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RESUMEN

RESUMEN

Las nanoparticulas de fructanas estan formadas por polimeros de fructosa unidos por enlaces
glicosidicos, son esféricas con distribuciones homogéneas de entre 60 y 200 nm, y debido a su
naturaleza quimica no presentan carga. Dependiendo del tipo de enlace que las une, se clasifican
en nanoparticulas de levana (B 2-6) y de inulina (p 2-1). Ambos tipos de nanoparticulas son
biodegradables, biocompatibles y estables, por lo que han sido propuestas para su aplicacion como
nanoacarreadores en sistemas biologicos, recubriendo diferentes farmacos y moléculas para ser

empleadas en el &rea medica.

Con el objetivo de generar méas informacion para la posible aplicacion medica de estas
nanoparticulas, este trabajo de investigacion se centr6 en el estudio de su capacidad para cruzar la
barrera hematoencefalica y llegar al cerebro. Para ello, se selecciond un sistema de nanoacarreo
que presentara altos rendimientos de produccion respecto a la cantidad de polimero sintetizado y
que cumpliera con caracteristicas idoneas que le permitieran cruzar la barrera hematoencefélica,
que incluian presentar un tamafio de entre 70 y 180 nm, que fueran neutras, monodispersas y
solubles. En primera instancia, se analizd el rendimiento en la sintesis de las nanoparticulas
empleando como enzimas la levansacarasa SacB H243L, LevS N70 Tn38 y LevS ANS5C y la
inulosacarasa IslA4. Se determind que empleando las enzimas LevS N70 Tn38 y LevS AN85C se
logran alcanzar rendimientos del 90 al 100 % en la conversidn de sustrato en nanoparticulas y que
este se puede modificar al variar las condiciones de reaccidn, principalmente la concentracion de

sustrato y enzima.

Al analizar las caracteristicas de las nanoparticulas se encontr6 que las 4 presentaban tamafios de
entre 71 y 112 nm, eran monodispersas y neutras, sin embargo, al analizar su solubilidad se
encontrd que las nanoparticulas de LevS N70 Tn38, LevS AN85C e IslA4 eran en promedio 3.9
veces mas solubles que las de SacB H243L, por lo que estas ultimas fueron excluidas del proceso
de seleccion. Ademas, la seleccion del sistema se baso en las caracteristicas de la enzima, en su
eficiencia catalitica y sus rendimientos de expresion heterologa, en este andlisis se determind que
la enzima LevS N70 Tn38 presentaba la mayor expresion y eficiencia catalitica, por lo que fue
elegida para la sintesis de nanoparticulas que se estudiaron en este trabajo, pues ademas las

nanoparticulas cumplian con las caracteristicas requeridas.

11



RESUMEN

Empleando la enzima LevS N70 Tn38 se desarrolld un sistema atrapando el colorante verde de
indocianina para monitorear su biodistribucion en ratones y su acumulacion en el cerebro. Se
selecciond este colorante debido a que, segun la literatura, de manera libre no podia atravesar la
barrera hematoencefélica, por lo que solo empleando un nanoacarreador podria llegar al cerebro.
Demostramos que el colorante es atrapado durante la sintesis de nanoparticulas no modificé la
cantidad de polimero sintetizado, ni las caracteristicas fisicoquimicas de éstas. El sistema de NPL
tuvo una capacidad de carga de 3.20 pg de colorante/mg de nanoparticulas y permitié el 80 % de
su liberacion en las primeras 2 horas a condiciones fisiolégicas. Al inyectar el colorante libre por
via intravenosa a los ratones se encontré que el colorante libre podia acumularse en el cerebro sin
necesidad de ser acarreado por las nanoparticulas, por lo que no fue posible estudiar la capacidad
de las nanoparticulas para llegar al cerebro empleando este sistema de atrapamiento. Posterior a
esto, se analizd la fluorescencia de las nanoparticulas de fructanas a distintas condiciones,
encontrando que éstas emiten sefial in vivo a Ex(480 nm)-Em(535 nm). Por lo tanto, se decidio
estudiar la capacidad de las nanoparticulas vacias para llegar al cerebro aprovechando su
fluorescencia intrinseca. Por lo que se administraron las nanoparticulas por via intravenosa en
ratones CD1 que presentan una gran diversidad genética, similar a la que se encuentra dentro y
entre las poblaciones humanas y se realizo la extraccion de higado, rifién y cerebro. Los andlisis
de fluorescencia de estos drganos demostraron que las nanoparticulas podian acumularse en el
cerebro, lo que nos sugiere que pueden cruzar la barrera hematoencefalica. Estos hallazgos indican

que este sistema podria utilizarse como nanoacarreador de farmacos y moléculas al cerebro.

12



INTRODUCCION

INTRODUCCION

Las nanoparticulas poliméricas han mostrado un enorme potencial en el &rea médica debido a sus
propiedades como la facilidad de sintesis, biodegradabilidad y biocompatibilidad (Zhang et al.,
2021). Entre las nanoparticulas polimericas se encuentran las fructanas que son polisacéridos de
fructosa unidos por enlaces glicosidicos, que son sintetizados por enzimas llamadas
fructansacarasas. Las nanoparticulas de fructanas (NPF) se clasifican en nanoparticulas de levana
(NPL) cuando los residuos de fructosa se encuentran unidos por enlaces B (2-6) y en inulinas
cuando se encuentran unidos por enlaces B (2-1) (French, 1988). En los Gltimos afios se encontro
que las fructansacarasas bacterianas sintetizan fructanas de alto peso molecular, que se
autoensamblan durante la sintesis enzimatica generando nanoparticulas (NPs) esféricas
(Quifiones-Vazquez, 2015; Jiménez-Sanchez, 2019). Diversos trabajos han determinado que las
nanoparticulas de inulina y levana presentan una distribucion de tamafio monodispersa y una carga
cercana a la neutralidad, lo que permite obtener NPs homogéneas y estables (Jiménez-Sanchez,
2019; Gonzélez-Garcinufio, 2020). Respecto a sus propiedades bioldgicas, se ha demostrado que
las NPF no exhiben citotoxicidad y que ademas tienen propiedades antiinflamatorias y favorecen
la proliferacion celular incluso en ambientes inflamatorios (Valdez-Echeverria, 2021; Jiménez-
Séanchez, 2019).

Debido a las propiedades que hasta ahora han mostrado las NPF, son un excelente candidato para
abordar un problema de importancia médica a nivel mundial que es el tratamiento de enfermedades
que afectan al cerebro (Sharma et al., 2012). En las Gltimas décadas los sistemas de administracion
de farmacos como las NPs se han explorado ampliamente para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas, sin embargo, uno de los grandes retos es la alta selectividad y baja
permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BHE) que limita la entrega de los agentes
terapéuticos al cerebro. Diferentes estudios han reportado que las nanoparticulas monodispersas,
solubles y con tamafios de entre 70 y 200 nm logran atravesar esta barrera (Zhang et al., 2021),
por lo que las NPF presentan un gran potencial para su estudio en esta area, pues ademas de sus
caracteristicas estas presentan propiedades bioldgicas que podrian actuar como moduladores en la

inflamacion.
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Por lo tanto, este trabajo se centra en analizar el proceso de sintesis de las NPL empleando
diferentes enzimas, asi como generar y caracterizar un sistema de NPL y biomarcador fluorescente
verde de indocianina (ICG) con el propésito de estudiar su biodistribucion en modelos murinos.
Esto Gltimo tiene como meta identificar si las NPL son capaces de atravesar barreras bioldgicas,
en particular, la BHE y sentar asi las bases para la posible aplicacion de las NPL en el tratamiento

de enfermedades cerebrales.
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1 MARCO TEORICO

1.1 Nanobiotecnologia

La nanobiotecnologia es una ciencia que se dedica al estudio y disefio de materiales, dispositivos
y sistemas que se encuentran en una escala de longitud nanométrica de entre 1 y 100 nm,
empleando métodos y técnicas para manipular sus propiedades fisicoquimicas, como el tamafio, la
forma, la carga y la hidrofobicidad (Salata, 2004; Khan et al., 2019; Sim & Wong, 2021; Najahi-
Missaoui et al., 2020). De esta manera, la nanobiotecnologia permite disefiar nanomateriales con
dimensiones y propiedades controlables que pueden ser aplicados en diferentes campos, incluidos
la ingenieria, electronica, medicina, industria farmacéutica, agroindustria, medio ambiente, entre
otras. (Fakruddin et al.,, 2012; Smith et al., 2013; Silva, 2004; Patel et al., 2012). Los
nanomateriales son sistemas que varian en tamafio, pueden fabricarse a partir de una variedad de
sustancias y son de diferentes tipos, entre ellos nanocristales, nanofibras, nanocables,

nanoparticulas y nanotubos (Castro et al., 2013).

En la medicina los nanomateriales han sido empleados en el diagnostico, tratamiento y prevencién
de enfermedades mediante su uso como nanosensores y como vehiculos en la administracion de
farmacos (Castro et al., 2013; Silva, 2004). Ademas, han sido utilizados para generar implantes

médicos biocompatibles en la reparacién de tejidos (Qi et al., 2019; Gajewicz et al., 2012).

1.2 Nanoparticulas

Las nanoparticulas (NPs) son estructuras de tamafio nanomeétrico de entre 10 y 100 nm y pueden
transportar diferentes sustancias como farmacos, proteinas y acidos nucleicos (Lehner et al., 2013).
Las NPs se pueden clasificar segln sus propiedades, formas, tamafios o el tipo de material que las
constituyen, respecto a este Ultimo punto se pueden separar en nanoparticulas organicas e

inorgéanicas (Figura 1.1) (Gessner & Neundorf, 2020).
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Nanoparticulas organicas

* O

Poliméricas Micelas poliméricas Liposomas Dendrimeros Virus

9,

Figura 1.1. Representacion de diferentes tipos de nanoparticulas. Modificado de Gessner &
Neundorf, 2020; Cheng et al., 2022.

Nanoparticulas inorganicas

Oxido de hierro Silice mesoporosa Magnéticas

Las nanoparticulas inorganicas mas comunes son las nanoparticulas de 6xido de hierro, particulas
de oro y nanotubos de carbono (Zhang et al., 2021). Las nanoparticulas de 6xido de hierro exhiben
propiedades fisicas y quimicas Unicas debido a su tamafio y una alta densidad de sitios de superficie
(Gajewicz et al., 2012). Su uso en sistemas bioldgicos es limitado ya que se ha observado que
inducen el aumento del nivel de especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelular y la oxidacion de
biomoléculas, sin embargo, se utilizan para obtener imagenes de tejidos para aplicaciones de
diagndstico (Sahoo & Labhaseguerra, 2003; Yan et al., 2013). Las nanoparticulas de oro pueden
ser producidas en distintos tamafios y formas y pueden ser facilmente funcionalizadas con ligandos
como: anticuerpos, polimeros y farmacos (Mateo et al., 2013). Estas han sido empleadas en el area
médica, en la administracion de farmacos, en la entrega de ADNc que codifica proteinas
funcionales con efeto terapéutico y en el diagnéstico de enfermedades (Ghosh et al., 2008). Por
otro lado, los nanotubos de carbono son estructuras tubulares que constan de una hasta decenas y
cientos de capas conceéntricas de carbonos, son pequefios y presentan una disposicién hexagonal
que les confiere una resistencia fisica extrema, incluso diez veces mas fuerte que el acero (Lehner
etal., 2013). Un tipo de nanotubos de carbono son los fullerenos y tienen numerosas aplicaciones

en productos para el cuidado personal, industria textil, microelectronica, asi como varios usos

16



CAPITULO I. MARCO TEORICO

potenciales en medicina como nanoacarreadores de farmacos, acidos nucleicos, péptidos y

anticuerpos (Gajewicz et al., 2012).

Por otro lado, las nanoparticulas organicas mas comunes son los liposomas, dendrimeros, capsulas
virales y nanoparticulas poliméricas (Zhang et al., 2021). Los liposomas son pequefias vesiculas
de forma esférica compuestas por fosfolipidos y esteroides, sus propiedades varian
sustancialmente por su composicion, tamafio, carga superficial y el método de preparacion (Sahoo
& Labhaseguerra, 2003). Debido a que su estructura de membrana es analoga a las membranas
celulares son capaces de facilitar la incorporacion de farmacos en las células (Patra et al., 2018).
Por otra parte, los dendrimeros son macromoléculas fractales y ramificadas formadas alrededor de
una molécula pequefia, tienen propiedades Unicas relacionadas con su forma globular y la
presencia de cavidades internas (Patra et al., 2018). Existen dendrimeros cationicos de poli
amidoamina y poli-1-lisina que han mostrado toxicidad. Por otro lado, se encuentran los
dendrimeros cargados negativamente, como los dendrimeros sulfonados, carboxilados, fosfonados
y por ultimo los dendrimeros neutros, como los de poli-0xido de etileno, acetilo, carboxilo, manosa
0 grupos terminales de galactosa, que presentan menos toxicidad en comparacion con los
dendrimeros cargados positivamente (Kesharwani et al., 2017). En el espacio vacio de los
dendrimeros se pueden encapsular agentes terapéuticos o bien estos se pueden adherir a grupos de
la superficie de los dendrimeros (Abbasi et al., 2014; Zhu & Shi, 2013). Adicionalmente, las
nanoparticulas viricas son estructuras proteicas compuestas por la capside de virus pero que carece
de genoma, lo que la hace no infecciosas (Pokoski & Steinmetz, 2011). La forma y el tamarfio de
estas NPs facilitan su transporte vascular y captacion celular (Chung et al., 2020). Para la
aplicacion de las NPs viricas en el area médica se han realizado esfuerzos para protegerlas del
sistema inmunologico y una estrategia ampliamente utilizada es la union de su superficie externa
con cadenas de polietilenglicol (PEG) (Yildiz et al., 2011). Estas NPs se han empleado como
diagnostico, vacunas inmunoterapias y dispositivos terapéuticos dirigidos contra el cancer
(Pokoski & Steinmetz, 2011; Steinmetz, 2010; Chung et al., 2020).

1.2.1 Nanoparticulas poliméricas

Finalmente, las nanoparticulas poliméricas estan compuestas de varios tipos de polimeros y son

sintetizadas por una amplia variedad de técnicas de polimerizacion, estas NPs presentan diferentes
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propiedades que se pueden ajustar de acuerdo con la aplicacién deseada (Zhang et al., 2021;
Crucho & Barros, 2017). Las nanoparticulas poliméricas presentan un efecto terapéutico
protegido, prolongado y dirigido, son versatiles y pueden administrar una amplia gama de
farmacos mediante interacciones hidrdfilas, hidrofobas o electrostaticas, y mediante enlaces
covalentes (Zhang et al., 2021). En particular, las nanoparticulas poliméricas basadas en
carbohidratos presentan una baja propiedad inmunogénica, son biocompatibles y biodegradables
(Verma et al., 2020; Zielinska et al., 2020), ademéas presentan ventajas como son reducir la
absorcién de proteinas no especificas a su superficie después de su administraciéon y prevenir su
fagocitosis, mejorando asi la circulaciéon (Thattaru et al., 2021). Las nanoparticulas poliméricas
basadas en carbohidratos se derivan principalmente de biopolimeros de polisacéaridos, por ejemplo,
alginato, quitosano, &cido hialurdnico y; por otro, las nanoparticulas neutras de mananos, glucanos
y fructanos (Verma et al., 2020; Vodyashkin et al., 2022; Joye & McClements, 2014).

Las nanoparticulas de alginato estan formadas de polisacaridos que constan de residuos a-L-acido
gulurénico (G) y B- D- acido manuroénico (M), unidos linealmente por enlaces 1,4-glicosidicos
(Paques et al., 2014). Estas nanoparticulas tienen alta resistencia mecanica, y debido a su
propiedad de gelificacion y afinidad celular han sido empleadas para la administracion de farmacos
y en la ingenieria de tejidos (Severino et al., 2019; Catellano et al., 2019). Las nanoparticulas de
quitosano estan formadas por una molécula de glucosamina y una molécula de N-
acetilglucosamina unidos por un enlace glicosidico B-1,4 (Frank et al., 2020; Buschmann et al.,
2013). Este polisacérido ha sido ampliamente utilizado como encapsulador de biomoléculas como
proteinas, DNA y RNA (Mohammed et al., 2017). Ademas, debido a su naturaleza cationica, el
quitosano presenta una mayor adhesion a la superficie mucosa cargada negativamente, lo que
resulta en una mejora en la internalizacion del farmaco, adicionalmente se ha encontrado que estas
NPs presentan propiedades antibacterianas, especialmente después de modificaciones quimicas en
su estructura (Li et al., 2013; Zhang et al., 2019; Verma et al., 2020). Las nanoparticulas de acido
hialurénico presentan caracteristicas como textura, biocompatibilidad e hidrofilia, por lo que se
han convertido en excelente material en productos dermatologicos-cosméticos y para el cuidado
de la piel (Rao et al., 2020; Choi et al., 2010). Las nanoparticulas neutras de glucanos
son microesferas huecas y porosas que estan formadas de residuos de glucosa unidas por diferentes
tipos de enlaces, son capaces de estimular el sistema inmunoldgico y se han empleado como

estabilizadores para la administracion de farmacos y para la entrega dirigida de ADN, proteinas,
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moléculas y ARN pequefios de interferencia para silenciar la expresion de genes (Li & Cheung,
2019; Soto et al., 2013).

En general, las nanoparticulas poliméricas basadas en carbohidratos se han empleado en el
tratamiento de la diabetes, infecciones, alergias, cancer e inflamacion (Verma et al., 2020; Soto et
al., 2013) por lo tanto, son una opcion prometedora como sistema de administracion de farmacos,
debido a su estabilidad, baja toxicidad y biocompatibilidad (Patel et al., 2012; Kamaly et al., 2012).
Ademas, las nanoparticulas poliméricas con tamafios menores a 100 nm pueden penetrar a traves
de capilares mas pequefios y ser captadas por las células, lo que permite una acumulacion eficaz
del farmaco (Farokhzad & Langer, 2009; Gagliardi et al., 2021). También tienen un mayor tiempo
de circulacion, son biodegradables y presentan una liberacion sostenida del farmaco durante un

periodo de dias o incluso semanas (Sahoo & Labhaseguerra, 2003; Patel et al., 2012).
1.2.1.1 Nanoparticulas de fructanas y fructansacarasas

Dentro de las NPs poliméricas se encuentran las fructanas que son polisacaridos de fructosa unidos
por enlaces glicosidicos y son sintetizados por enzimas denominadas fructansacarasas (Olvera et
al., 2007; Ritsema & Smeekens, 2003). La fructansacarasas utilizan moléculas de sacarosa como
sustrato para la sintesis de las nanoparticulas de fructanas (figura 1.11), la sintesis de NPs comienza
cuando la enzima hidroliza el enlace glicosidico de la sacarosa y libera la glucosa al medio de
reaccion, posteriormente la fructosa es transferida a una molécula de sacarosa iniciadora 0 a una
cadena de fructanas en crecimiento, estas enzimas pueden sintetizar productos de bajo peso
molecular con grados de polimerizacion menores a 10 unidades de fructosa llamados
fructooligosacéridos (FOS) o productos de alto peso molecular formados por méas de 10,000
unidades de fructosa. Es durante la sintesis de polimero de alto peso molecular que este se
autoensambla a través de puentes de hidrdgeno y forma a las NPs de fructanas, por lo tanto, para
la formacion de NPs es importante que se cuente con polimero de alto peso molecular (Hestrin et
al., 1956).
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Figura 1.11. Esquema de la reaccion enzimatica a través de la que se da la sintesis de las
nanoparticulas de fructanas.

Entre las fructansacarasas que sintetizan NPs de fructanas se encuentra la enzima unidominio SacB
H243L y las enzimas multidominio IslA4, AN85C y LevS N70 Tn38 (figura 1.111), estas enzimas
son excelentes productoras de polimero de alto peso molecular que logra autoensamblarse y formar
a las NPs de fructanas (Pefia-Cardefia et al., 2015; Ortiz-Soto et al., 2008; Martinez-Bahena, 2019;
Martinez Morales, 2021). La enzima unidominio SacB H243L presenta solo el dominio catalitico,
mientras que las enzimas IslA4, AN85C y LevS N70 Tn38 ademas del dominio catalitico presentan

dominios adicionales en sus extremos N y C terminal.
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Figura 1.111. Estructura tridimensional de las fructansacarasas A) SacB H243L, B) IslA4, C)
ANS85C y D) LevS N70 Tn38. Tomado de Raga-Carbajal et al., 2021; Mercado, 2024. Modelos
realizados en Alpha Fold a excepcion de la estructura cristalografica de SacB PDB: 6PWQ.
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Las fructanas se pueden clasificar de acuerdo con el tipo de enlace glicosidico que une a las
fructosas (Figura 1.1V), si se encuentran unidas por enlaces B (2-6) en la cadena principal y con
ramificaciones B (2-1) se les denomina levana, mientras que, cuando se encuentran unidas por

enlaces B (2-1) en la cadena principal y con ramificaciones B (2-6) se denominan inulina
(Dedonder, 1966; Vijn & Smeekens, 1999).
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Figura 1.1V. Estructura quimica de las fructanas: a) Levana con enlace (2-6), y b) Inulina con
enlace B(2-1), (Dusek, 2002).

Las fructanas han sido aplicadas en la industria farmaceutica y cosmética gracias a sus propiedades
texturizantes y/o estabilizantes se han utilizado como agentes encapsuladores y nanoacarreadores
de fragancias, como sistema de liberacidn de farmacos, adyuvantes de vacunas y estabilizadores
de proteinas (Gibson & Roberfroid, 1995; Hidaka et al., 1986; Jiménez-Sanchez et al., 2019).
Debido a que estos polimeros tienen un amplio potencial biotecnoldgico en los Gltimos afios ha
surgido el interés de su estudio, esto con el fin de desarrollar procesos controlados para su

produccion y aplicacion.

Por ejemplo, en 2019 Gonzalez-Garcinufio y colaboradores, analizaron el tamafio de NPL
sintetizadas por 2 sistemas: por bacterias y por sistemas libres de células. En este caso las levanas
de origen microbiano sinterizaron NPs de 90 nm, mientras que las NPs obtenidas a partir de un
sistema libre de células mostraron un didmetro de 110 nm, encontrando que el sistema utilizado
para su sintesis determinaba el tamafio de NPs obtenido. Ademas, en ambos casos observaron que

la concentracion critica de agregacion (CAC) juega un papel importante en la agregacion y
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comportamiento de las NPs, ya que la CAC es la concentracion por encima de la cual hay un
proceso de autoensamblaje y las cadenas individuales se reorganizan para constituir
nanoparticulas. Es importante estudiar este parametro ya que para administracion sistémica cuando
las NPs se introducen en el torrente sanguineo, el gran volumen de sangre reduce la concentracion
de nanoparticulas; y si éste es inferior al CAC, las cadenas que constituyen las particulas se
disgregaran y el farmaco se liberara sin control (Gonzélez-Garcinufio et al., 2019). Por otro lado,
Charoenwongpaiboon y colaboradores en el mismo afio, utilizando la inulosacarasa de
Lactobacillus reuteri 121 encontraron que el tamafio de nanoparticulas de inulina es dependiente
de la concentracién de sustrato y la temperatura de la reaccién enzimatica. Ademas, utilizaron a
las nanoparticulas para aumentar la biodisponibilidad y solubilidad de algunos flavonoides y se

encontrd que estas mejoraban su solubilidad (Charoenwongpaiboon et al., 2019).

Respecto al uso de las NPF para atrapar compuestos, en 2017, Sezer y colaboradores, utilizaron
nanoparticulas de levana para atrapar vancomicina. Los autores obtuvieron particulas con un
tamafio de 0.404 a 1.276 um y lograron alcanzar una capacidad de atrapamiento del 64 al 74 %.
Asimismo, Sezer y colaboradores en 2011, atraparon suero de albumina bovina en nanoparticulas
de levana y obtuvieron particulas con un tamafio de 200 a 537 nm (Sezer et al., 2011). Por otro
lado, Kim y colaboradores en 2015 utilizaron nanoparticulas de levana de bajo y alto peso
molecular para atrapar el colorante verde de indocianina, y administraron el conjugado en modelos
murinos, encontrando que el colorante se acumulaba en tumores, con estos resultados se propuso
que las NPL probablemente presentaban una interaccién especifica entre los restos de fructosa y
los transportadores GLUT-5 expresados en las células tumorales (Kim et al., 2015). En 2021 Cinan
y colaboradores, obtuvieron nanoparticulas de levana con un diametro de 82 nm, mediante la
técnica de atomizacion electro-hidrodindmica, atraparon resveratrol, un tipo de fenol natural y
encontraron que la liberacion del compuesto era gradual. Ademas, al realizar ensayos de
biocompatibilidad in vitro con lineas celulares de fibroblastos dérmicos humanos se determino que

las nanoparticulas son seguras y biocompatibles (Cinan et al., 2021).

Debido a que las fructanas presentan propiedades interesantes, diferentes trabajos en nuestro grupo
de investigacion se han enfocado en estudiar las propiedades de estos polisacaridos. Por ejemplo,
se encontro6 que las fructansacarasas bacterianas sintetizan polimeros de fructosa, que se

autoensamblan durante la sintesis enzimatica generando nanoparticulas esféricas y estables (Figura
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1.V). El tamafio de las nanoparticulas varia entre inulinas y levanas con tamafios de 101 a 203

nmy 62 a 180 nm, respectivamente (Quifiones-Vazquez, 2015; Jiménez-Sanchez, 2017).

Figura 1.V. Morfologia de las nanoparticulas de fructanas observada por TEM: a,b) inulina, y c)
levana. Tomado de Jiménez-Sanchez et al., 2019 y Quifiones, 2015.

El estudio de la formacion de nanoparticulas sugiere que estas se estructuran a través de puentes
de hidrégeno entre los residuos de glucosa y fructosa presentes en las cadenas (Figura 1.VI)
(Cooper et al., 2015). Se propone que estas interacciones se forman cuando se alcanza una
concentracion critica de agregaciéon (CCA) lo que provoca un reacomodo en el polimero
(Gonzalez-Garcinufio et al., 2020; Jiménez-Sanchez et al.,, 2019). Jiménez-Sanchez y
colaboradores en 2019 determinaron que la CCA de las nanoparticulas de inulina sintetizadas por
la enzima IslA4 es de 15.7 g/L de NPs. Al estudiar el efecto de las condiciones de reaccion sobre
el tamafio de nanoparticula, los autores demostraron que la fuerza ionica no tiene una influencia
significativa, sin embargo, la temperatura de reaccion si afecta el tamafio promedio de las
nanoparticulas, ya que disminuir la temperatura de reaccion a 4°C se observaron particulas de 131

nm (35 % mayores).
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Figura 1.VI. Representacion esquematica de la formacion de nanoparticulas: a) cadenas de
fructanas, b) formacion de puentes de hidrdgeno glucosa-fructosa, y ¢) formacion de
nanoparticulas. Modificado de Medrano, 2018

Respecto al indice de polidispersidad y potencial Z de las nanoparticulas de fructanas, Hernandez-
Rodriguez en 2021, determind que las nanoparticulas de inulina de IslA4 presentan un indice de
polidispersidad de 0.1, es decir, que la dispersion de tamafio de las nanoparticulas es homogénea
durante la reaccion. Ademas, determind que al utilizar 200 g/L de sacarosa y 2.0 U/mL de enzima
durante 6 horas, se obtiene una mayor concentracién de polimero (27.91 g/L) y que el tamafio de
particula disminuye conforme avanza la reaccion (Hernandez-Rodriguez, 2021). Por otro lado,
Valdéz-Echeverria en 2021 reportd que las nanoparticulas de levana también presentan una
distribucion de tamafio monodisperso, y un potencial Z de 0.1 mV, lo que indica que las

nanoparticulas cuentan con una ligera carga positiva, pero cercana a la neutralidad.

1.2.1.2 Propiedades bioldgicas de las nanoparticulas de fructanas

Por otro lado, respecto a las propiedades biolégicas de las nanoparticulas de fructanas, Jiménez-
Sanchez en 2017 al analizar la viabilidad celular después de adicionar diferentes concentraciones
de nanoparticulas de inulina a cultivos de linfocitos humanos demostrd que estas nanoparticulas
no exhiben citotoxicidad usando una concentraciéon de polimero de hasta 200 ug/mL (Figura
1.VIIA). Por otro lado, debido a que el factor de transcripcién NF-kB induce la expresién de varios
genes proinflamatorios, incluidos los que codifican citocinas y quimiocinas, Valdez-Echeverria en
2021 para estudiar las propiedades antiinflamatorias de las nanoparticulas de levanas analizo la
activacion de este factor de transcripcion (NF-kB) en células de macrofagos de raton al ser
expuestas a diferentes concentraciones de nanoparticulas. VValdez-Echeverria encontr6 que desde
una concentracion de 0.40 mg/mL hay un aumento en la activacion del factor NF-kB (Figura 1.V1I

B), sin embargo, en presencia de lipopolisacarido bacteriano, con 1y 2.5 mg/mL de nanoparticulas
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se logra contener la induccién de NF-kB (Figura 1.VIIC), por lo tanto, se propuso que las
nanoparticulas de levana podrian modular la activacion de una respuesta inflamatoria. Por otro
lado, para estudiar el efecto de las nanoparticulas en la proliferacion celular, Valdez-Echeverria
sometio células de queratinocitos a una concentracion de 5 mg/mL de nanoparticulas de levanas y
demostrd que se favorecio la proliferacién celular incluso en un ambiente inflamatorio (Figura
1.VIID).
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Figura 1.VI1. Anélisis de la citotoxicidad de nanoparticulas de fructanas de alto peso molecular:
a) citotoxicidad de nanoparticulas de inulina en el cultivo de linfocitos humanos; b, c, y d)
Citotoxicidad de nanoparticulas de levana; b) Induccion en la actividad de del factor NF-kB con
diferentes concentraciones de nanoparticulas de levanas, ¢) Induccién en la actividad del factor
NF-kB en presencia de LPS bacteriano y nanoparticulas, y d) Proliferacion de células HaCaT en
presencia de nanoparticulas de levana. Tomado de Valdez-Echeverria 2021 y Jiménez-Sanchez et
al., 2019.

Debido a que las nanoparticulas de fructanas han mostrado propiedades bioldgicas interesantes,
se han considerado como excelentes candidatas para su uso como nanoacarreadores de farmacos
y biomoléculas. Sin embargo, su area de aplicacion sigue siendo objeto de exploracion, por lo que
aun se requieren esfuerzos continuos para identificar en qué enfermedades especificas podrian ser

aplicadas. Dado que las NPF parecen favorecer la proliferacion celular y contener el desarrollo de

25



CAPITULO I. MARCO TEORICO

una respuesta inflamatoria, se ha propuesto su posible aplicacion como sistemas de administracion
de farmacos en enfermedades donde la muerte celular e inflamacidn sean factores importantes. Por
lo tanto, este trabajo va enfocado en estudiar el potencial de estas NPF para llegar al cerebro y asi
poder para tratar alteraciones en este érgano, como lo son las enfermedades neurodegenerativas.
Sin embargo, el gran reto actual para poder aplicar estas NPs en el cerebro es que puedan cruzar
la barrera hematoencefalica, la que al ser altamente selectiva no permite la entrada indiscriminada

de moléculas a este drgano.

1.3 Cerebro y la barrera hematoenceféalica

El cerebro forma parte del sistema nervioso central en conjunto con la medula espinal. El cerebro
es el organo del tejido nervioso responsable de las respuestas, las sensaciones, el movimiento, las
emociones, la comunicacion, el procesamiento del pensamiento y la memoria (Thau et al., 2022).
La barrera hematoencefalica (BHE) es el mecanismo de defensa homeostatico del cerebro contra
patdgenos y toxinas, es una barrera compleja multicelular dinamica altamente selectiva que regula
el transporte de moléculas como iones, nutrientes y células entre la sangre y el cerebro (Roney et
al., 2005). La BHE actua junto con las neuronas y las células gliales y forma la unidad
neurovascular completa que es crucial para el funcionamiento del cerebro (Zhang et al., 2021).
Anatémicamente, consta de células endoteliales cerebrales, pericitos, astrocitos y membrana basal
(figura LVIII) (Ding et al., 2020; Lach et al., 2023). Los pericitos regulan la barrera
hematoencefalica al promover la formacion de uniones estrechas y regular en gran medida el
transporte de moléculas a través del endotelio. Ademas, se ha propuesto que los pericitos pueden
contribuir a la regulacién del flujo sanguineo cerebral (Villasefior et al., 2019). La BHE presenta
una alta resistencia eléctrica que es causada por la presencia de complejos de uniones estrechas
intercelulares que mantienen unidas a las células endoteliales adyacentes y que estan formados por

diferentes proteinas, incluidas claudinas, ZO-1y ocludina (Cefia & Jativa, 2018).
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Figura 1.VIII. Representacion esquematica de la barrera hematoencefalica y componentes de la
unidad neurovascular incluidos los astrocitos y microglias. Modificado de Lach et al., 2023.

1.3.1 Vias de transporte a traves de la barrera hematoencefalica

La barrera hematoencefalica funciona como una barrera fisica a través de la que se transportan
moléculas de forma regulada entre la sangre y el parénquima cerebral (Ding et al., 2020). Las
moléculas pueden cruzar esta barrera por diferentes vias y esto dependera del tamafio y naturaleza
de cada una de estas, por ejemplo, existe el transporte paracelular, transporte transcelular mediado
por receptores, por proteinas transportadoras y por absorcion (Ding et al., 2020). En el transporte
paracelular las pequefias moléculas solubles en agua (peso molecular <500 Da) pasan entre las
celulas endoteliales a través de las uniones estrechas (Hartl et al., 2021; Ding et al., 2020). En el
transporte transcelular diferentes gases lipdfilos y algunos compuestos liposolubles, como el
alcohol y las hormonas esteroides atraviesan de forma pasiva desde las células endoteliales hacia
el estroma cerebral. Por otro lado, los metabolitos y nutrientes necesarios para el tejido nervioso
deben tener un suministro controlado, por lo que su transporte es de manera activa, es decir, a
través de receptores, como la glucosa, aminoacidos o &cidos grasos esenciales se unen a una
proteina de transporte, que esta incrustada en la membrana del endotelio, su unién provoca un
cambio conformacional en la proteina transportadora que permite su entrada al cerebro (Roney et
al., 2005).
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Debido a que la BHE es muy selectiva y que las vias de transporte a través de ella no favorecen la
administracion de farmacos se han utilizado diferentes estrategias para poder tratar enfermedades
del cerebro. Entre estas estrategias se encuentran el aumento temporal de la permeabilidad de la
BHE (por ejemplo, mediante alteracion osmotica), la infusion intraventricular o intracerebral
directa del agente y la implantacion intracerebral de formulaciones de depdsito para una liberacion
controlada del farmaco, sin embargo, estas estrategias son muy invasivas y presentan un alto riesgo
de complicaciones, como infecciones intracraneales o edema cerebral, por lo que, en los ultimos

afios se ha explorado el uso de nanoacarreadores para la entrega de estos farmacos en el cerebro.

1.4 Nanoparticulas como sistema de administracion de compuestos al cerebro

Uno de los retos mas sustanciales en el campo de la nanotecnologia es la entrega de farmacos al
cerebro, por ello diversos estudios se han enfocado en el estudio y disefio de nanoparticulas capaces
de atravesar la barrera hematoencefalica. Las nanoparticulas presentan una serie de ventajas, como
una alta capacidad de carga, estabilidad, liberacion controlada del farmaco, brindan proteccion a
la fagocitosis por parte del sistema reticuloendotelial para que los farmacos estén disponibles a
través de la barrera hematoencefalica y mejore significativamente su concentracién en el cerebro
(Zhou et al., 2018). Ademas, al emplear NPs no requiere ninguna modificacion de la molécula del
farmaco para su administracion al cerebro lo que evita la alteracion de la eficiencia terapéutica de
este, por otro lado, se ha propuesto la modificacion de la superficie de las nanoparticulas para
permitir su entrada al cerebro tras su administracion intravenosa a través de vias mediadas por
receptores (Wohlfart et al., 2012).

Existen algunos trabajos que han estudiado el posible efecto de nanoparticulas en el SNC. Las
nanoparticulas de poli cianoacrilato de butilo (PBCA) fueron el primer sistema de nanoparticulas
a base de polimeros que se utilizo para administrar farmacos al SNC (Kreuter et al., 1995). Estas
nanoparticulas se cargaron con dalargina (un compuesto con actividad opioide) y se recubrieron
con polisorbato 80. Los estudios in vivo demostraron que las particulas tenian un efecto analgésico
y que en ausencia del recubrimiento de polisorbato 80, habia una disminucidn significativa en el
numero de nanoparticulas que cruzaban la barrera hematoencefalica (Schroeder et al., 1998;
Kreuter et al., 1995).
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Los poliésteres como el &cido polilactico (PLA) y el acido poliglicolico (PGA), y su copolimero
poliacido lactico-co-glicolico (PLGA) también se han estudiado, demostrando su capacidad para
atravesar la BHE. Por ejemplo, se demostré6 que las nanoparticulas de PLA cargadas con
breviscapina (un flavonoide), penetran en la BHE de manera dependiente del tamafio (Liu et al.,
2008). Por otro lado, las NPs de quitosano han mostrado prometedoras aplicaciones en la
administracion cerebral debido a su carga positiva, ya que se observO presentan una buena
absorcion celular e incluso esta se ve potenciada al emplear NPs de PEG-quitosano modificadas
con anticuerpos, lo que se atribuy6 a la sinergia del anticuerpo y la carga positiva de quitosano
(Monsalve et al., 2015). Sin embargo, las nanoparticulas de quitosano tienen limitaciones tales
como una baja eficiencia de carga del farmaco y un bajo control sobre el peso molecular, ademas
de que debido a su carga pueden mostrar una mayor toxicidad que las nanoparticulas aniénicas y
neutras (Han et al., 2007; Zhang et al., 2021).

Si bien existen investigaciones que se han centrado en el estudio de las nanoparticulas como
sistemas de entrega de farmacos en el cerebro, algunas de las limitantes para poder estudiar la
capacidad de las nanoparticulas para llegar a este 6érgano son los métodos para ser detectadas y
observadas, por lo tanto, una estrategia utilizada para monitorear la biodistribucién y acumulacién
de NPs es el atrapar colorantes o flouroforos que permiten su visualizacion y seguimiento no
invasivo. Un ejemplo del uso de nanoparticulas poliméricas marcadas, en particular nanoparticulas
de fructanas es el trabajo de Kim y colaboradores en 2015, donde emplearon nanoparticulas de
levana para atrapar el colorante verde de indocianina (ICG) y de esta manera fuera posible rastrear
a las NPs, en este trabajo se encontrd que las nanoparticulas de levana-ICG se acumulan con éxito
en el cancer de mama mediante la interaccién especifica entre las moléculas de fructosa del levana
y el transportador de glucosa 5, sin embargo, ademas de la acumulacion de las nanoparticulas en
los tumores, también se encontr6 en otros 6rganos como higado, bazo y rifiones. De esta manera
resulta interesante analizar mas a detalle la distribucién y acumulacion de las nanoparticulas de
levana en modelos murinos pues estos ensayos nos permitiran conocer si las NPL pueden cruzar
la barrera hematoencefalica y llegar al cerebro. Ademaés, debido a que las nanoparticulas
poliméricas han mostrado ser biocompatibles, biodegradables y que no generan una respuesta

toxica en ensayos in vitro estas presentan una gran ventaja en esta area.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dado que existen muchas enfermedades cerebrales que no logran ser tratadas eficazmente debido
a problemas en la solubilidad de farmacos, en la dosis de administracién, o por las dificultades que
enfrentan estos compuestos para atravesar la barrera hematoencefalica, es fundamental buscar
nuevos sistemas de nanoacarreo y liberacion de biomoléculas en el cerebro. En los ultimos afos,
se ha propuesto el uso de nanoparticulas (NPs) como vehiculos acarreadores de farmacos capaces
de atravesar la barrera hematoencefalica, sin embargo, tienen una gran limitante y es la falta de
especificidad de éstas por el érgano o tejido a tratar. Por lo tanto, se requiere mejorar el disefio de
NPs de manera que tengan una entrega de farmacos maés selectiva y el tratamiento de dichas

enfermedades sea mas eficiente.
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JUSTIFICACION

JUSTIFICACION

Debido a que las nanoparticulas de fructanas han mostrado interesantes propiedades tanto de
biocompatibilidad, citotoxicidad, estabilidad, asi como su capacidad para atrapar biomoléculas,
surge el interés de estudiar su capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica, con el fin de
conocer su potencial para la entrega de farmacos en el cerebro. Este estudio sentara las bases para

el uso de las nanoparticulas de fructanas como sistema de nanoacarreo hacia el cerebro.

31



HIPOTESIS

HIPOTESIS

Las nanoparticulas de fructanas son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica y llegar a
cerebro debido a su tamafio nanométrico, morfologia esférica y su posible reconocimiento por los

receptores de glucosa presentes en las células endoteliales de la barrera hematoencefalica.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Generar un sistema de nanoacarreo basado en nanoparticulas de fructanas y demostrar su

capacidad de atravesar la barrera hematoencefélica.

Obijetivos especificos

e Seleccionar el sistema basado en nanoparticulas de fructanas que cumpla con
caracteristicas idoneas, tanto en su proceso de produccion, como en su potencial para
atravesar la barrera hematoencefélica.

e Estudiar la capacidad de las nanoparticulas de fructanas para cruzar la barrera

hematoencefalica mediante el analisis de su biodistribucién in vivo en modelos murinos.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Seleccionar el sistema basado en
nanoparticulas de fructanas que
cumpla  con caracteristicas
idoneas, tanto en su proceso de
produccion como en su potencial
para  atravesar la  barrera

hematoencefalica.

4

Analizar de las caracteristicas de
las enzimas productoras de
nanoparticulas de fructanas
Estudiar del proceso de sintesis
de las nanoparticulas de
fructanas.

Analizar de la morfologia de las
nanoparticulas de fructanas.
Determinar el tamafio de las
nanoparticulas de fructanas por
NTAyDLS.

Determinar la solubilidad de las
nanoparticulas de fructanas.
Seleccionar el sistema de
nanoacarreo basado en NPF que
cumpla  con  caracterisitcas
idoneas que favorezcan su cruce
por la BHE.
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Estudiar la capacidad de las
nanoparticulas de fructanas para
cruzar la barrera hematoencefalica
mediante el analisis de su
biodistribucién in vivo en modelos

Murinos.

l

Sintetizar el sistema nanoparticula
de levana-colorante verde de
indocianina (NPL-ICG).

Estudiar el efecto de la adicion del
colorante en la sintesis vy
caracteristicas de las NPL.
Estudiar la  cinética de
atrapamiento y liberacién del
colorante ICG en las NPL.
Estudiar la fluorescencia de las
NPL para los estudios in vivo.
Analizar la biodistribucion de ICG
libre en modelos murinos.
Estudiar la capacidad de las NPL
para cruzar la BHE en modelos

murinos.
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2 METODOLOGIA

2.1 Expresion y purificacion de las versiones truncadas de LevS de Leuconostoc
mesenteroides

Se transformaron células E. coli BL21 con los plasmidos de las fructansacarasas multidominio
IslA4, LevS N70 Tn38, AN8S5C vy la fructansacarasa unidominio SacB H243Ly se realizaron
preindculos a 37°C y 220 rpm durante 12-16 horas. Posteriormente, se realizaron fermentaciones
a las condiciones antes mencionadas y al alcanzar una densidad Optica de 0.6 UA se realizo la
induccion de la expresion del vector con IPTG durante 8 horas a 18°C y 120 rpm. Una vez
transcurrido el tiempo se cosecharon las células por centrifugacién y se almacend la pastilla celular
a-20°C. La lisis celular se realizé utilizando lisozima a una concentracion de 1 mg/mL durante 30
minutos a 4°C, ademas la lisis se continuo mediante 3 ciclos de congelacion-descongelacion y
ultrasonicacion a 70 % amplitud 10 segundos On, 30 segundos Off durante 5 minutos,
posteriormente el extracto se centrifugd y se recuperé el sobrenadante para la purificacion de la

enzima.

La purificacion se realiz6 empleando una columna de intercambio i6nico con una resina DEAE-
celulosa y la elucion se realizd a una concentracion de 350 mM de buffer de fosfatos pH 6.
Posteriormente, las fracciones obtenidas con cada una de las enzimas se concentraron por
ultracentrifugacion empleando tubos Amicon con una membrana de corte molecular de 30 kDa.
Esta ultrafiltracion se llevo a cabo a 6000 rpm a 4 °C y durante este proceso también se realiz6 el
cambio de buffer a buffer de acetatos 50 mM CaCl. 1 mM pH®6. Para corroborar la integridad y
pureza de la muestra concentrada se realiz6 un gel SDS-PAGE. Ademas, se cuantifico la

concentracion de proteina y se determind la actividad enzimética por el método de DNS.

2.1.1 Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes

Las proteinas se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE), utilizando una camara vertical Migthy Small Il con amperaje
constate de 20 mA para la migracion. Como gel concentrador se utiliz6 acrilamida al 4 % con pH

6.8 y como gel separador acrilamida al 10 % con pH 8.8. La muestra se mezclé con buffer de carga
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que contiene 0.125 M tris-Cl pH 6.8, 4 % SDS (w/v), 10 % glicerol (v/v), 10 % dep-

mercaptoetanol (v/v) y azul de bromofenol 0.05 % (w/v).

Para observar las bandas correspondientes a las proteinas separadas por electroforesis, se realizo
una tincion del gel con azul de coomassie (acido acetico 10 %, metanol 30 % y azul de coomassie
0.2 %) durante 30 min. Para remover el exceso de colorante se utilizé una solucion destefiidora
(metanol 50 % y acido acético 10 %) por tiempo indefinido, es decir, hasta que el gel se observara

totalmente transparente observandose claramente las bandas y marcador de peso molecular.

2.2 Determinacion de la actividad enzimatica y concentracion de proteina

2.2.1 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteina se realizd6 mediante el método de Bradford utilizando el reactivo
Protein Assay (Bio-Rad) y como estandar se utilizo albumina sérica bovina (BSA, Bio-Rad). La
determinacion se realizd reaccionando la muestra de enzima pura con el reactivo de Bradford
durante 5 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se determind la absorbancia a 595 nm

en un espectrofotometro (Eppendorf BioSpectrometer Kinetic).

La concentracion de proteina se determino con la siguiente ecuacion:

Ab5595nm) < 1 mg

FD
PCpysa 1000ug) (FD)

Concentracion proteina mg/ml = (
Donde:
Abssgsnm: Absorbancia de las muestras a 595 nm (UA)
PCssa: Pendiente curva estandar BSA ((UA/ug)/mL)
FD: Factor de dilucion

2.2.2 Ensayos de actividad enzimatica

La actividad se determind usando 100 g/L de sacarosa a una temperatura de 30°C, una agitacion

constante de 200 rpm y utilizando la cantidad de enzima necesaria para obtener valores de
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absorbancia cercanos a 0.9 UA a 540 nm. Para calcular la actividad enzimatica se tomaron 5
alicuotas de 50 pl c/u en diferentes tiempos de la reaccion (0, 2.5, 5, 7.5 y 10 minutos) y se
neutralizaron con 50 ul de &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Posteriormente, con el objetivo de
lograr la reduccion de un grupo nitro a un grupo amino las alicuotas se calentaron durante 5
minutos, lo que provocé el cambio colorimétrico de amarillo a rojo; posterior a esto las muestras
se dejaron en hielo durante 5 minutos y se afiadieron 500 pl de agua destilada. Finalmente, 10s
azucares reductores liberados se cuantificaron utilizando un espectrofotometro Eppendorf
BioSpectrometer Kinetic a 540 nm, empleando una solucién equimolar de glucosa-fructosa como
estandar. EI promedio y la desviacion estandar se obtuvieron de mediciones realizadas por

triplicado.

Las ecuaciones utilizadas para determinar la actividad enzimética volumétrica y especifica fueron

las siguientes:

Act AL lumétri U — (PA ) mg/mL 1 mol 1x106um01 (0.6mL)
ct.enzimética volumétrica i Enz PComs ) \ 180000 mg Tmol T—

Donde:

PAEenz: Pendiente actividad enzimatica (UA/min)

PCpbns: Pendiente curva de estdndar DNS (UA)

Venzima: Volumen de enzima utilizada en la reaccion (mL)

Act.enzimatica volumétrica U/mL

Act.enzimatica especifica U/mg = — -
pecif /mg Concentracion de proteina mg/mlL

La actividad enzimatica especifica se expreso en términos de U/mg, donde una unidad de actividad
(U) se define como la cantidad de enzima capaz de liberar un umol de azicares reductores por

minuto.

2.2.2.1 Determinacion de las constantes cinéticas
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Las constantes cinéticas se determinaron empleando 1 U/mL de enzima y se modifico la
concentracion de sustrato de 10 mM a 600 mM, la actividad se midié a 30°C, 300 rpm vy el

procedimiento fue igual al detallado en el punto 2.2.2.

2.3 Determinacion del efecto de las condiciones de reaccion de NPs

El efecto de las condiciones de reaccion en la sintesis de polimero de alto peso molecular se
determind modificando la concentracién de enzima (1 U/mLy 2 U/mL) y sacarosa (100 g/L y 200
g/L) en la mezcla de reaccion, sin embargo, el buffer de trabajo (Buffer de acetatos 50 mM CaCl:
1 mM, pH 6, temperatura (30°C) y agitacion (300 rpm) se mantuvieron constantes. De esta manera
las reacciones se detuvieron por congelamiento (acetona con CO2 sélido) y calentamiento a 90°C
durante 15 minutos para desnaturalizar la enzima. Las nanoparticulas se separaron de los
componentes de la reaccion por precipitacion con etanol, la purificacién de las NPs se realiz6
agregando 2.5 volumenes de etanol a 4°C durante 1 hora, posteriormente se centrifugaron las
muestras a 13,000 rpm a 4°C durante 20 minutos, se desecho el sobrenadante y se lavo la pastilla
celular 2 veces con 800 pL de etanol. El exceso de este se evapord a 70°C durante 10 min. Para
determinar la cantidad de polimero y caracteristicas de las nanoparticulas se resuspendio la pastilla

celular en el buffer de trabajo.

2.4 Cuantificacion de la cantidad de polimero de alto peso molecular por HPLC

La cuantificacion de polimero se realizd6 mediante el analisis de las muestras por cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC-SEC), utilizando la columna Ultrahydrogel linear (7.8 x 300 mm)
conectado a ultrahydrogel 500 (7.8 x 800 mm). El analisis se realizé empleando una fase de NaNOs
0.1 M, un flujo de 0.8 mL/miny un tiempo de corrida de 33 min. Como estandar se utilizé polimero
de alto peso molecular sintetizado por la fructansacarasa SacB con el que se generd una curva de

calibracion de 2.5 g/L a 30 g/L de polimero de alto peso molecular).

2.5 Observacion de NPs por microscopia electronica de transmision (TEM)

Para realizar la observacion de las nanoparticulas se utilizo la técnica de tincion negativa, que
permite la visualizacion de particulas en la escala nano. Se analizaron muestras a diferentes
tiempos de reaccion. Se colocaron 10 pL de las muestras sobre una rejilla de cobre y se dejaron

secar, posteriormente se colocé una gota de acetato de uranilo al 2 % y se dejé por 1 minuto,
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finalmente se retird el exceso de manera delicada con papel filtro. Posterior a este proceso las
muestras se analizaron en un microscopio electrénico de transmision marca ZEISS modelo Libra
a 120 kV

2.6 Determinacion de la solubilidad de las NPs de fructanas

El ensayo para determinar la solubilidad se adapté y modificé de metodologias previamente
reportadas para analizar la solubilidad de polimeros de glucosa y fructosa similares a las fructanas
(Feng et al., 2018; Cortés-Rojas & Oliveira, 2012; Pourfarzad et al., 2015). Las pruebas de
solubilidad se realizaron disolviendo 750 mg de polimero previamente liofilizado en 5 mL de agua.
Posteriormente, estas muestras se incubaron a 40°C durante 40 min y se centrifugaron a 6000 rpm
durante 10 min esto para determinar la cantidad de polimero que puede disolverse sin generar

sedimento. Se colecto el sobrenadante y se cuantificé por HPLC.

Andlisis de morfologia por TEM

v

Determinacion

Purificacién de NPS Liofilizacion de NPs R

por precipitacién con etanol

% \

' Determinacién de PDI y tamafio
@ por DLS

Figura 2.1. Proceso de analisis y obtencion de las nanoparticulas de fructanas. La determinacion
de tamafio, potencial Z y PDI se realizd en la mezcla de reaccion, al igual que su observacion por
TEM. Los ensayos de solubilidad se realizaron con el polimero previamente precipitado y
liofilizado.
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2.7 Medicion del tamafio de NPs e indice de polidispersidad por dispersién
dindmica de luz (DLS)

La dispersion dinamica de luz es un método fisicoquimico utilizado para determinar la distribucion
de tamafios de particulas en suspension. La distribucion del tamafio de nanoparticulas y el indice
de polidispersidad se determind por dispersion dindmica de luz midiendo el radio hidrodinamico
mediante el equipo Malvern Instrument Zetasizer 2000. El indice de polidispersidad es un
parametro obtenido de manera simultanea con el tamafio de particula y provee informacién sobre
la muestra: valores cercanos a 0 y menores a 0.1 indican que la muestra es monodispersa. El
potencial Z es un valor que representa el comportamiento electrostatico de una particula coloidal
en el medio donde se encuentre y se determina con el mismo equipo usando electroforesis Doopler

con laser.

2.8 Implementacion de un método de cuantificacion de nanoparticulas empleando
DLSy NTA

Con el objetivo de implementar un método para la cuantificacion de nanoparticulas de fructanas
en solucidn facil y accesible, se generaron curvas de calibracion con la cantidad de nanoparticulas
determinada por 2 diferentes estrategias: DLS con un Zetasizer Ultra y con el sistema NanoSight
NTA en diferentes concentraciones de polimero. Las curvas se realizaron empleando 5 diferentes
concentraciones de polimero (0.5, 1, 1.5, 2 y 2.5 mg/ml), se utilizaron nanoparticulas de inulina
(IslA4) y Levana (LevS N70 Tn38) esto con la finalidad de desarrollar una curva para cada tipo

de polimero.

2.9 Sintesis y caracterizacion del sistema NPL-ICG

El sistema NPL-ICG se sintetizo por reaccion enzimatica, ya que la nanoestructuracion se lleva a
cabo durante sintesis del polimero al agregar el colorante verde de indocianina (ICG) a la reaccion
este es atrapado durante el autoensamblaje. Las condiciones de reaccion fueron 30°C, 300 rpm,
pH 6 y se utilizaron 2 U/mL de enzima, 200 g/L de sacarosa y 3 diferentes concentraciones de
verde de indocianina (ICG) (1 mg/mL, 0.5 mg/mL y 0.2 mg/mL). El sistema se purificé con 2.5
volumenes de etanol como lo descrito en el apartado 11.2. Debido a que el colorante libre es soluble

en etanol, este fue eliminado durante la purificacion de las nanoparticulas, ya que tanto las
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nanoparticulas vacias como las nanoparticulas con colorante atrapado precipitan con el etanol

absoluto y por lo tanto pueden ser separadas del colorante libre.

2.9.1 Cinética de atrapamiento del colorante ICG

La cinética se realizo tomando muestras a diferentes tiempos de reaccion, desde los 10 minutos
hasta las 12 horas y la concentracion de colorante libre se leyd por absorbancia a 780 nm, de

manera que la disminucion en la cuantificacion de colorante nos indico el atrapamiento de este.
2.9.2 Determinacion de la eficiencia de atrapamiento y la capacidad de carga

Colorante atrapado ug
EA% = — (100)
Colorante inicial ug

Colorante atrapado
CC% — p ug

Nanoparticulas mg

2.9.3 Cinética de liberacion del colorante ICG y estabilidad del sistema NPL-ICG

La cinética de liberacion se estudio resuspendiendo en buffer PBS (pH 7.4) a 37°C el sistema NPL-
ICG sintetizado y purificado a las condiciones mencionadas en el apartado I1.7. Se tomaron
muestras a diferentes tiempos, desde 5 minutos hasta 12 horas y se leyeron por absorbancia a 780
nm. La liberacion del colorante se determind al observar un aumento en la absorbancia a través del
tiempo, lo que indicaba la liberacion del colorante de la nanoparticula, ya que segun lo observado
anteriormente las nanoparticulas y, probablemente la muestra cubierta por estas no muestra sefial
a 780 nm. En este ensayo existia un 30 % de la concentracion soluble de ICG en el medio de

disolucion.

2.10 Analisis de la fluorescencia de las NPL

Se estudid la fluorescencia de las nanoparticulas de levana, del sistema NPL-ICG y del buffer
PBS en un fluorémetro Perkin Elmer precisely PTP-1 a las condiciones de excitacion a 480 nmy

de emisién a 535 nm.
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2.11 Estudio de la distribucién de las NPL

Los ensayos in vivo con modelos murinos se realizaron bajo la aprobacion del Comité de Bioética
del instituto de biotecnologia (proyecto nimero 456). Para este ensayo se inyectaron por via
intravenosa ratones machos CD1 con peso de 20 a 23 gramos con NPL e ICG libre y después de 1
hora se realizd la extraccion de 6rganos y se observaron en el equipo XTREME IN VIVO del
Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada del Instituto de biotecnologia, UNAM a las
siguientes condiciones: Ex(730)-Em (830) y Ex(480)-Em (530).

Grupos

GC (GRUPO CONTROL): El raton se anestesio con isoflurano al 1 % y posteriormente se le

administré una dosis Unica de 0.05 mg/kg de ICG.

Procedimiento para variable (V1): Los dos ratones se anestesiaron con isoflurano al 1 % y

posteriormente se les administré una dosis de 62.5 mg/kg de nanoparticulas de levana.

2.12 Generacion de curvas de calibracion para la cuantificacion de nanoparticulas
de fructanas

Las curvas de calibracion se realizardn empleando 5 diferentes concentraciones de polimero (0.5,
1, 15 2y 25 mg/mL), estas curvas se validaron empleando absorbancia a 204 nm, por

cuantificacion en el equipo Zetasizer ultra y por nanotracking.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Seleccion de NPs de fructanas basada en su proceso de produccion y su
potencial para atravesar la barrera hematoencefalica

La seleccion de las NPFs se realizd con base en su factibilidad de produccién y propiedades
fisicoguimicas que permitan su uso como un sistema de entrega y liberacion de compuestos en el
cerebro. Si bien, conocemos la arquitectura de estas enzimas es importante que se estudie a fondo
su expresion, actividad y comportamiento cinético. Debido a que la produccion de las NPF es a
través de sintesis enzimética, analizar las caracteristicas de las enzimas, como su produccion,
actividad y comportamiento cinético es de suma importancia para lograr optimizar el proceso de

sintesis de estas NPF y por lo tanto seleccionar el mejor sistema de sintesis.

3.1.1 Andlisis de las caracteristicas de las enzimas productoras de NPs de fructanas

En este trabajo decidimos analizar cuatro enzimas que sintetizan NPF; la inulosacarasa IslA4 y 3
levansacarasas: la mutante unidominio SacB H243L, y las levansacarasas truncadas LevS AN85C
y LevS N70 Tn38, y todas ellas sintetizan principalmente polimero de alto peso molecular (figura
3.1) (Pefia-Cardefia et al., 2015; Ortiz-Soto et al., 2008; Martinez-Bahena, 2019; Martinez Morales,
2021).

LevS AN85C I Martinez-Bahena, 2021
115 630 768

LevS N70 Tn38 BN Martinez-Morales, 2021
115 668

IslA4 ] Pefia-Cardefta et l., 2015

209 734

SacB H243L I Ortiz-Soto et al., 2008

29 473

Figura 3.1. Representacion de la secuencia de aminoacidos de las fructansacarasas bacterianas
unidominio y multidominio. Verde: dominio N-terminal, Morado: dominio catalitico, Rosa:
region de transicion.
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Con la finalidad de analizar y comparar las propiedades cinéticas y de expresion reportadas de
estas cuatro enzimas se determinaron las constantes cinéticas de AN85C y LevS N70 Tn38 (Anexo
B.3). En latabla Il1.1 se observa que respecto a su expresion SacB H243L presenta 15.7 veces mas
expresion que IslA4y 3.6 veces méas que AN85C, sin embargo, LevS N70 Tn38 tiene una expresion
3 veces mayor que SacB H243L, 10 veces mas que AN85C y 51 veces mas que IslA4. Por otro
lado, respecto a los parametros cinéticos LevS N70 Tn38 presenta 37.8 veces mas eficiencia
catalitica que IslA4, 2 veces mas que SacB H243L y 4.17 veces mas que AN85C.

Tabla 3.1.1.1. Parametros cinéticos de IslA4, SacB H243L y las versiones truncadas de LevS
(AN85C y LevS N70 Tn38). Condiciones estandar de reaccion: 30° C, 300 rpm, 1 U/mL y 100 g/L
de sacarosa. Martinez-Morales, 20214; Mercado, 20228; Guillen-Tinoco, 2022¢; Espinosa, 2022°;
Pefia-Cardefia et al., 2015F; Ortiz-Soto et al., 2008F.

Enzima Actividad volumétrica kcat/Km S-//mM
(U/ml)
IslA4 66.5 + 2.64P 0.73E
SacB H243LC 1049 +16.30 13.5F
AN85CA 286 £ 2.37 6.63 +0.46
LevS N70 Tn38A 3417 +26.06 27.65 £ 2.65

Si bien con este primer andlisis determinamos que LevS N70 Tn38 es la enzima que presenta la
mejor expresion y eficiencia catalitica, es necesario analizar el proceso de sintesis de las NPs y sus

caracteristicas.

3.1.2 Estudio del proceso de sintesis de las NPs de fructanas desarrollado por las
enzimas AN85C y LevS Tn38

Debido a que la nanoestructuracion se ha observado en el polimero de alto peso molecular, es de
gran importancia contar con procesos que nos permitan obtener la mayor cantidad de este. Para
mejorar el rendimiento en el proceso de sintesis del polimero se modificaron las condiciones de
reaccion y se decidié utilizar dos distintas concentraciones de enzima (1 y 2 U/mL), dos
concentraciones de sustrato (100 y 200 g/L de sacarosa) y dos tiempos de reaccion (6 y 12 horas).

Este estudio se realizd exclusivamente con las enzimas LevS N70 Tn38 y AN85C ya que las
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condiciones optimizadas de produccion de NPF empleando a IslA4 y SacB H243L ya fueron
estudiadas y reportadas anteriormente (Hernandez-Rodriguez, 2021; Jiménez-Sanchez et al., 2019)
sin embargo, seran consideradas y analizadas posteriormente para la seleccion del sistema de
nanoacarreo. Se decidid no aumentar la concentracion de enzima y sustrato mas alla de las
propuestas ya que reportes anteriores determinaron que a una concentracién de enzima de 1.2
U/mL y 200- 400 g/L de sacarosa la cantidad de NPF ya no se ve modificada (Hou et al., 2020;
Belghith et al., 2012).

En la figura 3.11, se observa que a las diferentes condiciones solo se sintetiz6 polimero
nanoestructurado (polimero de alto peso molecular). En las condiciones de reaccion estandar
empleadas usualmente para estudiar estas enzimas (100 g/l sacarosa y 1 U/mL de enzima)
observamos que se produce la menor cantidad de polimero, obteniendo 44.3 g/L y 35.2 g/L para
ANB85C y LevS N70 Tn38, respectivamente. Por otro lado, al ocupar el doble de concentracion de
sustrato y enzima (200 g/L y 2 U/mL) se obtienen para AN85C y LevS N70 Tn38 112.9 g/L y 95.2
g/L, respectivamente, es decir, 2.5y 2.7 veces mas polimero que con las condiciones estandar de
reaccion. Ademas, en los experimentos de AN85C utilizando 200 g/L de sustrato y 2 U/mL de
enzima se observé una diferencia de 8.6 g/L de polimero entre las 6 y 12 horas, mientras que para
la enzima LevS N70 Tn38 la diferencia en la cantidad de polimero entre estos dos tiempos fue de
15 g/L, es decir 1.7 veces més que en AN85C, por tanto, el tiempo que permite obtener el mayor
rendimiento es 12 horas de reaccion. Estos resultados coinciden por lo reportado por
Charoenwongpaiboon y colaboradores en 2019 donde encontraron que al aumentar la
concentracion de enzima (inulosacarasa de Lactobacillus reuteri 121) y sustrato aumenta la
sintesis de nanoparticulas de inulina, sin embargo, en ese trabajo se encontré que por encima de

2.5 U/mL de enzimay 300 g/L de sacarosa la sintesis de NPs se ve disminuida.
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B
g/L polimero ” g/L polimero
| g
100 g/L 200gL —» B ! ! 8
m g g g 100 g/L 2009 —> §
£ 15 © 4
N <«— 1U/ml 2 U/ml 1 U/ml 2 U/ml % <«——1U/ml 2 U/ml 1 U/ml 2 U/ml
i &
. — —
443:+13|60.5+0.3 |55.5+1.3 [1043+1.8 6 |352:1.2| 42.7+06| 43.7:1.9| 79.9+0.2
_ I 4 100
@ 12 |59.1+1.5 (62.3+0.3 [87.6+1.6 E 12 | 52.7+0.5| 44.7+0.7| 729+2.4 I 180
£ - <
g Tamaiio nm o Tamafo nm
2 T 1 F 180 2 T 1
2 S 1 60
= 6 |882+1.1(804+0.8|92.78+1.0| 89.3+1.0 [ 6| 69.6:04| 67.2:0.2| 73.9:2.7| 747+07
160
12 [ 84.4+13 | 76.5+0.8 | 91.8+1.6 | 84.2+1.1 12 | 716+05]| 66.4+03| 75.7+1.8| 71.0:0.4
1 40

Figura 3.11. Efecto de las condiciones de reaccion en la sintesis de polimero y tamafio de
nanoparticula de: a) AN85C, y b) LevS N70 Tn38. Condiciones de reaccion a 30 °C, 300 rpm.

Ademas, decidimos analizar el efecto de las condiciones de reaccion de la sintesis de polimero en
el tamafio de nanoparticula, de esta manera se observo que el tamafio se mantiene en un rango de
76 a 92 nm en las nanoparticulas sintetizadas por la enzima AN85C, y de 66 a 75 nm para las
nanoparticulas sintetizadas por la enzima LevS N70 Tn38. Asimismo, se observé una diferencia
de 12.3 nm entre el menor y mayor tamafio de nanoparticula sintetizadas por la enzima AN85C, y
9.38 nm entre las NP producidas por la enzima LevS N70 Tn38, no obstante, es importante
recordar que los tamafios reportados corresponden a la media de una distribucion de tamafios y
que la resolucion del equipo es de 20 nm (Bhattacharjee, 2016), por lo tanto, las diferencias

observadas no son significativas.

Para entender el efecto que presentan cada una de las variables modificadas en este ensayo se
realizd un diagrama de Pareto, que permite conocer el orden de importancia de las variables que
intervienen en un estudio, ya que grafica la estimacion de los efectos estandarizados desde el efecto
mas grande hasta el efecto mas pequefio (Gutiérrez & Vara, 2008). El diagrama tambien grafica
una linea de referencia (linea roja) que indica cuales efectos son estadisticamente significativos
(Figura 3.111). De esta manera, se determiné que las 3 variables y sus combinaciones presentan un
efecto significativo sobre la produccién de polimero (figura 3.111), sin embargo, la variable que
presenta un mayor efecto es la concentracion de sacarosa (sustrato), seguido de la concentracion
de enzima en el caso de AN85C, y el tiempo en LevS N70 Tn38. Previamente Hernandez-

Rodriguez en 2021, analizo el efecto de las condiciones de reaccion en la sintesis de las
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nanoparticulas por la inulosacarasa IslA4 y encontré que la concentracion de sustrato fue la
variable que presenta mayor efecto en la cantidad de NPs sintetizadas, lo que coincide con lo

observado en este trabajo para las levansacarasas AN85C y LevS N70 Tn38.

A B

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es g/L polimero, a = 0.05) (la respuesta es g/L polimero, a = 0.05)

Término 14 Término 214

actor Nombre
Tiempo h
Enzima U/mL
Sacarosa g/L

actor Nombre y
Tiempo h c | |
Enzima U/mL |
Sacarosa g/l

B A

C

Nno»
no>

BC ‘ BC

AC AC

ABC ABC

0 10 20 30 £ 50 60 0 10 20 30 )
Efecto estandarizado Efecto estandarizado

Figura 3.111. Contribucidn de las variables en la produccion de polimero de: a) AN85C, y b)
LevS N70 Tn38. Aquellas interacciones que presentan significancia son las barras que
sobrepasan la linea roja.

3.1.3 Andlisis de la morfologia de las NPs de fructanas sintetizadas por las enzimas
AN85C y LevS Tn38

Una vez determinadas las condiciones de reaccion para obtener el mayor rendimiento en la sintesis
de polimero de alto peso molecular con las enzimas AN85C y LevS N70 Tn38, que fueron 200
g/L de sacarosa, 2 U/mL de enzima y 12 horas de reaccion, analizamos las caracteristicas de las
nanoparticulas a estas condiciones. Por lo tanto, se analizé la morfologia de las nanoparticulas
sintetizadas a través de microscopia electrénica de transmision (TEM). De acuerdo con las
micrografias obtenidas (figura 3.1V), las nanoparticulas presentan una morfologia esférica. En el
caso de las nanoparticulas de AN85C (A y B) se observa una distribucion de tamafios heterogénea,
es decir, se observaron nanoparticulas de diferentes tamafios esto similar a lo observado por
Valdez-Echeverria en 2021, en las nanoparticulas sintetizadas por SacB H243L, sin embargo, es
importante analizar el indice de polispersidad para determinar el nivel de heterogeneidad de la
muestra de NPs. Por otro lado, las nanoparticulas de LevS N70 Tn38 (C y D) presentaron una
morfologia esférica mas homogénea, con base en estos resultados se puede afirmar que los
polimeros de alto peso molecular sintetizados por las enzimas AN85C y LevS N70 Tn38 a las
condiciones de reaccion seleccionadas en este proceso de sintesis son capaces de alcanzar su CAC
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(Anexo B2) y nanoestructurarse a través de puentes de hidrogeno durante la sintesis enzimatica

formando asi nanoparticulas de morfologia esférica y altamente monodispersas.

Figura 3.1V. Micrografias de nanoparticulas de levanas sintetizadas por reaccion enzimética: a,
y b) LevS N70 Tn38; c, y d) AN85C.

3.1.4 Determinacién del tamafio de las NPs de fructanas sintetizadas por las
enzimas IslIA4 y LevS N70 Tn38

Con el objetivo de conocer la distribucién y tamafio promedio de las nanoparticulas de fructanas
se analizaron muestras de NPs de inulina (IslA4) sintetizadas previamente por Espinosa en 2022
y NPs de levana (LevS N70 Tn38) sintetizadas en este trabajo a una concentracién de 2.5 g/L por
las técnicas de Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) y DLS. Los resultados obtenidos por NTA
muestran que las nanoparticulas de inulina sintetizadas por IslA4 (figura 3.VA) presentan una
distribucion de tamafios desde 53 a 421 nm, sin embargo, la poblacion mas representativa (mas

del 80 % aproximadamente) tiene tamarios entre 53 y 69 nm, y un tamafio promedio de 84.1 + 2.1
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nm por NTA y de 112 =+ 5 nm por DLS, este ltimo determinado previamente por Herndndez-
Rodriguez en 2021. Por otro lado, las nanoparticulas de levana sintetizadas por LevS N70 Tn38
presentan una distribucion de tamafios de entre 51 y 433 nm (figura 3.VB), sin embargo, la
poblacion maés representativa (méas del 90 % aproximadamente) de nanoparticulas presenta un
tamafio de 51 nm, seguida de una segunda poblacién de 76 nm y algunas NPs de tamafios mayores
a 119 nm, ademas estas NPs presentaron un tamafio promedio de 65.4 = 0.8 nm por NTA y de
71.02 £ 0.44 nm por DLS. De acuerdo con estos resultados las nanoparticulas de levana presentan
tamafios menores a las NPs de inulina, esto probablemente se deba al grado de ramificacion de los
polimeros. La diferencia en el tamafio promedio determinado por NTA y DLS se debe a que el
DLS sobreestima ligeramente el tamafio (en aproximadamente un 10%), mientras que el NTA lo
subestima, sin embargo, este Gltimo tiene una mejor resolucion de tamafio (Tian et al.,2024;
Zhdanov, 2020).
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Figura 3.V. Distribucién de las nanoparticulas de fructanas determinado por NTA: a)
Distribucion tamafio de las nanoparticulas de inulna (IslA4); b) Distribucion de tamafio de las
nanoparticulas de levana (LevS N70 Tn38).
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3.1.5 Determinacion de la solubilidad de las NPs de fructanas

Debido a que la agregacion de las NPs podria causar complicaciones como trombosis al bloquear
los vasos sanguineos, fue importante determinar la concentracion de nanoparticulas a la que estas
comienzan a dejar de ser solubles y formar agregados que representen un riesgo en la salud. Por
lo tanto, una vez confirmada la formacion de nanoparticulas a las condiciones de reaccion
seleccionadas se analiz6 la solubilidad de las nanoparticulas sintetizadas por las cuatro enzimas:
SacB H243L, IslA4, AN85C y Levs N70 Tn38. Encontramos que el polimero sintetizado por SacB
H243L es el menos soluble, caso contrario, los polimeros sintetizados por IslA4, AN85C y LevS
N70 Tn38 presentan una solubilidad similar entre ellos que es 4 veces mayor del producido por
SacB H243L (tabla 111.2). Debido a que se ha reportado que la solubilidad de polimeros de glucosa
(dextran) depende del patron de enlace ramificado (Kiran et al., 2009), es probable que la
diferencia en la solubilidad observada en nuestras NPs se deba al grado de ramificacion de cada
uno de los polimeros. Previamente se ha reportado 0.05 % de ramificaciones para el polimero de
SacB H243L, de 10.5 % para IslA4 y de 17.3 % aproximadamente para los de AN85C y Levs N70
Tn38 (Jiménez-Sanchez et al., 2019; Quifionez, 2015). Estos resultados nos sugieren que en los
polimeros de fructosa con un mayor porcentaje de ramificacion confiere mayor solubilidad, lo que
puede deberse a un aumento de areas amorfas de los polimeros que favorecen la adsorcion y

retencién de agua (Diaz-Montes et al., 2021).

Se ha reportado que la levana sintetizada por B. subtilis KBI es capaz de solubilizarse hasta 40
g/L, mientras que la inulina de Eremurus spectabilis se solubiliza solo 7 g/L (Domzat-Kedzia et
al., 2019; Pourfarzad et al., 2015), la solubilidad de levana de SacB H243L esta por debajo de la
reportada, mientras que las nanoparticulas de IslA4, AN85C y LevS N70 Tn38 presentan una

solubilidad superior a la reportada.
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Tabla 3.1.5.1. Determinacion de la solubilidad de las nanoparticulas de fructanas en agua.
Condiciones a las que se determind la solubilidad de las NPs: 40° C, 400 rpm durante 40 minutos.
Concentracion inicial de polimero = 150 mg/mL.

Nanoparticulas Solubilidad mg/mL
IslIA4 107.57 £6.11
SacB H243L 29.11+1.35
ANB85C 111.32 + 0.49
LevS N70 Tn38 128.13 £ 0.48

3.1.6 Seleccion del sistema de atrapamiento y liberacion basado en NPs de fructanas

Considerando los datos obtenidos en los diferentes analisis de este trabajo, se propuso seleccionar
un sistema de NPs eficiente y con caracteristicas idoneas que favorezcan su entrada al cerebro al
cruzar la barrera hematoencefalica. Por lo tanto, se compararon las nanoparticulas generadas en
nuestro grupo de investigacién y se propuso seleccionar el modelo que cumpliera con los
siguientes requerimientos: que tuvieran tamarfios entre 70 y 180 nm, fueran monodispersas, neutras,
altamente solubles y que presentaran altos rendimientos de produccién que se considerd con los
g/L de polimero sintetizado. En la tabla I11.3 se resumen los datos recopilados de los 4 modelos de

NPF propuestos.

Tabla 3.1.6.1. Propiedades de las nanoparticulas de levana e inulina. *Jiménez-Sanchez et al.,
2019. Condiciones Optimas de sintesis: a) 200 g/L de sacarosa, 2 U/mL, 30°C y 350 rpm; b) 100
g/L de sacarosa, 1 U/mL de enzima, 37°C y 350 rpm; c) 200 g/L sacarosa, 2 U/mL

indice de
Polimero Tamafio NP Potencial Z . . Solubilidad
Nanoparticulas polidispersidad Referencia
g/L nm mV mg/mL
PDI
Hernéandez-Rodriguez,
IslA4 27.91+1.23 112 £ 5* -0.55+0.02 0.036 107.57 £6.11
20214
SacB H243L 22.70+0.08 111.9+0.70 -3.46+0.78 0.04 29.11+1.35 Guillen-Tinoco, 20228
AN85C 104.39+1.89 89.35+1.08 -1.33+0.17 0.086 111.32+0.49 Presente trabajo¢
LevS N70 T38 95.24 +2.47 71.02+0.44 -1.78 +0.22 0.044 128.13+0.48 Presente trabajo®
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Al comparar a las NPs candidatas encontramos que respecto al tamafio se encuentran en el rango
de los 71 y 112 nm, por lo que las cuatro cumplen con el tamafio deseado, este parametro fue
establecido debido a que se ha reportado previamente que las NPs menores a 200 nm pueden cruzar
la barrera hematoencefalica a través de endocitosis mediada por clatrina y que las NPs de
aproximadamente 100 nm presentan una penetraciéon mas profunda en el cerebro (Wohlfart et al.,
2012; Zhang et al., 2021). Con relacion a la monodispersidad se encontr6 que las cuatro
nanoparticulas tienen un PDI menor a 0.1, es decir, son altamente monodispersas, Y, respecto a su
neutralidad se determind que estas presentan un potencial Z de entre -3.46 y -0.55 mV
encontrandose cercanas a la neutralidad. A pesar de que las nanoparticulas de fructanas presentan
un valor de potencial Z cercano a la neutralidad, o que en otros sistemas se ha observado que
induce la agregacion, en estas NPF se ha demostrado que permanecen estables durante al menos
durante 15 dias (Jiménez-Sanchez et al., 2019), esta caracteristica es importante ya que se ha
reportado que las nanoparticulas neutras presentan tiempos de vida media prolongados en
circulacion, ademas de que presentan menor citotoxicidad que las NPs catiénicas (Blanco et al.,
2015; Zhang et al., 2021). De esta manera que las cuatro candidatas cumplen con estas tres
caracteristicas (tamafio, monodispersidad y neutralidad). Sin embargo, determinamos que las NPs
de SacB H243L son muy poco solubles, en promedio presentan 3.6 veces menor solubilidad que
las otras 3 NPs por lo que se descartaron para los andlisis posteriores. Debido a que las NPs de
IslA4, AN85C y LevS N70 Tn38 cumplieron con las caracteristicas antes mencionadas, fue
importante considerar sus procesos de sintesis y las caracteristicas de las enzimas que las
sintetizan. De esta manera primero se compard la cantidad de polimero obtenido para la formacion
de las NPs y observamos que IslA4 sintetiza 27 g/L de NPs de inulina, mientras que para AN85C
y LevS N70 Tn38 se sintetizan en promedio 100 g/L de levana, es decir casi 3.5 veces méas que
para IslA4, por lo que considerando el rendimiento del proceso de sintesis de NPs se decidié omitir
a las NPs de IslA4 en este proceso de seleccion, sin embargo, se propone en trabajos futuros
mejorar sus rendimientos de produccion con el fin de obtener una mayor cantidad de NPs pues
resulta interesante poder estudiar su biodistribucion in vivo asi como analizar su potencial como
sistemas de nanoacarreo en el cerebro ya que presentan diferente tipo de enlace y porcentajes de

ramificacion que las NPs de levana.

Sin embargo, una vez consideradas las caracteristicas de las nanoparticulas y sus rendimientos de

produccion los dos sistemas candidatos fueron las NPs de AN85C y LevS N70 Tn38, por lo que,
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para elegir solo un sistema se analizaron las caracteristicas de las enzimas que las sintetiza, es
decir, se considerd la produccion y eficiencia catalitica de las 2 enzimas (tabla 111.1), es este caso,
debido a que la enzima LevS N70 Tn38 presenta mayor produccion y eficiencia catalitica que
ANBS5C se decidid seleccionar como sistema final a las nanoparticulas de LevS N70 Tn38 pues
cumplen con el tamafio, carga, solubilidad y rendimiento de sintesis que las vuelven el mejor

candidato para su estudio y posible aplicacién como acarreador de compuestos hacia el cerebro.

3.2 Estudio de la capacidad de las NPs de fructanas para cruzar la barrera
hematoencefalica mediante el analisis de biodistribucion in vivo en modelos
murinos

Una vez seleccionado el sistema de NPL sintetizado por LevS N70 Tn38 para estudiar su capacidad
para cruzar la barrera hematoencefalica y llegar al cerebro fue importante implementar una
estrategia que permitiera rastrear a las nanoparticulas in vivo en modelos murinos, por ello se
decidié emplear el colorante verde de indocianina (ICG) (figura 3.VI) que ha sido atrapado
previamente en nanoparticulas de levana (Kim et al., 2015) y que ademas presenta una baja

toxicidad y es utilizado ampliamente en aplicaciones terapéuticas (Lim et al., 2023).
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Figura 3.VI. Estructura quimica del verde de indocianina (ICG).
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3.2.1 Sintesis del sistema de atrapamiento NPL-ICG

3.2.1.1 Efecto de la adicién del colorante ICG en la sintesis y caracteristicas de las
nanoparticulas de levana

Inicialmente, fue importante analizar si la adicion del colorante ICG a la mezcla de reaccion
afectaba la sintesis del polimero de alto peso molecular (PAPM) y por lo tanto de las NPs, para
ello se cuantifico por HPLC la cantidad de PAPM al agregar tres diferentes concentraciones de
ICG. Los resultados presentados en la figura 3.VII, muestran que de 4 a 10 horas existe una
disminucién en la cantidad de PAPM sintetizado al agregar el ICG a la reaccion, sin embargo, a
tiempo final (12 horas) la cantidad de polimero obtenida es similar en todos los casos en un rango
de 89.01 g/L a 102.19 g/L.

Efecto del ICG en la sintesis de PAPM
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Figura 3.VII. Efecto de la adicion del colorante verde de indocianina en la mezcla de reaccion
en la sintesis de PAPM.

Por otro lado, con el fin de analizar si el ICG afecta el tamafio y la dispersion de las NPL durante
su sintesis se analizé el tamafio y PDI de las NPs a diferentes tiempos reaccion. Los resultados son
mostrados en la figura 3.VI1II, donde se observa que de 5 minutos a 6 horas hay una disminucion
en el tamafio de NPs y el PDI y, que este ultimo se mantiene por debajo de 0.1, es decir que la
poblacion es monodispersa. Sin embargo, al analizar la cinética de sintesis se observo que en

ausencia de ICG la disminucion del tamafio de las NPs es mayor en comparacion con las muestras
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a las que se les afadié el ICG, ya que sin ICG hubo una disminucion de 83 nm a 67 nm de los 5
minutos a las 6 horas, es decir, un 20 % de cambio en el tamafio promedio de la poblacion. La
muestra que presenta 0.5 mg/mL de ICG presentd un comportamiento similar al control sin ICG
ya que hubo una disminucion de 78 a 68 nm, es decir, del 13 %. Caso contrario, las muestras con
0.2 y 1 mg/mL solo presentaron un cambio de 69 nm a 66 nm, lo que se encuentra dentro del
promedio de la distribucién. Si bien se observaron diferentes comportamientos en la cinética de
tamafio y PDI de las nanoparticulas en las diferentes muestras, es importante mencionar que a
tiempo final (12 horas) en todas las muestras el tamafio de NPs fue de 68-66 nm y que estas
presentaron un PDI menor a 0.1 lo que indica que nuestra poblacidn de nanoparticulas es altamente
monodispersa, por lo tanto, la adicion del colorante durante la sintesis de las NPs no modifica sus

caracteristicas después de las 6 horas.
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Figura 3.VIII. Estudio del efecto en el tamafio de nanoparticulas e indice de polidispersidad
(PDI) al adicionar el colorante ICG a la mezcla de reaccion durante la sintesis de nanoparticulas.
Lineas punteadas representan el indice de polidispersidad (PDI) y las lineas continuas el tamafio

(nm).

3.2.1.2 Estudio de la cinética de atrapamiento del colorante ICG en las
nanoparticulas de levana

Con el objetivo de determinar si el colorante ICG logra ser atrapado por las nanoparticulas de
levana, se propuso utilizar tres diferentes concentraciones de colorante para determinar la
eficiencia de atrapamiento: 1 mg/mL (limite de solubilidad del colorante en agua), 0.5 mg/ml y

0.2 mg/mL de ICG. El atrapamiento del ICG se realiz6 durante la sintesis enzimatica utilizando
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las condiciones Optimas para la sintesis de nanoparticulas reportadas para LevS N70 Tn38 en el

apartado 3.1.2 del presente trabajo.

Los resultados se presentan en la figura 3.1X, mostrando que para 0.2 mg/mL de ICG el
atrapamiento se da en las 2 primeras horas de reaccion y se da una estabilizacion entre las 2 y 10
horas, sin embargo, entre las 10 y 12 horas se observo un aumento en la cantidad de ICG atrapado.
Por otro lado, para la cinética de 0.5 mg/mL observamos algo similar, sin embargo, el aumento en
el atrapamiento de ICG de 1 a 2 horas es mas evidente. Por Gltimo, en la cinética de atrapamiento
al utilizar 1 mg/mL de ICG observamos que la mayor cantidad de ICG atrapado se alcanza a las 8
horas y después se estabiliza. Nuestros resultados indican que la cantidad de ICG atrapado depende
de la concentracién de ICG agregada a la mezcla de reaccion, de esta manera se obtuvo el mayor
atrapamiento de ICG empleando 1 mg/mL de ICG. Estos resultados indican que el colorante ICG
logra ser atrapado durante el autoensamblaje de las nanoparticulas, probablemente a través de la

formacidn de puentes de hidrogeno entre las nanoparticulas de levanay el ICG.
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Figura 3.1X. Cinética de atrapamiento del colorante verde de indocianina (ICG).

Por otro lado, se analizo la eficiencia de atrapamiento y la capacidad de carga del sistema. Los
resultados se muestran en la tabla 111.4, donde encontramos que con 1 mg/mL de ICG agregado

inicialmente se obtiene el mayor atrapamiento después de 12 horas de reaccion. Respecto a la

56



CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

capacidad de carga, encontramos que la mayor cantidad de ICG atrapado en este sistema es de
3.20 pg ICG/mg de NPL, en conclusion, observamos que, si bien la eficiencia de atrapamiento es

similar al emplear las tres diferentes concentraciones de ICG, esta depende de la concentracion
inicial de ICG utilizada.

Tabla 3.2.1.1. Caracterizacion de la eficiencia de atrapamiento y capacidad de carga del sistema
NPL-ICG. Condiciones de reaccion: 200 g/L de sacarosa, 2 U/mL, 30 °C y 350 rpm.

mg/ml ICG atrapado (mg) Eficienciade Capacidad de carga
ICG atrapamiento (EA%) (ug ICG/mg de NPL)
1 0.308 = 0.006 30.19% 3.20+0.14
0.5 0.167 = 0.004 33.26 % 1.75+0.09
0.2 0.077 £0.003 38.50 % 0.80+0.05

3.2.1.3 Estudio de la cinética de liberacién del colorante ICG vy estabilidad del
sistema NPL-ICG

Con el objetivo de determinar si el colorante es liberado de las nanoparticulas de levana después
de su atrapamiento, se estudid la cinética de liberacion usando buffer PBS con pH fisiol6gico
(37°C, pH 7.4). Los resultados se muestran en la figura 3.X, donde observamos que el 90 % del
colorante es liberado en las primeras 2 horas, posteriormente el otro 10 % es liberado de las 2 a las
12 horas. Estos resultados indican que la liberacion del colorante es rapida pero constante.
Nuestros resultados coinciden con lo reportado por Kim y colaboradores en 2015, ya que ellos

reportaron el 60 % de liberacion del colorante en la primera hora.
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Figura 3.X. Cinética de liberacion del colorante verde de indocianina (ICG) a condiciones
fisioldgicas 37°C, pH 7.4 durante 12 horas y determinacion del tamafio de nanoparticula durante
la liberacion del ICG a las mismas condiciones.

Por otro lado, se caracterizo el tamafio, indice de polidispersion y potencial Z del sistema NPL-
ICG empleando 1 mg/mL de ICG. Los resultados presentados en la tabla I11.5, muestran que el
tamafio del sistema es similar al tamafio de la nanoparticula sin ICG atrapado reportado en este
trabajo (71 nm), lo que nos indica que el atrapamiento del colorante no afecta el tamafio de la
nanoparticula. Estos resultados son contrarios a lo reportado por Kim y colaboradores en 2015, ya
que ellos obtuvieron un sistema de 202 nm, en este caso el peso molecular del polimero utilizado
por los autores fue de <2000 kDa, similar al polimero de alto peso molecular de LevS que es de
2200 kDa, sin embargo, es importante mencionar que el método de sintesis del sistema es distinto
ya que ellos no atraparon el ICG durante la sintesis enzimatica, si no que proponen la formacion
de nanoparticulas por la interaccion de las regiones hidrofobicas de la levana y una vez mezclando
la levana de alto peso molecular con el ICG se da la formacion de NPs y, por lo tanto, el
atrapamiento del colorante. Por otro lado, Lee y colaboradores en 2021 encapsularon ICG en
nanoparticulas de zeina-fosfatidilcolina y no observaron un cambio en el tamafio de nanoparticula,
tal como lo observado en el presente trabajo. Por lo tanto, el método utilizado para el atrapamiento

del colorante juega un papel crucial en las caracteristicas del sistema.
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Tabla 3.2.1.2. Caracterizacion las nanoparticulas de levana y del sistema NPL-ICG.

Tamaiio NPs Indice de Potencial Z  Nanoparticula
Muestra nm polispersidad mV s/mL
PDI
NPL 71.02+0.44 0.04 +£0.015 -1.78 £ 0.22 2.23x1012
NPL-ICG 64.3 + 0.83 0.04 +£0.01 -1.44 +0.32 2.59x1012

Asimismo, el indice de polidispersidad y potencial Z del sistema no se vieron modificados lo que
nos indica que la muestra se mantiene monodispersa y cercana a la neutralidad. Ademas, el
atrapamiento del ICG no modificé el nimero de NPL formadas. Estos resultados permitieron
conocer que las caracteristicas de nuestro sistema son comparables a las NPL libres, lo que es de
suma importancia, pues como se detall6 en el apartado 111.1, es importante que el sistema cumpla
con el tamario, neutralidad y homogeneidad adecuada para que mantenga su potencial para cruzar
la BHE.

3.3 Estudio de la capacidad de las NPs de levana para llegar al cerebro

Para poder estudiar si las NPL son capaces de cruzar la barrea hematoencefalicay llegar al cerebro
en ratones, monitoreamos su biodistribucion in vivo y extrajimos del 6rgano de interés para
determinar la presencia de estas por fluorescencia. Sin embargo, para poder llevar a cabo este
ensayo fue necesario realizar analisis previos sobre la fluorescencia que presentan estas NPs a las
condiciones en que pueden observarse los ratones y 6rganos en el equipo Xtreme Bruker que son
de Ex(480)-Em(535).

3.3.1 Estudio de la fluorescencia de las NPs de levana para los estudios in vivo

Con el objetivo de analizar si es posible detectar a las nanoparticulas in vivo se estudio su
fluorescencia en solucion asi como la del sistema NPL-ICG y del buffer PBS en un fluorometro a
las condiciones de Ex(480)-Em(535) que coinciden con las longitudes de onda del equipo Bruker
Xtreme donde se observaran posteriormente a los ratones. Los resultados se muestran en la figura
3.XI, en el panel A se observa el espectro de excitacion y en el panel B se observa el espectro de
emision de las nanoparticulas, del sistema NPL-ICG y del PBS. En el caso del espectro de

excitacion la longitud de onda de emision fue fijada a 535 nm, por lo que el espectro nos indica a
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que las longitudes de onda nuestra muestra absorbera para emitir en la Unica longitud de onda de
emision. Por otro lado, en el espectro de emision de fluorescencia la onda de excitacion se fijo a
480 nm.

Con estos resultados se identificd que las tres muestras presentan fluorescencia e incluso la
intensidad de fluorescencia obtenida es similar en las condiciones de excitacion y emision que
fueron para las NPL de 207-214, para el sistema NPL-1CG de 191-198 y de 21-22 para el PBS, en
este caso la intensidad de fluorescencia obtenida para el PBS son 9 veces menores que las obtenidas
en las NPL vy el sistema NPL-ICG por lo que, en los ensayos in vivo esperamos observar mayor

fluorescencia en los 6rganos extraidos de ratones inyectados con NPL que con el PBS.
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Figura 3.XI. Espectro de fluorescencia del PBS y las NPL determinado en el flourometro a las
condiciones de Ex(480)-Em(535). NPICGEM: Sistema NPL-ICG condiciones de emision;
NPICGEXC: Sistema NPL-ICG condiciones de excitacion; NPEXC: NPL condiciones de

excitacion; NPEM: NPL condiciones de emision; PBSEXC: PBS condiciones de excitacion;
PBSEM: PBS condiciones de emision.
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3.3.2 Anadlisis de la biodistribucion del colorante ICG libre en modelos murinos

Por otro lado, con el objetivo de determinar si el colorante libre es o no capaz de atravesar la BHE,
se inyecto el colorante libre en ratones y se observaron en el equipo xtreme in vivo a las condiciones
de (Ex(730)-Em(830), estas condiciones fueron seleccionadas ya que en estas es posible observar
la fluorescencia del colorante ICG. Los resultados mostraron que al inyectar el colorante libre este
se distribuia en todo el animal, incluso en el cerebro (figura 3.X11A). Para poder observar de mejor
manera la acumulacién del ICG libre en 6rganos de interés, principalmente el cerebro, se realizo
la extraccion del cerebro, higado y rifiones y estos se observaron a las mismas condiciones (figura
3.XI1B). Se encontr6 que el colorante se acumulaba en los tres 6rganos, lo que fue un resultado
inesperado en nuestro trabajo, pues de acuerdo con la literatura reportada el ICG no podia cruzar
la barrera hematoencefalica y llegar al cerebro al menos que esta barrera presentara dafios fisicos
(Keller et al., 2002; Sun et al., 2022; Kumar et al., 2019). La llegada del colorante al cerebro
probablemente se deba a que como ya ha sido reportado, el 95 % de ICG se une a proteinas
plasmaticas como la albumina inmediatamente después de la inyeccion intravenosa, de manera
que se ha observado que después de su unién la molécula es demasiado grande para cruzar la
barrera hematoencefalica, sin embargo, se acumula y concentra en los compartimentos
intravasculares sin invadir el parénquima cerebral (Foster et al., 2019; Kim et al., 2005), por lo que
es probable que sea lo observado en este ensayo. De acuerdo con estos resultados la administracion
del sistema NPL-ICG no permitird responder la pregunta de investigacion, que se centra en la
capacidad de las NPL para llegar al cerebro, pues el ICG libre se acumula en este 6rgano y no
permitira diferenciar la fluorescencia entre el ICG libre (liberado antes de que las NPL lleguen al
cerebro) y el colorante liberado de la NPL una vez que esta logra cruzar la barrera

hematoencefalica.
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Figura 3.XI1. Andlisis de la biodistribucion del ICG libre. Al: biodistribucion del ICG libre; All:
biodistribucidn de las NPL. B: fluorescencia de 6rganos de los ratones inyectados con ICG libre.
Condiciones Ex(730)-Em (830). Higado, II: rifiones, y Ill:cerebro.

Aprovechando la fluorescencia intrinseca de las NPLs, realizamos estudios de su biodistribucion
en modelos murinos para demostrar su capacidad para llegar al cerebro. Para este ensayo, se
administraron por via intravenosa NPL a ratones CD1, y después de ser sacrificados se les
extrajeron los rifiones, higado y cerebro, y se observaron en un Sistema Xtreme, Bruker a dos
condiciones: Ex(730)-Em(830) y Ex(480)-Em(535). Cabe destacar que en este estudio se utilizo
la inyeccion de PBS como control. Los resultados presentados en la figura 3. X111 muestran que al
administrar PBS por via intravenosa no se observo fluorescencia en los 6rganos a condiciones de
longitud de onda (Ex(730)-Em(830)). Por otro lado, cuando se inyectaron nanoparticulas de levana

se observo una ligera fluorescencia en el higado y en el cerebro, en particular en el cerebelo.
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Figura 3.XI11. Fluorescencia de érganos: a) administracion de PBS como control; b)
administracion de nanoparticulas de levana. Condiciones Ex(730)-Em(830). I: Higado; II:
Rifiones; I11: Cerebro.

Debido a la baja intensidad de fluorescencia observada en el ensayo anterior, se decidié modificar
las condiciones en las que se observaron los 6rganos, de esta manera se analizaron a Ex(480)-
Em(535), longitud de onda a la que las nanoparticulas de levana presentan mayor fluorescencia.
Como se observa en la Figura 3.X1V, a esta longitud de onda el PBS emite una ligera sefial de
fluorescencia en rifion y minimas sefiales en cerebro. Por otro lado, al administrar las NPL se
observa clara sefial en el cerebro, que fue mas abundante e intensa que en la muestra de PBS. Estos
resultados sugieren que las NPL logran cruzar la barrera hematoencefalica y llegar al cerebro.
Proponemos que las NPL pueden cruzar la barrera hematoencefalica probablemente a través de
los transportadores de glucosa-1 (GLUT-1) que es la via de transporte de aztcares como la glucosa
(Saraiva et al., 2016), ya que se ha informado previamente que estas NPL pueden ser transportadas
por los receptores GLUT-5 en el caso de las células cancerosas (Kim et al., 2015). Ademas, es
probable a que debido a su pequefio tamarfio estas puedan penetrar a través de las uniones estrechas
de las células endoteliales de la BHE (Zhang et al., 2021). Adicionalmente, recientemente se
reportd que las nanoparticulas de levana pueden ser reconocidas por los receptores CD44, por lo
que esta también podria ser una via por la que puedan ser reconocidas y crucen la barrera
hematoencefalica para llegar al cerebro (Lee et al., 2023; Galea et al., 2021). Con base en nuestros

resultados y con lo reportado previamente en la literatura, el cruce de las NPs de levana a traves

64



CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

de la barrera hematoencefalica podria favorecerse al funcionalizar su superficie y asi, puedan ser
reconocidas por otros receptores ademas de los GLUT y CD44. Ademas, resulta interesante
profundizar mas en los ensayos in vivo al realizar una estimacion sobre la cantidad de NPs que
logran llegar al cerebro, lo que nos permitiria conocer méas sobre el potencial de este sistema

respecto a la dosis de farmacos que podrian entregar en el cerebro.

A B

- 1.0e+003 - 1.0e+003

766.67 766.67

533.33 533.33

300.00 300.00

Figura 3.X1V. Fluorescencia de érganos: a) administracion de PBS como control; b)
administracion de nanoparticulas de levana. Condiciones Ex(480)-Em(535). I: Higado; II:
Rifiones; I11: Cerebro.
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CONCLUSIONES

En este trabajo de investigacion, se selecciond el sistema basado en nanoparticulas de levana
(NPL) sintetizado por la enzima LevS N70 Tn38 para estudiar su capacidad de llegar al cerebro.
Este sistema, ademas de generar NPLs que cumplen con caracteristicas que podrian favorecer su
cruce por la barrera hematoencefalica (una morfologia esférica monodispersa, un tamarfio de 71
nm y una carga superficial muy cercana a la neutralidad) presentd un rendimiento del 95 % de
conversion del sustrato en NPL. Por lo tanto, este sistema ofrece un proceso de sintesis eficiente

con altos rendimientos para posibles aplicaciones futuras.

Asimismo, se atrapo el colorante ICG en las NPLs, demostrando que su atrapamiento no afecta ni
el rendimiento de produccion ni las caracteristicas de las nanoparticulas. Al administrar este
sistema para estudiar la biodistribucion de las NPL en modelos murinos se observo que el colorante
libre puede llegar al cerebro, sin necesidad de ser transportado por las NLP, observacion que

contradice a lo reportado en la literatura (Keller et al., 2002; Sun et al., 2022).

Demostramos que las NPLs tienen fluorescencia intrinseca a Ex(480 nm)-Em(535 nm).
Aprovechando esta fluorescencia intrinseca de las NPL, pudimos realizar los ensayos de
biodistribucién y los resultados sugieren que estas pueden llegar al cerebro probablemente al
atravesar la BHE, respaldando asi la eleccion de nuestro sistema y confirmando nuestra hipotesis
planteada en este trabajo de investigacién. Adicionalmente estos resultados nos permitieron sentar
las bases para el desarrollo de este sistema basado en nanoparticulas de levana para la entrega de

compuestos en el cerebro.
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PERSPECTIVAS

La principal prospectiva de este trabajo es demostrar la capacidad de las nanoparticulas de levana
para cruzar la barrera hematoencefalica y llegar al cerebro. Por lo que, podriamos atrapar un vector
que contenga el gen de una proteina fluorescente que se exprese bajo un promotor de proteinas
especificas de células gliales, por ejemplo, el promotor de la proteina acida fibrilar glial (Gfap) de
astrocitos, que se encuentran exclusivamente en el sistema nervioso central y por lo tanto en el
cerebro (Shimizu et al., 2022; Zhou et al., 1997). Otra estrategia seria podria ser administrar NPL
en modelos murinos, extraer el cerebro y realizar ensayos de inmunohistoquimica empleando

anticuerpos anti-fructanas (Broson et al., 1999).

Por otro lado, se ha reportado que los médulos de union a carbohidratos (CBM) de las glucésido
hidrolasas podrian mejorar el reconocimiento de sustratos poliméricos gracias a la interaccion
entre sus residuos de triptofano y tirosina con los azUcares presentes en los polimeros (Lee et al.,
2004; Zhou et al., 2016). Estos hallazgos resaltan el potencial de utilizar los BMC como etiquetas
de fusion y como medio de unidn a nanoparticulas poliméricas (Oliviera et al., 2015; Boraston et
al., 2004). Por lo tanto, proponemos la seleccion de un BMC especifico para estudiar su union a
las nanoparticulas de levana, esto con el fin de desarrollar una nanoparticula unida a un CBM para
posteriormente fusionarlo a una proteina fluorescente y estudiar la capacidad de la NPL marcada
para atravesar la barrera hematoencefalica y llegar al cerebro mediante ensayos de biodistribucién

in vivo como los realizados en este trabajo.

Finalmente, ademas de confirmar el cruce de las NPL a través de la BHE, proponemos utilizar este
sistema para el atrapamiento de farmacos o compuestos que permitan tratar afecciones del cerebro,
adicionado a esto, consideramos de suma importancia funcionalizar a las NPL con un ligando para
un receptor especifico presente en la BHE y en el cerebro y asi aumentar su especificidad y

captacion en este drgano, favoreciendo asi la entrega del farmaco y/o compuesto de interés.
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ANEXOS
A. Implementacién de un método de cuantificacion de NPs empleando DLS

Con el objetivo de implementar un método para la cuantificacion de nanoparticulas de fructanas
en solucion facil y accesible, se generaron curvas de calibracion correlacionando la cantidad de
nanoparticulas determinada por 2 diferentes estrategias: DLS con un Zetasizer Ultra y el sistema
NanoSight NTA con las UA a 204 nm. Las curvas se realizaron empleando 5 diferentes
concentraciones de polimero (0.5, 1, 1.5, 2 y 2.5 mg/mL), se utilizaron nanoparticulas de inulina
(IslA4) y levana (LevS N70 Tn38) esto con la finalidad de desarrollar una curva para cada tipo de
polimero. Las curvas obtenidas para las nanoparticulas de levana e inulina se muestran en la figura
A.1l. En nuestros resultados, se observa que empleando los 2 métodos es posible obtener una
correlacion entre el numero de particulas y las UA a 204 nm determinadas para cada cantidad de
polimero, sin embargo, se observé que el nimero de nanoparticulas cuantificadas por NTA es 17-33
veces mas a las cuantificadas por Zetasizer ultra en el caso de las NPs de inulina'y 10-16 para las NPs
de levana, no obstante, ambos métodos detectan un aumento en el nimero de nanoparticulas conforme
se aumenta la concentracion de polimero, lo que nos indica que si bien existe una diferencia en el
namero de nanoparticulas detectadas, ambos métodos permiten la generacion de la correlacion entre
el nimero de nanoparticulas y las UA a 204 nm. El aumento observado en el nimero de
nanoparticulas detectado por NTA puede deberse a la sensibilidad del equipo, ya que este es capaz de
rastrear los movimientos de particulas individuales para calcular el coeficiente de difusion para cada
particula individual y determinar la concentracion (Austin et al., 2020), mientras que el DLS Zetasizer
utiliza la tasa de recuento de fotones como indicador de la concentracion de nanoparticulas,
siempre y cuando se realicé la medicion con MADLS (Multi-angle dynamic light scattering) (Sang
& Gao, 2014).
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Figura A.1. Curvas de calibracion generadas midiendo UA a 204 mn utilizando 5 diferentes
concentraciones de polimero y 2 métodos diferentes de cuantificacion de nanoparticulas: a)
Analisis de nanoparticulas de levana (LevS N70 Tn38); b) Analisis de nanoparticulas de inulina
(IslA4).

Es importante mencionar que la tasa de conteo de fotones en el DLS Zetasizer se define como el
numero de fotones detectados por segundo y tiene la unidad de kilocounts por segundo (Kcps) y
en un cierto rango de concentracion, la tasa de conteo de fotones es proporcional a la intensidad
de la luz dispersada de las dispersiones coloidales global (Zang & Gao, 2014). Por lo tanto, es
posible contemplar los valores de Kcps obtenidos en el Zetasizer ultra durante la determinacion de
tamafio y concentracion de nanoparticulas para cada una de 5 concentraciones de polimero para su
correlacion con la cantidad de nanoparticulas cuantificadas en el NTA, tal como se observa en la

figura A.2. En esta grafica podemos observar que existe correlacion entre el nimero de NPs y los
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Kcps detectados ya que ambos valores cambian conjuntamente a una tasa constante. De esta
manera, empleando esta curva estandar y analizando diferentes muestras en un DLS convencional
(no tipo MADLYS), es decir, empleando solo el scattering del angulo 173° que fue utilizado para
determinar los valores de Kcps de esta curva, podriamos obtener el valor de Kcps en una muestra

y este valor utilizarlo para la estimacion del nimero de nanoparticulas presentes.

A LevS N70 Tn38 NTA/Kcps
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Figura Error! No text of specified style in document..1. Correlacion entre el nimero de
nanoparticulas detectado por NTA y los Kcps detectados en el Zetasizer Ultra. A: Levana (LevS
N70 Tn38); B: Inulina (IslA4).

Con estos resultados es posible observar que se generaron curvas validadas por 2 métodos

diferentes: NTA y DLS Zetasizer ultra, en este caso, se propone determinar el valor de Kcps de la
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muestra problemay no las UA a 204 nm, pues la tasa de recuento de fotones (Kcps) tiene relacion
directa con la concentracion de nanoparticulas detectadas en el Zetasizer y es un valor que
podemos obtener en el equipo Malvern Zetasizer Nano ZS (ZEN3600) utilizado en nuestro grupo

de investigacion.

B. Estabilidad del colorante ICG a la temperatura

A.B.1 Estabilidad del colorante ICG a la temperatura de inactivacidon enzimatica

Debido a que el atrapamiento del ICG se realiza durante la sintesis enzimatica de las
nanoparticulas, un punto importante durante este proceso es la inactivacién de la enzima al final
de la reaccidn, la inactivacion enzimatica se realiza congelando y calentando la muestra durante
15 min a 95°C, por lo tanto, es importante conocer la estabilidad del colorante a estas condiciones.
En la tabla B.1, se muestran los resultados obtenidos después de someter el colorante libre a las
condiciones de inactivacion enzimatica y se encontré un 15 % de disminucion en la cuantificacion
del colorante, lo que nos indica que el ICG es inestable a temperaturas altas tal como ha sido

reportado anteriormente (Bjoérnsson et al.,1983).

Tabla Error! No text of specified style in document..1. Determinacion de la estabilidad del
colorante verde de indocianina a las condiciones de inactivacién enzimatica.

MUESTRA mg/L % PERDIDO
ICG 4+0.11 0
ICG 15 min calor 3.4+0.24 15.97 £3.18

C. Cinética de formacion de NPs de Levana

Con el objetivo de conocer la cinética de formacion de nanoparticulas de levana y determinar la
concentracion critica de agregacion (CAC), es decir la concentracion de PAPM necesaria para que
se formen las NPL, por lo tanto, se cuantifico la cantidad de polimero a diferentes tiempos y se
analizd su tamafio y PDI por DLS. Los resultados presentados en la figura B.1 muestran que a los
8 minutos se observa la aparicién de NPs en la muestra, es en este punto donde se presenta el PDI

mas alto, es decir, la muestra es altamente polidispersa, sin embargo, de los 8 minutos a los 20
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minutos se da una disminucion del tamafio de NPs y la poblacion se hace cada vez mas
monodispersa, disminuyendo el PDI de 0.39 a 0.037. Por otro lado, al analizar la cinética de
sintesis de PAPM se observa la formacién de NPs y por ende el autoensamble aparece entre los
3.3y 7.7 g/lL de PAPM. De acuerdo con nuestros resultados y a lo reportado previamente en la
literatura, la CCA para las nanoparticulas de fructanas es variable y depende de las condiciones de
sintesis de las NPs, asi como de la enzima utilizada. De acuerdo con lo reportado por Gonzélez-
Garcinufio y colaboradores en 2019 la CCA para NPs de levana es de 0.24 g/L, es decir, 22 veces
menor a lo observado en este trabajo, por otro lado, Jiménez-Sanchez y colaboradores en 2019
reportaron gque la CCA para las nanoparticulas de inulina es de 15 g/L, es decir 3 veces mas que a
lo reportado en nuestras nanoparticulas. Estos resultados ademés de ayudarnos a comprender la
formacion de las NPF, nos da informacion sobre en qué momento se comienza la

nanoestructuracion del polimero y por ende el atrapamiento de las moléculas de interés.
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Figura C.1. Cinética de sintesis de PAMP de tipo levana y evolucion del tamafio promedio de

las nanoparticulas de levana. Condiciones de reaccion: 2 U mL-1 de enzima, 200 g L-1 de
sacarosa, pH = 6, 300 rpm.

D. Determinacion de las constantes cinéticas de las fructansacarasas AN8SCY
LevS N70 Tn38

Para la determinacion de las constantes cinéticas de las fructansacarasas AN85C Y LevS N70 Tn38
se realizd un ajuste al modelo de Michaelis-Menten (Figura). Con estos resultados, ademés
observamos que ambas enzimas presentan una aparente inhibicidn por concentracion de sustrato a

600 mM de sacarosa.
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Figura D.1. Gréfico de la cinética de Michaelis y Menten de las fructansacarasas AN85C Y
LevS N70 Tn38. Condiciones de reaccion: 1 U mL-1 de enzima, pH = 6, 30°C y 300 rpm.

E. Determinacion del tamafio de las NPL y el sistema NPL-ICG por DLS

Se determino el tamafio de las NPL solas y del sistema NPL-ICG por DLS a una concentracion de
2.5 g/L de polimero de alto peso molecular y se encontré que en ambas muestras solo existe una
poblacion de NPs. Para las nanoparticulas de levana vacias el tamafio promedio determinado fue
de X nm (figura B3A) y para el sistema NPL-1CG de X nm, (figura B3B), estos resultados indican
que el atrapamiento del colorante ICG no modifica el tamafio de NPs.

) Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 7057 Peak 1: 7417 100.0 17.41
Pdi: 0.031 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.929 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality :
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Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 6574 Peak 1: 69.65 100.0 17.43
Pdl: 0.043 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0912 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality :
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Figura E. 1. Determinacion del tamafio de particula por DLS para las A) NPL y el sistema B)
NPL-ICG.

F. Andlisis de la absorbancia de las nanoparticulas a diferentes longitudes de onda

Se analizo el espectro de absorcion de las nanoparticulas de levana sintetizadas por LevS N70
Tn38, se realizd un barrido desde los 300 hasta los 780 nm. Se encontrd que las nanoparticulas
presentan absorbancia de los 300 a los 580 nm aproximadamente, sin embargo, esta disminuye
considerablemente después de los 400 nm (Figura F.1A). Esto coincide con lo previamente
reportado en donde se ha observado que las nanoparticulas de levana presentan mayor absorbancia

a los 320 nm (Zhang et al., 2015).
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Figura F. 1. Espectro de absorcion de las nanoparticulas de levana.
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