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Resumen de la tesis que presenta Carlos Guzmdn Uribe como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias.

Disefio y evaluacion de un hidrogel cargado con puntos cuanticos de carbono conjugados con un
inhibidor de beta secretasa, en un modelo de Alzheimer

Resumen aprobado por:

Dra. Ana Bertha Castro Ceseiia Dr. Pavel Hayl Lugo Fabres
Codirectora de tesis Codirector de tesis

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un proceso neurodegenerativo, crénico, progresivo e irreversible
en adultos mayores de 65 afos. La EA se desencadena por la accidon de B-secretasa (BACE1), la cual
ocasiona dafo neuronal. Actualmente, los tratamientos contra la EA tienen poca eficacia en llegar a
cerebro y tiene una alta toxicidad hepdtica en su administracion oral. Para superar estos retos,
sintetizamos un nanocompuesto con hidrogeles (G) y puntos cuanticos de carbono (CD), con potencial
aplicacion transdérmica. Los CD se sintetizaron a partir de acido citrico por método solvotermal y los
hidrogeles de gelatina metacrilada (GelMA) se obtuvieron por fotoentrecruzamiento con luz UV. Los
CD se conjugaron con transferrina (CD-T) para cruzar la barrera hematoencefalica (BHE), con un
péptido inhibidor de BACE1 (CD-i) y con ambos (CD-TiB). Los CD emitieron fluorescencia a una
longitud de onda de 470.4 nm (cian), se observaron estructuras esféricas y con tamanos desde 8.3 nm
(CD) hasta 16.9 nm (CD-T) en promedio, respectivamente. Ademas, la cantidad de proteinas
conjugadas a los CD fue de 8.5 pug/mL (CD-iB) y 10.5 ug/mL (CD-T y CD-TiB). La microestructura en todos
los nanocompuestos se conservd y se observaron poros de 51-100 um de didmetro. En PBS, los
nanocompuestos comenzaron a degradarse a las 96h y mostraron una degradacidn maxima entre las
120-144 h. Los nanocompuestos de G-CD-if y G-CD-TiB mostraron un mayor hinchamiento y una
degradacion mas rdpida, en comparacién con los otros nanocompuestos. Los hanocompuestos en
medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) tuvieron una cinética de liberacién de orden cero,
mostrando una liberacién controlada por difusién. EI 50% de los conjugados de CD se liberaron desde
los nanocompuestos G-CD-Tif a las 96 h, mientras que desde los G-CD-T lo hicieron a las 144 h. Los
ensayos de viabilidad celular de las células endoteliales (HBEC 5i) y células de glioblastoma (U-87 MG)
mostraron que todos los conjugados de CD eran citocompatibles. Los distintos CD conjugados lograron
cruzar un modelo in vitro de BHE e inhibieron >50% de la actividad de BACE1 en un modelo in vitro de
enfermedad de Alzheimer inducido con escopolamina en las células U-87 MG.

Palabras clave: Alzheimer, beta secretasa, hidrogeles, puntos cuanticos, Transwell.



Abstract of the thesis presented by Carlos Guzman Uribe as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Nanoscience.

Design and evaluation of a hydrogel loaded with beta-secretase inhibitor conjugated carbon
quantum dots, in an Alzheimer’s model

Abstract approved by:

Dr. Ana Bertha Castro Ceseiia Dr. Pavel Hayl Lugo Fabres
Thesis Codirector Thesis Codirector

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative, chronic, progressive and irreversible process in adults
older than 65 years. AD is triggered by the action of B-secretase (BACE1), causing neuronal damage.
Currently, AD treatments have shown little efficacy in reaching the brain and liver toxicity in oral
administration. To overcome these challenges, we synthesized a nanocomposite with hydrogels (G)
and quantum carbon points (CD), with the potential transdermal application. CDs were synthesized
from citric acid by solvothermal method and gelatin methacryloyl hydrogels (GelMA) were
photocrosslinked by UV irradiation. CDs were conjugated with transferrin (CD-T) to pass through the
blood brain barrier (BBB), with a BACE1-inhibitor peptide (CD-if) and both (CD-TiB). CDs showed
fluorescence emission at a wavelength of 470.4 nm (cyan), were observed spherical and with sizes
from 8.3 nm (CD) to 16.9 nm (CD-T) average, respectively. Moreover, the amount of proteins
conjugated to CDs was 8.5 pg/mL (CD-iB) and 10.5 pug/mL (CD-T and CD-TiB). Microstructure in all
nanocomposites was preserved and pores of 51-100 um in size were observed. In PBS, nanocomposites
degradation began at 96h and showed maximum degradation between 120-144 h. G-CD-if and G-CD-
TiB nanocomposites showed greater swelling and faster degradation compared to others.
Nanocomposites in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) had zero-order release kinetics,
showing a controlled release by diffusion. 50% of CDs conjugates were released from G-CD-Tif3
nanocomposites at 96 h, while from G-CD-T were at 144 h. Cell viability tests on endothelial cells (HBEC
5i) and glioblastoma cells (U-87 MG) showed that all CDs conjugates were cytocompatible. All CD
conjugates succeeded in crossing an in vitro model of BBB and inhibited >50% BACE1 activity in an in
vitro model of scopolamine-induced Alzheimer’s disease in U-87 MG cells.

Keywords: Alzheimer, beta-secretase, carbon dots, hydrogels, Transwell.
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Capitulo 1. Introduccidn

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un proceso neurodegenerativo, crénico, progresivo e irreversible.
Esta enfermedad es la principal causa de demencia degenerativa en adultos mayores de 65 afios a nivel
mundial (American Psychiatric Association, 2018; Faustino et al., 2017). La EA puede dividirse en 3 etapas:
preclinica, deterioro cognitivo leve (MCI, por sus siglas en inglés) y demencia; las cuales pueden
relacionarse con biomarcadores, dafio neuronal e inicio de sintomas (Figura 1). La etapa preclinica es lenta
y puede iniciar afos o incluso décadas antes de presentar sintomas. En esta etapa se identifican 3 fases:
la primera sin presencia de biomarcadores detectables por las técnicas actuales, en la segunda se
empiezan a detectar biomarcadores y en la tercera continian aumentando los biomarcadores y pueden

detectarse sintomas leves (Hane et al., 2017).
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Figura 1. Relacion de la magnitud de los biomarcadores con las etapas clinicas de la enfermedad de Alzheimer:
preclinica, deterioro cognitivo leve (MCl) y demencia. (Tomada y modificada de Hane et al., 2017).

La etapa de deterioro cognitivo leve se caracteriza por una disminucién de la funcién cognitiva, pero que

aun permite al paciente ser autonomo y funcional. Puede presentar pérdida progresiva de la memoria a
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corto plazo, dificultad en la ejecucion motora (apraxia), en la comprensiéon y comunicacion (afasia) o
incapacidad para procesar informacion sensorial (agnosia). Por Ultimo, en la etapa de demencia progresan
los sintomas hasta interferir con la funcién social y las actividades de la vida diaria, presentando delirio,
discapacidad fisica, dependencia y muerte prematura (Arvanitakis et al., 2019; Hane et al., 2017; Scheltens

et al., 2016).

Se han identificado 12 factores de riesgo modificables para la demencia, que al eliminarse pueden prevenir
o retrasar su desarrollo en alrededor del 40% de los casos. Estos factores de riesgo modificables son un
bajo nivel educativo, inactividad fisica, tabaquismo, consumo excesivo de alcohol, contaminacién
ambiental, contacto social infrecuente, obesidad, hipertensiéon, diabetes, depresion, trauma cerebral y
alteracion de la audicién (Livingston et al., 2020). Por otro lado, existen factores de riesgo no modificables
como la afectacion de familiares de primer grado, los factores genéticos y la edad, con la cual se presenta
un aumento en la incidencia a edades avanzadas (Prince et al., 2016). Es importante modificar el estilo de
vida en etapas tempranas para prevenir el desarrollo de comorbilidades en la edad adulta y evitar el dafio

irreversible que causan, ya que el riesgo de demencia por si solo aumenta con la edad.

El crecimiento poblacional en México ha cambiado de un patrén piramidal en el afio 2000 (Figura 2), con
mayor frecuencia de nifios en la base y menor de adultos mayores en la punta, a un ensanchamiento en
la parte intermedia para 2020, correspondiente a los adolescentes y adultos jévenes (INEGI, 2020). Se
estima que la pirdmide poblacional se invertird en los siguientes afios debido a una disminucién en la
natalidad y un aumento en la esperanza de vida. Con ello se incrementa el riesgo de presentar EA y otras
comorbilidades en los adultos mayores, asi como discapacidad, una mala calidad de vida del paciente o

sus cuidadores, y dependencia tanto social como econdmica (Livingston et al., 2020).
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Figura 2. Estructura de la poblacion de México: 2000, 2010 y 2020 (Tomada de INEGI, 2020).
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En 2015 se estimo el impacto global de la demencia, con un aproximado de 46.8 millones de personas con
demencia en 2015, un caso cada 3 s. La tendencia es que este nimero se duplique cada 20 afos. De tal
manera, se proyecta que para 2030 habran 74.7 millones y para 2050 se alcanzaran los 131.5 millones,
principalmente en paises de medianos y escasos recursos. Ademas, en 2015 se estimd el costo total a nivel
mundial del cuidado de la demencia, en 818 mil millones de ddlares estadounidenses (USD), con un
estimado de 2 billones USD para 2030. Esta suma de dinero excedid el valor del mercado en 2015 de
compaiiias tales como Apple, cuyo presupuesto era de 742 mil millones USD (ADI, 2020). Por ello, es
importante la intervencién temprana en el desarrollo de la EA para disminuir la incidencia y los costos

derivados de ella.

El desarrollo de la EA se relaciona con la presencia de biomarcadores patoldgicos como la acumulacion
extracelular de placas de amiloide y la acumulacidn intracelular de marafas neurofibrilares (NFTs, por sus
siglas en inglés). Las placas de amiloide se forman por la agregacién de péptidos de beta amiloide (AB) mal
plegados, los cuales se originan por la accién de las enzimas y-secretasa y B-secretasa (BACE1) en la
proteina precursora de amiloide (APP). La generacidn de péptidos A es parte de los procesos iniciales en
la cascada amiloide de la EA (Figura 3), la cual desencadena efectos como la agregacion de péptidos de AB,
neuroinflamacion, estrés oxidativo, hiperfosforilacion de la proteina Tau (formando NFTs), disminucién de
acetilcolina, excitotoxicidad por glutamato y muerte neuronal (Binda et al., 2020; dos Santos Picanco et al.,

2018).
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Figura 3. Cascada amiloide en la enfermedad de Alzheimer. La enzima B-secretasa escinde a la proteina precursora
de amiloide (APP), generando péptidos de B-amiloide (AB). Los péptidos de AP se agregan para formar placas seniles,
o inducir inflamacién, excitotoxicidad, aumento de acetilcolinesterasa, oxidaciéon e hiperfosforilacién de la proteina
Tau, lo cual provocara muerte celular. (Tomada y modificada de dos Santos Picanco et al., 2018).
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Para el tratamiento de la EA existen planes integrales con enfoques no farmacoldgicos para mantener la
funcionalidad fisica y mental con apoyo de los cuidadores, y farmacoldgicos para reducir el dafio causado
en la fisiopatologia y retrasar la sintomatologia. Sin embargo, ninguno de ellos es curativo ni estabiliza
permanentemente la progresion y proporcionan solo un beneficio moderado (Arvanitakis et al., 2019). El
tratamiento farmacolégico actual aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) consta de 6
medicamentos: 4 son inhibidores de la acetilcolinesterasa (tacrina, donepezilo, rivastigmina vy
galantamina), un antagonista no competitivo del receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) de glutamato
(memantina) y un inhibidor de la agregacién de péptidos de AB (aducanumab). Estos tratamientos se
centran en etapas sintomaticas (MCl y demencia) de la EA, cuando el dafio neuronal ya esta establecido y
es irreversible, y tienen un mal prondstico en la progresion de la enfermedad (Binda et al., 2020;

Yiannopoulou and Papageorgiou, 2020; Scheltens et al., 2016).

Para superar este reto se han desarrollado tratamientos con inhibidores de BACE1 (iBACE1). Algunos de
ellos han alcanzado la fase Ill de ensayos clinicos, pero se han abandonado debido a su poca eficacia en la
entrega de medicamentos y la presencia de toxicidad hepatica en humanos (Panza et al., 2019). Ademas,
otra limitante en la entrega de medicamentos al cerebro es su paso a través de la barrera
hematoencefalica (BHE), la cual regula el paso de sustancias que entran y salen del cerebro para mantener
su homeostasis (Lee y Leong, 2020). Sin embargo, un vehiculo o transportador con dimensiones en la

escala nanométrica podria ayudar a resolver ese reto.

Los nanotransportadores son nanomateriales con al menos una de sus dimensiones en la escala entre 1-
100 nm, capaces de modificar, controlar o dirigir la entrega de medicamentos u otras sustancias

(Javadzadeh and Azharshekoufeh Bahari, 2017).

Los puntos cudanticos de carbono (carbon quantum dots, carbon dots, CDots, CD) se descubrieron
accidentalmente por Xu et al. (2004) durante la purificacion de nanotubos de carbono de pared sencilla
(SWCNTSs, por sus siglas en inglés) y se refirieron a ellos como “una mezcla de nanoparticulas fluorescentes
derivadas de los SWCNTs”. Posteriormente, los puntos cuanticos de carbono recibieron su nombre debido
a sus similitudes con los puntos cuanticos, al exhibir una fluorescencia de emision, pero con una estructura
de carbono como un elemento no téxico, los cuales actuaban como puntos cuanticos no metalicos, lo cual
atrajo el interés cientifico para estudiar sus posibles aplicaciones (Jelinek, 2017). Los puntos cuanticos de
carbono se han propuesto como nanotransportadores de medicamentos contra enfermedades
neurodegenerativas debido a su tamafio (<10 nm), su capacidad de conjugarse con transferrina para cruzar

facilmente la BHE, de inhibir la actividad de BACE1 y de disminuir la toxicidad desencadenada por las placas
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de AB, lo cual los hace una opcidon prometedora en el tratamiento de la EA (Ashrafizadeh et al., 2020; Han

et al., 2017; Li, Amat, et al., 2016).

Una estrategia para entregar estos puntos cuanticos de carbono puede ser mediante un hidrogel (redes
tridimensionales formadas por polimeros que puede absorber miles de veces su peso seco) que funcione

como un parche que se coloque en la piel y libere los puntos cuanticos de carbono (Agrawal et al., 2021).

En el presente proyecto se propone el disefio de un sistema polimérico de entrega de agentes
terapéuticos, compuesto por un hidrogel cargado con puntos cudnticos de carbono conjugados con
transferrina para cruzar la BHE y un péptido iBACE1 para inhibir la actividad de la BACE1, con lo cual se

incidird en una etapa inicial de la cascada amiloide de la enfermedad de Alzheimer.



Capitulo 2. Antecedentes

2.1 Beta secretasa (BACE1)

2.1.1 Estructuray funcidn fisiolégica de BACE1

La enzima B-secretasa, también conocida como memapsina 2 o BACE1 (B-site APP-Cleaving Enzyme), es
una proteasa aspartica transmembranal que estd constituida por 501 aminoacidos. La composicién de
BACE1 consiste en tres grandes dominios: el catalitico extracelular, el transmembranal y el citoplasmatico
(Figura 4a). La parte extracelular se subdivide en un péptido de sefial de escisién en el extremo N-terminal
(residuos 1-21), seguido de un pro-dominio corto (residuos 22-45) y un gran dominio catalitico (residuos
46-451) que tiene enlaces disulfuro en C216-C420, C278-C443 y C330-C380. Luego, continda con un
domino transmembranal Unico (residuos 452-483) y termina en un dominio citoplasmatico corto (residuos

484-501) en su extremo C-terminal (Hu et al., 2019).
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Figura 4. BACE 1 a) Componentes estructurales y b) estructura en 3D del dominio catalitico de BACE1 (Tomada de Hu
et al,, 2019).
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La maduracién de BACE1 requiere de la eliminacién del pro-dominio, pero se ha visto que la interrupcion
en la maduracién no interfiere en su actividad enzimatica. En una representacion en 3D del domino
catalitico (Figura 4b) se pueden observar 2 I6bulos (naranja y verde) con seis inserciones (gris, marcados
con un tridngulo), una extensién C-terminal de 35 residuos (magenta) y el sitio de unidn al sustrato (gris
claro) que se localiza entre los dos l6bulos, esta cubierto por una solapa (rojo) y contiene dos aspartatos

conservados, D32 y D228, que son activos en pH acido (Hu et al., 2019).

El mecanismo catalitico de BACE1 (Figura 5) es similar al de otras proteasas asparticas, como pepsinas o
catepsinas, en el cual al entrar en contacto con un sustrato peptidico, uno de sus aspartatos cataliticos
ayuda a la molécula de agua en el ataque nucleofilico del carbono del carbonilo (Figura 5-A); mientras que,
el otro aspartato activa el oxigeno del carbonilo para obtener un complejo intermediario tetraédrico de
oxianion (Figura 5-B), estabilizado por puentes de hidrégeno; seguido de la reformacion del carbonilo y la
escision del enlace amida (Figura 5-C), del cual se generan dos productos (Hu et al., 2019), por lo que esta

enzima puede tener otros sustratos.
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Figura 5. Mecanismo catalitico de BACE1 mediante dos aspartatos: D32 y D228. A) ataque nucleofilico. B) formacion
del complejo intermediario tetraédrico de oxianion. C) escision del enlace amida. (Tomada de Hu et al., 2019).

BACE1 se expresa en la membrana celular de neuronas, astrocitos, células de la glia, macréfagos
relacionados con glioblastoma y en células de glioblastoma U-87 MG (Badhwar y Haggani, 2020; Kim et al.,
2013; Martinsson et al., 2019; Zhai et al., 2021). BACE1 se descubrié al estudiar los mecanismos de la
acumulacion de amiloide beta (AB) en la EA, lo que pronto llevo al hallazgo de su homdloga, BACE2, la cual
tiene un 52% de similitud en su secuencia (Hu et al., 2019) y se encuentra altamente expresada en células
pancreaticas, con una posible asociacion pancreas-cerebro al liberar proteina precursora de amiloide (APP)
de forma autocrina o paracrina (Kulas et al., 2017). Ademas, se ha visto que la EA tiene una relacion

estrecha con el sindrome metabdlico (obesidad, diabetes, hipertensidn arterial, dislipidemia), debido a la
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hiperinsulinemia presente en estas enfermedades, la cual desencadena la activacion atipica de la proteina
cinasa C (aPKC) inducida por dieta en cerebro e higado. La aPKC actia mediante el factor nuclear kappa-B
(NFk-B) para incrementar los niveles de BACE1 en cerebro e higado, la cual incrementa el riesgo de
desarrollar EAy ademas, disminuye los niveles de receptores de insulina, lo que ayuda a perpetuar el ciclo

de resistencia a la insulina y su hiperinsulinemia compensatoria (Farese et al., 2020).

Por otro lado, se ha observado que en ratones se requiere BACE1 para formar y mantener los husos
musculares, los cuales se relacionan con la coordinacion motora. También, BACE1 procesa la proteina
transmembranal neuregulina 1 (NRG1) que regula la mielinizacidn, actua en el homdlogo cercano a L1
(CHL1) para la formacién del bulbo olfatorio y regula la exocitosis de vesiculas sindpticas (Martinsson et al.,

2019; Weber et al., 2017).

2.1.2 Papel de BACE1 en la cascada amiloide

Para explicar la fisiopatologia de la EA se tienen varias hipdtesis, de las cuales la cascada amiloide es la
mas aceptada. En la cascada amiloide, la proteina precursora de amiloide (APP) es escindida por las
enzimas transmembranales a-, B- y y-secretasas, donde se pueden distinguir 2 vias: la amiloidogénica
desencadenada por la accidon de BACE1 y y-secretasa, y la no amiloidogénica producida por a-secretasa
(ADAM10: a disintegrin and metalloproteinase 10) y y-secretasa (Figura 6). En la via amiloidogénica
primero se escinde la APP por la B-secretasa (BACE1) en un fragmento soluble de la APP (sAPPB) vy el
fragmento C-terminal C99 (CTF); luego el CTF se escinde por la y-secretasa para generar el domino
intracelular de la APP (AICD) y liberar péptidos de amiloide beta (AB) de 39-43 aminoacidos en forma de
mondmeros u oligdmeros, de los cuales ABso y ABa2 son los principales péptidos que participan en el

desbalance de la EA (Heneka et al., 2015; Shui et al., 2018).

Los mondédmeros de AR liberados se empiezan a agregar y a depositar para formar fibrillas y placas
amiloides, debido a un mal plegamiento, en las cuales el ABs; se ha reportado como el principal
componente depositado en el parénquima cerebral en la EA. La generacién de AP desencadena efectos
citotéxicos relacionados con el proceso de neurodegeneracidon, tales como: estrés oxidativo por una
alteracion del balance redox mitocondrial, neuroinflamacidn por activacién de astrocitos y microglia,
excitotoxicidad por aumento de glutamato, disminucidn de acetilcolina por la activacidn de la enzima
acetilcolinesterasa, acumulacién intracelular de marafias neurofibrilares (NFT, por sus siglas en inglés)

debido a la hiperfosforilacién de la proteina Tau, y finalmente la activacién de caspasas que promueven la
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apoptosis o muerte celular programada de las neuronas (Binda et al., 2020; dos Santos Picanco et al.,

2018).
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Figura 6. Accidén de alfa, gamma y beta-secretasa (BACE1) en la proteina precursora de amiloide (APP), para la
generacion de péptidos de beta-amiloide (AB) en forma de mondmeros oligémeros o fibrillas (Tomada y modificada
de Heneka et al., 2015).

En otros estudios se ha demostrado que ADAM10 y BACE1, pero no y-secretasas, se localizan en las
vesiculas sindpticas, lo cual sugiere que el primer paso del procesamiento de la APP ocurre en ellas y el
paso final en otro lugar (Lundgren et al., 2015). De igual manera, se ha observado que la APP se transporta
hacia las dendritas y axones para traducirse en sinapsis, ya que funciona como una molécula de adhesién
transinaptica, donde el AB es preferencialmente generado, secretado y degradado debido al aumento de
la actividad sindptica, lo que provoca su acumulacion y agregacion en sinaptosomas en etapas iniciales de

la EA, lo cual se correlaciona con el desarrollo de demencia (Martinsson et al., 2019).

Se ha reportado que la escopolamina (Sco), al ser un antagonista de receptores muscarinicos, induce un
modelo de déficit colinérgico y neurotoxicidad asociados a enfermedad de Alzheimer. Por ello, la
escopolamina promueve el microambiente de la enfermedad de Alzheimer, caracterizado por un aumento
en la actividad de BACE1 y en la produccién de APP, ROS, NF-kB, citocinas proinflamatorias y caspasas de
apoptosis (Joseph et al., 2020; Suthprasertporn et al., 2020). Ademas, se ha reportado que las células U-
87 MG expresan APP y BACE1 (Kim et al., 2013; Zhai et al., 2021).
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2.1.3 Tratamiento de enfermedad de Alzheimer: Inhibidores de BACE1

El tratamiento farmacoldgico actual de la EA se limita a seis medicamentos aprobados por la FDA (Food
and Drug Administration), de los cuales cuatro son inhibidores de acetilcolinesterasa (AChE) (rivastigmina,
donepezilo, tacrina y galantamina), uno es antagonista no competitivo del receptor NMDA (N-metil-D-
aspartato) de glutamato (memantina) y un anticuerpo inhibidor de la agregaciéon de péptidos de AB
(aducanumab). Algunas de sus limitaciones son la presencia de efectos adversos gastrointestinales y su
accion enfocada en los sintomas, sin bloquear la progresiéon de la enfermedad (Binda et al., 2020;

Yiannopoulou y Papageorgiou, 2020).

Otros estudios se han enfocado hacia otros blancos terapéuticos como la enzima BACE1, los péptidos de
AR o los agregados de AR, para actuar en la fisiopatologia inicial de la EA, aunque a pesar de tener
resultados prometedores en estudios in vivo, al llegar a estudios clinicos en humanos no se comportan
igual y presentan poca eficacia y toxicidad, por lo que es necesario desarrollar nuevas estrategias que
resuelvan estas limitaciones, proponiendo terapias dirigidas y especificas que reduzcan los efectos

secundarios (Panza et al., 2019; Tiwari et al., 2019).

Los inhibidores de BACE1 (iB) bloquean la escisidn de la APP, lo cual previene la formacién de péptidos de
AB que son responsables de la formacién de fibrillas y placas de amiloide. Esta intervencidon temprana hace
alos iB una opcién atractiva, aunque las enzimas BACE1 y BACE2 tienen otras funciones fisioldgicas dentro
y fuera del sistema nervioso, por lo que su inhibicién inespecifica puede afectar negativamente. Algunos
iBACE1 han alcanzado la fase Il de ensayos clinicos, pero han sido abandonados por su poca eficacia y
toxicidad en humanos. Algunos ejemplos de i son: verubecestat, anabecestat, LY2811376, OM99-2 y

ginsendsido Rgl (dos Santos Picanco et al., 2018; Panza et al., 2019).

Asi mismo, existen péptidos i como el BSI | (beta-secretase inhibitor 1), que es un inhibidor
peptidomimético basado en estatina (Stat), también llamado P10-P4 StatVal o KTEEISEVN-Stat-VAEF (Choi
et al., 2012). El BSI1 tiene la secuencia de aminodcidos: Lys-Thr-Glu-Glu-lle-Ser-Glu-Val-Asn-Stat-Val-Ala-
Glu-Phe. Al tener la modificacion con estatina y al sustituir la valina por acido aspartico en P4, este péptido
iB inhibe la actividad de BACE1 en forma dosis-dependiente, con una concentracién inhibitoria media (1Cso)

de ~30 nM (Sinha et al., 1999).

En general, la falla farmacolégica en la EA se debe a que los fdrmacos tienen propiedades fisicoquimicas

inadecuadas, baja absorcién por membranas bioldgicas, parametros farmacocinéticos desfavorables,
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inestabilidad (hidrdlisis, oxidacidn) e inespecificidad que provoca toxicidad tisular (hepatotoxicidad,
neurotoxicidad o nefrotoxicidad). También, se ha visto que muchos medicamentos pierden su eficacia al
cruzar la barrera hematoencefilica (BHE), lo que ocasiona una minima biodisponibilidad en el cerebro

(Tiwari et al., 2019).

2.2 Puntos cuanticos de carbono (CD)

Los CD son nanomateriales (NMs) a base de carbono, esféricos, de dimensién cero (0D), con propiedades
fisicoquimicas atractivas, como un tamafio <10 nm (Figura 7), su gran estabilidad en biofluidos a largo
plazo, fotoluminiscencia dependiente del tamafio, son altamente biocompatibles al tener baja
citotoxicidad, no son inmundgenos, muestran una facil funcionalizacién con biomoléculas, y tienen alta
capacidad para cargar y liberar medicamentos de manera controlada (Han et al., 2016; Tian et al., 2020).
Debido a esto, se han propuesto aplicaciones biomédicas terandsticas, tanto de diagndstico como de
tratamiento, en areas como bioimagen, fotocatalisis, biosensores y sistemas de entrega de medicamentos

(Canevari et al., 2016; Farshbaf et al., 2018).

Se han usado CD como componentes de nanocompuestos, principalmente por sus propiedades
fluorescentes para el desarrollo de biosensores. Los CD embebidos en matrices poliméricas o en
nanoparticulas mesoporosas se pueden liberar y posteriormente emitir fluorescencia (Jelinek, 2017). Se
sabe que la mayoria de los sistemas de entrega de medicamentos han fallado por no tener una entrega
dirigida apropiada y porque el tamafio de los nanomateriales aumenta después de conjugar el
medicamento a las nanoparticulas (Hettiarachchi et al., 2019). Por ello, se usan NMs pequefios como los
CD para que el tamafio no sea un problema y se ha visto que la funcionalizacién es necesaria para mejorar

su afinidad y especificidad al aplicarse en bioimagen o entrega de medicamentos (Peng et al., 2017).

Asi mismo, los CD se han propuesto como agentes nanotransportadores de medicamentos contra
enfermedades neurodegenerativas o tumores cerebrales, debido a que, por su tamafio y capacidad de
funcionalizarse con transferrina, cruzan facilmente la BHE, no producen nanotoxicidad y pueden liberar

medicamentos en su sitio de accidn (Ashrafizadeh et al., 2020).
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Figura 7. Imagenes de CD por microscopia electrénica de transmision de alta resolucién (HR-TEM), en las cuales se
muestra su geometria esférica y un didmetro promedio entre 3-4 nm. Barra de referencia s de 50 nmy 5 nm (Tomada
de Canevari et al., 2016).

2.3 Hidrogeles y puntos cuanticos de carbono (CD) en el tratamiento de la

enfermedad de Alzheimer (EA)

En esta seccidon, primero se abordaran los hidrogeles transdérmicos aplicados en el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer (EA), luego se explicaran los efectos particulares que los puntos cuanticos de
carbono tienen en la EA y finalmente, se verdn los nanocompuestos de hidrogel y puntos cuanticos de

carbono que se han propuesto en aplicaciones biomédicas.

2.3.1 Parche de Rivastigmina

El parche de rivastigmina es la Unica alternativa transdérmica aprobada por la FDA (Food and Drug
Administration) para tratar la EA. Winblad et al. (2007) evaluaron la eficacia, seguridad y tolerabilidad del
parche de rivastigmina en pacientes con demencia tipo Alzheimer de leve a moderada, en un estudio
llamado Investigation of transDermal Exelon in ALzheimer’s disease (IDEAL). En IDEAL compararon el
parche de rivastigmina de 10 cm? (18 mg) y 20 cm? (36 mg), contra la rivastigmina oral (3 mg) y un placebo
por 24 semanas. En la escala cognitiva Alzheimer's Disease Assessment Scale-Cognitive (ADAS-Cog) se
observé que no hubo diferencias cognitivas a las 24 semanas con el parche de 10cm? o las capsulas. En
cambio, el parche de 20 cm? mejord la puntuacidn cognitiva significativamente y el placebo provocé un

empeoramiento cognitivo a las 24 semanas.
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El estudio también concluye que, en general, el parche de rivastigmina tuvo una concentracion maxima en
circulacién baja y una vida media alta, lo cual evité los efectos secundarios gastrointestinales provocados
en lavia oral. Ademas, la via transdérmica era segura, tolerable, evité el metabolismo hepdtico y se eliminé
por via renal. Asimismo, muestran una mejor adherencia al tratamiento, con una probabilidad alta de
alcanzar la dosis deseada, ya que los cuidadores refirieron una administracion mas facil en comparacién

con la oral. Aunque una desventaja es que son mas caros que el medicamento oral (Winblad et al., 2007).

2.3.2 Hidrogeles transdérmicos para la entrega de medicamentos contra EA

Otra alternativa transdérmica para el tratamiento de la EA es el uso de inhibidores de acetilcolinesterasa,
sin embargo, éstos actlan en etapas sintomaticas avanzadas y aun no estan aprobados por la FDA.

Ademas, no hay estudios de hidrogeles transdérmicos con inhibidores de BACE1 (if).

Un gel de nanoemulsién transdérmico se disefié para la entrega de tacrina (NEGT, NanoEmulsion Gel of
Tacrine), ya que en su presentaciéon oral muestra una dosificacién frecuente, hepatotoxicidad vy
metabolismo amplio (Setya et al., 2019). En este trabajo se compard la seguridad y biodisponibilidad del
NEGT transdérmico, cdpsulas de tacrina y un hidrogel convencional, mediante un modelo de Alzheimer de
ratas Wistar con amnesia inducida con escopolamina. El NEGT mostré un mayor grado de absorcidn, 2.18
veces en comparacién con las capsulas y 5.26 veces en comparacion con el hidrogel. Las pruebas
bioquimicas mostraron una actividad antiamnésica superior con NEGT, al aumentar enzimas antioxidantes
y disminuir ambas la actividad de acetilcolinesterasa y la peroxidacién de lipidos. Las ratas con amnesia
inducida tratadas con NEGT presentaron una mejora neuroconductual significativa y valores bajos de
aminotransferasa, lo cual indicaba la ausencia de hepatotoxicidad. Ademas, el NEGT transdérmico no

causd irritacion dérmica, por lo que mostré ser segura y eficaz para tratar la EA.

Por otro lado, hidrogeles poliméricos se disefiaron para la entrega transdérmica de donepezilo, otro
inhibidor de acetilcolinesterasa (Bashyal et al., 2020). Los hidrogeles eran una mezcla de poli (vinil alcohol)
(PVA), poli (vinil pirrolidona) (PVP) y propilenglicol (PG), cargados con donepezilo. Los hidrogeles tuvieron
un mayor hinchamiento y biodegradacién al aumentar la concentracién de PG. En ensayos in vivo, al aplicar
los hidrogeles en la piel de ratas Sprague-Dawley, se observé que la concentracidn maxima en plasma se
alcanzaba a las 8 h y dependia de la dosis. El hidrogel tuvo el potencial para mejorar la entrega de

donepezilo por via transdérmicay para disminuir los efectos secundarios, asociados a su presentacion oral.
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2.3.3 Efectos de los puntos cuanticos de carbono en la EA

Los puntos cuanticos de carbono (CD) tienen la propiedad de intervenir en la via amiloidogénica mediante
varios mecanismos: previenen o retrasan la conversidn de intermediarios monoméricos y oligoméricos en
fibrillas maduras, disuelven oligémeros en mondmeros y desagregan las fibrillas maduras. Debido a estas
propiedades y a su baja citotoxicidad se sugiere su aplicacidn, tanto profilactico (prevenciéon) como
terapéutico, en enfermedades neurodegenerativas con proteinas mal plegadas, como Alzheimer

(Guerrero et al., 2021; Han et al., 2017).

Han et al. (2017) reportaron por primera vez el efecto inhibitorio que tienen los puntos cuanticos de
carbono en la fibrilacién de péptidos AB4; y ABao, mediante el ensayo de unién a Tioflavina T (ThT). La ThT
exhibe fluorescencia al unirse especificamente a la estructura B de los péptidos AB. En ausencia de puntos
cuanticos de carbono se observé agregacion rapida de AB4,. En presencia de al menos 2 pg/mL de puntos
cuanticos de carbono se vio una supresién de la agregacién y una mayor disminucion al aumentar la
concentracidén. Este efecto también fue estudiado por microscopia de fuerza atomica (AFM), donde se
observé que en ausencia de puntos cuanticos de carbono hay presencia de fibrillas de AP4; largas después
de 4.5 h de incubacién. Al ser incubadas con 10 pg/mL de puntos cudnticos de carbono por 4.5 h, se

observaron menos fibrillas y con menor cantidad de protofibrillas.

La capacidad de los puntos cudnticos de carbono para inhibir la actividad de BACE1 sélo ha sido reportada
por Han et al. (2017). Dicha capacidad se midi6 mediante un ensayo de transferencia de energia de
resonancia de la fluorescencia o de Forster (FRET) con un equipo comercial, en el cual el sustrato de BACE1
se unid a un colorante fluorescente. En el ensayo se mezclaron la enzima y el sustrato de BACE1 con
concentraciones crecientes de CD (0, 0.05, 0.1, 1, 5, 10 y 20 pg/mL) (Figura 8). Los resultados indicaron

que con 5, 10 y 20 ug/mL de puntos cuénticos de carbono se inhibia eficientemente la actividad de BACE1.

Previamente, Li, Amat et al. (2016), del mismo grupo de estudio que Han et al. (2017), mejoraron la eficacia
y selectividad de los CD para cruzar la BHE al conjugarlos con transferrina (CD-T) (Figura 9), provocando

una endocitosis mediada por el receptor de transferrina, expresado en el endotelio de la BHE.
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Figura 8. Efecto inhibitorio de diferentes concentraciones de CD en la actividad de BACE1 mediante ensayo de FRET.
El control negativo (barra roja) representa al sustrato de BACE1 con la enzima BACE1 al incubarse por 3h. LosCD a 5,
10y 20 pg/mL tienen un mayor efecto inhibitorio de BACE1. Intensidad de fluorescencia medida a 405 nm. (Tomada
y modificada de Han et al., 2017).
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Figura 9. Mecanismo de reaccidén de esterificacion con EDC y NHS, para la conjugacion de puntos cuanticos de
carbono con transferrina (T) y doxorrubicina (DOX). (Tomada y modificada de Li, Amat, et al., 2016).

Basandose en estos resultados, Han et al. (2017) demostraron que los CD-T atraviesan la BHE y logran
dirigirse selectivamente al cerebro en la seccion frontal del pez cebra y no a otras secciones (Figura 10).
Finalmente, se observé que los puntos cuanticos de carbono (CD) a concentraciones crecientes y los

conjugados de CD-T no eran citotéxicos y permitian un desarrollo normal de los embriones de erizo.



Figura 10. Imagenes de fluorescencia de la distribucion de CD-T en a) cerebro seccion frontal, b) dorsal, c) ventral y
d) lateral de pez cebra (Tomada de Han et al., 2017).

Por otro lado, los puntos cudnticos de carbono tienen actividad antioxidante, ya que disminuyeron
especies de nitrégeno (RNS) y de oxigeno (ROS) altamente reactivas (Zhang et al., 2020). En contraste, otro
grupo de estudio (Christensen et al., 2011) refieren que los puntos cuanticos de carbono tienen actividad
prooxidante, debido a su actividad fotocatalitica durante su estado de fotoexcitacion, ya que generan

oxigeno atdomico o liberan electrones que inducen la formacidn de radicales libres, ROS y RNS.

2.3.4 Nanocompuestos de hidrogel y puntos cuanticos de carbono

Hasta ahora no hay estudios con nhanocompuestos de hidrogel y puntos cudnticos de carbono enfocados
al tratamiento de la EA. Aunque, un nanocompuesto de peliculas poliméricas de hidrogel de carboximetil
celulosa (CMC) y puntos cuanticos de grafeno (GQD) se propuso para mejorar la efectividad de
doxorrubicina (DOX) en la quimioterapia (Javanbakht y Namazi, 2018). El nanocompuesto CMC-GQD-DOX
se estudié en diferentes concentraciones: CMC, CMC-GQD y CMC-GQD-DOX con 10%, 20% y 30% de GQD.
Los hidrogeles tuvieron una mayor degradacién y un menor hinchamiento al agregar los GQDs. Al
aumentar el porcentaje de GQDs en CMC-GQD-DOX se disminuyé la liberacidn de DOX, aunque causo
sensibilidad a pH y una liberacidon sostenida, la cual fue mayor en pH 7.4. Finalmente, se demostré que el

nanocompuesto CMC/GQD sin DOX no es tdxico y es biodegradable.
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Por otro lado, un hidrogel nanocompuesto de gelatina (GNC) y puntos cuanticos de carbono se formulé
para la entrega de antibidticos y como sensor de pH (Bhattacharyya et al., 2020). Los puntos cuanticos de
carbono se usaron como agente entrecruzante del hidrogel y como croméforo, lo cual redujo el uso de un
entrecruzante tdxico. Se disefiaron cuatro tipos de hidrogeles: GNCO, GNC1, GNC2 y GNC3 con 0, 12.5, 25
y 37.5 mg/mL de puntos cuanticos de carbono, respectivamente. Ademas, los GNC se cargaron con
cefadroxilo. En la caracterizacion los hidrogeles GNC1 mostraron una agregacion minima de puntos
cuanticos de carbono, mientras que los GNC3 se agregaban en cimulos masivos de ~500 nm de tamafio
(Figura 11). Asimismo, los puntos cuanticos de carbono tuvieron una distribucién del tamafo de 6.07 +

0.96 nm.
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Figura 11. Caracterizacién de puntos cuanticos de carbono con microscopio electronico de transmision de alta
resoluciéon (HRTEM). A) Particulas de puntos cuanticos de carbono e histograma. Morfologia y dispersion interior de
los hidrogeles B) GNC1, C) GNC2 y D) GNC3. (Tomada y modificada de Bhattacharyya et al., 2020).

Los hidrogeles GNC tenian una liberacién sostenida del medicamento, la cual fue por difusidn y estaba
influenciada por el pH y la cantidad de puntos cudnticos de carbono como entrecruzante, ya que la tasa
de liberacién fue mayor a pH 7.4 a las 24 h, mientras que disminuyé en medio acido y al aumentar la
concentracién de puntos cuanticos de carbono (Figura 12). Ademas, la actividad del medicamento no se
alterd por el atrapamiento en el hidrogel y aumentd al incrementar su liberacidn. Finalmente, se observd

que todos los hidrogeles, incluso con medicamento, no eran citotéxicos (Bhattacharyya et al., 2020).
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Figura 12. Perfil de liberacion de cefadroxilo de los hidrogeles GNCO, GNC1, GNC2 y GNC3 en soluciéon amortiguadora
con A) pH 1.8 y B) pH 7.4. (Tomada y modificada de Bhattacharyya et al., 2020).

2.4 Barrera hematoencefalica (BHE)

La barrera hematoencefalica (BHE) es una de las barreras bioldgicas que limita el paso de sustancias que
entran y salen del sistema nervioso para mantener su homeostasis y prevenir que componentes
neurotéxicos del plasma, células sanguineas o patdgenos entren en el cerebro. Algunos estados
patoldgicos provocan una ruptura y disfuncidon de la BHE, lo cual conduce a la infiltracion de células y

sustancias toxicas al cerebro que provocan alteraciones neurolégicas (Sweeney et al., 2019).

2.4.1 Componentes de la BHE

La BHE es una barrera compleja que forma parte de la unidad neurovascular y que estd compuesta de una
monocapa de células endoteliales de capilares cerebrales con uniones estrechas (tight junctions, TJ),
pericitos incrustados en la membrana basal y pies astrociticos que rodean a los capilares. Ademas, para
formar la unidad neurovascular se agregan vénulas y arteriolas precapilares, células de musculo liso de
arteriolas, células de la glia como astrocitos, microglia y oligodendrocitos, y neuronas (Figura 13). Este
conjunto de células tiene como funciones mantener la integridad de la BHE, el flujo sanguineo cerebral,
las interacciones célula-matriz extracelular, eliminacién de neurotransmisores, angiogénesis vy

neurogénesis (Lee y Leong, 2020; Sweeney et al., 2019).
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Figura 13. Unidad neurovascular y componentes de la BHE. A) Esquema de la unidad neurovascular y B) células de la
unidad neurovascular que regulan la integridad de la BHE. CML: células de musculo liso. BHE: barrera
hematoencefalica (Tomada de Sweeney et al., 2019).

En comparacién con el endotelio capilar de érganos periféricos, el endotelio de la BHE esta sellado por
uniones estrechas (TJ), tiene una baja tasa de flujo por transcitosis, una baja permeabilidad paracelular y
transcelular, lo cual bloquea el paso de moléculas pequefias con peso molecular <400 Da y de todas las
macromoléculas del transporte paracelular. Para mantener estas uniones estrechas el endotelio presenta
diferentes uniones en su membrana con moléculas de adhesién especificas (Figura 14). Las uniones
adherentes se encuentran cerca de la membrana basolateral y estdn formadas por cadherina endotelial
vascular (VE-cadherina, CD144) y moléculas de adhesiéon de células endoteliales y plaquetas 1 (PECAM-1,
CD31). Las uniones Gap o comunicantes que incluyen conexina 30 (CX30) y 43 (CX43) que forman
hemicanales entre las células endoteliales. Otras moléculas de adhesidn en el centro de la membrana que
contribuyen son las moléculas de adhesién de células endoteliales (ESAM) y las moléculas de adhesién de
uniones estrechas (JAM-A, -B, -C). Cerca de la membrana apical se encuentran las uniones TJ, las cuales

estan compuestas de lipoproteinas estimuladas por lipdlisis (LSR), angulina-1, claudina-1, -3, -5, -12 y
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ocludina, las cuales se unen a filamentos del citoesqueleto como actina y vinculina para limitar la difusion
paracelular de solutos y iones a través de la monocapa endotelial. Finalmente, en la parte mds apical se
encuentran las uniones ocluyentes o zénula occludens (ZO-1, -2, -3), que igual estan unidas a actina y
vinculina, las cuales se reclutan por la distrofina para mantener la red del citoesqueleto endotelial

(Sweeney et al., 2019).
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Figura 14. Uniones del epitelio vascular cerebral mediante moléculas de adhesién para mantener el revestimiento
estructural endotelial hermético (Tomada de Sweeney et al., 2019).

2.4.2 Mecanismos de transporte a través de la BHE

Debido al paso limitado de sustancias a través de la BHE ocasionado por las uniones estrechas, se tienen
mecanismos de transporte especificos para permitir el paso de moléculas hacia y desde el cerebro, los
cuales pueden ser usados para la entrega de medicamentos a cerebro mediante nanotransportadores
(Figura 15). Los mecanismos de transporte pueden dirigirse hacia el cerebro por la via lipofilica
transcelular, la via acuosa paracelular, mediados por transportadores como GLUT1 para glucosa o LAT1
para aminodcidos, mediados por receptores de transferrina, insulina o LDL mediante transcitosis,
mediados por absorcidn de albumina y mediados por células como monocitos o eritrocitos. O bien, de
forma inversa para que pueden salir del cerebro mediante transportadores de eflujo, cintas unidas a ATP

(ABC), transportadores de aniones organicos (OATs/SLC22A), polipéptidos para transporte de aniones
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organicos (OATPs/SLCO), P-glucoproteinas (P-gp/ABCB1), proteina resistente a cancer de mama
(BCRP/ABCG2) y proteina 1 resistente a multifarmacos (MRP1/ABCC1) (Lee y Leong, 2020).
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Figura 15. Mecanismos de transporte en la BHE para la entrega de medicamentos a cerebro: via lipofilica transcelular,
via acuosa transcelular, transporte mediado por acarreadores, transportador de eflujo, transporte mediado por
receptores, transporte mediado por absorcién y el transporte mediado por células (Tomada y modificada de Lee &
Leong, 2020).

2.4.3 Transferrina

La transferrina (T) humana es una glicoproteina que contiene 679 residuos de aminodcidos con un peso
molecular de 80 kDa. La molécula de transferrina se divide en dos |6bulos, designados como lébulo-N con
336 residuos y lébulo-C con 343 residuos, los cuales estan unidos por una secuencia espaciadora corta.
Cada Iébulo contiene dos dominios de una serie de a-hélices superpuestas de una columna central de
[dminas B (Figura 16). Los dominios interaccionan para formar un sitio de union hidrofilico y profundo para
el hierro, ya que su funcién es transportar de forma segura al hierro en la circulacién. La transferrina se
produce principalmente en el higado y tiene una vida media aproximada de 8 dias en el suero (Gomme y

McCann, 2005; Kawabata, 2019).

Los nanotransportadores usualmente se funcionalizan en su superficie con ligandos que les permitan
unirse especificamente con los receptores en las células del tejido blanco, en este caso el endotelio de la
BHE. La transferrina es un ligando muy usado debido a que los receptores de transferrina 1 (TR1) se
encuentran altamente expresados en la BHE y ayudan a transportar los conjugados al sistema nervioso

central mediante transcitosis, el cual es un mecanismo de internalizacién donde no se libera el contenido
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de la vesicula en el citoplasma y lo cruza inalterado hasta el otro extremo de la célula (Li, Peng, et al.,

2016).

Figura 16. Estructura de la transferrina. Las flechas amarillas indican las laminas B, las a-hélices se muestran en rojo
(Tomada y modificada Gomme & McCann, 2005).

2.5 Transwell como modelo in vitro de BHE

Recientemente, la Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos (USEPA), como parte su Ley para
el control de sustancias toxicas (TSCA), desarrollé un plan estratégico para promover el desarrollo y la
implementaciéon de métodos de evaluacion alternativos y estrategias para reducir, refinar o reemplazar
los ensayos con animales vertebrados. Las 3 R’s (Reduccion, Refinamiento y Reemplazo) se han usado para
definir a los métodos de evaluacién alternativos por mas de 50 afios. La ‘Reduccién’ es simplemente usar
menos animales en la experimentacion, el ‘Refinamiento’ del uso de animales incluye procedimientos para
disminuir o evitar su dolor y estrés, y ‘Reemplazo’ es el uso de sistemas de evaluacién con animales

invertebrados (USEPA, 2018).

Existen metodologias de nuevo enfoque (NAM) con modelos in vitro que simulan barreras y el ambiente
in vivo, como los Transwell que pueden reconstruir la unidad neurovascular in vitro para formar modelos
de BHE, los cuales pueden usarse para hacer investigacidon clinicamente relevante en la permeabilidad y
entrega de medicamentos. Uno de los retos que tienen estos modelos con Transwell es su extrapolacion

a una situacion in vivo humana, ya que comunmente se usan células derivadas de animales, aunque
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recientemente hay una tendencia a usar células derivadas de humanos para construir un modelo humano

completo lo mas cercano a la realidad (Hatherell et al., 2011).

Se han descrito diferentes modelos de BHE, que van desde los mas simples con transwell en monocultivo
o cocultivo, hasta los mas complejos con sistemas esferoidales o estilo chip en 3D y multicultivo. Los
modelos complejos ofrecen una representacion mas cercana al ambiente in vivo, pero su ensamble es mas
dificil y caro. Al aumentar la complejidad del sistema se disminuye la permeabilidad y se aumenta la fuerza
de la barrera y la resistencia eléctrica transepitelial (TEER), la cual mide la resistencia de las uniones

estrechas de las células endoteliales en la BHE (Stone et al., 2019).

Los modelos de BHE con transwell pueden ser en monocultivo con células endoteliales de la
microvasculatura cerebral humana (HBMEC o HBEC), en cocultivo que puede ser con HBEC y astrocitos o
pericitos (Figura 17 A), en tricultivo con HBEC, astrocitos y pericitos con variacién en su sitio de inserciéon
en la placa de transwell (Figura 17 B, C, D), y en multicultivo con HBMEC, astrocitos, pericitos y neuronas
(Figura 17 E). Por otro lado, los modelos mas complejos incluyen parametros como la organizacién
tridimensional (sistemas esferoidales) o sistemas de microflujo para simular el flujo sanguineo cerebral

(modelo estilo chip) (Stone et al., 2019).
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Figura 17. Representacion esquematica de los modelos de BHE con Transwell. A) Cocultivo con HBMECs y astrocitos
(apical). B) Tricultivo con HBMECs, astrocitos (apical) y pericitos (basolateral). C) Tricultivo con HBMECs, pericitos
(apical) y astrocitos (basolateral). D) Tricultivo con HBMECs, pericitos y astrocitos (apical). E) Multicultivo con
HBMECs, pericitos, astrocitos (apical) y neuronas (basolateral) (Tomada de Stone et al., 2019).



24
Finalmente, se presentan algunas ventajas y limitaciones de los modelos Transwell (Tabla 1), las cuales
estdn relacionadas con los pardmetros de medicion, la reproducibilidad del modelo, el acceso para aplicar
medicamentos o tomar una muestra del medio, su manipulacién y el tiempo para establecer el modelo
(Stone et al., 2019). Es importante conocer esta informacidn para poder desarrollar un modelo de BHE con
transwell lo mas cercano posible al ambiente in vivo humano y que los resultados obtenidos sean

relevantes y puedan extrapolarse.

Al considerar la informacidn actual sobre el tema expuesto, se propuso disefiar un nanocompuesto de
hidrogel, puntos cudnticos de carbono, transferrina y un inhibidor de BACE1 (hidrogel-CD-TiP). Este
nanocompuesto funcioné como un sistema de entrega de agentes terapéuticos a cerebro. La transferrina
se usé para dirigir el nanomaterial al cerebro y cruzar la BHE, ya que las células endoteliales de la BHE
tienen altamente expresado el receptor de transferrina 1 (TR1). Por otro lado, el péptido iBACE1 (iB) tuvo
2 funciones: dirigir el nanomaterial a las células que expresan BACE1 en su membrana celular e inhibir su
actividad, para bloquear la cascada amiloide en una etapa inicial de la enfermedad de Alzheimer. Ademas,
se establecid un modelo in vitro de la BHE y de la enfermedad de Alzheimer en un dispositivo Transwell

cocultivo.

Tabla 1. Ventajas y limitaciones de los modelos Transwell (Stone et al., 2019).

Ventajas Limitaciones

e Pueden aceleran el desarrollo de farmacos al | ¢ El tiempo es critico en el establecimiento del

tener una plataforma de modelado modelo de 4 células.
farmacocinético fisioldgico. e Revitalizacion y sembrado de neuronas
e Permite medir TEER de forma repetitiva para humanas.

conocer la integridad de la BHE, con dafio | ¢ Si se adicionan a un tiempo incorrecto el
minimo a las células. modelo no funciona efectivamente y los

e Acceso a compartimentos apical y basal para valores de TEER seran mas bajos.
la aplicacidon de medicamentos y muestreo del | @  Técnica inapropiada: pérdida de uniformidady
medio. formacién de neuritas inadecuada.

e Visualizacidon de las células a lo largo del | ¢ Evitar remover neuronas de incubadora por
experimento. periodos largos.

e Se pueden utilizar neuronas después de | e Evitar tocar neuronas de cubreobjetos al
experimentos iniciales. tomar TEER.

e Se pueden tefiir las células en los cubreobjetos

o lisarse para realizar pruebas intracelulares.
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Capitulo 3. Hipotesis y objetivos

3.1 Hipétesis

Los puntos cuanticos de carbono conjugados con transferrina y un inhibidor de beta secretasa, que se
liberan desde un hidrogel, seran capaces de atravesar la BHE y de inhibir la actividad de beta secretasa en

un modelo in vitro de la enfermedad de Alzheimer.

3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo general

Disefar y evaluar un hidrogel cargado con puntos cuanticos de carbono conjugados con transferrina y un
inhibidor de beta secretasa, para inhibir la actividad de beta secretasa en un modelo in vitro de

enfermedad de Alzheimer.

3.2.2 Objetivos especificos

e Establecer la conjugacién de puntos cudnticos de carbono con transferrina y un péptido inhibidor
de beta secretasa mediante la reaccidn de esterificacién con EDCy NHS.

e Sintetizar hidrogeles y cargarlos con los puntos cuanticos de carbono conjugados con transferrina
y un inhibidor de beta secretasa para formar nanocompuestos como propuesta de sistemas
poliméricos para la entrega de farmacos.

e Determinar que los puntos cudnticos de carbono conjugados con transferrina y un inhibidor de
beta secretasa, tienen la capacidad de atravesar la BHE y de inhibir la actividad de beta secretasa,

mediante un modelo in vitro de BHE y de la enfermedad de Alzheimer.
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Capitulo 4. Metodologia

La metodologia propuesta se expone en la Figura 18. Primero, se realizd la sintesis y conjugacién de los
puntos cuanticos de carbono (CD), la sintesis de hidrogeles y el disefio del nanocompuesto. Luego, se
hicieron estudios de caracterizacidon por microscopio electrénico de transmisién (TEM), microscopio de
fuerza atdmica (AFM), dispersién de luz dinamica (DLS), espectroscopia de fluorescencia (PL)

espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). La evaluacion de las propiedades del
nanocompuesto se determind al medir su hinchamiento y degradacién en PBS 1x, su rapidez y cinética de
liberacion en PBS 1x y DMEM, y mediante tomografia computarizada (TC) se analizé su microestructura,
porosidad y conectividad. Posteriormente, un modelo in vitro de enfermedad de Alzheimer se indujo con
escopolamina y un modelo in vitro de BHE se simulé en dispositivos Transwell cocultivo, para evaluar la
capacidad del nanocompuesto para cruzar la BHE e inhibir la actividad de BACE1. También, se determiné

la permeabilidad del modelo de BHE y la citocompatibilidad de los nanomateriales en los cultivos celulares.
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Figura 18. Metodologia propuesta para el proyecto de Maestria en Ciencias en Nanociencias. 1. Sintesis y conjugacion
de puntos cuanticos de carbono (CD): CD, CD-T, CD-i, CD-Tip. 2. Sintesis de hidrogeles y carga de CD conjugados. 3.
Caracterizacion del nanocompuesto. 4. Evaluacion del hinchamiento, la estabilidad y liberacion del hidrogel. 5
Prevalidacién de la inhibicion de la actividad de BACEL. 6. Induccién del modelo in vitro de la enfermedad de
Alzheimer. 7. Ensayos con Transwell cocultivo. 8. Ensayos de citocompatibilidad 9. Medicion de la permeabilidad de
la BHE. 10. Ensayos de protedmica para identificar a BACE1 por SDS-PAGE. 11. Evaluacion de la inhibicién de la
actividad de BACE1 en cultivos celulares (Guzman-Uribe, 2022. Creado en BioRender.com).
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4.1 Sintesis de puntos cuanticos de carbono

Los puntos cuanticos de carbono (CD) funcionalizados con grupos carboxilos en su superficie se
sintetizaron a partir de acido citrico monohidratado como precursor (SIGMA, C1909). Se distribuyeron 25
g de acido citrico sobre la superficie de un recipiente de vidrio, el cual se colocé en un horno Lindberg/Blue
M Thermo Fisher Scientific a 180 °C por 40 h, con aire atmosférico para llevar a cabo su termélisis (Amato
et al., 2021). Pasado el tiempo se obtuvo un liquido viscoso color café-naranja, que al enfriarse es sélido y
friable. Se recuperd este material en un mortero, donde se consiguié un polvo naranja fino. Se obtuvo un

rendimiento del 30.8% en relacidn a la cantidad inicial de acido citrico.

Posteriormente, se realizd un ajuste de pH con NaOH 5 M para cambiar el pH 4 (acido) proporcionado por
el precursor, por un pH 7 (neutro), lo cual esta reportado que modula el tamafo de los CD, mejora sus
propiedades fluorescentes (Martindale et al., 2015) y los hace compatibles con el pH sanguineo (7.34-
7.45). Para neutralizar 3 g de CD, se mezclaron con 6.6 mL de agua desionizada y 5 mL de NaOH 5M. La
reaccion se llevé a cabo a 50 °C en bafio Maria, con agitacién constante a 700 rpm durante 40 min. La
soluciéon de CD neutralizados se congelé a -80 °C por 24 h y luego se liofilizé durante 31 h, a una presién

de vacio de 0.011 mbar y una temperatura de -56 °C.

4.2 Conjugacion de puntos cuanticos de carbono con transferrina e iBACE1

La conjugacién de CD con holo-transferrina (T) y un péptido inhibidor de beta secretasa 1 (iBACE1 o iB) se
llevo a cabo siguiendo el protocolo de esterificacién propuesto por Li, Amat et al. (2016) (Figura 9). Para la
conjugacion se utilizaron los CD neutralizados a pH 7. En la conjugacién se utilizé 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropilo) carbodiimida (EDC) (SIGMA, E7750) para formar un intermediario y activar los
grupos carboxilos de los puntos cuanticos de carbono, y N-hidroxisuccinimida (NHS) (SIGMA, 130672) para
obtener un mejor grupo saliente, previo a la esterificacion. En estas reacciones se activan los grupos
carboxilo en la superficie de los puntos cuanticos de carbono para formar uniones covalentes, tipo amida,
con las aminas primarias (lisinas) de la holo-transferrina humana (SIGMA, T0665) y del péptido i
(PeptaNova, 4378v). El péptido i es una secuencia comercial de aminoacidos (P10-P+ StatVal), el cual al
tener estatina inhibe mejor a la enzima BACE1 a concentraciones de 30 nM. Los CD, T, EDC y NHS se
prepararon con PBS 1x a una concentracion inicial de 10 mg/mL, mientras que el péptido ip se prepard a

120 nM.
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En un vaso de precipitados de 10 mL se agregd 1 mL de CD (3 mg/mL) y 1 mL de EDC (6.7 mg/mL), la
solucidn se agité a 300 rpm y a temperatura ambiente durante 30 min. Luego, 1 mL de NHS (4 mg/mL) se
agregd a la reaccidén previa y se agitdé a 300 rpm y a temperatura ambiente durante otros 30 min.
Posteriormente, se agregd a la solucién 1 mL de transferrina (8 mg/mL) por goteo (1 gota cada 6s) y se

dejo con agitacion a 300 rpm durante 2 h, a temperatura ambiente.

El conjugado CD-T se purificé con un dispositivo concentrador de proteina de ultrafiltracién por
centrifugacion de 30 kDa MWCO (Pierce, ThermoScientific, 88502). Los concentradores se usaron para
filtrar los componentes no conjugados y quedarnos sélo con el retenido que tiene CD-T, considerando que
el conjugado CD-T tiene un peso molecular (PM) de 82.4 kDa y los CD de ~2.4 kDa (Li, Amat, et al., 2016).
Para ello, primero se realizé un prelavado de la cdmara de muestra del concentrador con 500 uL de PBS
1xy se centrifugd a 15,000 x g por 3 min a 4 °C. Luego, se retird el filtrado y el retenido con una micropipeta
y se colocaron 500 pL de la muestra de interés. El concentrador se centrifugd a 15,000 x g por 2 min a 4
°C, lo cual se repitié 8 veces al tener 4 mL del conjugado. Por cada ciclo se obtuvieron 200 pL de retenido

con CD-T y 300 L del filtrado, obteniendo 800 L totales del conjugado CD-T.

Al conjugado CD-T filtrado se le agregaron 200 uL de PBS 1x y 1 mL de EDC (6.7 mg/mL), la solucién se
agitd a 300 rpm y a temperatura ambiente durante 30 min. Luego, 1 mL de NHS (4 mg/mL) se agregd a la
reaccién previa y se agitdé a 300 rpm y a temperatura ambiente durante otros 30 min. El péptido if se
agregd por goteo para obtener una concentracién final en la solucién de 30 nM (1 mL a 120 nM) (Sinha
et al., 1999) y se dejo con agitacidon de 300 rpm y temperatura ambiente durante 2 h. Posteriormente, los
conjugados CD-Tif se purificaron por ultrafiltracién para retirar los péptidos i que no reaccionaron. Los
concentradores usados fueron de 3 kDa MWCO (Amicon Ultra-15 3K, Millipore), considerando que el

péptido ip tiene un PM de 1.6 kDa, y se centrifugaron a 5,000 x g por 20 min.

Asi mismo, se realizaron conjugaciones de CD con transferrina (CD-T) y con el péptido i (CD-iB) por
separado, siguiendo el mismo método de esterificacion con EDC-NHS vy la purificacidn por ultrafiltracion
de los conjugados (30 kDa y 3 kDa, respectivamente). Para eliminar las impurezas durante la manipulacion,
los conjugados se filtraron con membranas de 0.2 pum en campana de flujo laminar. Para el
almacenamiento de los conjugados, se congelaron a -80 °C por 24 hy luego se liofilizaron por 24 h (presion

de vacio=0.011 mbar, temperatura= -55 °C), obteniendo un polvo blanco que se almacené a 4 °C.

Los puntos cuanticos de carbono (CD) se conjugaron con transferrina (T) y un péptido inhibidor de BACE1

(iB), obteniendo los siguientes conjugados: CD-T, CD-if y CD-Tip (Figura 19).
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CD CD-T CD-ip CD-Tip

Figura 19. Esquema de los CD conjugados con transferrina (CD-T), con un péptido inhibidor de BACE1 (CD-iB) y con
doble conjugacién (CD-TiB). Los CD se representan en azul, la transferrina en color naranja y el péptido i en color
rojo (Guzman-Uribe, 2022. Creado en BioRender.com).

4.3 Caracterizacion de puntos cuanticos de carbono conjugados

4.3.1 Morfologia y tamafio de los CD conjugados: TEM, AFM y DLS

La morfologia de los CD y los CD conjugados se analizé con un TEM JEOL JEM-2010, usando rejillas Lacey
F/C 300 mesh Cu y con aumentos entre 50-80 x103 veces. Las imagenes de TEM se analizaron con Image)
para determinar el tamafio de las particulas individuales de CD. La topografia, altura y diametro de los CD
y CD conjugados se analizaron con un AFM Park Systems XE-70 en modo intermitente (tapping),
obteniendo imagenes de 1x1 um. Como control se analizé el sustrato (portaobjetos) en el cual se colocaron
los CD y una muestra de PBS 1x, que fue el medio en el cual se prepararon los CD conjugados. Las imagenes
de AFM se analizaron con Gwyddion para obtener imagenes en 3D de la topografia, la altura y el didametro
promedio de las particulas de CD. Al medir el tamafio promedio de particula se excluyeron los tamafios
maximos que correspondian a los aglomerados y se consideraron sélo los diametros de las particulas

individuales, realizando 100 mediciones para calcular la media y desviacion estandar.

El didametro hidrodindmico se analizé mediante dispersion de luz dindmica (DLS) con un equipo Zetasizer
Nanoseries (Malvern). Las mediciones se realizaron considerando un indice de refraccion de 1.33 y una
absorcién de 0.001 para los CD, con agua como medio dispersante, a temperatura de 25 °C. Las diluciones
y tiempo de sonicado de cada muestra fueron las siguientes: CD pH 4 a 1 mg/mL, diluido 1:1,000 y sonicado
30 min; CD pH 7 a 1 mg/mL, diluido 1:100 y sonicado 30 min; CD-T a 1 mg/mL y sonicado 10 min; CD-if a
1 mg/mL, diluido 1:10 y sonicado 20 min; CD-TiB a 1 mg/mL y sonicado 10 min. Mediante DLS, se determiné
la distribucion del tamafio por nimero y el indice de polidispersidad (PDI), obteniendo la media y
desviacién estandar de 100 iteraciones. El PDI nos habla de la variacién del tamafio: si el PDI esta cercano

a 0 la distribucién de tamafio es mas heterodispersa y si estd cercano a 1 es mas homodispersa.
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4.3.2 Carga eléctrica superficial de los CD conjugados: potencial {

El potencial Z (T) se realizd usando un equipo Zetasizer Nanoseries (Malvern) mediante dispersion de luz
dindmica (DLS). Los CD conjugados se analizaron en dos medios dispersantes: PBS 1x (pH 7.4) y NaCl 10
mM (pH 7), considerando un indice de refracciéon de 1.33 y a temperatura de 25 °C. El potencial { con PBS
1x se analizé a pH 7 bajo las siguientes condiciones: CD pH 7 a 1 mg/mL, diluido 1:100 y sonicado 70 min;
CD-T a 1 mg/mLy sonicado 20 minutos; CD-if a 1 mg/mL, diluido 1:100 y sonicado 70 minutos; CD-Tif a 1
mg/mL, diluido 1:10 y sonicado 20 minutos. El potencial  con NaCl 10 mM de CD pH 4, CD pH 7 y CD-T, se
realizé a una concentracion de 1.6 mg/mL y con sonicado de 10 minutos. Se analizaron las muestras a pH
desde 2 hasta 9, ajustando el pH con NaOH 10 mM (bdasico) y HCI 10 mM (acido). Se realizaron de 40-45

iteraciones de cada muestra para obtener su media y desviacion estandar.

El potencial { nos habla de la carga eléctrica superficial que tienen las particulas en suspensién, en relacion
a su medio dispersante y al pH. Asi, el potencial T indica la magnitud de atraccién o repulsidon de cargas
entre las particulas, lo cual indica su estabilidad: las particulas se aglomeran cuando tienen valores en el
rango de 0 a £30 mV, ya que tienden a neutralizar su carga superficial y se atraen entre ellas; en cambio
las particulas se dispersan si tienen valores mayores a +30 mV, ya que sus cargas superficiales muy

negativas o positivas haran que se repelan entre ellas.

4.3.3 Espectros de fluorescencia de los CD conjugados

Para medir la fotoluminiscencia (PL) de los CD a pH 4 y pH 7 asi como de los CD conjugados con transferrina
(T) y un inhibidor de BACE1 (iB), se utilizdé un espectrofotometro de fluorescencia Hitachi F-7000 modelo
5J1-0003. Los nanomateriales se prepararon a una concentracion de 1 mg/mL en agua Milli-Q y se
sonicaron por 30 min previamente a medir sus espectros de excitacion y emision. Los espectros de
excitacidon se midieron en un rango de 280-500 nm con longitudes de onda de emisién de 400, 450, 500,
550 y 600 nm. Los espectros de emision se midieron en un rango de 350-700 nm con longitudes de onda

de excitacién de 330, 350, 380, 400 y 450 nm.
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4.3.4 Propiedades superficiales de los CD conjugados mediante FTIR

Con la finalidad de determinar los grupos carboxilo en la superficie de los CD, se realizé espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) en un equipo Cary 630 FTIR, Agilent Technologies. Las
muestras de CD pH 7, CD-T, CD-ip y CD-Tip se analizaron en polvo de forma directa. También el acido
citrico, que fue el precursor de los CD, y la transferrina (T) se analizaron como controles, para poder

comparar con los espectros de los CD.

4.3.5 Deteccion de proteinas en los CD conjugados mediante SDS-PAGE

Para corroborar la presencia de proteinas conjugadas a los CD y la obtenida en la extraccién de proteina
de los cultivos celulares del Transwell, se realizd electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). En
la SDS-PAGE se usé el gel concentrador al 5% y el gel separador al 12%. Las muestras de CD conjugados se
analizaron directamente sin desnaturalizarse, sélo se les agregd “buffer” Laemmli. Los CD conjugados se
cargaron en el gel y se realizé la electroforesis. La escalera de pesos moleculares (BIO-RAD Precision plus
protein standards Dual color) tenia como referencia a la transferrina (T) a 75 kDa. Adicionalmente, para
visualizar la presencia de los CD se analizd la fluorescencia de los geles con una [dmpara UV y con el filtro
SYBER GREEN del lector de geles BIO-RAD Gel Doc EZ Imager. Luego, para visualizar las proteinas, los geles
se tifleron con Azul de Coomassie y el exceso de colorante se retiré con solucidn de destefiido (40%
metanol, 10% acido acético y 50% agua destilada). Los geles se visualizaron en el lector de geles BIO-RAD.

El peso molecular y la intensidad de las bandas se analizaron con ImagelLab 6.1 de BIO-RAD.

4.3.6 Cuantificacion de proteina en los CD conjugados mediante Micro-BCA

La cuantificacién de transferrina y del péptido if en los CD conjugados se realizd con un ensayo de micro-
BCA (método con acido bicinconinico). El ensayo de micro-BCA se realizd de acuerdo con las condiciones
descritas por el fabricante en el Micro BCA Protein Assay Kit 23235 Thermo Scientific. Para estandarizar
las concentraciones de proteina, se realizd una curva estandar con albimina de suero bovino (BSA) a las
siguientes concentraciones: 0, 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 20, 40, 200 pug/mL. Cada estandar y muestra se realiz6 por

triplicado.
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Para calcular el volumen total de reactivo de trabajo (WR), considerando 100 pL por muestra, se usé la

siguiente ecuacion:

WR = (# estandares + #muestras desconocidas)(#replicados)(100 uL) (1)

El WR se prepard con los reactivos MA, MB y MC del kit, los cuales estuvieron a una concentracién de 50,
48 y 2% respectivamente, de acuerdo al volumen requerido calculado. En una placa de 96 pozos se
colocaron 100 pL de los estdndares o muestras y 100 uL de WR, se mezclaron por 30 s y se incubaron a 37
°C durante 2 h. Pasado el tiempo de incubacidn se dejé enfriar la placa a temperatura ambiente por 5 min.
Luego, la absorbancia se midié a 562 nm en un lector de placas. La concentracion de proteina (ug/mL) de
las muestras se determind a partir de los valores de absorbancia de la curva estandar y su ecuacion de la

recta (Figura 53).

4.4 Sintesis de hidrogeles

Para la sintesis de hidrogeles se utilizd gelatina tipo A derivada de piel porcina, con 300 grados Bloom
(SIGMA, G1890). La gelatina se prepard al 10% en bafio Maria a 50 °C, en donde se disolvieron 2 g de
gelatina en 20 mL de PBS 1x, bajo agitacidn constante a 500 rpm, durante 10 min. Previo a la metacrilacién
de gelatina se ajustd el pH a 9 con 50 pL de NaOH 5 M, para mantener las condiciones dptimas de la

reaccion.

En la metacrilacién de gelatina se utilizé anhidrido metacrilico (MA) (SIGMA, 276685). El MA promueve el
entrecruzamiento de la gelatina mediante luz UV-A, ya que los mondmeros de MA reaccionan con los
grupos de hidroxilisina de la gelatina al disolver la gelatina en PBS 1x a una temperatura de 50 °C
(Shirahama et al., 2016). El MA se utilizé en una razén de 0.1 mL/g, por lo que al utilizar 2 g de gelatina
corresponden 200 uL de MA. El MA se agregd por goteo (10 uL) a la solucion de gelatina al 10% m/v,
manteniendo una agitacién constante de 500 rpm, a 50 °C por 3 h (Figura 20). Durante la reaccion se hizo
un ajuste constante de pH a 9 con NaOH 5 M al agregar cada gota de MA, para mantener las condiciones
Optimas para la reaccién. Finalmente, para detener la reaccion se diluyé con 5 veces su volumen con PBS

1x, para neutralizar el pH a 7.4 de la gelatina metacrilada (GelMA) obtenida.
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Figura 20. Metacrilacién de gelatina con anhidrido metacrilico para formar gelatina metacrilada (GelMA) y acido
metacrilico como productos (Tomada y modificada de Shirahama et al., 2016).

La didlisis de GelMA se realizé usando tubos de didlisis MEGA GeBaFlex con capacidad de 15-20 mL, de un
tamafio de poro de 12-14 kDa MWCO (SIGMA, PURG12015). Previo a la dialisis se hidrataron las
membranas de los tubos de didlisis con 20 mL de agua desionizada durante 5 minutos, lo cual también se
us6 para verificar si los tubos tenian alguna fuga de agua. El agua se removid de los tubos de didlisis y se
agregaron 20 mL de GelMA en cada uno de los 5 tubos utilizados. La GelMA se dializdé contra 100 veces su
volumen con agua desionizada a 40 °C, con agitacion constante a 60 rpm y durante 24 h, con 2 recambios
del agua dializada alas 4 hy 6 h. La didlisis de GeIMA se realizé para eliminar el 4cido metacrilico producido

en la reaccién y el MA que no reacciond con la gelatina.

La liofilizacion de GelMA se realizd en un liofilizador LABCONCO FreeZone 1 Liter Benchtop Freeze Dry
System. La solucién de GelMA obtenida en la didlisis se colocé en recipientes de plastico rectangulares,
previamente pesados, y se congeld a -80 °C por 24 h. Posteriormente, se colocaron los recipientes sin tapa
ni parafilm en el liofilizador a una presion de vacio de 0.012 mbar y una temperatura de -55 °C, durante
48 h. Con ello se obtuvo un material blanco, brilloso y de consistencia esponjosa, el cual al pesar el
recipiente que lo contenia se calculé un rendimiento final del 62% (1.25 g) en relacién a los 2 g de gelatina

agregados inicialmente. La GelMA obtenida se almacené en refrigeracién a -4 °C hasta su uso.

Para fotoentrecruzar la GelMA se utilizo litio fenil-2, 4, 6-trimetilbenzoilfosfofinato (LAP) como
fotoiniciador (SIGMA 900889). LAP produce radicales libres al ser expuesto a luz UV de 365 nm, los cuales
generan un fotoentrecruzamiento quimico por la formacién de enlaces covalentes entre los precursores

poliméricos, de modo que se obtendra la estructura tridimensional del hidrogel (Magdassi et al., 2021).
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Los hidrogeles se prepararon con GelMA al 10% m/v en agua Milli-Q, de acuerdo al volumen deseado para
cada prueba. La solucién de GelMA 10% m/v se sonicé en un sonicador Bransonic M 1800, durante 30
minutos con calor para obtener una solucién homogénea y transparente. Luego, a esta solucion se agregd
LAP a una concentracién de 0.1% m/v y se sonico de nuevo por 30 minutos. La solucién de GeIMA-LAP se
colocd en una placa de 96 pozos, con 150 L en cada pozo y por triplicado para cada ensayo. La placa se
expuso a luz UV-A de una l[dmpara de 86 W durante 60 s. Los hidrogeles fotoentrecruzados se colocaron

en bafio Maria por 10 minutos para desmontarlos con facilidad de la placa.

4.5 Evaluacidn de los nanocompuestos de hidrogeles con CD conjugados

Para sintetizar los nanocompuestos con los hidrogeles de GeIMA y CD conjugados, una solucién de GelMA
10% m/vy LAP 0.1% m/v se prepard en agua Milli-Q y antes de exponerla a luz UV-A se agregaron los CD.
Los CD vy los conjugados de CD-T, CD-i y CD-TiP se agregaron en una concentracion equivalente a 12.5
mg/mL. Las soluciones de GelMA-LAP con CD se sonicaron por 30min y se colocaron en placas de 96 pozos
(150 pL en cada pozo), para luego exponerlos a luz UV-A con una lampara de 86 W durante 60 s. Al final,
se obtuvieron diferentes nanocompuestos (Figura 21): hidrogeles de GelMA (G), hidrogeles de GeIMA con
CD sin conjugar (G-CD), hidrogeles de GelMA con CD conjugados con transferrina (G-CD-T), hidrogeles de
GelMA con CD conjugados con un péptido inhibidor de BACE1 (G-CD-iB) e hidrogeles de GelMA con CD

conjugados con transferrina y un péptido inhibidor de BACE1 (G-CD-Tip).
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Figura 21. Esquema de los nanocompuestos de hidrogeles de GelMA (G) con CD: G-CD, G-CD-T, G-CD-ip y G-CD-Tip.
Los CD se representan en azul, la transferrina en color naranja y el péptido ip en color rojo (Guzman-Uribe, 2022.
Creado en BioRender.com).
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4.5.1 Microestructura: porosidad y conectividad

La microestructura de los nanocompuestos se analizé mediante tomografia computarizada con un Bruker
Micro-CT SkyScan 2211. Previo a su analisis, los distintos nanocompuestos se congelaron por 24 h a -80 °C
y luego se deshidrataron por liofilizaciéon durante 24 h, para conservar su estructura. Se analizé sélo un
hidrogel de cada nanocompuesto, teniendo como control un hidrogel de GelMA (G) para comparar contra
los nanocompuestos con CD conjugados. El analisis de los datos se realizé con CTvox 3.3.1 y CT-Analyser
(CTAN), para obtener modelos 3D de la microestructura, cdlculos del grosor de la estructura, tamafio del

poro, densidad de conectividad, porosidad y volumen del espacio de los poros abiertos y cerrados.

4.5.2 Hinchamiento de los nanocompuestos

El hinchamiento de los nanocompuestos de GelIMA-CD se evalud por su capacidad para absorber liquidos.
Para este ensayo se sintetizaron hidrogeles como se describid previamente, teniendo un triplicado de cada
grupo y teniendo un hidrogel de GelMA sin CD como control. El peso inicial de los hidrogeles se midié
(tiempo cero), luego se dejaron inmersos en 1 mL de PBS 1x, incubandose a 37 °Cy en agitacién a 120 rpm.
El peso de los hidrogeles se midio a determinados intervalos de tiempo: 0.25, 1, 2, 6,9, 12, 24, 48, 72, 96,
120y 144 h; para observar su hinchamiento maximo y el inicio de su degradacidn, retirando el exceso de

liquido de su superficie.

El hinchamiento de los hidrogeles en cada tiempo se calculd con la siguiente ecuacion (Javanbakht y

Namazi, 2018):

. , P —Py
Hinchamiento (%) = P X 100 (2)
0

Donde, P: es el peso del hidrogel al tiempo ‘t’ y Po es el peso inicial del hidrogel.

4.5.3 Degradacion de los nanocompuestos

La degradacién de los nanocompuestos de GelMA-CD se determiné por la pérdida de peso que tuvieron a

lo largo del tiempo, considerando el punto de hinchamiento maximo calculado previamente. El ensayo se



36
hizo con un triplicado de cada grupo y con un hidrogel de GelMA sin CD como control. A los hidrogeles se
les midié su peso inicial (tiempo cero) y luego se colocaron en 1 mL de PBS 1x, a 37 °C y agitando a 120
rpm. Los hidrogeles se pesaron a los tiempos: 0.25, 1, 2, 6, 9, 12, 24, 48, 72, 96, 120 y 144 h; hasta su
degradacion total. La degradacion de los hidrogeles en cada tiempo se calculd con la siguiente ecuacion

(Javanbakht y Namazi, 2018):

PO_PL'

Degradacion (%) = x 100 (3)

Donde, P; es el peso del hidrogel al tiempo ‘t’ y Py es el peso inicial del hidrogel.

4.5.4 Liberacidon de los puntos cudnticos de carbono desde los hidrogeles

La liberacién de los CD conjugados desde los hidrogeles de GelMA se determind en 2 medios: PBS 1x y
DMEM suplementado; y se incubaron a 37 °C con agitacién de 120 rpm, para simular un ambiente
sanguineo. En estos ensayos los distintos nanocompuestos se colocaron por triplicado en 1 mL de PBS 1x
o DMEM, de acuerdo con el ensayo. Durante el experimento se recuperaron 500 pL de medio y se
reemplazaron por 500 pL de medio nuevo a los tiempos: 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2,6, 9, 12,24, 48,72,96, 120 y
144 h en PBS 1x (debido a su degradacidn), y hasta 168, 192 y 216 h en DMEM. La liberacién de CD
conjugados se determind mediante fluorescencia. Los sobrenadantes (PBS o DMEM) recuperados a los
diferentes tiempos se colocaron en una placa negra de 96 pozos con fondo plano (Costar) y se analizaron
con un fluorémetro Fluoroskan FL-Thermo Scientific, a una longitud de onda de excitacidon de 355 nmy
una longitud de onda de emision de 460 nm. Para el analisis de cada ensayo, se hizo la extraccién de la
sefial fluorescente del PBS 1x y DMEM, respectivamente. Ademas, el porcentaje de liberacidon acumulada
se calculd considerando la fluorescencia inicial en cada nanocompuesto como referencia del 100% de

fluorescencia, en comparacién con lo liberado en cada medio.

Para determinar la cinética de liberacidon de orden cero para cada grupo de CD conjugados se usé la

siguiente ecuacion:

[C]t =kt + [C]o (4)
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Donde, [C]: es la concentracion de la muestra al tiempo ‘t’, k es la constante de rapidez de liberacidn, ‘t’

es el tiempo y [C]o es la concentracién de la muestra al tiempo 0.

Para determinar la cinética de liberacidon de orden cero para cada grupo de CD conjugados se usé la

siguiente ecuacion:

In[C], = —kt + In[C], (5)

Donde, In[C]: es el logaritmo natural de la concentracién de la muestra al tiempo ‘t’, k es la constante de
rapidez de liberacién, ‘t’ es el tiempo y In[C] es el logaritmo natural de la concentracidn de la muestra al

tiempo 0 (Ata et al., 2020).

4.6 Prevalidacion de la inhibicion de la actividad de BACE1

La inhibicion de la actividad de la enzima BACE1l se analizd6 mediante un ensayo con método de
transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET), con el kit comercial de deteccién de la
actividad de BACE1 (SIGMA, CS0010), de acuerdo con las condiciones descritas por el fabricante. El método
de FRET se basa en la transferencia de energia de un fluoréforo donador a un fluoréforo receptor, al estar
a distancias muy cortas (1-10 nm). En este caso, el kit comercial contenia un buffer fluorescente-FAB
(receptor) y el sustrato de BACE1 con un fluoréforo (donador). La fluorescencia del sustrato aumenta al

ser escindido por BACE1, para luego hacer la transferencia de energia al receptor.

En el ensayo se colocaron por triplicado el sustrato de BACE1 como control negativo (80 uL de FAB + 20 uL
de sustrato), la enzima BACE1 como control positivo (78 uL de FAB + 20 pL de sustrato + 2 puL de BACE1), y
el péptido inhibidor de BACE1 (i) a 30 nM (68 pL de FAB + 20 uL de sustrato + 2 uL de BACE1 + 10 pL de
iB) y 60 nM (58 plL de FAB + 20 pL de sustrato + 2 puL de BACE1 + 20 pL de iB). La placa se cubrié de la luzy
se incubd por 2 h a 37 °C, tiempo necesario para que BACE1 escinda el sustrato. La fluorescencia de las
muestras se midié alas 0y 2 h en un fluorémetro TECAN Infinite 200 Pro, a una Aex: 488 nm y Aem: 509
nm. El control negativo se considerd como blanco y se extrajo de la sefial fluorescente de las muestras. El

porcentaje de escision del sustrato de BACE1 (actividad de BACE1) se calculé usando la siguiente ecuacién:

. ., S (pmol) — 50
Escision del sustrato de BACE1 (%) = Wx 100 (6)
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Donde, S es la cantidad en pmol de la fluorescencia en la muestra obtenida de la curva estandar (Figura
54). Esta ecuacion indica el 50% del producto de escision a las 2 h de la reaccion segun el kit de deteccion,
y refleja la fluorescencia de 500 pmol del estandar, ya que la cantidad de sustrato agregada en la reaccién

fueron 1,000 pmol.

Finalmente, la actividad de BACE1 se normalizé al 100%, considerando al control positivo con la enzima

BACE1 como referencia del 100% de actividad enzimatica.

4.7 Modelo in vitro de BHE y enfermedad de Alzheimer

Para establecer el modelo in vitro de BHE en un Transwell cocultivo se usaron células endoteliales de la
microvasculatura cerebral (HBEC-5i, CRL-3245, ATCC) y células de glioblastoma (U-87 MG, HTB-14, ATCC)
para inducir el modelo in vitro de enfermedad de Alzheimer. Ambas lineas celulares son derivadas de

humanos para simular las funciones biolégicas humanas.

Las células endoteliales de la microvasculatura cerebral (HBEC-5i) son células inmortalizadas, derivadas de
la corteza cerebral humana de un paciente sin enfermedad. Las HBEC-5i expresan marcadores estables de
las células endoteliales, como el factor VIl de von Willebrand, cadherina vasculoendotelial (VE), ocludinas,
moléculas de adhesion celular (VCAM-1 e ICAM-1) y marcadores para la activacién de células
presentadoras de antigenos (CD54 y CD40). Debido a ello, forman estructuras eficientes con uniones
estrechas (TJ), logrando una alta resistencia eléctrica transendotelial y una permeabilidad muy baja a
dextrano de 70 kDa. Las células se cultivaron en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) F12, el
cual se suplementé con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de antibidtico (100 U/mL de penicilina y 100
pg/mL de estreptomicina), con cambios de medio cada 2-3 dias y condiciones de incubacion de 37 °Cy 5%

de CO, (Figura 55).

Las células de glioblastoma (U-87 MG) son derivadas de cerebro humano, de células gliales de un paciente
masculino con glioma maligno. Las U-87 MG tienen morfologia epitelial y propiedades de crecimiento
adherente, son tumorigénicas y se han usado en investigaciones de neurociencias e inmuno-oncologia. Las
células se cultivaron en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) alto en glucosa, el cual se
suplemento con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 1% de antibidtico (100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL

de estreptomicina), con cambios de medio cada 2-3 dias e incubadas a 37 °Cy 5% de CO, (Figura 55).
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4.7.1 Induccién con escopolamina del modelo in vitro de enfermedad de Alzheimer

El modelo in vitro de enfermedad de Alzheimer se establecié en las células de glioblastoma (U-87 MG)
tratadas con escopolamina (hioscina). El cultivo de células U-87 MG se llevd a confluencia del 90%. Luego,
las células se trataron con 1 mL de tripsina-EDTA y se sembraron en una placa de 96 pozos a una densidad
de 1.5 x10* células/pozo, incubandolas durante 24 h con medio de cultivo DMEM alto en glucosa
suplementado, a 37 °Cy 5% de CO.. A las 24h, el medio de cultivo se cambié por DMEM alto en glucosa
libre de suero fetal bovino y se agregd escopolamina (Sco) a 2 mM para inducir el modelo (aumento de
BACE1), incubandolas durante 24 h. En la placa se colocaron por triplicado un control negativo de células
U-87 MG, un control positivo del modelo con U-87+Sco y éstas ultimas células expuestas a los distintos CD
conjugados (CD, CD-T, CD-if y CD-TiB) a 10 y 20 pg/mL, de acuerdo a lo reportado por Han et al. (2016).
Posteriormente, con TRIsure (BIO-38033, Meridian Bioscience) se realizo lisis celular y se extrajo proteina
de la fase orgdnica en tubos de microcentrifuga. Para realizar la precipitacién de la proteina extraida de
los cultivos celulares, se realizé un tratamiento con acido tricloroacético (TCA) al 100% (15 pL por cada 100

uL de muestra) y acetona al 100% (1 mL).

Para detectar la presencia de BACE1l en el modelo inducido con escopolamina, se realizaron geles
desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE). Las muestras se desnaturalizaron a 95 °C por 5 min con
“buffer” Laemmli y luego se cargaron en los geles para realizar la electroforesis. La escalera de pesos
moleculares tenia como referencia a la transferrina (T) a 75 kDa, ademas se tenia un control negativo de
células U-87 MG y un control positivo del modelo con U-87+Sco. Para visualizar las proteinas, los geles se
tifileron con Azul de Coomassie y el exceso de colorante se retiré con solucion de destefiido. Los geles se
visualizaron en el lector de geles BIO-RAD Gel Doc EZ Imager. El peso molecular y la intensidad de las

bandas se analizaron con Imagelab 6.1 de BIO-RAD.

4.7.2 Citocompatibilidad de CD conjugados

La citocompatibilidad se realizé mediante un ensayo de reduccién de resazurina, en el cual se cuantificé la
actividad metabdlica celular y la diferencia entre células tratadas y no tratadas, para determinar el
porcentaje de viabilidad celular. Las células endoteliales de la microvasculatura cerebral (HBEC-5i) y las de
glioblastoma (U-87 MG) se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 1.5 x104 células/pozo y se
incubaron por 24 h con 100 pL de medio de cultivo DMEM F-12 y DMEM alto en glucosa, respectivamente.

Se realizaron 3 ensayos de citocompatibilidad: uno con células HBEC-5i y dos con U-87 MG (uno libre de
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escopolamina y otro con escopolamina). Previo al ensayo con resazurina, en el grupo de U-87 MG con
escopolamina se realizd la induccidén del modelo de la enfermedad de Alzheimer durante 24 h. Las células
se incubaron por triplicado con los distintos CD conjugados (CD, CD-T, CD-i y CD-TiB) a 10 y 20 pg/mL,
durante 2 h. Ademas, como control negativo se considerd un grupo de células con DMSO al 20% (C-) y
como control positivo a las células libres de CD conjugados y/o escopolamina (C+). Luego, la resazurina se
agrego al 10% (10 uL en cada pozo) y se dejo reaccionar durante 4 h. La placa se leyd a una absorbancia
de 570 y 600 nm para determinar la reduccién de resazurina mediante la siguiente ecuacion:

(0, X Ay) — (01 X A3)

Reduccion de resazurina (%) = R X N,) — (R, XN x 100 (7)
1 X Nz) = (K X [Ny

Donde, O; es el coeficiente de extincidn de la resazurina oxidada a 570 nm, O, es el coeficiente de extincién
de la resazurina oxidada a 600 nm, R; es el coeficiente de extincién de la resazurina reducida a 570 nm, R»
es el coeficiente de extincion de la resazurina reducida a 600 nm, A; es el valor de absorbancia de la
muestra a 570 nm, A; es el valor de absorbancia de la muestra a 600 nm, N; es el valor de absorbancia del

control negativo a 570 nm y N; es el valor de absorbancia del control negativo a 600 nm (Tabla 2).

Tabla 2. Coeficientes de extincion molar de resazurina reducida y oxidada a longitudes de onda de 570 y 600 nm.

Longitud de onda Reducida (R) Oxidada (0)
570 nm 155,677 80,586
600 nm 14,652 117,216

La viabilidad celular se calculd con la diferencia de reaccidn entre los grupos tratados con CD conjugados

y los no tratados, mediante la siguiente ecuacion:

0, % A)) — (0, X A
Viabilidad celular (%) = (( 02 ~ P1§ E 01 v PZ)) x 100 (8)
2 1) — 1 2

Donde, O; es el coeficiente de extincion de la resazurina oxidada a 570 nm, O, es el coeficiente de extincidn
de la resazurina oxidada a 600 nm, A; es el valor de absorbancia de la muestra a 570 nm, A es el valor de
absorbancia de la muestra a 600 nm, P1 es el valor de absorbancia del control positivo a 570 nmy P, es el

valor de absorbancia del control positivo a 600 nm (Tabla 2).
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4.7.3 Modelo in vitro de BHE con un Transwell cocultivo

El modelo in vitro de BHE se establecié usando un dispositivo Transwell de 96 pozos (Corning #3381, HTS
Transwell-96), el cual tenia insertos con membranas de policarbonato, un tamafio de poro de 0.4 um y un
area de crecimiento celular de 0.143 cm?. El modelo se hizo en cocultivo con células endoteliales de la
microvasculatura cerebral (HBEC-5i) para establecer la BHE y con las células de glioblastoma (U-87 MG)

que se les indujo el modelo de enfermedad de Alzheimer con escopolamina.

CD — CD'T

CD-ip '\J CD-Tip

Inserto ° o o ||
. 0 |
(apical) 17 . o5

Pozo —® o Ve Vo o
(basolateral) | et e > 8 »& - > U-87 MG

Transwell cocultivo
(Modelo /n vitro de BHE)

Figura 22. Modelo in vitro de BHE en un Transwell cocultivo con HBEC 5i en los insertos y U-87 MG en los pozos. La
BHE se simuld con las células endoteliales de la microvasculatura cerebral humana (HBEC), sus uniones estrechas
(tight junctions) y las membranas de los insertos con poros de 0.4 um. Estas células se pusieron en contacto con cada
conjugado (CD, CD-T, CD-if y CD-TiB) y se midié su permeabilidad a través de la BHE (Guzman-Uribe, 2022. Creado
en BioRender.com).

En el dia 0, las células endoteliales (HBEC 5i) se colocaron en la parte apical del Transwell sobre las
membranas de los insertos (Figura 22), a una densidad de 1.5 x10* células/inserto, con 75 pL de DMEM-
F12 en los insertos y 235 L en los pozos. En el dia 2, el medio DMEM-F12 del compartimento basolateral
(cerebro) se descarté y se sembraron las células de glioblastoma (U-87 MG) en este compartimento, a una
densidad de 1.5 x10* células/pozo, con 235 pL de DMEM-alto en glucosa. Las células se incubaron a 37 °C
y 5% de CO,, con cambios de medio cada 2 dias, para asegurar su adherencia y crecimiento (Baranyaiet al.,

2021; Stone et al., 2019). En el dia 5, la formacién del modelo in vitro de BHE se comprobd con un ensayo
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de permeabilidad con amarillo Lucifer (1 mM). Al confirmar la integridad de la BHE, el modelo in vitro de
enfermedad de Alzheimer se indujo en las células U-87 MG como se describid previamente, agregando 7.1
puL de escopolamina (2 mM) en el compartimento basolateral e incubando por 24 h. Al dia 6, en el
compartimento apical del Transwell se agregaron 15 plL de cada conjugado (CD, CD-T, CD-if y CD-Ti) por
triplicado, a concentraciones de 10y 20 pg/mL, y se incubaron por 2 h a 37 °Cy 5% de CO, (Figura 22).

Pasado ese tiempo, el medio de cultivo de cada compartimento se recuperd en tubos de microcentrifuga
para el analisis de la permeabilidad a los CD conjugados en el modelo in vitro de BHE. Luego, en ambos
compartimentos se agrego tripsina para desprender las células HBEC-5i y U-87 MG de la placa (30 pL en
los insertos y 100 uL en los pozos). Posteriormente, con TRIsure (BIO-38033, Meridian Bioscience) se
realizd la lisis celular y se extrajo proteina de la fase organica en tubos de microcentrifuga. Finalmente,

con acido tricloroacético (TCA) y acetona se realizd la precipitacion de proteinas.

4.7.3.1 Permeabilidad en el modelo in vitro de BHE

El modelo in vitro de BHE establecido simuld tres componentes importantes de la BHE (Lee y Leong, 2020):
la capa de células endoteliales y sus uniones estrechas (células HBEC-5i), y la membrana basal de células
endoteliales y pericitos (membrana del Transwell). La formacion del modelo in vitro de BHE y la integridad
de las uniones estrechas en las células endoteliales, se comprobaron con ensayos de permeabilidad con
amarillo Lucifer (SIGMA, L0144). Mientras que, la capacidad de los CD conjugados para cruzar el modelo

in vitro de la BHE se midid con un ensayo de permeabilidad a los propios CD conjugados.

En el ensayo de permeabilidad con amarillo Lucifer (AL) se compard la permeabilidad de los insertos sin
células y la de los insertos con células endoteliales (HBEC-5i). En este ensayo se cambid el medio de cultivo
de los insertos por 75 pL de una solucién de amarillo Lucifer con buffer HEPES (1 mM, pH 7.4) y el medio
de cultivo de los pozos se cambié por 235 uL de buffer HEPES (30 mM, pH 7.4). El ensayo se realizd por
triplicado y el Transwell se dejé incubando por 2 h a 37 °Cy 5% de CO.. Luego, el amarillo Lucifer y el buffer
HEPES de cada compartimento se recuperaron en una placa y su absorbancia se leyé a una Aex: 430 nm

(Figura 23).
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Figura 23. Ensayo de permeabilidad del modelo in vitro de la BHE con amarillo Lucifer (AL, 1 mM). Se colocd AL en el
inserto y HEPES en los pozos para determinar cuanto colorante AL cruzaba la BHE del modelo en 2 h. Se midié su
absorbancia a una Aex de 430 nm para calcular su permeabilidad aparente (Guzman-Uribe, 2022. Creado en
BioRender.com).

El coeficiente de permeabilidad aparente (P,pp) se calculd con la siguiente ecuacidn (Eigenmann et al.,

2013):

Vs ACg

cm = - —
Papp( /S) - ACAO X At (9)

Donde, Vg es el volumen en el compartimento basolateral (235 L), A es el area superficial de la membrana
2 . , . . ACg .
(0.143 cm*), Cao es la concentracidn inicial en el compartimento apical (inserto) y e &8 el cambio de

concentracidn a través del tiempo (7,200 s o 2 h) en el compartimento basolateral (pozo).

El ensayo de permeabilidad a CD conjugados se realizd con los medios de cultivo recuperados de los
compartimentos del Transwell (seccion 4.7.3), de los cuales se leyo su fluorescencia con un fluorémetro
TECAN Infinite 200 Pro, a una Aex: 488 nm y Aem: 509 nm. La seial fluorescente de los medios DMEM se

extrajo de la sefal de las muestras y la permeabilidad aparente se calculé con la misma ecuacién (9).
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4.7.4 Deteccion de BACE1 en el modelo in vitro de enfermedad de Alzheimer

Para detectar la presencia de BACE1 en el modelo inducido con escopolamina en el Transwell cocultivo, se
realizaron geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE), con el mismo procedimiento descrito
previamente (seccién 4.7.1). Se realizaron 3 geles: uno con los controles de enzima BACE1, transferrina
(T), células U-87, U-87+Sco y HBEC; otro de las células U-87+Sco de los pozos del Transwell expuestas a 10
y 20 pg/mL de los distintos CD conjugados (CD, CD-T, CD-ip y CD-TiB); y otro de las células HBEC de los
insertos del Transwell expuestas a los mismos CD conjugados. En este caso se utilizd como referencia una
escalera de pesos moleculares BIO-RAD Broad Range. Los geles se visualizaron en el lector de geles BIO-
RAD Gel Doc EZ Imager. El peso moleculary la intensidad relativa de las bandas se analizaron con ImageLab

6.1 de BIO-RAD.

4.8 Inhibicion de la actividad de BACE1 en el modelo in vitro de enfermedad de

Alzheimer

La inhibicion de la actividad de la enzima BACE1l se analizd6 mediante un ensayo con método de
transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET), de acuerdo al procedimiento indicado en
el kit comercial de deteccion de la actividad de BACE1 (SIGMA, CS0010). El método de FRET se basa en la
transferencia de energia de un fluoréforo donador a un fluoréforo receptor, al estar a distancias muy
cortas (1-10 nm). En este caso, el kit comercial contenia un buffer fluorescente-FAB (receptor) y el sustrato
de BACE1 con un fluoréforo (donador). La fluorescencia del sustrato aumenta al ser escindido por BACE1,

para luego hacer la transferencia de energia al receptor.

En el ensayo se colocaron por triplicado el sustrato de BACE1 como control negativo (80 uL de FAB + 20 L
de sustrato), la enzima BACE1 como control positivo (78 uL de FAB + 20 uL de sustrato + 2 uL de BACE1),
las células U-87 MG con escopolamina (U-87+Sco) como el control positivo del modelo (60 plL de FAB + 20
plL de sustrato + 20 pL de muestra) y los distintos CD conjugados (CD, CD-T, CD-i y CD-TiB) a 10y 20 pg/mL
(60 pL de FAB + 20 pL de sustrato + 20 L de muestra), de acuerdo a lo reportado por Han et al. (2016). La
placa se cubrid de la luzy se incubé por 2 h a 37 °C, tiempo necesario para que BACE1 escinda el sustrato.
La fluorescencia de las muestras se midié a las 0y 2 h en un fluorémetro TECAN Infinite 200 Pro, a una
Aex: 488 nm y Aem: 509 nm. El control negativo se consideré como blanco y se extrajo de la sefial

fluorescente de las muestras.
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El porcentaje de escision del sustrato de BACE1 (actividad de BACE1) se calculd usando la siguiente

ecuacion:

o S (pmol) — 50
Escision del sustrato de BACE1 (%) = Wx 100 (10)

Donde, S es la cantidad en pmol de la fluorescencia en la muestra obtenida de la curva estandar. Esta
ecuacién indica el 50% del producto de escision a las 2 h de la reaccion segun el kit de deteccidn, y refleja
la fluorescencia de 500 pmol del estandar, ya que la cantidad de sustrato agregada en la reaccion fueron

1,000 pmol.

Finalmente, estos datos de actividad de BACE1 se normalizaron al 100%, considerando a la actividad basal
de BACE1 en las U-87 MG como una referencia del 100% y para determinar el porcentaje de actividad en
cada uno de los CD conjugados se tomd la actividad de BACE1 del modelo con U-87 MG+Sco como el 100%,

ya que fueron las células en las que se evaluaron estos nanomateriales.

4.9 Andlisis estadistico y graficos

Para procesar los datos, obtener los graficos y el andlisis estadistico de los resultados se utilizaron Excel-
Microsoft Office Profesional Plus 2019 y GraphPad Prism 9.4.0. Cada ensayo se realizd con triplicados de
cada grupo (n=3), para obtener la media y desviacion estandar. De acuerdo a los grupos de estudio
analizados y a las comparaciones necesarias, se usaron los modelos estadisticos de T-student de 2 colas,
de muestras independientes y con correccidon de Welch; o el analisis de la varianza (ANOVA) de una o dos
vias con pruebas post hoc de comparaciones multiples de Tukey. El nivel de significancia fue del 95%, con
un marco de error del 5% (p < 0.05). Se consideraron diferencias significativas al tener comparaciones con
p < 0.05 (*), p < 0.005(**), p < 0.0005 (***) y p < 0.0001 (****). Los esquemas de la metodologia del

proyecto se crearon en BioRender.com 2022.
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Capitulo 5. Resultados

5.1 Sintesis de puntos cuanticos de carbono

El acido citrico, usado como precursor, era un polvo de color blanco. Los puntos cudnticos obtenidos
directamente de la termdlisis de 4cido citrico se mostraban en el recipiente como una costra café oscura
y al pulverizarse en un mortero se obtenia un polvo fino de color naranja oscuro con olor citrico e
higroscoépico. Los CD sintetizados tenian un pH de 4 (acido) y se neutralizaron a pH de 7. Los CD de pH 7 se

liofilizaron y se obtuvo un polvo fino de color café oscuro con olor citrico e higroscépico (Figura 24).

Figura 24. Apariencia de los materiales en polvo: A) acido citrico (precursor) en color blanco, B) CD pH 4 en color
naranja oscuro y C) CD pH 7 en color café oscuro. Ambos CD muestran ser higroscopicos.

5.2 Conjugacion de puntos cudnticos de carbono con transferrina e iBACE1

Los puntos cuanticos de carbono (CD) neutralizados a pH 7 se conjugaron mediante esterificacion con
holo-transferrina (T) y un péptido inhibidore de BACE1 (iB) para obtener los conjugados de CD-T, CD-if y
CD-TiB. Las soluciones obtenidas de la conjugacién mostraban un color dorado brillante y el polvo obtenido

de su liofilizacion era de color beige.
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5.3 Caracterizacion de los puntos cuanticos de carbono conjugados

5.3.1 Morfologia y tamafio de los CD conjugados: TEM, AFM y DLS

En las imagenes por TEM se observa que los puntos cudnticos de carbono (CD) tienen forma esferoidal
(Figura 25). Los CD de pH4 tienen un tamafio de 12.16 + 1.65 nm (Figura 25-A), mientras que los CD de pH7
tienen un tamano de 12.15 + 0.8 nm (Figura 25-B). En las imagenes de TEM no se observan diferencias en

la morfologia y el tamafio entre los CD a distintos pH.

Figura 25. Morfologia por TEM de A) CD pH 4 y B) CD pH 7. Con ambos pH se observa una morfologia esferoidal y un
tamafio aproximado de 12 nm. Barra de referencia: 10 nm.

Los CD conjugados tienen una gran variabilidad de tamafios por TEM (Tabla 3), los cuales son >10 nm ya
que tienden a aglomerarse. Los CD-T muestran una morfologia multiforme con un halo transparente
alrededor de las nanoparticulas (Figura 26-A), lo cual hace que aumente su tamafio a 118.6 + 33.4 nm y se
formen aglomerados. Los CD-if3 son esferoidales (Figura 26-B) y de un tamafio promedio de 35.8 + 14.9

nm. Los CD-TiP son esferoidales (Figura 26-C) y muestran un tamaro promedio de 64.9 + 28.6 nm.

En las imagenes de topografia de AFM se observan aglomerados de los CD conjugados, correspondientes
a mayores alturas y diametros (Figura 56). Los conjugados de CD-TiB muestran mas aglomerados, mientras
que los de CD-T y CD-ip tienen menos aglomerados y se pueden distinguir esferas pequefias y dispersas.
Los CD pH4 tienen una altura de 6.54 £ 1.2 nm y un didmetro de 4.6 + 2.1 nm; los CD pH 7 tienen una altura

de 12.7 + 2.4 nm y un diametro de 19.3 + 2.6 nm; los CD-T muestran una altura de 8.7 + 0.9 nm y un
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didmetro de 16.5 + 1.6 nm; los CD-ip tienen una altura de 9.2 + 1.5 nm y un didmetro de 22.7 + 8.5 nm; y
los CD-Ti muestran una altura de 3.0 £ 0.9 nm y un didmetro de 70.9 + 9.5 nm (Tabla 3). Se observa que

el didametro aumenta al tener la doble conjugacién de CD con transferrina y el péptido i3 (CD-Tip).

Figura 26. Morfologia por TEM de A) CD-T, B) CD-iB, C) CD-TiB. Los CD conjugados presentan una morfologia
multiforme y tienden a aglomerarse, presentando tamafios >10 nm. Los CD-T estan rodeados de un halo transparente
(flechas rojas). Barras de referencia: 200 nm.

El Dn de CD pH4 fue de 55.4 £ 21.7 nm con un indice de polidispersidad (PDI) de 0.4; el Dy de CD pH7 fue
de 8.3 £2.0 nm con un PDIl de 0.7; el Dy, de CD-T fue de 16.9 £ 4.5 nm con un PDI de 0.7; el D, de CD-if3 fue
de 1.7 £ 0.2 nm en particulas individuales y de 355.3 £ 43.0 nm en aglomerados, con un PDIl de 0.4; y el Dy,
de los CD-Tip fue de 8.7 £ 1.2 nm con un PDI de 0.6 (Tabla 3). Los CD pH4 y los CD-ip tienden mas a
aglomerarse y son mas heterodispersos en comparacién con los CD pH7, CD-T y CD-Tip, los cuales tienen
tamafios mas pequefios y son mas homodispersos, es decir, sus diferentes poblaciones no difieren tanto

en su tamanio (Figura 57).
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Tabla 3. Tamarfio promedio de puntos cuanticos de carbono y conjugados: TEM, AFM y didmetro hidrodinamico (Dn)

AFM
TEM D
Altura Diametro

CD pH4 1216 £1.65nm | 6541123 nm | 46+2.1nm 55.4+*21.7 nm

CD pH7 12.15+0.8 nm 12.7+24nm | 19.3+£2.6 nm 83+2.0nm

CD-T 1186 +334nm | 87+09nm | 16.5+1.6nm 16.9+4.5 nm

1.720.2nm

CD-ip 35.8+14.9 nm 9.2+15nm | 22.7+85nm

355.3+43.0 nm

CD-Tip 64.9 £28.6 nm 3.0+x09nnm 70.9 9.5 nm 8.7+1.2 nm

5.3.2 Carga eléctrica superficial de los CD conjugados: potencial {

El potencial { se midid para determinar la tendencia de los CD a dispersarse o aglomerarse, de acuerdo a
su carga eléctrica superficial. En PBS 1x y a un pH de 7.4; los CD pH 4 tienen una carga de-23.6 £ 0.1 mV,
losCDpH7de-12.9+1.3 mV, los CD-Tde-16.2 £ 1.1 mV, los CD-i de -23.8 £ 1.4mV y los CD-Tif de -12.5
+ 1.2 mV (Figura 27), lo cual hace que tiendan a aglomerarse. Podemos ver que los CD-if tienden a hacerse
mas negativos y muestran diferencias significativas al compararlos con los CD y CD-Tip. Las comparaciones
entre CD, CD-T y CD-TiP no fueron significativas, lo cual demuestra que tienen cargas superficiales similares

a pesar de estar conjugados.

En contraste, el potencial { de los CD muestra un comportamiento diferente al medirse en NaCl 0.01 My
a diferentes pH. Con NaCl a un pH 7, el potencial { de los CD pH 4 es de -62.1 £ 2.4 mV, el de CD pH 7 es de
-64.4 + 10.2 mV y el de CD-T es de -30.6 = 1.6 mV (Figura 28). Estos resultados nos demuestran que en
NaCl a pH 7 los CD tienden a dispersarse mejor que con PBS 1x, ya que presentan cargas superficiales muy
negativas, menores a -30 mV, las cuales son cada vez mas negativas al acercarse a un pH neutro. Los
conjugados de CD-T tienen un punto isoeléctrico a pH 4 y se observa que las proteinas hacen mas positiva

su carga superficial, siendo el efecto contrario al observado en PBS 1x.
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Figura 27. Potencial { de CD (azul), CD-T (verde), CD-iB (rojo) y CD-Tip (amarillo) en PBS 1x a pH 7.4. Los CD y CD
conjugados tienen cargas eléctricas negativas entre 0 y -30 mV, lo cual las hace aglomerarse. Los CD-if} tienen una
carga mas negativa, mientras que los CD-T y CD-Tif tienen una carga similar a los CD a pesar de estar conjugados. Las
barras negras representan la desviacidon estandar de la media (+), n=3 por grupo. ANOVA de una via con
comparaciones multiples de Tukey con una p < 0.005(**) y p < 0.0005 (***) al compararse con CD-i.
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Figura 28. Efecto del pH y el medio en el potencial { de CD pH 4 (morado), CD pH 7 (azul) y CD-T (verde). Mediciones
en NaCl 10 mM a distintos pH. La transferrina en los CD-T hace que su carga eléctrica sea mas positiva y se observa

un punto isoeléctrico a pH 4. En NaCl y a pH neutro los CD y CD-T son mas negativos y dispersos. Las barras negras
representan la desviacion estandar de la media (), n=3 por grupo.

5.3.3 Espectros de fluorescencia de los CD conjugados

Con la espectroscopia de fluorescencia se comprobd que los CD sintetizados tienen la propiedad de emitir

fluorescencia. Un espectro de excitacidn se realizd para conocer la longitud de onda de excitacién (Aex)
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Optima, a longitudes de onda de emisidon (Aem) desde 400 hasta 600 nm. La fluorescencia de los CD de pH
4 tiene una intensidad maxima a una Aex de 392 nm, mientras que la de los CD de pH 7 se encuentra a
374.2 nm. Por lo que, los CD de pH 7 se excitan a longitudes de onda menores y con una intensidad de

fluorescencia mayor que la de los CD pH 4, a una Aem de 450 nm (Figura 29).
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Figura 29. Espectro de excitacion de CD a pH 4 (curva amarilla, roja, verde, rosa y morada) y pH7 (curva azul) con
longitudes de onda de emisidn (Aem) de 400-600 nm. Los CD pH7 se excitan a longitudes de onda menores y con una
intensidad de fluorescencia mayor que la de los CD pH4.

Con base en estos resultados se realizé un espectro de emisién de los CD para conocer la longitud de onda
a la cual emiten mayor fluorescencia, con longitudes de onda de excitacion alrededor de los 380 nm. A una
Aex de 380 nm los CD de pH 4 tienen una intensidad de fluorescencia maxima a una Aem de 476.4 nmy la
de CD de pH 7 estd a 470.4 nm (Figura 30). Los CD de pH 7 muestran una emisién de fluorescencia con
mayor intensidad que la de los CD de pH 4, al ser excitados a una Aex de 380 nm. Asimismo, se observa
que la intensidad de fluorescencia de emision decrece al aumentar la longitud de onda de excitacién por
arriba de 380 nm. Ambas longitudes de onda de emisién corresponden a una fluorescencia en color cian

en el espectro de luz visible (Figura 31).



52

Longitud de onda de

10000 1 Excitacién (nm)

330 CD pH4

8000 1 ——350 CD pH4
—380CD pH4
6000 o ——400 CD pH4
——450 CD pH4

——380 CD pH7
4000 A

Intensidad de fluorescencia (a.u.)

2000 1

350 400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda de Emision (nm)

Figura 30. Espectro de emision de CD a pH 4 (curva amarilla, rosa, roja, verde y morada) y pH7 (curva azul) con
longitudes de onda de excitacidn (Aex) de 330-450 nm. Al ser excitados a una Aex de 380 nm, los CD de pH 7 (curva
azul) muestran una emisidn de fluorescencia con mayor intensidad que la de los CD de pH 4 (curva roja).

Figura 31. Evidencia de la fluorescencia de los CD a pH 4 y pH 7, al estar A) sin lampara UV y B) con lampara UV. Los
CD emiten fluorescencia en color cian del espectro visible, aunque a pH 7 tienden a acercarse al verde.

Con los resultados obtenidos se analizé la intensidad de fluorescencia de los CD pH7 (CD) y los CD
conjugados, a una Aex de 380 nm y una Aem de 470 nm, para ver si el recubrimiento de los nanomateriales
modificaba esta propiedad. La intensidad de fluorescencia de los CD conjugados disminuye en mas del

50% al compararlos con la fluorescencia de los CD, la cual se considera como el 100%. Los CD-T disminuyen
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su fluorescencia a 33.8 %, los CD-if a 30.2% y los CD-TiB a 30.3%; la fluorescencia de los tres CD conjugados

es diferente significativamente al compararla con la de los CD (Figura 32).
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Figura 32. Fluorescencia de CD (azul), CD-T (verde), CD-ip (rojo) y CD-Tip (amarillo) a una Aex de 380nm y Aem de 470
nm. La emisién de fluorescencia disminuye en mas del 50% en los CD al estar conjugados. Las barras negras
representan la desviacion estandar de la media (%), n=3 por grupo. ANOVA de una via con comparaciones multiples
de Tukey, con p < 0.0001 (****) al comparar contra CD.

5.3.4 Propiedades superficiales de los CD mediante FTIR

Con espectroscopia FTIR se identificaron los picos en los espectros de CD, que corresponden a las
vibraciones moleculares de los grupos carboxilos en su superficie y los grupos amino de las proteinas,
necesarios para la conjugacion. Para poder comparar, se midid el espectro del precursor usado para la
sintesis, el acido citrico, la transferrina (T) y los CD conjugados (Figura 33). En el espectro de transmitancia
con FTIR del 4cido citrico se observé una banda entre 3579-3200 cm-1 que corresponde a los enlaces de
hidrégeno y grupos hidroxilo (-OH), mientras que los picos en 1728, 1691 y 1392 cm-1 corresponden a los

grupos carbonilo (C=0 y C-O-H).

El espectro de transmitancia mediante FTIR (Figura 33) muestra que la transferrina tiene picos en 1514 y
1383 cm™ que corresponden a grupos carbonilo (C-O-H); un pico en 1633 cm™ identificado como aminas

primarias (-NH); y un pico en 1235 cm™ de éteres aromaticos (-0), que corresponde con los aminoéacidos
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arométicos de la proteina. En el espectro de los CD se detectaron picos en 1549 y 1384 cm®
correspondientes a grupos carbonilo (C-O-H), los cuales se relacionan con los grupos carboxilo en su
superficie. En el espectro de los CD-T se identificd un pico en 1646 cm™ que corresponde con aminas
primarias y amidas (-NH), picos en 1550 cm™ y 1383 cm™ correspondientes con los grupos carbonilo (C-O-
H) y un pico en 1228 cm™* de éteres aromaticos (-0), de los aminodacidos aromaticos. En el espectro de CD-
iB se muestran picos de aminas primarias y amidas en 1651 cm™, de grupos carbonilo en 1564 cm™ y 1383
cm, y de éteres arométicos (-0) en 1235 cm™. Finalmente, en el espectro de CD-Tip se identificaron picos
de aminas primarias y amidas en 1646 cm™, de grupos carbonilo en 1558 cm™ y 1393 cm?, y de éteres
aromaéticos (-0) en 1229 cm™. Los picos de amida de los CD conjugados se relacionan con los enlaces tipo
amida que se forman en la conjugacién, entre los grupos carboxilo de los puntos cudnticos de carbono y

las aminas primarias de la transferrina y/o el péptido inhibidor de BACE1.
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Figura 33. Espectro de transmitancia con FTIR de acido citrico (morado), transferrina (T, café), CD (azul), CD-T (verde),
CD-iB (rojo) y CD-TiP (amarillo). En los CD y el acido citrico (su precursor) se observan picos de carbonilo. Enla Ty los

CD conjugados se observan los picos relacionados con los grupos carboxilo y aminas primarias de los enlaces amida
formados en la conjugacion.

5.3.5 Deteccidn de proteinas en los CD conjugados mediante SDS-PAGE

Mediante SDS-PAGE se comprobd la presencia de las proteinas conjugadas con los puntos cudnticos de
carbono. En la Figura 34 se muestra el mismo gel de poliacrilamida observado con un filtro de SYBR-Green

para ver la fluorescencia de los CD y con tincién de azul de Coomassie para identificar a las proteinas. Por
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fluorescencia se observan bandas fluorescentes sélo en los CD-Tip y CD-T a la altura del estandar
fluorescente de transferrina a 75 kDa. Con la tincién de Coomassie se demuestra la presencia de proteinas
en los conjugados de CD-T a 74 kDa y en los CD-Tif3 a 82 kDa, las cuales corresponden a la transferrina en
los conjugados. La seial de fluorescencia de los CD y la de transferrina se traslapan, por lo que se
comprueba que la transferrina esta presente en los conjugados de CD-T y CD-TiP. En los CD y CD-if3 no se
observan bandas ya que los CD y el péptido i son de un peso molecular menor al detectado por los geles:

~2.4 kDa y 1.6 kDa respectivamente.
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Figura 34. Deteccién de CD y proteinas en los CD conjugados mediante SDS-PAGE. A) Fluorescencia con el filtro SYBR-
Green. B) Tincidn con azul de Coomassie. Las flechas rojas indican el peso molecular (PM) en kDa de la banda inferior
de cada carril. La escalera de PM (carril 1) tiene un estandar de transferrina a 75 kDa y de quimiotripsindgeno a 25
kDa. En los CD-T (carril 5) y CD-Tip (carril 4) se traslapa la sefial de fluorescencia de los CD con la banda de transferrina
de los conjugados, comprobando que la transferrina esta unida a los CD. En los CD (carril 2) y CD-if (carril 3) no se
presenta fluorescencia ni banda de proteina, porque su tamafio es menor al detectado por los geles.

5.3.6 Cuantificacién de proteina en los CD conjugados mediante Micro-BCA

Con lo anterior, comprobamos que las proteinas estaban presentes en los CD conjugados, pero para
detectar cuantitativamente la concentracién de proteina conjugada se realizé un ensayo de Micro-BCA. La
concentracion de proteina en los CD-T fue de 10.4 + 0.68 pg/mL, la cual corresponde a transferrina; en los

CD-ip es de 8.5 + 0.07 pug/mL y corresponde al péptido inhibidor de BACE1; y en los CD-Tip es de 10.5 +
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0.71 pg/mL, siendo la combinacidon de transferrina y el péptido iB conjugados a los CD (Figura 35). Los CD-
Ty CD-Tip muestran diferencias significativas al compararlos con CD-if, pero no son diferentes entre ellos.
Los CD se analizaron para determinar la ausencia de proteina y usarse como blanco. También, la
concentracién de transferrina (T) se cuantificd como referencia, a la misma concentracidon agregada

inicialmente en la reaccion de conjugacién (8 mg/mL), obteniendo una concentraciéon de 6.3 +0.11 pg/mL.
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Figura 35. Cuantificacion proteica con micro-BCA en los conjugados de CD-T (verde), CD-ip (rojo) y CD-Tip (amarillo).
Con CD como control negativo de proteina y transferrina (T, morado) como referencia de la proteina agregada a los
CD conjugados. En los CD conjugados se comprueba la presencia de proteina en una concentracion entre 8.5-10.5
ug/mL. Las barras negras representan la desviacién estandar de la media (t), n=3 por grupo. ANOVA de una via con
comparaciones multiples de Tukey con p < 0.005 (**) y comparaciones no significativas (ns) entre los CD conjugados.

5.4 Sintesis de hidrogeles

Los hidrogeles sintetizados adoptan la forma cilindrica de las placas de 96 pozos, son transparentes,
estables a sumanipulacién, ya que no se rompen al doblarse sobre si mismos. Al agregar los CD conjugados
y formar los nanocompuestos, el color de los hidrogeles cambia a un amarillo claro y se observa
fluorescencia en cian al exponerlos a luz UV (Figura 36). Los parametros de sintesis de hidrogeles de GelMA
se estandarizaron. Para la metacrilacion de gelatina se usé anhidrido metacrilico a 0.1mL/g (MA/Gelatina),
gelatina al 10% m/v y se realizd con ajuste de pH a 9, a 50 °C por 3h. Para el fotoentrecruzamiento se usé

GelMA al 10% m/vy LAP al 0.1% m/v, expuestos a luz UV-A durante 60 s.
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G-CD-TiB

Figura 36. Nanocompuestos expuestos a luz UV. Hidrogeles de GelMA (G, pozos A1-3) se observan transparentes y sin
fluorescencia. Los nanocompuestos de G-CD (pozos B1.3), los G-CD-T (pozos Ci1-3), los G-CD- i (pozos D1.3) y los G-CD-
TiB (pozos E1-3) tienen fluorescencia en cian.

5.5 Evaluacion de los nanocompuestos de hidrogeles con CD conjugados

Los nanocompuestos de hidrogeles de GelMA vy los distintos CD conjugados (Figura 21 y Figura 36) se
sintetizaron para evaluar si la presencia de CD conjugados modifica la microestructura y las propiedades

de los hidrogeles, para proponer su aplicacion como sistemas de entrega de farmacos.

5.5.1 Microestructura: porosidad y conectividad

Mediante microtomografia computarizada (microTC) se analizé la microestructura de los hidrogeles de
GelMA (G) y los nanocompuestos, obteniendo pardametros morfométricos relevantes sobre la porosidad,
el grosor de la estructura, su densidad y conectividad; los cuales se relacionan con las propiedades de los
nanocompuestos evaluadas mas adelante. La microestructura de los nanocompuestos se logro reconstruir
en representaciones 3D mediante microTC, en donde la estructura de los polimeros entrecruzados se
representa en gris y el tamafio de poro, desde 0 hasta 150 um, se representa con un espectro de colores

(Figura 37).



58

50 um
0O um

Figura 37. Representacién en 3D de la microestructura de los nanocompuestos de hidrogeles y CD conjugados. A)
Hidrogeles de GelMA (G) y nanocompuestos de B) G-CD, C) G-CD-T, D) G-CD-iB, E) G-CD-TiB. La estructura se
representa en color gris y el tamafio de poro en distintos colores de acuerdo a la barra de referencia de 0-150 pum.
La estructura de los hidrogeles se conserva y se observa mayor cantidad de poros de 51-100 um. Imagenes obtenidas
por microtomografia computarizada.

En la Figura 38 se presenta el andlisis de la microestructura de los nanocompuestos con base en el
microtomografia computarizada. La distribucién del tamafio de poro (Figura 38-A) muestra que, en los
hidrogeles de GelMA (G) y en todos los nanocompuestos, los poros de 51-100 um son el tamafio mas
frecuente; siendo en G del 42.9%, en G-CD del 50.1%, en G-CD-T del 42.9%, en G-CD-ip del 49.4% y en G-
CD-TiP del 45.3%. Al conocer esta frecuencia, se calculé el tamafio promedio del poro (Figura 38-B), el cual
en los hidrogeles de G es de 80.6 um, en los G-CD es de 64.4 um, en los G-CD-T es de 79.9 um, en los G-
CD-ip es de 63.9 um y en los G-CD-Tip es de 59.5 um. No se observan diferencias significativas entre los
tamanfios promedio del poro de los hidrogeles de G y los nanocompuestos, aunque en los hidrogeles de G

se observan poros mas grandes y en el nanocompuesto de G-CD-Tip los poros son mas pequefios. El grosor
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de la estructura en los hidrogeles de G es de 2.8 um y en los nanocompuestos este grosor aumenta casi al
doble, aunque no se observan diferencias significativas entre ellos (Figura 38-C). La estructura en los
nanocompuestos G-CD tiene un grosor de 4.8 um, en los G-CD-T es de 5.6 um, en los G-CD-if3 es de 5.3 um

y en los G-CD-Tip es de 5.4 um.
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Figura 38. Microestructura de los nanocompuestos. A) Distribucién del tamafio de poro B) Tamafio promedio del
poro y C) grosor de la estructura. En las graficas se muestran los hidrogeles de GelMA (G, morado), G-CD (azul), G-
CD-T (verde), G-CD-iB (rojo) y G-CD-TiB (amarillo). La mayoria de los poros en todos los hanocompuestos y los
hidrogeles G son de tamafio entre 51-100 um de tamafio. El grosor de la estructura de los hidrogeles aumenta al
doble con la presencia de CD y CD conjugados. Las barras negras representan la desviacién estandar de la media (%)
de todos los poros y grosor de estructura de cada nanocompuesto. El anadlisis de ANOVA de una via con
comparaciones multiples de Tukey no muestra diferencias significativas al comparar los nanocompuestos con los
hidrogeles G.

El resto de parametros morfométricos de los nanocompuestos se compararon usando como referencia los
valores de los hidrogeles de GelMA (G) (Tabla 4). La densidad lineal de la estructura disminuye en los

nanocompuestos de G-CD, G-CD-T y G-CD-iB, pero se mantiene e incluso aumenta un poco en los G-CD-



60
TiB, al compararlos con los hidrogeles de G. La densidad de conectividad disminuye en todos los
nanocompuestos al compararlos con los hidrogeles de G. El porcentaje de porosidad total y de poros
abiertos disminuye un poco en los nanocompuestos, aunque se mantiene alrededor del 90%. El porcentaje
de poros cerrados y el volumen de los poros (abiertos y cerrados) disminuyen en los nanocompuestos a

menos de la mitad de los valores observados en los hidrogeles de G.

En cambio, al comparar los nanocompuestos que tienen CD conjugados (G-CD-T, G-CD-ip y G-CD-TiB) con
el nanocompuesto de CD sin conjugaciones (G-CD), se observé el efecto contrario. Los valores de densidad
lineal de la estructura, el porcentaje de poros cerrados y el volumen de los poros aumentan al tener CD

conjugados en los nanocompuestos (Tabla 4).

Tabla 4. Parametros morfométricos de los nanocompuestos de G, G-CD, G-CD-T, G-CD-if3 y G-CD-Tif, obtenidos por
microtomografia computarizada. G: hidrogeles de GelMA. G-CD: hidrogeles con CD. G-CD-T: hidrogeles con CD
conjugados con transferrina (T). G-CD-if: hidrogeles con CD conjugados con el péptido if. G-CD-TiB: hidrogeles con
CD conjugados con transferrina y el péptido ip.

Parametros G G-CD G-CD-T G-CD-ip G-CD-Tip
Densidad lineal de la 21,98 17.34 17.83 18.82 22.95
estructura (1/mm) (100%) (78.9%) (81.1%) (85.6%) (104.4%)
Densidad de conectividad 1,920,600 520,660 413,990 506,530 708,420
(1/mm?) (100%) (27.1%) (21.6%) (26.4%) (36.9%)
Porosidad total (%) 93.81 91.74 89.97 89.99 87.67
Poros abiertos (%) 93.79 91.73 89.96 89.99 87.66
Poros cerrados (%) 0.25 0.02 0.11 0.05 0.07
Volumen de los poros
2.29 0.92 1.22 0.93 0.97
abiertos (mm?3)
Volumen de los poros
3.75 0.20 1.50 0.53 0.94
cerrados (x10~* mm?3)

5.5.2 Hinchamiento y degradacién de los nanocompuestos

En la Figura 39 se muestra la degradacion de los nanocompuestos en valores positivos y los valores
negativos corresponden al hinchamiento de los mismos. El hinchamiento de los nanocompuestos es muy
variable a lo largo del tiempo, manteniéndose estable de las 6-48 h y presentando un pico de hinchamiento

a las 72 h previo a su degradacion total. Todos los nanocompuestos absorben poco PBS 1x, presentando
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un hinchamiento menor al 20%. De las 2-72 h, se observa un mayor hinchamiento de los nanocompuestos
G-CD-T, G-CD-ip y G-CD-TiB; mientras que los G y G-CD se degradan a partir de las 2 h. Los nanocompuestos
G-CD-if y G-CD-Tip fueron diferentes significativamente de los G-CD, al presentar un hinchamiento mayor,
los cuales se mantienen asi hasta las 72 h, con lo cual previnieron su degradacién temprana. El
hinchamiento mdaximo de los hidrogeles de G es del 2.7% en la primera hora, el de los nanocompuestos de
G-CD es del 4.8% a los 15 min, el de los G-CD-T es del 6.6% en la primera hora, el de G-CD-if3 es del 12.3%

alas72 hyel de G-CD-Tif es del 15.9% a las 72 h; siendo este ultimo el que presenta mayor hinchamiento.
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Figura 39. Degradacion de los hidrogeles de GelMA (G, morado), G-CD (azul), G-CD-T (verde), G-CD-if (rojo) y G-CD-
TiB (amarillo). Los hidrogeles G y nanocompuestos G-CD muestran mayor degradacion inicial de las 0-72 h, aunque
los G-CD-if y G-CD-Tip se degradan mds rapido al final a las 96 h. Los valores negativos corresponden al hinchamiento
de los nanocompuestos. Los nanocompuestos de G-CD-if y G-CD-Tif tienen mayor hinchamiento y mantienen su
peso inicial de las 0-72 h. Las barras representan la desviacién estandar de la media (1), n=3 por grupo. ANOVA de
dos vias con comparaciones multiples de Tukey con p < 0.05 (*), p < 0.005(**), p < 0.0005 (***) y p < 0.0001 (****).
El color de los asteriscos corresponde con las diferencias del grupo con el mismo color, al compararlos con G-CD.

La degradacién en todos los nanocompuestos se mantuvo por debajo del 20% de las 0 a las 72 h (Figura
39), observando que los hidrogeles G y los G-CD tienen una degradacién inicial mayor en comparacién con
los demas nanocompuestos. Los nanocompuestos con CD conjugados muestran diferencias significativas
a partir de la primera hora, al compararlos con los G-CD, lo cual nos dice que mantienen su estructura y

evitan la degradacién. A las 96 h, los nanocompuestos de G-CD-iff aumentan su degradacién al 19.3% vy los
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G-CD-TiB al 43%, mostrando diferencias significativas con respecto a G-CD. A las 120 h, los
nanocompuestos de G-CD-T tienen una degradacién del 26.7%, siendo diferentes significativamente de los
demas. La degradacion al 100% de los nanocompuestos se da a las 120 h en los G-CD-if y G-CD-Tif, y a las
144h en los G-CD, G-CD-T y los hidrogeles de G. De acuerdo a la constante de rapidez (k), los
nanocompuestos G-CD-Tif (k=7.3) son los que se degradan mas répido, mientras que los G-CD-T (k=4.3)

son los que se degradan mas lento; como referencia, los hidrogeles de G tienen una k=5.5.

En las primeras 72 h se observd una relacidon inversamente proporcional entre el hinchamiento y la
degradacion de los nanocompuestos, ya que los nanocompuestos que mas se hincharon fueron los que
presentaron menor degradacion. Aunque, a partir de las 96 h, esta relacion se vuelve directamente
proporcional, ya que los nanocompuestos que mas se hincharon en las primeras 72 h (G-CD-if3 y G-CD-Tip)

fueron los que se degradaron mds rapido.

5.5.3 Liberacién de puntos cuanticos de carbono desde los hidrogeles

Luego de conocer las propiedades de hinchamiento y degradacién de los nanocompuestos, se evaluo la
liberacién de los CD conjugados desde los hidrogeles en PBS 1x y DMEM. En general, la liberacion
acumulada de CD conjugados en PBS 1x (Figura 40) es de forma acelerada durante la primera hora, luego
presenta una meseta entre las 2-72 h y finalmente, aumenta a partir de las 96h, lo cual se relaciona con el
aumento en la degradacién de los nanocompuestos observado en la evaluacidn previa. Los
nanocompuestos de G-CD-Tip liberan el 52.2% de CD-TiB a las 96 h y los G-CD-if liberan el 51.2% de CD-ip
a las 120 h; en cambio, los G-CD y G-CD-T no llegan a liberar el 50% de sus CD. Aunque, los G-CD-Tif son
los Unicos que muestran diferencias significativas en su liberacion acumulada a las 120 y 144 h, al

compararlos con los G-CD, comprobando que son los mejores en liberar el 50% de los CD.

La cinética de liberacién en PBS 1x se analizd con modelos de orden cero y de primer orden para identificar
qué tipo de liberacidn tienen los nanocompuestos y determinar su comportamiento como sistemas de
entrega de farmacos. Al comparar ambos modelos (Tabla 5), se demuestra que la liberacion en PBS 1x de
los CD conjugados desde los nanocompuestos se ajusta mejor a una cinética de primer orden, la cual
representa a una liberacién sostenida. En el modelo de primer orden (Tabla 5), los nanocompuestos de G-
CD tienen una R*=0.92, los G-CD-T una R%= 0.93, los G-CD-if una R?= 0.86 y los de G-CD-Tif una R?= 0.86.

De acuerdo con la constante de rapidez de liberacidn (k) del modelo de primer orden, los nanocompuestos
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de G-CD tienen una liberacidn lenta (k=0.032) y los G-CD-TiB muestran una liberacidn 2 veces mas rapida

(k=0.088) a las 96 h.

Liberacion acumulada de CD en PBS (%)
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Figura 40. Liberacidon acumulada en PBS 1x de CD desde los nanocompuestos de G-CD (azul), G-CD-T (verde), G-CD-
iB (rojo) y G-CD-Tip (amarillo). Los G-CD-if y G-CD-Tif muestran una liberacion rapida a partir de las 96 h y son los
Unicos que liberan >50% de CD. La cinética de liberacion es de primer orden, correspondiente a una liberacién
sostenida. Linea punteada azul: referencia del 50% de liberacion. Las barras representan la desviacion estandar de la
media (%), n=3 por grupo. ANOVA de dos vias con comparaciones multiples de Tukey con p < 0.05 (*) y p < 0.005(**).

Los asteriscos amarillos corresponden a las diferencias de G-CD-Tif al compararlos con G-CD.

Tabla 5. Parametros de cinética de liberacion en PBS 1x de los nanocompuestos G-CD, G-CD-T, G-CD-if y G-CD-Tip.
G-CD: hidrogeles con CD. G-CD-T: hidrogeles con CD conjugados con transferrina (T). G-CD-iB: hidrogeles con CD
conjugados con el péptido iB. G-CD-TiB: hidrogeles con CD conjugados con transferrina y el péptido ip.

MODELO DE ORDEN CERO

Parametros G-CD G-CD-T G-CD-i G-CD-Tip
k 2.0753 1.6084 2.7506 3.6824
R? 0.5454 0.6114 0.6322 0.8006
MODELO DE PRIMER ORDEN
k 0.0322 0.0397 0.0426 0.0883
R? 0.9261 0.9295 0.8634 0.8576
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De igual manera, la liberacién de los CD conjugados desde los hidrogeles se evalio en DMEM, ya que este
medio de cultivo contiene iones, glucosa y proteinas del suero, que se asemejan a los componentes de la
sangre en los sistemas bioldgicos; ademads, fue el medio de cultivo usado para los modelos in vitro. Un dato
experimental que es importante mencionar, es que los nanocompuestos inmersos en DMEM no se

degradaron a lo largo del experimento y por ello se evaluaron hasta las 216 h (9 dias).

La liberacién acumulada de los CD conjugados en DMEM tiene un patrén de liberacidn exponencial, el cual
es diferente al visto en PBS 1x (Figura 41). En DMEM todos los nanocompuestos logran liberar mas del 50%
de sus CD conjugados. Los nanocompuestos de G-CD-Tip liberan el 54.3% de CD-Tif3 a las 96 h y llegan a
liberar hasta un 96.5% a las 216 h; los G-CD-ip liberan el 51.6% de CD-ip a las 120 h; los G-CD-T liberan el
52.9% de CD-T a las 144 h; y los G-CD liberan el 51.3% de CD a las 168 h. Los nanocompuestos de G-CD-Tif3
comienzan a ser diferentes significativamente de los G-CD a partir de las 72 h; mientras que, los G-CD-if3
lo hacen a partir de las 168 h, comprobando que estos nanocompuestos son los que liberan el 50% de los

CD de forma mas rapida.
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Figura 41. Liberacion acumulada en DMEM de CD desde los nanocompuestos de G-CD (azul), G-CD-T (verde), G-CD-
iB (rojo) y G-CD-Tip (amarillo). Los G-CD-Tif muestran una liberacién rapida y son los primeros en liberar >50% de sus
CD alas 96 h. Los G-CD tienen una liberacién lenta, liberando el 50% de sus CD hasta las 168 h. La cinética de liberacién
es de orden cero, correspondiente a una liberacion controlada. Linea punteada azul: referencia del 50% de liberacién
de CD. Las barras representan la desviacion estandar de la media (t), n=3 por grupo. ANOVA de dos vias con
comparaciones multiples de Tukey con p < 0.05 (*) y p < 0.005(**). El color de los asteriscos corresponde con las
diferencias del grupo con el mismo color, al compararlos con G-CD.
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La cinética de liberaciéon en DMEM también se analizé con los modelos de orden cero y de primer orden.
Al contrastar ambos modelos (Tabla 6), se determind que la liberacion en DMEM de los CD conjugados
desde los nanocompuestos se ajusta a una cinética de orden cero, que corresponde a una liberacién
controlada en los sistemas de entrega de farmacos. En el modelo de orden cero (Tabla 6), los
nanocompuestos de G-CD tienen una R?= 0.99, los G-CD-T una R?= 0.99, los G-CD-iB una R*= 0.98 y los G-
CD-Tip una R?=0.96. Con la constante de rapidez de liberacién (k) del modelo de orden cero, se comprueba
que los nanocompuestos de G-CD tienen la liberacién mas lenta (k=3.195) y que los G-CD-Tip tienen la

liberacion mas rapida (k=5.255), lo cual se ve claramente en la Figura 41.

Tabla 6. Parametros de cinética de liberacién en medio DMEM de los nanocompuestos de G-CD, G-CD-T, G-CD-if y
G-CD-TiB. G-CD: hidrogeles con CD. G-CD-T: hidrogeles con CD conjugados con transferrina (T). G-CD-ip: hidrogeles
con CD conjugados con el péptido if. G-CD-TiB: hidrogeles con CD conjugados con transferrina y el péptido if.

MODELO DE ORDEN CERO
Parametros G-CD G-CD-T G-CD-ip G-CD-Tip
k 3.1953 3.5813 4.0044 5.2550
R? 0.9911 0.9912 0.9791 0.9571
MODELO DE PRIMER ORDEN
k 0.1398 0.1382 0.1483 0.1702
R? 0.9359 0.9449 0.9486 0.9513

5.6 Prevalidacion de la inhibicion de la actividad de BACE1

Luego de evaluar los distintos nanocompuestos y antes de aplicarlos en los modelos in vitro de la
enfermedad de Alzheimer, se comprobd que el péptido inhibidor de BACE1 (i) conjugado a los CD tenia
el efecto deseado sobre la enzima BACEL. En el ensayo se usé la enzima BACE1 del kit para detectar la
actividad de BACE1 como control positivo del 100% de actividad, el sustrato de la BACE1 como control
negativo de su actividad y se colocé el péptido i a 30 nM y 60 nM para ver su efecto inhibitorio (Figura
42). El péptido i a 30 nM disminuye la actividad de BACE1 al 30.3% (69.7% de inhibicion). El péptido if a
60 nM disminuye la actividad de BACE1 al 8.0% (92% de inhibicién). Ambas concentraciones del péptido
iB disminuyen la actividad de la enzima BACE1 por debajo del 50% y son diferentes significativamente del

control de BACE1 y entre ellas.
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Figura 42. Inhibicion de la actividad de BACE1 con un péptido inhibidor de BACE1 (iB) a 30 (morado claro) y 60 nM
(morado oscuro). Enzima BACE1 (rojo) como control positivo de actividad al 100%. Sustrato de BACE1 como control
negativo. El péptido if a 30 y 60 nM disminuye >50% la actividad de BACE1. Linea punteada azul: referencia del 50%
de actividad. ANOVA de una via con comparaciones multiples de Tukey con p < 0.0001 (****) entre los grupos.

5.7 Modelo in vitro de BHE y enfermedad de Alzheimer

Al conocer las concentraciones inhibitorias del péptido i y de los CD (Choi et al., 2012; Han et al., 2017) y
comprobar que los CD y CD conjugados se liberan de los hidrogeles, se decidié usar en los ensayos in vitro
las concentraciones de 10y 20 pg/mL de CD reportadas (Han et al., 2017). Los nanocompuestos (hidrogeles
+ CD conjugados) no se usaron en los ensayos in vitro, ya que los hidrogeles se propusieron como una
opcidn transdérmica a futuro y su funciéon seria s6lo como una matriz para controlar la liberacién de los
CD conjugados externamente y no directo en cerebro. Luego de que los CD conjugados se liberen y
absorban, se espera que viajen por torrente sanguineo para alcanzar la BHE en cerebro y que ejerzan su

accion, tal como lo simulamos en los modelos in vitro de BHE y de enfermedad de Alzheimer.

5.7.1 Induccién con escopolamina del modelo in vitro de enfermedad de Alzheimer

En los geles de poliacrilamida se muestra la presencia de las proteinas extraidas de las células U-87+Sco
del modelo in vitro de enfermedad de Alzheimer, que estuvieron expuestas directamente a los CD
conjugados. En el control positivo con las células U-87+Sco se observd una banda de 100 kDa, la cual no
aparece en el control negativo de células U-87 (Figura 43-A). Estas proteinas podrian corresponder a la

APP (PM=100-140 kDa), que es el sustrato de la enzima BACE1. Al igual, la banda de 100 kDa esta presente
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en las U-87+Sco con 10 pg/mL de CD, CD-T y CD-TiB; la cual aumenta en intensidad 1.7, 1.6 y 1.4 veces

respectivamente, con relacién a la banda de U-87+Sco (Figura 44). Pero esta ausente en los CD-if.

En las U-874Sco con 20 pg/mL de CD y CD-TiB se muestra la presencia de una banda de 115 kDa
correspondiente con APP (Figura 43-B), la cual en este caso disminuye su intensidad 0.4 y 0.9 veces
respectivamente, con relacién a la banda de U-87+Sco (Figura 44). Con los conjugados de CD-T y CD-if3 no
se detectan bandas de proteina. También, se colocaron los medios de cultivo usados en las células, para
garantizar que las bandas detectadas correspondian a las proteinas inducidas en el modelo y no a los

componentes de los medios de cultivo.

100 kDa - €&—— 115 kDa

Figura 43. Deteccion de BACE1 en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al inducir con escopolamina el modelo in vitro
de enfermedad de Alzheimer en células U-87 MG, tratadas con A) 10 pg/mLy B) 20 pug/mL de CD conjugados. Las
flechas rojas indican el peso molecular (PM) en kDa de las bandas presentes. Con escopolamina se presenta una
banda de 100-115 kDa en U-87+Sco (carril 3-A), que corresponde con la APP. La banda aumenta en intensidad con
10 pg/mL de CD (carril 4-A), CD-T (carril 5-A) y CD-TiB (carril 7-A). Tincién con Azul de Coomassie.
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Figura 44. Intensidad relativa de las bandas detectadas en los geles de poliacrilamida de la Figura 43. Considerando
como banda de referencia la del control positivo de U-87+Sco (morado) con valor de 1.0 (linea azul punteada). La
intensidad de la banda de 100 kDa aumenta con 10 pg/mL de CD (azul sélido), CD-T (verde sélido) y CD-TiB (amarillo
s6lido), mientras que con 20 ug/mL disminuye o estd ausente. Analisis de las bandas con ImagelLab-BIO-RAD.
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5.7.2 Citocompatibilidad de CD conjugados

Para poder establecer el modelo in vitro de BHE y de enfermedad de Alzheimer, se midid la
citocompatibilidad de los distintos CD conjugados en las células endoteliales de la microvasculatura
cerebral (HBEC 5i) y de glioblastoma con (U87+Sco) y sin escopolamina (U-87), a los mismos tiempos de

exposicién del experimento en el dispositivo Transwell.

La viabilidad celular de las HBEC se mantiene en valores por arriba del 100%, al exponerse a todos los CD
conjugados a 10 y 20 ug/mL (Figura 45), con lo cual se determina que son citocompatibles. Incluso se
observa una viabilidad celular mayor en las células HBEC con 10 pug/mL de CD-if del 129.2%, con 10 pg/mL
de CD-Tip del 119.8% y con 20 ug/mL de CD-T del 114.8%; las cuales son significativamente diferentes del
control positivo de células HBEC. El resto de comparaciones no fueron significativas, es decir que, los CD
conjugados no modifican la viabilidad de las células HBEC. En general, las células HBEC tienen un
metabolismo lento, con valores de reduccion de resazurina del 32.9%, la cual se consideré como el 100%
de viabilidad. El control negativo de muerte con DMSO reduce el 7.9% de resazurina, que corresponde al

24.2% de viabilidad celular. Los CD conjugados aumentan ligeramente el metabolismo de las células HBEC.

8

,_.
N
=]
—
—_—

-
=,

o
o
L

Viabilidad celular (%)
5

-
S—

o

DMSO HBEC HBEC HBEC HBEC HBEC HBEC HBEC HBEC HBEC
cD CD-T CD-ip CD-Tip cD CD-T CD-if CD-Tip

10 pg/mL 20 pg/mlL

Figura 45. Viabilidad celular de HBEC 5i (endotelio vascular cerebral humano) al estar en contacto con CD (azul), CD-
T (verde), CD-iB (rojo) y CD-TiB (amarillo) a 10 (color sélido) y 20 pg/mL (color rayado). Células HBEC sin
nanomateriales como control positivo (morado). DMSO como control negativo (rojo opaco sélido). Lineas azules
punteadas: rango aceptable de viabilidad. Linea roja punteada: referencia de control de muerte celular. Los CD y CD
conjugados a ambas concentraciones muestran ser citocompatibles, al mantener una viabilidad celular por arriba del
100%. Las barras negras representan la desviacion estandar de la media (£), n=3 por grupo. ANOVA de una via con
comparaciones multiples de Tukey con p < 0.05 (*), p < 0.005(**) y p < 0.0001 (****) al comparar contra el control
de células HBEC.
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Por otro lado, las células de glioblastoma (U-87 MG) mantienen su viabilidad celular por arriba del 100%
al exponerse a la mayoria de los CD conjugados (Figura 46). Con 10 pug/mL de CD-if la viabilidad celular
disminuye a 96.2%. y con 20 pg/mL de CD disminuye a 98.9%, aunque ambas se mantienen en el rango
aceptable de viabilidad celular de 80 a 100%. No se observan diferencias significativas entre los diferentes
CD conjugados con ambas concentraciones, al compararse con el control positivo de células U-87 MG, por
lo que se determina que son citocompatibles. Las células U-87 MG muestran un metabolismo rapido, con
valores de reduccién de resazurina del 94%, la cual se considera como el 100% de viabilidad. El control
negativo de muerte con DMSO reduce el 12% de resazurina, que corresponde al 12.8% de viabilidad

celular.
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Figura 46. Viabilidad celular de U-87 MG (glioblastoma) al estar en contacto con CD (azul), CD-T (verde), CD-ip (rojo)
y CD-TiB (amarillo) a 10 (color sélido) y 20 pug/mL (color rayado). Células U-87 MG sin nanomateriales como control
positivo (morado). DMSO como control negativo (rojo opaco sélido). Lineas azules punteadas: rango aceptable de
viabilidad. Linea roja punteada: referencia de control de muerte celular. Los CD y CD conjugados a ambas
concentraciones muestran ser citocompatibles, al mantener una viabilidad celular del 95-100%. Las barras negras
representan la desviacion estandar de la media (%), n=3 por grupo. ANOVA de una via con comparaciones multiples
de Tukey con diferencias no significativas al comparar contra el control de células U-87 MG.

Considerando el control positivo con U-87 MG del ensayo previo como el 100% de viabilidad celular, las
U-87+Sco del modelo in vitro de la enfermedad de Alzheimer disminuyen su viabilidad celular al 95% con
la presencia de escopolamina (Figura 47), que corresponde al 89.4% de reduccidn de resazurina. Con todos

los CD conjugados en ambas concentraciones se mantiene una viabilidad celular aceptable, dentro del
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rango de 80-100% y no se observan diferencias significativas al compararlas con el control positivo de
células U-87+Sco, por lo que presentan citocompatibilidad ain con la presencia de escopolamina. Las
células U-87+Sco tienen un metabolismo rapido, con valores de reduccién de resazurina por arriba del

85%, aunque disminuye en comparacion con las células U-87 MG sin escopolamina.
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Figura 47. Viabilidad celular de U-87 MG (glioblastoma) después de la induccion con escopolamina (U-87+Sco) vy al
estar en contacto con CD (azul), CD-T (verde), CD-iB (rojo) y CD-Tip (amarillo) a 10 (color sélido) y 20 pg/mL (color
rayado). Células U-87 MG sin nanomateriales como control positivo (morado). DMSO como control negativo (rojo
opaco sdlido). Lineas azules punteadas: rango aceptable de viabilidad. Linea verde: referencia de viabilidad con
escopolamina (Sco). Linea roja punteada: referencia de control de muerte celular. La escopolamina disminuye la
viabilidad de las células U-87 MG al 95%. Los CD y CD conjugados a ambas concentraciones muestran ser
citocompatibles, al mantener una viabilidad celular del 90-100%. Las barras negras representan la desviacion
estandar de la media (%), n=3 por grupo. ANOVA de una via con comparaciones multiples de Tukey con diferencias
no significativas al comparar contra el control de células U-87+Sco.

5.7.3 Permeabilidad en el modelo in vitro de BHE

El modelo in vitro de BHE se establecié en un dispositivo Transwell con las membranas de los insertos
(poros de 0.4um) y las células de endotelio vascular cerebral humano (HBEC 5i), las cuales expresan

moléculas de adhesion celular para formar las uniones estrechas (tight junctions, TJ).
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La integridad de la BHE en el modelo se comprobé midiendo su permeabilidad aparente (Pasp) al colorante
amarillo Lucifer (AL), en el cual un grupo de insertos sin células HBEC 5i, pero con membranas, se usé como
control negativo (Figura 48). La P..p de los insertos es de 14.5x103 cm/s, y la de los insertos con células
HBEC es de 6.8x103 cm/s, los cuales al compararse muestran ser diferentes significativamente. La
permeabilidad al amarillo Lucifer en el modelo in vitro de BHE disminuye en mas del 50% al tener células

HBEC presentes, con lo cual se determina que la BHE estd integra y es semipermeable.
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Figura 48. Permeabilidad aparente de la BHE al amarillo Lucifer (AL) en el inserto del Transwell sin células (café) y
con células HBEC 5i (morado). La permeabilidad al AL disminuye en >50% al tener células HBEC y membranas en el
inserto, lo cual determina que la barrera estd integra y es semipermeable. Las barras negras representan la desviacion
estandar de la media (%), n=3 por grupo. T-student con correccion de Welch con p < 0.05 (*) al comparar con el
inserto sin HBEC.

Después de comprobar la integridad de la BHE para establecer un modelo in vitro de barrera
semipermeable, se evalud el paso de los CD conjugados a través de ella, mediante el mismo ensayo de
permeabilidad en el dispositivo Transwell. La P.,p de la BHE a los CD conjugados muestra que todos logran
cruzar la BHE, aunque los CD y CD-TiP tienen una alta permeabilidad, mientras que la de los CD-if3 es muy
baja (Figura 49). Los CD a una concentracién de 10 pug/mL tienen una P..p, de 54.5x10° cm/s y a 20 pg/mL
aumenta a 78.9x10°3 cm/s. Los CD-T a una concentracion de 10 ug/mL tienen una Paa, de 40.5x10° cm/s y
a 20 pug/mL disminuye a 27.1x103 cm/s. Los CD-if a una concentraciéon de 10 ug/mL tienen una Pa,, de
9.9x103 cm/s y a 20 pg/mL aumenta a 14.2x102 cm/s. Los CD-TiB a una concentracién de 10 pg/mL tienen
una P,,p de 55.9x10° cm/s y a 20 ug/mL aumenta a 62.1x10 cm/s. Se observan diferencias significativas
en la permeabilidad aparente de los CD, CD-T y CD-Tip al compararlos con CD-iB, pero no entre los mismos

grupos a diferentes concentraciones.
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Figura 49. Permeabilidad aparente de la BHE a los CD (azul), CD-T (verde), CD-iB (rojo) y CD-Tip (amarillo) a 10 (color
sélido) y 20 pg/mL (color rayado). Ensayo en un modelo in vitro de BHE en un Transwell cocultivo. HBEC sin
nanomateriales como control negativo. Los CD y CD-Tif tienen una mayor permeabilidad a ambas concentraciones.
Los CD-if tienen una permeabilidad baja a ambas concentraciones. La permeabilidad no depende de la concentracion
de CD conjugados. Las barras negras representan la desviacion estandar de la media (x), n=3 por grupo. ANOVA de
una via con comparaciones multiples de Tukey con p < 0.05 (*), p < 0.005(**), p < 0.0005 (***) y p < 0.0001 (****) al
comparar contra CD-iff y entre los grupos.

5.7.4 Deteccion de BACE1 en el modelo in vitro de enfermedad de Alzheimer

Luego de establecer el modelo in vitro de la enfermedad de Alzheimer en el Transwell cocultivo y
determinar que los CD conjugados cruzan la BHE simulada, se evalud su efecto sobre las células U-87+Sco

del Transwell. Para ello, la presencia de la enzima BACE1 se detecté mediante SDS-PAGE.

La enzima BACE1 del kit de deteccion FRET se usé como control, observando una banda de 80 kDa; la
transferrina usada para la conjugacion se usé como referencia, observando una banda de 63 kDa (60-80
kDa); el control positivo del modelo con células U-87+Sco muestra un doble bandeo en 65 y 58 kDa,
mientras que en los controles negativos con células U-87 y HBEC no se detectan bandas (Figura 50-A). La
presencia del doble bandeo en el control positivo puede corresponder a la BACEL, ya que tiene un PM de

56-75 kDa.

En las células U-87+Sco se observé un doble bandeo en 75 y 60 kDa con todos los CD conjugados, el cual

corresponde al doble bandeo de su control positivo, pero con diferentes intensidades (Figura 50-B). Con
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10 ug/mL de CD conjugados la banda de 60 kDa de las U-87+Sco disminuye de intensidad 0.4 veces con
CD-T, 0.2 veces con CD-iB y 0.9 veces con CD-Tif; mientras que, con los CD aumenta 1.1 veces (Figura 51).
Con 20 pg/mL de CD conjugados ocurre el efecto contrario, sélo disminuye la intensidad 0.9 veces con CD;
mientras que, la intensidad aumenta 2.2 veces con CD-T, 1.02 veces con CD-i y 2.7 veces con CD-Ti
(Figura 51). En las células HBEC 5i no hay presencia de proteinas, ya que en ellas no se indujo el modelo

con escopolamina (Figura 51-C).
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Figura 50. Deteccion de BACE1 en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al inducir con escopolamina el modelo in vitro
de enfermedad de Alzheimer en el Transwell cocultivo. Geles con proteinas de A) controles, B) U-87 MG y C) HBEC 5i
tratadas con 10 y 20 pg/mL de CD (carril 3-B y 7-C), CD-T (carril 4-B y 8-C), CD-ip (carril 5-B y 9-C) y CD-Tip (carril 6-B
y 10-C). Las flechas rojas indican el peso molecular (PM) en kDa de las bandas presentes. Con escopolamina se
presenta un doble bandeo en 75 y 60 kDa en las células U-87+Sco (carril 7-A) y en todos los grupos con CD conjugados,
que corresponden con BACEL. Tincion con Azul de Coomassie.
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Figura 51. Intensidad relativa de las bandas detectadas a 60 kDa en los geles de poliacrilamida de la Figura 50-B.
Considerando como banda de referencia a las células del modelo U-87+Sco (morada, 58 kDa), con valor de 1.0.
Exposicion a 10 pg/mL (color sélido) y 20 pg/mL (color rayado) de CD (azul), CD-T (verde), CD-if (rojo) y CD-Tip
(amarillo). Con 10 pg/mL de CD-T, CD-iB y CD-Tip disminuye de intensidad la banda de 60 kDa, que corresponde a
BACE1. Con 20 pg/mL de CD-T y CD-TiB aumenta la intensidad de la banda por la presencia de transferrina en los
conjugados. Analisis de las bandas con Imagelab-BIO-RAD.

5.8 Inhibicidn de la actividad de BACE1 en el modelo in vitro de enfermedad de

Alzheimer

Finalmente, la actividad de BACE1 se midié en el modelo in vitro de la enfermedad de Alzheimer para
determinar que los distintos CD conjugados tienen la capacidad de inhibir a la enzima BACE1, después de

atravesar la BHE simulada en el Transwell.

La Figura 52 muestra la actividad de la enzima BACE1 en las células de glioblastoma (U-87 MG), en el
modelo in vitro de la enfermedad de Alzheimer inducido con escopolamina (U-87+Sco) y el efecto de los
CD conjugados a 10 y 20 pg/mL en las células del modelo. Las células U-87 MG muestran una actividad
basal de BACE1, la cual se considerd como referencia del 100% de actividad. En las células del modelo con
U-87+Sco se observa que la actividad de BACE1 aumenta al 124.7 + 11.8 % y tiene una diferencia
significativa con respecto a las células U-87 MG sin escopolamina. La actividad de BACE1 en el modelo
disminuye en mas del 50% con los diferentes CD conjugados a ambas concentraciones, excepto con 10
ug/mL de CD-T, siendo menos eficiente. A pesar de eso, todos los CD conjugados muestran diferencias

significativas con respecto al control de U-87+Sco.
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La actividad de BACE1 con 10 pg/mL de CD disminuye al 15.9% (84.1% de inhibicidn), de CD-T disminuye
al 81.2% (18.8% de inhibicidn), de CD-ip disminuye al 24.7% (75.3% de inhibicién) y de CD-Tip disminuye
al 27.5% (72.5% de inhibicién). Asi mismo, la actividad de BACE1 a concentraciones de 20 pg/mL de CD
disminuye al 14.3% (85.7% de inhibicién), de CD-T disminuye al 11.1% (88.9% de inhibicion), de CD-if
disminuye al 16.4% (83.6% de inhibicion) y de CD-Tip disminuye al 26.7% (73.3% de inhibicion). Con
concentraciones de 20 pg/mL de los CD conjugados, se observa una disminucion ligeramente mayor de la
actividad de BACE1 al compararlos con los mismos conjugados a 10 pg/mlL, aunque no muestran

diferencias significativas entre ellas, a excepcién de los CD-T.
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Figura 52. Ensayo FRET de inhibicion de la actividad de BACE1, en un modelo in vitro de enfermedad de Alzheimer
inducido con escopolamina en células U-87 MG (U-87+Sco), al exponerse a 10 pug/mL (color sélido) y 20 pg/mL (color
rayado) de CD (azul), CD-T (verde), CD-ip (rojo) y CD-Tip (amarillo). Células U-87 MG sin escopolamina (U-87) como
referencia de la produccion basal de BACE1. El sustrato de BACE1 sin la enzima BACE1 como control negativo (C-).
Linea punteada azul: 50% de inhibicién de la actividad. En las células del modelo U-87+Sco (morado) se aumenta la
actividad de BACE1 al 124.7%. Todos los CD conjugados disminuyen la actividad de BACE1, la cual estd por debajo del
50% en la mayoria, excepto con 10 pug/mL de CD-T. Las barras negras representan la desviacidn estandar de la media
(%), n=3 por grupo. ANOVA de una via con comparaciones multiples de Tukey, con p < 0.0005 (***) y p < 0.0001
(****) al comparar con el control U-87+Sco.
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Capitulo 6. Discusion

La morfologia de los puntos cudnticos de carbono (CD) se pudo confirmar mediante TEM (Amato et al.,
2021; Martindale et al., 2015) y AFM (Li et al., 2015), observando particulas primarias esféricas y agregados
de tamafios muy variados e incluso mayores a los ya reportados, aunque dentro de la escala nanométrica.
Debemos considerar que el tamafio de los CD depende de los pardmetros de sintesis y del precursor usado.
Ademads, TEM no es la técnica mas adecuada para medir el tamafio de las nanoparticulas, se prefiere
medirlo por DLS para obtener el didametro hidrodinamico (Ds), ya que considera el tamafio de las particulas,
la carga eléctrica superficial y su interaccidén con la conductividad eléctrica del liquido dispersante. El Dnde
los CD fue <10 nm (8.3 + 2.0 nm), el cual concuerda con lo reportado previamente, mientras que el D, de
los CD-T aumenté al doble (16.9 + 4.5 nm), presentando valores similares a los reportados por Li, Amat et

al. (2016) en sus conjugados CD-T (9-12 nm).

El halo transparente alrededor de los CD-T observado por TEM no estd reportado en estudios previos (Li,
Amat, et al., 2016; Li, Peng, et al., 2016), pero se puede relacionar con la formacién de la corona proteica
en los CD al estar conjugados con transferrina, lo cual los hace propensos a aglomerarse y aumentar su
tamanio. En los CD-Tip se observa sélo un ligero aumento del tamafo después de la conjugacién y no hay

presencia del halo transparente, esto se puede deber a que se estabiliza al estar unido al péptido ip.

Los resultados de potencial { obtenidos indican que los CD conjugados tienen una tendencia a aglomerarse,
ya que tienen cargas eléctricas cercanas a 0, con predisposicidn a neutralizarse y atraerse entre si (Li, Peng,
etal.,, 2016). Estos resultados explican el comportamiento observado en TEM, AFM vy diametro
hidrodindmico. Debido a que el potencial { de CD, CD-T y CD-Tif es similar, podemos decir que la
conjugacidn de CD no cambia significativamente su carga eléctrica superficial. Ademas, se analizé el efecto
del pH sobre el potencial Z: en pH 4cido el potencial T tiende a hacerse mas positivo, mientras que en pH
neutro y basico éste tiende a hacerse mds negativo. Este efecto del pH se debe a que hay mayor presencia
de protones en la solucién con pH 4cido, lo cual genera una protonacién de las particulas y las hace cada

vez mas positivas.

Los espectros de fluorescencia de los CD mostraron una excitacion maxima a 374.2 nm y una emisién
maxima a 470.4 nm, las cuales son consistentes con lo reportado previamente con una excitacién a 360
nmy una emisiéon a 465 nm (Amato et al., 2021; Martindale et al., 2015), ya que se encuentran en la misma

fluorescencia cian del espectro de luz visible. La disminucion de fluorescencia >50% que observamos en
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los CD conjugados ya estd reportado en estudios previos (Sirkisoon etal.,, 2019), en los cuales la
fluorescencia de los CD disminuye al estar conjugados con holo-transferrina, que es la transferrina usada
para las conjugaciones en el presente trabajo, pero no cambia con apo-transferrina. Los autores indican
que esto se debe a que el Fe* unido a la transferrina experimenta interacciones electrostéticas con los

grupos carboxilos e hidroxilos de la superficie de los CD, formando un complejo de estado basal no emisivo.

Los conjugados de CD-TiB no se habian sintetizado previamente, pero se observé que mantienen un
tamafio y carga eléctrica similares a los CD, y que al caracterizarlos sélo son diferentes por la presencia de

proteinas en su superficie, lo cual ocasiona una disminucidn de su emisién de fluorescencia.

Con los espectros de FTIR se identificaron picos de carbonilos en los CD y CD conjugados, que se relacionan
con los grupos carboxilo en su superficie derivados de su sintesis (Martindale et al., 2015). La presencia de
picos caracteristicos de amidas en los CD conjugados se relaciona con los enlaces tipo amida que se forman
en la conjugacioén, entre los grupos carboxilo de los puntos cuanticos de carbono y las aminas primarias de

la transferrina y/o el péptido inhibidor de BACE1 (Li, Peng, et al., 2016; Peng et al., 2017).

Con geles de poliacrilamida se demostré la presencia de transferrina en los conjugados CD-T y CD-Tif3,
relacionados con los pesos moleculares reportados de 79.2 kDa para la transferrina (T) y 82.4 kDa para los
CD-T (Li, Amat, et al., 2016; Li, Peng, et al., 2016). La sefial de fluorescencia de los CD y la de transferrina
se traslapan, por lo que se comprueba que la transferrina estd presente en los conjugados de CD-T y CD-
TiB. Enlos CD y CD-if no se observan bandas ya que los CD y el péptido if son de un peso molecular menor
al detectado por los geles, de ~2.4 kDa y 1.6 kDa respectivamente. Con la cuantificacién de proteina por

Micro-BCA se logré comprobar que también los CD-if tienen el péptido iff conjugado a los CD.

La microestructura de los hidrogeles se conserva en forma general al agregar los CD conjugados, ya que
mantiene el tamafio promedio de poro, la porosidad total y el porcentaje de poros abiertos. El grosor de
la estructura aumenta al agregar los CD y CD conjugados, lo cual puede relacionarse con un mayor grado
de entrecruzamiento de los hidrogeles, ya que los CD pueden ser usados como agentes entrecruzantes al
proveer grupos carboxilos para unir las moléculas de gelatina (Bhattacharyya et al., 2020). Aunque la
densidad de conectividad y de la estructura lineal disminuyen al agregar los CD, lo cual también se debe a
que el volumen de los poros también estad disminuyendo. Asi mismo, se ha visto que el enfriamiento de
los hidrogeles de GelMA durante su sintesis o manipulacién, puede condicionar a tener tamafos de poro
mas pequefios (T. Liu et al., 2021). En este caso, durante la sintesis de GelIMA y en la preparacién para el

anadlisis por tomografia se realizd ultracongelacidn vy liofilizacién, lo cual condiciond a una mayor
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distribucidn del tamafio de poro entre 51-100 um, siendo adecuado para el sistema propuesto, ya que los

CD conjugados son de tamafio nanométrico, lo cual permite su adecuada liberacion.

El poco hinchamiento observado en los nanocompuestos se puede relacionar con las caracteristicas
morfomeétricas obtenidas, al tener poros de tamafio pequeio, disminucidon en su volumen y una baja
densidad de la estructura (T. Liu et al., 2021). Ademas, se ha reportado (Bittner et al., 2021) que los
hidrogeles de GelMA en PBS a 37 °C mantienen un hinchamiento en equilibrio después de 24 h y hasta por
28 dias, sin tener un hinchamiento significativo a lo largo del tiempo. Por otro lado, el aumento en el grosor
de la estructura (mayor entrecruzamiento) en los nanocompuestos con CD conjugados les ayuda a
mantener su estructura y tener un hinchamiento mayor, previniendo su degradacidon temprana vy
modulando su liberacién. Esto es consistente con estudios previos (Bhattacharyya et al., 2020), donde se
usan los CD como entrecruzante de hidrogeles de gelatina. Dentro de los mecanismos de liberacién de
farmacos en los sistemas poliméricos se encuentran el hinchamiento, la erosion y la difusién (Ata et al.,
2020). Primero ocurre un hinchamiento maximo, en el cual los poros del hidrogel se llenan de moléculas
de agua y puede ocurrir difusion por diferencia de gradientes de concentracién; luego, esas moléculas de
agua promueven la hidrélisis de los puentes de hidrégeno en la estructura de los hidrogeles; con lo cual,
finalmente se degradan los sistemas poliméricos y liberan completamente los farmacos, en este caso los
CD conjugados. Por ello, el proceso de degradacién es inversamente proporcional al hinchamiento al inicio,
pero directamente proporcional en general, ya que los G-CD-Tiff y G-CD-if3 fueron los que tuvieron un
mayor hinchamiento inicial, pero a su vez una mayor degradacion al final, con una constante de rapidez

alta; caso contrario en los hidrogeles de G y los nanocompuestos de CD.

Los nanocompuestos como sistemas poliméricos para la entrega de fadrmacos muestran una cinética de
liberacion diferente en PBS 1x y DMEM (Bhattacharyya et al., 2020). Aunque en ambos casos, los G-CD-Tip
tienen una liberacion mas rapida, seguidos por los G-CD-if, alcanzando liberaciones >50% en ambos
medios. La liberacidon en PBS 1x de los CD conjugados se ajusta a una cinética de primer orden, la cual
representa a una liberacion sostenida o de estallido; que no es la deseada en sistemas poliméricos, ya que
muestra una rapidez de liberacién répida al inicio, seguida de una liberacidn lenta y variable a lo largo del
tiempo (Ata et al., 2020). Mientras que, la liberacion en DMEM de los CD conjugados se ajusta a una
cinética de orden cero, relacionada con una liberacién controlada; la cual es dptima para los sistemas
poliméricos, ya que tiene una rapidez de liberacién constante a lo largo del tiempo y la liberacién se da
principalmente por difusién. Con una liberacién controlada, todos los nanocompuestos logran liberar

>50% de los CD conjugados, con una rapidez constante.
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La concentracion inhibitoria media (ICso) del péptido if reportada por el proveedor es de 30 nM (Sinha
et al., 1999), mientras que la reportada en la literatura es de 1.08 y 5.6 nM (Choi et al., 2012). En nuestro
ensayo de inhibicién de la actividad de BACE1, el péptido i a 30 y 60 nM supera el ICso reportado en la
literatura; con lo cual se asegura una inhibicion eficientemente la actividad de la enzima BACE1 en el

modelo in vitro de enfermedad de Alzheimer.

El uso de los CD conjugados de forma directa en los ensayos in vitro, y no con los hidrogeles para formar
los nanocompuestos, se debid a que, en la aplicacion transdérmica propuesta a futuro, se esperaria que
los CD conjugados se liberen de forma controlada desde los hidrogeles en la piel, se absorban y se dirijan
por torrente sanguineo hasta el cerebro. En este sitio ejercen su accion de cruzar la BHE e inhibir BACE1,
como lo simulamos en los modelos in vitro de BHE y de enfermedad de Alzheimer, en donde los hidrogeles

ya no estarian presentes al no ser necesarios.

Los efectos de la escopolamina en la induccién del modelo in vitro de enfermedad de Alzheimer fueron
consistentes con lo reportado previamente (Joseph et al., 2020; Suthprasertporn et al., 2020). En las
células U-87+Sco, las bandas de proteina en los geles de poliacrilamida de 100 y 115 kDa, podrian
corresponder a la proteina precursora de amiloide (APP, 100-140 kDa). Con 10 pg/mL de CD conjugados
se ve la presencia de APP, excepto con CD-iB. Respecto a los CD conjugados a 20 pg/mL disminuye la
intensidad de esas bandas, por lo que se infiere que disminuye la expresién de APP con estos conjugados.
Por otro lado, el doble bandeo en 65y 58 kDa o 75 y 60 kDa, corresponderia a la enzima BACE1 (56-75
kDa) y/o NF-kB (65 kDa) (J. J. Liu et al., 2019; Wei et al., 2020). En el modelo se observa un aumento de
APP, que es el sustrato de BACE1, pero una disminucién de la presencia de BACE1 con los CD conjugados.
Esto podria indicar que, a pesar de tener el sustrato presente, la enzima BACE1 no esta ejerciendo su

accion porque disminuye por la presencia de CD conjugados.

La deteccidn de las bandas en los geles de poliacrilamida nos habla de la presencia de las proteinas, no de
su actividad. Por lo que, la acentuacion de las bandas con CD-Ty CD-TiB a 20 pg/mL se debe a que la banda
de transferrina se traslapa con la de la proteina presuntamente de BACE1, lo cual nos podria indicar que
los CD conjugados se estan uniendo a BACE1 y aumentan su intensidad en los geles. También, se ve una
tendencia a que los CD se unan a la APP y BACE1, por lo que los CD podrian funcionar como marcadores
fluorescentes para ayudar a identificar proteinas, aunque haria falta realizar Western blot con anticuerpos

especificos anti-APP y anti-BACE1 para comprobar que las bandas corresponden a esas proteinas.
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La viabilidad celular evaluada esta basada en el metabolismo celular al reducir la resazurina a resorufina,
por lo que también podemos analizar el metabolismo celular en cada linea celular. La viabilidad de las
células HBEC 5i expuestas a CD no se ha estudiado hasta el dia de hoy, nuestros resultados indican que los
distintos CD conjugados a 10 y 20 pg/mL son citocompatibles con HBEC 5i, e incluso aumentan la viabilidad
celular hasta el 129.2% con 10 pug/mL de CD-iB, aunque presentan un metabolismo celular lento. La
viabilidad celular de las células de glioblastoma (U-87 MG) expuestas a CD fueron consistentes con
estudios previos (Li, Amat, et al., 2016; Sviridova et al., 2022), comprobando que los distintos CD
conjugados son citocompatibles a 10 y 20 ug/mL y que tienen un metabolismo rapido. La viabilidad celular
de las células U-87+Sco del modelo fue diferente a lo reportado por Suthprasertporn, et al. (2020), ya que
la viabilidad en las U-87 MG sélo disminuye al 95% al agregar la escopolamina y no hasta el 50%. Aunque,
Suthprasertporn et al. (2020), inducen el modelo en células de neuroblastoma y no de glioblastoma (U-87
MG); a la fecha no hay estudios donde de induzca este modelo con escopolamina en células de

glioblastoma y tampoco en los que se mida viabilidad celular con CD conjugados en U-87+Sco.

De acuerdo a estudios previos (Eigenmann et al., 2013) se comprobd la integridad de la BHE con el ensayo
de permeabilidad aparente para amarillo Lucifer (AL), estableciendo un modelo in vitro de BHE
semipermeable con las células HBEC-5i, sus uniones estrechas y las membranas de los insertos del
Transwell, para simular los componentes de la BHE. Los resultados fueron consistentes con los ya

reportados, en los cuales se disminuye la permeabilidad para AL en >50% con células HBEC-5i.

Se ha demostrado que los CD-T cruzan la BHE en modelos con pez cebra (Han et al., 2017; Li, Peng, et al.,
2016), pero es la primera vez que se evalian CD y CD conjugados en un modelo in vitro en un Transwell
cocultivo. Los CD por si mismos cruzan facilmente la BHE. Los CD-T y CD-Tip cruzan en mayor cantidad la
BHE por transcitosis mediada por receptores de transferrina (Lee y Leong, 2020), debido a que tienen
transferrina conjugada, aunque no cruzan en mayor cantidad que los CD. En cambio, los CD-if3 cruzan en
menor cantidad si se comparan con los CD y CD conjugados con transferrina; esto puede deberse a que el
péptido ip estd interfiriendo en el cruce facilitado de los CD por su tamafio, ya que, como se observd
previamente con el Dy y PZ, estos conjugados forman aglomerados, son heterodispersas y tienen cargas
eléctricas superficiales mas negativas. En relacién a la concentracidn de los CD conjugados, se observé que

cruzan de igual manera, independientemente de la concentracion.

De igual manera, la induccién del modelo in vitro de enfermedad de Alzheimer se comprobd al aumentar
la actividad de BACE1 a 124.7 + 11.8 % en células de glioblastoma con escopolamina (U-87+Sco), lo cual es

consistente con estudios previos (Suthprasertporn et al., 2020), donde la actividad de BACE1 aumenté a
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139 + 5% en células de neuroblastoma tratadas con escopolamina. La inhibicién de la actividad de BACE1
>50% (ICso) con CD a 10 y 20 pg/mL se habia evaluado sélo en un estudio previo (Han et al., 2017). En el
presente trabajo se comprueba este efecto y ademds se evalla por primera vez el efecto de CD
conjugados, a 10 y 20 pg/mL, sobre la actividad de BACE1. Los CD conjugados inhiben efectivamente la
actividad de BACE1 (>50%), excepto los CD-T a 10 pug/mL, los cuales a pesar de estar cruzando la BHE en el
modelo, en los geles de poliacrilamida no se observa un aumento en la intensidad de la banda
correspondiente a BACE1l. Con lo anterior, podriamos inferir que los CD-T no se estan uniendo
efectivamente a BACE1, posiblemente por la presencia de la corona proteica (halo transparente) que se
observé mediante TEM y en consecuencia la presencia de transferrina impide el efecto inhibitorio
observado en los CD. Sorprendentemente, con los CD-if3 se observa el efecto contrario; ya que, a pesar de
cruzar en menor cantidad la BHE en el modelo y mostrar una baja intensidad en las bandas de BACE1 de
los geles de poliacrilamida, se observa una efectiva inhibicién de la actividad de BACE1 (>50%). Este efecto
es el esperado, ya que tienen conjugado un péptido que inhibe especificamente a la enzima BACE1, a una

concentracién que alcanza y supera el ICso reportado (Sinha et al., 1999).

Han et al. (2017) proponen que los CD pueden estar inhibiendo la fibrilacion de B-amiloide mediante
impedimento estérico, al interaccionar la superficie hidrofilica de los CD con los mondmeros de B-amiloide.
En este caso, los CD conjugados que se sintetizaron en este trabajo también podrian unirse a la proteina
precursora de amiloide (APP), impidiendo que la enzima BACE1 se una a su sustrato y ejerza su actividad
catalitica, bloqueando la cascada amiloide en la enfermedad de Alzheimer (dos Santos Picanco et al.,
2018). Otro posible mecanismo de accion en la inhibicion de la enzima BACE1 por el péptido if y los CD
conjugados, es mediante una inhibicion competitiva. En ésta, los CD conjugados se unen al sitio de unién
del sustrato en el dominio catalitico de la enzima BACE1, mimetizan al sustrato peptidico y bloquean la
reaccion catalizada por la enzima, es decir, el desencadenamiento del proceso fisiopatolégico de la cascada
amiloide en la enfermedad de Alzheimer. Esto se debe a que el péptido i y los CD conjugados tienen
enlaces amida, los cuales interactuan con los aspartatos del dominio catalitico de BACE1, promoviendo su
actividad como proteasa aspartica, la cual es escindir un enlace amida (Hu et al., 2019). Aunque para
comprobar estas hipétesis sobre el mecanismo de accién de los CD conjugados en la inhibicion de BACE1,

se necesitaria estudiar mds a fondo su interaccién y los efectos que tienen.
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Capitulo 7. Conclusiones, contribuciones y perspectivas a futuro

7.1 Conclusiones y contribuciones

Los puntos cuanticos de carbono (CD) se sintetizaron por termdlisis a partir de acido citrico. Con la
neutralizacién de pH durante la sintesis de CD se logré modular el tamafio, la emision de fluorescencia y
la dispersidén en el medio. Los CD sintetizados tienen la propiedad de emitir autofluorescencia en color
cian del espectro de luz visible, aunque ésta disminuye en >50% si los CD estan conjugados con proteinas.
Mediante FTIR se verificé que los CD tienen grupos carboxilo en su superficie. Los CD a pH 7 tienen tamafios
<10 nm, se excitan a longitudes de onda menores y emiten fluorescencia con mayor intensidad que los CD
a pH4. Los CD se lograron conjugar con transferrina y un péptido inhibidor de BACE1 mediante
esterificaciéon con EDC y NHS. La conjugaciéon se comprobd mediante la presencia de picos por FTIR
relacionados con enlaces tipo amida, al detectar las proteinas conjugadas mediante SDS-PAGE y

cuantificarlas con micro-BCA.

Los nanocompuestos de hidrogeles de GelMA y CD conjugados se lograron sintetizar por primera vez. La
degradacion de los nanocompuestos es inversamente proporcional a su hinchamiento al inicio de la
evaluacidon. Aunque, de forma general esta relacion fue directamente proporcional, ya que los
nanocompuestos que mas se hincharon inicialmente, fueron los primeros en degradarse. Los
nanocompuestos en PBS 1x se degradan entre las 120-144 h (5-6 dias) y muestran una cinética de primer
orden con una liberacién sostenida. En DMEM los nanocompuestos tienen una cinética de orden cero con
una liberacién controlada por difusién. Los nanocompuestos de G-CD-Tif3 mostraron una rapidez alta de

degradacion y de liberacidn a lo largo de los ensayos.

El modelo in vitro de BHE y de enfermedad de Alzheimer se logré establecer en un dispositivo Transwell
cocultivo. En el modelo in vitro de BHE se lograron simular 3 componentes de la BHE: las células del
endotelio vascular cerebral humano, sus uniones estrechas y la membrana basal (membranas de los
insertos). Ademas, la integridad de la BHE se pudo comprobar con ensayos de permeabilidad. El modelo
in vitro de enfermedad de Alzheimer se logré inducir con escopolamina (2 mM) en células de glioblastoma
(U-87 MG), en las cuales se comprobd que la actividad de BACE1 aumentd al 124.7 % y se detectd con SDS-
PAGE la presencia de proteinas con pesos moleculares correspondientes a APP y BACE1. Los distintos CD

conjugados lograron cruzar el modelo in vitro de BHE e inhibir la actividad de BACE1 en el modelo in vitro
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de enfermedad de Alzheimer inducido con escopolamina. La concentracion de 10 pg/mL es adecuada para

lograr lo efectos deseados sin generar toxicidad.

Los conjugados de CD-iff mostraron mejores caracteristicas a lo largo de las evaluaciones, a excepcion de
su tamafio (>10 nm). Los CD-i en los nanocompuestos G-CD-i3 promueven un mayor hinchamiento inicial,
una mayor degradacién al final, una liberacién controlada en DMEM y son citocompatibles con HBEC 5i y
U-87 MG. Y lo mas importante es que los CD-if3 tienen la capacidad de inhibir en un 75-83% la actividad de
BACE]1, a pesar de que cruzan en poca cantidad la BHE y lo hacen sin la ayuda de transferrina. Los CD por
si mismos cruzan la BHE e inhiben la actividad de BACE1, aunque los nanocompuestos de G-CD tienen un
menor hinchamiento, degradacién y liberacién. Ademas, se observa que la transferrina no es necesaria

para que los CD y los CD conjugados crucen la BHE, al menos en nuestro modelo in vitro de BHE.

El presente trabajo contribuye con la generacién de nuevo conocimiento, la estandarizacion de técnicas
experimentales usadas por primera vez para analizar los nanocompuestos propuestos, asi como
informacidn inicial para proponer sistemas poliméricos para la entrega controlada de un inhibidor de
BACE1, como propuesta de tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Con la aplicacién de modelos in
vitro similares a los sistemas bioldgicos humanos, se promueve el uso de métodos de evaluacion

alternativos a los ensayos con animales vertebrados, propuestos por la USEPA en 2018.

7.2 Perspectivas a futuro

1. Evaluacién de un modelo con Transwell multicultivo que emule las condiciones fisiopatoldgicas de

Alzheimer en etapa temprana.

2. Evaluar la administracidn transdérmica de los nanocompuestos de hidrogeles de GelIMA con CD
conjugados, en un modelo in vivo para determinar parametros farmacocinéticos vy

farmacodinamicos.

3. Desarrollar ensayos de nanotoxicidad de los CD y CD conjugados a mediano y largo plazo.

4. Estudiar el efecto de los CD en las cascadas de sefializacion involucradas en el proceso

fisiopatoldgico de enfermedad de Alzheimer, para establecer su mecanismo de accion.
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ANEXO A. Curvas de calibracion
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Figura 53. Curva estandar de BSA para determinar las concentraciones de proteina en el ensayo de micro-BCA. Se

calculd la media y desviacion estandar de los estdndares por triplicado. R2=0.9563.
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Figura 54. Curva estandar del kit de deteccion de la actividad de BACE1, para convertir la sefial de fluorescencia del
ensayo FRET a concentracién en pmol. Se calculd la media y desviacidn estandar de los estandares por triplicado.

R?=0.9651.



92

ANEXO B. Cultivo celular

Las HBEC-5i llegaron a confluencia del 90% aproximadamente a los 13 dias. Mientras que las U-87 MG

llegaron a confluencia del 90% aproximadamente a los 10 dias.

Figura 55. Morfologia de A) células endoteliales de la microvasculatura cerebral (HBEC-5i) y B) células de glioblastoma
(U-87 MG). Fotomicrografias de campo claro con objetivo 10x (Aumento total: 100x). Detalle (superior-izquierda):
fotomicrografia de contraste de fases con objetivo 40x (Aumento total: 400x).

ANEXO C. Caracterizacion

Se obtuvieron imagenes de topografia por AFM en modo intermitente (tapping) de los CD conjugados
Como referencia se analizé el PBS 1x con el que se disolvieron los CD (Figura 56-A) y el sustrato de vidrio

(Figura 56-B) para corroborar que el material analizado correspondia a los CD.

33 nm)

" 00nm

Figura 56. Imagenes de topografia con AFM en modo intermitente de A) PBS 1x, B) Sustrato, C) CD pH 4, D) CD pH 7,
E) CD-T, F) CD-iB, G) CD-Tip. Barrido de 1x1 um.
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Figura 57. Distribucién de tamafo por numero de A) CD, B) CD-T, C) CD-Tip.
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