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I. RESUMEN

La enfermedad de Parkinson es un trastorno neurodegenerativo caracterizado por temblores,
discinesias, inestabilidad y rigidez en la postura, que inhabilita progresivamente a un individuo
de manera mental y conductual. Dicha enfermedad es causada por la pérdida de neuronas
dopaminérgicas en la sustancia negra mesencefdlica y suele tratarse con farmacos (e.g.,
levodopa y carbidopa) y rutinas de ejercicio para mejorar la calidad de vida en el paciente. Sin
embargo, el consumo prolongado de levodopa genera habituacion o resistencia farmacologica
en las células cerebrales, alterando al sistema nervioso motor. Por ello, es imperativo elaborar
nuevos farmacos dopaminérgicos y estrategias sistémicas de administracidon controlada. En este
sentido, la elaboracion de biomateriales inteligentes puede ser una alternativa para estudiar,
tratar y entender la fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson. En este trabajo de
investigacion se sintetizd un biomaterial basado en quitosana modificada con levodopa y
marcado con sulforrodamina B a través de quimica click. La caracterizacion del biomaterial con
FT-IR y 1H-RMN confirmo la incorporacion de levodopa y de la sulforrodamina B en la cadena
polimérica de la quitosana. Asimismo, para generar una estrategia de distribucion sistémica del
biomaterial, se elaboraron nanoparticulas de 103 + 8.5 nm de didmetro hidrodinamico y se
evalud su localizacion en cultivos celulares primarios de sustancia negra mesencefalica. Los
resultados obtenidos sugieren la internalizacion de las nanoparticulas de Quitosana-Levodopa-
Sulforrodamina B en las células de la sustancia negra, por lo que este trabajo muestra el
desarrollo de un biopolimero con uso potencial para el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson que requiere su evaluacidn in vivo en modelos animales Hemiparkinsonianos. En su
conjunto, este nuevo biomaterial basado en quitosana, podria generar un nuevo paradigma
farmacologico de administracion de sustancias agonistas y precursoras (e.g., dopaminérgicas)
para las células cerebrales motoras con el fin de tratar trastornos neurodegenerativos como la

enfermedad de Parkinson.



II. INTRODUCCION

Las enfermedades del sistema nervioso son actualmente la fuente nimero uno de incapacidad a
nivel global. La poblacién envejece cada vez mas y la edad es considerada un factor de riesgo
importante en el aumento de la incidencia de los trastornos neurodegenerativos, incluida la
enfermedad de Parkinson (EP) (GBD 2016 Parkinson’s Disease Collaborators, 2018), la
segunda afeccidn neurodegenerativa mas comun después de la de Alzheimer (Camacho y

Campos, 2020).

Estadisticamente, de acuerdo con informacion de Dorsey et al. (2018), entre los afios
de 1990 y 2015 en el mundo fueron diagnosticadas mas de 6 millones de personas con la EP;
pronosticandose que para el 2040 dicha cifra se duplicaria a mas de 12 millones de personas. En
México, faltan estudios sobre la incidencia de la EP, sin embargo, una de las primeras
investigaciones que recapitulé datos fue realizada entre los afios 2014-2017 por Rodriguez-
Violante et al. (2019), donde se report6 que en el pais se presentaron 37.93 casos de EP por cada
100,000 habitantes, presentando igualmente mayor incidencia los hombres que la mujeres. Se
estima que a nivel mundial para 2030 el 3% de la poblacion mayor de 65 afios sea afectada por

la EP (Palakurthi y Burugupally, 2019).

Lo que caracteriza a la EP es una variedad de eventos motores irregulares (temblores,
discinesias, inestabilidad y rigidez en la postura), neuroinflamacion y activacién microglial en
un individuo, que alteran e inhabilitan progresivamente a su sistema nervioso motor y
cognoscitivo (Hernando etal., 2018; Opara etal., 2017). Esta enfermedad es causada
principalmente por la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra (SN)
mesencefalica (Beitz, 2014). Comuinmente, la EP se trata con farmacos metabolicos
dopaminérgicos (e.g., levodopa) que regulan y modulan temporalmente las conductas motoras
en los pacientes. Sin embargo, el uso prolongado de dichos medicamentos eventualmente puede
desencadenar su habituacion o resistencia farmacologica en el sistema nervioso, lo que obliga a

generar alternativas para tratar la EP (Hayes, 2019). En este contexto, la elaboracién de
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biomateriales inteligentes puede ser una alternativa potencial para estudiar, tratar y entender la

fisiopatologia de la EP.

La Q es un biopolimero biodegradable, biocompatible y de baja toxicidad que puede
modificarse estructuralmente a través de reacciones quimicas sencillas en un solo paso, de
manera rapida a 25-37°C, en un intervalo amplio de potencial de hidrégeno (pH) 4-12, y que
ademas genera productos regioselectivos de interés para un investigador (Montiel-Herrera et al.,
2015). Por ello, la modificacion quimica de la Q con farmacos dopaminérgicos que pudieran
servir como estrategia para tratar la EP, es potencialmente un paradigma que debe abordarse.
En este sentido, la Q tiene grupos aminos libres (>55%) que pueden ser blancos de reacciones
de amidacion para incorporar sustancias de bajo peso molecular y asi ser transportadas via
sanguinea hacia la barrera hematoencefalica cerebral, para estudiar la biodisponibilidad y el
efecto fisiologico de farmacos o derivados metabdlicos dopaminérgicos transportados por la Q

hacia el cerebro.

En este trabajo de investigacion se elaboraran y caracterizardn quimico-fisicamente
nanoparticulas de un biomaterial derivado de Q amidado con levodopa y marcado con
sulforrodamina B (SRB), para evaluar sus efectos fisioldgicos in vitro sobre cultivos celulares

de la SN mesencefalica de rata.

III. ANTECEDENTES

III1.1. Sistema Nervioso

El sistema nervioso en cordados se divide en periférico (SNP) y central (SNC). El primero
agrupa células nerviosas que se localizan fuera del SNC y ramificaciones axonales que enlazan
a ambos sistemas, es decir, permiten la comunicacion entre el encéfalo y la médula espinal con

los demads 6rganos y sistemas del cuerpo. Asimismo, el SNP engloba axones motores que salen
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del SNC a drganos y musculos, por lo que logra subdividirse en sistema nervioso somatico y
sistema nervioso auténomo; el primero modera los movimientos voluntarios a través de axones
de células localizadas en la médula espinal que alcanzan y activan los musculos esqueléticos; y
el segundo, el sistema autonomo, controla la parte involuntaria, modula o6rganos, glandulas y
musculos lisos por medio de proyecciones procedentes principalmente del eje encefalico
hipotalamo-hipoéfisis-glandulas (Audesirk et al., 2008).

El SNC esta constituido por la médula espinal, el tronco encefalico (subdividido en
bulbo raquideo, puente de Varolio y mesencéfalo), el cerebelo, el diencéfalo y los hemisferios

cerebrales (Fig. 1. A) (Kandel et al., 2013).

A Ganglios basales

i D
Hemisferio ./ : )
cetibial // : \\.‘ - Prosencéfalo
}

/ | Mesencéfalo

Diencéfalo
Mesenc éf;lg Rombencéfalo
Puente de
Varolio
Bulbo raquideo

Tronco |

encefalico Cerebelo
Médula
espinal

12
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Nucleo caudado

Capsula [~ A\ || /4 —+— Globo pélido externo
() P & | )= S Globo pdlido interno

- Nucleo subtalamico
“ Sustancia negra
Hipocampo

Figura. 1. Sistema nervioso central humano. A. Partes principales del SNC; B. Corte coronal
encefalico en el que se muestran los ganglios basales, sus componentes, el tdlamo y la capsula

interna. Fuente: Kandel et al. (2013).

La médula espinal es el componente mas caudal del SNC (Fig. 1. A) que se encarga de
recibir y procesar sefiales sensoriales que provienen de la piel, articulaciones y musculos de
extremidades y el tronco, asimismo modula el movimiento de estos dos ultimos (Kandel &
Hudspeth, 2013).

El tronco encefalico (Fig. 1. A) recibe estimulos sensoriales provenientes de la piel y
los musculos de la cabeza, con los cuales controla sus movimientos. También funge como via
de comunicacion entre el cerebro y la médula espinal, y regula por medio de la formacion
reticular la conciencia y la excitacion. El tronco cerebral contiene los ntcleos de los nervios
craneales, un complejo de nucleos sensoriales y motores de materia gris (Kandel & Hudspeth,
2013). El bulbo raquideo o médula oblongada es la porciéon mas caudal del tronco del encéfalo
(Fig. 1. A), y agrupa centros de funciones autdbnomas como la respiracion y la digestion (Kandel
& Hudspeth, 2013; Moore et al., 2017). El puente de Varolio se situa entre el mesencéfalo
rostralmente y la médula oblongada caudalmente (Fig. 1. A) y dirige la informaciéon motora
desde los hemisferios cerebrales hasta el cerebelo (Kandel & Hudspeth, 2013). El mesencéfalo

se encuentra entre el puente y los hemisferios del cerebro (Fig. 1. A), y se encarga de regular
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funciones sensoriales y motoras como la coordinacidon de los reflejos auditivos y visuales
(Chusid, 1987; Kandel & Hudspeth, 2013).

El cerebelo se posiciona posterior al puente y a la médula oblongada e inferior al
cerebro posterior (Fig. 1. A) (Moore et al., 2017). Este desempeiia un papel inconsciente en la
contraccion de los musculos voluntarios, coordina su actividad, y controla la postura corporal.
La funcion del cerebelo es indirecta, ya que no posee una conexion directa con las neuronas
motoras inferiores, sino que se comunica por medio de la corteza cerebral y el tronco del
encéfalo (Snell, 2010).

El diencéfalo se encuentra en el area central del cerebro (Fig. 1. A) y esta constituido
por el tdlamo y el hipotalamo (Moore et al., 2017). El tAlamo ocupa la mayor parte del diencéfalo
(Fig. 1. B) y es una masa ovoide que funge como intermediaria de los sistemas sensitivos mas
importantes, a excepcion del olfato; la mayoria de la informacioén que se recibe se integra y se
direcciona a la corteza cerebral y regiones subcorticales (Snell, 2010). El hipotdlamo (Fig. 1.
B) se situa desde el area del quiasma dptico hasta el borde caudal de los cuerpos mamilares y es
quien regula e integra las funciones del sistema nervioso auténomo y del enddcrino, al igual que
controla la homeostasis corporal por medio de la moderacion del apetito, de la temperatura
interna, la cantidad de liquidos, la conducta sexual y las emociones (Snell, 2010).

Los hemisferios cerebrales (Fig. 1. A) se dividen en dos, compuestos de una capa
externa plegada llamada corteza cerebral (Fig. 1. B); y tres estructuras no superficiales que son
los ganglios basales (GB) (Fig. 1. A y B), el hipocampo y el cuerpo amigdalino (Drake et al.,
2015; Kandel & Hudspeth, 2013). En la superficie de la corteza del cerebro se observan
circunvoluciones y surcos, divididos en cuatro l6bulos (frontal, temporal, parietal y occipital)
todos ellos con funciones especializadas motoras o sensitivas (Snell, 2010). Los GB son una red
interconectada de nucleos y se componen principalmente por cuatro estructuras: el cuerpo
estriado, el globo palido (GP), la sustancia negra (SN) y el ndcleo subtalamico (Fig. 1. B); se
encuentran estrechamente relacionados con funciones no motoras y motoras, con la iniciacion
y realizacion del movimiento (Avila-Luna & Bueno-Nava, 2014). El hipocampo (Fig. 1. B) es
una elevacion curva de sustancia gris perteneciente al sistema limbico y posee funciones
relacionadas con el almacenamiento de la memoria y la percepcion espacial (Kandel &
Hudspeth, 2013). Los cuerpos amigdalinos se conforman por un conjunto de nucleos localizado

en ambos lobulos temporales. La amigdala regula respuestas autébnomas y enddcrinas del
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organismo fuertemente asociados a estados emocionales y conducta natas como la materna,
paterna y de huida (Kandel y Hudspeth, 2013; Snell, 2010).

Otro componente importante del SNC es la unidad neurovascular (UNV), un conjunto
celular compuesto por neuronas, interneuronas, astrocitos, lamina basal con células musculares
lisas y pericitos, células endoteliales y matriz extracelular (Harder et al., 2002) (Fig. 2) que,
dependiendo de la demanda neuronal, regulan el suministro microscdpico de sangre a nivel
regional para cumplir con las necesidades de oxigeno y nutrientes. La autoregulacion sanguinea
es provocada por cambios en el didmetro de los vasos, los cuales son realizados, en el caso de
aquellos de mayor tamaifio, por los miocitos y en los capilares por las células endoteliales que
los recubren (Muoio et al., 2014). Este ultimo tipo de células que revisten las paredes de los
capilares cerebrales, pero también las de los microvasos de la médula espinal, es llamado en su
conjunto barrera hematoencefélica (BBH) (Fig. 2) y es la encargada de controlar el intercambio
i6nico, molecular y celular entre el cerebro y la sangre (Abbott et al., 2010; Daneman, 2012).
Las células endoteliales de la BBH modulan la homeostasis del SNC; conforman un sistema de
transporte selectivo que presenta uniones estrechas entre las células y que, a través de difusion
simple o activa dependiente de ATP y por medio de transcitosis de receptores o adsorcion
(transporte vesicular de macromoléculas), permite el paso exclusivo de oxigeno, glucosa,
aminoacidos y algunos nutrientes (Escobar y Gonzalez, 2008). Lo anterior protege al cerebro de
toxinas, farmacos, patdgenos, sefiales inflamatorias, lesiones y enfermedades (Daneman y Prat,

2015).
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Figura 2. Componentes de la UNV y de la BBH. Las uniones estrechas de las células endoteliales
que recubren las paredes de los capilares bloquean el paso de toxinas, firmacos, patdgenos, entre
otros hacia el area cerebral y solamente ocurre el transporte por difusion simple (difusion pasiva
transcelular), activa (e.g., transporte mediado por acarreadores) y por transcitosis de receptores
0 adsorcion (vesiculas). Fuente:

https://twitter.com/pjbarrecheguren/status/936350278001070080?lang=ca.

Las estructuras anteriormente mencionadas intervienen en el procesamiento,
planificacion y ejecucion de érdenes dentro del SNC con la finalidad de efectuar una accion

concreta; una de ellas muy importante para todo ser vivo es la del movimiento.
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II1.1.1. Sistema motor

El sistema motor es el encargado de planificar, coordinar y ejecutar el movimiento en los
organismos, sin embargo, se requiere de la interaccion de varias areas cerebrales para ello. Estas
estructuras son la corteza cerebral, los nucleos de la base, los nticleos motores del talamo, el
subtalamo, el cerebelo, la SN, los nucleos rojos, la formacion reticular, nicleos pontinos,
nucleos vestibulares, las olivas inferiores, las neuronas motoras bajas craneales y espinales, y
los nervios periféricos (Escobar y Pimienta, 2019).

A nivel jerarquico, la médula espinal es el nivel inferior del sistema motor, en ella se
encuentran circuitos neuronales que modulan reflejos y movimientos ritmicos. Las neuronas de
la médula espinal se relacionan con proyecciones aferentes, cuyo origen se ubica en los centros
superiores y que inducen cambios en las respuestas reflejas (Lopez, 2008).

El hasta ventral de la sustancia gris de la médula espinal contiene a los nticleos motores,
un conjunto de neuronas motoras cuyos axones abandonan la médula para inervar los musculos
esqueléticos. Asimismo, diferentes tipos de interneuronas que se encuentran en la sustancia gris
inhiben la salida de proyecciones neuronales de la médula espinal, lo cual repercute en los
comandos de informacion motora que desciende del cerebro a la médula. También, por medio
de las interneuronas, las neuronas motoras pueden influir en la salida de axones de otras
neuronas motoras. Los cordones laterales y anteriores de la médula espinal contienen axones
que proceden del tronco cerebral y de la neocorteza, los cuales interactian con interneuronas y
neuronas motoras de la médula y controlan los musculos axiales y la postura (Amaral, 2013).

El talamo, ubicado en la parte dorsal del diencéfalo, discierne entre la informacion
especifica que llega a la corteza, impidiendo o inhibiendo su flujo. Es una estructura constituida
por varios nucleos, dentro de los cuales los del grupo ventral anterior y lateral intervienen en el
control motor al transferir informacion de los GB y el encéfalo a la corteza motora (Amaral,
2013).

La corteza motora es la encargada de facilitar la creacion, mantenimiento y finalizacion
de movimientos voluntarios, y suele dividirse principalmente en tres areas: la corteza motora
primaria, la corteza motora secundaria o premotora y la corteza suplementaria. La primera
estructura envia sus proyecciones axonales a la médula espinal, donde repercuten en las

motoneuronas bajas y ejercen control sobre la musculatura distal contralateral a su origen. La
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segunda area se extiende axonalmente hasta la formacion reticular pontina y bulbar; y se encarga
de organizar y planificar los movimientos para que éstos sean efectuados de forma precisa y
coordinada por la corteza motora primaria. La corteza suplementaria emite los axones de sus
neuronas piramidales hacia la médula espinal y controla los musculos proximales, siendo de
accion bilateral (Escobar et al., 2006).

Por otra parte, las neuronas de los GB envian proyecciones hacia la corteza motora a
través del talamo (Kandel et al., 2013). Por medio del circuito corticoestriatal inhiben y
disciernen entre los movimientos a realizar; controlan la postura corporal y el movimiento fino
de las extremidades. También, definen el fin de un movimiento, coordinan secuencias e
intervienen en su correccion (Avila-Luna y Bueno-Nava, 2014; Kandel et al., 2013). Los GB
poseen una repercusion importante en la efectuaciéon del movimiento; en ellos ademas se

encuentra la SN, la cual posee neuronas de tipo dopaminérgicas.

I1.1.1.1. Ganglios basales

Los GB son un complejo de nucleos dentro de los cuales el cuerpo estriado es quien recibe
fundamentalmente las proyecciones aferentes corticales, talimicas y troncoencefélicas (Fig. 3).
Las neuronas estriatales llegan al GP y la SN, quienes, debido a la similitud morfologica de sus

somas, conforman las principales vias eferentes de los GB (Fig. 3).
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Figura 3. Conexiones aferentes y eferentes del cuerpo estriado. Al estriado llegan las
proyecciones axonales de la corteza, el tdlamo y el tronco encefalico. Las neuronas estriatales

van al GP y a la SN, los cuales son las principales vias eferentes de los GB. Fuente: Hayhow
etal. (2013).

Funcionalmente, el segmento interno del GP se asocia con la parte reticulada de la SN
(SNr) ya que ambos emplean acido y-aminobutirico (GABA) como neurotransmisor inhibidor.
La parte compacta de la SN (SNc), ventral a la reticulada, contiene neuronas de dopamina y
neuromelanina. La extension interna de la SNec, el area tegmentoventral, también es
dopaminérgica. El nucleo subtalamico de los GB es el tnico con proyecciones axonales

excitadoras de glutamato (Kandel et al., 2013).
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El cuerpo estriado recibe proyecciones axonales de glutamato por parte de la corteza
para su excitacion, al igual que de los nucleos intralaminares del tdlamo; también, acepta
aferencias dopaminérgicas del mesencéfalo y serotoninérgicas de los nucleos de rafe. El cuerpo
estriado cuenta principalmente con neuronas de proyeccion espinosa media (MSN) de tipo
GABAC¢rgicas, quienes se activan Unicamente durante el movimiento o como consecuencia de
los estimulos periféricos (DeLong, 2000).

Por medio de una via directa y una indirecta que se originan en el cuerpo estriado, el
GP y la SNr reprimen la excitacion de los nucleos del talamo y del tronco cerebral. La via
indirecta, después de llegar al segmento externo del GP, continua hasta el nucleo subtaldmico
implementando el neurotransmisor GABA; y a partir de aquél ultimo pasa a los nucleos
eferentes utilizando glutamato. Como resultado de esta via se suprime progresivamente al
talamo. La via directa se activa tras estimulos cortos y rdpidos que viajan del cuerpo estriado
hasta el GP, donde inhiben las neuronas, posibilitando la activacion taldmica y cortical (DeLong,
2000). La via directa genera una retroalimentacidn positiva, favoreciendo el movimiento y la
via indirecta una negativa, creando el efecto contrario. Ambas rutas estan influenciadas por
aferencias dopaminérgicas de la SNc: la via directa contiene receptores de dopamina D1 (RD1),
ubicados en la membrana sinaptica y el drea somatodendritica de las MSN de proyeccion
estriadonigral, que promueven la transmision; y la indirecta, receptores D2 (RD2) que la
suprimen y se localizan en MSN de proyecciones estriadopalidales. Se ha demostrado que la
liberacion de dopamina (DA) depende de la activacion de los receptores postsindpticos de DA
de las MSN (Avila-Luna & Bueno-Nava, 2014).

La actividad del segmento interno del GP y de la SNr normalmente es controlada por
las vias directa de RD1 e indirecta de RD2, las cuales, a pesar de sus efectos contrarios, buscan
reducir la inhibicion de las neuronas talamocorticales y posibilitar los movimientos comandados
desde la corteza. Sin embargo, cuando se presenta una alteracion en la suministracion de DA
estriatal, es decir, que ésta se proporcione en menores cantidades a las normales, la actividad de
los ntcleos eferentes aumenta, generando una mayor inhibicion de las neuronas talamocorticales
y tegmentales, dando como resultado, anomalias en la produccién de movimientos, como los

observados en enfermedades neurodegenerativas como la EP (DeLong, 2000).
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I11.1.2. Fisiopatologia del sistema motor

El decaimiento funcional del sistema motor puede originarse a partir de afecciones musculares,
uniones mioneurales, nervios periféricos o el SNC (Chusid, 1987). Para establecer una
condicién patoldgica, resulta fundamental basarse en la fenomenologia de los movimientos. Los
trastornos motrices poseen un origen neurolégico y dependiendo de su modo de manifestacion
se les puede clasificar en dos grandes grupos: hipercinesias, cuando hay un exceso de
movimientos; e hipocinesias cuando se observa una menor amplitud del movimiento. El primer
tipo de trastorno se identifica por presentar discinesias (manifestaciones motoras no naturales)
e hipotonia (deterioro del tono muscular). En contra parte, las hipocinesias se caracterizan por
movimientos lentos (conocidos como bradicinesias) y acinesias (pérdida del movimiento)
(Fahn, 2011).

La manifestacion motriz depende de que las vias directa e indirecta que proceden del
cuerpo estriado permanezcan en equilibrio, sin embargo, la alteracidon hiperactiva de la via
indirecta con respecto a la directa, genera trastornos hipocinéticos y la diminucion de la
actividad de la primera via en comparacién con la segunda, crea trastornos hipercinéticos
(DeLong, 2000).

En el SNC, las afecciones del sistema motor pueden desencadenarse por estados
disfuncionales de los GB, la corteza y el tdlamo (DeLong, 2000). La enfermedad de Parkinson
(EP) es un ejemplo de un trastorno neurodegenerativo hipocinético que presenta gran relevancia
en la actualidad. A nivel mundial, de 1990 a 2015, mas de 6 millones de personas fueron
diagnosticadas con esta enfermedad y se pronosticd que para el 2040 dicha cifra aumentaria a
mas de 12 millones de personas (Dorsey et al., 2018). Para el caso de México, el estudio
realizado por Rodriguez-Violante et al. (2019) indic6 que entre los afios 2014-2017 en el pais
se presentaron 37.93 casos de personas con EP por cada 100,000 habitantes, con una incidencia
de densidad de 9.48/100,000 personas por afio. En personas mayores de 65 afios, la prevalencia
fue de 313.94/100,000 habitantes y a nivel de sexos, fue mayor en hombres que en mujeres,
presentando los primeros una tasa de 42.22 contra una de 34.78/100,000 de las mujeres.

En la EP las neuronas dopaminérgicas que estan localizadas principalmente en la SN¢
del mesencéfalo mueren, hay una despigmentacion, gliosis (alteraciones en las células gliales)
y se desarrollan cuerpos de Lewis que en conjunto producen cuadros sintomatoldgicos que
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incluyen rigidez, temblores, lentitud de movimiento, inestabilidad de la postura corporal y
dificultad para caminar y marchar. En estadios mas avanzados, se observan ademas alteraciones
en la funcion de la mano y hay mas predisposicion para caidas (Beitz, 2014; Opara et al., 2017).

En la EP, las mutaciones genéticas también son determinantes para la muerte neuronal.
La proteina o-sinucleina, ubicada principalmente en las terminales presinapticas, sufre un
cambio molecular, lo cual induce su agregacién y genera los cuerpos de Lewis, inclusiones
celulares insolubles caracteristicas de la enfermedad (Beitz, 2014). Adicionalmente, la
acumulacidn de dicha proteina mal plegada puede deberse y provoca una disfuncion metabdlica,
alterando la fosforilacién oxidativa, un sistema de flujo de electrones presente en la membrana
interna mitocondrial que crea un gradiente electroquimico celular, el cual es implementado para
la produccion de energia (ATP), el control de los niveles moleculares de calcio (Ca"), especies
reactivas de oxigeno, entre otros y la regularizacion de los eventos de apoptosis y diferenciacion
celular. Lo anterior crea una mayor sobreproduccion y oligomerizacion (conversion de los
monomeros a estados macromoleculares) de la a-sinucleina y en consecuencia se incita a la
degeneracion y la muerte neuronal (Jiménez, 2019).

Hoy en dia no se conoce la cura para la EP, pero existen diferentes tratamientos como
el uso farmacologico de la levodopa, que se implementa para contrarrestar la falta de dopamina

generada por la pérdida neuronal de la SN.

I11.1.2.1. Levodopa como tratamiento para la enfermedad de Parkinson

Las alteraciones motoras en la EP pueden ser tratadas con inhibidores enzimadticos, firmacos
anticolinérgicos, agonistas dopaminérgicos o L-3,4-dihidroxifenilalanina (levodopa) (Tabla I).
Este ultimo es el farmaco mas implementado (Heumann et al., 2014; Reich & Savitt, 2019),
comunmente suministrado junto con Carbidopa (Co-careldopa, Tabla I), un inhibidor periférico
que potencializa la eficiencia del tratamiento suprimiendo la actividad de la enzima DOPA
descarboxilasa (metaboliza L-DOPA a 3,4-dihidrofenilacétato, impidiendo el paso del farmaco
a través de la BBH) (Laterra & Goldstein, 2000; Reich & Savitt, 2019). Esto indica que la

actividad de esta enzima se genera por las células que forman la BBH. Sin embargo, el uso
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prolongado de levodopa genera fluctuaciones motoras y discinesias a través de cambios

anatdmicos en el cuerpo estriado y en las vias estriatales directa e indirecta (Heumann et al.,

2014).

Tabla I. Farmacos comunes para el tratamiento de la EP segun la clase de medicamento.

CLASE DE FARMACO  EJEMPLO DE FARMACO MOLECULA
Levodopa Co-careldopa Levodopa:
y

HO oH
HO b
Carbidopa:
”C'«w,-*aa%___,-t'&q. e
woo e Mgy

Agonistas de dopamina

Inhibidores de Monoamino

oxidasas B (MAO-B)

Inhibidores de catecol O-
metiltransferasa (COMT)

Amantadina

Anticolinérgicos

Pramipexol

Rasagilina

Entacapona

Amantadina

Prociclidina

H
N, S
o

®
S

Informacién tomada y modificada de https://www.parkinsons.org.uk/ (farmacos);

https://wikipedia.org (estructuras moleculares).

23



El cuerpo estriado es la zona mas rica de receptores de DA de los GB y se ha
demostrado que durante condiciones de poca DA los RD1 se estimulan de gran manera, lo que
activa el complejo monofosfato de adenosina ciclico/Proteina quinasa A (AMPc/PKA)
generando la fosforilacion de sustratos de PKA (e.g., fosfoproteina neuronal regulada por
dopamina y AMPc (DARPP-32)) e induciendo hipersensibilidad de los receptores. De igual
manera, las discinesias ocurren bajo una condicidn de denervacién estriatal notable e
hipersensibilidad. Por ejemplo, el tratamiento prolongado de levodopa en animales denervados
de DA, activa a la PKA y la fosforilacion de DARPP-32 en las MSN de la via directa, afectando
cascadas de sefializacion intracelulares y activando la trascripcion de genes (Heumann et al.
2014) (e.g., factor neurotréfico cerebral, una neurotrofina fundamental para el mantenimiento
de las neuronas dopaminérgicas de la SN (Mohammadi et al., 2018).

La levodopa con Carbidopa es el tratamiento mas comun para contrarrestar las
afecciones motoras de la EP, sin embargo, en un plazo que fluctia de entre 40 semanas y 6.5
afos, los cambios mencionados anteriormente en las vias de los GB se hacen mas evidentes, las
complicaciones motoras aumentan y se afecta tanto la calidad de vida de los pacientes como su

economia, al necesitar dosis cada vez mas altas del farmaco (Tran et al., 2018).

I11.2. Biopolimeros

Con el fin de ofrecer una alternativa mas sostenible y menos costosa, los investigadores han
visto un fuerte potencial en el campo de los biopolimeros, los cuales son implementados en
diversas areas, incluida la medicina (Winkworth-Smith & Foster, 2013).

Los biopolimeros pertenecen a los grupos de macromoléculas encontradas en la
naturaleza constituidos por decenas de cientos (o incluso cientos de miles) de cadenas lineales
o ramificadas de moléculas de bajo peso molecular (mondmeros). Suelen constituirse por
monomeros de 4cidos nucleicos, aminoacidos, o carbohidratos ordenados para crear estructuras
primarias, secundarias y en ocasiones terciarias. También, éstos pueden conformarse por un
conjunto de diferentes unidades monoméricas denominados heteropolimeros (George et al.,

2020). Ejemplos de biopolimeros mas comunes y abundantes en la naturaleza son la celulosa y
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el almidon; la primera es el componente principal de las plantas, por lo que es considerada como
practicamente inagotable, estd conformada por repeticiones monoméricas de D-glucosa y se
caracteriza por poseer propiedades como biodegradabilidad, hidrofilicidad y gran habilidad para
su modificacion quimica (Klemm et al., 2005). Por su parte, el almidon se encuentra en plantas
comestibles en gran cantidad y es una fuente de energia para los humanos; la estructura de esta
macromolécula esta compuesta por cientos a miles de unidades de D-glucosa orientadas en igual
direccion (a diferencia de las de la celulosa que estan a 180° sobre su eje columnar) (Shrestha y
Halley, 2014) y expresa propiedades como agente de retencion de agua, estabilizante,
gelificante, entre otras (Ramireza et al., 2017).

El uso de los biopolimeros depende de varios aspectos que caracterizan su funcion:
cantidad/calidad/tipo de solvente, propdsito del polimero escogido (;qué se desea lograr con
¢1?), procedimiento que se siguid para obtener la estructura y su grado de acoplamiento con
cualquier otro material con el que se desee trabajar (Winkworth-Smith y Foster, 2013). Hay una
gran cantidad de biopolimeros de los cuales el hombre ha sacado provecho, otro ejemplo
ampliamente utilizado hoy en dia es el de la quitosana, el derivado central de la quitina, el

segundo polisacarido mas importante después de la celulosa (Singh et al., 2017).

I11.2.1. Quitosana y sus derivados quimicos

La Q es un copolimero, es decir, estd conformado por dos 0 mas monomeros no similares, en
este caso, por unidades de glucosamina y N-acetilglucosamina unidos por 1-O-4 enlaces
glucosidicos (Wang et al., 2020). Naturalmente a la Q sélo se le puede encontrar en ciertos
hongos de la familia Mucoraceae, pero su sintesis se puede lograr por medio de la N—
desacetilacion de la quitina (Fig. 4). La Q es un biopolimero biodegradable, no tdxico,
biocompatible, con actividad hemostética y antimicrobiana. Su uso es amplio y se recomienda
para aplicaciones clinicas para la generacion de dispositivos de administracion de farmacos

(Singh et al., 2017).
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Figura 4. Estructura primaria de la quitina (A) y la Q (B). En Ia posicidon 2 de cada anillo se
encuentran encerrados el grupo acetato amidado (A) y la amina desacetilada (B). Fuente:

Pacheco (2010).

Existen derivados quimicos de Q con distintos pesos moleculares, grados de
desacetilacion y patrones de derivatizacion molecular (Singh et al., 2017). Uno de los métodos
mas prominentes para elaborar derivados de Q es la quimica click, una reaccion rapida y de
rendimiento elevado en la que dos grupos funcionales interaccionan exclusivamente el uno con
el otro. Este tipo de reacciones se dan en un rango de temperatura de 25-37°C y con un pH de
4-12; permanecen inalteradas frente a condiciones de agua y oxigeno; responden muy bien a
procedimientos sencillos de purificacion debido a la selectividad de sus productos y se
identifican por seguir los fundamentos de la quimica modular, mostrando un comportamiento
similar al encontrado en la naturaleza (Argiielles-Monal et al., 2018).

Los derivados de Q obtenidos por quimica click han demostrado ser antimicrobianos y
antifingicos eficaces; y han exhibido propiedades como termosensibilidad, fotocromia,
susceptibilidad a cambios de pH, solubilidad en quimicos especificos, entre otros (Argiielles-
Monal et al., 2018; Liu et al., 2017). A partir de esta ultima caracteristica ha sido posible
preparar principalmente copolimeros de Q a través de injertos moleculares (Argiielles-Monal
et al., 2018), método en el que la Q por medio de sus dos grupos funcionales reactivos, el grupo
amino y el hidroxilo (punto de inicio de la copolimerizacion por injerto) permite que moléculas
de menor tamafio generen derivados tras unirse covalentemente a la columna de Q (Kumar et al.,

2020). La Q modificada por este tipo de procedimiento ha mostrado mejor estabilidad,
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solubilidad en agua y caracteristicas bioactivas como antioxidantes (Kumar et al., 2020; Liu
etal., 2017). Algunos ejemplos de productos por copolimerizacion de injerto son: poli(/N-
isopropilacrilamida), N-u-O-quitosana-g-poli(etilenglicol), quitosana-g-poli(/NV-

vinilcaprolactama), entre otros (Argiielles-Monal et al., 2018; Fernandez-Quiroz et al., 2015).

I11.2.2. Caracterizacion de biopolimeros derivados de quitosana

La modificaciéon estructural de la Q es una manera eficiente para obtener derivados con
caracteristicas quimico-fisicas en el biopolimero. Se puede modificar la solubilidad de la Q y
pasar, de Unicamente solubilizarse en medios 4cidos (pH=<5) a generar una solucion en agua
(pH=7), como lo ocurre cuando a la Q se le injerta N-vinilcaprolactama (Alves y Mano, 2008;
Fernandez-Quiroz et al., 2015). En este sentido, cuando se modifica la estructura de la Q, se
confirman los cambios que se produjeron quimicamente, a través de la caracterizacion analitica
con espectroscopia de infrarrojo-transformada de Fourier (FT-IR), resonancia magnética

nuclear de proton (1H-RMN) o de carbono (RMN-13C) (Liu et al., 2017) (Tabla II), entre otros.
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Tabla II. Ejemplos de biopolimeros con sus respectivas sefiales distintivas de acuerdo con los

métodos de caracterizacion fisicoquimica: FT-IR, 1H-RMN y RMN-13C. Cm™'= Centimetros

reciprocos. Ppm= Partes por millon.

BIOPOLIMERO FT-IR (cm™) 1H-RMN (ppm) RMN-13C FUENTES
(ppm)
N-ftaloil Bandas fuertes en Sefial a 7.8 porlos Picosal69delC (Montiel-
quitosana 1773 y 1712 por el protones del anillo de los grupos Herrera
C=0 de la aromatico. carbonil imida y et al., 2015)

6-azido-6-deoxi-N-

ftaloil quitosana

Hidroxipropil

quitosana

ftalimida; y a 720
del =C-H de cuatro
H adyacentes.
Banda en 2106 por
el grupo N=N=N.

Picos a2970y 1376
del C-H del grupo
CHs.

Sefial a 7.8 por los
protones del anillo

aromatico.

en 0.99-
1.02 por el CHs
del CO.

Sefial

al23,131,134y
135 de los C del
anillo aromatico.
Pico a ~52 del
C6; a 59 del C2;
a 70,75 y 80 de
los C3-5; a 98
del C1; a 123,
132 y 136 del
grupo ftaloiloy a
170 del C=0 de
este ultimo.

Pico a 68.9 por
el carbono
hidroxipropilado
en C6.

(Ifuku et al.,
2011;
Montiel-
Herrera

etal., 2015)

(Shao etal.,
2015; Wan
et al., 2004)

I11.2.2.1. Espectroscopia de infrarrojo-transformada de Fourier

La espectroscopia de infrarrojo-transformada de Fourier (FT-IR) es una herramienta utilizada

para obtener informacion de las energias asociadas a grupos funcionales que conforman una o
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varias moléculas. En este sentido, el andlisis de dichas energias asociadas a la incorporacion de
sustancias en el esqueleto molecular en la Q puede derivar en la identificacién de injertos
quimicos y reacciones quimicas tipo click en quitosanas (Liu et al., 2017) como es el caso de la
quitosana-g-poli(N-vinilcaprolactama) (Fernandez-Quiroz etal., 2015) o derivados de N-
furfural quitosana (Montiel-Herrera et al., 2015).

En el método se atraviesa una muestra con un dipolo inducido o permanente con
radiacion infrarroja electromagnética para conocer, en condiciones especificas de energia, qué
fraccion de radiacion es absorbida (Kumirska et al., 2010). El fundamento radica en las
vibraciones atomicas de las moléculas analizadas, cada pico del espectro final que se obtiene es
la frecuencia vibracional de una seccidon de la molécula (Kumirska et al., 2010), por lo que se
permite identificar los grupos funcionales que se encuentran acoplados en ella (Banihashem
et al., 2020). Para reducir tiempo y volver al método mas eficiente, el espectro resultante se
convierte en frecuencia de numero de onda por la transformada de Fourier, una operacion
matematica que determina el papel que desempefia cada frecuencia para crear la sefial final
(Smith, 2011).

Recientemente, Fernandez et al. (2015) generd un derivado de Q que caracterizacion
por FT-IR. En dicho espectro se identificaron una banda débil en 1653 cm™, caracteristico del
grupo carbonilo (C=0) de la amida I; una banda a 1578 cm™ de la molécula -N-H de la amida
II; una banda a 1417 cm™' debida al grupo metileno (-CH>) del compuesto; una banda a 1375
cm ! por el grupo metil (-CHs); una banda a 1320 cm™! por el enlace C-N de la amida III; una
banda fuerte a 1152 cm™! por el grupo éter (C-O-C) y dos bandas, una a 1075 cm™ y otra a 1030
cm’!, correspondientes a los anillos piranosos de la Q. En contraparte, dentro del mismo trabajo,
se caracterizo el derivado de Q Q-g-PVCL, siendo notable el comparativo del espectro de la Q
pura, y la de su derivado, que presentd bandas mas débiles, una en 1625 cm™ y otra en 1520 cm
!, sugiriendo la generacion de nuevos enlaces entre el grupo carboxilo de la N-vinilcaprolactama

y el grupo amina de la Q.
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I11.2.2.2. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de proton

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear de proton (1H-RMN) es un método de
referencia util para determinar las caracteristicas estructurales y fisicoquimicas de compuestos
organicos, como el grado de desacetilacion de la Q (Kumirska et al., 2010). Esta técnica se
fundamenta en la absorcion fisica y emision de radiacion electromagnética (Rhodes, 2017), en
los momentos magnéticos nucleares &tomos que poseen campos magnéticos. Dichos momentos
se relacionan con el momento angular de los mismos nucleos, llamado espin nuclear, el cual
basa su valor en el nimero de giro. Aquellos nlcleos con un nimero no par de protones y
neutrones favorecen la practica de la técnica, ya que poseen un giro nuclear y un momento
magnético diferentes de cero; un ejemplo de ello es el 1H, quien tiene un nimero de espin de
Y, es decir que puede tener dos orientaciones, una paralela y otra antiparalela al campo externo
(Mlynarik, 2017). Por lo anterior, cuando la muestra a analizar recibe radiacion que se encuentra
usualmente entre 40-1000 MHz y dentro de la region de las radiofrecuencias (Rhodes, 2017),
los nucleos la absorben y responden cambiando su estado de espin; posteriormente, los nucleos
regresan a su estado original y emiten energia, cuya sefial es registrada por un espectrofotometro
de RMN en una grafica de frecuencias — intensidad (Mlynarik, 2017).

El espectro que se puede obtener de Q por IH-RMN, segtin Liu et al. (2017), muestra
desplazamientos de energias alrededor de 2.9 ppm, 3.3-3.7 ppm, 4.4 ppm y una cerca de 1.8
ppm, correspondientes a las unidades de N-acetilglucosamina (Fig. 5). Por otra parte, Fernandez
et al. (2015), establece que las unidades de N-acetil de la Q se observan en desplazamientos
energéticos a 1.92 ppm y 3.18 ppm y 4.85 ppm de los grupos N-glucosamina. En el mismo
trabajo, el espectro del copolimero Q-g-PVCL, mostrd las sefiales caracteristicas de Q y las de
vinilcaprolactama, por ejemplo, un multiplete entre 1.20 y 1.81 ppm correspondientes al 6H del
grupo -CH>- del anillo de caprolactama y al 2H del -CHz- de la cadena principal del polimero;
asimismo el copolimero no presentd el desplazamiento energético caracteristico del grupo

carboxilo a 10.20 ppm, que la vinilcaprolactama si mostro.
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Figura 5. Espectro de 1H-RMN de Q exhibiendo desplazamientos de energias cerca de 2.9 ppm,
3.3-3.7 ppm, 4.4 ppm y alrededor de 1.8 ppm, correspondientes a las unidades de N-

acetilglucosamina. Fuente: Liu et al. (2013).

Una vez que la caracterizacion fisicoquimica de los compuestos a estudiar es realizada,
otra interrogante es la presentacion en la que el biopolimero se proveera para el analisis de sus

posibles efectos a nivel sistémico, para ello las nanoparticulas representan una gran opcion.

I11.2.2.3. Nanoparticulas

Las nanoparticulas pueden definirse como particulas coloidales sélidas que presentan tamafios
entre 10 a 1000nm (Luque-Alcaraz et al., 2016). Las nanoparticulas pueden ser poliméricas y
usualmente abarcan a las nanoesferas y a las nanocapsulas; las primeras contienen una matriz
solida donde las moléculas pueden absorberse superficialmente o encapsularse dentro de ella.
Las nanocépsulas fungen como vesiculas donde las sustancias son atrapadas en un nucleo
liquido, ya sea de aceite o agua, que se encuentra encapsulado en una membrana sélida (Rao y
Geckeler, 2011).

Actualmente las nanoparticulas son consideradas una gran herramienta en el campo de
la medicina por los beneficios que trae consigo su tamafio, ya que pueden pasar diferentes
barreras bioldgicas, incluida la barrera hematoencefalica (Ali y Ahmed, 2018) y distribuirse

facilmente a través de los vasos sanguineos del cerebro de animales como las ratas, ya que éstos
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tienen un didmetro promedio de entre <20 pm y >50 pm (Zhang et al., 2014). Un ejemplo de lo
anterior son las nanoparticulas de Q, quienes presentan grandes propiedades como
biocompatibilidad, biodegradabilidad, no toxicidad y cierta especificidad debida a su caracter

cationico (Agnihotri et al., 2004).

I11.2.3. Funcion de los derivados de quitosana en sistemas biologicos

La modificacion quimico-fisica de la Q le confiere caracteristicas especificas como
biocompatibilidad, no toxicidad, biodegradabilidad y una alta capacidad de absorcidn, lo cual
soluciona ciertos problemas como la solubilidad en medios acidos (El Knidri et al., 2018).

Ejemplos de campos de investigacidon que se han beneficiado por la modificacion de la
Q son la ingenieria de tejidos, la industria quimica, médica y farmacéutica (El Knidri et al.,
2018). Esta ultima lo ha hecho con la sintesis de drogas de diferentes tipos: antiinflamatorias,
cardiovasculares, antitumorales, antidiabéticas, hormonas, proteinas, aminodcidos, entre
muchas otras, las cuales han sido adheridas o encapsuladas en sistemas de particulas de Q.
Adicionalmente, las nanoparticulas de Q y sus derivados han sido utilizadas como portadores
de vacunas y de genes, creando una respuesta inductora de anticuerpos; un ejemplo de una
vacuna que ha sido cargada en este sistema de nanoparticulas es la de la influenza (Ahmed y
Aljaeid, 2016).

Pasanphan et al., (2010) reportaron un efecto potenciador antioxidante por parte del
acido galico hacia la Q debido a la transferencia de 4tomos de hidrégeno que realiza. Liu et al.,
(2017) reafirman lo anterior comunicando que el acoplamiento de fenoles a la Q provoca en el
biopolimero un aumento de su capacidad antioxidante. A su vez, Zhao et al. (2019) cargaron
nanoparticulas de o-carboximetilquitosana con acido galico para su administraciéon como
tratamiento de la lesidn por isquemia/reperfusion cerebral y concluyeron que el sistema le brinda
mayor neuroproteccidon al firmaco disminuyendo su baja capacidad de absorcion y rapida
eliminacion; por lo que consideran a las nanoparticulas como un vehiculo eficiente en la
suministracion de acido galico cerebral y, como consecuencia, en el tratamiento de la

enfermedad.
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Otro ejemplo es el reportado por Ferndndez et al. (2015), quienes debido a que la
quitosana-g-poli(N-vinilcaprolactama) es soluble en agua a bajas temperaturas y se disocia en
fases al incrementar la temperatura, especulan una fuerte capacidad del biopolimero para
utilizarse como un sistema de transporte controlado de farmacos. Lo anterior es respaldado por
el trabajo de Rejinold etal. (2011), quienes acoplaron curcumina a nanoparticulas del
biopolimero antes mencionado y reportaron la posible eficacia del sistema para la
administracion de farmacos anticancerigenos, dado las propiedades de la curcumina para la

activacion de la apoptosis y el bloqueo de vias de proliferacion celular.

De acuerdo con los antecedentes presentados, este trabajo sintetizara nanoparticulas de
un derivado de Q amidado con levodopa y marcado con SRB, como propuesta para estudiar sus

efectos fisiologicos en un modelo murino con EP.

IV. JUSTIFICACION

En la enfermedad de Parkinson, las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra mueren
progresivamente. Esto genera una concentracion irregular de dopamina en el cerebro.
Comunmente, la levodopa (L-3,4-dihidroxifenilalanina) se prescribe como un tratamiento
farmacoldgico para atender a esta enfermedad. Sin embargo, el uso prolongado de levodopa
puede generar irregularidades motoras en los pacientes. En este contexto, en este proyecto de
investigacion se elaboraran y caracterizaran quimico-fisicamente nanoparticulas de un
biomaterial derivado de quitosana amidado con levodopa y marcado con SRB, para analizar el
efecto que tiene la suministracion de nanoparticulas de Quitosana-Levodopa-Sulforrodamina(B)
sobre las células de la sustancia negra mesencefalica en un modelo murino in vitro. Los
resultados que se obtengan de este trabajo experimental podrian abrir nuevas brechas de

investigacion para estudiar y comprender la fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson.

33



V. HIPOTESIS CIENTIFICA

Para el afio 2040 se estima que habran alrededor de 12 millones de personas con enfermedad de
Parkinson que desarrollaran de manera progresiva e irreversible, temblores, discinesias,
inestabilidad, rigidez en la postura, e inhabilitacidn cognoscitiva y conductual. En este sentido,
es fundamental desarrollar nuevas estrategias de tratamiento preventivo y farmacoldgico. Por
ello, este trabajo plantea si la elaboracion de nanoparticulas de Quitosana-Levodopa-
Sulforrodamina(B) tienen la capacidad de atravesar las membranas celulares de la sustancia
negra cerebral en un modelo murino in vitro, responsables de sintetizar la dopamina que modula
el circuito motor cerebral. El conocimiento que se genere de este trabajo de investigacion abrira
un nuevo paradigma investigacidn para estudiar y comprender la fisiopatologia de Ia

enfermedad de Parkinson.

VI. OBJETIVOS

VI.1. Objetivo General

Caracterizar quimico-fisicamente nanoparticulas de Quitosana-Levodopa-Sulforrodamina(B)

para evaluar sus efectos sobre las células de la sustancia negra en un modelo murino in vitro.
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VI.2. Objetivos Especificos

1. Sintetizar a través de quimica click un derivado de quitosana unido covalentemente a
levodopa (L-3,4-dihidroxifenilalanina) y sulforrodamina B.

2. Elaborar nanoparticulas de Quitosana-Levodopa-Sulforrodamina(B) y caracterizarlas a
través de espectroscopia de infrarrojo-transformada de Fourier, resonancia magnética nuclear
de proton y dispersion de luz dinamica.

3. Determinar in vitro la localizaciéon de las nanoparticulas de Quitosana-Levodopa-

Sulforrodamina(B) en cultivos celulares primarios de la sustancia negra del cerebro de rata.

VII. METODOLOGIA

Todos los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con la NOM-062-Z00-1999, la
Declaracién de Helsinki, y los principios éticos propuestos en documentos y guias pertinentes
de la Administracién de Drogas y Alimentos, asimismo por la Agencia Europea de Evaluacion

de Medicamentos.

VII.1 Sintesis de Quitosana-Levodopa-Sulforrodamina(B) (QLS)

Para este trabajo se utilizd Q de bajo peso molecular (Fluka). El resto de los reactivos se
adquirieron de Sigma-Aldrich (Merk). Para todos los experimentos se us6 agua grado Milli-Q
con una conductancia 2 pS/cm?. La Q presentd un peso molecular viscosimétrico promedio de

1.3x10-5, estimado a 25°C de una solucion 0.3 M de acido acético/0.2 M de acetato de sodio
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(Montiel-Herrera et al., 2015). Ademads, por IH-RMN, se determiné el grado de N-acetilacion
dela Q.

La Q se disolvid (10 g/L) en acido acético 0.3 M. A esta solucidon de Q se le agregd 1
mg de levodopa a 25°C y se dejo 24 h en obscuridad. La disolucion de Quitosana-Levodopa
(QL) se transfirié a una membrana de celulosa para purificarla por didlisis en agua grado Milli-
Q por 36 h. Finalmente, la solucion se liofilizé y el biomaterial liofilizado se evalud por FT-IR
en pastillas de KBr. Una vez confirmada la incorporaciéon de levodopa en las cadenas de la Q
por FT-IR y 1TH-RMN (ver mas adelante), se generd una disolucidon de Q (10 g/L) en acido
acético 0.3 M y se le agregd 1 mg (1.7 uM) SRB (PM 558.666 g/mol) a 25°C y se dejo 24 h en
obscuridad. Esta disolucién de QL y sulforrodamina B (QLS) se transfirié a una membrana de
celulosa para purificar el biomaterial por didlisis en agua grado Milli-Q por 36 h. De nueva
cuenta, se confirm¢ la incorporacion de la sulforrodamina B en las cadenas de QL por FT-IR y
IH-RMN. En particular, con este ultimo procedimiento se analizaron los grados de N-

sustitucion en la Q y se determind el rendimiento del procedimiento expresado en porcentaje.

VII.2 Caracterizacion Quimico-Fisica de QLS

El biomaterial QLS se evalud por técnicas de FT-IR y 1H-RMN para estudiar las caracteristicas
fisicas y espectroscdpicas del QLS sintetizado.

. FT-IR: el espectro de infrarrojo del biomaterial QLS se realizé en un espectrémetro
Nicolet Protege (System 460 E.S.P) FT-IR Spectrometer (Madison WI, USA) en pastilla de
KBr. Se corrieron >64 barridos acumulados con una resolucién de 2 cm™ (Fernandez-Quiroz
etal., 2019).

. 1H-RMN: los espectros de alta resolucion en estado liquido 1H-RMN para el biomaterial
QLS se realizo en un espectrometro Varian Inova-600 Plus (599.7 MHz) equipado con una
sonda criogénica de triple resonancia (HCN). La muestra se disolvié en dxido de deuterio/HCI

0.5 N. Todos los experimentos se realizaron a 25°C (Fernandez-Quiroz et al., 2015).
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VII.3 Preparacion y Caracterizacion Fisica de Nanoparticulas a partir de QLS

Para obtener las nanoparticulas a partir biomaterial sintetizado, se elabor6 una solucién de QLS
(10 g/L) en 0.3 M 4&cido acético y se llevo a cabo un entrecruzamiento ionotropico con
tripolifosfato de sodio (TTP) de acuerdo con el método planteado por (Calvo et al., 1997) con
algunas modificaciones. Brevemente, a la solucién de QLS colocada en agitacion constante a
25°C se le agregaron gota-a-gota 140 puL de una disolucién de TPP en agua de grado MiliQ (2
mg/mL). Las nanoparticulas (nQLS) se formaron de manera espontanea favorecida por
agitacion magnética moderada. La apariencia de las nQLS se analizd visualmente para

identificar agregados (ligera turbidez) y solucion polimérica simple.
. Dispersion dindmica de luz y {-potencial

Las mediciones de Dispersion dindmica de luz y {-potencial se realizaron al mismo tiempo en
un Mobiul (Wyatt Technologies), bajo temperaturas controladas. El sistema M6biu utilizé un
laser de modo longitudinal tnico de 45 mW a 532 nm. Las mediciones se realizaron con un
angulo de dispersion de 163.5°. La muestra se sometié a un programa de calentamiento de
0.25°C min-1, a cada temperatura, la muestra se mantuvo en equilibrio durante 40 min antes de
las mediciones. La muestra se cargd en una cubeta de cuarzo de 45 pL con un conjunto de
electrodos. El registro y el analisis de datos se realizaron con el software DYNAMICS 7.8.0.26
(Wyatt Technology Corporation).

VI1.4. Distribucion sistémica in vivo de SRB

Para evaluar la distribucion in vivo de la SRB se tomd un grupo de 6 ratas (3 machos y 3
hembras) de la cepa Wistar (posnatal 30) y se les inyectaron 500 pL de una suspension de

SRB en 0.9% NaCl de manera intraperitoneal (Appaix et al., 2012) para monitorear el cambio
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de color de patas, ufias, cola, encias y orina en una linea de tiempo de 30 min, 1 h, 3 h, 6 h, 12

hy24h.

VIL.S. Cultivos Primarios de Células de la Sustancia Negra Mesencefalica de la Rata

Para realizar los cultivos celulares primarios se utilizaron ratas de la cepa Wistar posnatales PO-
P21 y se usé como base el protocolo seguido por (Montiel-Herrera et al., 2006) con ligeras
modificaciones. A los animales se les practicé la eutanasia inyectandoles pentobarbital soédico
intraperitoneal (120 mg/kg) para después decapitarlos. Inmediatamente, a cada animal se le
extrajo el cerebro con material de diseccidn, se colectd la SN mesencefélica para colocarla en
una caja Petri de pléstico con soluciéon Ringer fria (4-8°C). A continuacién, dentro de una
campana de flujo laminar (LABCONCO) previamente esterilizada y utilizando jeringas de
insulina, en un tubo de 1.8 mL se cortaron trozos pequefios de SN para facilitar su disociacion
mecanica inmersos en 1 mL de medio Neurobasal (NB; Invitrogen). Utilizando una pipeta
Pasteur, suavemente se disocié mecanicamente a través de succiones repetidas. La solucion
sediment6 (5 min) y se tomaron 300 uL. de medio NB y se colocaron en la superficie de un
cubreobjetos de vidrio (tratado con poli-L-ornitina) colocado dentro de una caja Petri de 35 mm
estéril. Finalmente, se agregaron 2 mL de medio de cultivo NB-SFB de la siguiente
composicion: 8.9 mL de NB, 1 mL de suero fetal bovino (SFB), 100 uL de antibidticos
(penicilina-estreptomicina). El cultivo celular se coloco en una incubadora (New Brunswick,
Eppendorf Company, Galaxy 48S) a 37°C y 5% CO2 en atmosfera humeda. El medio de cultivo

se cambio cada primer y tercer dia, hasta su utilizacion para los experimentos.

VII.6. Localizacion de las nQLS en Cultivos Celulares Primarios de SN
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Los cultivos primarios de células de la SN se presentaron ante una suspension de nQLS para
estudiar su interaccion y posible introduccion al soma y/o proyecciones celulares. Para ello,
inicialmente el medio NB se sustituy6 por 2 mL de solucion artificial cerebroespinal (aCSF, en
mM: 125 NaCl, 25 NaHCO3, 3 KCl, 1.25 NaH2P0O4-H20, 10 C6H1206, 1 MgCl2, 2 CaCl2, a
pH 7.3 ) con 100 uL nQLS (preparadas de una soluciéon de 1% QLS en 0.3 M de acido acético
y 2mg TPP/1 mL H>O MiliQ). La excitacidon optica de la SRB unida covalentemente a la
estructura de la Q sirvio para localizar a las nQLS, estimulandolas con una longitud de onda de
550 nm y colectando su emisidon a 580 nm (Appaix et al., 2012). El monitoreo de las nQLS se
analizé con microscopia de fluorescencia (Zeiss). Los datos fueron procesados e ilustrados con

ImageJ-FIJI y el software Origin Pro 8.0.

VIII. RESULTADOS

VIII.1. Caracterizacion Quimico-fisica de QLS

El biomaterial sintetizado se evalud por FT-IR y 1H-RMN para confirmar la incorporacion de

la levodopa y la SRB a las cadenas poliméricas de quitosana.

VIII.1.1. Espectroscopia FT-IR

El espectro de FT-IR obtenido de la QLS sintetizada se muestra en la Fig. 6. En éste se exponen
las bandas caracteristicas de la quitosana en 1648 cm™ (amida I, debido a la vibracion de

estiramiento de CO para amidas primarias alifaticas); 1569 cm™ (amida II, debido a la vibracién
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de deformaciéon de -NH); 1319 cm™! (amida III, debido a la vibracién de deformacién de C-N);
1150 cm™ (debido a la vibracién asimétrica de deformacion del grupo éter C-O-C) y 1028 cm™!
(debido a la vibracién de deformacidon de -OH en los anillos piranosos). Por otro lado, también
se muestran las bandas caracteristicas que modificé la incorporacion de la levodopa y SRB en
el espectro de la quitosana “Q-Levodopa” y Q-Levodopa-SRB”. En los espectros se identifican
ligeros corrimientos en las bandas de la quitosana de 1648 a 1644 cm™ (Fig. 6 QL) y 1640 cm”
' (Fig. 6 QLS) asociadas a las amidas I, y de 1569 a 1551 cm™! para las amidas II para QL y
QLS. Adicionalmente, es importante notar en los espectros de QL y QLS, un ligero corrimiento
en labanda de 1418 a 1408 cm™! caracteristico de energias asociadas de grupos metilenos unidos
a grupos funcionales que contienen azufre (CH2-SO.) o nitrogeno (CH2-N-). Asimismo, ndtese
la banda 1744 cm™ (debido a la vibracién de deformacién de C=0), 1257 cm™ (debido a la
vibracién de deformacién de la sustituciéon aromatica) y 895 cm™ (debido a la vibracion de
deformacion del anillo aromatico y del acido carboxilico). Adicionalmente, en el espectro de
“Q-Levodopa-SRB” se observan bandas caracteristicas en 1250 cm™! (debido a la vibracién de
deformacion de la anilina), en 1200 cm™ (debido a la vibracién de deformacion del éter
aromatico), 1151 cm y 1062 cm™ (debido a la vibracién de deformacién del éter ciclico), en
1027 cm™! (debido a la vibraciéon de deformacién de la amina terciaria (R3N)) y 944 cm! (debido

a la vibracion de deformaciéon de C=S).
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Figura 6. Espectros de FT-IR de Quitosana (Q, rojo) y Q-Levodopa (azul) comparados con el

de Q-Levodopa-SRB (gris). Las energias asociadas a los grupos funcionales caracteristicos de
cada constituyente en el biomaterial se indican en cada flecha.

VIII.1.2. 1H-RMN

La caracterizacion por IH-RMN de la Q-Levodopa y la Q-SRB-Levodopa arrojo espectros de
resonancia magnética nuclear de 1H con desplazamientos quimicos asociados a los esperados

por los protones aromdticos de la levodopa y la SRB incorporadas a la estructura
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macromolecular del biopolimero. En la Fig. 7 se muestra el espectro de la quitosana (A), la Q-
Levodopa (B) y Q-Levodopa-SRB (C). A diferencia de los desplazamientos quimicos esperados
de protones glucopiranosos, de aminas primarias, metilos o carboxilos presentes en la quitosana
(Argtielles et al., 2004), se aprecian desplazamientos quimicos de protones orto aromaticos (7-
8 ppm) simétricos presentes en las estructuras moleculares de la levodopa y de la SRB en 7.078,
7.99 y 8.1 ppm, y también los desplazamientos quimicos de protones aromaticos adyacentes a
un grupo carbonilo en 8.269 y 8.368 ppm. Todos estos desplazamientos quimicos de protones
estan fuertemente influenciados por la electronegatividad de grupos carbonilos y también
aquellos derivados de nitrogeno o azufre (Jacobsen, 2007). Estos espectros 1H-RMN indican la

unidn de levodopa, o de levodopa y SRB en la quitosana.
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Figura 7. Espectros de 1H-RMN de Quitosana (A), Q-Levodopa (B) y Q-Levodopa-SRB (C)

con sus desplazamientos quimicos caracteristicos.

VIIIL.2. Caracteristicas fisicas de las nQLS

Las nQSL del biomaterial sintetizado se obtuvieron a partir de una solucién compuesta de 100

pL de QLS (10 g/L en 0.3 M de acido acético) y 900 uL de agua de grado MiliQ. Estos se
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entrecruzaron (ionotropicamente) con 140 puL TTP (2 mg/mL H,O MiliQ) en agitacion

constante a 1200 rpm a 25°C por 10 min.

El aspecto fisico de las nQLS se evalué por medio de microscopia optica (Fig. 8) y
dispersiéon dindmica de luz (Fig. 9). Al microscopio, las nQLS se observaron de apariencia
esférica y regular. Es importante sefialar que en la Fig. 8 se muestran particulas de QLS de 0.3-
2 um de didmetro con la finalidad de ilustrar las caracteristicas microscéopicas del biomaterial.
Sin embargo, la elaboracidon de las nQLS con TPP produjo un tamafio promedio de nQLS de
103 + 8.5 nm de didmetro hidrodindmico. Nétese en la Fig. 9 que el tamafio de las nQLS presento
una distribucién de nanoparticulas monomodal polidispersa de 10-300 nm de didmetro

hidrodinamico.
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Fig. 8. Caracteristicas fisicas de las nQLS (flechas). Las fotografias se obtuvieron con un
microscopio confocal invertido (Zeiss) en campo claro (A) y fotoestimuladas con un laser de

argdn (A) 550/580 nm para colectar la fluorescencia emitida por la SRB unida a la Quitosana (B

y O).

44



18 -
14 |
12

10

Intensidad (%)

aaaaal A A d A L 1

1 10 100

A 1 A A daaaal

1000 10000

Didmctro hidrodindmico (am)

Fig. 9. Diametro hidrodinamico de las nQLS sintetizadas determinado por dispersién dindmica

de luz.

VIIIL.3. Distribucion Sistémica In Vivo de SRB

La administracion intraperitoneal de SRB se ensay6 en 6 ratas Wistar (P15-P26) para determinar
su distribucion sistémica y su excrecion renal (Appaix et al., 2012). A cada animal, se le inyecto
una suspension de 250 uLL de SRB (10 mg/mL) en NaCl al 0.9% y en un periodode 1,3y 5 h,

se monitoreo su distribucidn en cerebro, higado, intestino delgado y grueso, orejas, patas/ufias,

45



retina, rifién y pulmon. Los resultados se observaron a simple vista en cada uno de los tiempos
evaluados. La presencia de SRB fue notable en todos los tejidos mencionados, apreciandose un
cambio de coloracidn a tonos rosados en la primera hora (Fig. 10), mas ténues durante la tercera
hora (Fig. 11) y casi imperceptibles a simple vista a la quinta hora pos-adiministrada (Fig. 12).

Asimismo, se observd SRB en la orina de las ratas de coloracion rosa intenso (Fig. 11D).

Figura 10. Distribucién sistémica de SRB en ratas Wistar (P15-P26) después de 1 h de
administrarse. A y B: patas/ufias y orejas; C: Pulmon, intestino delgado y grueso, higado y rifidn;
D: cerebro y tejido subcutaneo; E: corte sagital de cerebro; F: globo ocular. En E y F, barra =5

mm.
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Figura 11. Distribucién sistémica de SRB en ratas Wistar (P15-P26) después de 3 h de
administrarse. A: patas/ufias y orejas; B y C: Pulmon, intestino delgado y grueso, higado y rifién;
D: orina color rosa intenso (flecha); E: cerebro en vista superior; F: corte sagital de cerebro; G:

globo ocular. En G, barra = 5 mm.
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Figura 12. Distribucidon sistémica de SRB en ratas Wistar (P15-P26) después de 5 h de
administrarse. A: patas/ufias y orejas; B: Pulmon, intestino delgado y grueso, higado y rifion; C:

cerebro; F: globo ocular. En D, barra = 5 mm.

VIII.4. Localizacion de nQLS en Cultivos Celulares Primarios de SN

La localizacion de las nQLS en los cultivos celulares primarios de SN de ratas de 3 dias de edad
se estudio tras la aplicacion de una solucion de 100 pL de nQLS en 900 pL de aCSF. Las nQLS
se observaron al microscopio dispersas en el plato de cultivo celular. En la Fig. 13 se observa

una célula en campo claro de uno de los cultivos celulares primarios de SN con nQLS a su
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alrededor y proximas a su membrana celular. Asimismo, al estimular con un sistema de
iluminacion laser (550/580 nm) se observo que algunas nanoparticulas posiblemente lograron
internalizarse en algunas células. En la Fig. 14 se muestra un cultivo celular primario de SN en
campo claro (A) que fue estimulado con 550/580 nm (B) para localizar a las nQLS. La
incorporaciéon de las nQLS en las células (Fig. 14C) se muestra con la superposicion de las

imagenes A y B. Notese que solamente algunas células incorporaron a las nQLS (flechas).

Figura 13. Localizacion de nQLS (flechas) en cultivos celulares primarios de SN (P3) en campo

claro. Barra= 10 pum.
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Figura 14. Localizacion de nQLS en cultivos celulares primarios de SN (P3). A, campo claro;
B, mismo campo estimulado con A=550/580 nm; C, imédgenes superpuestas. Flechas: células

cargadas con nQLS; Estrellas: célula sin nQLS. Barra =25 um.
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IX. DISCUSION

La quitosana es un biopolimero utilizado ampliamente en campos de investigacion como la
medicina, la farmacéutica, la ingenieria de tejidos y la industria quimica (El Knidri et al., 2018).
Una de las ventajas de la quitosana que se ha tratado de aprovechar por parte de dichas areas, es
la posibilidad de implementarla como transportador de farmacos a través de nanoparticulas
modificadas con la asociacion a otras moléculas. Un ejemplo es la elaboracion de nanoparticulas
sintetizadas a partir de O-carboximetilquitosana con acido galico para tratar la lesion por
isquemia/reperfusion cerebral (Zhao etal., 2019). Para el caso de las enfermedades
neurodegenerativas, las nanoparticulas han sido un blanco prometedor para el diagnostico y
creacidon de posibles tratamientos. Por ejemplo, las nanoparticulas metalicas se han utilizado
para la deteccién in vitro de las proteinas B-amiloide y a-sinocleina, macromoléculas
caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer y la EP, respectivamente. Asimismo, dichas
nanoparticulas se han implementado para manipular in vitro la agregacion de la f-amiloide con
el fin de reducir su toxicidad (Vio etal., 2017). Las nanoparticulas de oro y silice son
nanoparticulas metalicas, las primeras cargadas negativamente son reconocidas por prevenir la
fibrilacion de la proteina B-amiloide, y las de silice cargadas positivamente, inhiben la
fibrilaciéon de la o-sinocleina y los niveles de proteinas del sistema ubiquitina-proteasoma
(Pichla et al., 2020). Sin embargo, a pesar de los beneficios que ha traido consigo el uso de
nanoparticulas metélicas, hay evidencia que sugiere que este tipo de nanoestructuras puede
contribuir igualmente a la fibrilacidon proteica, es decir, desencadenar efectos tdxicos en un
sistema bioldgico asociados al tamafio de las nanoparticulas, su recubrimiento, la concentracion
y la carga superficial (Alvarez et al., 2013; Taebnia et al., 2015; Win-Shwe y Fujimaki, 2011).

Por otra parte, las nanoparticulas pueden ser elaboradas a partir de poliacetatos,
polisacéaridos o copolimeros (Wilson et al., 2011). En el caso de estos ultimos, la quitosana al
ser un polimero natural bioamigable (biocompatible y biodegradable) que muestra actividad
hemostatica y antimicrobiana (Singh etal., 2017), es utilizada frecuentemente como una

alternativa para elaborar materiales para el tratamiento de enfermedades del SNC (Manek et al.,
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2020; Wilson et al., 2011). Lo anterior se ha explotado igualmente como material para la
fabricacién de nanoparticulas que funjan como alternativa de tratamiento para trastornos
neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer y Parkinson; en el primer caso, se ha
demostrado obtener mayores resultados en la mejora de los sintomas de la enfermedad con las
nanoparticulas a base de quitosana que implementando Unicamente la parte farmacoldgica.
Asimismo, se ha visto que la combinacion de ambos tipos de tratamientos genera otras ventajas
como dosis efectivas mas bajas, mayor efecto antioxidante, incremento de la vida media del
bioactivo, entre otros (Manek etal.,, 2020). Para tratar los sintomas motores de la EP
generalmente se utiliza alguna estrategia de la terapia de reemplazo de dopamina, donde se
suelen utilizar agonistas de la molécula, inhibidores enzimaticos, entre otros (Ferrazzoli et al.,
2016). Comunmente se prescribe el precursor de la dopamina, la levodopa junto con carbidopa
(Reich & Savitt, 2019).

Es interesante mencionar, que se han fabricado nanoparticulas de quitosana acopladas
con dopamina de 110 + 3 nm de radio hidrodinamico para ser consideradas como vehiculos
activos de dopamina al cerebro (De Giglio et al., 2011), dado que la administracion de dopamina
exdgena se encuentra limitada por su escasa penetracion a través de la BBH causada por su
estado hidrosoluble (Ferrazzoli etal.,, 2016). Asimismo, recientemente se eclaboraron
nanoparticulas hibridas de lecitina-quitosana acopladas con piribedil (agonista dopaminérgico
de la familia de receptores D2 y D3) de 147 nm para administrar via nasal el farmaco al cerebro,
encontrando que las nanoestructuras aumentaron significativamente la captacion directa de
piribedil hacia el cerebro (Uppuluri etal., 2021). En este sentido, tomando en cuenta la
eficiencia que pueden lograr las nanoparticulas de quitosana como vehiculos acarreadores de
farmacos hacia el cerebro, en este trabajo se disefiaron, sintetizaron y elaboraron nanoparticulas
de quitosana acopladas con levodopa y SRB como alternativa potencial para el tratamiento de
la EP.

La caracterizacion del nuevo biomaterial a base de quitosana, QLS, indicé que los
corrimientos encontrados en el espectro de FT-IR, confirmaron que la levodopa y la SRB fueron
incorporadas a la cadena del polimero. La banda correspondiente al grupo funcional de las
amidas I suele localizarse entre 1640~1560 cm™ y la de las amidas I en 1580~1490 cm™ (Rojo,
2000). La quitosana genera una sefial de amidas I en 1648 cm™ y de amidas Il en 1569 cm™, tras

adicionar levodopa y SRB en la estructura de la quitosana, dichas sefiales sufrieron un ligero

52



corrimiento hacia 1644 cm™ (QL) y 1640 cm™ (QLS) en el primer caso, y otro hacia 1551 cm!
para el caso de las amidas II. Lo anterior sugiere que en dichos sitios la levodopa y la SRB se
unieron covalentemente al polimero. De igual manera, el corrimiento de 1418 cm™ a 1408 cm’
!, propio de energias asociadas a grupos metilenos enlazados con grupos funcionales con azufre
(CH2-S0O2) o nitrégeno (CH2-N-) (Rojo, 2000), probaron la unién de los tres compuestos.

Adicionalmente, la quitosana no posee grupos aromaticos en su estructura, y a través
de 1TH-RMN, se encontraron desplazamientos quimicos debidos a protones aromaticos en QL y
QSL. La quitosana no muestra ningin desplazamiento quimico después de las 6 ppm (Montiel-
Herrera et al., 2015). Sin embargo, los protones de grupos aromaticos suelen localizarse entre
las 7y 8 ppm, y en algunos casos entre las 8 y 9 ppm (dependiendo del ambiente quimico) (Fig.
7,By C).

El analisis fisico de las nQLS mostro que éstas presentaron un tamafio promedio de
103 £ 8.5 nm de diametro hidrodindmico, el cual pudiera resultar dptimo para atravesar
diferentes barreras biologicas, incluida la BBH y los vasos sanguineos cerebrales de mamiferos
(e.g., ratas) que presentan didmetros promedios entre 5-20 pm y mayores a 50 pm, en el caso
de los micro y macrovasos respectivamente (Ali & Ahmed, 2018; Zhang et al., 2014). De igual
manera, diversos autores han confirmado que particulas con tafiamos inferiores a 200 nm tienen
mas posibilidades de atravesar la BBH (Betzer et al., 2017; Cefia & Jativa, 2018; Ohta et al.,
2020). Un ejemplo de esto tltimo es el trabajo de Betzer et al. (2017), donde estudiaron el efecto
de diferentes tamafios (20, 50 y 70 nm) de nanoparticulas de oro acopladas con insulina sobre
la BBH y llegaron a la conclusion de que las estructuras de 20 nm, ademas de atravesar la BBH,
lograron obtener una mejor biodistribucion y acumulacién del farmaco en el cerebro. En este
sentido, lo anterior podria sugerir que las nQLS tendrian que elaborarse de diversos tamafios
para evaluar la influencia de este factor sobre su posible internalizacion hacia el cerebro.

Adicionalmente, diversas sustancias de bajo peso molecular solvatadas en agua o
lipidos, asi como los gases, pueden atravesar la BBH. Por ejemplo, algunos gases como el
oxigeno, nitrégeno y el dioxido de carbono, y sustancias como el dimetilfumarato, que es
utilizado para tratar la esclerosis multiple; la isoniazida, la pirazinamida y el linezolid,
implementados en el tratamiento de infecciones del SNC (Dotiwala et al., 2021).

Finalmente, la solucion de nQLS que se adiciond6 a los cultivos celulares primarios de

la SN se distribuyo en el citoplasma, lo cual podria sugerirse que la levodopa puede estar
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biodisponible para que las células la transformen en dopamina, y potencialmente la incorporen
a vesiculas de transporte celular. Como respaldo a este trabajo, anteriormente ya se han realizado
estudios con otros materiales que han logrado incorporarse a los sistemas celulares, un ejemplo
de ello son los nanotubos de ¢xido de titanio, los cuales se han elaborado para avaluar la relacion
causal entre la inhalacidon de nanoparticulas y la enfermedad cardiovascular, encontrando que
los nanotubos se absorben en la membrana de células epiteliales logrando alterar su estructura
molecular (Urbancic et al., 2018). Otro ejemplo es el trabajo que se realizoé para comprender la
interaccion entre nanoparticulas de polimetilmetacrilato y policloruro de vinilo sobre una linea
celular de fibroblastos de rifién de hamster sano, donde se encontré que las nanoparticulas se
internalizan en las células por medio de endocitosis e inducen una reduccion de la viabilidad
celular al disminuir la disponibilidad de ATP y generar especies reactivas de oxigeno
(Mahadevan y Valiyaveettil, 2021).

En corolario, la internalizacién de las nQLS por las células de los cultivos de SN
mesencefalica sugiere que las nanoparticulas tienen el potencial de atravesar diferentes barreras
bioldgicas, lo cual faltaria evaluarlo en posteriores investigaciones para aprovechar los
beneficios del transporte de farmacos por parte de la quitosana hacia el cerebro y lograr obtener

nuevas oportunidades de tratamiento para enfermedades neurodegenerativas como la EP.

X. CONCLUSION

Este trabajo describe un procedimiento sencillo y ecoamigable para preparar un nuevo
biomaterial a base de quitosana amidada con levodopa y sulforrodamina B via quimica click.
La caracterizacion quimico-fisica del biomaterial, a través de FT-IR y 1H-RMN, corrobor¢ la
incorporacién de levodopa y sulforrodamina B en la cadena polimérica de la quitosana.
Asimismo, el trabajo muestra la elaboracion de nanoparticulas de QLS de 103 + 8.5 nm de
diametro hidrodinamico, sugerente del potencial del material para estudiar su funcionalizacion

en sistemas bioldgicos in vivo en modelos neurodegenerativos como la EP.
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