido a diversos procesos
quimicos como por ejemplo oxidacion con la finalidad de obtener funcionalidad, ademas
de permitir la incorporacion de otros compuestos como polimeros, para mejorar tanto la

carga como la liberacion controlada de farmacos (Maniya et al., 2016).

En este sentido, la sintesis de las microparticulas nPSi, nPSi/Qui y de composito
nPSi-BCD se llevo a cabo a través de atraccion electrostatica de cargas opuestas,
proceso el cual fue monitorizado fisicoquimicamente con el fin de evaluar la correcta
obtencién y funcionalidad del biomaterial utilizado. Los resultados muestran que el nPSi
arrojo un valor potencial zeta negativo (-29.06 + 0.06 mV), lo que se correlaciona con
la presencia de grupos silanol cargados negativamente los cuales se producen por la
oxidacion quimica con H202 (Wu & Lin ,2013). En una segunda etapa, la oxidacion del
nPSi permitié incorporar Qui, la cual mostré valores positivos (16.5 + 0.6 mV), esto se
debe a que el injerto con quitosana generaria una rica superficie rica en aminas (Meraz
et al., 2016). Finalmente la obtencidon de la microparticula se composito nPSi-BCD
ocurrio producto de la polimerizacién de nPSi/Qui con B-ciclodextrina, la cual
corresponde a un polimero biocompatible flexible y blando ampliamente utilizado para
la administracion de farmacos (Lian et al., 2016). Para esto caso se observé un potencial
zeta marcadamente negativo (-39.8 + 1.73 mV), lo que concuerda con el valor obtenido
por la presencia de la molécula polimérica CD (-28,2 + 9 mV), la cual presenta una

cavidad cuya superficie exterior es hidrofila debido a la presencia de grupos C-OH.

Por su parte, el andlisis quimico a través de ATR-FTIR mostré un pico agudo de
transmitancia para nPSi que corresponde al modo de estiramiento Si—-O-Si (Hernandez-
Montelongo et al., 2014) y algunas bandas débiles relacionadas con —OySi-Hx y SiOH,
una banda de estiramiento O—H de SiOH (Hernandez-Montelongo et al., 2014), ademas
de una banda de absorbancia de H.Om (Mclintosh et al., 2017). Todos estos grupos
funcionales detectados estan de acuerdo con la oxidacién quimica de nPSi a través de
H20, y reportados previamente en la literatura lo que es indicativo de una buena sintesis.
El espectro de nPsi/Qui presentd dos bandas débiles de N-H y amida Il detectado a
1408 and 1320-1346 cm-1, respectivamente (figura 13C), y los mismos grupos
funcionales descritos previamente para el nPSi (Si—O-Si, —OySi-Hx y SiOH) (49-51).
Las bandas detectadas se encuentran relacionadas con las cadenas de poliamino-
sacaridos presentes en la Qui, la cual fue usada como puente entre el polimero de

quitosana y las microparticulas nPSi. Finalmente, para la microparticula de nPSi-BCD,
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bandas correspondientes al espectro de BCD nativa fueron observadas: estiramiento del
enlace C—OH (1021 cm-1) (Hernandez-Montelongo et al., 2014), C-O-C (1150 cm-1),
H,Om (1630 cm-1), estiramiento asimétrico de CH (2930 cm-1) y de O—H de grupos
hidroxilo. Adicionalmente mostré una banda extra (1721 cm-1) que corresponden a
grupos C=0, generados durante la polimerizacion lograda entre B-ciclodextrina y acido

citrico (Hernandez-Montelongo et al., 2014).

En cuanto al analisis morfologico, tamafio y composicion elemental de los
diferentes biomateriales incorporados en la sintesis, imagenes SEM fueron producidas.
En este contexto, nPSi y nPSi-Qui presentaron un tamafio promedio de 2.0-2.5 pym,
con formas irregulares y una superficie rugosa y muy porosa (75 £ 5%) debido a la
presencia de poros columnares (figura 14A1-A4). Para las microparticulas de
composito nPSi-BCD también se observé una forma irregular, pero con una apariencia
mas suave y con un leve aumento de tamano (14 ym), ademas de pliegues producidos
por la polimerizacion con BCD/acido citrico (figura 14A5 y 6). El aumento en el tamano
de microparticula podria explicarse debido a que las particulas pequehas se
aglomeraron durante la polimerizacién formando particulas mas altas. Esto concuerda
con el trabajo de Salonen et al., (2005) el que reporté una distribucion de tamafo similar
para este tipo de particulas utilizadas como sistema de administracion de farmacos por
via oral. Con respecto a la composicion elemental de nPSi, se encontré Siy O debido a
la oxidacion realizada por H.O, ademas de C la cual fue considerablemente alta, lo que
pudiera ser indicativo de contaminacion muy probablemente durante la sintesis. Para
nPSi-Qui no se detectd nitrégeno, aun cuando se esperaba encontrar debido a la
presencia de grupos aminos de la Qui. Este resultado podria explicarse porque la
quitosana incorporada probablemente era una capa superficial y la sefial N no fue lo
suficientemente fuerte como para ser detectada por la técnica EDX. Sin embargo, la
relaciéon C/Si aumenté al doble (0.76 + 0.2 v/s 1.5 + 0.3) debido al incorporacion del
polimero (Perruchot et al., 2001). Con respecto a la microparticula de nPSi-BCD se
observo un aumento importante de la sefial C (C/Si= 17.4 £ 8) debido a la polimerizacion
in situ con B-ciclodextrina y acido citrico. También se detectaron trazas de los

catalizadores Sodio (Na) y Fésforo (P).

Por otra parte también se caracterizé a las microparticulas de composito nPSi-
BCD cargadas con los polifenoles. En primer lugar, los resultados muestran que el
potencial zeta de nPSi-BCD fue reducido después de la adicion de polifenoles; nPSi-
BCD/CA y nPSi-BCD/Pin presentaron potencial zeta mas bajo que nPSi-BCD, (5,5y 10,4
mV, respectivamente). En el analisis de ATR-FTIR, el espectro de nPSi-BCD/CA y nPSi-




Discusion-Tesis doctoral | Dina Guzman Oyarzo

BCD/Pin muestran los mismos grupos funcionales que nPSi-BCD. No obstante, tanto
nPSi-BCD/CA como nPSi-BCD/Pin mostraron dos bandas adicionales que estan
asociadas a la incorporacion de ambos polifenoles: B(CH) y y(CH) a 1187 y 940 cm-1,

respectivamente.

Respecto de la morfologia, los resultados muestran que tanto nPSi-BCD/CA
como nPSi-BCD/Pin no presentan cambios significativos en comparacién con nPSi-BCD.
La superficie de ambas microparticulas cargadas exhiben una apariencia mas suave y
los mismos pliegues producidos por la polimerizacion. Sin embargo, el tamafio de las
microparticulas cargadas fue mayor en nPSi-BCD: ~19 y ~22 um, respectivamente. Este
hallazgo podria explicarse debido a que los polifenoles estan formados por uno o0 mas
anillos fendlicos, los cuales son altamente hidrofébicos, lo que podria tender a aglomerar
particulas mas pequenas. En el caso de Pin esta presenta 3 anillos fendlicos lo que lo
hace mas hidrofébico que AC el cual posee soélo uno (Heleno et al., 2015), esto podria
generar mas agregacion y, por tanto, diferencias en el tamafio entre las microparticulas.
Por otro lado, de acuerdo al analisis quimico realizado (EDX), nPSi-BCD/CA and nPSi-
BCD/Pin no presentan mas trazas de los catalizadores Sodio y Fosforo, y en cuanto a
la razon C/Si, esta incrementd considerablemente (nPSi-BCD/CA: 88.75 + 22.2, nPSi-
BCD/Pin: 105.7 + 30.5) respecto a nPSi-BCD (17.4 + 8).

Para determinar el grado de funcionalizacion del polimero Qui y BCD integrado
en nPSi, se realizaron analisis por TGA. Los resultados muestran que nPSi
practicamente no presentd degradacion, en tanto que nPSi-Qui mostré una leve
descomposicion cercana al 3%. Este hallazgo es concordante con resultados de la
caracterizacion realizada previamente, que sugiere que el injerto de Qui fue solo
superficialmente. La descomposicion de BCD fue claramente apreciable. En la primera
etapa correspondié al nivel de agua absorbida (~ 10,5%), mientras que la segunda
etapa, que comienza a 310°C y concluye a 350°C, se encuentra relacionada con la
fusion, descomposicion y conversion en carbon de las unidades de glucosa de las
moléculas de BCD (Skiba & Lahiani-Skiba, 2013). Ahora bien, en la microparticula de
nPSi-BCD el fendmeno fue gradual, debido a que la estructura 3D del polimero BCD es
mas fuerte. Ademas se pudo establecer que el componente que estaba en mayor
cantidad en la microparticula de composito correspondia al polimero de BCD (62%), lo
que refleja que ademas de las interacciones electrostaticas mostradas por potencial
zeta, la porosidad de las muestras también permitié que fuese como un anclaje para la

pelicula polimérica.
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Carga, liberacion de polifenoles y modelos matematicos involucrados

Una de las ventajas que presenta este tipo de microparticulas es que posee una
buena capacidad de carga debido a la gran superficie que presenta y ademas permite
una liberacion controlada de la molécula/farmaco cargado. En este sentido la eficiencia
y capacidad de carga de polifenoles AC y Pin fue determinada a través de
espectroscopia UV-Vis a 310 y 322 nm AC y Pin respectivamente y fue ajustada en
concordancia con las pruebas de citotoxicidad de la microparticula de composito nPSi-
BCD. A pesar de que el nPSi (control) no presenta una superficie quimica compatible
con polifenoles, la carga fue exitosa, dado que las muestras presentan elevados de %
PEE (50 £ 2,0y 97.5 + 2,0 para AC y Pin, respectivamente), lo que podria deberse a la
gran area superficial que poseen sus nanoporos donde quedaria retenido el polifenol.
En el caso de la microparticula nPSi-BCD con el polifenol (AC o Pin) incorporado, se
observo un % PEE de 16,6 + 1,0 (AC) y 58.5 + 1,5 (Pin). En este sentido nPSi presento
una capacidad de carga de los polifenoles (AC: 3,6 £ 0,7% y Pin: 10,0 + 1,8%) mayor
que nPSi-BCD (AC: 1,2 £ 0,2% y Pin: 6,0 £ 0,7%). Este hallazgo podria ser explicado
segun los resultados que mostrd la caracterizacion previamente realizada, ya es muy
probable que los polifenoles se hayan absorbido principalmente en la gran corona de
polimero BCD alrededor de las pequefas microparticulas de nPSi, estos Ultimos
corresponden al sustrato utilizado para la obtencion de la microparticula de composito
nPSi-BCD.

Para evaluar la funcionalidad de la liberacion controlada por polifenol (AC o Pin),
se obtuvo el perfil de liberaciéon de las microparticulas nPSi y nPSi-BCD cargadas, las
cuales fueron sumergidas en PBS a 37°C bajo condiciones de agitacion. Los resultados
mostraron que después de las 24 horas todas las microparticulas presentaron mas altos
valores de porcentaje de liberacion acumulada (nPSi+AC: 97,6 £ 17,6; nPSi+Pin: 94,2
+ 17,0; nPSi-BCD+AC: 93,8 + 11,2; nPSi-BCD+Pin: 92,3 £ 11,0). Los perfiles presentan
un claro contraste entre el control (nPSi) y composito (nPSi-BCD), debido a que se
observé que la microparticula nPSi-BCD es mas eficiente en la liberaciéon del farmaco
que nPSi. Es decir, nPSi retiene a ambos polifenoles, no obstante, la liberacion ocurre
a los pocos minutos, mientras que nPSi-BCD mostrd una liberacidon controlada por mas

de 5 horas.

Con el objetivo de establecer el o los mecanismos que participan en la liberacion
controlada de los polifenoles AC y Pin, se utilizaron tres modelos matematicos (primer

orden, Higuchi y Korsmeyer-Peppas) para los cuales se obtuvo el valor de r2. En el caso
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de la liberacion de AC-nPSi y de acuerdo al valor de r? calculado, presentd un mejor
ajuste con el modelo de primer orden (r* = 0.9355), donde la dosis de liberacion
inmediata fue dispersada de una sola vez. Sin embargo, la cinética se describié con
mayor precision usando la microparticula de nPSi-BCD+AC fue el modelo Korsmeyer-
Peppas (r? = 0.9649). Esto significa que el factor que gobierna la liberacion de AC no
fue la disolucion de las muestras, sino un proceso de difusion Fickiana (Hernandez-
Montelongo et al., 2018). Esto concuerda con el valor obtenido del exponente de
liberacién n del modelo (<0,5), el cual sugiere una liberacion difusiva. En cuanto a Pin,
ambos perfiles de liberacion de microparticulas nPSi y nPSi-BCD, se ajustaron mejor al
modelo Korsmeyer-Peppas (0.9774 y 0.9654, respectivamente). El valor n para nPSi fue
(n=0.03) y para nPSi-BCD (n = 0.65), este ultimo sugiere que ademas de la difusion de
Fickian el proceso de erosidén también podria estar contribuyendo en el liberacién de
Pin.

Citotoxicidad de polifenoles y microparticula nPSi-CD

El estudio y evaluacién de la actividad biolégica de gran variedad de compuestos
fitoquimicos se puede realizar en primera instancia a través del uso de lineas celulares
en cultivo. De este modo, para evaluar el efecto citotéxico de AC y Pin se utilizé una
linea celular endotelial de vena umbilical humana (HUVEC). Este modelo es utilizado
para evaluar funcién endotelial asi como angiogénesis, permitiendo realizar estudios de
los mecanismos y vias de sefalizacion involucradas y moduladas en el proceso de
angiogénesis, asimismo probar la actividad farmacolégica de moléculas que puedan

inhibir dicho proceso.

Para estudiar el impacto de AC y Pin sobre la viabilidad de HUVECs se realiz6
un ensayo de MTS. Los resultados muestran que la viabilidad disminuye gradualmente
a partir de concentraciones igual a mayores de 500 uM y 200 pM para AC y Pin,
respectivamente. Por lo tanto, concentraciones de hasta 200 uM no afectan la viabilidad
de células HUVEC tratadas con AC. Este hallazgo es concordante con lo reportado por
un estudio el cual determiné que la viabilidad celular disminuye de manera significativa
a partir de una concentracion de AC 380 uM (p<0,05) (Bufalo et al., 2015). También
Oliveira et al., (2016) reportaron que para células monociticas humanas tratadas con AC
s6lo y en combinacion a una concentracién de ~320 yM no se afecta la viabilidad. Por
otra parte para Pin la viabilidad se mantiene por sobre el 80% hasta concentraciones de
100 uM, lo que es concordante con lo reportado previamente por Cuevas et al., (2015)

quienes describieron que células HUVEC expuestas a pinocembrina son viables hasta
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concentraciones de 100 pM. En contraste, la viabilidad disminuye al 50% a
concentraciones de 200 uM y a menos de 20% a concentraciones = 500 yM. En
resumen, los resultados muestran que la viabilidad se mantiene sobre el 80% a
concentraciones de hasta 200 yM (AC) y 100 uM (Pin) y por tanto, no genera

citotoxicidad celular.

En cuanto al efecto de las microparticulas de nPSi-BCD sobre la viabilidad de
HUVECSs, células fueron cultivadas en presencia de microparticulas de composito a
cuatro concentraciones entre 0,25 y 2,5 mg/mL por 6 y 24 horas. Los resultados de
microscopia muestran que células HUVECs expuestas a menores concentraciones
(0,25 y 0,5 mg/mL) presentan una morfologia normal (alargada y plana), lo que sugiere
que las microparticulas fueron bien toleradas por la célula. En contraste,
concentraciones superiores (1,25 y 2,5 mg/mL) generaron cambios morfoldgicos en las
células, observandose gran cantidad de estas con una forma redondeada y
resuspendidas en el medio de cultivo, lo que da cuenta de una pérdida de la capacidad
de adhesioén celular y de un efecto citotdxico. Este hallazgo es concordante con los
resultados observados en el estudio de viabilidad, donde se muestra que la viabilidad
se mantiene por sobre el 80% a la concentracion de baja de composito utilizado (0,25
mg/mL). Sin embargo, a partir de concentraciones mas altas (=0,50 mg/mL) se observa
una disminucién significativa de la viabilidad cercana al 60% llegando incluso a valor <
20%. Este incremento en la mortalidad celular puede deberse a que células HUVECs
expuestas a concentraciones de composito superiores a 0,25 mg/mL alteran las
funciones celulares supervivencia celular, como por ejemplo la capacidad de
adherencia, comunicacion celular, diferenciacién y migracion (Chovatiya & Medzhitov,
2014).

Citotoxicidad de H.0: e induccion de estrés oxidativo

En la primera etapa de la placa de ateroma avanzada, la angiogénesis se
produce como un mecanismo de respuesta al aumento progresivo del tamafio de la
placa, hipoxia y también a causa aumento de la inflamacion y estrés oxidativo intraplaca,
incrementando de esta forma el estimulo para la formacion de nuevos vasos. En este
contexto, se indujo estrés oxidativo en células HUVECs a través de H2O, el cual es una
molécula que funciona como regulador y sefializador del estado redox de la célula. A
partir de esto se evaluo: i) Citotoxicidad de concentraciones crecientes de H>O, de hasta
50 mM; ii) Dosis minima necesaria para inducir estrés oxidativo. Respecto de la

evaluacion de citotoxicidad a distintas concentraciones de H20-, los resultados muestran
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gue concentraciones menores a 0,8 mM. no afectan la viabilidad de las células HUVECs.
Por su parte, respecto de establecer la dosis minima necesaria para inducir estrés
oxidativo, los resultados del estudio muestran que una concentracién O6ptima
corresponderia a 0,4 mM de H2O, lo que se sustenta en las diferencias observadas
respecto del control en la induccidn de estrés oxidativo. Similarmente, un estudio
determiné que concentraciones de hasta 0,1 mM H.O, mantienen la viabilidad sobre el
80% de las células osteoblasticas de cultivo primario de rata tratadas durante 24 horas
(Mada et al., 2017). Estas concentraciones son mayores a lo reportado en otros estudios
que establecen concentraciones de H20- para inducir el efecto deseado. En este sentido
Bhatia et al., (2017), establecieron que después del tratamiento con ~60 uM H-O-, la
viabilidad de células de neuroblastoma (IMR32) se mantenia sobre el 80%. Las
discrepancias observadas entre los estudios podria deberse a factores propios de los
ensayos como: el tipo de células utilizada (linea celular o cultivo primario), condiciones
de cultivo celular especificamente respecto al tiempo al que fueron expuestas las células
al tratamiento con H»O, y también el tipo de ensayo utilizado para determinar la
viabilidad celular. A pesar de las diferencias encontradas en las dosis viables para H20>
es importante destacar, la dosis seleccionada (0,4 mM) en este estudio se sustent6 en
los resultados obtenidos a partir dos métodos distintos citotoxicidad y evaluacion de
estrés oxidativo a través de la sonda CM-H,DCFDA. Por otro lado, la estrategia para
evaluar la induccion de estrés oxidativo también podria estar contribuyendo en las
diferencias encontradas debido a que ésta mide la produccién general de ROS, por lo
tanto para mejorar este aspecto seria muy beneficioso incorporar la medicion especifica
de los subproductos formados a partir de la descomposicién del H,O; o la actividad de
enzimas antioxidantes (catalasa o glutation peroxidasa) en el sobrenadante del cultivo
celular. En resumen, las diferencias encontradas podrian deberse sélo a las condiciones
estandarizadas y al modelo celular utilizado, por lo tanto 0,4 mM H2O: es la

concentraciéon optima para poder estudiarlo.

Actividad antiangiogénica de acido cafeico y pinocembrina

Ensayo de membrana corioalantoidea de pollo (CAM)

Para evaluar el efecto antiangiogénico del tratamiento con AC y Pin en solucion
se utilizé un modelo ex vivo de angiogénesis mediante el ensayo de membrana
corioalantoidea de pollo (ensayo Chick-CAM). Durante el desarrollo del embrién de pollo
la CAM es una estructura extraembrionaria altamente vascularizada que se expande

rapidamente y proporciona una interfaz para el intercambio de gases y desechos, esto
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permite su utilizacion como modelo experimental para el estudio de moléculas y/o
farmacos por ejemplo con actividad angiogénica o antiangiogénica (Ribatti, 2017). Asi,
al exponer huevos embrionados a tres concentraciones crecientes tanto de AC (50, 150
y 350 uM) y Pin (10, 20 y 65 uM), se observo que todos los tratamientos realizados
disminuyeron el numero de vasos sanguineos formados en los ensayos CAM (figura 29

y 30), demostrando por tanto la capacidad antiangiogénica de los polifenoles analizados.

Si bien se demostr6 que AC y Pin presentan actividad antiangiogénica, este
ensayo evalud especificamente la actividad antiangiogénica de estos polifenoles en
solucién, sin embargo, resultaria interesante continuar este estudio evaluando el efecto
antiangiogénico de estos tratamiento en polifenoles cargados en la microparticula de
composito nPSi-BCD, dado que la evidencia muestra la utilidad del ensayo CAM en el
estudio y evaluaciones de las propiedades in vivo de biomateriales antes de pasar al
modelo animal (Buschmann et al., 2012; Diaz-Gomez et al., 2014). En este contexto, se
evalud la actividad antiangiogénica de estradiol dentro de poliuretano (PU), el ensayo
CAM reveld un potencial angiogénico significativamente mayor cuando 17-B-estradiol
fue incorporado dentro del biomaterial para su uso en la reparacién del piso pélvico
(Shafaat et al., 2018). Ademas han testeado diversos materiales biocompatible y sus
propiedades angiogénicas obteniendo muy buenos resultados y evidenciando la gran

aplicabilidad de este ensayo (Ribatti et al., 2020).

Formacion de estructuras tubulares en matrigel

Por otra parte, se evalud la actividad antiangiogénica de 3 concentraciones de
AC (50, 150 y 350 uM) y Pin (10, 20 y 65 uM) en solucién y cargado en la microparticula
de composito nPSi-BCD sobre la capacidad de HUVECs para formar estructuras
parecidas a vasos sanguineos en matrigel. EI matrigel corresponde a una matriz
extracelular que simula una membrana basal, rica en proteinas y factores de
crecimiento, la cual es utilizada para evaluacion la migracion y organizacion de células
tal como ocurre en el proceso de neoangiogénisis, por lo tanto, se utiliza para evaluar
por ejemplo la capacidad antiangiogénica in vitro de diferentes moléculas como los

polifenoles.

Los resultados obtenidos en el ensayo con matrigel mostraron que AC (150 uM)
posee actividad antiangiogénica al reducir de forma significativa el nUmero de uniones
(control: 80 v/s AC150: 50), segmentos (control: 130 v/s AC150: 85) y poligonos (control:

50 v/s AC150: 30) formados. Estos resultados concuerdan con lo descrito por Paeng et
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al., (2015) quienes evaluaron la actividad antiangiogénica del acido cafeico fenil ester
(CAPE). Dentro de sus resultados destacan que (CAPE) inhibi6 fuertemente la
formacién de estructuras tubulares de células epiteliales del pigmento retinal humano,
bajo condiciones de hipoxia. Del mismo modo, otro estudio realizado utilizando un
modelo de células HUVECs demostré que acido ferulico (acido fendlico) inhibe la
proliferacion celular, migracion y formacién de estructuras tubulares en respuesta al
factor de crecimiento fibroblastico-1, lo que demuestra la actividad antiangiogénica de

este polifenol (Yang et al., 2015).

Por otro lado, cuando se evalu¢ la actividad antiangiogénica pero ahora con el
polifenol (AC) cargado en la microparticula nPSi-BCD, se observé que hubo reduccion
significativa de la formacion de tabulos en las 3 concentraciones testeadas (50, 150 y
350 uM, figura 32 A’, B y C°) a diferencia de lo encontrado en el polifenol en solucion,
donde si bien se demostré de AC posee actividad antiangiogénica, esta fue significativa
so6lo a una concentracion de 150 uM, mientras que a concentraciones de AC 50 y 350
MM en solucién no se observaron diferencias con respecto a la condicion control, siendo
la concentracion de nPSi-BCD+AC 150 uM quien presentd el mayor efecto. Es decir, la

encapsulacion de AC logré mejorar el efecto bioldgico de este polifenol.

En cuanto a la capacidad antiangiogénica de Pin (10, 20 y 65 pM) en solucion,
los resultados indican que Pin posee actividad antiangiogénica, sin embargo, solo se
observd una reduccion significativa en el numero de master uniones en los grupos
tratados con Pin a 20 y 65 uM (control: 83 v/s Pin 20 y 65: 61), mientras que en el nUumero
de segmentos y poligonos no se observaron diferencias respecto del control. Tampoco
se demostro diferencia significativa en la concentracion de Pin mas baja utilizada (10
uM). Esto es concordante con lo observado en otros estudios donde evaluaron la
capacidad antiangiogénica de otros polifenoles, por ejemplo de analogos de quercetina
y luteolina. Los resultados arrojaron que quercetina, luteina y sus analogos inhiben
significativamente la migracion celular, proceso clave en la angiogénesis (Ravishankar
et al., 2015), que corresponden a la misma familia de flavonoides que pinocembrina. Si
bien la evidencia descrita da cuenta del efecto antiangiogénico de otros polifenoles, este
estudio se baso en la utilizacidn de polifenoles que presentan elevadas concentraciones
en el propoleos chileno de la regién de La Araucania. En este sentido, evidencia previa
que caracteriz6 propoleos de la regién, demostré que polifenoles como la pinocembrina
y acido cafeico son abundantes en el propdleos de la zona (Cuevas et al., 2014).
Posteriormente, basado en un modelo in vitro (HUVECs) e in vivo (ratén con

aterosclerosis), se logro demostrar que los polifenoles presentes, entre ellos
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pinocembrina, presentan propiedades anti-aterogénica y antiangiogénica (Cuevas et al.,
2015). Interesantemente, los resultados de este estudio, que dan cuenta del efecto
antiangiogénico de pinocembrina, son concordantes con la evidencia previa descrita en

modelo in vivo en cuanto al efecto biolégico observado.

Ademas, estudios realizados evaluando polifenoles de la misma familia de
pinocembrina (flavonoides) muestran la misma actividad biolégica. Asi, en células
pancreaticas tratadas con curcumina y sus analogos (EF31 y UBS109) se observé un
deterioro significativo de la capacidad de HUVEC para formar estructuras tubulares,
cuando se compararon con células sin tratamiento (Nagaraju et al., 2015). Otro estudio
realizado usando quercetina, revelaron que inhibe la capacidad de crecimiento de un
tumor in vivo e inhibe significativamente la proliferacién de células endoteliales de la
retina coroides y la migracion y formacion de estructuras tubulares de células RA/6A
(Chen et al., 2008). Asimismo, genisteina inhibid el crecimiento de células HUVEC tras
la estimulacion con VEGF (Varinska et al., 2015) y quercetina inhibié fuertemente la
formacion de estructuras tubulares, mientras que apigenina y pinocembrina tuvieron un

menor efecto inhibitorio (Ahn et al., 2009).

Ahora bien, al evaluar la capacidad antiangiogénica de Pin incorporada dentro
de la microparticula de composito nPSi-BCD en tres concentraciones crecientes, se
observo una disminucion significativa del numero de estructuras poligonales, master
uniones y segmentos formados especificamente en las concentraciones de nPSi-
BCD+Pin 10 y 20 uM (figura 33 y 34). En contraste con lo encontrado a Pin 65 uyM en
solucion, en la microparticula nPSi-BCD+Pin 65 uM no se observaron cambios en los
parametros evaluados en el ensayo con matrigel para formacion de tabulos, esto quiere
decir que Pin cargada en la microparticula de composito so6lo presenta actividad
antiangiogénica a las concentraciones mas bajas utilizadas. Con respecto a esto,
algunos autores evaluaron la correlacion entre la actividad antioxidante y
antiangiogénica de un grupo de polifenoles del propdleos, encontrando que mientras
mas capacidad antioxidante presenta el polifenol mayor es la actividad antiangiogénica
(Ahn et al., 2009). En ese sentido, los polifenoles que pertenecen al grupo de los
flavonoides (pinocembrina) poseen menor actividad antioxidante en comparacioén a los
acidos fenolicos (acido cafeico), lo que explicaria en parte las diferencias encontradas
entre AC y Pin tanto en solucién como en microparticula nPSi-BCD cargada. Finalmente,
los resultados demostraron que la utilizacion de sistemas de liberacion controlada de
drogas como es el caso de la microparticula de composito nPSi-BCD, mejor6 la actividad

antiangiogénica que presenta acido cafeico y pinocembrina.
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Capacidad antioxidante de polifenoles

Con el fin de establecer el mecanismo por el cual los polifenoles modulan las
diferentes acciones bioldgicas ampliamente descritas, se evalué la capacidad
antioxidante tanto de AC y Pin en solucién y cargados dentro de la microparticula de
liberacién controlada nPSi-BCD, a través de la habilidad que estos tienen de remover el
radical libre ABTS. En este contexto, los resultados muestran que AC (50, 150 y 350
MM) en solucién inhibié de manera significativa la absorbancia de ABTS en todas las
concentraciones testeadas (AC 50 uM: 10,7 £ 1,7; AC 150 uM: 24 + 2,7 y AC 350 uM:
51,8 + 5,3%), ademas el porcentaje de inhibicion es directamente proporcional a la

concentracion del polifenol utilizada.

Para el caso de Pin también se observo inhibicion de la absorbancia, sin
embargo, no se observaron diferencias entre las concentraciones mas bajas utilizadas
10 y 20 yM, mientras que para 65 UM se observo un leve aumento del porcentaje de
inhibicion (4,8 +1,3a 65 uM v/s 3,4 £ 0,6 a 10uM v/s 3,4 + 0,9 a 20 uM) . Los resultados
demuestran que acido cafeico presenta mayor actividad scavenger que pinocembrina,
resultados concordantes con lo reportado por Ahn et al., (2009). Estos hallazgos
sugeririan que mientras mayor sea el poder antioxidante de la molécula mayor seria la

actividad antiangiogénica.

Otros estudios vinculan la estructura quimica de los polifenoles con la capacidad
antioxidante la cual establece que la cantidad de grupos hidroxilos y la posicion de éstos
en la estructura quimica otorga mayor o menor capacidad scavenger (Kongpichitchoke
etal., 2015). Del mismo modo las flavononas tienen menor actividad antioxidante debido
a que carecen de la estructura de anillo o-dihidroxi fenil como es el caso de Pin (Kima
J-D et al., 2006). No asi AC que al ser un acido fendlico posee varios grupos hidroxilos
en su estructura. Finalmente, algunos autores proponen que la correlacion entre la
actividad antioxidante y antiangiogénica puede deberse al rol que tiene el superdxido y
H20: en la transduccion de sefial en respuesta a factores como la hipoxia, activando
multiples vias que conducen por ejemplo a la migracién de células endoteliales (Ushio-
Fukai et al., 2006). Por otra parte, al realizar la conversién a equivalentes de Trolox en
mg/L, se observé que para AC la capacidad antioxidante va de media a alta y para Pin
es muy baja en comparacion al gold estandar (Trolox). En este sentido, acido cafeico en
la concentracion mas alta utilizada, alcanzé mas de la mitad de la actividad descrita para
Trolox. En contraste, en la mayor concentracion utilizada para Pin los valores obtenidos

no superaron a 1 mg/L de Trolox.
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Dado que previamente se realizaron ensayos para evaluar la liberacion
controlada de polifenoles cargados dentro de la microparticula de composito nPSi-BCD,
adicionalmente se evalud la cinética de la capacidad antioxidante de estos polifenoles
cargados en la microparticula, que permita entender si la capacidad antioxidante
también ocurria de forma gradual. Los resultados muestran cambios en el porcentaje de
inhibicion de la absorbancia de ABTS principalmente para AC, en los diferentes tiempos
evaluados. Lo anterior, indica una liberacién controlada del polifenol a través del tiempo
lo que se ve reflejado en el aumento de la actividad antioxidante, encontrando
diferencias significativas entre las 4 y 8 horas en las concentraciones de nPSi-BCD+AC
150 y 350 uM (figura 36). En el caso de nPSi-BCD+AC 50 uM se observan diferencias
significativas en el porcentaje de inhibicién obtenido entre 0,5/4 hrs. y 4/24 hrs. Ademas
cuando se realizo la conversién de los valores obtenidos en la cinética de la actividad
antioxidante de los polifenoles dentro de la microparticula nPSi-BCD+AC a equivalentes
de Trolox, se observé igual comportamiento descrito anteriormente en los polifenoles en
solucion. En contraste con lo descrito para nPSi-BCD+AC, para nPSi-BCD+Pin se
observé una cinética en la cual no hay variacion de la actividad antioxidante, por lo tanto,
para pinocembrina no existen diferencias entre los polifenoles en solucion y cargados
en la microparticula de compdésito nPSi-BCD+Pin. En este sentido, no existen estudios
previos respecto que evallen cinética de la capacidad antioxidante en polifenoles
cargados en microparticulas, por lo que los resultados descritos en este estudio

constituyen una primera evidencia en esta linea.

Expresion génica de Nrf2, Keap1, Akt, Cat, Glut-P, Hmox1, Gclc y Gelm

El estrés oxidativo juega un rol importante en la patogenia de muchas
enfermedades como por ejemplo las cardiovasculares (6). Estas, cursan con elevados
niveles de especies ROS lo que provoca dafio al tejido y activacion de vias de
sefializaciéon asociadas a procesos inflamatorios (7). En este contexto, en este estudio

se evaluo la expresién de genes involucrados en la respuesta antioxidante.

Para los polifenoles en solucion, se analizaron potenciales cambios en genes de
la via antes sefalada (Nrf2, Keap1, Akt, Cat, Glut-P, Hmox1, Gclc y Gclm), en células
HUVECs tratadas con AC y Pin a diferentes concentraciones (AC 50, 150, 350 uM; Pin
10, 20, 65 uyM). De modo general, los resultados muestran diferencias en la expresién
de los genes Nrf2, Keap1, Akt, Hmox-1 y Gclc (figura 37). En el caso del gen Nrf2, el
tratamiento con AC 50 uM incrementé significativamente la expresiéon del gen, mientras

que a mayores concentraciones no se observaron diferencias respecto del control. Para
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el gen Keap-1 solo se observo disminucion de la expresion a una concentracion de AC
150 pM (p <0,05), mientras que para el gen Akt, s6lo se observaron diferencias
significativas en el grupo tratado con AC 350 pM (p <0,001). Similar hallazgo se observo
para los genes Hmox-1 y Gclc, que incrementaron su expresion (~2 veces respecto
del control) a la concentracion de AC 350 uM. Por su parte, el tratamiento con Pin en
solucién solo generd cambios en la expresion de los genes Akt y Hmox-1 (figura 38).
Para Akt se observé una disminucién de la expresidn génica en células tratadas con 65
MM, mientras que para Hmox-1 se encontré que solo el tratamiento con Pin 10 uM

condujo al aumento de la expresion de forma significativa.

En células expuestas a estrés oxidativo, seria esperable observar un incremento
en la expresion de Nrf2, mientras que Keap1 deberia encontrarse disminuido, lo que
deberia corresponder en estos ensayos a la condicion control. Asi, Zhou et al., (2014),
proponen que en células bajo condiciones de estrés oxidativo, se activa el sistema Nrf2
dependiente de Keap-1, generando una degradacién de Keap-1 y la translocacion de
Nrf2 al nucleo y la activacién transcripcional de genes asociados a enzimas
antioxidantes y detoxificantes. Adicionalmente, estos genes promueven mecanismos de
citoprotecciéon como proliferacion celular y angiogénesis. Por tanto, entendiendo el
efecto antiangiogénico demostrado por AC y Pin en este y otros estudios, el tratamiento
con estos polifenoles deberia evidenciar cambios en la expresion de estos genes. Sin
embargo, los resultados observados no dan cuenta de este efecto. Este hallazgo podria
estar relacionado con la pérdida de la actividad antioxidante de los polifenoles en

solucion, lo que enfatiza la potencial utilidad de cargarlos en microparticulas.

Por otro lado, se evalud el efecto de la microencapsulacion de AC y Pin sobre
cambios en la expresion génica de células HUVEC tratadas con la microparticula nPSi-
BCD+polifenol. En este sentido, dada la baja disponibilidad que muestran los polifenoles
se propuso su encapsulacion en microparticulas, lo que contribuiria a mejorar esta
falencia, por lo que resulta relevante evaluar la expresion de estos genes en esta
condicion. En el caso de nPSi-BCD/AC se observd una disminuciéon de la expresion
génica de Keap-1 en el grupo tratado con nPSi-BCD/AC a 50 y 350 uM. Por su parte,
para Akt y Glut-P se observo una disminucion de la expresion del gen en células tratadas
con nPSi-BCD/AC 50 pM. Por ultimo, no se encontré diferencias en la expresiéon génica
de Nrf2, Cat, Hmox-1, Gclc y Gelm. Para la microparticula de composito nPSi-BCD/Pin
no se observaron cambios significativos en la expresion de genes Nrf2, Keap-1, Cat y
Gclm. Para el gen Akt, se observo una disminucion significativa de la expresion génica

solo en el grupo tratado con nPSi-BCD/Pin 10 uM, observando resultados similares para
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el gen Gclc. Con respecto al gen Glut-P el tratamiento con nPSi-BCD/Pin gener6 una
disminucion significativa de la expresion en el grupo tratado con nPSi-BCD/Pin 65 uM.
Finalmente, también se observo reduccion de la expresion del gen Hmox-1 solo para el
grupo tratado con nPSi-BCD/Pin 20 uM. Estos resultados demuestran que no existen
cambios en la expresion de genes relacionados a la via antioxidante en células HUVECs
tratadas con los polifenoles incorporados en la microparticula de composito nPSi-BCD.
Los resultados de este estudio demuestran que la actividad antiangiogénica de Acido
cafeico, evaluada por matrigel y CAM, es mayor que la observada en Pinocembrina. En
este contexto, los mayores cambios en la expresion génica se observan en células
tratadas con nPSi-BCD/AC 50 pM. Entendiendo la actividad biolégica de tipo
antiangiogénica de AC, es esperable observar que el tratamiento genere una

disminucion de Keap-1, Akt y Glut-P.

Expresion proteica de Nrf2, Keap1, Akt y Erk 1/2

En células HUVEC fueron evaluados los cambios en la expresién proteica en
tratamiento con polifenoles (AC y Pin) en solucion e incorporados a la microparticula de
composito nPSi-BCD. Los resultados muestran que para acido cafeico en ambos
tratamientos (en solucion y cargado en microparticulas), no se observo expresion de las
proteinas Nrf2 y Keap-1 (figura 41A y B). Por su parte, para Akt y Erk 1/2 fraccion total
y fosforilada no se observaron diferencias significativas en la expresion de proteinas. En
el caso de Keap-1, este hallazgo seria concordante con la disminucion significativa de

la expresion génica observada a 50 uM del polifenol (AC) en la microparticula.

Para células HUVECs tratadas con Pin en solucion, no se observa expresion de
Nrf2. Por su parte, no se observaron cambios en la expresion proteica de Keap-1, Akt,
Erk 1/2 fraccion total y fosforilada (figura 43A-D). Al evaluar la expresion proteica en
células tratadas con la microparticula de composito nPSi-BCD+Pin, igualmente no se
observa expresion de Nrf2. Ademas, no se observan cambios en la expresion proteica
de Akt y Erk 1/2 fraccion total. En contraste, para la fraccion fosforilada de Erk 1/2 y Akt
se observa un incremento significativo de la expresion proteica en células tratadas con
nPSi-BCD+Pin 65 uM y 10 uM, respectivamente.




Conclusiones-Tesis doctoral | Dina Guzman Oyarzo

9. CONCLUSIONES

1.

A partir de la caracterizacion fisico-quimica se establece que la microparticula
de nPSi-BCD es apropiada para ser utilizada como transportador y sistema de
liberaciéon controlada de acido cafeico y pinocembrina. El perfil de liberacion
indica que la microparticula de composito nPSi-BCD presenta una mejor
liberacion controlada de los polifenoles en comparacion con la microparticula sin
el polimero de B-ciclodextrina, presentando ademas citocompatibilidad hasta

concentraciones de 0,25 mg/mL.

Los polifenoles evaluados, acido cafeico y pinocembrina, presentan actividad
antioxidante y antiangiogénica tanto en solucién como microencapsulados. El
efecto biolégico es mayor para acido cafeico respecto de pinocembrina,
especialmente cuando esta incorporado a la microparticula de composito nPSi-
BCD.

En células HUVEC tratadas con polifenoles encapsulados, tanto acido cafeico y
pinocembrina, se observan cambios en la expresion génica de Akt y Glut-P.

Estos cambios no se observan en la expresion de las proteinas analizadas.
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Abstract: Propolis is widely recognized for its various therapeutic properties. These are attributed to
its rich composition in polyphenols, which exhibit multiple biological properties (e.g., antioxidant,
anti-inflammatory, anti-angiogenic). Despite its multiple benefits, oral administration of polyphenols
results in low bioavailability at the action site. An alternative to face this problem is the use of
biomaterials at nano-micro scale due to its high versatility as carriers and delivery systems of various
drugs and biomolecules. The aim of this work is to determine if nPSi-3CD microparticles are a suitable
material for the load and controlled release of caffeic acid (CA) and pinocembrin (Pin), two of the main
components of a Chilean propolis with anti-atherogenic and anti-angiogenic activity. Polyphenols
and nPSi-BCD microparticles cytocompatibility studies were carried out with human umbilical
vein endothelial cells (HUVECs). Results from physicochemical characterization demonstrated
nPSi-BCD microparticles successfully retained and controlled release CA and Pin. Furthermore,
nPSi-BCD microparticles presented cytocompatibility with HUVECs culture at concentrations of
0.25 mg/mL. These results suggest that nPSi-3CD microparticles could safely be used as an alternate
oral delivery system to improve controlled release and bioavailability of CA or Pin—and eventually
other polyphenols—thus enhancing its therapeutic effect for the treatment of different diseases.

Keywords: controlled release; nanoporous silicon; BCD polymer; caffeic acid; pinocembrin;
polyphenols; HUVECs

1. Introduction

Since ancient times, the use of natural compounds has been of great importance for medicine
mainly in the prevention and treatment of different pathologies [1,2]. That is why they represent the
main source of used compounds in the discovery and/or development of new drugs [3]. An example
of natural compounds with bioactive potential is propolis, which is a resinous compound produced

Pharmaceutics 2019, 11, 289; doi:10.3390/pharmaceutics11060289 www.mdpi.com/journal/pharmaceutics
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RESUMEN: uwmﬁdmmdmdxmmmsmgmawmkmwms Para
que esto se lleve a cabo de forma comrecta debe existir un balance entre los factores proangiogenicos y los factores antiangiogenicos
dentro del microambiente tisular Por otra parte, la existencia de productos quimicos naturales como los polifencles, que son capaces de
mmhmmnamfmsawmdmso&mgwmﬂs Se administraron los polifenoles en filtros de
metileelulosa sobre la membrana alantocoridmica de huevos White Leghorn, manteniendo el posterior desarrollo normal del feto. Se
uﬁhzumleuosdcpoﬂoﬁpbsmfmmmnmpomda.aloscmksscmnpdcam El;mccsammwdehsmnestnsde
caumscmahmamsckwcmcashmlogcas histoquimicas ¢ inmunohistoquimica. Finalmente se evalud la presencia del VEGF y
hcw&hmvwsqgmcosbapdmmmlosm La inmunorreactividad fue cuantificada mediante Image
J®. Los resultados indican que Acido cafeico y Pmocembrina 1a densidad microvascular y la expresion de VEGF en corazo-
ncs&fewsd:poﬂouzndoscmesmspoh&mlcs hmoclAudoCafcwocomohPmowmhmacmmlmmmlmhihmomd
proceso de angiopenesis fisiolopica en corazon de pollo, pudiendo modular las vias de sedalizacion mediadas por los VEGFR o modulando

1a disponibilidad de VEGF. Estos polifenoles podrian utilizarse para el estudio de otros tejidos asociados a anpiogenesis patolopica.
PALABRAS CLAVE: Angiogénesis; Polifenoles; Acido Cafeico; Pinocembrina.

INTRODUCCION

La angiogénesis es el proceso por el cual se forman
NUEVOS Vasos Sanguineos a partir de otros ya existentes,
esto gracias a la accion de las células endoteliales que
recubren la superficie interna de los vasos para ayudar al
cteumlemoyhmpmaontkltepdo que migran y proli-
feran, organizandose hasta formar estructuras tubulares que
eventualmente se uniran, para finalmente madurar en va-
s0s sanguineos estables (Fakhrejahani & Toi, 2012). La
angiogeénesis fisiologica ocurre durante el desarrollo em-
brionario y fetal y, en el adulto, durante el crecimiento
esquelético, el ciclo menstrual y el embarazo (Chung &
Ferrara, 2011). También se reactivara en respuesta a esti-
mulos fisiologicos durante 1a cicatrizacion de heridas y la
inflamacion (Li er al., 2003), y después de un injerto de
tejido o isquemia (Chung er al., 2010).

' Escoela de Tecaologfa Médica, Facultad de Ciencias de la Salud, Uni

Un balance entre los mediadores quimicos que la
promueven (factores proangiogénicos) v los que la inhiben
(factores antiangiogénicos) dentro del microambiente
tisular es necesario para el correcto funcionamiento de la
angiogénesis. El principal estimulo proangiogénico es el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF); el cual
pertenece a una familia compuesta por cinco proteinas
homodiméricas. upu'omnamasnnpomnteaVEGFA
que regula la angiogénesis y la permeabilidad vascular
mediante la activacion de dos receptores el VEGFR-1 y
VEGFR-2. La via de sefializacion de VEGF se ha estable-
cido como el principal regulador de la angiogénesis, en
donde las células endoteliales expresan el receptor 2 del
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR-2), un
receptor de tirosina quinasa que impulsa positivamente las
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11.3 Curva de calibracion de Trolox para capacidad antioxidante.

Trolox Abs
(mglL)
0,601
2 0,600
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0,470
5 0,473
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%
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Curva de calibracién de Trolox, para evaluar capacidad antioxidante
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11.5 Porcentaje de eficiencia obtenido para cada partidor.

Gen
NRF2
KEAP-1
AKT
CAT
GLUT-P
HEMOX
GCLC
GCLM
RPS13
RPL30
GAPDH

Eficiencia
2,006
1,939
1,899
1,971
2,022
1,997
2,012
2,060
2,029
2,038
1,956

Eficiencia (%)
100,7
94,0
89,9
97,1
102,2
99,7
101,3
106,0
103,0
103,9
95,6

Porcentaje de eficiencia obtenido para

cada partidor.




Anexos-Tesis doctoral | Dina Guzman Oyarzo

11.6 Curva de calibracion para cuantificacion de proteinas por método BCA.

Absorbancia

o
»

o
W

o
)

o
i

o

Curva de calibracién para proteinas método BCA
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