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RESUMEN

Introduccion: El cancer de ovario es uno de los mas frecuentes en la poblacion
femenina y su progresion a estadios avanzados esta asociada a la capacidad de las
células tumorales de liberar factores proangiogénicos que estimulan la migracion de
células endoteliales para la formacion de nuevos vasos sanguineos. En este
contexto, el uso de nanocarriers se ha establecido como una solucion para mejorar
la solubilidad y biodisponibilidad de compuestos con potencial anti angiogénico,
como la quercetina. Trabajo previo de nuestro equipo de investigacion se ha
enfocado en preparar y caracterizar nanoparticulas de almidén de maiz cargadas
con quercetina. Sin embargo, su efecto sobre la migracion endotelial inducida por
medio condicionado de células de cancer de ovario no ha sido estudiado.

Objetivo: Evaluar el efecto de nanoparticulas de almidén de maiz cargadas con
quercetina sobre el proceso angiogénico de células endoteliales de
microvasculatura humana inducida por medio condicionado de adenocarcinoma de
ovario.

Metodologia: Se prepararon las nanoparticulas cargadas con quercetina
mediante el método de nano precipitacion ultrarrdpida. Se caracterizé su eficiencia
de encapsulacién, hinchamiento, solubilidad, liberacion y actividad antioxidante. A
partir de la linea celular de adenocarcinoma de ovario SK-OV-3 se recolecto el
medio condicionado. Se determind la viabilidad celular de SK-OV-3 y de las células
endoteliales incubadas con nanoparticulas. Y se determin6 el efecto sobre la
proliferacion y migracion de las células endoteliales mediante el ensayo la herida.

Resultados: Las nanoparticulas presentaron una morfologia esférica con
tamafios promedio de 100-300 nm, una eficiencia de encapsulacion del 0,196 % y
una liberacion del 7,97%. La actividad antioxidante de las nanoparticulas cargadas
fue baja (3,27%), y para las sin cargar esta fue nula. En los ensayos de cierre de
herida, las nanoparticulas cargadas mostraron un efecto inhibitorio significativo en
la migracion de células endoteliales, sugiriendo un potencial efecto antiangiogénico.

Conclusiones: Las nanoparticulas de almidon de maiz cargadas con
guercetina, preparadas mediante el método de nanoprecipitacion ultrarrapida,
mostraron una morfologia esférica y una eficiencia moderada de encapsulacion y
liberacién de quercetina. Aunque su actividad antioxidante fue baja, los ensayos de
cierre de herida demostraron que estas nanoparticulas ejercen un efecto inhibitorio
en la migracion de células endoteliales inducida por medio condicionado de
adenocarcinoma de ovario. Estos resultados sugieren que, bajo las condiciones
evaluadas, las nanoparticulas cargadas con quercetina tienen un efecto
antiangiogénico especifico, relevante para su potencial aplicacion en terapias
dirigidas contra la angiogénesis tumoral.



l. INTRODUCCION

El cancer constituye una de las patologias mas preocupantes del siglo XXI
presentando un continuo aumento en la tasa de recurrencia y mortalidad. Se ha
descrito que 1 de cada 4 personas presenta el riesgo de padecer cancer durante
alguna etapa de su vida (American Cancer Society, 2023) convirtiéndose asi en una
patologia con un alto impacto a nivel econémico y social, siendo considerada por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como uno de los temas de salud mas
importantes para combatir durante esta década (World Health Organization, 2023).
Entre todos los tipos de tumores, el adenocarcinoma de ovario es uno de la mas
alta prevalencia entre mujeres después de la menopausia (Doubeni, Doubeni &
Myers, 2016). Su progresion se asocia con la capacidad de las células tumorales de
mantener una sefializacién de tipo proliferativa, evadir los mecanismos de supresion
de crecimiento, generar invasion y metastasis, presentar una capacidad proliferativa
ilimitada, evadiendo el proceso de apoptosis e induciendo angiogénesis (Hanahan
& Weinberg, 2000). Este ultimo mecanismo lleva a la formacion de vasos
sanguineos para permitir el crecimiento tumoral en donde existe una estimulacion
en la proliferacion y migracion de células endoteliales (Ramjiawan, Griffioen & Duda,
2017). Asi, se han tratado de disefar diferentes estrategias para inhibir la capacidad
de las células tumorales para inducir la migracion de células endoteliales. En esta
tesis, estudiaremos el efecto de nanoparticulas de almidon de maiz cargadas con
guercetina sobre la migracibn de células endoteliales inducida por medio

condicionado de adenocarcinoma de ovario.



.1 Cancer de ovario

El cancer de ovario es una neoplasia ginecoldgica maligna que constituye la
principal causa de muerte en mujeres diagnosticadas con canceres ginecolégicos
(Arora, Mullangi & Lekkala, 2022). Este comprende varios histotipos con distintos
origenes celulares, aberraciones moleculares y progresion de la enfermedad
(Hasan, Ohman & Dinulescu, 2015), siendo afectadas mujeres de todas las edades,
pero presentandose con mayor frecuencia después de la menopausia (Doubeni,
Doubeni & Myers, 2016). Durante el afio 2020, en el mundo se confirmaron 21750
casos nuevos de este cancer, representando asi el 1,2% de todos los casos de

cancer a nivel mundial (Sung et al., 2021).

Dependiendo del tejido de origen, el cancer de ovario puede ser: carcinoma
epitelial, carcinoma de células germinales y sarcoma de células estromales. El mas
comun en mujeres es el carcinoma epitelial (EOC), correspondiendo al 90% de los
casos y que se clasifica en dos tipos histologicos: tumores de tipo 1, que son
considerados genéticamente homogéneos, de lento desarrollo y suelen estar
contenidos dentro del ovario en el momento que se descubre el cancer, por lo que
se puede decir que la mayoria de este tipo de cancer son diagnosticados en etapa
temprana; y tumores de tipo 2, que se caracterizan por ser altamente invasivos y de
crecimiento rapido, por lo que se detectan en una etapa tardia (Kroeger & Drapkin,
2017). En este ultimo tipo, encontramos el carcinoma seroso de alto grado (HGSOC)

el cual es el histotipo mas comdn y uno de los mas agresivos, correspondiendo



alrededor del 70% de los casos diagnosticados (Natanzon, Goode, & Cunningham,
2018). El diagnéstico tardio y la recurrencia acompafiada de la resistencia a la

qguimioterapia son los responsables de la alta mortalidad que este presenta.

Los sintomas y signos clinicos incluyen una combinacion de dolor abdominal,
hinchazén persistente, fatiga, sintomas urinarios, dolor de espalda, pérdida de peso,
sangrado y secreciones vaginales anormales (Lheureux et al., 2019).
Aproximadamente el 80% de las pacientes presentan una recidiva de la enfermedad
en los primeros 5 afios tras el diagnostico, el que se acompafia de una
quimiorresistencia a las drogas antineoplasicas utilizadas (van Zyl, Tang, & Bowden,
2018). En etapas tempranas, el cancer de ovario presenta una tasa de
supervivencia a los 5 afios del 92%, pero esta disminuye a un 17- 28% para aquellas
pacientes en etapa avanzada (Kroeger & Drapkin, 2017). Al tratarse de etapas
avanzadas, es necesario establecer tratamientos antineoplasicos agresivos que
ademas de generar el efecto terapéutico esperado, producen efectos secundarios
gue deterioran la salud del paciente afectando asi su calidad de vida y supervivencia

(Toledo, 2023).

Una forma de comprender los mecanismos por los cuales se desarrollan este
tipo de tumores es a través del estudio de lineas celulares que mantienen
caracteristicas tumorales en condiciones in vitro. Asi, las células SK-OV-3 son una
linea celular de cancer de ovario humano, derivada de EOC no seroso, que presenta
una morfologia tipo epitelial. Esta linea celular se obtuvo en 1973 a partir de liquido
ascitico de una mujer caucasica de 64 afios con adenocarcinoma de ovario (Ahmed

& Stenvers, 2013). Aunque la informacién sobre el origen de SK-OV-3 es limitada,



se sabe que al provenir de liquido ascitico (ascitis se asocia con la enfermedad
avanzada) en vez de un tumor primario, presenta un comportamiento invasivo que

representa el comportamiento de la enfermedad en etapa avanzada (Toledo, 2023).

I.2 Angiogénesis y cancer

En el cancer se ha descrito la habilidad de mantener sefializacion de tipo
proliferativa, evadir los supresores del crecimiento, resistir la muerte celular,
presentar inmortalidad replicativa, inducir la angiogénesis y activar la invasion y la

metastasis (Hanahan & Weinberg, 2011).

En ese contexto, la angiogénesis es un proceso con multiples etapas que tiene
como fin la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de otros preexistentes
(Adair & Montani, 2010). Esta suele ocurrir en condiciones fisiologicas, cumpliendo
distintos roles en procesos como la reparacion de heridas, la regeneracion ciclica
del endometrio, el desarrollo placentario y la reparacién del dafio cardiaco generado

por un proceso isquémico (Ferrara & Alitalo, 1999).

Sin embargo, en un contexto fisiopatolégico como el cancer, la angiogénesis
se describe como un proceso vital para la proliferacion y viabilidad de las células
tumorales (Ramjiawan, Griffioen & Duda, 2017) al abastecerlas con nutrientes y
oxigeno, para posteriormente formar una red vascular que apoya el proceso

metastasico en estadios mas avanzados (Tonini et al., 2003).



La angiogénesis tumoral se caracteriza por la presencia exacerbada de
factores proangiogénicos los cuales guian la proliferacion de las células endoteliales

y promueven la migracion de éstas (Aspritoiu et al., 2021).

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF por el inglés Vascular
Endothelial Growth Factor) juega un rol vital para el crecimiento y sobrevida de las
células endoteliales, promoviendo la proliferacion de las células endoteliales,
aumentando la permeabilidad vascular y puede causar angiogénesis tumoral al
activar la via de sefalizacién dependiente del receptor 2 del factor de crecimiento

endotelial vascular (VEGFR2) (Wong et al., 2009; Adams & Alitalo, 2007).

La angiogénesis, al ser un proceso necesario para el crecimiento,
mantenimiento de las células tumorales y posterior metastasis, se vuelve un punto

clave en el estudio del cancer como un potencial blanco de tratamiento.

I.3 Nanotecnologia enfocada a la biomedicina

La nanotecnologia se ha posicionado como una herramienta prometedora para
resolver los desafios que enfrentan los tratamientos profilacticos y paliativos de las
enfermedades oncolégicas. El uso de nanocarriers es una opcion viable para
mejorar la biodisponibilidad de los farmacos anticancerigenos, entregando estas

drogas a través de las barreras biologicas presentes en el organismo.

Durante el ultimo tiempo investigadores se han enfocado en desarrollar

variadas nanoestructuras de distintas formas, tamafos y composiciones; utilizando



distintos materiales como lipidos, proteinas, polisacaridos, polimeros sintéticos y
materiales inorganicos (Abdelaziz et al., 2018; Khan et al., 2021; De la Torre et al.,
2020). En patrticular, se ha demostrado en el tltimo tiempo los beneficios bioldgicos
de la utilizacién de matrices naturales para la sintesis de nano y microparticulas con
gran potencial en la terapia contra el cancer. Estas materias primas han demostrado
tener una mayor biocompatibilidad y no-inmunogenicidad; ademéas de presentar
distintos grupos funcionales que facilitan su modificacion quimica y que a nivel
estructural permiten obtener nuevas formulaciones cada vez mas eficientes (lon et

al., 2021).

En el contexto del cancer, las fenestraciones de los vasos sanguineos
tumorales son una caracteristica relevante al facilitar la entrega de nanopatrticulas
al tejido tumoral mediante el efecto de permeabilidad y retencion mejorada (ERP
por las siglas en inglés Enhanced Permeability and Retention Effect) (Haley &
Frenkel, 2008). Al presentar drenaje linfatico reducido y fenestraciones que pueden
ir de los 200 a 800 nm (en comparacion con un endotelio normal con fenestraciones
de 5 a 10 nm) el EPR es un proceso distintivo de la vasculatura tumoral generando
una mayor acumulacién de nanoparticulas en el sitio del tumor mediante una

"focalizacién pasiva" (Aslan et al., 2013).



l.4 Nanoparticulas y su efecto anti angiogénico

En el &rea de la nanotecnologia se ha vuelto relevante el estudio del potencial
anti angiogénico de diversas nanoparticulas producidas a partir de fuentes
biolégicas. En 2009, Xu y colaboradores evaluaron el efecto de nanoparticulas de
quitosano (un biopolimero proveniente de la quitina) sobre un modelo de ratén nude
(ratdbn que no presenta timo y que se utiliza para el estudio del cancer) con
xenoimplamente de células de carcinoma hepatico. Ellos demostraron que las
nanoparticulas de quitosano presentaban un efecto inhibitorio sobre el crecimiento
del tumor y que este se podria encontrar asociado a la inhibicion de la angiogénesis
mediante la supresion de la expresion del VEGFR2 (Xu et al., 2009). Asimismo, Jin
y colaboradores estudiaron la actividad anti angiogénica de nanoparticulas de
quitosano cargadas con acido ursélico (un compuesto triterpénico pentaciclico
altamente presente en la cascara de las manzanas). Estas nanoparticulas
mostraron un gran potencial anti angiogénico al inhibir la migracion y formacion de
nuevos vasos in vitro de células endoteliales de vena umbilical humana (HUVECs
por su sigla en inglés Human Umbilical Vein Endothelial Cells), ademas de disminuir

los niveles de VEGF producido por células de hepatocarcinoma (Jint et al., 2016).

Este efecto anti angiogénico reportado para estos nanocarriers podria estar
dado por la matriz a partir de la cual se encuentran preparadas estas nanoparticulas,
asi como también por la presencia de compuestos encapsulados con alta actividad

bioldgica.



|.6 Polifenoles

Los polifenoles son los metabolitos secundarios mas abundantes del reino
vegetal, del cual forman parte un grupo grande y diverso de moléculas que se
encuentran presentes en una variedad de alimentos como el té, vino tinto, cacao,
frutas y verduras. Se ha reportado que compuestos provenientes de fuentes
naturales al ser incorporados en la dieta son una alternativa efectiva para la
prevencion del cdncer o como complemento de algunas terapias farmacologicas
destinadas al tratamiento de esta patologia (Reyes-Farias & Carrasco-Pozo, 2019).

Un estudio de caso (Christensen et al., 2012) reportd una disminucion del
riesgo de cancer de pulmén en pacientes con una dieta de alto consumo de
flavonoides, mientras que en otro estudio (Woo et al., 2014) se asocié el consumo
de flavonoides, flavonas y antocianidinas con una disminucién del riesgo de padecer
cancer gastrico. En el caso de carcinoma hepatocelular también se ha sugerido que
una mayor ingesta de flavonoles dietarios puede disminuir el riesgo de ocurrencia
(Zamora-Ros et al., 2012; Zamora-Ros et al., 2013), mientras que de acuerdo con
un metaanalisis realizado en 2013 se demostré que existe una disminucién del
riesgo de presentar cancer de mama en mujeres con un alto consumo de flavonoles

y flavonas (Hui et al., 2013).

Por otro lado, el efecto que los polifenoles presentan sobre las células
tumorales esta dado por sus propiedades pro oxidativas que llevan a la muerte de

estas células malignas. Se ha reportado que el acido ursélico (presente en una



variedad de frutas) induce la via de receptores de muerte celular por medio de la
produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS por las siglas en inglés Reactive
Oxygen Species) (Prasad et al., 2011). A su vez, en lineas celulares de cancer de
ovario (SK-OV-3, OVCAR-3, TOV-21G y HOSE) la quercetina en concentraciones
de 200 uM demostro tener una actividad prooxidante induciendo la produccién de
ROS y aumentando la sensibilidad de las células tumorales al ligando inductor de
apoptosis asociado al factor de necrosis tumoral (TRAIL) (Yi et al., 2014).
Finalmente, el dialil disulfuro (presente en el ajo) presenta también un aumento de
ROS en células de cancer de colon, generando arresto del ciclo celular,
disminuyendo la proliferacién e induciendo apoptosis (Sriram et al., 2008), mientras
que en células normales el dialil disulfuro restaura el nivel de enzimas antioxidantes
y la peroxidacion lipidica modulada por compuestos carcinGgenos, protegiendo asi

a las células del estrés oxidativo (Prasad et al., 2006; Prasad et al., 2008).

.7 Quercetina

La quercetina (3,5,7,3’,4’-pentahidroxiflavona) es un flavonol perteneciente a
la familia flavonoide que se encuentra ampliamente distribuida en frutas y verduras,
siendo el flavonol mas prevalente en la dieta occidental. Se han reportado una gran
variedad de efectos biolégicos dentro de los cuales se incluyen su capacidad
antioxidante, anticancerigena, antiinflamatoria, antidiabética y antimicrobiana

(Reyes-Farias & Carrasco-Pozo, 2019).



En bajas concentraciones la quercetina actia como un antioxidante generando
asi un efecto quimiopreventivo, sin embargo, en altas concentraciones esta misma
actla como un prooxidante teniendo a su vez un efecto quimioterapéutico
(Schmalhausen et al., 2007). El efecto anticancerigeno de la quercetina recae en la
capacidad que esta tiene de reducir la proliferacion, inducir apoptosis, generar un
arresto en el ciclo celular e inhibir los procesos mitéticos, modulando vias
moleculares como PI3K/Akt y MAPK (Jana et al., 2018). Se ha reportado que la
incubacion con quercetina (50 a 100 uM) genera una disminuciéon de la viabilidad
celular en lineas de cancer de colon (Kim et al., 2010) y disminucion en la
proliferacion en lineas de cancer de ovario y de mama (Xintaropoulou et al., 2015;

Jia et al., 2018).

Se han descrito a su vez propiedades anti angiogénicas y anti metastasicas, la
quercetina al ser utilizada en combinacion con quimioterapia y radioterapia puede
actuar como sensibilizador y proteger a las células no cancerigenas de los efectos
secundarios de las terapias utilizadas al presentar un efecto scavenger de ROS
(Jana et al., 2018). La inhibicién de la formacion de nuevos vasos sanguineos por
parte de la quercetina se da mediante el VEGFR2 en células endoteliales, inhibiendo
la fosforilacion de Akt/mTOR a una concentracion de 40 uM y disminuyendo la
liberacién de VEGF por parte del tumor (Pratheeshkumar et al., 2012; Balakrishnan
et al., 2016). Ademas, se ha descrito que la quercetina puede modular el proceso
angiogénico en células tumorales resistentes y mejorar el efecto de drogas

antineoplasicas (Long et al., 2013; Lei et al., 2018).
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La potencial utilidad de la quercetina para la prevencion y tratamiento del
cancer ha sido ampliamente documentada, sin embargo, ésta presenta una baja
solubilidad en agua por lo que estudios recientes se han enfocado en el desarrollo
de nano-formulaciones para mejorar su baja biodisponibilidad, lo que actualmente

limita su uso como agente antineoplésico (Qi et al., 2022).

1.8 Almiddén

El almidén es un polisacarido abundante en la naturaleza y uno de los mas
consumidos por el ser humano. Su bajo costo y amplia disponibilidad lo posiciona
como un polimero natural, biodegradable y biocompatible para su uso en distintas

areas (Farrag et al., 2018).

El almidén nativo es sintetizado en forma de pequefias particulas denominadas
granulos, los cuales poseen un tamafio que oscila entre 1 a 200 um de diametro y
que depende de la fuente botanica de origen. Ademas de la amilosa y amilopectina,
que representan los componentes principales del granulo (98-99%), se encuentran
proteinas, lipidos y minerales (Yuryey, 2007). La proporcion entre estos
polisacaridos, asi como las caracteristicas de su estructura, depende de la fuente
botanica de origen del granulo de almidén. La amilosa es un polisacarido
principalmente linear que posee alrededor de un 99% de enlaces (1—4)-a
glucosidicos y 1% (1—6)-a glucosidicos. Por otro lado, la amilopectina es una
molécula de mayor peso molecular y altamente ramificada construida a partir de un
95% de enlaces (1—4)-a glucosidicos y 5% (1—6)-a glucosidicos (Buleon et al.,

1998).
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En los granulos de almiddn, el arreglo de la amilosa y amilopectina genera una
estructura semi-cristalina con anillos concéntricos compuestos de una lamina
cristalina y otra amorfa (Figura 1). Las dobles hélices de la amilopectina conforman
las laminas cristalinas mientras que las hélices simples de amilosa y las
ramificaciones de la amilopectina constituyen la lamina amorfa formando asi una
estructura organizada dentro del granulo (Maizoobi & Farahnaky, 2021). En general,
los almidones provenientes de cereales presentan un patrén de difraccion de rayos
X del tipo A, almidones de tubérculos presentan un patrén de difraccion de rayos X
del tipo B, mientras que almidones provenientes de leguminosas, raices y algunas
frutas y tallos presentan un patron de difraccion de rayos X del tipo C. Este ultimo
contiene los polimorfismos de los tipos A y B. Las dobles hélices presentes en
ambos polimorfismos son idénticas respecto a la estructura helicoidal, sin embargo,
la disposicion de las dobles hélices en la estructura cristalina de los almidones tipo
A es relativamente compacta (con un bajo contenido de agua) mientras que en los
almidones tipo B se presenta una estructura mas abierta de las dobles hélices con

un centro que contiene un mayor contenido de agua (Figura 2) (Tester et al., 2004).

Hoy en dia, existe un aumento en el interés sobre la utilizacion de almidones
provenientes de distintas fuentes botanicas para el disefio y sintesis de diversos
productos de la industria farmacéutica debido a sus propiedades estructurales y nula
toxicidad (Chakraborty et al.,, 2019). En esta industria el almidon se utiliza de
manera principal como excipiente debido a sus propiedades gelificantes y
desecantes (Bhoyar, Belgamwar, & Trivedi, 2022). Las modificaciones que se le

puedan realizar ya sean quimicas, enzimaticas o fisicas, mejoran la dosificacion de
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los compuestos activos tanto en la mezcla fisica del almidon con el farmaco
(sistemas convencionales), como en el uso de este como agente encapsulante de

estos compuestos (Zhu, 2017; Ghosh, 2006).

Se ha reportado que el uso de almidon como agente encapsulante mejora la
biodisponibilidad y estabilidad de los principios activos (Igbal et al., 2015). De esta
forma, al lograr encapsular utilizando almidén y generando particulas de escala
nanometrica, se alcanza una mejor eficiencia de entrega de estos compuestos
activos, incluidos aquellos que presentan una baja solubilidad en agua (Caldonazo

et al., 2021; Rostamabadi et al., 2019).

La alta relacion superficie/volumen de las nanoparticulas le entrega una gran
superficie donde adsorber estos compuestos, aumentando significativamente su

solubilidad y biodisponibilidad. (Ding, Lin, & Kan, 2018).
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Figura 1. Arquitectura molecular del granulo de almidén. Imagen de SEM proveniente de
un granulo de almidén de papa con corte transversal. Barra de escala= 5 ym. Adaptado de
Seung, 2020.
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° Tipo A

Figura 2. Polimorfismos de almidones tipo Ay B. Extraido de Tester et al., 2004.
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I.9 Nanoparticulas obtenidas por nano precipitacion ultrarrapida

Las nanoparticulas se pueden obtener por diversos métodos tales como la
nanoprecipitacion (Rivas et al., 2017) y ultrasonicacion (Caldonazo et al., 2021).
Esta ultima se utiliza como un pretratamiento fisico del almidén que conduce a la
disminucién de su peso molecular y al desenmarallamiento de sus cadenas. En la
cavitacion que produce la ultrasonicacion, la fuerza de cizallamiento creada por el
colapso de las burbujas puede romper enlaces covalentes de las macromoléculas
(Arzeni et al., 2012).

Por otro lado, la nanoprecipitacion se ha utilizado ampliamente para la
encapsulacién de farmacos principalmente hidréfobos en nanocapsulas, donde el
principio activo se encuentra confinado dentro de una cavidad y es recubierto por
una capa polimérica, o nanoesferas, donde el principio activo se puede encontrar
disperso en una matriz polimérica o incluso absorbido en la superficie (Letchford &
Burt, 2007). La nanoprecipitacion se basa en la interdifusion de dos solventes
miscibles entre si donde uno de ellos esta disuelto el polimero y en el otro el
polimero no es soluble, generalmente uno de los solventes es agua. En el proceso
se aflade gradualmente, gota a gota, la solucion diluida de un polimero mientras
qgue el no solvente se agita constantemente. La nanoprecipitacién tiene las
siguientes ventajas sobre otras técnicas de encapsulacion: simplicidad, facilidad de
escalabilidad, buena reproducibilidad, obtencibn de tamafios de particula

submicrénicos con una distribucion de tamafios estrecha, se evita el uso de grandes
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cantidades de solventes toxicos y no es necesario el uso de un elevado aporte de
energia (Lassalle & Ferreira, 2007).

En el método de nano precipitacion, la formacién de particulas ocurre en tres
fases: nucleacion, crecimiento y agregacion. La sobresaturacion, definida por la
relacion entre la concentracion de polimero y su solubilidad en el no solvente, se
describe como la fuerza motriz del proceso de nano precipitacion. La
sobresaturacién es crucial porque también determina la velocidad de nucleacion
(Rivas et al., 2017). Una vez que se alcanza la sobresaturacion se promueve la
nucleacion, condensacion, crecimiento y la formacién de las nanoparticulas como
se esquematiza en la Figura 3, donde particulas mas pequefias se producen cuando

la velocidad de nucleacién es mayor que la de crecimiento.

La nano precipitacién se combina con técnicas de pretratamiento como lo son
la ultra sonicacion, la homogenizacion a alta presion o la desramificacién enzimética
para la obtencion de nanoparticulas de almidén con las propiedades especificas

(Dong et al., 2021).

Un método para escalar la produccién de nano y microparticulas basado en la
nano precipitacién es utilizar dispositivos de micormezclado tal como el mezclador
de chorros de impacto confinado (Dong et al., 2022). Esta técnica consiste en dirigir
dos chorros alineados a una pequefia camara de mezclado confinada haciéndolos
impactar en el medio de la camara (Figura 4). La energia cinética de los chorros se
convierte en un movimiento turbulento por colisién y redireccién del flujo con una
alta disipacion de energia, principalmente en el plano del encuentro de los dos

chorros. El plano de mezclado oscila y amplifica fuertemente el mezclado, donde
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todos los elementos de fluido son obligados a pasar por una zona altamente
turbulenta. En este dispositivo la razén de flujos es fija de 1:1 donde los chorros
opuestos impactan en el medio de la camara. A través de estos dispositivos es
posible realizar una mezcla del orden de los milisegundos de esta forma lograr una
alta sobresaturacion local uniforme. Esto conduce a la precipitacion de cualquier
molécula o soluto que este por encima de su nivel de saturacion con una distribucion
acotada de tamafio (Letchford, Liggins & Burt., 2008). Este método logra
condiciones de mezclado altamente reproducibles para la produccion de
nanoparticulas. Los mezcladores tienen dimensiones pequefias con didmetros de
chorro de fraccién de milimetros y didmetro de cAmara de mezclado de unos 5 veces

el diAmetro del chorro.
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Figura 4. Representacion esquemética de cAmara de micro mezclado para la obtencion de
particulas por nano precipitacion ultrarrdpida. a-b: entradas; c: salida. Adaptado de Saad
& Prud’homme, 2016.
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1.10 Nanoparticulas de almidon de maiz cargadas con quercetina

En 2023, nuestro equipo de trabajo mediante el método de nano precipitacion
ultrarrapida prepar6 nanoparticulas de almidén de maiz sin cargar (CS-NP por las
siglas en inglés Corn Starch Nanoparticles) y cargadas con quercetina (CS-Q-NP

por las siglas en inglés Corn Starch Quercetin loaded Nanoparticles).

El almidon de maiz, tipo A, constituye una de las principales fuentes de almidon
en la industria a nivel mundial en comparaciéon con otros almidones (Wang et al.,
2022). La mayoria de los almidones contienen entre un 20 a 30% de amilosa y un
70 a 80% de amilopectina, a diferencia de ellos, el almidon de maiz ceroso contiene
menos de un 5 % de amilosa. Esto le confiere propiedades diferentes, como una
estructura mas compacta y uniforme, con menor tendencia a la retrogradacion,
presentando una gelificacion mas pronunciada y formando geles mas blandos y
fragiles en comparacion con los otros tipos de almidones (Owen, 2005). Estas
caracteristicas lo hacen una matriz ideal para la encapsulacion y liberacion

controlada de compuestos bioactivos, como la quercetina.

Las curvas de DSC de las nanoparticulas cargadas con quercetina no
presentan el peak caracteristico de la gelatinizacion del almidon ni de las
transiciones de fase de la quercetina. De acuerdo con la literatura, las curvas de
DSC de la quercetina presentan tres picos: dos endotérmicos a 127,8 y 327,5°C
correspondientes al reordenamiento debido a la pérdida de agua y el cambio de fase

sélido-liquido de la quercetina, respectivamente. Los valores de To del pico

21



endotérmico para particulas cargadas estuvieron en el rango de 135-143°C. Zhang
y colaboradores reportaron que el peak ancho endotérmico alrededor de 120 °C en
complejos de inclusion de almidon de maiz con quercetina, se debe a un
reordenamiento de la estructura debido a la pérdida de agua. Estos autores tampoco
reportaron los peaks de fusion alrededor de 330°C de la quercetina en complejo
quercetina-almidon, sugiriendo asi que el almidén y la quercetina forman una nueva

fase (Figura 5) (Zhang et al., 2011).

Para las nanoparticulas sin cargar se observa una mayor descomposicion en
comparaciéon con las nanoparticulas cargadas y los granulos de almidén. Esta
diferencia se da por la estructura compacta que posee el granulo de almidon y que
por tanto requiere una mayor energia para su descomposicion. Para las
nanoparticulas cargadas con quercetina existe un menor porcentaje de degradacion
en comparacion con las nanoparticulas sin cargar lo que sugiere que las
interacciones supramoleculares almidén-quercetina que le brindan una mayor

estabilidad térmica a la nanoparticula (Miranda, 2024).

La posicion de las bandas corresponde a las vibraciones caracteristicas del
almidon de maiz y estas no se modifican al formar las nanoparticulas ni la presencia
de quercetina. Sin embargo, si se observan diferencias en la intensidad de algunas
bandas del almidén precursor en comparacion con las nanoparticulas sin cargar y
cargadas con quercetina, por ejemplo, en la regién entre 3650 y 3000 cm-1 asociada
a la vibracibn de los grupos hidroxilos libres que interactian intra e
intermolecularmente formando enlaces de tipo hidrégeno. En esta region la
intensidad de la vibracion es mayor para el almidon precursor en comparacion con
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las nanoparticulas lo cual puede explicarse por la pérdida de la estructura cristalina

del granulo (Pozo et al., 2018).

En los ensayos de rayos X para evaluar el grado de cristalinidad, el almidén de
maiz es el que presenta el mayor porcentaje de cristalinidad dado por el
ordenamiento de los granulos que contienen un mayor porcentaje de amilopectina
(Owen, 2005). La disminucién en el porcentaje de cristalinidad de las nanoparticulas
tanto cargadas como sin cargar se debe a la combinacion de los procesos de nano
precipitacion y ultrasonido. Para el primer caso, las moléculas de almidén
experimentan una ruptura parcial de los enlaces de hidrégeno y de la estructura
helicoidal, uniéndose en entre si en un estado desordenado resultando en una

estructura global amorfa que difiere a la del almidon natural (Ruan et al., 2022).

Si bien se han realizado ensayos para la caracterizacion fisica y quimica de
estas nanoparticulas, todavia falta informacién en relacion con sus propiedades de
encapsulacién, hidratacion, liberacién de compuestos encapsulados y el efecto que
podrian tener en un contexto celular fisiolégico y patolégico, como es el proceso

angiogénico inducido por células tumorales.

23



PROBLEMA DE INVESTIGACION

Durante el udltimo tiempo, se ha enfocado el estudio de nanoparticulas
cargadas con compuestos bioactivos como una alternativa al tratamiento del cancer
al demostrarse su efecto inhibitorio sobre la proliferacion de las células tumorales y
la angiogénesis, sin embargo, no se ha estudiado el efecto de las nanoparticulas de
almidon de maiz cargadas con quercetina sobre el proceso angiogénico de células
endoteliales de microvasculatura humana inducidas por medio condicionado de

adenocarcinoma de ovario.

Il PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Qué efecto tienen las nanoparticulas de almidon de maiz cargadas con
quercetina sobre la proliferacion y migracion de células endoteliales inducida por

medio condicionado de adenocarcinoma de ovario?
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1. HIPOTESIS

Las nanoparticulas de almidén de maiz cargadas con quercetina inhiben la
proliferacion y migracion de células endoteliales inducida por medio condicionado

de células de adenocarcinoma ovarico.

V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de nanoparticulas de almidén de maiz cargadas con
guercetina sobre el proceso angiogénico de células endoteliales inducida por medio

condicionado de células de adenocarcinoma ovarico.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de la encapsulacion de quercetina en las propiedades de
hidratacion, liberacion y antioxidante de nanoparticulas de almidon de maiz
cargadas con quercetina preparadas mediante el método de nano
precipitacion ultrarrapida.

2. Determinar el efecto de nanoparticulas de almidon de maiz cargadas con
guercetina sobre la viabilidad de las células de adenocarcinoma ovarico.

3. Determinar el efecto de nanoparticulas de almidén de maiz cargadas con
guercetina sobre la proliferacion y migracion de células endoteliales de
microvasculatura humana incubadas con medio condicionado de células de

adenocarcinoma ovarico.
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VIl. METODOLOGIA

VII.1 Preparacion de nanoparticulas de almidon por método de
nanoprecipitacion ultrarrapida

Las nanoparticulas de almidon se prepararon por el método de
nanoprecipitacion ultrarrapida, mas conocida como flash nanoprecipitation,
utilizando un dispositivo de micro fluido, mezclador de chorro de impacto confinado
como se observa en la Figura 5. Este dispositivo presenta una camara de
dimensiones pequefias (Figura 4) donde en su interior colisionan los dos fluidos
caracterizados por la miscibilidad de los dos solventes, y la inmiscibilidad de uno de
ellos con el polimero precursor de las nanoparticulas (Figura 3). EIl anti solvente
utilizado fue etanol absoluto y el solvente del almidén el agua. Para ello se prepar6
una suspension acuosa de almidon de maiz ceroso con 5 % de amilosa S9679
(Sigma Aldrich) al 1 % m/v en un matraz aforado de 100 mL. Seguidamente, la
solucién se traspas6 a un vaso precipitado de 250 mL para su gelatinizacion
utilizando un microondas (Thomas Modelo No: TH-20DM, China) a 40 watts de
potencia, por 9 minutos. Cada 30 segundos la suspension se agitd con una bagueta
para evitar la formacion de grumos, utilizando a su vez un vidrio reloj para evitar la
evaporacion del agua. Una vez gelatinizado el almidén, se repuso el volumen de
solvente perdido en el proceso.

Después de la gelatinizacion, la solucion se dejé enfriar a temperatura

ambiente con agitacion magnética a 400 rpm, utilizando un agitador IKA Modelo:

26



RCT B S000 y posteriormente se dejé en un bafio de hielo por 5 minutos alcanzando
una temperatura aproximada de 13-14°C.

Luego, se sonico la solucién de almiddn (para favorecer el desenmarafiamiento
de las cadenas de amilosa y amilopectina) utilizando un ultrasonido de barra
(Qsonica Q700, USA) con 700 watts y una sonda de 12,7 mm de didmetro, durante
10 minutos a una amplitud de 60 alcanzando la solucion una temperatura
aproximada de 30°C. La sonicacién se realizé con pulso de apagado y encendido
5/2 segundos. Al finalizar, se obtuvo una solucién transparente y menos viscosa.

Dos jeringas, una con la solucion de almidon y otra con etanol absoluto (Merck
107017) se inyecté simultanea y manualmente en el mezclador de chorro de
impacto confinado. Las dos corrientes de liquido al impactar provocan un régimen
de turbulencia dentro de la microcAmara del mezclado, lo que llevé a una condicién
de supersaturacion y a la formacién de las nanoparticulas de almidon siendo éstas
recibidas en 5 mL de etanol absoluto.

La dispersion resultante se homogeneizé con un ultraturrax (IKA Modelo: T 25
D, Alemania) a 8000 rpm durante 1 minuto, para promover precipitacion de las
nanoparticulas de almidon. Luego, se centrifugd (Eppendorf Modelo 5804,
Alemania) a 7500 rpm por 10 minutos y se lavo el precipitado 2 veces con etanol
absoluto centrifugando entre lavados nuevamente a 7500 rpm por 5 minutos. El
sobrenadante se elimind y el etanol remanente se dejo evaporar por 2 horas, para
luego disgregar las nanoparticulas secas con una espatula y se dispersarlas en
agua para ser congeladas (Freezer HEAIR) a -40°C por 12 horas, donde finalmente

se liofilizaron (VirTis SP scientific Modelo: sentry 2.0) por 2 dias.
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Las nanoparticulas cargadas con quercetina se prepararon utilizando el mismo
procedimiento descrito anteriormente con algunas modificaciones. Se mas6 0,1
gramos de quercetina (SIGMA Q4951) y se llevo a un matraz aforado de 100 mL el
cual se complet6 con etanol absoluto, obteniendo asi una soluciéon de quercetina en
etanol de 0,1 m/v. Las dos jeringas, una con la solucién de almidén y otra con la
solucion de quercetina, se inyectaron de manera simultanea y manualmente en el
mezclador de chorro de impacto confinado para ser recibidas en un vaso precipitado

con 5 mL de etanol.
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Figura 5. Esquema representativo de la preparacion de nanoparticulas de almidén de maiz

cargadas con quercetina mediante el proceso de nanoprecipitacion ultrarrapida.
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VII.2 Eficiencia de encapsulacion

Se pes6 50 mg de nanoparticulas, los que fueron suspendidos en 5 mL de
metanol. La suspension fue sometida a extraccion con ultrasonido por 20 minutos.
Las muestras fueron centrifugadas a 10000 rpm por 5 minutos, filtradas por
membrana de 0,45 um e inyectadas directamente en el sistema HPLC. Las
muestras fueron preparadas en triplicado. La muestra de sobrenadante fue

inyectada directamente.

El andlisis de HPLC se realiz6 utilizando una bomba binaria YL9111S acoplada
al detector UV/Vis YL9120s (Young Lin®, Corea). Para el analisis cromatogréfico se
usé una columna Kromasil KR100 columna 100A - 5 ym-C18, 4,6 mm x 250 mm
(Eka Chemicals AB, Bohus, Suecia). El sistema de disolventes estaba compuesto
por el disolvente A (agua ultrapura que contenia 2 % de acético, v/v) y el disolvente
B (100 % de ACN). El programa de gradiente fue de 0-5 minutos (2% B); 3-22
minutos (2-20% B); 22-24 minutos (20-30% B); 24-26 minutos (30-60% B); 26-32
minutos (60-2%B). Finalmente, la columna se reequilibré durante 5 minutos mas. El
caudal fue de 1 mL/min y el volumen de inyeccién de 20 yL. La temperatura de
trabajo fue de 35 °C. La deteccion se realiz0 mediante cromatogramas UV-VIS
adquiridos a 280 nm y 350 nm. Para la determinacion cuantitativa se preparé una

curva de calibracion con quercetina entre 5-75 ug/mL en metanol.
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La eficiencia de encapsulacion (EE) se calcul6 mediante la Ecuaciénl

(Sabando et al., 2022).

Quercetina encapsulada (mg)

EE (%) =

+100 (Ecuacion 1)

Contenido inicial de quercetina (mg)

VII.3 Hinchamiento y solubilidad

El poder de hinchamiento y solubilidad para las nanoparticulas de almidon de
maiz cargadas y sin cargar se determiné a 37°C utilizando el método reportado por
Castafio y colaboradores (Castafio et al., 2014), con modificaciones. Se preparé
una suspension de nanoparticulas de almidon al 3,3% m/v utilizando PBS (PBS por
sus siglas en inglés Phosphate-buffered saline) [(mM): 130 NaCl, 2.7 KCI, 0.8
Na2HPO4, 1.4 KH2POa4 (pH 7.4; 4°C)] precalentado a 30°C, para posteriormente
llevarlo a 37°C en un bafio de agua por 24 horas. La suspensién se enfrid
rapidamente hasta temperatura ambiente y se centrifugd a 6000 rpm por 20 minutos.
El residuo soélido de la centrifugacion se mas6 para calcular el poder de
hinchamiento. El sobrenadante se sec6 en la estufa a 70°C por 24 horas y el residuo
soluble seco obtenido se maso para obtener el indice de solubilidad de las

nanoparticulas.

El poder de hinchamiento se calculé como la relacion entre la masa del residuo

centrifugado solido y la masa inicial de las nanoparticulas secas utilizadas; y la

31



solubilidad se determiné como la relacion entre la masa del residuo soluble seco y

la masa inicial de las nanoparticulas secas.

VIl.4 Liberaciéon de quercetina

Se prepard una suspension de nanoparticulas de almidén de maiz cargadas
con quercetina en PBS en una proporcion 32:1 m/v y se llevé a 37°C por 24 horas
sin agitacion en un bafio de agua. El analisis del sobrenadante se realiz6 mediante

HPLC como se describié para la determinacién de la eficiencia de encapsulacion.

Se calcul6 el porcentaje de quercetina liberada en 24 horas en funcién del

porcentaje de quercetina encapsulada.

VII.5 Actividad antioxidante

El ensayo de radical catiénico ABTS<* [(sal de diamonio 2',2"-azinobis (acido 3-
etilbenzotiazlina-6-sulfonico)] se realizé de acuerdo con lo descrito por Li et al., 2019
y Re et al., 1999 con modificaciones. Una solucién stock del radical cationico ABTSe*
se prepar6é mediante la reaccion de 1,225 mM de persulfato de potasio y 3,5 mM de
solucion acuosa de ABTS. La mezcla se incub6 en ausencia de luz a temperatura
ambiente por 16 horas. Luego la solucion ABTSe<* se diluy6é con etanol absoluto y se
dejé por lo menos 6 horas hasta que alcanz6 una absorbancia de 0,7 a una longitud

de onda de 734 nm. La curva de calibracion se preparé a partir de 2mM de solucién
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stock de Trolox (el antioxidante estandar para este ensayo) en etanol absoluto. El
rango de concentracion de las soluciones de trabajo de Trolox fueron de 12,5 a 400

MM y el etanol absoluto se utilizé como blanco.

250 mg de nanoparticulas sin cargar y cargadas con quercetina fueron
suspendidas en 5 mL de agua destilada por 24 horas y luego centrifugadas a 10000
rpm por 10 minutos. 20 yL de sobrenadante de cada muestra de nanoparticulas
(previamente diluido con un factor de dilucion de 3) o las soluciones de Trolox, se

mezclaron con 180 pL de solucion diluida de ABTSe*.

La lectura de absorbancia a 734 nm se realizo previo a la mezcla de la muestra
o las soluciones de Trolox con la solucién de ABTS+* (Aomin) Y 6 minutos después de

la mezcla (Aemin).

La actividad sobre los radicales libres se calculé mediante la Ecuacion 2:

Actividad ABTS (%) = [A‘””;M] £100 (Ecuacién 2)
omin

El porcentaje de actividad sobre los radicales libres del ABTS a 734 nm se

graficé en funcion de la concentracion de la solucion estandar de Trolox. Los valores

obtenidos se expresaron como miligramos de Trolox por gramo de nanoparticulas

Secas.
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VII.6 Cultivo de linea celular de adenocarcinoma ovarico

La linea celular SKOV-3 (ATCC HTB-77, células resistentes) provenientes de
adenocarcinoma de ovario humano fueron expandidas, cultivadas y mantenidas a
37°C con un 5% de CO2 en medio RPMI (Gibco) suplementado con 10% de suero
bovino fetal (SFB por las siglas en inglés Serum Fetal Bovine) (Thermo Fisher

Scientific) y 100 U/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco).

VII.7 Cultivo de células endoteliales de microvasculatura humana

Las células endoteliales de microvasculatura humana (HMEC-1 por su sigla en
inglés Human Microvascular Endothelial Cells) humano fueron expandidas,
cultivadas y mantenidas a 37°C y con CO2 al 5% por 24 horas con M199 (Gibco)

suplementado con 10% de SBF y 100 U/mL de penicilina/estreptomicina.

VII.8 Preparacién de medio condicionado

El medio condicionado se obtuvo de acuerdo con lo descrito por Makhoul et
al., 2016, Di Santo et al., 2016 y Dowling & Clynes, 2011. Las células SK-OV-3 se
incubaron a 37°C y 5% CO2 con RPMI suplementado hasta alcanzar el 60-70% de
confluencia. Alcanzada la confluencia deseada las células se lavaron 3 veces con

PBS y se incubaron con medio RPMI sin suplementar por 18 horas. El medio
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obtenido se recolecto y filtré utilizando un filtro de jeringa de aceta to de celulosa de
0,2 um (STERLITECH) y se almacend a -80°C hasta su utilizacion.

Para la preparacion del medio condicionado se utilizé una razén 1:1 (medio de
SK-OV-3: medio de HMEC-1) y se afiadié a las HMEC-1 para los experimentos

posteriores.

VII.9 Protocolo de incubacion SKOV-3

Al encontrarse al 100% de confluencia las células en las placas de 100 mm,
fueron traspasadas a placas de 96 pocillos y se dejaron crecer por 12 horas hasta
gue alcanzaron el 50% de confluencia. Posteriormente las células fueron incubadas

con las siguientes condiciones por 24 horas:

= Control: células con medio RPMI suplementado al 10% con SBF.

= Vehiculo: células incubadas con medio RPMI suplementado al 10% con SBF
y DMSO al 1% vi/v.

= Quercetina: células con medio RPMI suplementado al 10% con SBF
incubadas con quercetina disuelta en DMSO (<1% v/v) en un rango de
concentraciones de 2,5 nM a 250 uM.

= CS-NP: células con medio RPMI suplementado al 10% con SBF incubadas
con CS-NP en un rango de concentraciones de 1 a 100 ug/mL.

= CS-Q-NP: células con medio RPMI suplementado al 10% con SBF incubadas

con CS-Q-NP en un rango de concentraciones de 1 a 100 pg/mL.
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= CS-NP en vehiculo: células con medio RPMI suplementado al 10% con SBF

incubadas con CS-NP en un rango de concentraciones de 1 a 100 pg/mL,
previamente suspendidas en DMSO (<1% v/v).

= CS-Q-NP_en vehiculo: células con medio RPMI suplementado al 10% con

SBF incubadas con CS-Q-NP en un rango de concentraciones de 1 a 100

Mg/mL, previamente suspendidas en DMSO (<1% v/v).

VII.10 Protocolo incubacién HMEC-1

Al encontrarse al 100% de confluencia las células en las placas de 100 mm
fueron traspasadas a placas de 96 pocillos y se dejaron crecer por 12 horas hasta
que alcanzaron el 50% de confluencia. Posteriormente las células fueron incubadas

con las siguientes condiciones por 24 horas:

= Control: células con medio M199 suplementado al 10% con SBF.

= Vehiculo: células incubadas con medio M199 suplementado al 10% con SBF
y DMSO al 1% v/v.

= Quercetina: células con medio M199 suplementado al 10% con SBF
incubadas con quercetina disuelta en DMSO (<1% v/v) en un rango de
concentraciones de 2,5 nM a 250 uM.

= CS-NP: células con medio M199 suplementado al 10% con SBF incubadas
con CS-NP en un rango de concentraciones de 1 a 100 ug/mL.

= CS-0Q-NP: células con medio M199 suplementado al 10% con SBF incubadas

con CS-Q-NP en un rango de concentraciones de 1 a 100 ug/mL.
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= CS-NP en vehiculo: células con medio M199 suplementado al 10% con SBF

incubadas con CS-NP en un rango de concentraciones de 1 a 100 pg/mL,
previamente suspendidas en DMSO (<1% v/v).

= CS-Q-NP_en vehiculo: células con medio M199 suplementado al 10% con

SBF incubadas con CS-Q-NP en un rango de concentraciones de 1 a 100

Mg/mL, previamente suspendidas en DMSO (<1% v/v).

VII.11 Viabilidad celular

Para determinar la viabilidad celular de SK-OV-3 y HMEC-1 se utilizé la sonda
fluorescente SYTOX Green la cual se agregd al momento de incubar con las
condiciones descritas previamente (VII.9 y VII.10) a una concentracion final en
pocillo de 60 nM. Pasados los tiempos de incubacion respectivos se realizé la
medicion de fluorescencia mediante el instrumento de analisis de células vivas
Incucyte® S3. El instrumento entregd el porcentaje de células muertas por campo
analizado, sin embargo, para el analisis de los datos se calculé la diferencia como

porcentaje de células vivas por campo.
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VII.12 Ensayo cierre de herida

Se realiz6 el ensayo de cierre de herida sobre HMEC-1 que se encontraban al

80% de confluencia de acuerdo con lo descrito por Jin y colaboradores (Jin et al.,

2016). Se realiz6 una disrupcion en la superficie de cada pocillo con una punta de

pipeta de 10uL para generar una brecha libre de células y se lavo con PBS 2 veces

para luego incubar las células por 24 horas con las siguientes condiciones:

=

=

Control: células con medio M199 suplementado al 10% con SBF-.

Restriccion de suero (0%): células con M199 sin suplementar para inducir

estrés y sincronizar el ciclo celular.

Extra suplementado (20%): células con M199 suplementadas con 20% SBF

para promover proliferacion y supervivencia celular.

Vehiculo: células incubadas con medio M199 suplementado al 10% con SBF
y DMSO al 1% v/v.

Quercetina: células con medio M199 suplementado al 10% con SBF
incubadas con quercetina disuelta en DMSO (<1% v/v) en concentraciones
de 12,5 nMy 25 nM.

CS-NP _en vehiculo: células con medio M199 suplementado al 10% con SBF

incubadas con CS-NP en un rango de concentraciones de 1 a 100 ug/mL,

previamente suspendidas en DMSO (<1% v/v).
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= CS-Q-NP_en vehiculo: células con medio M199 suplementado al 10% con

SBF incubadas con CS-Q-NP en un rango de concentraciones de 1 a 100

Mg/mL, previamente suspendidas en DMSO (<1% v/v).

Para determinar la proliferacion y migracion de HMEC-1 se capturaron
imagenes de cada pocillo mediante el instrumento de analisis de células vivas
Incucyte® S3. El instrumento entregd el porcentaje de confluencia de cada pocillo y
una imagen con aumento de 10X de la brecha generada por el ensayo de cierre de
herida al tiempo 0 y 24 horas. Para la determinacion de la proliferacion se calculo

la diferencia en confluencia como se describe el la Ecuacioén 3.

Confluencia 24h (%)—Confluencia Oh (%)
Confluencia Oh (%)

A confluencia (%) = -100 (Ecuacion 3)

Para el andlisis de las imagenes se utiliz el software ImageJ (version 1.54j)
donde se determiné el area de cada brecha y se calculd el porcentaje de area

cerrada como se describe en la Ecuacion 4.

Area 0h (mm?)—Area 24h (mm?)
Area 0h (mm?2)

Cierre de herida (%) =

-100 (Ecuacion 4)
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VII.14 Andlisis estadistico

Los valores se presentaron como la media + desviacion estandar (SD por las
siglas en inglés Standard Deviation of Mean) o error estdndar (SEM por las siglas
en inglés Standard Error of Mean), n indica el nimero de pocillos o réplicas
realizadas para cada condicién. Las comparaciones entre dos y mas grupos se
realizaron por medio de la prueba t de Student no pareada y el andlisis de la varianza
(ANOVA), respectivamente. Se consideré como estadisticamente significativo un
valor p<0,05. Todos los andlisis se realizaron utilizando el software GraphPad Prism

version 8.00 para Windows.
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VIIl. RESULTADOS

VIIl.1 Nanoparticulas de almidon de maiz cargadas con quercetina

Las nanoparticulas cargadas y sin cargar con quercetina preparadas a partir
de almidon de maiz presentaron una morfologia esférica de acuerdo con lo descrito
previamente por Miranda (Miranda, 2024) (Figura 6 A y B). Para el tamafio de
particula, en general estas presentaron valores de los 100 nm para CS-NP y 219
nm para CS-Q-NP con un rango de distribucién de 50-150 nm y 100-300 nm para

respectivamente (Figura 6 C y D).

VIII.2 Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion para CS-Q-NP presentd un valor de 0,196 +
0,028 % de encapsulacion de quercetina en las nanoparticulas cargadas utilizando

la Ecuacion 1.
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Figura 6. Imagenes SEM (A y B) e histograma (C y D) de nanoparticulas sin cargar (A, C)
y cargadas con quercetina (B, D) obtenidas a partir de almidon de maiz por

nanoprecipitacion ultrarrapida. Barra de escala= 1 um. Conteo de particulas=100.
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VIIl.3 Hinchamiento y solubilidad

CS-NP y CS-Q-NP presentaron un mayor hinchamiento en comparacion con
CS, siendo CS-NP la que present6 el mayor poder de hinchamiento a 37°C en PBS
con un valor de 5,00 + 0,14 m/m. Al comparar el hinchamiento de las nanoparticulas
cargadas y sin cargar existié una diferencia estadisticamente significativa donde

CS-Q-NP presenté un valor menor de 4,03 + 0,06 m/m (Tabla 1).

El indice de solubilidad de las nanoparticulas fue de 9,56 + 1,28 % para CS-
NP, 7,32 + 0,22 % para CS-Q-NP y 2,49 + 0,89 % para CS. Entre nanoparticulas
cargadas y sin cargar con quercetina no se presentd una diferencia
estadisticamente significativa en los valores de solubilidad, sin embargo, al
comparar las nanoparticulas con el granulo de almidén si existe una diferencia

estadisticamente significativa (Tabla 1).

VIIl.4 Liberacidon de quercetina

La liberacién de quercetina desde CS-Q-NP fue determinada por HPLC-DAD,
obteniéndose un porcentaje de liberacién de 7,97 % en funcién del porcentaje

encapsulado.
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Tabla 1. Poder de hinchamiento e indice de solubilidad de almidon de maiz (CS),
nanoparticulas de almidén de maiz sin cargar (CS-NP) y cargadas con quercetina (CS-Q-
NP) en PBS a 37°C.

Muestra Poder de hinchamiento (m/m) indice de solubilidad (%)
Cs 1,78+0,21¢ 2,49+0,89°
CS-NP 5,00+0,14° 9,56 +1,28°
CS-Q-NP 4,03+ 0,06 © 7,32+0,22°

Valores expresados como la media + desviacion estandar, n=3. Valores con diferentes

letras en la misma columna son estadisticamente distintos (p < 0,05).
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VIII.5 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de las nanoparticulas se obtuvo mediante el ensayo
del radical ABTS++ a una longitud de onda de 734 nm para la cuantificacion. Se
determind un valor de 0 % de actividad ABTS o 0 equivalentes de Trolox para CS-
NPy de 3,27 + 1,41 % de actividad ABTS o 0,23 £ 0,08 equivalentes de Trolox para

CS-Q-NP utilizando la Ecuacién 2 (Tabla 2).

VIII.6 Viabilidad celular de SKOV-3 incubadas con nanoparticulas de
almidon de maiz cargadas con quercetina

En la Figura 10 se observa como varia la confluencia relativa de las células
SKOV-3 en funcién del tiempo, sometidas a distintas concentraciones de quercetina
(Q) en comparacion con el control. En la condicién con vehiculo se determiné una
tendencia a la disminucién de la confluencia, la cual se observa en la Tabla 3 donde
se cuantificé la velocidad de proliferacion (expresada como el cambio en la
confluencia inicial por hora) de las células SKOV-3, presentando un valor de -0,0036
+ 0,0008 confluencia/hora, indicando una reduccion significativa en comparacion

con el control (*p<0,05).

Con relacién a los grupos tratados con quercetina, el tratamiento con 250 yM
presento una disminucion de la confluencia en el tiempo con un valor de velocidad
de proliferacion de -0,0073 + 0,0005 confluencia’/hora (Tabla 3) teniendo asi un

efecto inhibitorio sobre la proliferacibn en comparacion con el control (*p<0,05). Para
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las demas concentraciones utilizadas (25 uM a 2,5 nM) no muestran diferencias

significativas en comparacion con el control (p>0,05) (Figura 10 y Tabla 3).

Las células tumorales incubadas con nanoparticulas de almidén sin cargar y
cargadas con quercetina, no presentaron una variacion en los valores de viabilidad
celular en comparacién con el control, sin embargo, se presentd una diferencia
significativa entre CS-NP y CS-Q-NP a una concentracién de 100 pg/mL (*p<0,05)
(Figura 8A). Por otro lado, se observé una disminucion estadisticamente significativa
en el porcentaje de células vivas para la condicién de vehiculo en comparacion con
el control (#p<0,05), disminucién que se ve revertida significativamente por todas
las nanoparticulas que fueron previamente suspendidas en el vehiculo (&p<0,05)
(Figura 8B). De la misma manera que en la Figura 8A, para las células incubadas
con nanoparticulas suspendidas previamente en el vehiculo, en general no se
observé un cambio en el porcentaje de células vivas en comparacion con el control
para las nanoparticulas, a excepcion de CS-Q-NP 100 ug/mL donde se observé un
aumento significativo del porcentaje de células vivas en comparacién con el control

(#p<0,05) y a su vez una diferencia con CS-NP 100 ug/mL (*p<0,05) (Figura 8B).
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Tabla 2. Actividad antioxidante de nanoparticulas de almidon de maiz sin cargar y cargadas

con quercetina.

Muestra % Actividad ABTS Equivalentes de Trolox (mg/g)
CS-NP 0 0
CS-Q-NP 3,27+£141 0,23 + 0,08

Valores expresados como la media + desviacién estandar, n=3.
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1.4

Control
Vehiculo
Q 250 uM
Q25uM

Q25uM

Confluencia

Q250 nM

Q25nM

R SN BRSO

0.6— I I I T @2,5nM
0 5 10 15 20

Tiempo (horas)

Figura 7. Confluencia de SKOV-3 incubadas con quercetina (Q) a diferentes
concentraciones por 24 horas. Los valores de confluencia se expresaron como confluencia
relativa al tiempo Oh. Control: células incubadas con medio RPMI; Vehiculo: DMSO 1%.
n=3.
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VIII.7 Viabilidad celular de HMEC-1 incubadas con nanoparticulas de
almidén de maiz cargadas con quercetina

En la Figura 9 se observa como varia la confluencia relativa de las células
HMEC-1 en funcion del tiempo, sometidas a distintas concentraciones de quercetina
(Q) en comparacion con el control. En la condicion con vehiculo se determind una
tendencia a la disminucion de la confluencia, la cual se observa en la Tabla 3,
presentando un valor de -0,0004 + 0,0009, indicando una reduccién significativa en

comparacion con el control (*p< 0,05).

Con relacién a los grupos tratados con quercetina, el tratamiento con 250 yM
presentd una disminucién de la confluencia en el tiempo con un valor de velocidad
de proliferacion de -0,0097 + 0,0003 (Tabla 3) teniendo asi un efecto inhibitorio
sobre la proliferacion en comparacion con el control (*p < 0,05). Para las demas
concentraciones utilizadas (25 pM a 2,5 nM) no muestran diferencias significativas

en comparacioén con el control (p>0,05) (Figura 9 y Tabla 3).

Las células endoteliales incubadas con CS-NP y CS-Q-NP no presentaron una
variacion en los valores de viabilidad celular en comparacién con el control como se
puede observar en la Figura 10A para las concentraciones de 1 hasta 100 ug/mL

de nanoparticulas (p>0,05).

Para las células incubadas con nanoparticulas suspendidas previamente en el
vehiculo (Figura 10B), no se observé una diferencia significativa en la viabilidad

celular de las condiciones con CS-NP 1, 10 y 100 pg/mL en comparacion con el
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control (p>0,05). Por otro lado, se observd un aumento significativo en la viabilidad
celular para las condiciones con CS-Q-NP 10 y 100 ug/mL en comparacion con el
control  (#p<0,05), presentando también una diferencia estadisticamente

significativa con CS-NP 10 y 100 ug/mL respectivamente (*p<0,05).
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1.4 Control

Vehiculo
Q 250 uM
Q25 uM
Q25uM
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Figura 9. Confluencia de HMEC-1 incubadas con quercetina (Q) a diferentes
concentraciones por 24 horas. Los valores de confluencia se expresaron como confluencia
relativa al tiempo Oh. Control: células incubadas con medio M199; Vehiculo: DMSO 1%.
n=3.
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Tabla 3. Velocidad de proliferacion de SKOV-3 y HMEC-1 incubadas con distintas

concentraciones de quercetina (Q) por 24 horas.

Velocidad de proliferacion

Condiciones (confluencia al tiempo O/hora)
SKOV-3 HMEC-1

Control 0,0087 + 0,0006 0,0052 + 0,0004
Vehiculo -0,0036 + 0,0008 * -0,0004 + 0,0009 *
Q 250 uM -0,0073 + 0,0005 * -0,0097 + 0,0003 *
Q 25 uM 0,0092 + 0,0010 0,0056 + 0,0005
Q2,5 uM 0,0084 + 0,0008 0,00583 + 0,0003
Q 250 nM 0,0070 + 0,0018 0,0050 + 0,0013
Q25nM 0,0075 = 0,0004 0,0042 + 0,0010
Q2,5nM 0,0078 + 0,0012 0,0048 + 0,0007

Control: células incubadas con medio RPMI (SKOV-3) 0 M199 (HMEC-1); Vehiculo: DMSO
1%. n=3, * p<0,05 versus Control.
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VIII.8 Ensayo cierre de herida

En la Figura 11, se muestra el analisis de la confluencia de células HMEC-1
incubadas con medio condicionado proveniente de la linea celular SKOV-3, en
comparacion con la condicion sin medio condicionado. La confluencia celular,
medida como el cambio en el porcentaje de proliferacion a las 24 horas

postratamiento, se evalué bajo diferentes condiciones experimentales.

En la condicién control se observé un aumento significativo en la confluencia
celular cuando se utiliza medio condicionado, en comparacion con el medio sin
condicionar (*p<0,05). Para el caso de la restriccion de suero, se observé una
disminucion significativa de la confluencia en presencia de medio condicionado en
comparacion con el control (#p<0,05), ademas de una diferencia significativa con
respecto a la condicién sin medio condicionado (*p<0,05). Mientras que, para el
tratamiento extra, la confluencia fue mayor solo en presencia de medio condicionado

(*p<0,05) pero no en comparacion con el control (p>0,05).

El tratamiento con el vehiculo también present6 un aumento significativo en la
proliferacion celular con medio condicionado (*p<0,05), y también comparado con

el control sin medio condicionado (#p<0,05).

Los tratamientos con quercetina a concentraciones de 12,5 nM y 25 nM no
presentaron diferencias significativas en la confluencia celular con respecto a las
demas condiciones, independientemente de la presencia o ausencia de medio

condicionado.
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Figura 11. Diferencia en confluencia de HMEC-1 incubadas con medio condicionado de
SKOV-3. El A confluencia se encuentra expresado como la diferencia en el porcentaje de
proliferacion a las 24 horas del tratamiento. Control: medio suplementado al 10%;
Restriccién: medio sin suero; Extra: medio suplementado al 20%; Vehiculo: DMSO 1%; Q:
quercetina. #: p<0,05 versus control sin medio condicionado; *: p<0,05.
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La confluencia de células HMEC-1 incubadas con CS-NP y CS-Q-NP en
presencia o ausencia de medio condicionado de células SKOV-3 se observa en la
Figura 12. En la condicion de ausencia de medio condicionado (Figura 12A), se
observé un aumento estadisticamente significativo en la confluencia celular en las
condiciones de vehiculo y en el tratamiento con nanoparticulas a las
concentraciones de 1 pg/mL y 10 pg/mL (#p<0,05). Para CS-Q-NP 10 pg/mL se
observo un incremento significativo en la proliferacion celular con respecto al control

(#p<0,05), al vehiculo (&p<0,05) ya CS-NP 10 pg/mL (*p<0,05).

Para el tratamiento con medio condicionado (Figura 12B) se observaron
cambios en el patron de proliferacién. No existiendo diferencias significativas en los
tratamientos con nanoparticulas 1 pg/mL y 10 pg/mL en medio condicionado

(p>0,05).

57



100 100 a

* l
80

80|
[ csnp

sa CS-Q-NP
60— . 60 a a

40—

Tl

|
Control  Vehiculo

40

A Confluencia (%)
=
A Confluencia {%)

20—

]
10 Control  Vehiculo 1 10

Figura 12. Diferencia en confluencia de HMEC-1 incubadas con nanoparticulas de almidén
de maiz en medio condicionado de SKOV-3. El A confluencia se encuentra expresado como
la diferencia en el porcentaje de proliferacion a las 24 horas del tratamiento. A. Tratamiento
sin medio condicionado. B. Tratamiento con medio condicionado. Control: medio
suplementado al 10%; Vehiculo: DMSO 1%; #: p<0,05 versus control; &: p<0,05 versus

vehiculo; *: p<0,05; a: p<0,05 versus condicién sin medio condicionado.
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En la Figura 13 se obtuvo por microscopia de contraste de fase el cierre de
herida de HMEC-1 incubadas con medio condicionado de SKOV-3 con distintos
tratamientos a las 24 horas. El porcentaje de cierre de herida se observa en la Figura
14 donde se cuantifico la reduccién en el &rea de la herida a las 24 horas de

tratamiento en las distintas condiciones experimentales.

Para grupo control se observo un porcentaje de cierre de herida cercano al
50%, sin diferencia significativa entre la presencia o ausencia de medio
condicionado (p>0,05). En la condicion de restriccién, el cierre de herida es
significativamente menor en comparacion con el control tanto en presencia
(&p<0,05) como en ausencia de medio condicionado (#p<0,05). Para el grupo extra
suplementado se observd una disminucion en el cierre de herida en comparacion
con el control sin medio condicionado (#p<0,05) y un aumento en la condicion de
medio condicionado (&p<0,05), siendo el cierre de herida significativamente mayor
en presencia de medio condicionado en comparacién con la condicion sin medio

condicionado (*p<0,05).

En la condicién del vehiculo, se observé una disminucion en el porcentaje de
cierre de herida en comparacion con el control sin medio condicionado (#p<0,05). Y
un efecto positivo significativo del medio condicionado sobre el cierre de herida
(*p<0,05) en comparacion con la condicién sin medio condicionado. Finalmente, en
el tratamiento con quercetina 12,5 nM se observé una disminucion en el cierre de la
herida en comparacion con el control sin medio condicionado (#p<0,05), mientras
gue para el resto de los tratamientos con quercetina no se observo una diferencia

significativa entre las condiciones con y sin medio condicionado (p>0,05).
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Figura 14. Porcentaje de cierre de herida de HMEC-1 incubadas con medio condicionado
de SKOV-3. El porcentaje de cierre se encuentra expresado como la diferencia en el area
de la herida a las 24 horas del tratamiento. Control: medio suplementado al 10%;
Restriccién: medio sin suero; Extra: medio suplementado al 20%; Vehiculo: DMSO 1%; Q:
quercetina. #: p<0,05 versus control sin medio condicionado; &: p<0,05 versus control con

medio condicionado *: p<0,05.
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En la Figura 15 se obtuvo por microscopia de contraste de fase el cierre de
herida de HMEC-1 incubadas con medio condicionado de SKOV-3 con distintos
tratamientos de nanoparticulas a las 24 horas. El porcentaje de cierre de herida se
observa en la Figura 16 donde se cuantifico la reduccion en el area de la herida a
las 24 horas de tratamiento en las distintas condiciones experimentales. Para las
condiciones tratadas con nanoparticulas en la concentracion 100 pug/mL tanto
cargadas como sin cargar se observo que en el tiempo Oh las nanoparticulas se
depositan en la zona de la herida, generando problemas al delimitar el area de la
herida por lo que la cuantificacion en estas condiciones tanto de confluencia (Figura

13) y de cierre de herida (Figura 16) no fueron consideradas.

En las condiciones tratadas sin medio condicionado (Figura 16A) el grupo
control presenta un cierre de herida de aproximadamente un 50%, mientras que
para el grupo tratado con el vehiculo se muestra una disminucion significativa
(#p<0,05) en el cierre (alrededor de un 30%). Para los grupos tratados con
nanoparticulas en ambas concentraciones se observé un aumento significativo del
cierre de herida en comparacion con el vehiculo (&p<0,05) y especificamente para
CS-Q-NP 1 pg/mL se observa un aumento en el cierre de herida en comparacion

con el control (#p<0,05) y con CS-NP 1 ug/mL.

En las condiciones tratadas con medio condicionado (Figura 16B) no se
observaron diferencias significativas con la mayoria de las condiciones en
comparacion con el control y el vehiculo (p>0,05), a excepciéon de CS-Q-NP 1ug/mL,
la cual presentd una disminucion significativa del cierre de herida en comparacion

con el control (#p<0,05) y el vehiculo (&p<0,05).
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Figura 16. Porcentaje de cierre de herida HMEC-1 incubadas con nanoparticulas de
almidén de maiz en medio condicionado de SKOV-3. El porcentaje de cierre se encuentra
expresado como la diferencia en el area de la herida a las 24 horas del tratamiento. A.
Tratamiento sin medio condicionado. B. Tratamiento con medio condicionado. Control:
medio suplementado al 10%; Vehiculo: DMSO 1%; #: p<0,05 versus control; &: p<0,05

versus vehiculo; *: p<0,05; a: p<0,05 versus condicién sin medio condicionado.
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Los resultados del ensayo del cierre de herida se encuentran resumidos en la
Figura 17 donde se resume la cuantificacion de diferencia en confluencia y
porcentaje de cierre de herida para las nanoparticulas en una concentracion de 1

pg/mL con y sin medio condicionado.

Respecto a la diferencia en confluencia (Figura 17A) tenemos que el
tratamiento con el vehiculo y nanoparticulas presentaron un aumento en la
confluencia en comparacion con el control en las condiciones sin medio
condicionado (#p<0,05). Mientras que el tratamiento con medio condicionado
aumenta la proliferacion de todas las condiciones (*p<0,05) a excepcién de CS-Q-
NP 1 yg/mL donde no se observa diferencia con la condicién sin medio condicionado

(p>0,05).

En relacion con el porcentaje de cierre de herida (Figura 17B), podemos ver
gue la condicién con medio condicionado no logra generar un cierre significativo en
comparacion con las condiciones sin medio condicionado (p>0,05). Para el
tratamiento con el vehiculo se observé una disminucién en el cierre de herida en
comparacion con el control sin medio condicionado, sin embargo, la condicién con
medio condicionado logra revertir esa disminucion. Para CS-NP 1 ug/mL no se
observaron diferencias en el cierre de la herida para las condiciones con y sin medio
condicionado, mientras que para CS-Q-NP 1 ug/mL podemos observar que en la
condicion sin medio condicionado existe un aumento en el porcentaje de cierre en
comparacion con el control y con CS-NP. Pro lo contrario, en la condicién con medio
condicionado CS-Q-NP 1 ug/mL logra disminuir el porcentaje de cierre de herida en

comparacion con el control (#p<0,05) y el vehiculo (&p<0,05).
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Figura 17. Efecto sobre la proliferacion y migracion de HMEC-1 incubadas con
nanoparticulas de almidén de maiz 1ug/mL sin cargar (CS-NP) y cargadas con quercetina
(CS-Q-NP). A. Diferencia en confluencia. B. Porcentaje de cierre de herida. Control: medio
suplementado al 10%; Vehiculo: DMSO 1%; #: p<0,05 versus control; &: p<0,05 versus
vehiculo; ¢ p<0,05 versus CS-NP 1 sin medio condicionado *: p<0,05.
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IX. DISCUSIONES

IX.1 Nanoparticulas de almiddn de maiz cargadas con quercetina

Las nanoparticulas tanto sin cargar como cargadas con quercetina presentaron
una morfologia esférica (Figura 6 A y B), lo cual es semejante con lo reportado
previamente en la literatura para este tipo de sistema de generacion de
nanoparticulas (Ruan et al., 2022). La morfologia esférica y el tamafio reducido de
las nanoparticulas estd dado por el método utilizado. Las condiciones de
sobresaturacion limitan el tiempo disponible para el crecimiento de las
nanoparticulas generando varias nucleaciones simultaneas que resultan en la
generacion de nanoparticulas esféricas y de menor tamafio (en un rango de 100 a
300 nm) (Rivas et al., 2017). En comparacién con otros métodos de sintesis de
nanoparticulas como la emulsificacibn o la sonicacion, el método de
nanoprecipitacion ultrarrdpida es un proceso mucho mas simple que genera
nanoparticulas mas uniformes y con mayor reproducibilidad (Lassalle & Ferreira,

2007).

En relacién con el tamafio de las nanoparticulas, CS-Q-NP presentaron un
mayor rango de distribucién de tamafio que CS-NP (Figura 6 C y D). Similares
resultados reportaron otros trabajos donde se prepararon nanoparticulas de almidén
cargadas con polifenoles (Wang et al., 2016) y con quercetina (Jiang et al., 2022)
por nanoprecipitacion. Ruan y colaboradores atribuyeron este aumento a la

incorporacion de la quercetina en la matriz del almidon, lo que disminuye el
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porcentaje de cristalinidad de las nanoparticulas y que por lo tanto podria estar
provocando una mayor heterogeneidad en la distribucion de tamafio de estas

nanoparticulas (Ruan et al., 2022).

El tamafio nanométrico de estas nanoparticulas es una caracteristica favorable
para su potencial uso biomédico dado que estas facilitarian la entrega de
compuestos bioactivos, como la quercetina, al tejido tumoral mediante ERP (Haley

& Frenkel, 2008).

IX.2 Eficiencia de encapsulacion

El valor obtenido de la eficiencia de encapsulacion para las nanoparticulas
cargadas con quercetina preparadas mediante el método de nanoprecipitacion
ultrarrdpida se encuentra bajo el rango descrito por Miranda en 2024 y Hasanvand
y colaboradores donde prepararon nanoparticulas de almidén, con bajo contenido
de amilosa, cargadas con vitamina D3 mediante nanoprecipitacion por goteo,
obteniendo valores en un rango de 3,7 a 5,8% (Hasanvand et al., 2018; Miranda,
2024).

Esto indica que solo una pequefia parte de la quercetina fue encapsulada
dentro de las nanoparticulas de almidon de maiz. Esto podria deberse a factores
como la baja afinidad de la quercetina por el almidon o la rapida difusion del

compuesto hacia el antisolvente (etanol) durante el proceso de nanoprecipitacion.

Si bien el método de nanoprecipitacion ultrarrapida es efectivo para encapsular

compuestos hidrofébicos, en este caso, las condiciones especificas utilizadas
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pueden no haber sido las 6ptimas. La estructura polar del almidon pudo haber
interferido con la encapsulacion eficiente de la quercetina, ya que este compuesto
hidrofébico podria haberse disuelto preferentemente en el antisolvente, lo que

explicaria el bajo porcentaje de encapsulacion (Qiu et al., 2016).

Al contrastar estos resultados con los reportados por Miranda en 2024 de una
encapsulacién de 6,5 % para CS-Q-NP podemos notar que existen diferencias en
el método utilizado para la determinacion que pudo ser un factor notable en la
cuantificacion (Miranda, 2024). Miranda realiz6 la determinacion de la eficiencia de
encapsulacién mediante medicion del sobrenadante obtenido de la preparacion de
las nanoparticulas mientras que en este trabajo se realiz6 mediante la destruccion
de las nanoparticulas para poder determinar de manera mas exacta la quercetina
encapsulada. Ciertas consideraciones se deben realizar para el método de
sobrenadante el cual presenta ciertas limitaciones que pueden llevar a sobreestimar
la quercetina encapsulada. Cualquier pérdida de quercetina en el proceso
experimental puede llevar a una subestimacion de la quercetina libre en el
sobrenadante lo cual aumentaria el valor obtenido de la quercetina encapsulada.
Por otro lado, no contempla la quercetina que se encuentra absorbida en la
superficie de las nanoparticulas y que no se encuentra de esa manera encapsulada

generando errores en la medicion.

De esta manera con este trabajo se obtuvo un valor de encapsulacién mucho

mas certero que el previamente reportado.
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IX.3 Hinchamiento y solubilidad

El poder de hinchamiento e indice de solubilidad de las microparticulas
cargadas y sin cargar son indicadores de las interacciones entre las zonas

cristalinas y amorfas del almidon (Benavente, 2022).

En relacién con los valores de hinchamiento tenemos que existe un aumento
en la capacidad de retener agua de las nanoparticulas en comparacion con el
almidon de maiz (Tabla 1), esto podemos relacionarlo a la disminucion en la
cristalinidad presentada en las nanoparticulas las cuales al presentar estructuras
mas amorfas permiten la entrada de un mayor nimero de moléculas de agua. CS-
NP present6 el mayor valor de hinchamiento en comparacion con CS-Q-NP (Tabla
1), esta diferencia significativa puede atribuirse a la presencia e interaccion entre la
quercetina y el almidéon de maiz, ya la primera al ser hidrofébica reduciria la

interaccion de la matriz con las moléculas de agua (Chavan et al., 2021).

En cuanto a la solubilidad, también se pudo observar un incremento
significativo en los valores de solubilidad de las nanoparticulas en comparacion con
el almidon de maiz (Tabla 1), asociados también a la pérdida de la estructura
cristalina la cual permite una mayor interaccion con las moléculas de agua y por lo
tanto una mayor solubilidad. Si bien CS-NP presentd un valor de solubilidad mayor

a CS-Q-NP, esta diferencia no fue estadisticamente significativa.
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En resumen, el proceso de nanoprecipitacion ultrarrapida combinado con la
incorporacion de la quercetina, interfiere en la estructura cristalina del almidon
promoviendo una configuracidbn mas amorfa. La disminucion de la cristalinidad esta
relacionada con la pérdida del orden estructural del granulo, lo que resulta en una
estructura desordenada. Este cambio estructural afecta tanto el hinchamiento como
la solubilidad, ya que una estructura mas amorfa tiende a tener una mayor
capacidad para retener agua y disolverse en medios acuosos (Sabando et al.,

2022).

IX.4 Liberacion de quercetina

El resultado obtenido de liberacion de quercetina podria encontrarse
relacionado directamente con el bajo porcentaje de encapsulacién obtenido. Al no
ser incorporada eficazmente en la formulacion la mayoria de la quercetina utilizada
en la preparacion de las nanoparticulas se encuentra limitada asi la cantidad de

qguercetina disponible para ser liberada desde el inicio.

Por otro lado, la preparacion de las muestras antes del analisis por HPLC-DAD
pudo ser crucial, ya que, errores las condiciones de almacenamiento o preparacion
de la muestra podrian hacer que la pequefia cantidad liberada de quercetina por las

nanoparticulas no llegara correctamente al sistema HPLC para su analisis.

La quercetina es sensible a la luz ultravioleta (UV) y la luz visible, lo que
provoca su degradacion fotolitica a lo largo del tiempo. A su vez esta es susceptible

a la oxidacion en presencia de oxigeno por lo que, con el tiempo, la exposicion al
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aire puede llevar a la autooxidacion de la quercetina, especialmente en soluciones

acuosas reduciendo su concentracion (Wang et al., 2016).

IX.5 Actividad antioxidante

La ausencia de actividad antioxidante en CS-NP en comparacién con la de CS-
Q-NP (3,27%), sugiere que la capacidad antioxidante observada se encuentra

directamente relacionada con la presencia de quercetina en las nanoparticulas.

La ausencia total de actividad antioxidante en CS-NP es razonable, ya que el
almidon en su conjunto, asi como las cadenas de amilosa y amilopectina, no poseen
propiedades antioxidantes descritas (Menzel et al., 2019). Sin poder contribuir asi a

la neutralizacién de radicales libres en este ensayo.

Por otro lado, el que CS-Q-NP haya presentado un 3,27% de actividad
antioxidante confirma la presencia de quercetina en la muestra que fue detectada
por HPLC, sin embargo, su capacidad antioxidante es muy limitada. Este valor
podria estar relacionado con varios factores como: el bajo porcentaje de
encapsulacion de quercetina en las nanoparticulas, la limitada liberacion de esta y
la posibilidad de una fuerte interaccion con la matriz de almidon junto con una baja
solubilidad en agua la cual limitaria su interaccion con los radicales libres (Wang et

al., 2016).

En comparaciéon con sistemas que presentan una alta actividad antioxidante

(generalmente con un valor mayor al 50% de actividad ABTS) como las
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nanoparticulas de almiddn de papa y arveja cargadas con quercetina reportadas por
Farrag y colaboradores (Farrag et al., 2018) o las de almidon de platano cargadas
con quercetina (Kumar & Sharma, 2023), el valor del 3,27% es considerablemente

bajo, lo que indica que CS-Q-NP no presentan una alta capacidad antioxidante.

IX.6 Viabilidad celular de SKOV-3 incubadas con nanoparticulas de
almidén de maiz cargadas con quercetina

En los ensayos de proliferacion y viabilidad celular se utiliz6 el DMSO como
vehiculo para la quercetina, sin embargo, éste puede presentar efectos secundarios
sobre la viabilidad celular especialmente a concentraciones superiores al 0,5%
(Dludla et al., 2018). En la Figura 7 se aprecia que en la condicién con el vehiculo
se observo una disminucion en la confluencia en el tiempo en comparacion con el
control. Esto puede estar dado por los efectos prooxidantes del DMSO como son la
disfuncion mitocondrial, inhibicion de enzimas antioxidantes (como la glutatiéon
peroxidasa y la superéxido dismutasa), disminucién de los niveles de glutation,
peroxidacion lipidica y activacién de vias celulares como la via del factor nuclear
kappa B y la via de sefalizaciéon JNK/p38 MAPK involucradas en los procesos
inflamatorios y apoptoéticos en respuesta al estrés oxidativo (Galvao et al., 2014;
Dludla et al., 2018; Yuan et al., 2014). Si bien estos procesos se han descrito en su
mayoria a concentraciones superiores al 1% v/v el tipo de célula en estudio puede
generar variaciones en estos resultados. Es importante considerar que las células
SKOV-3 al ser cancerigenas ya se encuentran en un estado metabdlicamente
alterado y con niveles de estrés oxidativo aumentado como resultado de una mayor
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produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS por las siglas en inglés Reactive
Oxygen Species) y/o una capacidad comprometida de eliminacion de ROS,

pudiendo ser més vulnerables a estos efectos prooxidantes (An et al., 2024).

Sin embargo, no se observaron cambios significativos en la confluencia de las
células SKOV-3 en comparacién con el control en las concentraciones de
tratamiento con quercetina desde 2,5 nM a 25 yM (Figura 7). Esto lo podemos
asociar a la capacidad antioxidante de la quercetina que se presenta en bajas
concentraciones, activando la regulacion de la expresion de enzimas antioxidantes
y protegiendo a las células del dafio oxidativo lo cual se ha reportado ocurre
concentraciones cercanas a los 10 yM (Nishimura et al., 2017). Por otro lado, a la
concentracion de 250 uyM se observo una disminucion significativa de la confluencia
a las 24 horas en comparacion con el control y demas concentraciones de
quercetina. Estudios previos reportan cambios en la proliferacion a las 24 horas de
tratamiento con quercetina a una concentraciéon de 100 yM (Ren et al., 2015). A
concentraciones desde los 100 uM la quercetina presenta actividad antiapoptética
mediante la activacién de caspasas, la regulacion de genes proapoptoéticos, y la
inhibicion de vias de sefializacién de supervivencia como la via PI3K/Akt teniendo
un efecto inhibitorio sobre la proliferacion celular (Ramachandran et al., 2022; Ren

et al., 2015).

Los resultados de viabilidad celular indican que las células tratadas con
nanoparticulas dispersadas en medio (Figura 8A) y previamente suspendidas en

DMSO (Figura 8B) no generan una disminucién significativa en la viabilidad celular
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en todas las concentraciones utilizadas, lo que sugiere que estas nanoparticulas

son biocompatibles y no inducen toxicidad por si mismas en las células SKOV-3.

Al utilizar DMSO 1% como vehiculo para las nanoparticulas se observd una
disminucién en la viabilidad celular en comparacién con el control, esto podemos
asociarlo con los valores de proliferacion obtenidos (Figura 8) donde el DMSO
ejerce un efecto inhibitorio en la proliferacion celular de SKOV-3 ejerciendo un
efecto proapoptotico y oxidativo (Galvao et al., 2014; Dludla et al., 2018; Yuan et al.,
2014). Sin embargo, en las condiciones con nanoparticulas a distintas
concentraciones ya sea cargadas o sin cargar con quercetina vemos un efecto
compensatorio sobre los efectos del DMSO mejorando los niveles de viabilidad
celular siendo comparables con el control (Figura 8B). Este efecto es incluso mayor
en CS-Q-NP 100 pg/mL donde se determiné un aumento en la viabilidad celular en
comparacién con el control, lo que se asocia a la cantidad de quercetina que es
entregada por las nanoparticulas en donde las células incubadas con CS-Q-NP a
concentraciones de 100, 10 y 1 yg/mL reciben tedricamente 52,9, 5,29 y 0,529 nM
de quercetina respectivamente. Es asi como la quercetina en estas bajas
concentraciones podria estar ejerciendo un efecto antioxidante (Jana et al., 2018)

gue seria compensatorio al efecto prooxidante que genera el DMSO.

Sin embargo, existen limitaciones en la realizacion de estos experimentos y
que afectan por consiguiente los demas procedimientos y resultados obtenidos.
Debemos considerar que al suspender previamente las nanoparticulas en el
vehiculo este pudo tener efectos sobre la estructura de la nanoparticula. El DMSO

es un mejor solvente que el agua para el almidén, por lo que generaremos un
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hinchamiento inmediato de la nanoparticula pudiendo incluso disolverla
completamente, generando asi cambios en las estructuras cristalinas y amorfas
promoviendo un estado mas amorfo (Dintzis & Tobin, 1974). Al afectar su
cristalinidad también se ver4 afectada su capacidad de encapsulacion y retencion
de compuestos bioactivos (Han & Lim, 2004), como la quercetina, la cual al ser mas
soluble en el DMSO también se solubilizar4 rapidamente en éste liberando la
formulacion de la nanoparticula (Qiu et al., 2016) y por lo tanto eliminando su efecto

como potencial vehiculo de entrega.

Es quizés por esta razén que se observo una mayor viabilidad en el tratamiento
con CS-Q-NP 100 pg/mL previamente dispersadas en DMSO, ya que al entregar
una mayor concentracion de nanoparticulas estariamos proporcionando una mayor

cantidad de quercetina al medio para su utilizacién por parte de las células.

IX.7 Viabilidad celular de HMEC-1 incubadas con nanoparticulas de
almidon de maiz cargadas con quercetina

Al estudiar el efecto de la quercetina sobre la proliferacién de las células
HMEC-1 podemos evidenciar que altas concentraciones como 250 uM resultan en
una notable disminucion de la confluencia en el tiempo en comparacion con el
control (Figura 9), sugiriendo asi un efecto citotoxico de la quercetina (Ren et al.,
2015). Por otro lado, para los tratamientos con quercetina a concentraciones
menores (desde 2,5 nM hasta 25 pM) se mantuvo la confluencia en comparacion

con el control e incluso presentaron ligeros aumentos en algunos casos, sin
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embargo, estos no fueron significativos. Estos resultados sugieren que a
concentraciones elevadas la quercetina induce mecanismos proapotoéticos y
citostaticos, lo que se condice con sus propiedades antioxidantes en altas dosis
(Kim et al., 2010; Xintaropoulou et al., 2015; Jia et al., 2018). Estos resultados son
relevantes ya que, al dirigirlos a aplicaciones terapéuticas como la inhibicion de la
angiogénesis en un contexto tumoral, es necesario alcanzar concentraciones
previamente descritas de al menos 100 yM (Ramachandran et al., 2022; Ren et al.,
2015) para evitar la proliferacion de las células endoteliales y la formacién de nuevos

vasos sanguineos que contribuyan a la progresion del proceso tumoral.

Al evaluar la viabilidad de las células HMEC-1 incubadas con nanoparticulas a
las 24 horas de tratamiento (Figura 10) tenemos que las nanoparticulas en las
concentraciones de 1 a 100 pg/mL tanto cargadas como sin cargar no presentan un
efecto citotdxico sobre las células siendo asi biocompatibles para la entrega de
compuestos bioactivos la quercetina. Esto es especialmente relevante para la
condicion de nanoparticulas que fueron dispersadas en el medio de cultivo (Figura
10A) ya que no se genera una alteracion en la estructura y capacidad de
encapsulacion y entrega de la nanoparticula. Diferente es el caso de la Figura 10B
donde las nanoparticulas al ser previamente suspendidas en DMSO pierden sus
propiedades como vehiculo de entrega de quercetina. Es por esto por lo que
nuevamente podemos observar que en las condiciones de CS-Q-NP de 10 y 100
pMg/mL existe un aumento en la viabilidad celular en comparacién con el control.

Asociando estos resultados con una mayor presencia de quercetina en ambas
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condiciones al presentar una mayor cantidad de nanoparticulas inicialmente en la

suspension.

IX.8 Ensayo cierre de herida

Inicialmente se evalud la diferencia de porcentaje de confluencia a las 24 horas
de células HMEC-1 que fueron incubadas con distintas condiciones en presencia o
ausencia de medio condicionado proveniente de células SKOV-3 (Figura 11). En
general se determind que las células incubadas en presencia de medio
condicionado presentan un aumento en la confluencia en comparacion con las
células sin medio condicionado. Esto sugiere que en el medio condicionado
proveniente de las células SKOV-3 existen factores solubles capaces de estimular
la proliferacion de las células HMEC-1. De acuerdo con lo descrito en la literatura
estos factores podrian ser VEGF (Hu et al., 2020), el factor de crecimiento basico
de fibroblastos (bFGF) (Di Blasio et al., 1995), NF-kB, IL-8 y TNFa (Yang et al.,

2018) los cuales promueven la proliferacion y migracion de células endoteliales.

Especificamente en la condicion de restriccion de suero (restriccion 0%) es
posible notar que al encontrarse privadas las células de suero, los factores
presentes en el medio condicionado son capaces de compensar parcialmente la
falta de nutrientes, favoreciendo la proliferacion celular. Mientras que en la condicion
con suplementacion extra de suero igualmente se observé un aumento en la
confluencia el cual es mas marcado debido a que el medio extra ya proporciona de

por si un mayor soporte para la proliferacion celular en condiciones
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proangiogénicas. A su vez el tratamiento con DMSO si bien se describio
anteriormente que podria tener un efecto perjudicial para las células SKOV-3 eso
no se encuentra presente en las células HMEC-1 donde en experimentos previos
de proliferacion y viabilidad celular no present6 efectos negativos sobre estos
parametros. De esta forma, al encontrarse expuesto a medio condicionado igual que

en los demas tratamientos se observé un aumento en la confluencia.

Finalmente, para los tratamientos con quercetina en bajas concentraciones de
12,5y 25 nM no se observan diferencias significativas entre condiciones con y sin
medio condicionado. Esto podria estar relacionado con la capacidad
antiangiogénica que se ha reportado de la quercetina, sin embargo, no se han
reportado valores menores a 10 uM que logren inhibir la proliferacion y migracion
de células endoteliales expuestas a concentraciones de 100 ng/mL de VEGF (Li et
al., 2015). Por lo tanto, se sugiere en futuros ensayos realizar una medicion de
factores proangiogénicos en el medio obtenido de las células SKOV-3, como VEGF,
por ejemplo. Ya que no podemos atribuir a qué factores y en qué concentracion
estuvieron expuestas las células endoteliales al momento de realizar los ensayos y
por tanto si el efecto que observamos en las condiciones tratadas con quercetina se

encuentra relacionado con una disminucién de estos.

Al incubar las células endoteliales con nanoparticulas (Figura 12) podemos ver
gue en ausencia de factores externos de crecimiento (sin medio condicionado), las
nanoparticulas de almidon de maiz tanto cargadas como sin cargar con quercetina
mejoran la proliferacién de las células HMEC-1, especialmente a concentraciones

mas altas para CS-Q-NP (10 pg/mL). Esto podriamos relacionarlo con los efectos
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antioxidantes de la quercetina, que facilitan la proliferacion endotelial (Reyes-Farias
& Carrasco-Pozo, 2019). Por otro lado, al someter a las células a la condicion de
medio condicionado junto con los demas tratamientos podemos identificar
claramente que existe un aumento en la proliferacion en las condiciones control,
vehiculo y CS-NP 1 y 10 pug/mL. Esto asociado a los efectos proangiogénicos
presentes en el medio de cultivo de las células SKOV-3 (Hu et al., 2020; Di Blasio
et al.,, 1995; Yang et al.,, 2018). Sin embargo, es posible notar que en ambas
condiciones con CS-Q-NP no se observé una diferencia significativa en la
proliferacion de las células endoteliales en comparacién con su equivalente sin
medio condicionado. Es lo mas probable que esto se deba a la presencia de
quercetina en la muestra la cual como podemos observar presenta un efecto
antiangiogénico segun lo descrito en la literatura (Jana et al., 2018; Pratheeshkumar

et al., 2012; Balakrishnan et al., 2016).

Finalmente, es importante destacar que si bien pareciera existir un potencial
efecto inhibitorio sobre la proliferacion de HMEC-1 por parte de las CS-Q-NP en
ambas concentraciones evaluadas, debemos recordar que experimentalmente se
disperso previamente las nanoparticulas en DMSO para ser agregadas al medio de
cultivo. Es por esto por lo que no podemos asociar este efecto a la formulacion de
las nanoparticulas, ya que como se describi6 con anterioridad al encontrarse
dispersadas en DMSO este promueve su solubilizacion y pérdida de estructura

inhibiendo asi su efecto como vehiculo para la quercetina.

El ensayo de cierre de herida se utiliz6 para evaluar la migracién celular. En

las condiciones con diferentes tratamientos en ausencia y presencia de medio
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condicionado (Figura 13 y 18) se pudo observar una tendencia al aumento en la
migracion de HMEC-1 en la condicion control con medio condicionado en
comparacion con la de sin medio condicionado, aunque no hubo diferencias
estadisticamente significativas en un caso u otro. Esto no se condice con lo
reportado por otros autores donde se han utilizado medio condicionado proveniente
de otras lineas celulares donde en la condicién con el medio condicionado presenta
un aumento significativo en comparacion con el control (Zhang et al., 2020; Noh et
al., 2023). Lo mismo ocurre para la condicion de restriccion de suero (0%) donde no
se ven cambios en la migracion de las células endoteliales entre tratamientos con y
sin medio condicionado. Demostrando asi que si bien la confluencia de las células
aumenta al estar expuestas al medio condicionado, la sefializacion no es suficiente

para promover la migracion de éstas.

Por otro lado, tanto en la condicién con extra de suero (20%) como en la con
vehiculo podemos observar que existe un aumento significativo en la migracién de
HMEC-1 al estar expuestas al medio condicionado en comparacion con la condicion
sin medio. Por lo que en estas condiciones los factores adicionales presentes en el
medio condicionado potencian el efecto migratorio, incluso cuando el medio ya esta
altamente suplementado. Mientras que en las condiciones con quercetina tanto 12,5
y 25 uyM no se observaron cambios significativos en el cierre de herida entre
tratamientos con y sin medio condicionado. Es con estos resultados que podemos
reportar que estas concentraciones inhiben tanto la proliferacion y migracion de

HMEC-1 inducida por medio condicionado proveniente de SKOV-3.
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El ensayo de cierre de herida para las células endoteliales incubadas con
nanoparticulas se evalué en ausencia y presencia de medio condicionado. En la
condicién sin medio condicionado (Figura 16A) se determiné que las nanoparticulas
sin cargar y cargadas con quercetina en las concentraciones utilizadas aumentan el
cierre de la herida en comparacion con el vehiculo y este aumento es
estadisticamente significativo para CS-Q-NP 1 pug/mL en comparacién con el
control. Al encontrarnos en ausencia de factores externos que promuevan la
migracion y proliferacion de las células endoteliales podriamos asociar el efecto
migratorio a la presencia de quercetina en las nanoparticulas, sin embargo, no es
un efecto que observa en CS-Q-NP 10 pg/mL las cuales al estar en una mayor

concentracion deberian entregar una mayor cantidad de quercetina al medio.

Por otro lado, en el tratamiento con medio condicionado observamos que para
las condiciones con CS-NP 1 pg/mL, CS-NP 10 yg/mL y CS-Q-NP 10 ug/mL no se
observan cambios en el cierre de la herida en comparacion con el tratamiento sin
medio condicionado, presentando asi un efecto que no es inhibitorio, pero tampoco
proliferativo. Sin embargo, CS-Q-NP 1 ug/mL presenté una disminucion significativa
del cierre de herida en comparacion con el control, vehiculo y CS-Q-NP 1 ug/mL sin
medio condicionado. Entonces, CS-Q-NP 1 pg/mL tiene un efecto inhibitorio sobre

la migracién de HMEC-1 expuestas a medio condicionado de SKOV-3.

Para resumir, de acuerdo con lo que se indica en la Figura 17 en el tratamiento
con CS-NP 1 pg/mL se observa que sin medio condicionado la proliferacion celular
aumenta en comparacion con el control mientras que con medio condicionado esta

aumenta aun mas dada la presencia de factores proangiogénicos presentes en el
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medio. Sin embargo, el cierre de herida en presencia de CS-NP 1 ug/mL no es
mayor que el control en ausencia o presencia de medio condicionado, por lo que
podemos deducir que existe una respuesta proliferativa en esta condicién que no
es funcional al proceso angiogénico ya que también es requerida la migracion
celular. Para CS-Q-NP 1 pg/mL también observamos un aumento en la proliferacién
en comparacion con el control sin medio condicionado, pero al tratarse con medio
condicionado este no presenta un aumento significativo, por lo que se podria inferir
gue es la presencia de quercetina en la muestra que limita el proceso proliferativo.
Finalmente, en el ensayo de cierre de herida para CS-Q-NP 1 pg/mL se pudo
constatar que en ausencia de medio condicionado existe un aumento en el cierre
de herida en comparacion con el control, mientras que al encontrarse en presencia
de medio condicionado exhibe el efecto contrario inhibiendo la migracién de las
células endoteliales en comparacién con el control. Asi, se observa una inhibicién
funcional de la proliferacion y migracion de HMEC-1 expuestas a medio

condicionado de SKOV-3.

Con estos resultados surgen un gran numero de interrogantes, como, por
ejemplo: ¢Como es posible que las nanoparticulas cargadas y sin cargar en la
condicion sin medio condicionado mejoran la proliferacion y migracién de HMEC-
1?, ¢Por qué CS-Q-NP 1 ug/mL presenta este efecto antiangiogénico y no CS-Q-
NP 10 pg/mL, siendo que esta condicidon presenta un mayor numero de

nanoparticulas y por tanto un mayor contenido de quercetina?

Para responder ambas preguntas debemos considerar que las nanoparticulas

fueron previamente dispersadas en DMSO, lo que promueve la pérdida de su
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estructura y solubilidad. De esta manera a lo que realmente fueron expuestas las
células en las distintas condiciones con nanoparticulas es una combinacién de
moléculas de amilosa y amilopectina en conjunto con quercetina para las
nanoparticulas cargadas. En relacion con el aumento de la proliferacion celular en
las condiciones con nanoparticulas sin medio condicionado podemos asociar este
aumento con el mismo incremento en la condicibn de vehiculo, ya que las
nanoparticulas se encontraban previamente dispersadas en este. Para CS-Q-NP 10
Mg/mL este aumento es mucho mayor que en las demas condiciones, lo cual podria
estar asociado a la quercetina contenida en la solucion la cual sera teéricamente
mayor que en la condicion CS-Q-NP 1 ug/mL. En este ambiente libre de factores
externos proangiogénicos la quercetina en bajas concentraciones podria estar
cumpliendo un rol antioxidante en las células favoreciendo su proliferaciéon (Reyes-

Farias & Carrasco-Pozo, 2019).

El que CS-Q-NP 1 pg/mL haya presentado un mayor efecto antiangiogénico
gue CS-Q-NP 10 pg/mL sigue siendo una interrogante ya que esto no se condice
con lo reportado por otros investigadores donde, concentraciones crecientes de las
nanoparticulas utilizadas presentaron un mayor efecto antiangiogénico (Song et al.,

2014; Xu et al., 2009).

Con toda esta informacion es importante reconocer entonces las limitantes de
este trabajo. Para poder obtener resultados mas claros seria de utilidad repetir los
experimentos de proliferacién y migracién con nanoparticulas que no hayan sido
dispersadas previamente en DMSO para evitar la alteracién sobre el efecto que

estas tienen como vehiculo de quercetina. También es de importancia notar que
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seria relevante analizar los componentes del medio condicionado para poder
comprender de mejor manera los mecanismos involucrados que promueven la
proliferacion y migracion de las células endoteliales expuestas a estas condiciones
y cdmo los distintos tratamientos podrian jugar un rol importante al inhibir estos
procesos. Finalmente seria de interés poder determinar la concentracién de
quercetina liberada por las nanoparticulas en el medio de cultivo para poder
determinar realmente las concentraciones en las que estaria actuando sobre las
células y el efecto que podria tener en ellas con relacion a la proliferaciéon y

migracion.
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X. CONCLUSIONES

En este trabajo se evaluo el efecto de nanoparticulas de almidon de maiz
cargadas con quercetina sobre la proliferacion y migracion de células endoteliales

inducidas por medio condicionado de adenocarcinoma ovarico.

Las nanoparticulas fueron preparadas por nanoprecipitacion ultrarrapida el
cual demostro ser un método efectivo para la obtencion de nanoparticulas esféricas
y de tamafio nanométrico en las cuales se pudo encapsular quercetina. Estas
nanoparticulas presentaron una eficiencia de encapsulacion limitada la cual va

acompafada de valores de liberacion y actividad antioxidante bajos.

Los ensayos realizados en células SKOV-3 y HMEC-1 demostraron que las
nanoparticulas en las concentraciones utilizadas no afectan la viabilidad celular
tanto en las condiciones con nanoparticulas dispersadas en medio de cultivo y las
dispersadas en DMSO. En el ensayo de la herida se pudo determinar que las
nanoparticulas cargadas con quercetina en la concentracién de 1ug/mL logran
inhibir la proliferacion y migracion de HMEC-1 inducidas por medio condicionado de

SKOV-3. Sin embargo, estos resultados no son concluyentes.

En relacién con las limitaciones presentes en este estudio se debe considerar
qgue la dispersién previa de las nanoparticulas en DMSO generé cambios en su
estructura lo que afecta directamente la habilidad de estas para entregar
compuestos bioactivos como la quercetina. Por otro lado, se vuelve necesario para

futuros estudios la caracterizacion del medio condicionado obtenido por parte de las
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células SKOV-3 de manera de tener el conocimiento de su composicion y como este

puede modular distintas respuestas en el contexto angiogénico.

En conclusion, las nanoparticulas de almidén de maiz cargadas con quercetina
preparadas por nanoprecipitacion ultrarrapida constituyen una estrategia
prometedora en terapias celulares como vehiculo de compuestos activos como la
quercetina debido a la biocompatibilidad y potencial efecto antiangiogénico que

estas presentan.
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