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Resumen

La nanotecnologia ha tenido un importante impacto en la biotecnologia debido a que se
ha logrado modificar los sistemas bioldgicos utilizando nanomateriales ya sea de origen natural o
sintético. En la naturaleza encontramos proteinas altamente especializadas en acelerar reacciones
bioquimicas llamadas enzimas. Las podemos considerar nanorreactores, ya que son de escala
nanométrica y llevan a cabo reacciones especificas. En este trabajo se estudio el citocromo de la
bacteria llamada Bacillus megaterium y su mutacion en la fenilalanina 87 (CYPy,, ; F87A), de
los cuales fueron encapsulados mediante la sintesis de nanoparticulas de quitosano. La sintesis de
las nanoparticulas de quitosano fue efectuada utilizando la gelacion idnica utilizando como
precursor quimico el tripolifosfato de sodio (TPP) y se realizé6 un entrecruzamiento quimico a
través del uso del glutaraldehido. El quitosano proporciond proteccion al citocromo, evitando la
degradacion y/o inactivacion y alargando su tiempo de vida util, ademds de proporcionar un
aumento en la eficiencia catalitica. Se evalu6 la actividad catalitica de las nanoparticulas en
donde se observo que la actividad enzimatica fue de 0.013 U/mL, no fue mayor, por lo tanto se
realiz6 una modificacion en el citocromo en donde se agregaron grupos carboxilo del acido
malonico. Al realizar nuevamente la evaluacion de la actividad enzimaética se observo que hubo
mayor estabilidad y mayor actividad enzimdtica que fue de 0.041 U/mL. Se intentd la
funcionalizacion de las nanoparticulas de quitosano mediante tres métodos: el primero consistid
en colocar carbodiimida (EDC), N-hidroxisuccinimida (NHS) y 4cido folico; el segundo método
consistio en colocar solamente EDC y NHS; finalmente se funcionalizaron las nanoparticulas
con PEG activado con cloruro cianuarico. Sin embargo, la funcionalizacion de las nanoparticulas
no fue exitosa. Con base en los resultados, es posible que la modificacion quimica de las
nanoparticulas de quitosano conteniendo en su interior el CYPy,,; modificado destruye las
nanoparticulas e inactiva la enzima. Sin embargo, son necesarias mas investigaciones para

entender este fendmeno, como realizar modificaciones utilizando el polietilenglicol.

Palabras clave: nanoparticulas, quitosano, citocromo, Bacillus megaterium, gelacion ionica,

nanorreactores.
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Capitulo 1. Introduccion

En los anos 60’s, Richard Feynman, expresé que la nanotecnologia seria “un campo que
tendra una gran cantidad de aplicaciones técnicas”. Al finalizar los afios 90’s se habian logrado
disefiar los primeros equipos capaces de medir, observar y manipular la materia a escalas
nanométricas [25].

La nanotecnologia es el campo de investigacion que estudia, disefia y fabrica materiales a
escala nanométrica. La nanociencia y la nanotecnologia son dreas multidisciplinarias, las cuales
tienen aplicaciones que pueden ser utiles para el medio ambiente, en el sector energético, en la
construccion, en la informdtica, en la medicina, en la biologia, entre otros [23]. La
nanotecnologia ha tenido un importante impacto en dos areas, la biomedicina y la biotecnologia;
en esta ultima se ha logrado modificar los sistemas bioldgicos utilizando nanomateriales ya sea
de origen natural o sintético [4].

En la naturaleza podemos encontrar proteinas altamente especializadas en catalizar
reacciones bioquimicas llamadas enzimas. Las enzimas catalizan reacciones no solo del
metabolism. Las podemos usar como nanorreactores, ya que son de escala nanométrica y llevan a
cabo reacciones especificas [8]. Se han sintetizado nanorreactores de origen natural, como el
quitosano, y de origen sintético como de paladio y platino.

Los nanorreactores tienen potenciales aplicaciones en diversas areas; se usan con el
objetivo de solucionar problemas tales como el tiempo de vida en las reacciones cataliticas y su
desempefio catalitico. La selectividad de nanorreactores se basa en el proceso que se desea llevar
a cabo y mejorar la eficiencia catalitica. También se pueden utilizar los nanorreactores para
proteger el cargo organico o inorgénico que se encuentra en su interior de la degradacion, y
pueden incrementar su estabilidad. En el area de nanomedicina, los nanorreactores pueden ser
utilizados como nanoacarreadores para terapia, diagnéstico y entrega de farmacos [22]. Estos
nanocargadores tienen como ventaja de carga de materiales, biocompatibilidad y

biodegradabilidad, estabilidad y robustez, control de liberacion, entre otros.
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Actualmente se ha logrado encapsular distintas enzimas con fines terapéuticos, como por
ejemplo, el citocromo P450. Esta superfamilia de enzimas, descubiertas en los afios 50 y se
encuentran presente en todos los seres vivos. Se encuentran relacionadas con el metabolismo de
un gran numero de xenobidticos como drogas, pesticidas, procarcindgenos, anestésicos,
solventes organicos, etc., asi como sustancias enddgenas como colesterol, acidos biliares,
vitaminas, entre otros [8].

Entre los tipos de citocromos que se han estudiado, existe el CYPy,, ;. Este citocromo
proviene de una bacteria llamada Bacillus megaterium. Cirino y colaboradores modificaron del
CYPg,; convirtiéndolo en un biocatalizador practico y mejorando su actividad. Esta
modificacion, en realidad es una mutante del propio citocromo, se conoce como F87A y se
localiza cerca del sitio activo. Se le denomina F87A porque es una variante en donde se sustituyo
la de la fenilalanina 87 por una alanina [5,7].

En el presente trabajo un nanorreactor biocatalitico fue sintetizado, en especifico se
encapsul6 el citocromo de la bacteria llamada Bacillus megaterium F87A y su variacion en la
fenilalanina 87 a través de la sintesis de nanoparticulas de quitosano. El objetivo es que el
quitosano proporcione proteccion al citocromo, evitando la degradacion y/o inactivacion y
alargando su tiempo de vida util, ademds de proporcionar un aumento en la eficiencia catalitica.

Este trabajo se encuentra dividido en diversos capitulos. En el capitulo 2 se describe la
investigacion y los antecedentes para la realizacion de este proyecto. Los capitulos 3, 4 y 5
puntualizan la justificacion del proyecto, las hipotesis y los objetivos tanto generales como
especificos. El capitulo 6 describe detalladamente los materiales y la metodologia de todos los
experimentos llevados a cabo a lo largo del proyecto. Los capitulos 7 y 8 describen los resultados

y los discuten. Finalmente, el capitulo 9 da a conocer las conclusiones con base en los resultados.
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Capitulo 2. Antecedentes

2.1. Importancia de la nanotecnologia.

En 1959 Richard Feynman, manifestd su deseo de manipular y controlar los materiales a
muy pequefias escalas [25]. Feynman afirmé que la nanotecnologia seria “un campo que tendria
una gran cantidad de aplicaciones técnicas” y que no romperia ninguna ley fisica, no obstante, la
tecnologia de los 60’s no poseia las herramientas necesarias para estudiar este nuevo campo
debido a que aun no era posible manipular &tomos y moléculas, y mucho menos observarlas. No
fue hasta en la década de los 80’s cuando la ciencia y la tecnologia tuvieron el avance necesario
y se desarrollaron las herramientas necesarias. Hoy en dia es posible medir, observar y manipular
la materia a escalas nanométricas [25].

La nanociencia es el estudio de las caracteristicas y los procesos basicos que ocurren en
estructuras cuyos tamafios se encuentran entre 1 y 100 nanometros. El prefijo nano proviene del
latin y significa “enano”. Un nanometro (nm) equivale a una milmillonésima parte
(1/1,000,000,000) de un metro. Para tener una mejor idea de qué tan pequefio es un nandémetro,
tomaremos el ejemplo del diametro de un cabello humano, el cual es de aproximadamente
75,000 nm [25].

La nanotecnologia es el campo de investigacion que estudia, disefia y fabrica materiales a
escala nanométrica [25]. Por otro, lado la nanociencia y la nanotecnologia son areas
multidisciplinarias, las cuales tienen aplicaciones que pueden ser utiles para el medio ambiente,
en el sector energético, en la construccion, en la informatica, en la medicina, en la biologia, entre
otros.

La nanotecnologia ha tenido un gran interés en las areas de la biomedicina y
biotecnologia, = formando nuevos campos hibridos denominados nanomedicina,
bionanotecnologia o nanotecnologia biomédica [4]. Este nuevo campo se enfoca principalmente

en modificar sistemas biologicos empleando nanomateriales de origen natural o sintético.

12



También se enfoca en la sintesis y en la modificacion de las nanoestructuras utilizando los
sistemas bioldgicos como modelo.

Los avances en la bionanotecnologia han permitido proponer soluciones a diversos
problemas que enfrentamos hoy en dia. Su impacto puede darse en tres principales areas:
energia, ambiente y salud.

En el 4rea de energia, se han utilizado nanomateriales que mejoran la produccion,
eficiencia y manejo de la energia y sus fuentes. Por ejemplo, se han utilizado las microalgas para
la produccién de biodiesel [26].

En el area ambiental, se ha propuesto la eliminacion de agentes toxicos y contaminantes
como los plaguicidas, utilizando nanoparticulas de quitosano con actividad peroxidasa versatil
[2].

En el area de salud, se ha mejorado la prevencion y los tratamientos de diversas
enfermedades infecciosas. Por ejemplo, la prueba molecular llamada GeneXpert utiliza una
muestra de saliva para detectar la mutacion en ciertas regiones del gen rpoB de M. tuberculosis
mediante el uso de la técnica de fluordforos. Esta técnica permite detectar el ADN del la M.
tuberculosis. Esta prueba tiene mas de un 95% de sensibilidad y toma al menos un dia para ser
procesada [24]. Por otro lado, las técnicas de deteccion y tratamiento para algunos tipos de
cancer han mejorado, ofreciendo las terapias génicas como opcion viable.

También se han desarrollado nanoestructuras que reconocen elementos nocivos para la
salud dentro del cuerpo y los eliminan [26]. Este trabajo es una propuesta para desarrollar una
nanoparticula que contenga un catalizador o enzima. El objetivo principal de la utilizacion de un
material nanoestructurado, el quitosano, es que proteja a la enzima de ser degradado y que sirva

para localizar elementos nocivos.

2.2. El citocromo P450 y su importancia médica.

Las reacciones bioquimicas son aquellas reacciones que se llevan a cabo en los

organismos vivos. Estas reacciones son realizadas por proteinas altamente especializadas
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llamadas enzimas, las cuales son catalizadores que aumentan la velocidad de transformacion en
la mayoria de las reacciones quimicas dentro de las células. Estas enzimas aceleran las tasas de
reaccion mas de un millon de veces, permitiendo que las reacciones cataliticas sucedan en
fracciones de segundos y en condiciones fisiologicas [6].

Las enzimas tienen dos propiedades principales: la primera consiste en su capacidad de
incrementar la velocidad de las reacciones quimicas sin que las propias enzimas se degraden o
sin sufran un cambio permanente en su estructura. La segunda propiedad es realizar las
reacciones cataliticas manteniendo un equilibrio quimico en los reactivos y productos [6].

Todas las enzimas tienen un sitio activo el cual es exclusivamente para la adhesion del
sustrato. Se le denomina holoenzima al conjunto de cofactor, coenzima y sitio activo. En la
Figura 1 se puede observar la estructura general de una enzima. La interaccion entre el sustrato y
el sitio activo de la enzima es muy especifica. Los sitios activos usualmente estan conformados
por aminoacidos que se reunen en la estructura terciaria de la proteina plegada. Inicialmente, los
sustratos se unen al sitio activo mediante interacciones no covalentes e hidrofébicas. Una vez
realizada la unién entre el sustrato y el sitio activo, los mecanismos de reaccion se aceleran
formando un producto [6].

Sitio

Cofactor Activo

Coenzima

Apoenzima
J

v

Holoenzima

Figura 1. Estructura general de una enzima (1).

La superfamilia de citocromos P450 se descubrid por primera vez en los afios 50 por el

investigador aleman Martin Klingenberg mientras hacia estudios con el citocromo b5. En dichos
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estudios encontro la presencia de un pigmento que se encontraba unido al mondxido de carbono
con una banda de absorbancia de 450 nm de longitud de onda [8].

Posteriormente, en 1964, los investigadores Omura y Sato [17] identificaron la naturaleza
hemoprotéica de este pigmento cuando estudiaron diversos microsomas hepaticos de distintas
especies de mamiferos. Detectaron la reduccion por el NADPH y que el pigmento podia unirse al
monoéxido de carbono mostrando un pico particular a 450 nm bajo el espectro UV y es por ello
que se le denominod citocromo P450 donde ‘P’ es por “pigmento” y ‘450’ por el pico de la
absorbancia en el espectro UV [8].

El citocromo P450 puede encontrarse en los animales, plantas y protistas; ademads, existe
en la naturaleza desde antes de la division de los eucariotas y procariotas. Al cabo de diversas
investigaciones se encontrd que los citocromos P450 se encuentran relacionados con el
metabolismo de un gran nimero de xenobidticos como drogas, pesticidas, procarcindgenos,
anestésicos, solventes organicos, etc., asi como sustancias endogenas como colesterol,
prostaglandinas, dcidos biliares, vitaminas, entre otros [8].

Los citocromos P450 son una superfamilia de hemoproteinas que activan el oxigeno para

catalizar la oxidacion de sustratos mediante la siguiente reaccion:

R-H+O,+NADPH+H"—R-0-H+H,0+NAD (P)

Actualmente, se han identificado mas de 7,700 secuencias codificando P450, de las
cuales 2,740 se encuentran en animales y 2,675 en plantas. Ademas, se ha descubierto que tienen
una amplia diversidad funcional, es decir, son capaces de catalizar muchos procesos y pueden
transformar con un alto nimero de sustratos como el dimetoxifenol, entre otros. Entre las
diversas reacciones de catalisis que puede realizar el citocromo P450, se encuentran las
reacciones de oxidacion (N-oxidaciones, S-oxidaciones, epoxidaciones, hidroxilaciones

aromaticas y alifaticas, desalquilaciones, desulfuraciones, desaminaciones y deshalogenaciones)

[8].
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De manera general, los citocromos P450 de eucariotas tienen un peso molecular
aproximado de 50 a 60 kD. Como ya se menciond anteriormente es una molécula de origen

hemoprotéico. En la Figura 2 se observa el grupo hemo.

Figura 2. Estructura cuaternaria general del CYP donde se observa el grupo hemo en el
centro de la estructura en color gris. Las zonas de color rojo del grupo hemo representan los

oxigenos, mientras que la zona de color lila es el sitio activo (2).

Con el objetivo de excluir los compuestos xenobidticos y/o toxicos del organismo se
producen ciertas reacciones de biotransformacion catalizada por los citocromos P450 con el
proposito de incrementar su hidrofobicidad y asi lograr su répida excrecion. La desintoxicacion
se da en dos pasos o fases. En la Fase I se produce una modificacion en el xenobiotico mediante
oxidacion, reduccion o hidrolisis, mediada por CYP, lo que permite la aparicion de grupos
polares aumentando su hidrosolubilidad y asi posibilitar su excrecidon o su conjugaciéon. En la
Fase II, el compuesto oxidado, que puede ser un xenobidtico o un metabolito de la Fase I, se

conjuga con sustancias endogenas, habilitando el transporte en el organismo y su excrecion [8].
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2.3. CYP bacteriano y su mutante F87A.

Entre los tipos de citocromos que se han estudiado, existe un citocromo de gran interés
que se conoce como CYPy,, ;. Este citocromo proviene de una bacteria llamada Bacillus
megaterium. La bacteria fue descrita por primera vez por Anton De Bary en 1884. Fue nombrada
por su gran tamafio de 1.5 um de diametro y 4 pm de largo, tal y como se puede observar en la

Figura 3. Este microorganismo es el mas grande de todos los bacilos [7].

"

Figura 3. Imagen de las células de la bacteria Bacillus megaterium tefiidas con Sudan

Black B y safranina (3).

En contraste con la Escherichia coli, la bacteria Bacillus megaterium no produce
endotoxinas asociadas con la membrana externa, y al combinarse con su crecimiento en una
variedad de fuentes de carbonos y medios simples, tiene grandes aplicaciones en la industria
alimentaria y farmacéuticas. Por otro lado, esta bacteria ha sido estudiada genéticamente y es
muy susceptible a la manipulacion [7].

Dada la naturaleza de los citocromos P450, éstos son ineficientes para realizar reacciones
de peroxigenasa porque se degradan o se inactivan por el peroxido; es por ello que se buscaron

métodos para modificar al propio citocromo y tratar de resolver esta ineficiencia [5].
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Cirino y Arnold pudieron hacer la modificacion del dominio hemo del CYPy,,,
convirtiéndola en un biocatalizador practico y mejorando su actividad. Esta modificacion, que en
realidad es una mutante del propio citocromo, se conoce como F87A y se localiza cerca del sitio
activo. Se le denomina F87A porque se sustituyo la fenilalanina 87 por una alanina [5].

Usualmente, el sitio activo del CYPy,,, se encuentra completamente protegido por el
mismo citocromo, lo cual evita que el sustrato pueda acoplarse con facilidad. Cuando se realiza
la modificacion, se forma una brecha lo suficientemente amplia como para que el sustrato pueda

acoplarse, en la Figura 4 se puede observar la diferencia entre ambas [5].

Figura 4. De izquierda a derecha: CYPy,, ; y la mutante F87A del CYPy,, ;. En los

recuadros rojos se puede observar el espacio disponible para activar el sitio activo (4).

Este citocromo P450 de Bacillus megaterium fue encapsulado exitosamente dentro de
capsides virales con el propdsito de aprovechar las propiedades de éstas mismas como
nanovehiculos para el transporte de enzimas con aplicaciones médicas tanto en el bacteriofago

P22 como en céapsides del virus clorotico del frijol Cowpea [23].
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2.4. Nanoparticulas de quitosano.

Con el paso de los afios, la investigacion del quitosano ha aumentado considerablemente
por ser un polimero natural prometedor para el suministro de fAirmacos, de genes terapéuticos y
como estructuras para la proteccion de otras proteinas, como las enzimas por encapsulamiento
[9].

La quitina y el quitosano son algunos de los biomateriales que son empleados para formar
nanoparticulas, por su resistencia, estabilidad, no toxico y facil obtencion. Comercialmente, la
quitina es obtenida del exoesqueleto de los crusticeos, principalmente del camardon y del
cangrejo. De manera general, la quitina es un copolimero cuyas unidades son de
N-acetil-glucosamina y N-glucosamina distribuidos a través de una cadena biopolimérica, sin
embargo, las conformaciones pueden variar dependiendo del método de obtencion, es decir, si el
nimero de unidades de N-acetil-glucosamina supera el 50%, el material es llamado quitina y
cuando el nimero de unidades de N-glucosamina es mayor del 50% se le llama quitosano [13].

El quitosano se obtiene mediante un proceso de desacetilacion alcalina de la unidad
N-acetil-glucosamina de la quitina [24]. Al desacetilar la quitina, el quitosano se convierte en un
biopolimero o polisacarido natural que constituye de residuos de P-(1—4) ligado a
2-amino-2-deoxy-glucopiranosa (GlcN) y 2-acetamido-2-deoxy- [ -D-glucopiranosa (GlcNAc)
[19].

El quitosano también se obtiene comercialmente y usualmente tiene un peso molecular de
entre 3,800 y 20,000 Da. Por otro lado, el quitosano es una molécula catidénica en condiciones
neutras de pH, que contiene grupos amino libres y por lo tanto es insoluble en agua. En bajos pH,
los grupos amino se protonan permitiendo que sea soluble en agua [1].

El quitosano es uno de los biomateriales mas estudiados por tener propiedades que
interesan en las areas de medicina y farmacéutica, por su biocompatibilidad, ya que no causa
reacciones alérgicas ni rechazo. Por otro lado, dentro del cuerpo humano, el quitosano se rompe
lentamente en moléculas de azucares aminados que son metabolizados y absorbidos. El

quitosano puede degradarse por la accion de los lisosomas, no es toxico y es facil de retirar del
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organismo, es antimicrobiano y capaz de absorber metales toxicos ademas de tener una excelente
adhesion [1].

Se ha logrado encapsular diversas enzimas dentro de nanoparticulas de quitosano. Un
ejemplo es la sintesis de nanoparticulas de quitosano dentro de las cuales se encapsuld una
enzima llamada lacasa. La lacasa es una enzima que se encuentra en plantas, hongos, insectos y
bacterias. Esta enzima ha sido de gran interés debido a sus aplicaciones para eliminar
contaminantes utilizando el proceso de biorremediacion. La lacasa se puede usar para procesar y
degradar contaminantes en la industria textil, en el lavado de algodon, en la eliminacion de tintes
en ciertos productos, entre otros. Sin embargo, por si misma dificilmente puede cumplir su
funcion debido a la rapida degradacion de ésta en condiciones de operacion. Es por ello que se
plante6 la posibilidad de encapsular la enzima en nanoparticulas de quitosano. Los resultados
demostraron que el quitosano protegio la enzima aumentando su tiempo de vida en condiciones
reales de operacion [15].

También se ha logrado encapsular la enzima peroxidasa versatil, que se encuentra
principalmente en hongos y tiene aplicacion biotecnoldgica por su versatilidad y robustez. Esta
enzima es capaz de degradar agentes xenobidticos que se encuentran en los pesticidas. Alarcon
(2016) cubrié la enzima con nanoparticulas de quitosano para proteger a la enzima de la
degradacion y potenciar su actividad oxidativa [2].

La encapsulacion de enzimas mediante nanoparticulas de quitosano resulta atractiva
debido a sus ventajosas propiedades: por su biodegradabilidad, baja toxicidad y gran érea
superficial. Actualmente existen diversos métodos para sintetizar nanoparticulas de quitosano
que incluyen: fusion de gotas de emulsion y desolvatacion, micelas inversas, gelacion ionica y
entrecruzamiento [1].

La sintesis de nanoparticulas de quitosano mediante el método de gelacion ionica es de
gran interés debido a que el proceso es muy sencillo. Consiste en diluir en solucion acuosa el
quitosano con acido acético o con cualquier acido y posteriormente se obtiene una “secuencia”
de quitosano. En dicha secuencia se agregan gotas de un material polianidonico como por el
ejemplo el tripolifosfato de sodio (TPP), el cual servird como un entrecruzante quimico. Debido

a que el quitosano tiene una carga levemente positiva y el TPP una carga negativa, €stos se
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precipitan y se forman particulas esféricas. Una desventaja de la gelacion idnica es que las
nanoparticulas presentan muy poca resistencia mecanica [1].

Debido a esta poca resistencia mecanica se puede agregar un paso mas en la sintesis, el
cual consiste en hacer otro entrecruzamiento, pero en este caso de tipo covalente. Este método
entrecruza los grupos funcionales amino del quitosano con grupos aldehidos de un agente
entrecruzante, como por ejemplo el glutaraldehido. El uso del glutaraldehido aportara la
estabilidad que la particula necesita. Por otro lado se obtendra una forma mas esférica y un
tamafio determinado. El tamafo de la particula depende del tamafio de la gota y el tiempo de
colocacion entre gota y gota. Entre mdas tiempo se deje, mas grande serd la particula [1].

Para obtener una sintesis exitosa utilizando los métodos de gelacion ionica con TPP y
entrecruzado con glutaraldehido se necesita cierto control durante la sintesis, como por ejemplo,
la sintesis debe estar en agitacion réapida, los reactivos deben estar conservados de forma
adecuada, entre otros [12].

En este trabajo se sintetizaron nanoparticulas de quitosano utilizando el protocolo
descrito por Calvo et al. [3] el cual utiliza el método de gelacion idnica. Ademas, se implemento
el método de entrecruzamiento covalente. Las nanoparticulas de quitosano encapsulan la
moléculas del citocromo CYPg,,; y su mutante F87A con el objetivo de protegerlo de su

degradacion y potenciar su actividad.

2.5. Nanorreactores.

Con los grandes avances en la nanotecnologia y bionanotecnologia, utilizando como
modelo la naturaleza, se han desarrollado sistemas o productos que tienen aplicaciones en
diversas areas. Muchos cientificos han dedicado sus esfuerzos a estudiar los nanorreactores, un
concepto que emergid en los afios 90’s [22].

Los nanorreactores son sistemas a escala nanométrica que tienen la funcion especifica de
facilitar las reacciones quimicas. En la naturaleza, los nanorreactores se encuentran en diversos
sistemas bioldgicos, en especifico, en algunas proteinas como las enzimas que actuan como

nanorreactores [8].
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Actualmente, se ha demostrado que los nanorreactores son capaces de cambiar la
naturaleza quimica de las moléculas y lo que hay dentro de las moléculas. Se ha observado que
este cambio permite la aceleracion de las reacciones bioquimicas y por mas tiempo de lo
habitual. Con esta propiedad se abre la posibilidad de sintetizar nanoparticulas, las cuales tendran
esta propiedad. Al hacerlo se puede obtener en si, una herramienta basica la cual otorgara
muchos beneficios.

Es posible disefiar nanorreactores de diversos materiales y formas. Por ejemplo Shustova
y colaboradores [12] reportaron la construccion de un nanoreactor metalico-organico que puede
imitar las propiedades de emision de la florescencia de un sistema cuyas moléculas de
bencilideno estan dentro de un “barril” conformado por proteinas. Shustova y colaboradores
observaron que la fluorescencia de los “barriles” sintéticos es similar a la de la proteina de origen
natural. Este nanoreactor puede utilizarse para controlar selectivamente las interacciones de
moléculas que tienen propiedades fisicas especificas [12].

Zhang, Dai y colaboradores se interesaron en nanorreactores en forma de nanoesferas.
Estas nanoesferas tienen un nucleo de metal (paladio y platino) dentro de una capa exterior de
silica microporosa. Se observo, mediante microscopia electronica de transmision, que los
racimos de paladio del nucleo catalizan la oxidacion alilica de sustratos lo suficientemente
pequefios como para entrar en los poros de la cubierta porosa del nanoreactor, como el acetato de
colesterilo o el ciclohexano [12].

Los nanorreactores se clasifican en tres categorias principales: nanorreactores naturales o

sintéticos, nanorreactores bioldgicos y nanorreactores auto ensamblados.

I.  Nanorreactores naturales o sintéticos. Se dividen en tres subclases: (1) solidos
inorganicos como zeolitas, arcillas y silicas mesoporosas. (2) Nanoestructuras organicas,
ya sean estructuras organicas covalentes o polimeros microporosos. (3) Hibridaciones

organico-inorganicas, por ejemplo zeolitas con grupos organicos [22].

II.  Nanorreactores bioldgicos. Estos comprenden moléculas, ensamblados y sistemas

biologicos utilizados en la sintesis de nanomateriales. Se utilizan para esto “cajas” hechas
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de proteinas, ensambles de proteinas, capas de ADN, y otros. Presentan la ventaja de la
facilidad con la que se puede modificar su estructura, asimismo muestran un alto grado

de organizacion y presentan regiones de autoensamblaje bien definidas [22].

IlI.  Nanorreactores auto ensamblados. Son estructuras tridimensionales generadas mediante
interacciones reversibles y no covalentes, como puentes de hidrogeno entre las
subunidades complementarias. Las micelas, emulsiones, vesiculas y capsulas moleculares

no covalentes son ejemplos de nanorreactores auto ensamblados [22].

Como se mencion6 anteriormente, en el area de nanomedicina, los nanorreactores pueden
ser utilizados como nanoacarreadores para terapia, diagndstico y entrega de farmacos; tienen
como ventaja la capacidad de carga, biocompatibilidad y biodegradabilidad, estabilidad y
robustez, control de liberacién, entre otros [22]. Este trabajo se enfatiza en aquellos
nanorreactores que puedan ser encapsulados con el proposito de proteger y estabilizar los
nanorreactores para asi realizar la catélisis enzimatica.

Cuando los nanorreactores efectiian la catalisis enzimatica se tienen que considerar varias
cosas. En primer lugar, las propiedades fisicoquimicas de estos nanorreactores se ven afectadas
por parametros externos como la temperatura, el pH o la fuerza i6nica, en otras palabras, entre
mas controlados estén los parametros externos mayor control habré sobre la estabilidad de los
nanorreactores y su actividad catalitica [14].

Por otro lado, la actividad enzimatica dentro de un nanoreactor puede verse afectada por
las limitaciones de transferencia de masa, la obstruccion del sitio catalitico de las enzimas y la
disminucién de la velocidad de difusion de sustrato (debido a una alta concentracion de
enzimas). Todos estos factores son importantes; es por ello que se debe determinar el nimero de

moléculas de enzimas adecuado para obtener una actividad enzimatica eficaz [14].
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Capitulo 3. Justificacion

Existen diversas enzimas que pueden ser utilizadas con fines industriales y
biotecnoldgicos; sin embargo, el tiempo de vida de estas enzimas suele ser corto y se degradan o
inactivan rédpidamente. Es por ello que se plantea sintetizar nanoparticulas de quitosano para
encapsular las enzimas, proporcionando proteccion y estabilidad, y asi aumentar el tiempo de
vida de estos nanorreactores. Por otro lado, se propone también funcionalizar las nanoparticulas

utilizando diversos métodos y materiales, y evaluar su desempeno.
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Capitulo 4. Hipotesis

Las nanoparticulas de quitosano proporcionan proteccion al citocromo P450, evitando su
degradacion y/o inactivacion y alargando su tiempo de vida util, ademés proporcionan un

aumento en la eficiencia catalitica.
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Capitulo 5. Objetivos

5.1. Objetivos Generales

—> Sintetizar nanoparticulas de quitosano y evaluar su eficiencia catalitica al afiadir CYPy,, ,

F87A.

5.2. Objetivos Especificos

=> Obtener la enzima CYPy,, , con su variante F87A.

=> Sintetizar las nanoparticulas de quitosano.

=> Medir la actividad catalitica de las nanoparticulas de quitosano y del citocromo

CYPy,,;F87A empleando diversos protocolos.

=> Evaluar la cinética catalitica de las nanoparticulas en presencia de peroxido de hidrogeno.

=> Disefiar protocolos de funcionalizacion de las nanoparticulas empleando distintas

técnicas y evaluar su actividad catalitica y estabilidad.

=> Caracterizar las nanoparticulas de quitosano con microscopia electronica de transmision

(TEM).
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Capitulo 6. Materiales y Metodologia

6.1. Reactivos y enzima.

La enzima utilizada en este trabajo fue el dominio hemo de la variante F87A del
citocromo CYPy,, , proveniente de la bacteria Bacillus megaterium. El tripolifosfato de sodio
(TPP), acido acético, dimetoxifenol (DMP), acido 2- (N-morfolino) etanosulféonico hidrato
(hidrato de MES), trizma, quitosano, glutaraldehido, &cido clorhidrico, hidréxido de sodio,
1,1,1-trifluoruro-5,5-dimetil-2,4-hexadiona (PTA), metoxipolietilenglicol activado con cloruro
cianirico (mPEG) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (ST. Louis, MO, Estados Unidos). El
peroxido de hidrogeno (H,0,) se obtuvo de Hycel (Zapopan, Jalisco, México).

6.2. Expresion de la variante CYPy,, ,

El pre in6culo, con el medio de cultivo Luria-Bertani (LB, 200 pg/mL de ampicilina), fue
generado utilizando la cepa transformada con el plasmido correspondiente. Posteriormente, del
pre indculo, se obtuvo aproximadamente una alicuota de 0.5 mL. Se agregé 50 mL de medio
Terrific Broth (TB) en un matraz ocupando aproximadamente el 20% del espacio total
disponible. Cada litro de TB contenia 12 g de triptona, 24 g de extracto de levadura, 4 mL de
glicerol y 100 mL de una solucién amortiguadora de fosfato de potasio, 0.17 M de KH,PO, y
0.72 M de K,HPO, con un pH de 7.4. Posteriormente se anadi6 0.5 mM de tiamina y elementos
traza (se prepard de acuerdo a lo reportado por Joo et al. 1999 [11]) al medio TB.

Se disolvieron los siguientes compuestos en 10 mL de una solucion de HCI 90% v/v de
agua destilada: 0.011 g MgCl, 2H,0, 0.3 g de FeCl, 6H,0, 6H,0, 0.0065 g de ZnCl, 4H,0,
0.002 g CoCl, 6H,0, 0.01 g de Na,MoO, 2H,0, 0.0038 g CaCl,, 0.0126 g CuCl, 2H,0 y 0.002 g
H,BO,.
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Se inoculd la E. coli en el medio TB en los matraces, los cuales fueron colocados en
agitador orbital a una velocidad de 100 rpm a una temperatura de 25°C durante 44 h, transcurrido
el tiempo se agregd 0.5 mM de IPTG y 1 mM de acido aminolevulinico y nuevamente fue
agitado en las mismas condiciones anteriores. Se recuperaron las bacterias por centrifugacion a
3,500 rpm durante 45 minutos a 4°C. El sobrenadante fue descartado y se recuper? el precipitado

bacteriano, el cual fue conservado a -80°C.

6.3. Purificacion de la variante CYPy,, ,

Se pesod el precipitado bacteriano, y por cada gramo se anadié 10 mL de solucién
amortiguadora de lisis, la cual contenia 10 mM de imidazol, 50 mM de NaH,PO, y 300 mM de
NaCl con un pH de 8. Posteriormente se sonicd en bafio de hielo (con el objetivo de producir
lisis celular). El ciclo de soniacado fue de 9.9s de pulso por cada 9.9s de descanso durante 2
minutos, se utilizo la macro punta del sonicador con una potencia de 36%. El ciclo se repitio de 5
a 6 veces.

Después de la sonicacion, se form6 un homogenizado, el cual fue centrifugado por 15
minutos a 12,000 rpm a 4°C. El sobrenadante fue filtrado por una membrana de 0.22 pm. El
extracto se concentré mediante la ultrafiltracion con AMICON a través de una membrana de 10
kDa. Se redujo el volumen a ' del volumen inicial.

Debido a que las CYPy,, ; F87A tienen una etiqueta de 6 histidinas, se purificé en un solo
paso mediante cromatografia de afinidad a niquel. La columna que se utiliz6 fue la HisTrapTM
FF de 5 mL precargada con niquel (GE Healthcare). Posteriormente se purific6 nuevamente
mediante la cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC por sus siglas en inglés “Fast
Protein Liquid Chromatography”). Se utiliz6 el programa predeterminado para la purificacion de
proteinas con etiquetas de histidinas del equipo “ATKA prime plus Protein Purification System”
(AKTA prime plus, GE Healthcare). El programa que se utiliz6 tiene un gradiente de
concentracion de imidazol de 50 mM de NaH,PO, y 300 mM de NaCl con un pH de 8 hasta 500
mM de imidazol, 50 mM de NaH,PO, y 300 mM de NaCl con un pH de 8; el flujo utilizado fue

de 5 mL/min.
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Posteriormente las fracciones coloreadas fueron retiradas. Dichas fracciones son el
CYPy,,; F87A, las cuales fueron sometidas a un cambio de soluciéon amortiguadora mediante
dialisis. El buffer utilizado fue el MES 50 mM con un pH 8 y 10% de glicerol. Se dej6 por toda
la noche. Después se concentré con mucho cuidado la solucién mediante la ultrafiltracion en
donde se utiliz6 una membrana de 30 kDa. Finalmente la solucién fue colocadas en alicuotas y

conservadas a -20°C.

6.4. Cuantificacion de la actividad catalitica del CYPy,, ,

La cuantificacion de la enzima se realizo en el espectrofotometro UV-vis Perkin-Elmer
series 836 ET utilizando la absorbancia de la banda Soret a 450 nm con un coeficiente de
extincion de 95,000 M'cm™! [18]. La actividad enzimatica se determind mediante la
transformacion del 2,6-dimetoxifenol. La mezcla de reaccion fue analizada a 468 nm durante tres
minutos. Las determinaciones se realizaron por triplicado. En la siguiente tabla se muestra la
mezcla de reaccion y las cantidades de buffer, enzima, sustrato (DMP) y peroxido de hidrégeno

que se usaron. El blanco utilizado en este caso fueron 1000 pL de buffer MES 50 mM.

Tabla 1. Mezcla de reaccion para la determinacion de la actividad catalitica del citocromo

Solucion Cantidad (pL) Cantidad (mM)
Buffer MES 50 mM 935 0.4675
Enzima purificada 50 3.26x 10°¢
Dimetoxifenol (DMP) 10 5x10°
Peroxido de Hidrégeno (H,0,) 5 5
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6.5. Modificacion de la enzima con carbodiimida y acido malonico.

En un tubo Falcon de 15 mL se colocd el CYP purificado, se agrego el acido maldnico y
la carbodiimida, en este caso se calcul6 el nimero de residuos en un mol de proteina y se agrego
el doble de moles de carbodiimida y acido malénico. Una vez realizado el célculo se determino
que se debia agregar 3.43mg de carbodiimida (N-(3-dimethylaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
hidrocloruro) y 0.34mg de acido maldnico, fue mezclado suavemente por 2 horas.
Posteriormente la muestra fue trasladada a una membrana para dialisis y se realiz6 la dialisis con
buffer MES 50 mM pH 7.5y 10% de glicerol con una temperatura de 4°C por 8 horas.

Al finalizar la dialisis, con extremo cuidado, se retir6 la enzima modificada (CYPp,, ,
F87A) y se analiz6 la actividad de la enzima modificada utilizando los datos de la Tabla 1 en el
espectrofotometro, mencionada en la seccion 3.3. Una vez realizado el andlisis, se coloco la

enzima modificada en alicuotas de 1 mL y fueron congeladas a -20°C.

6.6. Sintesis de nanoparticulas de quitosano

Las nanoparticulas de quitosano fueron sintetizadas mediante el método de gelacion
ionica descrita por Calvo ef al. [3]. En la seccidon de anexos se encuentran los célculos realizados
para las soluciones utilizadas en este trabajo.

En un vaso de precipitado pequefio, con su respectivo agitador magnético, se colocd 5
mL de TPP y 50 pL de enzima CYPy,, , (gota por gota), posteriormente se dejo reaccionar por 30
minutos a una velocidad rapida. Al finalizar este tiempo, se colocd, gota por gota, 1 mL de la
solucion de quitosano (0.00605 mM) y se dejo reaccionar por otros 30 minutos. Finalmente se
coloco 250 u L de glutaraldehido al 0.04% y se dej6 reaccionar por 30 minutos mas.

Al finalizar la reaccidon, las nanoparticulas fueron centrifugadas en la centrifuga
SORVALL* Legend RT a 3,000 rpm por 10 minutos a 10°C. Al finalizar, el sobrenadante fue
retirado y centrifugado en la ultracentrifuga Beckman Coulter Optima XPN-100 a 45,000 rpm

por 3 horas con una temperatura de 4°C.
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Al terminar la ultracentrifugacion se retird el sobrenadante, el precipitado que contenia
las nanoparticulas se resuspendi6 con ImL de buffer Tris-HCI, las nanoparticulas fueron

1™, en donde se utilizd un

dispersadas en el sonicador Sonics & Materials Inc. Vibra Cel
programa de 5 segundos de pulso y 5 segundos de descanso a 35%, este proceso fue repetido
hasta tener una solucion homogénea. Finalmente se evaluaron las nanoparticulas en el

espectrofotometro a 495 nm por 3 minutos; se realizaron triplicaciones de cada muestra.

6.7. Determinacion de las constantes cinéticas de las nanoparticulas de quitosano con peroxido

de hidrogeno.

Se evaluo la oxidacion del 2,6-dimetoxifenol en presencia de diferentes concentraciones
de peroxido de hidrégeno. Las concentraciones de peroxido de hidrégeno usadas fueron de 1 a

15 mM. Cada reaccion se repitid tres veces y se obtuvo el promedio de éstos resultados.

6.8. Funcionalizacion de nanoparticulas

Se utilizaron tres métodos de funcionalizacion. Para todos los métodos de
funcionalizacién, se sintetizaron cuatro lotes (I, II, III y IV) de nanoparticulas utilizando el
proceso mencionado en la seccion 3.5, posteriormente se verifico la actividad enzimatica en el
espectrofotometro utilizando el proceso de la seccion 3.6. Al finalizar éste analisis, se guardo en

refrigeracion el grupo I (control).
Funcionalizacién con &cido félico

Los lotes (II, III y IV) de nanoparticulas fueron mezclados y puestos en un solo tubo
Falcon de 15 mL. Posteriormente se agrego, gota por gota, 31.2 pL de acido foélico, 13.5 pL de

carbodiimida (EDC) y 16.5 pL de NHS (N-hidroxisuccinimida); las concentraciones se

calcularon dependiendo del nimero de moles de la enzima, en este caso, en este caso se calculo
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el nimero de residuos en un mol de proteina y se agregd el doble de moles de carbodiimida,
acido folico y NHS. Fue puesto en agitacion suave por dos horas y posteriormente fue
ultracentrifugado a 45,000 rpm por 3 horas con una temperatura de 4°C en la ultracentrifuga
Beckman Coulter Optima XPN-100. Posteriormente se midi6o la actividad enzimatica en el

espectrofotometro utilizando la mezcla de reaccidon descrita en la Tabla 2.

Funcionalizacién con NHS y EDC

Los lotes (II, III y IV) de nanoparticulas fueron mezclados y puestos en un solo tubo
Falcon de 15 mL. Posteriormente se agrego, gota por gota, 13.5 uL de EDC y 16.5 uL de NHS
(N-hidroxisuccinimida); las concentraciones se calcularon dependiendo del nimero de moles de
la enzima, en este caso, en este caso se calcul6 el nimero de residuos en un mol de proteina y se
agreg6 el doble de moles de carbodiimida y NHS. Fue puesto en agitacion suave por dos horas y
posteriormente fue ultracentrifugado a 45,000 rpm por 3 horas con una temperatura de 4°C en la
ultracentrifuga Beckman Coulter Optima XPN-100. Posteriormente se midi6 la actividad

enzimatica en el espectrofotometro utilizando la mezcla de reaccion descrita en la Tabla 2.

Funcionalizacién con polietilen glicol (PEG)

Los lotes (II, III y IV) de nanoparticulas fueron mezclados y puestos en un solo tubo
falcon de 15 mL. Posteriormente se agrego, 2.5 mg de mPEG (metoxipolietilenglicol activado
con cloruro cianurico). Las concentraciones se calcularon dependiendo del nimero de moles de
la enzima, en este caso, en este caso se calculd el nimero de residuos en un mol de proteina y se
agregd el doble de moles de carbodiimida y de mPEG. Fue puesto en agitacion suave por dos
horas y posteriormente fue ultracentrifugado a 45,000 rpm por 3 horas con una temperatura de
4°C en la ultracentrifuga Beckman Coulter Optima XPN-100. Posteriormente se midio la
actividad enzimatica en el espectrofotdmetro utilizando la mezcla de reaccion descrita en la

Tabla 2.
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6.9. Caracterizacion por microscopia electronica de transmision de las nanoparticulas

Las nanoparticulas de quitosano con actividad citocromo CYP450 fueron caracterizadas
en un microscopio de transmision (TEM) JEOL JEM-2100F. Las nanoparticulas fueron
dispersadas con el sonicador Sonics & Materials Inc. Vibra Cell™, posteriormente fueron
colocadas en una rejilla 400 mesh de cobre. En dicha rejilla se colocaron 2 pL. de nanoparticulas
y se dejo secar por aproximadamente dos minutos, posteriormente se colocaron 2 uL de acido
fosfowolframico (PTA) (2.039x107moles/ 2uL) y nuevamente se dejo secar por otros dos

minutos.
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Capitulo 7. Resultados

En este capitulo se presentan todos los resultados obtenidos a lo largo del trabajo. Se
realizd la evaluacion de las nanoparticulas y se determind su estabilidad utilizando el
glutaraldehido a una concentracion de 0.04% y 0.02%. Ademas, se realizo la saturacion catalitica
de las nanoparticulas utilizando el peréxido de hidrégeno a diversas concentraciones para
obtener los valores de la V_, y K, y su curva. Las nanoparticulas fueron sintetizadas y

funcionalizadas utilizando tres distintos métodos y materiales.

7.1. Carga de nanoparticulas y estabilidad (con glutaraldehido y sin glutaraldehido)

La sintesis de nanoparticulas con actividad CYPy,, ; con su mutante F87A fue realizado
utilizando el protocolo de Calvo et al. [3]. En este trabajo se realizo la sintesis de cuatro lotes que
contenian glutaraldehido (a una concentracion de 0.04%) y otros cuatro sin glutaraldehido con el
objetivo de conocer su comportamiento y hacer la comparacion entre ambas.

Se evalud la permanencia de la enzima dentro de las nanoparticulas a las 0 horas, 24
horas y a las 48 horas de incubacion, tal y como se muestra en la Figura 5. En ella podemos
observar una pérdida de la actividad enzimatica dentro de las nanoparticulas en las primeras 24
horas. El entrecruzamiento con glutaraldehido reduce minimamente ésta pérdida pero no la evita

del todo.
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Figura 5. Evaluacion de la carga de enzima de nanoparticulas y su permanencia encapsulada
En este ensayo se estimo la capacidad de carga mediante la siguiente ecuacion:
Capacidad de carga (CP) = actividad enzimética de las N P's/actividad enzimatica de la enzima pura

CP = 010129 =0.5119 x 100% = 51.19%

Se obtuvo una capacidad de carga de 51.19% de encapsulacion exitosa (se debe tomar en
cuenta que en cada sintesis se colocd 15uL de enzima cuya concentracion es de 0.0252 U/mL).
En la tabla 2 se muestran las desviaciones estandar de las nanoparticulas de quitosano con

CYPy,; F87A con glutaraldehido y sin glutaraldehido.

Tabla 2. Desviacion estandar a las 0 h, las 24 h y las 48 h de las nanoparticulas de quitosano con

CYPyg,,; F87A con y sin glutaraldehido.

0h 24 h 48 h
NP’s con glutaraldehido 0.002 0.00053 0.00018
NP’s sin glutaraldehido 0.0010 0.0063 0.00037
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7.2. Modificacion quimica de la enzima.

En los resultados anteriores se mostrd la pérdida de la actividad enzimatica. Con el
objetivo de incrementar las interacciones favorables entre la enzima y el quitosano, se
introdujeron grupos carboxilo en la superficie de la proteina. La idea es incrementar las cargas
complementarias entre los aminos del quitosano y los carboxilos de la proteina. Se realizé una
modificacion en la enzima CYPy,, ; F87A con 4cido maldnico en presencia de carbodiimida con
el objetivo de agregar mas grupos carboxilos al CYP modificando los aminos. En la Figura 6 se
muestra un diagrama de la modificacion del citocromo al afiadir los grupos carboxilo del acido

malodnico.

T 9
R/C\OH

CYPBEM3-F8TA EDC y acido maldnico CYP modificado

Figura 6. Diagrama de la modificacion del citocromo afiadiendo mas grupos carboxilo. La

modificacion fue realizada utilizando la carbodiimida y el acido maldnico (5)

7.3. Estabilidad de nanoparticulas con enzima modificada

Una vez realizada la modificacion de la enzima, se prosiguid realizar la sintesis de
nanoparticulas siguiendo el protocolo mencionado en la seccion de metodologia 6.6. La actividad
inicial de las nanoparticulas cargadas con la enzima modificada (0.041 U/mL) fue 3 veces mayor
que la obtenida usando la enzima no modificada (0.013 U/mL). Esto demuestra que la

carboxilacion de la superficie de la enzima promueve una mayor carga de las nanoparticulas.
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En la Figura 7, se muestra la evolucion con respecto al tiempo de la actividad enzimatica
de las nanoparticulas de quitosano con la enzima modificada, comparada con la no modificada.
Las nanoparticulas con la CYP carboxilada solo pierden el 10% de su actividad en 48 horas,
comparado con el 30% de la enzima no modificada en solo 24 horas de almacenamiento.
Concluyendo, que ademas de obtener una mayor carga, la enzima carboxilada mostré también
una mejor estabilidad y permanecié mas tiempo encapsulada.

En la tabla 3 se muestran las desviaciones estandar de las nanoparticulas de quitosano con

CYPy;,,; F87A modificada y sin modificar.

0.057 == CYF modificada

0.04 =s= CYP sin modificar
o 0.034
E
= 0.02

0.0

0.00 T T '

0 20 40 60

Tiempo (horas)

Figura 7. Evaluacion de la actividad enzimatica de las nanoparticulas de quitosano con la
enzima modificada con carbodiimida y 4cido maldnico. La evaluacion fue a las 0, 24 y 48 horas

después de la sintesis.

Tabla 3. Desviacion estandar a las 0 h, las 24 h y las 48 h de las nanoparticulas de quitosano con

CYPy,,; F87A sin modificar y modificada

0h 24h 48 h
NP’s con CYP,,, , F87A sin modificar 0.002 0.00053 0.00018
NP’s con CYP,,, , F87A modificada 0.0069 0.0009 0.0005

7.4. Determinacion de las constantes cinéticas
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Al obtener una exitosa encapsulacion y actividad de las nanoparticulas de quitosano con
la enzima modificada se prosigui6 a determinar las constantes cataliticas variando la
concentracion de peroxido de hidrogeno. En la Figura 8 se puede observar la saturacion de las
nanoparticulas, en este caso los datos fueron ajustados al modelo cinético de Michaelis-Menten
utilizando un software llamado GraphPad Prism 7. El mismo software arroj6 la velocidad
maxima V= 0.054 U/mL, mientras que la constante de Michaelis-Menten fue de K_=5.02 mM.

En la tabla 4 se muestran las desviaciones estandar para cada una de las concentraciones
del peroxido de hidroégeno al saturar las nanoparticulas de quitosano con CYPg,, , F87A

modificada.

0.006

VimL

10 15

T
i 3

Concentracion de
Perdxido de Hidrogeno (mM)

Figura 8. Grafica de saturacion de nanoparticulas, de quitosano con actividad P450, con

peroxido de hidrogeno.

Tabla 4. Desviacion estandar a diversas concentraciones en mM de peroxido de hidrogeno al

saturacion con peroxido de hidrégeno a las nanoparticulas de quitosano con CYPp,, ;F87A
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Concentracion (mM) Desviacion Estandar
2 0.000399
4 0.000434
6 0.000465
8 0.000589
10 0.000653
12 0.000794
14 0.000765

7.5. Caracterizacion por microscopia electronica de transmision (TEM) de las

nanoparticulas (con 0.02% y 0.04% de glutaraldehido)

Se tomaron micrografias de TEM de dos sintesis de distintas nanoparticulas. En la Figura

9 se pueden observar las nanoparticulas de quitosano con 0.02% de glutaraldehido. Las

nanoparticulas tienen tendencia a aglomerarse, sin embargo, se puede observar que las

nanoparticulas tienen una forma esférica consistente.
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Figura 9. Imagen de TEM de nanoparticulas de quitosano con actividad del citocromo P450 con

0.02% de glutaraldehido.

Debido a la aglomeracion de nanoparticulas de la Figura 9, la preparacion se someti6 a
una sonicacion para disgregar las nanoparticulas biocataliticas y se realizaron nuevas
microfotografias. Las imagenes que se muestran en la Figura 10. En la Figura 10a se pueden
observar pequefias aglomeraciones. En las Figuras 10a, 10b, 10c y 10d se pueden observar

formas esféricas de diversos tamafios que oscilan entre 20 y 100 nm.
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Figura 10. Imagenes de TEM de nanoparticulas de quitosano con actividad del citocromo P450

con 0.04% de glutaraldehido.

7.6. Funcionalizacion

Al obtener actividad de las nanoparticulas se prosiguié funcionalizar las nanoparticulas
mediante diversos métodos y reactivos. El primer método consistid en funcionalizar las
nanoparticulas con acido foélico en presencia de EDC y NHS. Sin embargo, al efectuar la
evaluacion espectrofotométrica de la actividad catalitica se observo que no habia actividad en las

nanoparticulas ni en el sobrenadante. Lo mismo sucedié funcionalizar las nanoparticulas
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solamente con EDC y NHS. Este ultimo experimento fue con el propdsito de realizar un

entrecruzamiento, sin embargo, tampoco se encontrd actividad en las nanoparticulas o

sobrenadante. Finalmente, se funcionalizaron las nanoparticulas con el PEG activado con cloruro

cianurico, en donde también se perdid la actividad en las nanoparticulas, se observd cierta

actividad en el sobrenadante. A continuacion, en la tabla 5, se observa lo descrito anteriormente.

Tabla 5. Actividad enzimatica de las nanoparticulas de quitosano con CYPy,, ; F87A modificado

y del sobrenadante al utilizar los diferentes métodos de funcionalizacion.

Actividad Enzimatica

Meétodo de Funcionalizacion Nanoparticulas Sobrenadante
Acido folico + EDC + NHS No No
EDC + NHS (entrecruzamiento) No No
mPEG activado con cloruro ciantrico No Si
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Capitulo 8. Discusion

Existen muchos métodos de sintesis de nanoparticulas de quitosano, sin embargo, en este
trabajo se utilizd el método de gelacion idnica y entrecruzar el quitosano con el glutaraldehido.
Con este método las nanoparticulas se forman debido a las interacciones inter- e intra-
moleculares de los grupos amino del quitosano. Se utiliz6 el tripolifosfato de sodio (TPP) porque
es un polianién y puede adecuarse a los grupos amino del quitosano, badsicamente es un
entrecruzante quimico y proporciond la particular forma esférica de las nanoparticulas.

Sin embargo las nanoparticulas no tienen resistencia mecénica, es por ello que se utilizé
el glutaraldehido. El glutaraldehido tiene grupos aldehidos los cuales se entrecruzan con los
grupos funcionales amino del quitosano, de esta forma se otorga resistencia, estabilidad, tamafo
y forma mas definida en las nanoparticulas.

En la Figura 11 se muestra un esquema de la sintesis de nanoparticulas. Se forman
nanoparticulas esféricas porque el quitosano tiene una carga positiva y el TPP tiene carga

negativa, esto hace que se precipitan y se formen las particulas [1].

CH,OH CH,0H CH,;0H
o] o}
NH;* NH, i NH*
z &
a3 \
HO—P=—=0
' /
. o
Quitosano N\
S 2aVaa vy, q HO—P=—0
"3
o]
\
T HO—T:o
. . OV
Tripolifosfato NH* NH, NH,*
o] o
CH,0H CH,OH , CHZOH

Figura 11. Esquema de la sintesis de nanoparticulas de quitosano utilizando la gelacion
ionica. En el recuadro de la izquierda se pueden observar los grupos aminos del quitosano

entrecruzados con los grupos fosfato del TPP (6).
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Por otro lado el proceso de gelacion i6nica tiene muchas ventajas, principalmente que el
proceso es relativamente sencillo y se evita el uso de solventes organicos y temperaturas altas,
permitiendo la encapsulacién de moléculas fragiles como las proteinas, en otras palabras es ideal
para encapsular enzimas. Bodmeier y colaboradores en 1989 fueron los primeros en preparar
nanoparticulas de quitosano utilizando el TPP, formando hidrogeles, los cuales tienen una
superficie de carga positiva y una muy buena capacidad de encapsulacion [1].

Sin embargo, la gelacion idnica tiene un gran inconveniente, las nanoparticulas no tienen
resistencia mecanica. Es por ello que en la sintesis se agregd el glutaraldehido con el proposito
de estabilizar las nanoparticulas y otorgar la resistencia mecanica necesaria para poder cumplir
su funcién. Ademas, el tamafo de las nanoparticulas fue consistente. En trabajos anteriores se
han reportado tamafios de nanoparticulas que oscilan entre los 10 y 400 nm [27]. En este trabajo
se obtuvieron tamafios dentro de ese intervalo, lo cual confirma que utilizar el método es
efectivo. Por otro lado, las imagenes de TEM confirmaron la forma esférica de las nanoparticulas
de quitosano. Ademas, el tamafio de nanoparticula no se vi6 afectado por la concentracion de
glutaraldehido.

En este trabajo se obtuvieron exitosamente las nanoparticulas de quitosano mediante la
gelacion i6nica y se logrd encapsular dentro de ellas el citocromo P450 de la bacteria Bacillus
megaterium. En diversos trabajos se ha reportado la exitosa encapsulacion de estas enzimas [6].

Si bien, inicialmente se logré encapsular el citocromo de la bacteria Bacillus megaterium
con el fin de aumentar la carga de enzima en las nanoparticulas de quitosano, se modificaron los
grupos amino presentes en la superficie de la enzima introduciendo grupos carboxilo con el fin
de aumentar las interacciones de la proteina con los aminos del quitosano. La estrategia fue
exitosa ya que se logré encapsular 3 veces mas enzima. Adicionalmente, otra ventaja de la
modificacién de la enzima es que permanecid mas tiempo encapsulada que la enzima no
modificada. Esto sin duda se debe a una mayor interaccion entre los grupos amino del quitosano

y los grupos carboxilo de la proteina modificada.
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La cinética enzimatica de las nanoparticulas biocataliticas mostré un comportamiento de
Michaelis-Menten y se ajustd a una hipérbola rectangular. Se obtuvo la constante de afinidad de
K,=5.02 mM y una velocidad méxima V_, = 0.054 U/mL.

En estudios previos, se han funcionalizado el CYPy,, ; F87A con PEG que contiene acido
folico. Este tipo de funcionalizacion puede servir como un nanovehiculo para tratar el cancer de
mama utilizando la terapia enzimadtica con el objetivo de aumentar la activacion del profdrmaco
tamoxifeno reduciendo significativamente la dosis de este farmaco para destruir las células
tumorales y disminuir los efectos secundarios causados por la quimioterapia. Por otro lado, al
cubrir el citocromo con polietilenglicol, no se observé actividad inmunogénica [16].

Con los previos estudios [16] y con los resultados obtenidos (mencionados en la seccion
de resultados 7.3) se abre la posibilidad de utilizar estas nanoparticulas con el citocromo CYPy,, ,
con mas grupos carboxilo para aumentar la activacion del profarmaco tamoxifeno. Sin embargo
se requieren de mas experimentos para comprobar el comportamiento.

En este trabajo se utilizaron tres métodos distintos de funcionalizacion. En el primero las
nanoparticulas de quitosano fueron funcionalizadas solamente con acido folico en presencia de
NHS y EDC. Al efectuar la evaluacion de carga se encontré que no habia actividad en el
sobrenadante ni en las nanoparticulas, esto puede ser debido a una disrupcion de las
nanoparticulas originada por la introduccion del acido folico y la pérdida del balance de cargas
en la gelacion idnica. De esta manera, la enzima se libera y entonces es susceptible de ser
modificada por el 4cido folico inactivandola.

El efecto inactivador del protocolo de modificacion se comprobd cuando se sometieron
las nanoparticulas a una modificacion solo en presencia de EDC y NHS (segundo método de
funcionalizacion), sin acido félico. Aqui se encontrd también una pérdida de la actividad tanto en
las nanoparticulas como en el sobrenadante. Este resultado sugiere que la presencia de los
activadores de carboxilos, EDC y NHS, podrian estar promoviendo la reaccion intermolecular de
los grupos aminos y carboxilos libres de la molécula de enzima entrecruzandolos y alterando su
estructura tridimensional y finalmente inactivandola.

Finalmente se funcionalizaron las nanoparticulas utilizando PEG activado con cloruro

cianurico, hay trabajos reportados en donde las nanoparticulas de quitosano con actividad lacasa
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fueron funcionalizadas con este PEG, y se report6 un ligero aumento de la actividad enziméatica
en comparacion con la enzima libre [15]. Sin embargo, en este trabajo, al efectuar la
funcionalizacién con el PEG se observd que las nanoparticulas no contenian actividad, pero el
sobrenadante si tenia actividad. Esto sugiere que el PEG activado con cloruro ciantrico no se
retuvo dentro de la nanoparticula, probablemente el CYPg,, modificado destruye las
nanoparticulas e inactiva la enzima. Sin embargo, son necesarias mas investigaciones para
entender este fenomeno.

Con base a los resultados, de la funcionalizacion de las nanoparticulas de quitosano, nos
sugieren que la modificaciéon quimica de las nanoparticulas de quitosano conteniendo CYP
modificado destruye las nanoparticulas e inactiva a la enzima, es decir, se destruye la capa de
quitosano, esto hace que la enzima no se pueda mantener dentro de la nanoparticula de
quitosano. Sin embargo, futuras investigaciones son necesarias para entender este fendmeno.

Con base a los resultados de la seccion 7.3 se desprende que la estabilidad de las
nanoparticulas de quitosano previamente cargadas con CYP no es suficiente cuando se someten a
una reaccion de modificacion quimica en la cual intervengan los grupos amino y carboxilo. Sin
embargo, se requiere de mas investigacion para determinar las causas de la pérdida de actividad

durante la funcionalizacion de las nanoparticulas biocataliticas.
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Capitulo 9. Conclusiones

La sintesis de nanoparticulas de quitosano aplicando el protocolo de Calvo 1997 y el
método de gelificacion ionica, utilizando como contraion el tripolifosfato de sodio (TPP),
proporcion6 estabilidad a las nanoparticulas de quitosano. El entrecruzamiento con el
glutaraldehido confirié a las nanoparticulas de quitosano una mayor estabilidad y resistencia
mecanica contrastando con aquellas nanoparticulas sin glutaraldehido.

Con la exitosa sintesis de nanoparticulas de quitosano, se logré encapsular la mutante
F87A del dominio hemo del citocromo bacteriano CYPy,, ;. Interesantemente, al agregar los
grupos carboxilo provenientes del acido malénico sobre la superficie de la molécula del
citocromo, se logrd potenciar la actividad de la enzima e incrementar su permanencia dentro de
las nanoparticulas de quitosano.

La evaluacion cinética del citocromo modificado con mas grupos carboxilo demostrd
tener una K_ menor, lo que indica que hay buena afinidad de la enzima con su sustrato indicando
relativamente baja limitaciones de transferencia de masa del sustrato hacia el interior de las
nanoparticulas. Asi mismo una mayor estabilidad y eficiencia catalitica.

La funcionalizacion de las nanoparticulas no fue exitosa debido a que el CYPy,, ; F87A
se liberaba del interior de la nanoparticula de quitosano. Con base en los resultados, es posible
que la modificaciéon quimica de las nanoparticulas de quitosano conteniendo en su interior el
CYP;,,, modificado destruye las nanoparticulas e inactiva la enzima. Sin embargo, son

necesarias mas investigaciones para entender este fenomeno.
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Anexo 1. Metodologia

Determinacion de los moles de CYPy,, ; F874

Se utilizo la siguiente ecuacion para determinar los moles de la enzima modificada:

.1 _ AC _ AC _ Promedio de la pendiente de la absorbancia _ , ,
Concentracion = <= = == 95000/ *em)(T cm) X' Moles

Determinacion de cantidades para la carbodiimida y el acido malonico.

Se determind en gramos las cantidades necesarias para modificar y aumentar la actividad

enzimatica del CYPy,, ;, en este caso se utilizo la carbodiimida y el 4cido maldnico.

Carbodiimida = (31 /lisinas)(Concentracion en moles del CY P)(P eso molecular)(1.6)

Acido malénico= (62 lisinas)(Concentracion en moles del CY P)(P eso molecular)(1.6)

Para ambos casos el resultado quedd en g/mL, es decir, por cada 1 mL de enzima se

colocd ‘x’ gramos.

Solucion de Quitosano

En un vaso de precipitado se colocaron 100 ml de agua destilada filtrada, 0.25g de
quitosano y 2 ml de acido acético. Se coloca un agitador magnético y se deja mezclar por 24
horas. Posteriormente se filtrd la solucion de quitosano y se midio el pH con un potenciémetro,
se equilibré la solucidon con écido clorhidrico (1M) e hidroxido de sodio (1M) hasta que se

obtuvo un pH de 3. Posteriormente se almaceno en refrigeracion a 10°C.

Tripolifosfato de Sodio (TPP)
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En un vaso de precipitado se colocé 100 ml de agua destilada y filtrada, y 0.025 g de
TPP. Se disolvid y se midié el pH ajustandolo a 9 con &cido clorhidrico (1M) y cloruro de sodio

(1M). Posteriormente se filtr6 y se guard6 en refrigeracion a 10°C.

Glutaraldehido 0.04%
Para esta reaccion se requiere que el glutaraldehido esté a una concentracion de 0.04%

para 15 ml, para ello se utilizo la ecuacion (N) para calcular la cantidad de glutaraldehido:

C,V=CV, (N)
(100%)(15mL) = (0.04%) V,
V,=6uL
Se coloco 6puL de glutaraldehido en un frasco &mbar y 15 mL de agua destilada,

posteriormente se coloco en refrigeracion a 10°C.

Buffer Trizma-HCI

Para la enzima CYP450 se necesita que este buffer tenga una concentracion de 50 mM

para 100 ml, para ello se utiliz6 la ecuacion (N):

Peso (g) = (Peso molecular)(V olumen deseado)(Concentracion) (N)

Por lo tanto se realizo lo siguiente:

Peso = (121.14 g/mol)(100 ml)(50mM) = 0.6057 g

Por lo tanto se pesd 0.6057g de Trizma y fue disuelto en 100 ml de agua destilada y

filtrada, posteriormente se ajustd el pH con el potencidometro a 8 con acido clorhidrico (1M).

Finalmente fue filtrado y almacenado en el refrigerador a 10°C.
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Buffer MES

Para la enzima CYP450 se necesita que este buffer tenga una concentracion de 50 mM

para 2000 mL, para ello se utilizé la ecuacion (N):
Peso (g) = (Peso molecular)(V olumen deseado)(Concentracion)
Por lo tanto se realizo lo siguiente:
Peso = (195.2 g/mol)(2000 ml)(0.05M)=19.52 g

Por lo tanto se pes6 19.52 g de MES vy fue disuelto en 2000 ml de agua destilada con 200
mL de glicerol. Posteriormente se ajusto el pH con el potenciémetro a 7.5 con &cido clorhidrico
(1M).
TEM PTA

En un tubo eppendorf de 1.5 mL se coloco 0.02g de PTA y 1 mL de agua destilada, se

agitd suavemente y utilizando el hidroxido de potasio 1 M se ajusté el pH a 7.
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