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Resumen

En el presente trabajo, se reporta la obtencién de nanoparticulas de un derivado de DPP estabilizadas mediante almidén de
amaranto con potencial aplicacion en terapia fotodindmica (PDT). El almidon se extrajo utilizando una solucion alcalina de
NaOH al 0.25% (p/v), con un tratamiento previo de secado a 40 °C durante 48 h. Las propiedades fisicoquimicas mostradas en
el almidén fueron: humedad de 6.6+0.1%, capacidad de absorcion de agua 269.1+15.0%, capacidad de absorcion de aceite
195.7+6.1%, claridad de la pasta 83.45+0.89%. La fabricacién de nanoparticulas se realiz6 mediante reprecipitacion de DPP-
BisTPa en una solucidn saturada del almidén obteniéndose diametros de particulas alrededor de 57 nm. Se evalud la generacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante la degradacion de acido Urico, demostrando que el almidon no interfiere en sus
propiedades fotofisicas en las de generacion de ROS. Por lo cual el almidon es un potencial biopolimero para encapsular
fotosensibilizadores para PDT.

Keywords: Amaranto, fotosensibilizador, terapia fotodinamica, almidén.
Abstract

In the present work, we report the obtention of nanoparticles of a DPP derivative nanoparticles of a DPP derivative stabilized by
amaranth starch with potential application in with potential application in photodynamic therapy (PDT). The starch was extracted
using a 0.25% (w/v) alkaline NaOH solution, with a drying pretreatment at 40 °C for 48 h. The physicochemical properties
exhibited by the starch were as follows: moisture content of 6.6+0.1%, water absorption capacity of 269.1+15.0%, oil absorption
capacity of 195.7+6.1%, and paste clarity of 83.45+0.89%. The fabrication of nanoparticles was conducted via reprecipitation
of DPP-BisTPa in a saturated starch solution, resulting in particle diameters of approximately 57 nm. The generation of reactive
oxygen species (ROS) by uric acid degradation was evaluated, demonstrating that starch does not interfere with its photophysical
properties in ROS generation. Therefore, starch is a potential biopolymer for encapsulating photosensitizers for PDT.

Keywords: Amaranth, photosensitizer, photodynamic therapy, starch.

1. Introduccién terapéutico en el combate de enfermedades tales como las
relacionadas con diferentes tipos de cancer (Yang et al., 2020).

En los Gltimos afios un area de gran interés y auge es el También se han desarrollado nuevas técnicas para reducir los
desarrollo de biomateriales que participen en el proceso  efectos secundarios y la invasividad que suelen tener las
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terapias convencionales como la quimio y radioterapia (Wang
et al., 2020; Gunaydin et al., 2021). Entre estas novedosas
técnicas destaca la terapia fotodindmica que hace uso de un
material llamado fotosensibilizador que al ser irradiado por
una fuente de luz puede promover en el oxigeno molecular
intracelular especies reactivas tales como el oxigeno singlete o
la formacion de radicales (Niculescu & Grumezescu, 2021).
Esta técnica es minimamente invasiva. El material
fotosensibilizador debe exhibir propiedades como baja
citotoxicidad, estabilidad, absorcion dentro de la ventana de
terapia fotodindmica entre 650-800 nm y un tamafio
nanométrico que permita su internalizacion en la célula
cancerosa (Rui et al., 2016; Xie et al., 2018). Adicionalmente
las nanoparticulas pueden funcionalizarse para hacerlas
selectivas a las células cancerosas y evitar que células sanas
sean afectadas por el proceso terapéutico (Rui et al., 2016).

El uso de nanomateriales es un éarea de gran auge
actualmente en la medicina (Shi et al., 2017). Dentro de los
materiales empleados para la fabricacion de este tipo de
nanoparticulas destacan las fabricadas a partir de compuestos
organicos n-conjugados, algunos de ellos polimeros y algunas
otras moléculas menor peso molecular con estructura quimica
bien definidas (Vauthier & Ponchel, 2016; Li et al., 2020;
Nikzamir et al., 2021). Si bien, la gran mayoria de este tipo de
moléculas exhiben hidrofobicidad, el procesamiento como
nanoparticulas permite su introduccién al medio bioldgico sin
problemas. Sin embargo, la citotoxicidad de algunos
compuestos podria limitar su empleo a pesar de exhibir
propiedades épticas adecuadas para ser un fotosensibilizador
(Trejo-Santillan et al., 2022). Ante ello, el uso de matrices
biocompatibles de encapsulamiento o de estabilizacion de los
nanoagregados (Kim et al., 2007). La opcién del uso de
biopolimeros que cumplan con dicha funcién es atractiva para
ello, para ello el biopolimero de recubrimiento de la
nanoparticula debe no interferir con las propiedades Opticas de
absorcion ni de generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) del fotosensibilizador (Olaru et al., 2018; Lu et al.,
2022; Trejo-Santillan et al., 2022).

Un biopolimero muy interesante es el almidon, polisacarido
renovable, ampliamente distribuido en la naturaleza,
facilmente disponible, econémico y biodegradable que tiene
amplias aplicaciones (Wang et al., 2020). Se utiliza como
estabilizador de emulsiones, aglutinante y agente de
suspension en las industrias farmacéuticas (Das et al., 2015).
El almidén de amaranto, como almiddn no convencional, tiene
varias propiedades fisicoquimicas Unicas, como un bajo
contenido de amilosa y un tamafio de granulo pequefio (0.5—
1.5 um) (Kong et al., 2009 & Zhu et al., 2017). Los almidones
con un tamafio de particula < 10 pum ofrecen ventajas
significativas en las industrias alimentarias y no alimentarias,
como facilitar el transporte de nutracéuticos alimenticios
naturales y compuestos bioactivos (Rostamabadi et al., 2019
& Campelo et al.,, 2020), actuando como portadores y
mejorando las caracteristicas fisicoquimicas (Guo et al., 2017).

Por lo mencionado anteriormente, en el siguiente trabajo se
propone almidén de amaranto como biopolimero para la
estabilizacion de nanoagregados de un compuestos =-
conjugada derivado de dicetopirrolpirrolo, (DPP) del cual se
ha reportado su actividad como fotosensibilizador.

2. Metodologia

Los reactivos para la sintesis de DPP-BiSTPA (ver Figura
1) fueron adquiridos de sigma Aldrich.

2.1. Sintesis
La sintesis de DPP-BisTPA se llevd mediante una reaccion

de arilacién directa conforme a los reportado (Escalona
Hernandez et al., 2024).

Figura 1: Estructuras moleculares de DPP-BisTPA.

2.2. Extraccién de almidon

Se siguio6 la metodologia de Choi et al., (2004) con ligeras
modificaciones. Las semillas de amaranto se limpiaron,
secaron a 40 °C durante 48 h y molieron. Se utiliz6 una
solucién de NaOH 0.1 M. La relacidn harina: solucion NaOH
(1:5) se dejé en remojo a 4 °C durante 20 h. Posteriormente se
pasé la muestra por tamices de tamafios de malla 100, 200 y
300 (BSS), respectivamente. El filtrado recolectado después de
la filtracion se denomind almidon lechoso obtenido en la
primera etapa y el residuo retenido en los tamices se recogio y
se moli6 en himedo con agua fresca (1:5) durante 2.5 minutos
y se volvieron a aplicar los procesos de filtracion. El filtrado
se centrifug6 a 3,000x g durante 15 minutos. Se recuperé el
precipitado y se realizaron dos lavados con agua destilada y
posteriormente se secd a 40 °C durante 24 h y luego se pasé a
través de un tamiz de tamafio de malla 100 para la formacién
de polvo.

2.3. Propiedades funcionales del almidon

Color. Se utilizé el colorimetro Hunter (Modelo i5 Green
Macbeth, EE. UU.) para determinar los valores L*, a* y b*.

Claridad de pasta. Suspensiones al 1% con agua destilada
se calentaron en un bafio de agua hirviendo durante 1 h con
agitacion constante y se enfriaron a temperatura ambiente
(Sandhu & Singh, 2007). La claridad de la pasta se absorbio
como porcentaje de transmitancia a 640 nm frente a agua como
blanco con espectrofotometro UV (Spectronics Genesys 5
UV/Vis, Rochester, NY, EE. UU).

Amilosa. Se determiné por una modificacion de Hoover &
Ratnayake (2001) al método propuesto por McGrance et al.,
(1998). Se disolvieron 20 mg de almidén en 8 mL KOH 1M,
agitando vigorosamente por 12 h a 4 °C, posteriormente se
neutralizo el pH y se aford a 25 mL. Se tomé una alicuota de
0.5 mL y se transfirié a un matraz de 25 mL, se adicionaron 10
mL de agua destilada y 0.5 mL de una solucién de I./KI, se
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afor6 con agua destilada y se dejo reposar por 15 min antes de
leer la absorbancia a 600 nm.

Humedad. Se determiné de acuerdo con el método 44-16
descrito por la AACC. Se agregd 1 g de almiddn en charolas
de aluminio y se dejaron a 105+2 °C por 4 h.

Absorcidn de agua y aceite. 1 g de almiddn se agitd con 10
mL de agua y/o aceite de soja en un tubo de centrifuga de 15
mL durante 20 min, después se centrifugaron a 4000 x ¢
durante 15 min. A continuacion, se elimind el sobrenadante. El
aceite y el agua restantes se decantaron usando papel de filtro.
La capacidad de absorcién se calculé como el peso del
precipitado himedo dividido por el peso seco de la muestra

(9/9).

Poder de hinchamiento (SP) y solubilidad (S). Se
determinaron de acuerdo con varios autores (Wang & Wang,
2004; Adebooye & Singh, 2008; Kong et al., 2009). Se
afiadieron 0.4 g de almidon en agua destilada y luego se
calentaron a diferentes temperaturas 60, 70, 80 y 90 °C con
agitacion suave durante los primeros 15 min para cada
temperatura y después se afiadieron 2.5 mL de agua destilada.
Seguido de un calentamiento durante 30 min. Posteriormente,
las muestras se enfriaron en un bafio de hielo por 30 miny se
centrifugaron a 5000 rpm durante 30 min. En charolas para
determinar humedad previamente pesadas, se dren6 el
sobrenadante y luego se secd a 100 °C en un horno de aire
caliente y luego se enfrid6 en un desecador a temperatura
ambiente. SP y S se midieron de la siguiente manera:

__ Peso del sedimento (masa humeda)
sp (g/g) - Peso inicial de almidoén (1)
S (%) — Masa de sélidos secos %100 (2)

Peso inicial de almidon

2.4. Caracterizacion oOptica de particulas

Se emplearon los espectrofotémetros de UV-Vis modelo
Lambda XLS y de fluorescencia modelo L55S, ambos marca
Perkin Elmer para la caracterizacion Optica. Para la
determinacion de los didmetros de las particulas en suspensién
acuosa se empled la técnica de dispersion de luz laser (DLS)
usando un Zetasizer Nano ZS Instrument marca Malvern
Panalytical.

2.5. Fabricacion de nanoparticulas

Se fabricaron las nanoparticulas por reprecipitacion
(Escalona Hernandez et al., 2024). Se prepard una solucién
acuosa saturada del almidon extraido y aislado. Se prepararon
soluciones en THF de DPP-BisTPA con una concentracion de
1x10* M. Se inyectaron gota a gota 2 ml de la solucion de
DPP-BisTPA a5 mL de la solucidn acuosa, mientras se sdnica.
Terminada la adicion de la solucién del croméforo se deja
sonicar 30 min mas y se inyecta nitrégeno para evaporar el
THF presente en la suspension. Una vez libre de THF se pasa
por un filtro de 0.2 micras y se aforaa 5 mL.

2.6. Prueba de degradacion de &cido Urico

Se evalto la actividad como fotosensibilizador de las
nanoparticulas empleando la prueba de degradacion de acido
Urico monitoreado por UV-vis (Alejandro et al., 2020). Para
ello se prepar6 un sistema con fosfato de sodio, &cido Urico y
nanoparticulas organicas con concentraciones finales de 7.5
X104 M, 3.2x10° M, 1.7x10"°> M respectivamente. El sistema
se burbujea con oxigeno grado medicinal durante 30 min,
posteriormente se irradi6 con una lampara de terapia
fotodinamica con longitudes de onda de 630, 665 y 850 nm
respectivamente. El sistema se colocé a 10 cm de la lampara y
se monitoreo la banda de absorcion del &cido Urico
aproximadamente a 290 nm y su disminucion con respecto al
paso del tiempo.

3. Resultados y discusién
3.1. Propiedades funcionales de almidén de amaranto

Color. Es un pardmetro de calidad importante que
determina su aplicacién final. EI valor de luminosidad fue de
78.26 (ver Tabla 1). Valor menor a lo reportado por Villarreal
etal., (2012).

Claridad de la pasta. Es una caracteristica de calidad
importante y difiere de la fuente botéanica del almidon. Fue de
83.45% menor a lo reportado por Shindu et al., (2021).
Jacobson et al., (1997) observaron que la red de amilosa era
responsable de la transmitancia y durante el almacenamiento
la turbidez aumentd debido a la formacion de agregados de
amilosa de mayor densidad.

Tabla 1: Pardmetros de color y claridad de pasta de almidén de amaranto.

Color Claridad
de pasta
* * *
L a b (%)
78.26 £0.76 147 +0.12 12.33+0.7 83.4+0.9

Los datos de claridad de la pasta y color fueron el promedio de tres y diez
repeticiones + desviacion estandar, respectivamente.

Humedad. El contenido de humedad fue de 6.6% (ver Tabla
2). Bello-Pérez et al., (1998) reportaron un contenido de
humedad ligeramente menor (5.2%) que el valor presentado.

Amilosa. Es un parametro importante que influye en las
propiedades funcionales. Se encontré 3.2% de contenido de
amilosa. Resultados comparables con lo informado por
Meérida-Lopez et al., (2024). ElI amaranto, debido a su bajo
contenido de amilosa (<5 %), puede clasificarse como un
almidon ceroso (Konishi et al., 1985).

Absorcidén de agua y aceite. La capacidad de absorcién de
agua y aceite de los almidones de amaranto fueron de 269% y
196%, respectivamente (ver Tabla 2). La capacidad de
absorcion de agua del granulo de almidén es la tendencia a
absorber agua y el grado de asociacién de las moléculas de
agua dentro del granulo de almidén (Leach et al., 1959). El
granulo de almidén de amaranto esta compuesto de
amilopectina que retiene el agua y el aceite en su interior.
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Tabla 2: Propiedades funcionales de almidén de amaranto.

Humedad Amilosa Absorcién Absorcién
(%) (%) agua (%) aceite (%)
6.6+0.1 3.2+0.3 269+15 196+6

Los datos son el promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

Poder de hinchamiento y solubilidad. ElI poder de
hinchamiento (PS) se define como la capacidad de un material
para absorber agua a una temperatura particular. EI PS de los
almidones tuvo un hinchamiento maximo a 90 °C (ver Figura
2). Claver et al., (2010) informaron que la alta temperatura
rompe los enlaces intermoleculares que permiten que los
lugares de union de hidrogeno acomoden moléculas de agua
adicionales. Los resultados obtenidos para el PS del almidén
de amaranto fueron ligeramente inferiores a los informados por
Kong et al., (2009). La solubilidad se refiere a la lixiviacion de
la amilosa, que se difunde desde los granulos durante el
hinchamiento. Los valores de solubilidad aumentaron con el
incremento de temperatura. La variacion podria atribuirse a las
variaciones en la amilosa y las fuerzas de enlace asociativo
dentro de los granulos de almidon (Kaur et al., 2007).
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Figura 2: Poder de hinchamiento y solubilidad del almidon de amaranto a
diferentes temperaturas.

3.2. Determinacion de tamafio de particula por DLS

La reprecipitacion de DPP-BisTPA en la solucién acuosa
saturada de almidon después de alcanzada su temperatura de
gelatinizacion dio como resultado la obtencion de
nanoparticulas suspendidas en el medio acuoso. Lo cual
permite su internalizacién en las células cancerosas. Para
determinar el tamafio de las particulas obtenidas se empleo la
técnica de DLS. La Figura 3 muestra las diferentes
distribuciones de los diametros hidrodinamicos en funcion de
intensidad, nimero y volumen. Como se aprecia el rango de
las particulas obtenidas esta por debajo de los 100 nm, con un
valor promedio de 57 nm. El almiddén extraido permite la
estabilizacion y el posible recubrimiento de los nanoagregados
de DPP-BisTPA.

El tamafio del didmetro hidrodinamico es un gran resultado,
basado en de la obtencidn de nanoparticulas de almiddn entre
82-92 nm (Putro et al., 2020) siendo de los tamafios mas
pequefios. En la mayoria de los trabajos de reprecipitacién de

particulas de almiddn se reportan tamafios por arriba de los 100
nm (Morén et al., 2021), como el trabajo de Mahmoudi Najafi
et al. (2016) en el cual se encuentran entre 221-324 nm. Es
claro que un desafio es la reduccion del tamafio de las
particulas. Una diferencia sustancial es que el método de
reprecipitacion en dichos trabajos se enfoca en la
reprecipitacion del almiddn, para su posterior vaciamiento y
carga del compuesto de interés. En nuestro trabajo, la
reprecipitacion gira alrededor del compuesto
fotosensibilizador.

10

a)
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Intensidad (%)

10 100 1000

Diametro (nm)

b) 25

21.9 nm

Numero (%)

Diametro (nm)
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Volumen (%)

10 7 ) I T 100 o 1000
Didmetro (nm)
Figura 3: Distribucion de didmetros aproximados de particulas
determinados por DLS en funcién de a) intensidad y b) nimero; c)
distribucion de potencial zeta de las particulas de BQ1-Almidén.

3.3. Caracterizacién Optica

Se caracteriz6 mediante espectroscopia UV-Vis la solucion
del compuesto DPP-BisTPA y la suspension acuosa obtenida
(ver Figura 4). Las nanoparticulas organicas exhiben una
longitud de onda mas desplazada hacia el rojo alrededor de
650 nm, las transiciones electronicas de la region entre 500 nm
y 750 nm se incrementan en comparacion de las que exhibe la
solucién de THF. Las interacciones en estado sélido provocan
un ligero desplazamiento batocrémico, gracias a esto parte del
espectro de absorcién alcanza a entrar en la ventana
fototerapéutica. Cabe mencionar que la presencia de almidén
no genera transiciones electrénicas que puedan interferir en la
region de absorcion de los nanoagregados.
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Figura 4: Espectros de absorcién UV-Vis de la DPP-BisTPa en THF y de las
nanoparticulas estabilizadas con almidon.

3.4. Generacion de especies reactivas de oxigeno

Para evaluar la capacidad de generacion de especies reactivas
de oxigeno se realiz6 una prueba de degradacion de acido
Urico. Se empled como estandar el azul de metileno, cuyo
rendimiento de generacion de ROS esta reportado en solucién
acuosa. Como se puede observar en la Figura 5a, la banda de
absorcion de 290 nm disminuye conforme el paso del tiempo
de irradiacion con la lampara de terapia fotodindmica. En la
Figura 5b se ve el proceso de degradacién mostrando el
porcentaje de degradacion del acido Urico con respecto al
tiempo, con estos datos se estimd la constante cinética de
primer orden, el area bajo la curva del fotosensibilizador y del
estandar para estimar el rendimiento de generaciéon de ROS
(@A), en la Tabla 3 se presentan los valores correspondientes
a las nanoparticulas obtenidas.

Tabla 3: Constante cinética de primer orden y eficiencia de generacion de
ROS obtenida para las NPs de DPP-BisTPA/Almidon

Fotosensibilizador K1 Dy
NPs DPP-BisTPA / almidén 0.0012 0.05

Este valor de 5% es consistente con el reportado para este
fotosensibilizador de 4% (Escalona Hernandez et al., 2024).
Esto indica que el almidon no interfiere con la capacidad de
generacion de oxigeno singlete del compuesto. El almidén al
ser extraido le confiere biocompatibilidad al sistema coloidal,
haciendo viable su evaluacion in vitro.
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Figura 5: Degradacion de acido Urico a) espectros de absorcion del sistema
AUJFS en funcion del tiempo de irradiacion, b) cinética de degradacion
del &cido rico.

El almidon, como biopolimero, contribuye a incrementar la
biodisponibilidad y estabilidad de los nanoagregados del
fotosensibilizador m-conjugado DPP-BisTPA, protegiéndolo
de condiciones ambientales adversas (como altas temperaturas
y variaciones de pH) durante su transporte hacia 6rganos
especificos en el cuerpo humano. Como polisacérido, el
almiddn ha demostrado ser un portador eficaz en aplicaciones
alimentarias y nutracéuticas, gracias a sus propiedades de
funcionalidad, seguridad y biocompatibilidad (Rostamabadi et
al., 2019). En el ambito de la terapia fotodindmica, el efecto
terapéutico del fotosensibilizador no depende de su liberacién,
sino de su capacidad para generar especies reactivas de
oxigeno mediante la interaccion con la luz de activacion y el
oxigeno celular (vide supra). Sin embargo, el almidon debe
también proteger al fotosensibilizador de posibles reacciones
quimicas no deseadas y mejorar su biodisponibilidad al
incrementar la relacion superficie-volumen, lo que facilita la
adhesion a tejidos mucosos (en el caso especifico de
polisacéridos como agente encapsulante) y permitiria un
tratamiento localizado. Ademas, el tamafio nanométrico de las
particulas promueve su penetracion en las paredes celulares, el
ingreso selectivo en células cancerosas y la induccion de
apoptosis. Por lo anterior, estos resultados son alentadores en
el desarrollo de nuevos fotosensibilizadores para terapias
fotodinamicas en la lucha contra el cancer, el siguiente paso es
hacer la evaluacién preclinica in vitro e in vitro, con el fin de
confirmar los beneficios del almidén en las nanoparticulas de
los fotosensibilizadores.
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4, Conclusiones

Se obtuvieron de manera exitosa nanoparticulas de un
compuesto n-conjugado empleando el almidén extraido de
amaranto como agente estabilizante. El almiddn no interfiere
con las propiedades Gpticas de los nanoagregados ni con la
capacidad de generacidn de especies reactivas de oxigeno para
la posible induccion de la apoptosis celular. Es sobresaliente el
tamafio de las particulas obtenidas, muy por debajo de lo
reportado por la media de los trabajos en la literatura. Este
tamafio asegura la posible internalizacion de las particulas en
las células cancerosas. El uso de este biopolimero confiere a la
particula del fotosensibilizador una biocompatibilidad mayor,
por lo cual es de gran interés evaluar diferentes moléculas con
actividad fotosensibilizadora, empleando como estabilizador o
agente encapsulante al almiddn. Para su posterior evaluacién
in vitro e in vivo en el tratamiento de cancer de diferentes tipos.
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