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RESUMEN

La gastroenteritis infecciosa causada por Campylobacter jejuni es la mas frecuente a nivel
mundial. La infeccion puede ser fatal para nifios, ancianos y personas inmunocomprometidas y en
algunos casos deriva en complicaciones importantes. El problema se agrava por la resistencia que
la bacteria ha adquirido hacia muchos antibidticos. Una estrategia de control es utilizar
nanocapsulas funcionalizadas con elementos de biorreconocimiento, cargadas con un antibidtico
al que el microorganismo no sea resistente, como la rifaximina. C. jejuni posee adhesinas que
reconocen estructuras fucosiladas y sialiladas para unirse a los enterocitos. En este estudio se
sintetizaron y caracterizaron nanoparticulas fucosiladas y sialiladas, nucleo-coraza, cargadas con
rifaximina, como vectores activos dirigidos hacia C. jejuni. Se utiliz6 fucoidan como fuente de
fucosa y mucina submaxilar bovina (Muc-Sial) como fuente de 4cido sidlico. La coraza fucosilada
consistio en neoglicanos sintetizados conjugando albumina sérica bovina (BSA) y oligosacéridos
de fucosa (OFuc) obtenidos mediante la escision del fucoidan utilizando la reaccion de Fenton a
diferentes temperaturas y tiempos (60 °C/8 h; 80 y 90 °C/4 h; 100 °C/2 h) y fraccionados por
ultrafiltracion (>1 kDa; <1 kDa). La coraza sialilada se sintetiz6 a partir de la Muc-Sial. Los OFuc
se caracterizaron por espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier y reflexion total
atenuada (FTIR-ATR), escogiendo la fraccion > 1 kDa, por su mayor similitud con la molécula de
fucoidan y el tratamiento de 100 °C/2 h, por ser mas rapido y con mayor rendimiento. Los OFuc
conjugados con BSA (BSA-OFuc), fueron reconocidos por la lectina de Anguilla anguilla,
especifica para fucosas unidas en a1-3. La Muc-Sial fue reconocida por la lectina de Maackia
amurensis especifica para acido sialicos unido en a2-3. Se sintetizaron nanoparticulas nucleo-
coraza BSA-BSA-OFuc y BSA-Muc-Sial cargando el nucleo (BSA) con rifaximina. La
incorporacion de la coraza (BSA-OFuc o Muc-Sial) se probé mediante dispersion dinamica de la
luz, observandose un indice de polidispersidad de 0.08 % y carga superficial cercana a -30 mV en
todos los casos. Los espectros FTIR-ATR, confirmaron la funcionalizacion. La eficiencia de
encapsulamiento de la rifaximina fue del 24 % y la concentraciéon minima inhibitoria para C. jejuni
de 1 mg/mL. Las nanoparticulas BSA-BSA-OFuc y BSA-Muc-Sial fueron reconocidas por las
adhesinas de C. jejuni de manera temperatura dependiente, siendo un indicio de la expresion

diferencial de adhesinas en C. jejuni. El conjunto de resultados indica que en condiciones in vitro
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las nanoparticulas fucosiladas y sialiladas sintetizadas, pueden ser exitosamente dirigidas hacia C.

jejuni.

Palabras claves: antagonistas glicomiméticos, Macrocystis pyrifera, nanoparticulas nucleo-coraza,

rifaximina
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ABSTRACT

Infectious gastroenteritis caused by Campylobacter jejuni is the most common
worldwide. Campylobacter infections are generally mild, butcan be fatal among very
young children, elderly, and immunosuppressed individuals and in some cases leads to
complications for the rest of people. In addition, antibiotic-resistant-bacteria are highly prevalent
in many countries. Selective rifaximin targeting in functionalized nanoparticles can be an
alternative for treating local infection. C. jejuni has adhesins that recognize fucosylated and
sialylated structures to bind to enterocytes. In this study, rifaximin-loaded core-shell fucosylated
and sialylated nanoparticles were synthesized and characterized as active vectors targeting C.
Jjejuni. Fucoidan was used as a source of fucose and bovine submaxillary mucin (Muc-Sial) as a
source of sialic acid. The fucosylated shell consisted of neoglycans synthesized by conjugating
bovine serum albumin (BSA) and fucose oligosaccharides (OFuc) obtained by cleavage of fucoidan
by the Fenton reaction at different temperatures and times (60 °C/8 h; 80 and 90 °C/4 h; 100 °C/2
h) and fractionated by ultrafiltration (> 1 kDa; < 1 kDa). The sialylated shell was synthesized from
Muc-Sial. OFuc were characterized by Fourier transform infrared spectroscopy and attenuated total
reflection (FTIR-ATR), choosing the >1 kDa fraction, due to its greater similarity with the fucoidan
molecule, and the 100 °C/ 2 h treatment, due to being faster and higher yield. BSA-conjugated
OFucs (BSA-OFuc), were recognized by Anguilla anguilla lectin, specific for al-3-linked fucoses.
Muc-Sial was recognized by the sialic acid-specific lectin from Maackia amurensis bound to 02-
3. BSA-BSA-OFuc and BSA-Muc-Sial core-shell nanoparticles were synthesized by loading the
core (BSA) with rifaximin. The incorporation of the shell (BSA-OFuc or Muc-Sial) was tested by
dynamic light scattering, observing a polydispersity index of 0.08% and a surface charge close to
-30 mV in all cases. The FTIR-ATR spectra confirmed the nanoparticles functionalization. The
encapsulation efficiency of rifaximin was 24% and the minimum inhibitory concentration for C.
jejuni was 1 mg/mL. The BSA-BSA-OFuc and BSA-Muc-Sial nanoparticles were recognized by
C. jejuni adhesins in a temperature-dependent manner, indicating the differential expression of
adhesins in C. jejuni. Indicating that under in vitro conditions the synthesized fucosylated and

sialylated nanoparticles can be successfully targeted to C. jejuni.

Key words: Glycomimetic antagonists, Macrocystis pyrifera, core-shell nanoparticles, rifaximina
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1. INTRODUCCION

La gastroenteritis infecciosa representa un problema de Salud Publica en México. Dentro
de los sintomas se encuentran los cuadros de diarrea aguda que frecuentemente, ocasionan la
muerte de niflos menores de 5 afos (IMSS, 2019). En la actualidad, Campylobacter jejuni
representa la primera causa de gastroenteritis a nivel mundial (OMS, 2013). El tratamiento
principal es asegurar la hidratacion del paciente y, si la infeccion persiste, tratar con antibioticos.
Sin embargo, el uso inadecuado de estos farmacos ha inducido la resistencia y multirresistencia a
antibidticos, en una gran cantidad de cepas de C. jejuni (DuPont, 2014). Una alternativa para
racionalizar el uso de antibidticos y hacerlos mas efectivos es el encapsulamiento dirigido que
utiliza matrices funcionalizadas que contienen elementos de biorreconocimiento (de Jesus Valle et
al., 2016). De esta manera, un antibiotico que sea efectivo contra C. jejuni, puede ser orientado
hacia la superficie celular del patdgeno, para unirse a esta y descargar el farmaco. Un elemento de
reconocimiento regularmente presente en las bacterias Gram-negativas son las adhesinas tipo
lectina. Estas, reconocen y se unen a carbohidratos complejos o glicoconjugados, localizados en la
superficie de la membrana plasmatica del hospedero. Es decir, la bacteria se adhiere a la célula que
va a infectar, reconociendo a sus carbohidratos, como primer paso de la infeccion (Cardenas-Perea
et al., 2014). Si se sintetizan matrices funcionalizadas que contengan carbohidratos analogos a los
que la bacteria reconoce y se utilizan como matrices para el disefio de nanoparticulas cargadas con
antibidticos, pueden actuar como antagonistas glicomiméticos. Existe evidencia de reconocimiento
lectina-carbohidrato en C. jejuni y de que se ha utilizado esta estrategia con anterioridad, para
dirigir gentamicina hacia E. coli K88. En estos estudios, el disefio se basd en la sintesis de
neoglicanos de BSA-lactosa, controlando la reaccion de Maillard. Los neoglicanos obtenidos se
utilizaron como matriz funcionalizada para el disefio de las nanoparticulas (Sarabia-Sainz et al.,
2012). Una posible manera de combatir a C. jejuni es mediante el disefio de nanoparticulas nucleo-
coraza biodirigidas cargadas con rifaximina y funcionalizadas con neoglicanos fucosilados
obtenidos por la reaccion controlada de Maillard, buscando los pardmetros adecuados de
temperatura, tiempo y pH de reaccion, y utilizando mucina submaxilar bovina como fuente de
acido sialico. Ya que, C. jejuni reconocen fucosa y éacido sidlico dentro de sus mecanismos de

infeccion. Ademas, el disefio de nanoparticulas nilicleo-coraza, representa una alternativa para
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disminuir significativamente la cantidad de neoglicano, al colocarlo inicamente en la coraza de la
nanoparticula. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue sintetizar y caracterizar nanoparticulas

nucleo-coraza fucosiladas y sialiladas cargadas con rifaximina dirigidas a Campylobacter jejuni.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Gastroenteritis Infecciosa: Un Problema de Salud Publica

La gastroenteritis es la inflamacion del tubo digestivo; es una patologia frecuente y de alto impacto,
principalmente en paises subdesarrollados y en vias de desarrollo (Yalda-Lucero, 2014). De
acuerdo con estadisticas del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), es la tercera causa de
urgencias médicas en México, por lo que se considera un problema de Salud Publica. Se estima
que anualmente se otorgan 1,400,000 consultas al afio, para atender esta enfermedad (IMSS, 2019).
La gastroenteritis se clasifica en infecciosa y no infecciosa (Figura 1). La gastroenteritis infecciosa
puede ser causada por bacterias, virus y parasitos, que contaminan agua y alimentos. La principal
via de contaminacion es la fecal-oral (Yalda-Lucero, 2014). Seglin la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS), anualmente, una de cada diez personas en el mundo presenta gastroenteritis
infecciosa (GEI) transmitida por agua y alimentos contaminados. Lo anterior produce una pérdida
anual de 33 millones de afios de vida saludable (OMS, 2020). La consecuencia es una incapacidad
transitoria con el consecuente ausentismo laboral o escolar. Por ello, la GEI es la segunda causa
de morbilidad (Yalda-Lucero, 2014). Los sintomas mas frecuentes son diarrea, fiebre, dolor

abdominal, nduseas y deshidratacion (Hurtado y Arancibia, 2010).

La GEI afecta a individuos de cualquier edad y nivel socioecondémico, sin embargo, los grupos mas
vulnerables son infantes, ancianos y personas inmunocomprometidas (Hernandez-Cortez et al.,
2011). La mejora en las condiciones sanitarias y nutricionales y la terapia de rehidratacion ha
disminuido la mortalidad por GEI en los tltimos 30 afios (Yalda-Lucero, 2014). En México, el
riesgo de morir por GEI paso de siete personas en 1998 a tres personas por cada 100,000 habitantes
en el 2010 (Secretaria de Salud, 2019a). Sin embargo, anualmente, la gastroenteritis infecciosa
sigue causando la muerte de aproximadamente 700,000 nifios menores de cinco afios, alrededor del
mundo (OMS, 2020). Por lo tanto, es importante un diagnéstico rapido y un tratamiento adecuado,

asi como medidas de control de los agentes que la provocan.
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Figura 1. Clasificacion de la gastroenteritis y los agentes que las causan.

Fuente: Hurtado y Arancibia (2010).
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2.1.1 Agentes Etioldgicos

La etiologia de la GEI esta relacionada con diferentes microorganismos como Salmonella spp,
Shigella spp, diferentes tipos de Escherichia coli diarreogénicas (enteropatdogena, enterotoxigénica,
enteroinvasiva, enteroagregativa, difusa adherente y enterohemorréagica) Campylobacter jejuni 'y
algunos virus como rotavirus y adenovirus (Wilhelmi et al, 2003; Foster et al, 2015). La
salmonelosis, ocasionada por Salmonella spp, constituye una de las causas mas comunes de
gastroenteritis en menores de edad (Hernandez-Cortez ef al., 2011). En 2019, el sistema de Salud
mexicano reportd 76,670 casos de salmonelosis y 3,467 casos de shigelosis. Ademas de los casos
causados por Salmonella y Shigella, se registraron 5,248,788 casos de gastroenteritis causada por
el grupo de E. coli diarreagénicas, Campylobacter jejuni y C. coli, Yersinia enterocolitica y
Clostridium difficile. Sumando a este grupo, también, las infecciones causadas por virus.

(Secretaria de Salud, 2019b). Para el interés de nuestro estudio, nos concentraremos en C. jejuni.
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2.1.1.1 Campylobacter jejuni como agente etiologico de gastroenteritis infecciosa. La
Organizacion Mundial de la Salud reconoce a C. jejuni como la principal causa de gastroenteritis
bacteriana en muchas areas del mundo, siendo el agente etioldégico mas importante, seguido de C.
coli (OMS, 2012). La infeccion producida por C. jejuni se caracteriza por sintomas como diarreas
agudas, en algunos casos con presencia de sangre, nduseas, vomito, dolor abdominal y de cabeza;
la duracion de los sintomas es de tres a seis dias (Hoepers et al., 2016). No obstante, se pueden
presentar complicaciones con diversos grados de severidad como inflamacion de pancreas, higado
y corazon, bacteriemia o artritis reactiva que pueden persistir por varios meses, y paralisis

neurolégica como el sindrome de Guillain-Barré (Jackson et al., 2014).

La via zoonotica de transmision de C. jejuni es importante. Esta incluye la transmision por animales
o por el consumo de productos de origen animal contaminados, reportandose una alta incidencia
de casos esporadicos en humanos. (Burnham y Hendrixson, 2018). Las aves de corral son el
principal reservorio de C. jejuni y el principal vector de la campilobacteriosis (Hartley-Tassell et
al.,2018). Por ello, es importante implementar un sistema de Analisis de Puntos Criticos de Control
(HACCP, por sus siglas en ingles) para evaluar peligros y riesgos de contaminacion durante la

produccion y transformacion de pollo y pavo (Hartley-Tassell ef al., 2018).

2.2 Caracteristicas Patogénicas de Campylobacter jejuni

La primera linea de defensa del tracto gastrointestinal estd integrada por mecanismos fisicos, como
el movimiento peristaltico, quimicos, como la accién de las sales biliares y bioldgicos, como la
presencia de enzimas proteoliticas y mucinas. Estos mecanismos, aunados a las actividades
antimicrobianas y de exclusion por competencia con el microbioma intestinal benéfico,
contribuyen a proteger al organismo humano de la adhesion y subsecuente invasion de
microorganismos enteropatogenos (Boehm et al., 2012). Sin embargo, cuando la concentracion de
patdégenos es muy alta, la linea de defensa resulta inefectiva y sobreviene la infeccion que
frecuentemente se acompafia de diarrea, dolor abdominal y otras alteraciones del sistema digestivo.

Esto ocurre generalmente al consumir agua y alimentos contaminados (Boehm et al., 2012; Young
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et al., 2007). A continuacidon, se explican las caracteristicas microbioldgicas, asi como los

mecanismos de patogenicidad de C. jejuni y sus principales consecuencias.

2.2.1 Caracteristicas Microbiologicas de Campylobacter jejuni

C. jejuni es un miembro de la familia Campylobacteraceae; es una bacteria Gram-negativa, movil,
de forma curva, con una longitud aproximada de 0.5 a 5 um. Puede reducir nitrato, es catalasa y
oxidasa positiva, microaer6filo con una temperatura 6ptima de crecimiento de 42 °C. Tiene un
periodo de incubacion de 1-7 dias y su dosis infecciosa es considerada baja, de 500-800 UFC. Su
movilidad esta dada por dos flagelos polares y expresa en su superficie las adhesinas bacterianas
CadF, FIpA y JlpA. El flagelo, ademas de brindar motilidad a la bacteria, también es un
componente importante para la adhesion e invasion, ya que secreta proteinas de virulencia por el

sistema de secrecion tipo 3 (SST3) (Guerry, 2007; Bhunia, 2018).

2.2.2 Caracteristicas patogénicas. Al llegar al intestino C. jejuni utiliza su flagelo bipolar, para
llegar a la superficie celular de los enterocitos. Esto lo logra a través de la deteccion de quimio-
atrayentes como aminodcidos, acidos grasos de cadena corta, bilis y L-fucosa, que controlan el
movimiento de la bacteria al regular a las proteinas flagelares (Vegge et al., 2009; Hermans et al.,
2011). Para causar infeccion es necesario que C. jejuni se adhiera a las células hospederas para
invadirlas y colonizarlas. Para ello, la bacteria utiliza varias adhesinas y un flagelo. Entre las
adhesinas més estudiadas se encuentran las CadF y FIpA, que se unen a fibronectina, y JIpA, cuyo
receptor es la proteina chaperona Hsp90 eucaridtica. La adherencia de C. jejuni inicia las rutas
paracelular y transcelular de invasion (Figura 2). Si la bacteria sigue la ruta paracelular, atraviesa
la barrera epitelial entre uniones estrechas alteradas. En cambio, por la ruta transcelular el patégeno

se trasloca al interior de las células del hospedero por fagocitosis inducida (Alzheimer et al., 2020).
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Figura 2. Rutas paracelular y transcelular de invasion de C. jejuni. Paso 1: deteccion de
quimioatrayentes; Paso 2: Adhesion mediada por adhesinas y flagelo; Paso 3: Invasion por rutas

transcelular y paracelular.
Elaboracion propia con informacion de Backert ef al. (2013).

La fagocitosis es un mecanismo utilizado por algunas células del sistema inmune para digerir
patoégenos. Sin embargo, C. jejuni induce este mecanismo para penetrar células fagociticas no
diferenciadas. Esto le permite protegerse del ambiente gastrointestinal y de los antibidticos, obtener
nutrientes y viajar a otros tejidos del hospedero (Backert et al., 2013). Para la internalizacion de la
bacteria, se ha propuesto que C. jejuni utiliza los mecanismos de tipo cierre y detonante, sin ser
excluyentes (O Créinin y Backerts, 2012). En los dos mecanismos de internalizacién de la bacteria,
se desencadena una cascada de senalizacion que finaliza con el reordenamiento de los filamentos
de actina de la célula hospedera, los cuales envuelven a la bacteria para internalizarla dentro de una
vacuola (Figura 3). El mecanismo de cierre estd mediado por la interaccion de las adhesinas
bacterianas CadF y FlpA con el receptor de fibronectina de la célula hospedera. En este caso, el

reordenamiento del citoesqueleto toma forma de cierre comprimido (Eucker y Konkel, 2012).
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Figura 3. Proceso de internalizacion de C. jejuni.

Elaboracion propia con informacion de O Croinin y Backerts (2012).

En el caso del mecanismo detonante, la cascada de sefializacion se inicia por proteinas efectoras,
inyectadas por el flagelo mediante el sistema SST3. Estas proteinas activan receptores de integrinas
y producen el reordenamiento del citoesqueleto de actina formando en la membrana un
encrespado/fruncido para la internalizacion de la bacteria (Eucker y Konkel, 2012). Por otro lado,
la disrupcion de las células epiteliales causa la produccion de citosinas IL-8 y el reclutamiento de
células dendriticas. Esto ocasiona un proceso inflamatorio frente a la infeccion por C. jejuni.
(Young et al., 2007). El dafio y translocacion a las células epiteliales, la infiltracion de células del
sistema inmune y la capacidad de viajar dentro del hospedero a otros tejidos, ocasionan los

sintomas de la campilobacteriosis (Backert ef al., 2013).

2.3 Adhesinas Tipo Lectina en Campylobacter jejuni

2.3.1 Adhesinas Tipo Lectina y Biorreconocimiento

Las adhesinas son componentes de la superficie de los patdogenos que se unen a receptores
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especificos presentes en las membranas plasmaticas del hospedero (Tiralongo y Moran, 2009;
Meylan et al., 2006). Las adhesinas se clasifican en fimbriales y no fimbriales. Las primeras, se
localizan en los pili, las fimbrias y los flagelos de las bacterias, de donde proviene su nombre
(Meylan et al., 2006). La mayoria de las bacterias Gram-negativas expresan mas de un tipo de
adhesina que por lo general, tienen funcion de lectina. Por lo tanto, su union especifica es a
receptores con estructuras de carbohidratos (Cardenas-Perea et al., 2014). La especificidad de las
lectinas hacia el receptor establece en gran medida, el tropismo del tejido bacteriano. Existen
lectinas especificas a manosa, galactobiosa y N-acetil-D-galactosamina (Gal-NAc), fucosa, acido
sidlico, entre otras (Solanki et al., 2018). Generalmente, las lectinas bacterianas tienen una baja
afinidad por su receptor y la forma de compensar esto es aumentando la fuerza de union, al unirse
a mas de un receptor de carbohidratos al mismo tiempo (Tiralongo y Moran, 2009). Las adhesinas
tipo lectina de los enteropatdogenos, se localizan principalmente en la punta de las fimbrias,
formando secuencias especificas de aminoacidos que establecen uniones no covalentes con los
carbohidratos complejos (glicoconjugados o glicanos), de la superficie celular del hospedero. En
muchos de los casos, este reconocimiento celular es el primer paso para la infeccion y para algunas
adhesinas tipo lectina, se requiere de la presencia de algiin metal como Ca o Mg (Abraham et al,

2015; Solanki et al., 2018).

Los principales mecanismos de adhesion para C. jejuni ya fueron discutidos con anterioridad. Sin
embargo, existe evidencia de que C. jejuni presenta reconocimiento tipo lectina, que puede estar
asociado con la infeccion. Se ha demostrado que la adherencia de C. jejuni es inhibida por
oligosacaridos fucosilados y sialilados (Schneider et al., 2017). Varias investigaciones reportan la
union in vitro de C. jejuni a glicanos fucosilados del tipo 1-2 y la reduccion de la adhesion del
patdgeno a células intestinales, en presencia de fucosas (Cinco et al., 1984; Ruiz-Palacios et al.,
2003; Schneider et al., 2017). Sin embargo, se conoce muy poco sobre las adhesinas implicadas,
aunque, para el caso de C. jejuni, existe evidencia de que la adhesina tipo lectina CA-A ubicada en
la superficie celular de C. jejuni reconoce fucosa, aumentando la intensidad de la union, cuando
existe la presencia de 4cido sialico (Ruiz-Palacios et al., 2003; Gustadsson et al., 2005). Los
glicoconjugados que contienen acido sidlico, también son reconocidos por el patégeno (Day et al.,

2012).
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2.4 Antibidticos Utilizados Contra Campylobacter jejuni

2.4.1 Principales Antibioticos Utilizados

El principal propdsito del tratamiento establecido para diarrea de origen infeccioso es combatir la
pérdida de electrolitos del cuerpo. El utilizar un tratamiento con antibioticos dependera del
microorganismo causal, asi como de las caracteristicas de la persona infectada (Gonzéles-Torralba
et al., 2018). En caso de que C. jejuni provoque infecciones graves y diarrea prolongada se
recomienda utilizar estreptomicina como antibidtico principal y como segunda linea

ciprofloxacina.

Los aminoglucosidos tienen efectos bactericidas inmediatos a través de la ruptura de la membrana
celular y efectos bactericidas retardados a través de la sintesis de proteinas alteradas (Serio et al.,
2018; Bulitta ef al., 2015), esto lo logran al unirse de manera reversible al sitio P en la subunidad
50S del ribosoma bacteriano. El farmaco se transporta al sitio de la infeccion después de
concentrarse de manera activa dentro de los leucocitos. La entrada de los aminoglucésidos en las
células se lleva a cabo mediante una fase de union ionica y dos fases consecutivas dependientes de
energia. En la primera fase de union ionica se lleva a cabo la unién electrostatica entre los
aminoglucésidos y los componentes cargados negativamente de las membranas bacterianas. Esta
union permite la entrada de aminoglucosidos como consecuencia del aumento de la permeabilidad
de la membrana celular (Moore ef al., 1986). En la Fase I dependiente de energia se efecttia el
acceso de una limitada de aminoglucésidos al ribosoma bacteriano 30S, lo que conduce a la mala
traduccion de las proteinas y la ruptura de la membrana citoplasmatica (Taber et al., 1987). Por
ultimo, en la Fase II se produce la muerte bacteriana dependiente de la concentracion. Asi como
errores en la traduccion e inhibicion en la sintesis de proteinas. Esta tltima, es un componente clave

de la eficacia de los aminoglucosidos (Serio et al., 2018; Davis et al., 1986).

Si se sospecha que C. jejuni ha desarrollado resistencia a las quinolonas, es recomendable tratar al

paciente con azitromicina o trimetoprima/sulfametoxazol (DuPont, 2014). A pesar de que existen
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guias para el tratamiento de bacterias causantes de infeccion, el uso de antibidticos para
enterobacterias esta en constante cambio, debido al aumento de la resistencia bacteriana a los

medicamentos que son considerados de primera eleccion (Amabile-Cuevas, 2010).

2.4.2 Resistencia Bacteriana

El uso de antibidticos para combatir enfermedades ha tenido un impacto positivo en la salud de la
poblacion mundial (OMS, 2020). Sin embargo, las malas practicas consistentes en automedicacion,
dosificacion incorrecta y tratamientos sin terminar han promovido un incremento en la resistencia
de las bacterias patdgenas, a estos farmacos (OMS, 2014). Otro factor importante para la
adquisicion de resistencia bacteriana es la contaminacion por la presencia de residuos de

antibidticos en cuerpos de agua, suelos y alimentos (Amabile-Cuevas, 2010).

C. jejuni presenta una mayor resistencia a antibioticos del tipo tetraciclinas y quinolonas. El caso
de las aves es mas preocupante, ya que los antibioticos se han utilizado no solo como tratamiento,
sino también como promotores del crecimiento (Marshall y Levy, 2011). Por ejemplo, un estudio
de la autoridad europea de seguridad alimentaria (EFSA, por sus siglas en inglés), determind que
aproximadamente el 50 % de las cepas de C. jejuni aisladas en muestras clinicas de humanos fueron
resistentes a fluoroquinolonas, eritromicina, tetraciclina o ciprofloxacina y alrededor del 30 %
presentaron resistencia multiple (EFSA, 2014). En 83 % de las cepas aisladas de carne de pollo y
el 33 % de las cepas aisladas de carne de res y cerdo presentaron resistencia a fluoroquinolonas y
mas del 93 % de las cepas aisladas de pollos y pavos, mostraron resistencia a ampicilina (EFSA,
2014; Giacomelli, 2014). Esto es un indicador del uso irracional de los antibidticos y de la

necesidad que existe de emplear nuevas estrategias para su aplicacion.
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2.5 Encapsulamiento Activo o Biodirigido de Antibidticos

2.5.1 Definicion y Ventajas

El aumento en la tasa de bacterias resistentes a antibioticos ha forzado a la busqueda de nuevas
alternativas para el tratamiento de las infecciones (de Jesus Valle ef al., 2016). Tradicionalmente,
los antibidticos se suministran al paciente en preparaciones orales o parenterales, en presencia de
un excipiente. Esta practica hace que el antibidtico se distribuya inespecificamente en todo el
organismo; ademas, que se aclare o elimine rapidamente, como sucede con la dosis unica (Figura
4). Para corregir esta desventaja, se recurre a las multidosis o a la liberacion prolongada, por
ejemplo, colocando una capa entérica a las pastillas. Una mayor permanencia en el organismo se
logra al encapsular el antibiotico, retardando su liberacion: esto se conoce como vectorizacion
(Shreffler et al., 2019). Sin embargo, persiste la desventaja de que el antibiotico sigue llegando a
lugares del organismo donde no se requiere. Una manera de dirigir al antibidtico es mediante la
vectorizacion activa. Esta consiste en utilizar matrices de encapsulamiento funcionalizadas, donde
el elemento funcional es una molécula que puede ser reconocida o reconocer a la bacteria que
queremos combatir. Dichas fracciones de orientacion, o elementos funcionalizadores pueden ser
péptidos, anticuerpos, carbohidratos, ADN, lectinas, entre otros (Yu et al., 2012). De esta manera,
se produce la union bacteria-capsula funcionalizada mediante un reconocimiento especifico. La
erosion de la capsula liberaria el antibiotico lo mas cerca posible de la bacteria, haciendo su uso

mas eficiente.

26



Concentracion toxica

Dosis tnica

Liberacion
retardada

Concentracion
subterapéutica

Concentracion plasmatica

Tiempo

Figura 4. Relacion dosis-efecto de agentes terapéuticos tradicionales contra vectorizacion activa.
Fuente: Liechty ef al. (2010).

Entre los principales vehiculos funcionalizados para terapia biodirigida se encuentran las
nanoparticulas. Estos materiales nanoestructurados pueden clasificarse en nanoparticulas basadas
en polimeros, no poliméricas y basadas en lipidos. Las nanoparticulas a base de polimeros
naturales, como la albiimina, no presentan toxicidad y proporcionan una mejora significativa en la
eficiencia de los agentes terapéuticos, en comparacion con los métodos convencionales, ya que
evita la diseminacion del fairmaco y se produce una liberacion prolongada (Yetisgin et al., 2020).
Por ejemplo, utilizando albumina sérica bovina (BSA), una proteina de bajo costo, no
inmunogénica, naturalmente biodegradable y no toxica (Fonseca ef al., 2017). Las nanoparticulas
se cargan con el farmaco de interés para dirigirlo selectivamente hacia una célula blanco con ayuda
de un ligando funcionalizado (Vhora et al., 2014). El uso de nanotransportadores funcionalizados,
aumenta la eficacia del tratamiento, al aumentar la permanencia del farmaco en el organismo y
dirigirlo, a través del reconocimiento molecular hacia la célula blanco, es decir, por vectorizacion

activa (de Jesus Valle et al., 2016).

La vectorizacidon activa utilizando nanoparticulas ha sido ampliamente estudiada para dirigir
farmacos hacia células cancerigenas (Van der Meel ef al., 2013; Ma, 2014; Vhora et al., 2014).
También, se esta enfocando hacia la direccion de antimicrobianos contra diferentes

microorganismos patdgenos, para mejorar su farmacocinética y minimizar la exposicion del resto
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de los organos al farmaco, y en el caso de utilizar la via oral, disminuir la exposicion del
medicamento al microbioma intestinal (Yetsgin et al., 2020). Existe informacion relacionada con
terapia dirigida a patdgenos bacterianos, donde se aprovecha la expresion de adhesinas tipo lectina
en la superficie de la bacteria, para disefiar nanoparticulas biodirigidas funcionalizadas con
carbohidratos que mimetizan a los receptores celulares a los que se unen estos microorganismos.
Estas moléculas se conocen como antagonistas glicomiméticos (Ma, 2014; Vhora et al., 2014).
Esta estrategia se esquematiza en la Figura 5. En este estudio, disefiamos moléculas que imiten la

estructura de los receptores que contienen fucosa y acido sidlico reconocidos por C. jejuni.

Antagonistas glicomiméticos

Infeccidn

Figura 5. Terapia dirigida con antagonistas glicomiméticos. Fuente: Sandoval-Larios (2020).

2.5.2 Fuentes de Fucosa y Acido Sialico para Sintetizar Antagonistas Glicomiméticos

2.5.2.1 El fucoidan de Macrocystis pyrifera como fuente de fucosas. El fucoidan es un polisacarido
sulfatado de alta masa molecular que se encuentra en algas marinas pardas como Macrocystis
pyrifera, Ascophyllum nodosum, Fucus vesiculosus y Saccharina japonica, entre otras. Su

componente principal (20-60%) es la L-fucosa, unida a otras fucosas o a fucosas sulfatadas,

28



mediante enlaces glicosidicos del tipo o -1,3 y a -1,4 (Ll6piz, 2016). Ademas, puede contener otros
monosacaridos en menor proporcion. El fucoidan de Macrocystis pyrifera, es un heteropolisacarido
acido, su estructura consiste principalmente de las cadenas —3)-B-L-Fuc(2S03°)-(1—, —4)--D-
Xylp-(1—3)-B-L-Fuc(2S037)-(1—, a-L-Fuc-(1— y —6)-a-D-Galp-(1— ramificado (Zou et al.,
2021). Entre los monosacaridos diferentes a la fucosa del fucoidan de M. pyrifera se encuentra la
galactosa., presentando una relacion fucosa:galactosa de 18:1. Otros carbohidratos presentes en
menor concentracion son manosa, xilosa, ramnosa, acido glucurénico y glucosa, mientras que el

grado de fucosas sulfatadas es de alrededor del 27% (Zhan et al., 2015; Zou et al., 2021).

Se han demostrado diferentes bioactividades del fucoidan, como antioxidante, antiinflamatorio,
prebiotico, antiviral y antibacteriana. Estas, dependen de su estructura, masa molecular, carga
superficial (grado de sulfatacion) y del contenido y tipo de otros monosacéridos (Pomin et al.,
2005). El fucoidan es una fuente con potencial para actuar como antagonista glicomimético de las
adhesinas de C. jejuni que reconocen fucosa. Para ello, es importante establecer las condiciones
para obtener oligosacaridos del fucoidan, ya que se ha observado que, en general los oligosacaridos
de fucoidan presentan mayor actividad biolégica (Tan et al., 2020) y para el caso del
reconocimiento, moléculas mas pequefias ejercen menor impedimento estérico y por tanto mayor

acercamiento a las bacterias (Wang et al., 2019).

2.5.2.2 Obtencion de oligosacaridos de fucoidan de Macrocystis pyrifera. Existen diferentes
técnicas para obtener oligosacaridos a partir de un polisacéarido, la hidrodlisis enzimatica y las
técnicas quimicas, como las que utilizan 4cido o H20> (Hou et al., 2012). Para la hidrdlisis
enzimatica se han estudiado a fucoidanasas y fucoidan sulfatasas, aisladas de invertebrados,
bacterias y hongos (Ale y Meyer, 2013). Sin embargo, hasta el momento, su comercializaciéon y
distribucion se encuentra limitada. Como sustituto, la hidrolisis acida es la mas utilizada; consiste
en la combinacion de 4cido y temperatura para promover el rompimiento de enlaces glicosidicos
en las unidades de fucosa no sulfatadas (Pomin et al., 2005). Otra técnica estudiada més reciente,
es la reaccion de Fenton utilizando H»O»; las especies reactivas de hidrogeno generadas, pueden
escindir a los polisacaridos (Hou et al., 2012). Las reacciones quimicas son economicas y

escalables, aunque la heterogeneidad de los oligosacaridos obtenidos puede ser mayor que con
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hidrélisis enzimatica (Ale y Meyer, 2013). Por ello es necesario caracterizar los hidrolizados
obtenidos mediante estas técnicas, a fin de encontrar las condiciones adecuadas que permitan

obtener oligosacaridos suficientemente reactivos para producir antagonistas glicomiméticos.

2.5.2.3 Mucina submaxilar bovina como fuente de 4cido sidlico. Las mucinas son un grupo de
glicoproteinas de alta masa molecular (0.4-4 MDa). Existen 17 proteinas clasificadas como
mucinas, que incluyen mucinas transmembranales y secretadas (poliméricas secretadas y no
poliméricas secretadas) (Brown et al., 2013). Las mucinas secretadas son componentes principales
del moco que recubre muchas de las superficies epiteliales, como en el tracto respiratorio y el tracto
gastrointestinal (McGuckin ef al., 2011). La mucina submaxilar bovina es una mucina polimérica
que se ha utilizado como modelo para elucidar la estructura de las mucinas (Lewis et al., 2013),
para mejorar las propiedades de los materiales (Sandberg et al., 2008), el disefio de
nanocompuestos (Makarovsky ef al., 2018) y como fuente de carbohidratos para probar la adhesion

de bacterias patdgenas mediante la interaccion lectina-carbohidrato (Bushnak ef al., 2014).

La estructura de la mucina submaxilar bovina (Figura 6) consta de tres dominios principales, los
dominios hidrofébicos N- y C- terminal y un dominio central hidrofilico O-glicosilado. El dominio
N-terminal (NH») y C- terminal (COOH) se encuentran N-glicosilados (Kim et al., 2021). Ademas,
en el extremo C- terminal del monomero de mucina, se encuentra el subdominio similar al nudo de
cistina (CK) que consta de 90 a 100 residuos de amino4acidos, con un alto contenido de cisteina
(CS) que forman dimeros y multimeros de mucina unidos por enlaces disulfuro (S-S). El dominio
central es un nucleo proteico hidrofilico, se encuentra altamente O-glicosilado y con secuencias

repetidas en tandem, también, se encuentran sitios CS (Marcyzynski et al., 2019).
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Figura 6. Estructura de la mucina submaxilar bovina.
Fuente: Kim ef al. (2021)

Los O-glicanos de la mucina contienen fucosa, galactosa, N-acetilglucosamina, N-
acetilgalactosamina y acido sidlico. Estos glicanos, representan del 50 al 90% de la masa molecular
de la proteina y le otorgan propiedades estructurales y biologicas a la glicoproteina, estabilizando
a la estructura, protegiendo a la secuencia proteica del ataque de proteasas y permitiendo
interacciones de biorreconocimiento proteina-carbohidrato (Brown et al., 2013). Todos los O-
glicanos de la mucina consisten en di- a octa-sacaridos, la mayoria de estos estan sialilados y
contienen acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac) y acido N-glicolilneuraminico (Neu5Gce). La
sialilacion se produce solo en di- a hexa-sacaridos. Ademas, es frecuente una mono fucosilacion
en tetra- a hexa-sacaridos, y una di fucosilacion de hexa a octa-sacaridos (Kim et al., 2020). La
presencia de acido sialicos y de fucosas en la mucina submaxilar bovina la convierten en un posible

antagonista glicomimético que pueda ser reconocido por C. jejuni.
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2.5.3 Glicomatrices Obtenidas Mediante Reaccion de Maillard Controlada

Las interacciones con glicanos median procesos biologicos importantes como la adhesion e
invasion bacteriana. Actualmente, estas interacciones son aprovechadas para el disefio de terapias
dirigidas de antibidticos. Diferentes estudios, comprobaron que las bacterias, cuando son expuestas
a carbohidratos, se unen a estas estructuras y disminuye la colonizacion a células del hospedero
(Sarabia-Sainz et al., 2011; Sarabia-Sainz et al., 2013). También, el disefio de nanoparticulas con
albumina sérica bovina (BSA) glicada con lactosa, mostr6 un efecto anti-adhesivo al unirse a

adhesinas bacterianas de E. coli enterotoxigénica (Gustafsson et al., 2005).

Una técnica escalable para disenar nanoparticulas funcionalizadas con carbohidratos es mediante
la reaccion de Maillard, donde se forman enlaces covalentes entre los grupos amino libres de las
proteinas y un carbohidrato reductor. En la industria alimentaria se utiliza esta reaccién para
modificar las propiedades emulsificantes y espumantes de las proteinas (Karbasi y Maldadlou,
2018). En general, la reaccion de Maillard consta de tres pasos, primero la condensacion de un
grupo amino y una aldosa, conduce a la formacion de la base de Schiff, después ocurre una
ciclacion de la base de Schiff y se reordena a una forma mas estable llamada producto de Amadori.
En la etapa final ocurre un conjunto de reacciones como deshidrataciones, ciclaciones y
oxidaciones que dan como resultado productos finales de la glicacion avanzada (Cruz-Hernéndez
y Licea-Puig, 2010). La formacion de estos productos estd mediada por los pardmetros de la
reaccion como el tiempo de reaccion, la actividad de agua, la relacion de peso del grupo amino
para reducir el carbohidrato, el pH y la temperatura (Cruz-Hernandez y Licea-Puig, 2010; Karbasi

y Maldadlou, 2018).

Para obtener matrices funcionalizadas mediante la reaccion de Maillard, es necesario controlar la
reaccion y detenerla en el punto de la formacion del rearreglo de Amadori (Figura 7); si el
carbohidrato no permanece en su forma ciclada, no habra biorreconocimiento (Ledesma-Osuna et
al.,2008). La temperatura, el tiempo y el pH de la reaccion, son pardmetros importantes que deben
controlarse para cada tipo de carbohidrato a conjugar. Por ejemplo, para el caso de la conjugacion

de BSA con lactosa, las mejores condiciones se obtienen al glicar en fase solida a 100 °C, durante
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30 min a pH 7.0 (Sarabia-Sainz et al., 2009). Para conjugar galactooligosacaridos a BSA, el pH
debe ajustarse a 9.0 y la temperatura a 90 °C (Sarabia-Sainz et al., 2013). La conjugacion de BSA
con fucoidan se ha realizado de manera exitosa por otros autores utilizando la reaccién de Maillard
(Kim y Shin, 2015), sintetizar glicoconjugados de BSA con oligosacaridos de fucoidan de M.

pyrifera tiene el potencial para generar antagonistas glicomiméticos que sean reconocidos por C.

Jjejuni.
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Figura 7. Principio para la sintesis de antagonistas glicomiméticos por la reaccion de Maillard. A)
Formacion de la base de Schiff. B) Reordenamiento de Amadori.
Fuente: Sarabia-Sainz et al. (2011)

2.5.4 Sintesis de Nanoparticulas Nucleo-Coraza

Las nanoparticulas nicleo-coraza contienen un nucleo central y una capa exterior o coraza, que
protege al nucleo. La sintesis de estos transportadores se utiliza mas frecuentemente para
transportar medicamentos hidrofobicos, como los medicamentos para las terapias contra el cancer.
Con esta estrategia, se pretende disminuir los efectos secundarios generados por la toxicidad del
farmaco y la resistencia al mismo. Ademas, aumenta el efecto citotdxico sobre las células blanco

y la capacidad de carga del farmaco en la nanoparticula (Tang ef al., 2018). A pesar de que la
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mayoria de las nanoparticulas nticleo-coraza reportadas son elaboradas con metales como la plata
y el oro, la sintesis con diferentes materiales, como un nucleo de silice han demostrado incrementar
la eficiencia de carga y de encapsulamiento, en 65 y 99% respectivamente. Esto demuestra que
existen diferentes opciones para variar el disefio de nanoparticulas, y asi mejorar el

encapsulamiento y suministro de farmacos (Yang et al., 2019).

Sarabia-Sainz et al. (2011) disefiaron microparticulas dirigidas contra E. coli enterotoxigénica
cargadas con gentamicina. Para ello, utilizaron neoglicanos de BSA-lactosa como matriz
polimérica. Siguiendo la misma estrategia, es posible sintetizar nanoparticulas nicleo-coraza con
un ntcleo central de BSA que encapsule un antibiotico, y una capa exterior o coraza funcionalizada
con antagonistas glicomiméticos fucosilados y sialilados, para dirigir antibidticos hacia patégenos

que reconozcan estos carbohidratos (Figura 8).

A B C

» Muc-Sial : , .
. . s 488 Nanoparticula nicleo-coraza
?_» Antagonista glicomimético - .
v %% cargada con antibiotico

BSA-OFuc *

Figura 8. Terapia biodirigida con nanoparticulas nicleo-coraza funcionalizadas con carbohidratos
y cargadas con antibidtico.
Fuente: elaboracion propia con informacion de Ramos-Clamont (2018)
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2.6 Antibidticos con Potencial para el Encapsulamiento Biodirigido a Campylobacter jejuni

Muchas cepas de C. jejuni han adquirido resistencia a antibidticos comunes, por lo que el éxito en
la terapia dirigida, ademas de la sintesis de nanoparticulas y del biorreconocimiento, esta en la
eleccion del medicamento transportado y dirigido para controlar la infeccion. Un estudio realizado
en México mostro que diferentes enterobacterias aisladas de pacientes con diarrea aguda tuvieron
una mayor susceptibilidad a rifaximina, en comparacion con otros antibioticos como ampicilina,
ciprofloxacino, y trimetoprima/sulfametoxazol. En el caso de C. jejuni el 100% de las cepas
aisladas fueron susceptibles a este antibidtico, demostrando que la rifaximina muestra una

excelente actividad in vitro contra C. jejuni (Novoa-Farias et al., 2017).

La rifaximina es un agente antimicrobiano derivado de la rifamicina, que se obtiene por la reaccion
de la forma oxidada de rifamicina B (rifamicina O) con 2-amino-4-metilpiridina (Calanni et al.,
2014). La rifaximina tiene una estructura analoga a la rifampicina, con la adicion de un anillo de
piridoimidazol (Figura 9), que provoca que la molécula sea insoluble en agua. Ademas, se ha
observado que tiene una baja absorcion sistémica después de su administracion oral (< 0.4%), lo
que favorece a la concentracion del farmaco en la luz intestinal y da lugar a una accion bactericida
sobre las posibles especies patdogenas presentes. Ademas, esta asociado con pocos eventos adversos

(Schoendfeld et al., 2014, DuPont et al., 2005).

La rifaximina es un antibidtico de amplio espectro contra bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas. Se utiliza para combatir enfermedades gastrointestinales, como la diarrea del viajero y
el sindrome del intestino irritable, asi como para prevenir la encefalopatia hepatica (Calanni ef al.,
2014). Su accion bactericida se lleva a cabo, al inhibir la sintesis de proteinas bacterianas al unirse
a la subunidad B de la ARN polimerasa (Hartmann et al., 1967). La rifaximina, hasta el momento,
tiene una baja resistencia microbiana. A pesar de eso, las bacterias resistentes presentan mutaciones

en el gen que codifica la subunidad B de la ARN polimerasa (O’Connor et al., 2008).
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Figura 9. Estructura quimica de la rifaximina.
Fuente: Calanni et al. (2014)
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3. HIPOTESIS

Las nanoparticulas nticleo-coraza fucosiladas y sialiladas, cargadas con rifaximina, seran

reconocidas por Campylobacter jejuni.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas nucleo-coraza fucosiladas y sialiladas cargadas con

rifaximina dirigidas a Campylobacter jejuni.

4.2. Objetivos Particulares

Obtener oligosacaridos de fucoidan de Macrocystis pyrifera por métodos quimicos, comparando
la hidrdlisis 4cida controlada con la reaccion de Fenton mediante rendimientos y espectroscopia de

infrarrojo con transformada de Fourier y reflexion total atenuada (FTIR-ATR).

Obtener antagonistas glicomiméticos a partir de la sintesis de neoglicanos fucosilados y de mucina
submaxilar bovina y caracterizarlos por FTIR-ATR y electroforesis en condiciones

desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE).

Determinar mediante ensayos con lectinas similares a ELISA (ELLAS), si los antagonistas

glicomiméticos son reconocidos por lectinas comerciales.

Sintetizar nanoparticulas nticleo-coraza utilizando un nticleo de albumina sérica bovina (BSA),
cargado con rifaximina y una coraza de antagonistas glicomiméticos, y caracterizarlas mediante
DLS (DLS; tamafio de particula y carga superficial), FTIR-ATR, eficiencia de encapsulamiento y

determinacion de la concentracion minima inhibitoria.

Determinar mediante ELLAS si las nanoparticulas sintetizadas son reconocidas por las adhesinas

de C. jejuni.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales

La rifaximina, BSA, mucinas submaxilares bovinas y el fucoidan de Macrocystis pyrifera, se
adquirieron en Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Las cepas de Campylobacter jejuni (ATCC
43442) aislado de heces de humano se obtuvo de la American Type Culture Collection (ATCC).
La bateria de lectinas (Ulex europaeus 1, Maackia amurensis, Ricinus communis 1, y Sambucus
nigra) para estudios de biorreconocimiento, se compraron en VECTOR Laboratories (Burlingame,
CA, EUA) a excepcion de Anguilla anguilla que se adquiri6 en EY Laboratories (CA, EUA). El
caldo Brucella y demas medios de enriquecimiento para el cultivo de C. jejuni se adquirieron de
Becton, Dickinson & Company (Franklin Lakes, NJ, EUA). El sistema generador de gas, las bolsas
Campygen, anaerogen y los clips de sellado para el cultivo de C. jejuni, se compraron en Hardy
diagnostics (Santa Maria, CA, EUA). El resto de los reactivos utilizados fueron grado reactivo y

se obtuvieron en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), a menos que se especifique lo contrario.

5.2. Crecimiento de la Bacteria

Para activar a la bacteria C. jejuni se siguieron las instrucciones del proveedor ATCC vy las
sefaladas por Hartley-Tassel ef al. (2018). C. jejuni se cultivo en caldo Brucella bajo condiciones
microaerofilicas (5% Oz, 15% CO., 80% N») utilizando un sistema generador de atmosfera y bolsas
Campygen anaerogen selladas con clips para cultivo de C. jejuni, La bacteria se incubo a 37 °C
durante 48 h. Posteriormente, se realizd una resiembra y se incubd a 42 °C durante 48 h. Para
obtener cultivos de bacteria bajo condiciones de crecimiento control y en condiciones de estrés
térmico. Las bacterias se ajustaron con solucion salina amortiguadora de fosfatos (PBS), 0.02 M,
pH 7.4, a una absorbancia de 0.6 a 660 nm (aproximadamente a 2x10%> UFC mL™), en un
espectrofotometro GENESYS 10S UV-Vis (Thermo Scientific, USA). Las bacterias se utilizaron

inmediatamente después de su ajuste.
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5.3. Obtencion de Oligosacaridos de Fucoidan Utilizando Hidrélisis Acida y la Reaccién de

Fenton

5.3.1. Hidrolisis Acida

Los oligosacaridos de fucoidan (OFuc) se prepararon segin Oliveira et al. (2007), modificado por
Sandoval-Larios (2020). Se anadieron 2 mL de HCl 0.01 N a 40 mg de fucoidan que fueron
disueltos agitando durante 2 min en un voértex a velocidad moderada. Posteriormente, se incubaron
durante 3 h a 100 °C en un bafio Maria. Transcurrido este tiempo se detuvo la reaccion enfriando
los tubos en hielo con sal, durante 10 min, seguido de una neutralizacion con NaOH 0.01 N.
Seguidamente, el tubo de reaccion se centrifugd (Costar, mini centrifuge, DC, USA) a 25 °C, 5585
x g durante 20 min. El precipitado se guard6 en congelacion para su uso posterior. El sobrenadante
se fracciond por ultrafiltracion (Amicon, MA, EUA), con membradas de celulosa (Millipore, Corp.,
Billerica, MA) de corte 3.0 kDa y 1.0 kDa, para obtener las fracciones indicadas en el Cuadro 1.
Posteriormente, todas las fracciones se congelaron a -40 °C durante 48 h y al término de este
periodo, se liofilizaron a -54 °C durante 48 h (Virtis Benchop, Modelo 2312, NY, EUA) y se

guardaron a 4 °C hasta su analisis.

Cuadro 1. Fracciones obtenidas por ultrafiltracién en tdndem

Fraccion kDa
1 >1
<1

5.3.2. Reaccion de Fenton

La fragmentacion con H>O; se llevo a cabo segun Hou ef al. (2012) con pequefias modificaciones.

Se afiadieron 200 uL de H>O; 0.2 M a 40 mg de fucoidan previamente disueltos en 1 mL de agua
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desionizada, posteriormente se incubaron en un bafio Maria a diferentes temperaturas y tiempos,
para determinar la mejor condicion de escision del fucoidan. Los tratamientos utilizados fueron 60,
80,90y 100 °C durante 8, 4, 4 y 2 h, respectivamente. Concluido el tiempo de incubacion se agregd
1 mL de bisulfito de sodio 1 M para detener la reaccion. Posteriormente, se centrifugd a 5585 x g
(Costar, mini centrifuge, DC, USA) durante 20 min. El precipitado se guardé en congelacion para
su uso posterior. El sobrenadante se fracciond por ultrafiltracion (Amicon, MA, EUA), con
membradas de celulosa (Millipore, Corp., Billerica, MA) de corte 1.0 kDa para obtener las
fracciones sefialadas en el Cuadro 1; las fracciones se liofilizaron a -54 °C durante 48 h (Virtis

Benchop, Modelo 2312, NY, EUA) y se guardaron a 4°C hasta su analisis.

5.4. Sintesis de Neoglicoconjugados Fucosilados y Uso de Mucina Submaxilar Bovina como

Glicoconjugados Sialilados

Los neoglicoconjugados fucosilados (BSA-OFuc) se sintetizaron mediante la reaccion de Maillard
controlada siguiendo la técnica de Sarabia-Sainz et al. (2013) con modificaciones. La conjugacion
se llevo a cabo individualmente, conjugando los OFuc > 1 kDa obtenidos por la reaccion de Fenton
(dializados con membrana de 1 kDa) con BSA. Para ello se disolvieron 20 mg de BSA en 20 mL
de solucion salina amortiguadora de fosfatos 20 mM (PBS) pH 8.5. Enseguida, se mezclaron
individualmente, con 20 mg de OFuc y sus fracciones, posteriormente se congelaron a -40 °C
durante 48 h. A continuacion, se liofilizaron durante 48 h a -54 °C (Virtis Benchop 6.6, NY, USA).
Los liofilizados resultantes se glicaron a 100 °C durante 30 min, deteniendo la reaccion al afadir
20 mL de agua desionizada a 4 °C, manteniendo los tubos de reaccion en bafio de hielo con sal
durante 1 min. Los remanentes de reactantes que no reaccionaron se removieron dializando con
agua bidestilada a 4 °C (6 cambios), utilizando membranas de corte 14 kDa. En seguida, las

muestras se congelaron a -40 °C, se liofilizaron y se guardaron a 4 °C hasta su analisis.
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5.4.1. Caracterizacion de los Neoglicoconjugados Fucosilados

Los neoglicoconjugados de las fracciones <y > 1 kDa de OFuc se caracterizaron mediante SDS-
PAGE en geles de poliacrilamida al 8%. Se aplicaron 5 pug de proteina en cada pozo, corriendo el
gel a 100 V utilizando una fuente de poder (PowerPac 3000, Bio-Rad, CA, EUA). También se
caracterizd por Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier y Reflexion Total
Atenuada (FTIR-ATR) utilizando un espectroscopio Cary 630 FTIR (Agilent, Santa clara, CA,
USA) siguiendo los procedimientos establecidos en el Laboratorio de Funcion y Funcionalidad de
Proteinas y Glicanos del CIAD. Como control positivo se llevd a cabo la sintesis de BSA-Lac,
siguiendo las condiciones ya descritas, utilizando PBS pH 7.4. La mucina submaxilar bovina se
utiliz6 como fuente de glicoconjugados sialilados. Para este proposito primero se dializé contra
agua bidestilada utilizando membranas de corte de 14 kDa (6 cambios). Posteriormente se congeld
a -40 y se liofiliz6 a — 54°C (Virtis Benchop, Modelo 2312, NY, EUA) En seguida, se caracteriz6
por FTIR-ATR y DLS (tamafio y carga).

5.5. Reconocimiento de Glicoconjugados por Lectinas de Plantas

Para determinar si diferentes lectinas de plantas pueden reconocer a los carbohidratos conjugados
en BSA-OFuc y al 4cido sialico presente en las mucinas submaxilares bovinas, se utilizé un ensayo
con lectinas similares a ELISAS (ELLAS). Se sigui6 el protocolo descrito por Sarabia-Sainz et al.
(2013). Se utilizaron las lectinas biotiniladas de Ricinus communis 1 (RCA1), Sambucus nigra
(SNA), Maackia amurensis (MAA) Ulex europaeus 1 (UEAl). RCA 1 reconoce Gal(p-
1,4)GlcNAc, SNA y MAA reconocen Sian2-6Gal/GalNAc y Siao2-3GalB1-4GlcNAc,

respectivamente. Por ultimo, UEA1 reconoce Fucal-2GIcNAc y AAA que reconoce Fucal-3.
Los neoglicanos de BSA-OFuc y la mucina submaxilar bovina previamente dializada, se

inmovilizaron individualmente en cajas de 96 pozos. Se utilizé una concentracion de 30 ug en 100

pL de PBS pH 8.5 y se incubo durante 24 h a 4 °C. Posteriormente, se efectuaron tres lavados con
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PBS, pH 7.4. A continuacion, se bloquearon las interacciones inespecificas con 200 pL de BSA al
1.5% en PBS pH 7.4 durante 2 h a 25 °C. En seguida, se realizaron nuevamente tres lavados con
PBS. Inmediatamente después, se afiadieron por separado y a cada pozo, 100 pL de las diferentes
lectinas a una concentracion de 0.5 pg/100 pL y se incub6 durante 1 h a 25 °C. Nuevamente se
realizaron 3 lavados con PBS para eliminar a las lectinas que no reaccionaron y se incubd durante
1 h a 25 °C con de estreptavidina peroxidasa en dilucion 1:1000 (100 uL/pozo). Después de tres
nuevos lavados con PBS, se incubaron con 100 pL. de O-fenilendiamina dihidrocloruro (OPD) por
10 min a 25 °C para revelar la interaccion. Las placas se leyeron a 450 nm en un lector de ELISA
(modelo 680, Bio-Rad, CA, USA) para cuantificar la interaccion. El andlisis se hizo por duplicado
con nueve observaciones por réplica. Se utilizaron BSA-Lac y BSA nativa como controles positivo

y negativo, respectivamente.

5.6. Sintesis de Nanoparticulas Nucleo-Coraza Cargadas con Rifaximina

Para la sintesis de nanoparticulas nucleo-coraza cargadas con antibiodtico se sigui6 el protocolo
descrito por Teran-Saavedra et al. (2020) con modificaciones menores. Para sintetizar el nicleo y
encapsular la rifaximina (nanoparticulas de BSA-RFX), se disolvieron 30 mg de BSA en 2 mL de
agua desionizada. Posteriormente se afiadid una solucion de 2.5 mg de rifaximina en etanol
absoluto, gota a gota y en agitacion constante, seguido de la adicion de 4 mL de etanol absoluto,
para promover la desolvatacion. En seguida, se anadieron 12 pL de glutaraldehido (8%) para
inducir el entrecruzamiento de las moléculas de BSA y dar estabilidad a las nanoparticulas
formadas. Esta mezcla se mantuvo en agitacion durante 30 min; transcurrido el tiempo, las
nanoparticulas se lavaron tres veces con agua desionizada y se recuperaron mediante centrifugacion

(4000 g durante 25 min a 25 °C).

Las nanoparticulas de BSA cargadas con RFX (NPs BSA-RFX) se recubrieron independientemente
con una coraza de BSA-OFuc (NPs BSA-BSA-OFuc) o de mucina submaxilar bovina dializada
(NPs BSA-Muc-Sial) obteniendo particulas tipo nilicleo-coraza. Para ello, las NPs BSA-RFX

(nucleo) se suspendieron en 2 mL de agua desionizada y se adicioné 1 mL de una solucion
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especifica de neoglicano (BSA-OFuc) o mucina submaxilar bovina a 2 mg/mL (coraza). Después
de 10 min de agitacion se agregaron 2 uL de glutaraldehido al 8%. La solucion se mantuvo en
agitacion durante 2 h a 25 °C; transcurrido el tiempo de agitacion, las NPs se lavaron tres veces
con 2 mL de agua desionizada y se recuperaron mediante centrifugaciones (4000 g durante 25 min
a 25 °C). Ademas, se sintetizaron nanoparticulas conteniendo unicamente el nticleo de BSA, como

control.

5.7. Determinacion de Tamaiio, Carga Superficial y Rendimiento de Encapsulamiento de las

Nanoparticulas Nucleo-Coraza

El tamafio medio y la carga superficial de las nanoparticulas ntcleo-coraza se determiné utilizando
el principio de DLS en un equipo Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern Instruments Ltd.
Worchestershire, UK). Las muestras de las nanoparticulas recién sintetizadas se en agua
desionizada y los datos fueron analizados con un angulo de dispersion de 90° a una temperatura de
25 °C. Cada medicion fue el resultado de tres repeticiones, para cada réplica se consideraron tres

mediciones con un total de 9 observaciones.

El porcentaje de rendimiento del encapsulamiento se establecio segiin Sarabia-Sainz ef al. (2011),

usando la siguiente formula (ecuacion 1):

Cantidad de nanoparticulas obtenidas (mg)

Rendimiento (%)= x 100 (1)

Cantidad de neoglicano + cantidad de antibiotico (mg)

5.8 Eficiencia de Encapsulamiento de Rifaximina

La eficiencia de encapsulamiento del antibiotico se determind segun lo descrito por Kumar y
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Newton, (2016) con modificaciones. Se realizé la sintesis de nanoparticulas BSA-RFX como se
describio previamente en el apartado 5.6, omitiendo los lavados. Las nanoparticulas se
centrifugaron a 4000 x g durante 25 min. La rifaximina inicial se cuantifico de la solucion previa
a la centrifugacion y la rifaximina libre se cuantifico del sobrenadante, por espectrometria UV-Vis
a 233 nm con celdas de cuarzo. Posteriormente, se calculd la eficiencia de encapsulamiento

siguiendo la ecuacion 2.

Para efectos de comparacion y determinacion del antibidtico encapsulado, se realizé una curva
patron de rifaximina siguiendo el protocolo descrito por Correa ef al. (2019) con modificaciones,
las concentraciones utilizadas fueron 4, 6, 8, 10, 12 y 14 pg/mL. Se prepar6 una soluciéon de 1
mg/mL de rifaximina en etanol absoluto, la cual se colocd durante 15 minutos en un bafio con
ultrasonido. Posteriormente, la solucion se llevo a una concentracion de 200 pg/mL con etanol al
20% vy se filtr6 con papel Whatman de 250 mm. Por ultimo, se prepararon diluciones a diferentes
concentraciones de rifaximina y se leyeron a 233 nm con celdas de cuarzo en un espectrometro de

UV-Vis. Cada dilucion se proceso6 por triplicado.

RFX inicial - RFX libre
— x 100
RFX Inicial

Eficiencia de encapsulacion (%)=

)

5.9. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para Campylobacter jejuni de

Rifaximina y de Nanoparticulas Cargadas con Antibiotico para Campylobacter jejuni

La concentracion minima inhibitoria (CMI) de la rifaximina se determind por la técnica de
microdilucion en placa segun Correa ef al. (2021) con modificaciones. Se prepar6 una solucion de
5 mg/mL de rifaximina en etanol absoluto y se realizaron diluciones seriadas de 5 a 0.01 mg/mL
con agua desionizada estéril. La bacteria C. jejuni se ajusté con PBS pH 7.4 a una densidad optica
de 0.6 a 620 nm. En placas de cultivo estériles de 96 pozos se agregaron 240 pL de caldo Brucella
previamente desgasificado, 30 pL de la dilucion de rifaximina correspondiente y 10% del indculo

de C. jejuni ajustado. Posteriormente, se colocé una pelicula de pléstico sobre la placa para
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mantener las condiciones anaerobicas. La cinética de crecimiento se realizé a 37 °C, durante 72 h
en un lector de absorbancia de microplacas (Anthos Zenyth 340st, Alcobendas, Madrid). Se
efectuaron lecturas de la muestra cada 30 min a 620 nm con agitaciéon baja cada 30 s. Las
concentraciones estudiadas de rifaximina fueron 500, 250, 125, 63, 31, 16, 8, 4, 2 y 1 pg/mL.
Ademas, se colocaron pozos con indculo en ausencia de rfx, asi como pozos con indculo
sustituyendo la cantidad de rfx por etanol al 50% para verificar que el diluyente del antibiotico no

afecto el crecimiento de la bacteria.

Para determinar la CMI de nanoparticulas se llevo a cabo el mismo procedimiento, remplazando
las diluciones de RFX por diluciones de las nanoparticulas cargadas con RFX de cada tratamiento
(Nps BSA-BSA-OFuc y BSA-Muc-Sial, ademés de nanoparticulas de BSA-BSA-Lac y sélo de
BSA como controles). Las concentraciones estudiadas fueron de 1 a 0.125 mg/mL. Todos los
tratamientos se realizaron por triplicado; la preparacion y llenado de las placas de las soluciones
de rifaximina se realizaron en ausencia de luz. La CMI se determind como la concentracion en la

que no se presentd crecimiento después de 96 h de monitoreo.

5.10. Interaccion de las Nanoparticulas con Cepas de Campylobacter jejuni

Para establecer si las NPs pueden ser reconocidas por C. jejuni, se realizé un ensayo de ELLA para
cuantificar la interaccién adhesina-matriz encapsulante. El ensayo se realiz6 también con los
antagonistas glicomiméticos (neoglicanos BSA-OFuc y mucina sialilada), para efecto de
comparacion. Se siguid el procedimiento establecido por Sarabia-Sainz et al. (2011;2012) con
modificaciones. Las nanoparticulas se biotinilaron para poder revelar la interaccion entre los
carbohidratos de la coraza y las lectinas bacterianas, aprovechando la alta afinidad de la
estreptavidina hacia la biotina. La biotinilacion se llevo a cabo diluyendo 3 mg de NPs en 2.4 mL
de PBS a pH 7.4. A partir de esta mezcla se agreg6 la biotina, que anteriormente se diluyo6 2.4 mg
de biotina en 220 pL de dimetil sulfoxido. Las NPs o neoglicanos con biotina diluida se colocaron
en un frasco &mbar e incubaron en obscuridad durante 2 h a 4 °C. Las muestras se dializaron en
agua bidestilada con membranas de corte de 14 kDa, haciendo 6 cambios a un vaso de 2 L.

Posteriormente, los tratamientos se congelaron a -40 °C, y liofilizaron a -54 °C (Virtis Benchop
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6.6, Holanda).

En el ensayo se evalud a 37 °C y 42 °C. Por lo tanto, la bacteria se sembr6 en medio Brucella a 37
°C durante 48 h, posteriormente se incub6 a 42 °C durante 48 h. Transcurrido el tiempo, se
realizaron tres lavados a la bacteria con PBS pH 7.4 para ajustar a una DO de 0.6 a 660 nm. A
continuacion, se afiadio 1 mL de glutaraldehido al 10 % a 9 mL de la bacteria ajustada fijarla a los
pozos de placas de ELISA. Se agregaron 100 pL de bacteria por pozo, incubando durante 2 h a 25
C; se efectuaron 2 lavados con TPBS( PBS pH 7.4 0.02 M conteniendo 0.05% de tween 20) y un
lavado con PBS pH 7.4, posteriormente, se bloquearon interacciones no especificas con 100 uL de
BSA al 1.5% por 24 h a 4 °C. Después de tres nuevos lavados con TPBS y PBS, la bacteria se
incub6 (2 h, 25 °C) con 100 pL de NPs o neoglicanos (50 pg/100 pL) previamente biotinilados.
Después de 3 lavados con TPBS y PBS, se incubd por 1 h a 25 °C con extravidina peroxidasa
(1:1000 v/v en PBS pH 7.4), se lavé con TPBS y PBS, y se desarrollé el color con OPD, incubando
10 min a 25 °C. Las placas se leyeron a 450 nm en un lector de ELISA (Anthos modelo Zenyth
340st, Alcobendas, Madrid), para cuantificar la interaccion. Las pruebas se realizaron por

triplicado.

5.11. Analisis Estadistico

Los valores obtenidos de todas las determinaciones de los ensayos ELLAs se analizaron mediante
un analisis de varianza de una sola via. Se estimaron significancias de p < 0.05. Cuando existid
efecto del tratamiento, se realiz6 una prueba de comparacion de medias a través de la prueba de
Tukey-Kramer. Se realizo estadistica descriptiva para el reporte de los datos de distribucion de
tamano y carga superficial. Los datos fueron procesados en el paquete estadistico NCSS Statistical
Software 2007 (NCSS, LLC, Utah, USA). Las graficas se obtuvieron con el software SigmaPlot
11 (Systat Software, CA, USA).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Rendimiento y Caracterizacion de Oligosacéaridos de Fucoidan

La sintesis de neoglicanos con potencial de antagonistas glicomiméticos requiere de oligosacaridos
de baja masa molecular; ello debido a su mayor reactividad durante la glicacion (Ledesma-Osuna
et al., 2008). Con el fin de encontrar las mejores condiciones para la obtencion de oligosacaridos
fucosilados (OFuc), se evaluaron las técnicas de hidrdlisis 4cida y reaccion de Fenton. Segiin Pomin
et al. (2005), el mecanismo de accion de la hidrélisis 4cida en polisacaridos sulfatados inicia con
una desulfatacion de la molécula, para posteriormente escindir el enlace glicosidico de la unidad
no sulfatada dando como resultado oligosacaridos homogéneos. Sandoval-Larios (2020) obtuvo
oligosacaridos de fucoidan mediante esta técnica incubando fucoidan a diferentes tiempos (1-120
min) en presencia de 0.01 N de HCl, a 100 °C. Debido a los bajos rendimientos obtenidos en este
trabajo de tesis, se decidid probar otras condiciones, ademds de evaluar la obtencion de
oligosacaridos mediante la reaccion de Fenton, para motivos de comparacion. En la reaccion de
Fenton los radicales OH, generados por la presencia de H>O», rompen los enlaces glicosidicos
mediante un proceso oxidativo. El mecanismo propuesto inicia con la separacion de un H enlazado
aun C, después al reaccionar con el O se forma el radical peroxilo. El ataque del radical OH puede
llevar a la escision del enlace glicosidico (abstraccion del H del C1, C4 o C5) o a la formacion de

un residuo estable (abstraccion en C2, C3 o C6) (Miller et al., 2001).

6.1.1 Rendimiento de Obtencién de OFuc por Hidrolisis Acida y Reaccion de Fenton

Para la fragmentacion por hidrolisis 4cida, se utilizaron las condiciones propuestas por Sandoval-
Larios (2020), aumentando el tiempo de reaccion a 180 min. En la Figura 10 se presentan los
rendimientos obtenidos después de la separacion por ultrafiltracion. Se obtuvieron rendimientos de

10 y 9 % para las fracciones 1 (>1 kDa) y 2 (< 1 kDa), respectivamente, indicando que unicamente
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el 19 % del fucoidan fue escindido. Se realizaron varios intentos para volver a fragmentar la
fraccion de fucoidan remanente, sin que se obtuvieran mayores rendimientos. Una posibilidad es
aumentar la concentracion del acido presente; sin embargo, deben establecerse cuidadosamente los
tiempos de hidrdlisis para evitar que las moléculas de fucosa resulten dafiadas, produciendo una
degradacion que afecte el biorreconocimiento. En la busqueda de otras alternativas se decidid
probar la reaccién de Fenton, incubando al fucoidan con H>O> 0.2 M a 60 °C/8 h, 80 °C/4 h, 90
°C/ 4 hy 100 °C/ 2 h. Como se observa en la Figura 10, el rendimiento de estos tratamientos,
comparado con la hidrdlisis acida, fue mayor. El tratamiento a 60 °C durante 8 h escindi6 al 83.2
% del fucoidan presente, mientras que en los tratamientos a 80 y 90 °C durante 4 h se obtuvo un
rendimiento de 56 y 40.4%, respectivamente. Al llevar a cabo la reaccion a 100 °C durante 2 h se

obtuvo el mayor rendimiento, escindiendo al polisacarido en un 93.8%.
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Figura 10. Rendimientos de la fragmentacion del fucoidan por hidrolisis 4cida y reaccion de
Fenton.
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Hou et al. (2012) obtuvieron rendimientos de 43 % en fracciones de OFuc < 3 kDa, al escindir
fucoidan en presencia de H2O2 a 90 °C durante 6 h, comparable con el rendimiento obtenido en
este estudio a 90 °C durante 4 h. Sin embargo, en este estudio se logréo obtener un mayor
rendimiento (93.75%) al probar una temperatura de reaccion mayor y tiempos menores (100 °C/2
h) a la utilizada por otros autores (Hou et al., 2012; Jo y Choi, 2014). Al aumentar la temperatura
aumenta la velocidad de reaccion obteniéndose moléculas con menor masa molecular (Miller y
Fry,2001). Con los resultados anteriores, se puede concluir que la hidrolisis dcida a las condiciones
probadas, es poco eficiente para la obtenciéon de OFuc en comparacion con la Reaccion de Fenton,
debido a su bajo rendimiento (19 %). Sin embargo, es importante caracterizar los compuestos
obtenidos en la reaccion de Fenton para determinar si pueden tener utilidad como antagonistas

glicomiméticos.

6.1.2. FTIR-ATR del Fucoidan Nativo y sus Oligosacaridos

Para determinar posibles cambios en la estructura de los oligosacaridos de fucoidan, se realiz6 una
comparacion entre sus espectros FTIR-ATR y los del fucoidan nativo. Debido al bajo rendimiento
del tratamiento con hidrolisis 4acida, el tratamiento fue descartado, por lo que se presentan
unicamente los resultados obtenidos en la reaccion de Fenton. El espectro del fucoidan nativo
(Figura 11), concordo con el reportado para el fucoidan de M. pyrifera (Cid et al., 2020; Beratto-
Ramos et al., 2019). Se registr6 una banda entre 3000 y 3400 cm™ correspondiente a la humedad
de la muestra y al estiramiento de los grupos —OH, presentes en las moléculas de fucosa. El pico
de absorcion a los 2930 cm™! se asigné al estiramiento del grupo C-H presente en carbohidratos
(Cid et al., 2020). La sefial a 1618 cm™ correspondi6 al anién COO-, asociado al acido urénico en
algas pardas, presente en pequefias cantidades en algunos fucoidanes y constituyente importante
del alginato, un polisacarido que puede co-precipitar en el proceso de obtencion del fucoidan

(Shekhar et al., 2011).

La banda a 1417 cm™ se debe a la vibracién de estiramiento del enlace C=0 del grupo carboxilo,

presente en todos los carbohidratos (Guo et al., 2014). Se registrd un pico de absorcion a 1372
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cm™! provocado por la vibracién de flexion simétrica del grupo CH3 del fucoidan. La banda a 1218
cm™! se asigna al estiramiento asimétrico del grupo S=0, caracteristico de polisacéridos sulfatados
(Shekhar et al., 2011). A 1080 cm! se registré una banda de absorcion tipica del estiramiento del
grupo C-O-C de piranosas (Synytsya et al., 2010). La banda de absorcioén en 1026 cm™ también
corresponde a la vibracién del estiramiento del grupo C-O-C. Se registré una banda a 962 cm’!
provocada por la vibracion de estiramiento del grupo CO-S. Las bandas de absorcion registradas a
844 y 820 cm™! se atribuyen a la vibracion del grupo C-O-S, por grupos sulfatos sustituidos en
posicion axial en el carbono 4 y en posicion ecuatorial en el carbono 2 o 3, respectivamente

(Beratto-Ramos et al., 2019).

C=0 CH;
1417y 1372
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Figura 11. Espectro FTIR-ATR del fucoidan de Macrocystis pyrifera.

La Figura 12 muestra la comparacion de los espectros de fucoidan nativo con el de los
oligosacaridos obtenidos por la reaccion de Fenton para la fraccion 1 (> 1 kDa) de los tratamientos
a 60, 80 y 100 °C. Los espectros FTIR-ATR de los oligosacaridos de fucoidan obtenidos por la
fragmentacion a 100 °C durante 2 h, conservaron la misma intensidad de las bandas de absorcion
del espectro del fucoidan nativo. En el resto de las condiciones Unicamente se observaron

disminuciones en las regiones correspondientes al nimero de grupos OH (banda entre 3000 y 3400

51



cm!) y grado de sulfatacion (bandas a 1218, 844 y 820 cm™!, respectivamente). Esto es un indicio
de que estas fracciones conservaron las mismas propiedades estructurales del fucoidan, sin afectar
sus grupos; es decir, es una prueba indirecta de que se realizd con éxito la fragmentacion de la

molécula para obtener oligosacaridos de menor masa molecular (Jo y Choi, 2014).
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Figura 12. Comparacion de los espectros FTIR-ATR de fucoidan de M. pyrifera y los
oligosacaridos > a 1kDa obtenidos por reaccion de Fenton en diferentes tratamientos.

Por otro lado, los espectros FTIR-ATR de las fracciones 2 (< 1 kDa) de todos los tratamientos
(Figura 13), presentaron una disminucion significativa en las bandas asignadas a los grupos OH y
C-H (entre 3000-3400 y a 2930 cm™). Ademds, se observé disminucién en la banda a 1618 cm!
correspondiente a los grupos carboxilo (COO-) y un desplazamiento de la banda atribuida a los
grupos sulfato (S=0) de 1218 a 1112 cm™. También, se observé la disminucién de la banda C-O-
C (1026 cm™) que corresponde a los enlaces glucosidicos, el aumento en la banda CO-S (entre 900
y 945 cm-1) y la disminucion de la banda atribuida a los grupos sulfato localizados en posicion
axial en el carbono 4 (C-O-S). Los cambios en las sefiales correspondientes a los grupos que

involucran al S podrian indicar desulfatacion (Oliveira et al., 2007).
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Figura 13. Comparacion de los espectros FTIR-ATR de fucoidan de M. pyrifera y los
oligosacaridos < 1 kDa, obtenidos por reaccion de Fenton en diferentes tratamientos.

El corrimiento en la banda a 1112 cm™ podria deberse a la introduccién de enlaces éster o de grupos
oxo en la cadena principal o a la produccion de subproductos de oxidacion (Miller y Fry, 2001).
En el estudio realizado por Zhao et al. (2006) se observé la introduccioén de estos grupos a la
cadena, al degradar con H2O> al porfiran, un polisacarido sulfatado (Zhao et al., 2006). Esto, se ha
establecido como una caracteristica estructural del ataque de radicales OHe (Miller y Fry, 2001).
Ademas, la formacion de grupos oxo no afecto la actividad antioxidante del porfiran extraido de
algas rojas (Zhao et al., 2006). Sin embargo, hasta el momento no hay reportes sobre si afecta la
bioactividad del fucoidan, por ejemplo, en el biorreconocimiento tipo lectina-carbohidrato, por lo
que se decidi6 utilizar so6lo las fracciones > 1 kDa, debido a su similitud con el fucoidan nativo.

La reaccion de Fenton a 100 °C durante 2 h, fue la técnica mas rapida y efectiva para obtener
oligosacaridos de fucoidan > 1 kDa. Por lo anterior, se continu6 con la caracterizacion por DLS

(tamafio medio; carga superficial) con la fraccién > 1 kDa obtenida a las condiciones mencionadas.
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6.1.3. Distribucion de Tamafio y Carga Superficial de los Oligosacaridos de Fucoidan

Se analizaron el tamafio de la molécula y la carga superficial del fucoidan de M. pyrifera y se
compararon con los de los oligosacaridos obtenidos mediante la reaccion de Fenton a 100 °C por
2 h. En la Figura 14A se muestra como en el fucoidan nativo se encuentran poblaciones entre 10000
y 1000 nm. Esta polidisperidad es normal en los polisacaridos naturales debido a sus diversas
funciones bioldgicas dentro del organismo que los produce. El fucoidan participa en la construccion
de las paredes celulares de las algas pardas y por tanto, en el soporte de su estructura, protegiendo
también al alga de la desecacion (Ponce y Stortz. 2020). Ademas, intervienen en la extrusion de
esporas y gametos de los drganos reproductores, previniendo la liberacion prematura de los
gametos femeninos. La degradacion de la pared celular y de la pared que contiene a los gametos,
da lugar a diferentes tamafios de molécula de fucoidan (Skriptsova, 2015). Los fucoidanos
desempefian un papel sustancial en la morfogénesis de los cigotos de las algas fucoides, ya que
participan en el establecimiento de la polaridad celular y la fijacion del eje de division celular,
determinando asi la direccion del desarrollo de los polos rizoidales y apicales de los talos jovenes.
La degradacion de la pared celular del cigoto durante la fertilizacion da lugar a estructuras
fucoidales de diferentes tamanos (Skriptsova, 2015). Otro factor que influye en el tamafio de

particula es el método de extraccion de fucoidan utilizado (Zayed y Ulber, 2020).

La evidencia de que la reaccion de Fenton fragment6 al fucoidan se muestra en las figuras 14B y
14C donde se observa el desplazamiento del tamafio de las poblaciones hacia el lado izquierdo. La
distribucion de tamafio de OFuc > 1 kDa se encontr6 entre 1000 y 10 nm, mientras que la de los
OFuc < 1 kDa se localizo entre 1000 y 1 nm, predominando la poblacion entre 1 y 10 nm. Los
tamafios promedio de la molécula de fucoidan y sus fracciones se presentan en el Cuadro 2. La
molécula de fucoidan presentd un tamafio medio de 755.09 + 31.20 nm, mientras que en los OFuc
se observo una disminucion de tamafio medio a 180.80 + 66.61 y 134.68 + 31.20 nm para las

fracciones > 1 kDa y < 1 kDa, respectivamente.
Ademas, la fragmentacion del fucoidan ocasiond una disminucion de la carga eléctrica negativa de

las particulas, la cual puede estar asociada a la desulfatacion de la molécula. En el Cuadro 2 se

observa que la disminucion de la carga estuvo asociada a la disminucién del tamafio de particula.
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Mientras que el fucoidan nativo presentd una carga superficial de -49.01+0.72, la carga de las
fracciones de > 1 kDa y < 1 kDa, fue de -23.15£1.99, y -15.18+2.30, respectivamente. Estas
observaciones podrian correlacionar con la disminucién de grupos sulfatos, observado en los

espectros FTIR-ATR de las fracciones de oligosacaridos (Figuras 12y 13).
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Figura 14. Distribucion de tamaiio de oligosacaridos de fucoidan obtenidos por reaccion de
Fenton a 100 °C durante 2 h. A: Fucoidan nativo; B: OFuc > 1 kDa; C: OFuc < 1 kDa.

Cuadro 2. Distribucion de tamafio y carga superficial de los oligosacaridos de fucoidan obtenidos
por reaccion de Fenton a 100 °C durante 2 h.

Fucoidan nativo Fraccion > 1 kDa Fraccion <1 kDa
Tamaiio medio 755.09+£31.45 180.80+66.61 134.68+31.20
(nm)
Potencial Z -49.01+0.72 -23.15+1.99 -15.184+2.30
(mV)
PDI* 0.5 0.6 0.5

Los datos se muestran como el promedio + desviacion estandar.
*IPD: Indice de polidispersidad
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6.2. Caracterizacion de Neoglicanos BSA-OFuc

6.2.1. Espectros FTIR-ATR de los Neoglicanos Fucosilados

Los neoglicanos de BSA-OFuc se obtuvieron mediante una reaccion de Maillard controlada. Para
comprobar la conjugacion entre la BSA y los oligosacéridos de fucoidan, se analizo la estructura
de los neoglicanos por FTIR-ATR. La Figura 15 muestra la comparacion entre el espectro de la
BSA y los neoglicanos fucosilados. El espectro caracteristico de la BSA se muestra en azul verde,
destacando las sefiales emitidas por las amidas Iy II (1652 y 1543 cm!, respectivamente). La
modificacion de la BSA con los OFuc se evidenci6 en las bandas a 1221, 1026, 962 y 838 cm™ de
los espectros en amarillo y rojo, dentro de la region de la huella dactilar de carbohidratos. Estas
modificaciones corresponden a los grupos S=0, C-O-C, CO-S y C-O-S respectivamente. Estos
grupos funcionales son propios del fucoidan y no se encuentran en la albimina. En resumen, los
resultados indican que se llevo a cabo con éxito la conjugacion entre la BSA y los oligosacéridos
de fucoidan de las fracciones > 1 kDa. Debido a que los patrones de los OFuc de la regioén de
huella dactilar de los carbohidratos son muy similares a los del fucoidan (Figura 15), también, se
confirma que la estructura de la molécula de fucosa se conservo durante la fragmentacion por la

reaccion de Fenton.
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Figura 15. Espectros FTIR-ATR del neoglicano fucosilado.

6.2.2. SDS-PAGE de glicoconjugados BSA-OFuc

Como prueba adicional de que la glicacion se llevo a cabo se estudio el perfil electroforético de los
neoglicanos obtenidos con las fracciones de OFuc, comparandolo con el de la BSA sin modificar.
En la Figura 16 se presenta la electroforesis SDS-PAGE del gel de poliacrilamida al 8% obtenido.
Todos los neoglicanos migraron menos que la BSA, lo cual es un indicio de la modificacion. La
BSA-Lac (control positivo), mostr6 la menor migracion, indicando que el nimero de
modificaciones con lactosa fue mayor al de las modificaciones de la BSA con OFuc. Este
comportamiento es predecible debido a la menor masa molecular de la lactosa y se ha observado
en estudios anteriores (Sarabia-Sainz ef al., 2009, 2011). La menor migracion de los neoglicanos

BSA-OFuc fue menos evidente, indicando que el nimero de modificaciones fue menor.
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Figura 16. Diferencias en la migracion de las bandas de neoglicanos fucosilados en gel SDS-
PAGE. M: marcado de masa molecular; 1: BSA; 2: BSA-Lac; 3: BSA-OFuc;; 4: BSA-OFuc,.

El analisis de migracion utilizando el software Image Lab ™ (Image Lab 3.0, BioRad) indic6 una
masa molecular aproximada de 66.3 kDa para la BSA, mientras que para la BSA-Lac (carril 2), la
BSA-OFuc; (carril 3) y la BSA-OFuc, (carril 4) fueron de 76.3, 68.3 kDa y 69.6 kDa,
respectivamente. El Cuadro 3 muestra la estimacion de monosacéridos agregados mediante la
reaccion de Maillard, con base en sus masas moleculares. De acuerdo con lo anterior, en el
neoglicano BSA-OFuc; se conjugaron aproximadamente 11 moléculas de fucosa, mientras que en
BSA-OFuc; la conjugacion fue con 20 fucosas. Este comportamiento concuerda con Ledesma-
Osuna et al. (2008), quienes observaron que los carbohidratos de menor masa molecular son mas
reactivos en la reaccion de Maillard. Cabe resaltar que la estimacién de moléculas conjugadas se
realiz6 considerando la masa de la fucosa, sin tomar en cuenta la posibilidad de que algunos de los
monosacaridos conjugados a la albiimina estuvieran sulfatados. Los resultados obtenidos son
unicamente una aproximacion que puede mejorarse determinado el grado de sulfatacion de los
neoglicoconjugados y realizando un analisis de espectrometria de masas. No obstante, el perfil

electroforético de los neoglicanos confirma los resultados de FTIR-ATR.
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Cuadro 3. Estimacion del grado de glicacion de BSA-OFuc con base en su masa molecular.

Masa molecular (kDa) Monosacaridos
conjugados®
BSA nativa 66.6 -
BSA-Lac 76.6 29.1
BSA-OFuc; 68.6 11.9
BSA-OFuc; 69.9 20.0

*Célculo de monosacaridos conjugados: (masa molecular del neoglicano-masa molecular BSA
nativa) / masa molecular de la fucosa (o lactosa, segin corresponda).

6.3. Caracterizacion por FTIR-ATR, Tamafio Medio y Carga Superficial de la Mucina

Submaxilar Bovina

Para evaluar la posibilidad de utilizar a la mucina bovina (Muc-Sial) como antagonista
glicomimético, se caracterizdo mediante FTIR-ATR. La Figura 17 presenta el espectro FTIR-ATR
tipico obtenido, el cual concuerda con reportes previos (Lewis ef al., 2013). El espectro presenta
las cuatro bandas caracteristicas de la mucina. La primera a 3300 cm™ correspondiente a la
vibracion producida por el estiramiento de NH (Cid et al., 2020). A 1638 cm’! se encontré la
vibracion de estiramiento C=0O de la Amida I (Beratto-Ramos et al., 2019). La sefial a 1541 cm’!
se asignd a la vibracion de flexion N-H y la vibracion de estiramiento C-N de la banda Amida II.
Ademas, se presenté una banda a 1032 cm™ que corresponde al grupo C-O-C caracteristico de
carbohidratos que glicosilan a la mucina (Cid et al., 2020). Existe evidencia de que la presencia de
carbohidratos en la mucina, como el 4cido silico, contribuyen individualmente a su patron general,
observado principalmente por la conservacion de la banda de absorcion a 1638 cm™ que podria
deberse a la presencia del grupo C=O en los carbohidratos contenidos en la glicoproteina (Lewis
et al.,2013). Ademaés de observar el espectro FTIR-ATR de la mucina, también, se caracteriz6 el
tamano promedio de la molécula y su carga superficial. El tamafio medio de la mucina fue de
1020.12+178.64 nm, presentando una carga superficial negativa de -40.88+4.49, impartida
principalmente por el &cido sidlico presente (Sandberg et al., 2008). El indice de polidispersidad
fue muy alto (0.99). Bhavanandan et al. (1999), atribuyen la alta polidispersidad de las mucinas a
una combinacion de multiples genes homdlogos, el empalme alternativo (alternative splicing), la
heterogeneidad de la glicosilacion, asi como otras modificaciones postraduccionales, contribuyen

a la polidispersidad extrema de las mucinas.
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Figura 17. Espectro FTIR-ATR de la mucina submaxilar bovina

6.4. Ensayo de Biorreconocimiento de BSA-OFuc y Muc-Sial

Una vez confirmada la glicacion de la BSA con los oligosacaridos OFuc, se utilizé un ensayo con
lectinas (ELLA), similar a ELISA, para determinar si las lectinas de UEA-1 (Ulex europaeus
agglutinin 1) y de AAA (Anguilla anguilla), especificas para fucosa, podian reconocerlos. En la
figura 18 se presentan los resultados obtenidos, comparados con la lectina de RCA-1 que reconoce
galactosa. Como se puede observar la sefial de reconocimiento fue muy baja (absorbancia 0.01-
0.032 UA) y mayor para la lectina de RCA-1. Sin embargo, se presenta mayor reconocimiento de
la lectina AAA que de la lectina UEA-1 hacia los OFuc. Esto puede deberse a que la mayoria de
los enlaces que unen a la fucosa en el fucoidan de M. pyrifera son del tipo a 1-3 (Zou et al., 2021).
La lectina de AAA reconoce fucosas unidas mediante este tipo de enlaces (Wu et al., 2004),
mientras que la de UEA-1, reconoce fucosas unidas mediante enlaces o 1-2 (Baldus et al., 1996),
los cuales se encuentran en menor proporcion en la molécula de fucoidan de M. pyrifera (Zou et
al., 2021). Una posible razon del reconocimiento de la lectina de RCA-1 es la presencia de
galactosas en el fucoidan de Macrocystis pyrifera. No obstante, para confirmar el
biorreconocimiento hacia los neoglicanos de fucosa es recomendable determinar la presencia de

fucosa en los mismos, probar diferentes concentraciones de lectinas y neoglicanos para el ensayo
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de ELLA vy realizar estudios de espectrometria de masas y otros encaminados a determinar la

estructura de los OFuc y de los BSA-OFuc obtenidos.
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Figura 18. Biorreconocimiento de BSA-OFuc por lectinas vegetales. RCA-1: Ricinus communis
1; UEA-1: Ulex europaeus 1 y AAAS; Anguilla anguilla. Las lineas punteadas indican la
interaccion inespecifica de las lectinas con la BSA.

Para evaluar el reconocimiento de lectinas hacia la Muc-Sial, se utilizaron las lectinas de SNA-1
(Sambucus nigra), que reconoce acido sidlico unido a la galactosa terminal en a-2,6 (Kaku et al.,
2007) y la de MAA (Maackia amurensis) que se une a estructuras de glicanos que contienen acido
sidlico unido por enlaces a-2,3 (Imberty et al., 2000). La Figura 19 presenta los resultados
obtenidos. Se observo un mayor reconocimiento por la lectina de MAA en comparacion conla
lectina SNA. La Muc-Sial es un polimero natural utilizado en aplicaciones de biomateriales por su
viscoelasticidad, lubricidad, biocompatibilidad y biodegradabilidad. La glicosilaciéon de esta
molécula es tanto del tipo N como del tipo O-glicano. Para el caso de la N-glicosilacion,
predominan las N -acetilgalactosaminas terminales que pueden estar sulfatadas o fucosiladas; no

se ha identificado la presencia de 4cido sidlico (Kim et al., 2019). En cambio, las estructuras de los
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O-glicanos se encuentran preferentemente sialiladas (81.9%) siendo los principales el acido N-
acetylneuraminico (Neu5Ac) y el acido N-glycolylneuraminico (Neu5Gc). Otros estudios han
demostrado que en bovinos predominan las uniones de acido sidlico en a-2,3 (Velasquez et al.,
2007). En resumen, la bateria de lectinas utilizada reconocié a los neoglicanos y a la mucina, de
manera especifica dependiendo del carbohidrato. Por otro lado, los O—glicanos no sialilados de la
mucina contienen galactosas terminales, lo mismo que los N-glicanos. Esto pudiera explicar el

reconocimiento de RCA-1 (Kim et al., 2019;2020).
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Figura 19. Biorreconocimiento de Muc-Sial por lectinas vegetales. RCA-1: Ricinus communis 1;
SNA: Sambucus nigra 1 SNA y MAA: Maackia amurensis. Las lineas punteadas indican la
interaccion inespecifica de las lectinas con la BSA.

6.5. Sintesis y Caracterizacion de Nanoparticulas BSA-OFuc y BSA-Muc-Sial

6.5.1. Tamaifio Medio y Potencial Z de las Nanoparticulas Nucleo-Coraza

Después de comprobar la glicacion de la albumina con la fucosa, se sintetizaron nanoparticulas
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nucleo-coraza con nucleo de albumina sérica cargado con rifaximina (BSA-RFX) y coraza
fucosilada. Ademads, se sintetizaron nanoparticulas con nicleo BSA-RFX y coraza sialilada,
utilizando Muc-Sial como fuente de acido sidlico. La distribucion de tamafio y carga superficial de
dichas nanoparticulas se determiné mediante DLS y los resultados se resumen en el Cuadro 4. Las
nanoparticulas de BSA (nticleo de BSA) presentaron un tamafio promedio de 168.6+1.3 nm,
mientras que en las nanoparticulas de BSA-BSA-OFuc, BSA-Muc-Sial y BSA-BSA-Lac (control)
cargadas con rifaximina, se observo un aumento de tamafio (Cuadro 4), que podria estar indicando
la correcta incorporacion de la coraza. De acuerdo con el indice de polidispersidad (0.08-0.09),

todas las nanoparticulas sintetizadas presentaron poblaciones monodispersas.

Cuadro 4. Distribucion de tamafio y carga superficial de NPs BSA-OFuc, BSA-Muc-Sial y BSA-
BSA-Lac

Nanoparticulas
BSA BSA-BSA-Lac  BSA-BSA-OFuc BSA-Muc-Sial
Tamaiio 168.6+1.3 230.9£2.5 209.5+1.9 235.943.1
medio (nm)
Potencial Z -28.57+0.36 -30.31+0.81 -41.4+0.86 -35.2+4.6
(mV)
PDI* 0.08 0.08 0.08 0.09

Los datos se muestran como el promedio + desviacion estandar.
*PDI: Indice de polidispersidad

La carga superficial (Potencial Z) de las nanoparticulas es un pardmetro importante para la
estabilidad de las particulas en soluciones coloidales (Nel ez al., 2009). En este estudio, todas las
nanoparticulas tuvieron un aumento en cargas negativas en comparacion con las nanoparticulas de
BSA. Por lo que, el aumento de cargas negativas también es un indicio de la incorporacion
funcionalizacion de la coraza con neoglicanos y acido sidlico. Sin embargo, es importante realizar
mas estudios para determinar la presencia de fucosa y 4acido sidlico, asi como un analisis de

estabilidad en solucion.
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6.5.2 Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y Espectroscopia de Energia Dispersiva

(EDS) las Nanoparticulas Nucleo-Coraza

La Figura 20 presenta las micrografias de las nanoparticulas nucleo (BSA) y las nanoparticulas
nucleo-coraza funcionalizadas con OFuc (Figura 20B) o con mucinas (Figura 20C). En todos los
casos se observaron agregados que dificultaron la medicion de las nanoparticulas, posiblemente
debido al recubrimiento de las nanoparticulas con Au-Pd. Las nanoparticulas BSA presentaron
tamanos entre 85-100 nm; las BSA-BSA-OFuc entre 107 y 131 nm y las BSA-Muc-Sial entre 137
y 224 nm. Estos tamafios son menores que los obtenidos mediante la técnica de DLS, debido a que
las muestras utilizadas para SEM se encontraban liofilizadas. No obstante, se conservo la diferencia

entre las nanoparticulas nticleo y las nanoparticulas nucleo coraza.

El analisis composicional de las nanoparticulas se realizd6 mediante espectroscopia de energia
dispersiva. La Figura 21 muestra que los principales componentes de las nanoparticulas fueron C,
y O. En el caso de las nanoparticulas BSA-BSA-OFuc se detect6 la presencia de S, que pudiera
estar siendo aportado por los grupos sulfato de los oligosacaridos de fucoidan. Para el caso de las
nanoparticulas BSA-Muc-Sial se observd un ligero aumento en el contenido de N, debido

posiblemente a la presencia de mucinas.
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Figura 20. Micrografias de nanoparticulas sintetizadas. A) nucleo (BSA); B) nticleo coraza BSA-
BSA-OFuc y C) nucleo-coraza BSA-Muc-Sial.
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Figura 21. Anélisis composicional por espectroscopia de energia dispersiva de las
nanoparticulas sintetizadas. A) nucleo (BSA); B) nucleo coraza BSA-BSA-OFuc y C) nticleo-
coraza BSA-Muc-Sial.

6.6 Eficiencia de Encapsulamiento de Rifaximina

Muchas cepas de C. jejuni han adquirido resistencia a antibidticos comunes, por lo que el éxito en

la terapia dirigida, ademas de la sintesis de nanoparticulas y del biorreconocimiento, esta en la
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eleccion del medicamento transportado y dirigido para controlar la infeccion. En este estudio se
decidi6 cargar a las nanoparticulas nicleo-coraza con rifaximina, debido a que existe evidencia de
baja resistencia de C. jejuni hacia este antibidtico (Novoa-Farias et al., 2017). El porcentaje de
rifaximina encapsulada en las nanoparticulas nucleo de BSA sintetizadas (BSA-RFX) fue del
24.0240.20. Esta cantidad fue baja comparada con la obtenida por Kumar et al. (2021) quienes
obtuvieron eficiencias de encapsulamiento de 59, 92 y 98% al cargar nanoparticulas sintetizadas
con diferentes proporciones de quitosano-alginato de sodio, con rfx. Estas diferencias pueden
deberse a la matriz utilizada, al método de obtencion de las nanoparticulas y al solvente utilizado

(Kumar et al., 2021).

6.7. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de Rifaximina y

Nanoparticulas Cargadas con antibidtico para Campylobacter jejuni

Se estudid el efecto de nueve concentraciones de rifaximina libre sobre C. jejuni; las
concentraciones evaluadas fueron 1, 2, 4, 8, 16, 31, 63, 125 y 250 pg/mL. La Figura 22 muestra
las curvas de crecimiento de la bacteria a diferentes concentraciones. Con base en este
comportamiento, la concentracién minima inhibitoria (CMI) de rifaximina fue de 31 pg/mL. Este
resultado concuerda con lo encontrado en otros estudios (Gomi ef al., 2001; Ouyang-Latimer et al.,
2011) que reportan la excelente actividad in vitro de la rifaximina contra diversas enterobacterias,

incluyendo Campylobacter spp, con una CMI de 32 pg/mL.

67



045

04
035 — Control: C. jejuni
- = Control con etanol 50%
E ” ~— [n6culo con RFX 1 pg/ml
2025 Indculo con RFX 2 pg/mi
S 02 —— Indeulo con RFX 4 pg/mi
80 15 = Inéculo con RFX 8 pg/ml
01 ~— Indculo con RFX 16 pg/ml
0.05 Inéculo con RFX 31 pg/ml
— Inéculo con RFX 62 pg/ml
‘ 0 % 40 60 80 100 — Indculo con RFX 125 pg/ml

Tiemoo (h)
Figura 22. Concentracion Minima Inhibitoria de rifaximina contra C. jejuni.

Para observar el efecto bactericida de las nanoparticulas cargadas con rfx, se evaluaron cinco
concentraciones de 62 a 1000 pg/mL de nanoparticulas BSA-BSA-OFuc y BSA-Muc-Sial de
manera individual. La concentracion minima inhibitoria para los dos tipos de nanoparticulas, fue
de 1 mg/mL (Figura 23). Basados en la CMI del farmaco libre y en la eficiencia de
encapsulamiento, se esperaria una CMI de 133 pg/mL. Por lo que, probablemente la liberacion del
farmaco se vio afectada por una fuerte interaccién quimica entre la BSA y la rifaximina. En el
estudio realizado por Fonseca et al. (2017) se observo un retraso en la liberacion del farmaco
encapsulado en un nicleo de BSA, probablemente ocasionada por una interaccion entre el farmaco
y la BSA, asi como por un posible endurecimiento de la red polimérica durante el proceso de
reticulacion. Sin embargo, en nuestro estudio, es necesario realizar cinéticas de liberacion del
farmaco y determinar la concentracion minima bactericida para obtener mas informacion al

respecto.

68



BSA-BSA-OFuc BSA-Muc-Sial

0.7 0.7

0.6 0.6 /

_—

0.5 0.5 =—control: C. jefuni
E 62 pg/mL
0.4 _ .

S 04 125 pg/mlL

85

503 03 250 pg/mL

a =500 pg/mL
y

0.2 / 0.2 —1 mg/mL

0.1 04

0.0 0.0

0 20 40 60 o 20 40 60 80

Tiempo (h)
Figura 23. Concentracion minima inhibitoria de nanoparticulas BSA-BSA-OFuc y BSA-Muc-
Sial cargadas con rifaximina.

6.8. Interaccion de las Nanoparticulas Nucleo-Coraza con las adhesinas de Campylobacter jejuni

Para comprobar el reconocimiento de las adhesinas de C. jejuni hacia las diferentes nanoparticulas
se realizo un ensayo de ELLA biotinilando a las nanoparticulas nticleo y a las nps ntcleo-coraza.
Se probaron dos temperaturas de cultivo para C. jejuni, debido a la evidencia previa de una mayor
expresion de adhesinas que se unen a acido sialico, cuando el microorganismo se somete a 42 °C
(Dasti et al., 2010). La Figura 24 muestra los resultados obtenidos. Se observo que las
nanoparticulas nucleo, sintetizadas a partir de BSA fueron reconocidas por C. jejuni. Este
comportamiento puede deberse a la presencia de pequefias contaminaciones de la albumina con
alguna glicoproteina sérica. Tal seria el caso de la fibronectina plasmatica. La unién de C. jejuni a
fibronectina celular ha sido demostrada previamente (Konkel ef al., 2020). La fibronectina es una
glicoproteina de 220 kDa que se presenta en su forma plasmatica siendo sintetizada por los
hepatocitos y secretada al torrente sanguineo, la saliva y otros fluidos corporales, donde circula
como un dimero compacto (To y Midwood, 2011). Ademas, existe la fibronectina celular
sintetizada por varios tipos de células, como los fibroblastos y las células endoteliales,
incorporandose a la matriz extracelular (Sottile y Hocking, 2002; To y Midwood, 2011). Estudios
in vitro demuestran la union de la fibronectina celular a las adhesinas CadF y FlpA de C. jejuni
(Konkel et al., 2020).
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Figura 24. Biorreconocimiento de las nanoparticulas BSA-BSA-OFuc y BSA-Muc-Sial por C.
jejuni en dos condiciones de crecimiento.

Por otro lado, la bacteria reconoci6 a las nanoparticulas BSA-BSA-OFuc y BSA-Muc-Sial con
mayor afinidad que a las nanoparticulas nticleo (Figura 24), siendo este resultado una evidencia de
que la bacteria reconoce las estructuras oligosacaridas de fucosa y los O-glicanos sialilados
presentes en la mucina submaxilar bovina. Existe evidencia de que C. jejuni presenta
reconocimiento tipo lectina, que puede estar asociado con la infeccion. Se ha demostrado que la
adherencia de C. jejuni es inhibida por oligosacaridos fucosilados y sialilados (Schneider et al.,
2017). Varias investigaciones reportan la unién in vitro de C. jejuni a glicanos fucosilados y la
reduccion de la adhesion del patogeno a células intestinales, en presencia de fucosas (Cinco et al.,
1984; Ruiz-Palacios et al., 2003; Schneider et al., 2017). Los resultados obtenidos en esta tesis

contribuyen a dar soporte a las observaciones previas.

Los glicanos presentes en las mucinas desempefian un papel importante en la inhibicion de la
adhesion de los patogenos a las células epiteliales. Puede decirse que las mucinas actian como
antagonistas glicomiméticos de los receptores celulares que reconoce la bacteria en los enterocitos.
Existe evidencia de que los O-glicanos presentes en las mucinas son utilizados como ligandos para

la adherencia de diversos patogenos bacterianos (Naughton et al., 2013). Se ha demostrado que los
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glicanos presentes en la mucina intestinal del pollo inhiben la invasion de las células HCT-8 por
C. jejuji (Byrne et al., 2007; Ruiz-Palacios et al., 2003). Los estudios de McAuley et al. (2007)
sugieren que existen al menos dos ligandos para las adhesinas de C. jejuni en las mucinas un
oligosacarido sialilado y otro no sialilado que de acuerdo con Ruiz-Palacios ef al. (2003) seria el
antigeno fucosilado Lewis X. En este sentido es importante realizar estudios de inhibicion de la

adhesion en presencia de las nanoparticulas BSA-Muc-Sial.

71



7. RESUMEN DE HALLAZGOS, CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

7.1. Resumen de Hallazgos

Los espectros FTIR-ATR de los OFuc > 1 kDa (reaccion de Fenton a 100 °C/2 h) mostraron mayor
similitud al espectro del fucoidan nativo y mayor rendimiento. La conjugacion de éstos con BSA
(BSA-OFuc), se confirm6 con los cambios en la carga superficial, el patrén de migracion

electroforética y los espectros de infrarrojo.

Los BSA-OFuc fueron reconocidos con mayor afinidad por la lectina de Anguilla anguilla mientras
que la mucina submaxilar bovina (Muc-Sial) fue reconocida con mayor afinidad por la lectina

Maackia amurensis.

Las nanoparticulas sintetizadas con ntcleo de BSA-rifaximina y corazas BSA-OFuc y Muc-Sial
presentaron una concentracion minima inhibitoria de 1mg/mL hacia C. jejuni, siendo reconocidas
con mayor afinidad por la bacteria cultivada a 37 °C que a 42 °C, evidenciando una posible

diferencia en la expresion de las adhesinas del patdgeno.

7.2. Conclusién

Los oligosacaridos obtenidos a partir de fucoidan de M. pyrifera exitosamente conjugados con
albumina de suero bovino y utilizados para funcionalizar nanoparticulas nticleo-coraza cargadas
con rifaximina, son reconocidos por C. jejuni, lo mismo que las nanoparticulas funcionalizadas con
mucina submaxilar bovina. Ambas nanomatrices presentan potencial como vectores activos

dirigidos hacia este patogeno.
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7.3. Recomendaciones

Realizar estudios de espectrometria de masas para mejorar la caracterizacion de los
hidrolizados y neoglicanos.

Optimizar la sintesis de nanoparticulas nucleo-coraza para obtener un mayor rendimiento
del proceso.

Realizar la sintesis de nanoparticulas cargadas con rifaximina con diferentes proporciones
de nucleo:antibidtico para aumentar la eficiencia de encapsulamiento.

Realizar ensayos de liberacion del antibidtico encapsulado en el nucleo de albumina, para

complementar la informacién sobre su accion en el crecimiento de C. jejuni.
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