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RESUMEN

Hoy en dia las terapias utilizadas contra el cancer de higado como la quimioterapia y
radioterapia causan diversos efectos adversos para los pacientes, disminuyendo asi su
calidad de vida. La nanomedicina, es una ciencia emergente en la lucha contra el cancer, y
tiene como objetivo el aplicar nanoestructuras que ayuden al diagnéstico, tratamiento,
monitoreo y control de la enfermedad. Recientemente se han enfocado los esfuerzos para la
busqueda y desarrollo de nano transportadores que brinden un sistema de liberacion
controlada del farmaco y ademas sea tejido-especifico, para asi, minimizar los efectos
secundarios de la terapia en el paciente, y asegure el éxito de la terapia contra el cancer. En
el caso especifico del cancer de higado o carcinoma hepatocelular, las células afectadas por
este padecimiento son los hepatocitos, los cuales cuentan con ciertas caracteristicas Unicas
como es la presencia en su membrana de un receptor de asialoglicoproteina, el cual
reconoce hidratos de carbono en especial galactosa. En este trabajo, modificamos albumina
sérica bovina (BSA) lactosa, para obtener neoglicanos, se utilizaron diferentes métodos de
modificacion de la BSA, la glicacién se evalu6é por medio de electroforesis, espectroscopia
de infrarrojo y fluorescencia, al igual se realizé ensayos de bio-reconocimiento con Riccinus
comunis aglutinina | (RCA), obteniendo tres modificaciones que fueron altamente
reconocidas por RCA |. Posteriormente se sintetizaron gliconanoparticulas, a las cuales
fueron evaluadas por medio de dispersion dindmica de la luz (DLS), potencial Z y
espectroscopia electrénica de barrido (SEM). Se realizaron ensayos de bio-reconocimiento
con células HepG2 y HelLa que son lineas celulares cancerigenas de estirpe diferente,
mediante microscopia Confocal. En este trabajo se obtuvo como resultado el
reconocimiento de las nanoparticulas por parte de las células HepG2 procedentes de
carcinoma hepatocelular, demostrando asi que podrian ser utilizadas como transporte para

un farmaco antitumoral.



INTRODUCCION

El cancer representa un grave problema de salud publica a nivel mundial. Segun la Unién
Internacional Contra el Cancer (UICC), en nuestro pais, este padecimiento es la tercera
causa de muerte y estima que cada afio se detectan 128 mil casos nuevos. Ademas, la
Secretaria de Salud registré para el afio 2010, 70 mil 445 defunciones por cancer, siendo el
cancer de higado (CH) el tercer y cuarto tipo de tumores malignos gque mas afecta a
hombres y mujeres, respectivamente (INEGI (2014)). El indice de fatalidad del CH es de
0.99, es decir, casi el 100 % de las personas que enferman, muere (Aldaco-Sarvide 2012).
Sin embargo, cuando no hay un proceso cirrético subyacente, la sobrevivencia a 5 afos de
los pacientes con CH llega al 75 %. En cambio, en el 90 % de los casos de pacientes que
presentan una cirrosis previa, la sobrevivencia a 5 anos es del 5 al 15%. Lo anterior es
importante si se considera que en México un poco mas de 32 millones de personas de 12 a
65 afios consumen alcohol y son proclives a enfermar de cirrosis, aumentando a la vez su
riesgo al cancer de higado. Dada la gran relevancia de esta enfermedad, es necesario

seguir trabajando para obtener nuevas y eficientes técnicas de diagnostico y tratamiento.

El tratamiento de tumores cancerosos implica el uso de farmacos altamente t6xicos. Por lo
que estrategias que permitan reducir las dosis y de preferencia que sean tejido-dirigidas
serian de gran heneficio a los pacientes en la prevencion de efectos secundarios. La
nanotecnologia interviene con el desarrollo y aplicacion de nano-vehiculos de farmacos
(Drug Delivery, por su término en-inglés), posibilitando la liberacion controlada de los
mismos. Mas aun, permite la incorporacion de elementos moleculares para localizar un
tejido dafiado o un tumor cancerigeno, y dirigir el farmaco de manera especifica (Targeted
Drug Delivery). Aunque actualmente, los costos por las nuevas terapias son altos, se plantea
que la terapia dirigida del cancer podra reducir los costos en un mediano plazo (Mariotto,
Yabroff et al. 2011).

A la fecha, los principales vehiculos de farmacos se basan en compuestos inorganicos y
organicos. Entre éstos, la albumina tiene varias ventajas: es un material fisiologico,
biodegradable y de baja alergenicidad; la sintesis de particulas resulta facil y reproducible;

los diversos grupos funcionales que presenta esta proteina pueden ser utilizados para unir



moléculas de orientacion especifica de farmacos. Asimismo, la Administracion de Drogas y
Alimentos, aprobdé el uso de nanoparticulas de albimina para el transporte de farmacos en

pacientes humanos.

Actualmente se investigan mas de 100 agentes terapéuticos y de diagndstico incorporados
en micro y nanoparticulas de albumina (Dandagi, Mastiholimath et al. 2006). Sin embargo, a
pesar de las grandes ventajas de la albimina para transportar medicamentos, la entrega de

éstos sigue siendo inespecifica. Es decir, no son terapias dirigidas.

La direccién de un vector hacia un sitio localizado en el organismo puede conseguirse
emulando a la naturaleza y aprovechando moléculas biolégicas que sean reconocidas o que
reconozcan a la célula cancerigena. Es decir, cualquier molécula implicada en fenémenos
de bio-reconocimiento bioquimico, puede ser usada, incorporada a la superficie de una
nanocapsula, para producir un transportador con orientacion o especificidad (Kumar Khanna
2012). De esta manera, la funcion principal del transportador, serd, distinguir entre una
célula tumoral y una normal para eficientar asi, la terapia y evitar los dafios colaterales

asociados a los medicamentos.

Aplicando este principio, en los hepatocitos se ha estudiado un receptor conocido como
receptor de asialoglicoproteinas (RAGP), el cual reconoce carbohidratos, especificamente a
la galactosa. EI RAGP capta glicoproteinas al finalizar su vida media, retirdndolas del
torrente sanguineo. Cuando estas glicoproteinas son sintetizadas, sus oligosacaridos
contienen residuos de acido sialico terminal. A medida que transcurre el tiempo el acido
sidlico es eliminado y residuos de galactosa quedan expuestos; estos Ultimos son
detectados por los RAGPs de las células hepaticas. Asi, el complejo formado (RAGP-
glicoproteina) se introduce en la célula hepética (endocitosis) para degradar a la proteina
por accion de los lisosomas. Se estima que el RAGP se encuentra con una densidad de 500
000 moléculas por hepatocito y ademas su expresion persiste cuando se presentan los
hepatomas (Han, Oh et al. 1999).

El mecanismo de bio-reconocimiento del receptor RAGP puede aprovecharse para dirigir
nanoparticulas hacia el higado, si se coloca en la superficie de estos vehiculos, un
elemento de reconocimiento adecuado. A través de este Ultimo, la nanoparticula se
uniria al receptor RAGP, para ser endocitada, posteriormente degradad, liberando el
farmaco terapéutico. Por lo anterior, la presente propuesta pretende aprovechar la
interaccion RAGPs-galactosa para sintetizar nanoparticulas galactosiladas y cargadas
con farmacos antitumorales a fin de dirigirlas a las células del higado. Parte de nuestro
grupo de investigacion tiene amplia experiencia en interacciones receptores-carbohidrato,

demostrando recientemente que la lactosilaciéon de albumina (via reaccién de Schiff),



produce neoglicanos que son reconocidos por lectinas vegetales y adhesinas bacterianas
especificas para galactosas (Ledesma-Osuna, Ramos-Clamont et al. 2009, Sarabia-
Sainz, Ramos-Clamont et al. 2011). Asimismo, otros han reportado el reconocimiento de
los RAGP hacia elementos que contienen galactosa por albuminas modificadas. Por ello
planteamos desarrollar sistemas nanoestructurados a partir de albumina galactosilada
para el transporte de doxorubicina, el cual es un agente antitumoral eficiente para cancer
hepatico. De esta forma, los residuos de galactosas podrian ser susceptibles de bio-
reconocimiento por parte de los receptores de asiloglicoproteinas llevando a cabo un
transporte y liberacibn de doxorubicina, orientados especificamente a las células

hepaticas, es decir, se obtendra una terapia dirigida.

OBJETIVO PRINCIPAL

Obtencién de un glicoconjugado a partir de albumina y galactosa que sirvan para la sintesis
de nanovectores tejido-especificos para entrega de farmacos antitumorales hacia lineas
celulares de cancer de origen hepatico.

Objetivos Especificos

1. Modificar albumina sérica bovina (BSA) con carbohidratos basados en galactosa.

2. Caracterizacion de la albimina modificada, mediante electroforesis SDS-PAGE vy

espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR).

3. Sintesis de nanoparticulas y evaluacion de bio-reconocimiento por el receptor de

asialoglicoproteinas presente en lineas celulares de cancer de origen hepatico.



ANTECEDENTES

Nanotecnologia

Gracias a los avances cientificos sobre la manipulacién, preparacion, modificacion y
caracterizacion de materiales a escala nanométrica, se ha obtenido el conocimiento de
cémo es el comportamiento de la materia a nivel atbmico o molecular. Lo anterior ha llevado
a una nueva area del estudio denominada Nanotecnologia. En la actualidad, la investigacion
en nanotecnologia aplicada al 4rea de la medicina es ampliamente reconocida como una de
las principales promesas para el combate a diferentes tipos de patologias. La aplicacion de
la nanotecnologia en el diagndstico, tratamiento, monitoreo y control de sistemas bioldgicos
es denominada nanomedicina (Pimentel, Junior et al. 2007). El reto de la nanomedicina es
vigilar, controlar, construir, reparar y proteger todos los sistemas biolégicos humanos
mediante una intervencion a escala molecular y nanométrica para beneficio de la salud de
las personas (Boisseau and Loubaton 2011). De forma especifica, este nuevo campo de
estudio, abre un panorama alentador en cuestion de la investigacion para la terapia del

cancer.

En la actualidad, en el area de la medicina se ha desarrollado nuevas investigaciénes
utilizando la nanotecnologia. Su aplicacién en el diagnéstico, tratamiento, monitoreo y
control de sistemas biolégicos es denominada nanomedicina. Esto abre un nuevo panorama
en cuestion de la investigacion en cancer, ilustra muchas de las potencialidades de la
nanobiotecnologia a largo plazo ya que es de esperar que ayude a desarrollar una terapia

anticancer.

Diversos estudios que indican lo factible de la nanotecnologia para los tratamientos
personalizados y regenerativos. Por ejemplo, tenemos el trabajo realizado en la universidad
de Stanford, donde cientificos han utilizado nanotubos de carbono con capacidad de
aumentar la temperatura cuando son expuestos a la luz de un laser (Figura 1). Esta
propiedad es utilizada de forma experimental en ratones con linfoma inducido, observando la

reduccion de las células cancerosas mediante la simple exposicion de la piel del ratén a la



luz laser. También se menciona la inyeccion directa en el tumor, que posteriormente sera

expuesto a la luz cercana al infrarrojo y que destruiria el tejido (Pimentel, Janior et al. 2007).

Otro de los objetivo de la nanomedicina es transportar medicamento y liberarlo de forma
controlada, obteniendo concentraciones sostenidas del farmaco durante un periodo
prolongado y reduciendo la necesidad de administrar dosis repetidamente (Edlund and
Albertsson 2002). Actualmente se trabaja en obtener un sistema de transporte de farmacos
que reconozca la zona afectada y libere el medicamento selectivamente (targeting therapy)
(Gerber 2008).

Figura 1. Nanotubos de carbono, (A) nanotubos de
pared simple y (B) nanotubos de doble pared.

Aplicacién de la Nanotecnologia en el Area de la Farmacologia

La farmacologia puede definirse como el estudio de sustancias que interactdan con los
sistemas vivos a través de procesos bioquimicos, para regular, activar o inhibir procesos
corporales normales o anormales (Bertram and Katzung 2002). Un farmaco es cualquier
sustancia que produzca un cambio en la funcion biolégica a través de sus acciones quimicas
(Talevi, Quiroga et al. 2016). Para llevar a cabo una apropiada accion de dicho farmaco, es
necesario tomar en cuenta diversos factores como el medio fisiolégico en el que se
encuentran, la via de administracion, las barreras fisiolégicas a traspasar, las propiedades
fisicoquimicas del propio farmaco y la especificidad de la misma (Santa and Lépez Osorio

2013). Uno de los problemas de la bio-distribucion de los farmacos es la falta de



especificidad, es decir accion se puede presentar en tejidos donde no se requiere, ademas
de la posibilidad de alcanzar concentraciones que pudiera traer como resultado efectos

secundarios indeseables en el organismo.

El uso de sistemas de transporte que permita orientar a los farmacos, sea de forma pasiva
(biodistribucién sistémica inespecifica) o de forma activa (biodistribucién orientada a un sitio
diana), puede representar grandes ventajas comparado con la administracion de farmacos
convencionales (Bertrand, Wu et al. 2014). En este sentido, un vector con capacidad de
concentrar farmacos en el lugar requerido y en la forma adecuada sera de gran relevancia

en el tratamiento de patologias.

Sistemas de Liberacion Controlada de Farmacos

La forma clasica para administrar medicamentos se basa en el uso de tabletas,
comprimidos, unguentos topicos y soluciones via intravenosa. Estas formas de administrar
los medicamentos presentan la limitante en cuanto al bajo control sobre la manera y
cantidad de farmaco que llega al lugar deseado. Para asegurar concentraciones adecuadas
del medicamento, normalmente se requieren administraciones repetidas, lo que
ocasionalmente lleva a fluctuaciones en la concentracion del farmaco fuera de la ventana
terapéutica necesaria (Rojas-Aguirre, Aguado-Castrején et al. 2016). Asimismo, el farmaco
esta expuesto a los mecanismos de depuracion del propio sistema, a formar complejos con
proteinas residentes, a la modificacion quimica o enzimatica, acumulacion en tejidos sin

interés para la terapia, etc. (Santay Lopez Osorio 2013).

Para lograr obtener un control sobre el transporte y liberacién de los medicamentos, se
requiere de un vector que de forma general englobe a los farmacos. En las ciencias
farmacéuticas, se define como vector o vectorizacibn a un sistema estructurado que
encapsula un principio activo a manera de obtener mayor eficiencia de transporte y

aumentar la eficacia del farmaco.

Dentro de las principales ventajas de vectorizar un principio activo tenemos:

. Aumento en la eficacia de transporte de farmacos en medios fisiol6gicos

. Transporte de farmaco hacia lugares fisiol6gicos dificil de penetrar.

. Aumento de especificidad hacia tejidos de interés.

. Aumento de la actividad prolongada de un farmaco.

. Reduccion de la dosis de farmacos utilizados.

. Reduccion del riesgo de despertar una respuesta inmune en el organismo.



. Aumento en el control de la liberacion de un farmaco.

La Figura 2, muestra un grafico tedrico haciendo comparacion de un sistema de liberacion
controlada de farmacos contra la liberacién en forma libre. Es indudable que proporcionar
dosis Unicas de medicamentos sera de gran comodidad y seguridad para los pacientes,

ademas que la eficiencia terapéutica podrd aumentar.
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Figura 2. Comparacion de un sistema de liberacion controlada de farmaco contra la liberacion

libre de farmaco (Sarabia-Sainz, 2012).

Matrices poliméricas para transporte de medicamentos

Existe una gran variedad de materiales que pueden ser utilizados como matrices poliméricas
para el transporte de farmacos. Los materiales poliméricos se pueden clasificar en sintéticos
y naturales, por ejemplo, polimeros sintéticos como: acido poli-lactico-co-glicé lico (PLGA
por sus siglas en ingles), poli-e-caprolactosa (PCL por sus siglas en ingles), celulosas
modificadas, poliacrilamidas, entre otros. Asi como polimeros naturales como: albimina,
gelatina, quitosano, acido hialurénico y alginatos (Neira-Carrillo, Mufioz et al. 2013). En la
Tabla 1, tenemos una representacion de los materiales poliméricos mas utilizados para el
transporte de farmacos.



Tabla 1. Principales biomateriales utilizados para el encapsulamiento de
farmacos (Sarabia-Sainz, 2012)

Polimeros Farmacos

Acido Poli-lactico-co-glicolico (PLGA) Taxol, Paclitaxel, Estradiol

Acido polilactico (PLA) Hemoglobina, Proteina C
Poli-E-caprolactosa (PCL) Insulina, Taxol

Gelatina Paclitaxel

Quitasano Ciclosporina A, BSA

Alginato Teofilina, Diclofenaco

Carragenina Alopurinol, alcohol deshidrogenasa
Pectinas Metronidazol

AlbGmina Diclofenaco, Dexametasona

Transporte o Vectorizacién de Medicamentos de Forma Pasiva

Los sistemas micro o nanoestructurados para el transporte de farmacos, se caracterizan
principalmente por el mecanismo que utilizan para la distribucién a través del organismo.
Una manera de distribuir y entregar farmacos por parte de los vectores es denominada via
pasiva o inespecifica. Este tipo de vectorizacién, puede llevarse a cabo mediante procesos
de difusién, basados principalmente en el transporte de moléculas a través de membranas
celulares, lo que comunmente es conocido como gradiente de concentracién (Arellano and
Vazquez 2013). Otra de las caracteristicas importantes en la distribucién de farmacos, se
basa en el tamafio del vector utilizado, ya que de esto depende la ruta de administracién del
farmaco, asi como la via de eliminacion del mismo. Por ejemplo, en una administracion por
via parental, las nanoparticulas con tamafio menor a los 10 nm pueden ser filtradas y
eliminadas en los riflones. Asimismo, nanopatrticulas con un tamafio de hasta 100 nm suelen
por lo general salir del sistema sanguineo atravesando capilares. Nanoparticulas con un
tamafio superior a los 500 nm suelen ser mas susceptibles a ser fagocitadas por células del
sistema inmune (Shang, Nienhaus et al. 2014). El diametro de los capilares varia segun el

organo en el que se localice, sin embargo, el tamafio limite para que una nanoparticula
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pueda circular por estas vias, es alrededor de unos cuantos micrometros. En la figura 3
podemos observar el camino y deposicidn de nanoparticulas segin su tamafio dentro del

organismo.

Capilares

Las nanoparticulas de
hasta a 100 nm pueden
llevar a cabo la

Alveolos

Las particulas de 3-5
um pueden ser
extravasacion absorbidas y llegar a

circulacion sanguinea

Rinon

Las nanoparticulas
menoresa 10 nm
son chmmadas por

Higado
Las nanoparticulas
mavoresa 100 nm filtracion
pueden ser atrapadas en
el higado
Intestino
Las microesferas menores a 7um atraviesan el
epiteho mmtestinal. mientras las de mayor tamaiio
1 10 um pueden permanecer en el intestino

)

o °

Figura 3. Deposicion de nanoparticulas segun el tamafio en los principales

organos del cuerpo humano (Sarabia-Sainz, Ramos-Clamont et al. 2011)

Es importante sefialar que la distribucion de los vectores en un organismo en gran medida
es influenciada por su tamafio. Sin embargo, son muy importantes las propiedades quimicas
y fisicas del material que forma al vector, por ejemplo, la adhesividad, carga superficial,
capacidad de deformacién entre otros. Asimismo, en un proceso patolégico la circulacion
normal de las biomoléculas sufre cambios, favoreciendo el intercambio de metabolitos en el

lugar afectado y por lo cual, la vectorizacién pasiva puede ser favorecida.

Transporte pasivo por aumento de la permeabilidad y retencion (EPR) de la zona
afectada

El efecto de permeabilidad y retencién (EPR), se caracteriza por presentar una acumulacion
en tejidos afectados por traumas o tumorales de cierto nimero de moléculas enddgenas
(enzimas, vitaminas, aminoacidos, células, etc) o exdégenas (liposomas, nanoparticulas,
entre otros) de una manera mayor a la de tejidos normales. En el caso de tumores celulares,
este efecto se promueve debido a que requieren de un mayor flujo de factores de

crecimiento a través de los vasos sanguineos (Prabhakar, Maeda et al. 2013).
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Adicionalmente el tejido de las células tumorales carece de un buen funcionamiento en el
drenaje linfatico. Todos estos aspectos contribuyen en un transporte molecular con flujo
anormal, el cual puede ser aprovechado para el transporte de farmacos. La Figura 4,
muestra el flujo de nanoparticulas a través de los vasos sanguineos, el cual es mayor en las
areas donde existe células tumorales, debido a la separacion o malformacion entre células
endoteliales lo que permite un mayor flujo hacia células tumorales, adicionalmente se ve una

disminucion en el drenaje linfatico de las mismas.

Incremento en la acumulaciéon de
moléculas enddgenas y exdgenas debido
a la pérdida de continuidad vascular

Vaso sanguineo

Figura 4. Efecto EPR. Acumulacion de nanoparticulas en células tumorales
(Peer, Karp et al. 2007).

El efecto EPR ha venido tomando gran importancia en el transporte de farmacos usando
nanoestructuras como nhanoparticulas y liposomas en tejidos cancerosos. La posibilidad de
acumulacion de los nanotransportadores en el lugar afectado resulta de gran relevancia para

direccionar y liberar medicamentos en el area que se necesita.

Por otra parte, la conjugacion del efecto EPR con otras técnicas como el direccionamiento
de farmacos mediante vectorizacién activa es decir, vectores capaces de inducir un bio-
reconocimiento, generan nuevas estrategias para los tratamientos contra el cancer, siendo
asi mas eficientes en la distribucién del farmaco en tejidos cancerosos (Maeda, Nakamura et
al. 2013).

Transporte o Vectorizacién de Forma Activa

Los sistemas de vectorizacion activa se desarrollaron principalmente para evitar las pérdidas

de farmacos hacia otros lugares donde no se requiera, es decir, modificar la bio-distribucién
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de farmacos y dirigirlos hacia lugares especificos. Este tipo de vectorizacion se puede llevar
a cabo mediante la conjugacion de la superficie del vector con un ligando que posean un

receptor en un sitio especifico (Suarez 2016).

Recientemente, existe una gran variedad de trabajos en los que se basan principalmente en
una terapia anticancerigena con la implementacion de vectorizacién activa mediante el uso
de diversos ligandos de manera especifica, donde su funcién principal es la distincién entre

células normales y tumorales.

Mecanismos de vectorizacidn activa

Las técnicas de investigacion donde se involucra lo relacionado con la interaccién bioldgica
han sido aprovechadas extensamente. Por ejemplo, para la identificacién, aislamiento,
purificaciéon, cuantificacibn de biomoléculas, por ejemplo, las variantes de la técnica de
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, por sus siglas en inglés), cromatografia de
afinidad, ensayos con lectinas para identificacion de carbohidratos, entre otras. Este tipo de
técnicas de reconocimiento biol6gico son utilizadas ahora en la vectorizacion activa de
medicamentos (Tanaka and Chujo 2014, Suérez 2016). La vectorizacién activa se basa
principalmente en la conjugacion de la superficie del vector con un ligando (antigenos,
lectinas, adhesinas, etc.) que posea su receptor (anticuerpo, carbohidratos, péptidos,
vitaminas, etc.) en un sitio diana (Tanaka and Chujo 2014, Suarez 2016). Una aplicacion de
la vectorizacion activa donde se utilice la afinidad bioldgica entre lectinas y carbohidratos,
puede presentarse con las células hepaticas. Lo hepatocitos presentan en su superficie un
receptor de galactosas, conocido como receptor de asialoglicoproteinas de tal manera que
en una patologia de origen hepéatico, puede ser explotado la interaccion ligando-receptor.

Este mecanismo propuesto se representa en la Figura 5.
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Figura 5. Reconocimiento de un liposoma con residuos de galactosa en la
superficie a nivel de hepatocitos (Suarez 2016).

Ligandos y Receptores

Un ligando se define como cualquier molécula que pueda ser bio-reconocida dentro de un
organismo y que puede o0 no enviar una sefializacion celular, y de esta manera facilitar la
funcién del vector como un transportador ideal (Haburcak, Shi et al. 2016). El ligando se
puede encontrar en diferentes formas como son los anticuerpos, lectinas, algunas proteinas,
hormonas, entre otras. Dependiendo de la unidon de ligando—receptor sera su afinidad,

puede llegar hacer de alta, media o baja especificidad.

Receptores p | | 4
Antigeno celular
J» |Lectina celular <
35 Adhesina bacteriana = -

Ligandos
Anticuerpo

-

‘ Carbohidratos
complejos

[ _J] Carbohidratos @
simples, vitaminas,

péptidos, etc.

Figura 6. Ejemplos de ligando y receptores (Sarabia-Sainz, 2012).

14



Ligando especificos

Existen varias uniones ligando- receptor de alta especificidad como es el caso de:

e Antigenos- Anticuerpos: existen innumerables investigaciones con respecto al uso de
anticuerpos monoclonales debido a la propiedad de los anticuerpos de unirse con alta
especificidad y afinidad a una molécula blanco permitiendo su utilizacion como

herramientas esenciales en investigacion biomédica y clinica.

e Vitaminas-receptores: El uso de vitaminas como el 4cido félico, analogos de Vitamina
E Vitamina D, y la biotina, son algunos de los ligandos mas estudiados debido a la
capacidad que poseen de interaccionar con receptores especificos presentes en células
tumorales. Los receptores de acido félico se caracterizan por estar presentes de forma
muy abundante en células con cancer, ya que son requeridas en la sintesis de ADN
(Angulo et al, 2016; Huang, Duan et al. 2016).

e Lectinas- carbohidratos: Las lectinas son proteinas que poseen al menos un dominio
con sitio de union a carbohidratos, a través del cual interaccionan en forma especifica y
reversible con glicoconjugados y la interaccion es selectiva y puede ser de alta afinidad.
Recientemente se ha demostrado que carbohidratos como: galactosa, manosa, acido
sialico, entre otros, presentan la capacidad de interaccionar con receptores especificos,
como los receptores de asialoglicoproteinas presentes en células hepaticas (Xue, Feng
et al. 2016). Existe otra superfamilia de proteinas tipo lectinas denominadas galectinas,
estas reconocen carbohidratos unidos a macromoléculas complejas y representan un
potencial y prometedor agente terapéutico (Lin 2009). En este sentido para explotar las
interacciones lectina-carbohidratos se requiere del estudio de la ingenieria de

glicoconjugados.

Gliconjungados

Se define como carbohidratos enlazados covalentemente a una proteina, lipidos, péptidos
entre otros. Esto le confiere a la proteina o lipido al que este unido ser reconocidos
especificamente, ya que algunos receptores en célula son especificos para reconocen a
estos carbohidratos, lo cual les permite ingresar o unirse a la célula (Sangabathuni, Murthy
et al. 2016).
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Gliconanotecnologia

Como ya se abord6 en este documento, el desarrollo de la ciencia a nivel nanoscopico, ha
venido emergiendo y tomando un papel de gran importancia en areas como la medicina y la
biologia. Aunado a ésto, la gliconanotecnologia se define como la sintesis de nuevas
estructuras, modificadas superficialmente con carbohidratos, dando lugar a una disciplina
importante dentro de las areas quimicas y biol6gicas (Sangabathuni, Murthy et al. 2016). El
uso de carbohidratos en nanoestructuras proporciona habilidades para interaccionar en
sistemas biolégicos. El uso de la gliconanotecnologia, presenta grandes aplicaciones como
biosensores de glicoproteinas, agentes de contraste molecular, inhibicion de enzimas, y por

supuesto, en la entrega selectiva de medicamentos (Kaur & Mahajan, 2016).
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Figura 7. La creciente area de la gliconanotecnologia.

Las nanoparticulas glicosiladas son otra importante herramienta que han contribuido al
conocimiento de las interacciones lectina-carbohidrato. Por un lado, permiten compensar la
baja afinidad de este tipo de interacciones con una presentacion multivalente de los ligandos
(Jesus and Penadés 2006). A su vez, al tener un tamafio molecular la interaccién con las
lectinas es mas eficaz. Por otro lado, es posible poder controlar y analizar la sintesis de
glicoconjugados, lo cual permitiria poder disefiar una plataforma de interaccion multivalente

con una composicion homogénea de carbohidratos (Barrientos, de la Fuente et al. 2003).

Durante los ultimos afios se han venido utilizando las nanoparticulas para desarrollar

biosensores utilizando anticuerpos o sondas de ADN como elementos de reconocimiento
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biol6gico, sin embargo, son pocos los ejemplos de su uso como una herramienta util en el
ambito de la Glicomica (De La Fuente and Penadés 2004). Es posible encontrar ejemplos
donde se empleen nanoparticulas funcionalizadas con carbohidratos para evaluar
interacciones lectina-carbohidrato (Barrientos, de la Fuente et al. 2003, De La Fuente and
Penadés 2004) (Lopez-Cartes, Rojas et al. 2005) o para su uso en terapias antiadhesivas.
En cuanto al uso de gliconanoparticulas para el estudio de interacciones carbohidrato-lectina
existen algunas publicaciones que utilizan carbohidratos conjugados con oro, moléculas

fluorescentes (QDs) o magnéticas (Robinson, Fang et al. 2005, Sun, Weissleder et al. 2006).

Glicoproteinas

La glicoconjugacion de proteinas, es un proceso complejo que se da naturalmente durante o
al finalizar el proceso de sintesis de proteinas en las células. In vitro, la modificacion de
proteinas con carbohidratos puede ser dado por métodos enzimaticos denominados
glicosilacion. Asi también es posible distinguir otro proceso denominado glicacién, el cual

consiste en una modificacién quimica, exenta de enzimas glicosil transferasas.

En las patologias como la diabetes, la glicacién se presenta por las elevadas y prolongadas
concentraciones de glucosa o fructosa en sangre. Este proceso de glicacién de proteinas se
ha investigado de forma experimental para tratar de inducir una propiedad adicional a las
proteinas de interés ya sea para su uso en ciencias de los alimentos o en el area de la
bioquimica. Se ha reportado que el proceso de glicacion depende del tipo de carbohidrato, la
temperatura de reaccion, el pH, la caracteristicas propias de la proteinas, etc (Zhang, Ames
et al. 2008). La reaccion de glicacién o reaccion de Maillar, resulta interesante en el area de
la glicobiologia debido a que es un proceso de bajo costo, sin embargo, es poco controlado
(Fenaille, Morgan et al. 2004).

Debido a que los gliconjugados se demandan como poderosas herramientas en la
bioquimica, biotecnologia o la misma nanotecnologia, se han estudiado diversos procesos
para genera neoglicanos. Por ejemplo, en la literatura, destacan la utilizacion de agentes
como el EDC, NHS, NaBHsCN para generar productos conjugados con carbohidratos
(Farka$, Cizova et al. 2013). Los grupos funcionales principalmente aprovechados para
estas reacciones, son los grupos aminos de las proteinas y los grupos carboxilo de los

carbohidratos. En la Figura 8 se muestra un esquema que representa los pasos principales
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de las tres principales reacciones para obtener glicoconjugados. Asimismo, la relevancia de
las reacciones mostradas en la Figura 8 es que son utilizadas en este trabajo para modificar
BSA con derivados de lactosa.
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Figura 8. Representacion grafica de las principales reacciones usadas para
la modificacion de macromoléculas con carbohidratos.

La glicociencia ha recibido histéricamente menos atencién y menos financiamiento que la
investigacion de acidos nucleicos o proteinas. Las herramientas especificas disponibles para
el estudio de la funcion y estructura del glicano estdn mucho menos desarrolladas y han
retrasado el progreso de este campo. Los trabajos pioneros en el area de la glicobiologia y
sobre todo en la nanotecnologia fueron con nanoparticulas de oro funcionalizadas con
glicanos, empleadas por primera vez como templetes para el estudio de interacciones de
carbohidratos (Eissa, Abdulkarim et al. 2016). Durante la Ultima década, se ha reportado que
las nanoparticulas funcionalizadas con carbohidratos en sus superficies presentan
propiedades antibacterianas en Gram-positivas, Gram-negativas y micobacterias (Xue,
Pasparakis et al. 2011). Ademds, una razon importante para el interés especial en estos

materiales son sus potenciales aplicaciones como agentes o vectores terapéuticos.
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Uno de los ejemplos mas estudiados de vectorizacibn mediada por carbohidratos con
propiedades bacterioestaticas, se ha mostrado con nanoparticulas metélicas, manosiladas.
(Tseng, Chang et al. 2011). Con el mismo contexto, en este trabajo se plantea el disefio de
nanovectores de medicamentos con capacidad para ser orientados hacia un tejido
especifico, que posea la capacidad de reconocer e interactuar con dichas
gliconanoparticulas. De forma especifica, se intenta aprovechar la especificidad del receptor
de asialoglicoproteinas presentes en las células hepaticas. Este receptor es una proteina
con caracteristica de lectina debido a que reconoce galactosas presentes en las
glicoproteinas sanguineas. Se ha reportado en el cancer hepéatico el receptor de
asialoglicoproteinas continua presente, lo cual, representaria una ventaja para la

vectorizacion activa de las gliconanoparticulas para la terapia del cancer hepatico.

Cancer: Generalidades

El cancer se origina por el crecimiento celular descontrolado en alguna parte del cuerpo. La
trasformacion de las células normales en células cancerosas surge como consecuencia del
dafio del DNA, dando lugar a células incapaces de controlar su crecimiento y division. Esta
division celular incontrolada puede formar masas o tumores visibles en los érganos donde
se originan, y que denominamos tumor primario. Las células cancerosas tienen la capacidad
de invadir 6rganos vecinos a su lugar de origen y la de diseminarse por la sangre o la linfa a
zonas distantes y crecer en ellas, originando tumores secundarios que conocemos como

metastasis (Siegel, Miller et al. 2016).

Los distintos tipos de cancer se comportan de manera diferente (velocidad de crecimiento,
tendencia a la diseminacién, respuesta a los tratamientos, etc.) (Llovet, Ricci et al. 2008,
Siegel, Miller et al. 2016). Las terapias convencionales como es la radioterapia y
quimioterapia generan para el paciente diversos efectos adversos (DeSantis, Lin et al.
2014). Que lo condicionan a padecimientos agudos o crénicos algunos ejemplos son:

Efectos agudos:

Caida de cabello, anorexia.
Disminucién de células sanguineas.
Infecciones nosocomiales.

Irritacion estomacal.

Rigidez de la piel.

o g s~ w N ke

Entre otros.
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Efectos crénicos:

1. Riesgo coronario.

2. Enfermedades cardiovasculares.
3. Osteoporosis.

4, Disfunciones hormonales.

5. Entre otros.

Cancer Hepatico
El higado es el érgano méas grande del cuerpo, y uno de los méas importantes, debido a que
realiza diferentes funciones como:

. Descomponer y almacenar nutrientes, existen diversos nutrientes que deben ser

metabolizados en el higado antes de ser absorbidos en el intestino.

. Produce la mayoria de los factores de coagulacion.
. Segrega sales biliares que ayudan a la absorcion de nutrientes.
. Descompone el alcohol, medicamentos y desechos téxicos de la sangre, los cuales

son secretados por la orina y heces fecales (Llovet, Ricci et al. 2008, Siegel, Miller et al.
2016).
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Figura 9. Ejemplificacion de la composicidon del higado (Siegel, Miller et al. 2016).

Céancer hepético o cancer de higado, se denomina como un crecimiento anormal de las
células hepéticas o también conocidas como hepatocitos. El carcinoma hepatocelular es la
forma mas comun de cancer de higado en adultos, este tipo de afectacion se encuentra
predispuesta desde nacimiento, infecciones (hepatitis), abuso de alcohol, entre otras
(Aldaco-Sarvide 2012). Este tipo de cancer es de elevada incidencia y alta mortalidad,
siendo este uno de los principales tipos de tumores malignos que mas afectan a hombres y

mujeres.

El cancer de higado se clasifica en dos etapas, la etapa primaria del carcinoma
hepatocelular es una de ellas y se caracteriza por tener diversos patrones de crecimiento, en
algunos casos estos comienzan con un tumor pequefio que va creciendo, sin embargo
existe otro tipo en el cual aparecen varias manchas a través del higado, este tipo de
carcinomas esta asociado con personas que presentan cirrosis hepatica (Aguilar-Olivos et
al., 2016). Otra etapa es el cancer secundario de higado o cancer metastico, el cual consiste
en el padecimiento de cancer que se propaga por varias regiones del cuerpo, por ejemplo si
se origina en otro 6érgano y se esparce hacia el higado, se dice que es un cancer de higado

secundario.

La organizacion mundial de la salud (OMS) estima una prevalencia de que por cada

100.000 personas en el mundo, 30 personas padecen de cancer de higado. El indice de
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fatalidad de este tipo de cancer es del 0.99, es decir, casi el 100% de las personas que lo
padecen mueren (INEGI, 2014).

Los tratamientos contra el cancer de higado se caracterizan por frenar el avance del tumor
y tratar los sintomas ocasionados por esta patologia. Dentro de los tratamientos utilizados
contra el cancer de higado, tenemos la terapia ablativa, terapia de radiacion o radioterapia,
gquimioterapia, entre otros (Mokdad et al., 2016). Estos tipos de tratamiento contra el cancer
de higado resultan un tanto agresivo para las personas que sufren esta patologia, debido a
que las terapias utilizadas, como la radiacion frecuentemente dafa tejido sano, es por eso
gque la aplicacion de nuevas terapias tejido-especificas es de vital importancia en este tipo

de padecimientos.
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MATERIALES Y METODOS
Materiales

Todos los reactivos usados fueron de grado analitico. La albumina sérica bovina (BSA),
lactosa, glutaraldehido (25%), Acido lactobionico, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC), cianoborohidruro de sodio (NaBH3CN) fueron

obtenidos de Sigma-Aldrich, St Louis, Mo. USA. Los galactoologosacaridos (GOS) fueron

N-Hydroxysuccinimide (NHS),

donados por la Dra. Gabriela Ramos investigadora del Centro de Investigacion en

alimentacién y Desarrollo A.C.

Métodos

Glicacion de la Albumina

En este trabajo se realizaron diferentes tratamientos de glicacion de la BSA. En la Tabla 2

se indican las condiciones de glicacion usadas para este trabajo.

Tabla 2. Condiciones de glicaciéon de BSA

Identificacionde | BSA | Lactosa | Ac. Lacto- | Galactoolig- | *EDC/NHS *NaBH,CN

Muestra (mg) (ma) bionico osacaridos (mg) (mg)
(mg) (mg)

BSA@GOS 20 _ - 200 - 162

BSA@Lactosa 20 400 - - - 162

BSA@AcLac 20 - 400 - - 162

BSA@AcLacEDC | 20 - 20 - 1551115 -

***BSA-Lac 1000 1000 - - - -

*Los tratamientos donde se utiliz6 EDC/NHS se realizaron en bufer MES 0.1 M,

durante 5 dias.

**La glicacion donde se us6 NaBHsCN, se realizaron con PBS, pH 7.2, durante 5

dias.

***L_a muestra BSA-LAC, se llevé a cabo en seco, a 100 °C, durante 30 min.

En todos los tratamientos, después del proceso de glicacion, la BSA fue sometida a
dialisis para eliminar residuos no unidos a las proteinas.
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Las propiedades fisico-quimicas, cambio de masa y estructura molecular de los
glicoconjugados obtenidos se evaluaron por métodos de caracterizacion como:

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE), Espectrometria Infrarroja.

Caracterizacion de la Albumina

Electroforesis SDS-PAGE
La masa molecular de la albumina modificada con lactosa BSA-Lac se analiz6 mediante

electroforesis bajo condiciones desnaturalizantes y reductoras usando geles de
poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE) de acuerdo a (Laemmli 1970). Las ranuras del Gel
fueron cargadas con 10 pg de proteina y fue tefiido con azul de Coomassie. La masa
molecular relativa de la muestra se calculd por la comparacién entre los marcadores de peso

molecular. En este experimento la albimina sin modificar se utiliz6 como control.

Espectroscopia Infrarroja FT-IR
El andlisis de grupos funcionales presentes en la albimina modificada con lactosa BSA-Lac

fue realizado mediante FT-IR (Gller, Vorob'ev et al. 2016). Espectros de infrarrojo fueron
obtenidos utilizando un espectrémetro FT-IR con un médulo UATR (Spectrum Two, Perkin
Elmer, USA) a una resolucion de 4 cm-1 en un rango de 500-4000 cm-1. Todos los ensayos

se realizaron por triplicado.

Ensayos de Biorreconocimiento de la BSA modificada con RCA
La lectina de RCA es una proteina usada para determinar la presencia de galactosas en

diferentes tipos de muestras. En este trabajo, la BSA sometida a glicacion fue analizada con
RCA mediante ensayos tipo ELISA o también conocidos como ensayos con lectinas ligadas
a enzimas (ELLAs, por sus siglas en ingles). Los ELLAs se efectuaron siguiendo el
procedimiento descrito por Sarabia-Sainz y colaboradores (Sarabia-Sainz, Ramos-Clamont
et al. 2011) con ligeras modificaciones. La BSA sometida a glicacion (20 pug/100 mL) fue
inmovilizacién en placas de ELISA se realiz6 con soluciéon amortiguadora de fosfatos (10
mM) salino (0.9%) a pH 7.4 (PBS). Las interacciones inespecificas se bloquearon durante 1
h con PBS conteniendo BSA al 1.5%. Se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 20 al 0.05%
(TPBS). Posteriormente se incubd durante 2 h con 100 pl de solucién de RCA (5 pg/ml)

Nuevamente se realizaron 3 lavados, seguidos de la incubacion con estravidina-peroxidasa
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(1:1000) durante 40 min. Finalmente se evidencio la interaccion biolégica usando OPD (o-

fenildiamina dihidroxilo) como sustrato, leyendo las placas en un lector de ELISA a 450 nm.

Sintesis de Nanoparticulas de Albumina
Las nanoparticulas de albumina fueron preparadas segun el método descrito por Gallegos-

Tabanico (Gallegos-Tabanico 2017). Primero 10 mg de BSA proveniente de los tratamientos
de glicacién, fue disuelta en 1 mL de agua desionizada. La desolvatacion de la BSA y por lo
tanto, la formacién de nanoparticulas, fue promovida por la adicion de etanol gota a gota y
manteniendo la solucién en agitacion. Después de la desolvatacién, se adicioné 5 pL de
glutaraldehido al 8%, para inducir el entrecruzamiento de las moléculas de BSA y dar
estabilidad a las nanoparticulas formadas. La mezcla se dej6 en agitacion durante 5 horas y
las nanoparticulas fueron recuperadas y lavadas con agua desionizada mediante 3

centrifugaciones.

Caracterizacion de las Nanoparticulas

Tamario y Carga Supefficial
La distribucion de tamafios y la carga superficial (potencial Z) fueron medidas utilizando el

equipo de dispersion dindmica de luz (DLS, por sus siglas en inglés) Zetasizer Nano ZS 90
(Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK) (Thao, Byeon et al. 2016). Las muestras fueron
diluidas con PBS a una concentracion de 1mg/mL a un pH de 7.4. Los experimentos se
realizaron a una temperatura de 25°C utilizando un angulo de medicién de 90°. Todas las

mediciones fueron realizadas por triplicado.

Observacion morfolégica mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

La técnica de microscopia electronica de barrido (SEM) fue utilizada para visualizar las
caracteristicas morfologicas de la superficie de las NP-BSA y BSA-Lac (Kim et al., 2016).
Las muestras previamente liofilizadas fueron colocadas en una cinta carbén de la superficie
del SEM para posteriormente ser incidido un haz de emision sobre la muestra con un equipo
SEM (JSM-7800F, JEOL, Japan) a 0.6 KV de voltaje de aceleracion y una resolucion de
20,000X. El mismo procedimiento fue utilizado para las dos muestras de nanoparticulas,
tanto NP-BSA como NP-BSA-Lac.
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Ensayos de Bio-reconocimiento de la Nanoparticulas

Cultivo de las lineas celulares Hep G2 y HelLa
Las lineas celulares Hep G2 (ATCC®HB-8065") y HelLa (ATCC® CCL-2") fueron adquiridas de

ATCC (Manassas, VA, USA). Los cultivos de las dos lineas celulares se realizaron de forma
similar. Las células fueron cultivadas en botellas de 25 cm? con 7 mL de Medio de Cultivo
Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM, botella de 500 mL de GibcoTM GlutaMAXTM
Supplement, HEPES, numero de catalogo 10564-029 de ThermoFisher Scientific) y
suplementado con penicilina 10 Ul/mL, estreptomicina 0.5 mg/mL (10,000 unidades de
penicilina y 10 mg estreptomicina por mL en 0.9% NaCl, y piruvato de sodio 1 mM,
esterilizado por filtracién. Para el mantenimiento del cultivo se utiliz6 5% de suero fetal
bovino (SFB, Sigma-Aldrich), se incubaron a 37°C, con 5% de CO2 y 90% de humedad.

Cada tercer dia se retir6 el medio del cultivo, se hizo un lavado con solucidon salina
fisiol6gica estéril y se agregaron 7 mL de DMEM con 5% de SFB (Suero Fetal Bovino) y
suplementado. Cuando se conseguia una confluencia superior al 90% en el cultivo se
retiraba el medio, se hacia un lavado con solucién salina fisioldgica y se anadian 300 pL de
Tripsina-EDTA, se incubaba por 5 minutos a 37°C y se afiadian 2 mL de DMEM con 5% de
SFB para inactivar la Tripsina. Se tomaba un 1 mL de la suspensién celular (pase) para
colocarse en una nueva botella. Se afiadian 6 mL de DMEM con 5% de SFB y

suplementado a cada botella y se volvian a incubar a las condiciones antes descritas.

Ensayos de Interaccion Células-Nanoparticulas
Las células fueron expuestas a las nanoparticulas a diferentes tiempos, con el fin de evaluar

la internalizacion y el reconocimiento especifico entre los receptores de asialoglicoproteinas
de la linea Hep G2 y los carbohidratos presentes en la nanoparticulas. Como controles se
usaron células Hela, las cuales no presentan receptores para galactosa, asimismo se
usaron nanoparticulas sin glicar. El experimento se llevé a cabo de la siguiente manera: Las
células se sembraron en placas de 96 pozos, hasta formar una monocapa confluente,
empleado las condiciones previamente establecidas. Las células fueron lavadas con PBS y
posteriormente se adicionaron las nanoparticulas (1 pg/mL) previamente marcadas con
fluoresceina (FITC). La interaccion fue evaluada a los 30 y 90 minutos en un Microscopio

Confocal Fluorescente (Nikon TiEclipse C2+).
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RESULTADOS Y DISCUSON

Caracterizacion de la albumina glicada

La adicion de azlcares a la molécula de albumina incrementa la masa molecular de las
proteinas. La técnica de SDS-PAGE fue utilizada para evaluar el peso molecular de BSA-
Lac, y con ello tener una medida indirecta del grado de glicacion de BSA. En la figura 10 se
muestra la electroforesis de los productos de glicacién de la albumina con lactosa en las
diferentes condiciones usadas. Al comparar los patrones de migracion de las proteinas
sometidas a los diferentes tratamientos y la BSA sin modificar, solo se logra observar el
incremento de la masa molecular de la BSA-Lac. Segun la estimacion de la masa obtenida
para la BSA-Lac, representa un 22%, correspondiente a 81 kD. Este resultado concuerda
con lo reportado previamente en el grupo de investigacién de la Dra. Luz Vazquez
(Laboratorio de bioguimica de proteinas y glicanos de CIAD). Los tratamientos de glicacién
donde se utiliz6 EDC/NHS o NaBH3CN como activadores de la reaccién, no mostraron
cambios en la masa molecular de las proteinas. En trabajos previos se ha reportado que, en
condiciones anhidras, la reaccion con EDC/NHS o NaBHs;CN puede presentar mayor
rendimiento (Hermanson 1996). Debido a que nuestras condiciones de reaccion se llevaron
a cabo en soluciones acuosas, solamente incrementos en la masa molecular de la albimina

por arriba del 5% serian perceptibles mediante electroforesis.
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Figura 10. Electroforesis SDS-PAGE (10 %). Carril A y G, estandares de masa molecular;
Carril By H, BSA sin tratar; Carril C, BSA@GOS; Carril D, BSA@Lactosa; Carril E, BSA@AcLac;
Carril F, BSA@AcLacEDC; Carril I, BSA-Lac. La migracion electroforética de los productos
obtenidos en la modificacién de la BSA, son comparadas con la BSA sin tratar.
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Otra herramienta util para determinar la presencia de carbohidratos en la molécula de BSA
es la espectroscopia de infrarrojo. El andlisis por FT-IR es ampliamente usado para
determinar enlaces moleculares representativos de un compuesto. En la Figura 11 se
muestra los espectros FT-IR de la BSA sometida a la modificacion con carbohidratos. Se ha
reportado que los carbohidratos presentan una banda caracteristica a 900-1199 cm
(Leopold, et al. 2011). Como se puede observar en la Figura 11, con todos los tratamientos
se generd la banda conocida como huella molecular de los carbohidratos y que es atribuido
a los enlaces C-O. Asimismo, es evidente la ausencia de la banda de los carbohidratos en el
espectro de la BSA sin maodificacion, la cual fue usada como control negativo. Como
podemos observar, en la electroforesis no fue posible apreciar los cambios en la masa
molecular de la BSA (reacciones donde se utiliz6 EDC/NHS o NaBH3CN), sin embargo, la

espectroscopia FT-IR sugiere la presencia de carbohidratos en la proteina.

Huella de los carbohidratos
(900-1199 cm™)

BSA

BSA-Lac

BSA@GOS

Absorbancia

BSA@Lactosa

BSA@AcLac

BSA@AcLacEDC

0 1000 2000 3000 4000 5000
Longitud de onda (cm 1)

Figura 11. FT-IR. Comparacidon del espectro FT-IR de los diferentes productos
obtenidos en las reacciones de adicién de carbohidratos. La franja azul, indica la
regién de 900-1199 cm' , la cual es reconocida como huella dactilar para los
carbohidratos. La BSA se usé como control negativo.



Ensayos de bio-reconocimiento con lectinas:

Al haber obtener los resultados anteriores y observar la presencia de carbohidratos en la
BSA se realizd6 Ensayos con lectinas que son empleados para la caracterizacién de
carbohidratos simples o complejos. Las lectinas son proteinas que se encuentran presentes
en virus, bacterias, diferentes tipos de células y toxinas. En especial las lectinas obtenidas
de platas son una herramienta (til para caracterizar carbohidratos de superficie de células o
glicoconjugados en general. En este trabajo se usoé la lectina de RCA debido a que presenta
especificidad por galactosa. En la figura 12, se muestra la interaccién de la lectina de RCA
con los diferentes tratamientos de glicacién. Solo tres de los tratamientos (BSA-Lac,
BSA@Lactosa y BSA@AcLacEDC) mostraron reconocimiento de la lectina de RCA, por
encima de la BSA (control negativo), lo cual confirma la modificacién de la proteina con
lactosa. Los tratamientos BSA@GOS y BSA@AcLac no fueron reconocidos por la lectina de
RCA, lo que puede indicar que no se adicionaron moléculas de lactosa a la BSA, la
modificacion se dio en muy baja proporcién o los carbohidratos adicionados no se encentran
disponibles para interaccion bioldgica. Debido a estos resultados, se seleccionaron las
proteinas modificadas que presentaron reconocimiento de la lectinas de RCA, para ser

usadas como matriz para la sintesis de gliconanoparticulas.
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Figura 12. Ensayos con lectinas ligadas a enzimas (ELLAs). La BSA sometida a modificacion
con carbohidratos, fueron inmovilizada en placas de ELISA y expuesta a las lectinas de
RCA.
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Caracterizacion de las Gliconanoparticulas

En la literatura cientifica se encuentran diversas técnicas para sintetizar micro y
nanoparticulas. La eleccion de una metodologia dependerd de las caracteristicas de la
matriz con las que se sintetizaron las particulas y también las propiedades del farmaco que
se plantea encapsular (Nagavarma, Yadav et al. 2012). En este trabajé se optd por la
técnica de desolvatacién o co-precipitacién alcohdlica, debido a que nuestra matriz es a
base de BSA, la cual, ha sido ampliamente utilizada para la sintesis de nanoparticulas por
estos métodos. En la Figura 13 se muestra una micrografia electronica de las
nanoparticulas obtenidas a partir de BSA y BSA-Lac. En general la técnica de desolvatacion
alcoholica permite obtener particulas estables, con morfologia uniforme. Como se puede
apreciar en la figura 13, las nanoparticulas obtenidas muestran una morfologia esférica,
aparentemente con superficie lisa, asimismo, se puede observar un tamafio de particula
alrededor de los 150 nm. Las imdgenes SEM obtenidas, son muy similar a lo que se ha
reportado previamente para nanoparticulas de BSA por la técnica de desolvataciéon
(Yedomon, Fessi et al. 2013).
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%30,000 5.0kV LED SEM WD 6.1mm 10:58:39) x30,000 5.0kV LED SEM WD 6.1mm 10:58:39 x70,000 5.0kV LED SEM WD 6.1mm 11:24:40

Figura 13. Caracterizacion morfologica de las nanoparticulas mediante Microscopia
Electronica de Barrido. (A) Nanoparticulas de BSA; (B) Nanoparticulas de BSA-Lac; (C)
Amplificacion (X70,000) de nanoparticulas de BSA-Lac.
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Para obtener un el tamafio de particula mas representativo, se realizo el andlisis mediante
dispersion dinamica de luz (DLS). Asimismo, se obtuvo la carga superficial de las particulas
obtenidas. En la figura 14, (columna izquierda) se muestra la distribucion de tamafios de las
nanoparticulas sintetizadas. En la Figura 13 se puede observar que para las nanopatrticulas
sintetizadas con BSA (NP BSA), BSA-Lac (NP BSA-Lac) y BSA@Lactosa (NP
BSA@Lactosa), la distribucion de tamafios es de 80-400 nm, con un promedio alrededor de
los 150 nm. Estos resultados concuerdan con las imagenes SEM mostradas en la figura 13.
No fue posible obtener una lectura de las nanoparticulas sintetizadas a partir de NP
BSA@AcLacEDC debido a que presento una aglomeracion impidiéndonos asi poder
observar definidamente las nanoparticulas. Adicionalmente, en la Figura 14 (columna
derecha) se muestra la carga superficial de las nanoparticulas, para las NP BSA, NP BSA-
Lac, NP BSA@Lactosa el potencial Z se encuentra por encima de los -20 mV. Estos
resultados indican que las particulas se pueden mantener en una suspensién acuosa
estable. Por otra parte, las NP BSA@AcLacEDC, mostraron una carga superficial de -12.5
nV, lo que indicaria una tendencia a formar aglomerados y precipitar en solucién acuosa.
Este resultado explica por qué no fue posible determinar el tamafio mediante DLS ya que el
equipo no pudo detectar nuestras nanoparticulas. La estabilidad de las particulas con
tamafios uniformes en suspension acuosa es de gran importancia pensando en futuras
aplicaciones terapéuticas. Los resultados obtenidos en mediante DLS y Potencial Z son
similares con los reportados en el trabajo Sintesis de Nanoparticulas de Albumina
Lactosilada con Potencial uso como vector tejido-especifico para cancer hepético (Gallegos-
Tabanico, 2017)
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Figura 14. Estimacion de tamafos (DLS, columna izquierda) y carga superficial (Potencial
Z, columna derecha) de las nanoparticulas obtenidas.
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Ensayos de Interaccion Células-Nanoparticulas

Se realizaron ensayos de bio-reconocimiento con el objetivo de corroborar la presencia de
galactosa en la superficie de nuestras nanoparticulas y se utilizé de control negativo la NP
BSA la cual se encuentra ausente de galactosa. Se emplearon dos lineas celulares de
estirpe diferente, las primeras fueron las células Hep G2, procedentes de cancer de higado,
las cuales poseen en membrana el receptor de asialoglicoproteinas, receptor que reconoce
especificamente galactosa. Como control negativo fue usada la linea celular Hela,
procedentes de cancer cervicouterino, en las cuales se encuentra ausente el receptor de
asialoglicoproteinas. Para establecer si la internalizacion de las nanoparticulas es favorecida
mediante la interaccién con el receptor de asialoglicoproteinas, se analizaron dos tiempos
de exposicion (30 y 90 min) de las nanoparticulas a las células antes mencionadas.

La Figura 16 muestra la interaccion que se present6 entre las lineas celulares expuestas a
los diferentes BSA modificadas. Esto fue posible marcando previamente a las
nanoparticulas con fluoresceina, generando asi sefales fluorescentes segin su ubicacion
en las células cuando ocurriera reconocimiento. Podemos observar que hubo un
reconocimiento por parte de la linea células Hep G2, con NP BSA-LAC, NP
BSA@AcLacEDC y NP BSA@Lactosa. Denotandose por una mayor intensidad de
fluorescencia en los dos tiempos establecidos. Esto indica un bio-reconocimiento por parte
del receptor de asialoglicoproteinas. Las NP BSA mostr6 una leve adherencia a la célula a
los 30 minutos y aumentando la intensidad de la fluorescencia ligeramente a los 90 minutos.
En el caso de las células Hela, utilizada como control negativo, no se observo
reconocimiento por parte de la célula con ninguna de nuestras nanoparticulas. Estos
resultados son congruentes con previos reportes, donde se han desarrollado nanoparticulas
de silca lactosaminadas para evaluar al receptor de asialoglicoproteinas, utilizando la misma
linea celular Hep G2 (Quan, 2015).
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Figura 15. Ensayo de bio-reconocimiento con células, en el lado izquierdo se muestra la
interaccion de las nanoparticulas marcadas con FITC con las células Hep G2 a los 30 y 90
minutos. Del lado derecho se observa la interaccion de las nanoparticulas con las células Hela
en los mismos tiempos que en la anterior.
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RESUMEN DE HALLAZGOS

Se realiz6 la modificacion quimica de la BSA con lactosa mediante 5 métodos diferentes. En
el analisis electroforético solo se observé incremento en la masa molecular en uno de los
tratamientos (glicacién a 100°C durante 30 min, en condiciones libres de agua).

La espectroscopia FT-IR mostré la presencia de la banda de los carbohidratos (900-1199
cm-1) en todos los tratamientos empleados para la adicién de lactosa a la BSA.

Los ensayos de reconocimiento con la lectina de RCA, confirmé la presencia de lactosa
disponible para interaccién biolégica en tres de los productos obtenidos.

Con los glicoconjugados reconocidos por RCA, se sintetizaron las nanoparticulas por el
método desolvatacion, obteniendo nanoparticulas de morfologia esférica, lisa y con un
promedio de tamafio de 150nm, Solo dos de estos tratamientos NP BSA-Lac y NP
BSA@Lactosa presentaron un potencial Z mayor de -20mV.

Los ensayos de bioreconocimiento con la linea celular Hep G2, mostraron una favorable
interaccion ) de las nanoparticulas que presentan galactosa en su estructura.
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CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo, nos indica que las gliconanoparticulas NP
BSA@LACTOSA y NP BSA-Lac obtenidas podrian ser utilizadas como vectores para la
entrega de un farmaco anti-tumoral, brindandonos una terapia tejido-especifica en el caso de
carcinoma hepatocelular.

36



REFERENCIAS

Aldaco-Sarvide, F. (2012). "Mortalidad por cancer en México 2000-2010: el recuento de los
dafos." Gaceta Mex Onc 11(6): 371-379.

Arellano, L. E. E. and J. A. T. Vazquez (2013). "7Capitul." Farmacologia general: una guia
de estudio: 47.

Barrientos, A. G., et al. (2003). "Gold Glyconanoparticles: Synthetic Polyvalent Ligands
Mimicking Glycocalyx-Like Surfaces as Tools for Glycobiological Studies." Chemistry—A
European Journal 9(9): 1909-1921.

Bertram, G. K. and M. Katzung (2002). "Farmacologia basica y clinica." Capitulos 15: 41.

Bertrand, N., et al. (2014). "Cancer nanotechnology: the impact of passive and active
targeting in the era of modern cancer biology." Advanced drug delivery reviews 66: 2-25.

Boisseau, P. and B. Loubaton (2011). "Nanomedicine, nanotechnology in medicine."
Comptes Rendus Physique 12(7): 620-636.

Dandagi, P., et al. (2006). "Biodegradable microparticulate system of captopril." International
journal of pharmaceutics 307(1): 83-88.

De La Fuente, J. M. and S. Penadés (2004). "Understanding carbohydrate-carbohydrate
interactions by means of glyconanotechnology." Glycoconjugate journal 21(3): 149-163.

DeSantis, C. E., et al. (2014). "Cancer treatment and survivorship statistics, 2014." CA: a
cancer journal for clinicians 64(4): 252-271.

Edlund, U. and A.-C. Albertsson (2002). Degradable polymer microspheres for controlled
drug delivery. Degradable aliphatic polyesters, Springer: 67-112.

Eissa, A. M., et al. (2016). "Glycosylated nanoparticles as efficient antimicrobial delivery
agents." Biomacromolecules 17(8): 2672-2679.

Farka$, P., et al. (2013). "Comparison of EDC and DMTMM efficiency in glycoconjugate
preparation.” International journal of biological macromolecules 60: 325-327.

Fenaille, F., et al. (2004). "Solid-state glycation of 3-lactoglobulin by lactose and galactose:
localization of the modified amino acids using mass spectrometric techniques." Journal of
Mass Spectrometry 39(1): 16-28.

Gallegos-Tabanico, A. (2017). "Sintesis de Nanoparticulas de Albumina Lactosilada con
Potencial uso como vector tejido-especifico para cancer hepéatico ".

37



Gerber, D. E. (2008). "Targeted therapies: a new generation of cancer treatments.” Am Fam
Physician 77(3): 311-319.

Gluler, G., et al. (2016). "Proteolytically-induced changes of secondary structural protein
conformation of bovine serum albumin monitored by Fourier transform infrared (FT-IR) and
UV-circular dichroism spectroscopy.” Spectrochimica Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy 161: 8-18.

Haburcak, R., et al. (2016). "Ligand—Receptor Interaction Modulates the Energy Landscape
of Enzyme-Instructed Self-Assembly of Small Molecules." Journal of the American Chemical
Society 138(47): 15397-15404.

Han, J.-H., et al. (1999). "Enhanced hepatocyte uptake and liver targeting of methotrexate
using galactosylated albumin as a carrier." International journal of pharmaceutics 188(1): 39-
47.

Hermanson, G. (1996). Bioconjugate Techniques Academic Press, san Diego, CA.

Huang, S., et al. (2016). "Folic-Acid-Mediated Functionalized Gold Nanocages for Targeted
Delivery of Anti-miR-181b in Combination of Gene Therapy and Photothermal Therapy
against Hepatocellular Carcinoma." Advanced Functional Materials.

INEGI (2014). "“ESTADISTICAS A PROPOSITO DE...DIA MUNDIAL CONTRA EL CANCER
(4 DE FEBRERO)”. DATOS NACIONALES." Pagina del Instituto Nacional de Estadistica y

Geografia
http://www.inegi.org.mx/inegi/contenidos/espanol/prensa/Contenidos/estadisticas/201

4/cancer0.pdf.

Jesus, M. and S. Penadés (2006). "Glyconanoparticles: types, synthesis and applications in
glycoscience, biomedicine and material science." Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-
General Subjects 1760(4): 636-651.

Kumar Khanna, V. (2012). "Targeted delivery of nanomedicines." ISRN pharmacology 2012.

Laemmli, U. K. (1970). "Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4." nature 227(5259): 680-685.

Ledesma-Osuna, A. I., et al. (2009). "Biorecognition of chemically modified bovine serum
albumin with lactose prepared under different conditions.” Journal of agricultural and food
chemistry 57(20): 9734-97309.

Leopold, L. F., et al. (2011). "Quantification of carbohydrates in fruit juices using FTIR
spectroscopy and multivariate analysis." Journal of Spectroscopy 26(2): 93-104.

Lin, X. (2009). An essential glycobiology resource for developmental biologists, Oxford
University Press for The Company of Biologists Limited.

38


http://www.inegi.org.mx/inegi/contenidos/espanol/prensa/Contenidos/estadisticas/2014/cancer0.pdf
http://www.inegi.org.mx/inegi/contenidos/espanol/prensa/Contenidos/estadisticas/2014/cancer0.pdf

Lépez-Cartes, C., et al. (2005). "Gold nanoparticles with different capping systems: an
electronic and structural XAS analysis." The Journal of Physical Chemistry B 109(18): 8761-
8766.

Llovet, J. M., et al. (2008). "Sorafenib in advanced hepatocellular carcinoma." New England
journal of medicine 359(4): 378-390.

Maeda, H., et al. (2013). "The EPR effect for macromolecular drug delivery to solid tumors:
Improvement of tumor uptake, lowering of systemic toxicity, and distinct tumor imaging in
vivo." Advanced drug delivery reviews 65(1): 71-79.

Mariotto, A. B., et al. (2011). "Projections of the cost of cancer care in the United States:
2010-2020." Journal of the National Cancer Institute.

Nagavarma, B., et al. (2012). "Different techniques for preparation of polymeric
nanoparticles—a review." Asian J. Pharm. Clin. Res 5(3): 16-23.

Neira-Carrillo, A., et al. (2013). "Encapsulacién de biomoléculas usando polimeros

naturales:“un nuevo enfoque en la entrega de farmacos en medicina”." Avances en Ciencias
Veterinarias 28(2): Pag. 31-40.

Peer, D., et al. (2007). "Nanocarriers as an emerging platform for cancer therapy." Nature
nanotechnology 2(12): 751-760.

Pimentel, L. F., et al. (2007). "Nanotecnologia farmacéutica aplicada ao tratamento da
malaria."

Prabhakar, U., et al. (2013). Challenges and key considerations of the enhanced
permeability and retention effect for nanomedicine drug delivery in oncology, AACR.

Quan, G., et al. (2015). "Lactosaminated mesoporous silica nanoparticles for
asialoglycoprotein receptor targeted anticancer drug delivery." Journal of nanobiotechnology
13(1): 7.

Robinson, A., et al. (2005). "Probing Lectin and Sperm with Carbohydrate-Modified Quantum
Dots." ChemBioChem 6(10): 1899-1905.

Rojas-Aguirre, Y., et al. (2016). "La nanomedicina y los sistemas de liberacion de farmacos:¢,
la (r) evolucidn de la terapia contra el cancer?" Educacién Quimica 27(4): 286-291.

Sangabathuni, S., et al. (2016). "Glyco-gold nanoparticle shapes enhance carbohydrate—
protein interactions in mammalian cells." Nanoscale 8(25): 12729-12735.

Santa, C. F. and B. L. Lopez Osorio (2013). "Materiales poliméricos en nanomedicina:
transporte y liberacion controlada de farmacos." Revista de la Academia Colombiana de
Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales 37(142): 115-124.

39



Sarabia-Sainz, A. |., et al. (2011). "Bacterial recognition of thermal glycation products derived
from porcine serum albumin with lactose." Acta Biochim. Pol 58: 95-100.

Shang, L., et al. (2014). "Nanoparticle interactions with live cells: Quantitative fluorescence
microscopy of nanoparticle size effects." Beilstein journal of nanotechnology 5(1): 2388-
2397.

Siegel, R. L., et al. (2016). "Cancer statistics, 2016." CA: a cancer journal for clinicians 66(1):
7-30.

Suérez, A. I. T. (2016). "a nanotecnologia aplicada." DIAGNOSTICO 55: 1.

Sun, E. Y., et al. (2006). "Continuous analyte sensing with magnetic nanoswitches." Small
2(10): 1144-1147.

Talevi, A., et al. (2016). "Procesos biofarmacéuticos."

Tanaka, K. and Y. Chujo (2014). "Design of functionalized nanoparticles for the applications
in nanobiotechnology."

Thao, L., et al. (2016). "Doxorubicin-Bound Albumin Nanoparticles Containing a TRAIL
Protein for Targeted Treatment of Colon Cancer." Pharmaceutical research 33(3).

Tseng, Y.-T., et al. (2011). "Preparation of highly luminescent mannose—gold nanodots for
detection and inhibition of growth of Escherichia coli." Biosensors and Bioelectronics 27(1):
95-100.

Xue, W.-J., et al. (2016). "Asialoglycoprotein receptor-magnetic dual targeting nanoparticles
for delivery of RASSF1A to hepatocellular carcinoma." Scientific reports 6.

Xue, X., et al. (2011). "Synthetic polymers for simultaneous bacterial sequestration and
guorum sense interference." Angewandte Chemie International Edition 50(42): 9852-9856.

Yedomon, B., et al. (2013). "Preparation of Bovine Serum Albumin (BSA) nanoparticles by
desolvation using a membrane contactor: A new tool for large scale production." European
Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 85(3): 398-405.

Zhang, Q., et al. (2008). "A perspective on the Maillard reaction and the analysis of protein
glycation by mass spectrometry: probing the pathogenesis of chronic disease." Journal of
proteome research 8(2): 754-769.

40



