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Resumen

Este trabajo de Tesis Doctoral describe el disefio y caracterizacion de liposomas preparados con lipidos
aislados de arquebacterias (ARQ) para generar respuestas inmunes antigeno-dependientes por la ruta oral
en modelos animales de laboratorio.

Para ello, se comenz6 con el aislamiento y la amplificacién en medio salino (3,5 M) de arquebacterias a
partir de muestras de suelo de Salina Chica (Peninsula de Valdez, Chubut, Argentina). Las mismas se
identificaron como H. tebenquichense. Los lipidos polares totales (LPT) se extrajeron y caracterizaron por
cromatografia en capa delgada mono y bidimensional (TLC-1D y 2D) y espectrometria de masas de
ionizacion por electrospray (ESI-MS). La mezcla de LPT estaba compuesta por: los fosfolipidos arqueales
2,3-di-O-fitanil-sn-fosfatidilglicerofosfato metil éster (PGP-Me) y 2,3-di-O- fitanil-sn-fosfatidilglicerol (PG); la
cardiolipina sn-2,3-di-O-fitanil-1-fosfoglicerol-3-fosfo-sn-di-O-fitanilglicerol (BPG); el sulfoglicolipido, 1-O-[a-
D-manosa-(2’-SO3H)-1"—2’)-a-D-glucosa]-2,3-di-O-fitanil-sn-glicerol (S-DGD-5) y la cardiolipina glicosilada
(S-DGD-5-PA). Con los LPT aislados se plante6 una primera aproximacion para evaluar la factibilidad de
obtencion de arqueosomas (ARQ) empleando homogeneizacion de alta presion (HPH) aplicando un DoE
multivariado. Los resultados demostraron que los ARQ ofrecieron una gran resistencia a la disminucién del
tamafio por HPH. Esto podria deberse a la hidrofobicidad de los arqueolipidos y la presencia de
cardiolipinas arqueales que conferirian una mayor rigidez a la membrana. Y por ultimo, se prepararon ARQ
con ovoalbumina (OVA), como proteina modelo, a escala laboratorio para evaluar métodos de
caracterizacion estructural de las vesiculas obtenidas utilizando propilenglicol (Pg) para aumentar la
incorporacion de la proteina. Los ARQ obtenidos tuvieron un tamafio menor a 200 nm (ZAve) y su Pdl fue
menor a 0,300. El potencial Z fue menor a -30 mV, lo que justificaria la estabilidad fisica en suspension
de estas vesiculas. En todos los casos las Tm y pre-Tm fueron menores a -20°C. La incorporacién de
proteina no mejord con el uso de Pgy la relacion proteina/lipido fue de =0,100 mg/mg.

Luego, se utilizaron técnicas para el andlisis de la captura y tréfico intracelular de ARQ, en células J774A.1,
como modelo de macréfago y en células Caco-2, como modelo de enterocito. Para lo cual se utilizaron
inhibidores de las diferentes rutas endociticas y se cuantificé la internalizacion de los ARQ fluorescentes a
través de la citometria de flujo. Estos estudios fueron complementados por microscopia confocal laser
de barrido (MCLB) para determinar la co-localizaciéon con Lysotracker®, marcador de organelas acidas.

Los resultados revelaron que aparentemente, las células Caco-2 capturarian ARQ mediante
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endocitosis mediada por caveolina y macropinocitosis. Ademas, se hall6 que las células J774A.1,
capturaron ARQ no solo mediante la clasica fagocitosis, sino también por endocitosis mediada por clatrina
y por caveolina. Los LPT utilizados para la preparacion de estos ARQ no poseen arquetidilserina en su
composicién pero fueron avidamente capturados por las células J774A.1. De un modo alternativo se podria
postular la manosa terminal de los arqueolipidos SDGD-5 y SDGD-5-PA que interactuaria con receptores
especificos presentes en APC para favorecer su captura. Este trabajo es el primero que muestra estudios
in vitro sistematicos sobre las vias de internalizacion y trafico intracelular de ARQ en lineas celulares no
fagociticas.

También se realizé un estudio comparativo de la capacidad de unién a células M de los ARQ preparados
exclusivamente con arqueoles aislados de H. tebenquichense, respecto a liposomas de fosfatidilcolina
de sojal/colesterol, mediante un modelo in vitro de barrera epitelial mucosa utilizando dispositivos
Transwell®. La fluorescencia, luego de 1y 2 horas de incubacion con ARQ marcados en el interior acuoso
con un colorante piraninico fluorescente (HPTS) y la bicapa lipidica con RhPE, fue 4 veces mayor
que la observada con liposomas marcados del mismo modo. Ademas, con muestras de ARQ, el 15% de
RhPE y 13% de HPTS se encontraron en el compartimiento basolateral de los Transwell®, espacio
equivalente al bolsillo basolateral de las células M. Por el contrario, no se detecté fluorescencia con los
liposomas. Estos hallazgos revelarian una mayor velocidad de transcitosis de los ARQ comparado con los
liposomas. Los resultados in vitro fueron sustentados por los hallazgos in vivo, donde se determind la

9

biodistribucion del radiofarmaco hidrosoluble 9 Mrc.DTPA incorporado a ARQ versus liposomas después

de la administracién oral en ratas Wistar. Luego de 4 horas, los ARQ fueron los responsables del 22,3 %

(3,5 veces mayor que los liposomas) del 99mTc-DTPA, hallado en circulacion. Esta importante cantidad de
marcador radiactivo en sangre podria ser consecuencia de la gran captura de los ARQ por las células M in
vivo, probablemente favorecida por las caracteristicas hidrofobicas de estas vesiculas. En suma, estos
resultados sugeririan que los ARQ, con una capacidad adyuvante probada por via parenteral y
biocompatibilidad demostrada, podrian ser un adecuado material nanoparticulado para utilizarse como
adyuvante por la ruta oral.

Y por ultimo, se propuso la incorporacién de antigenos solubles de T. cruzi a ARQ (ARQ-Tc) con el
objeto de realizar ensayos de inmunizacién por ruta oral en un modelo de animales de laboratorio. Ratones
hembra C3H/HeN se inmunizaron via oral con una dosis de aproximadamente 200 ug de proteina y/o 2 mg
de lipidos en un volumen méaximo de 200 pl. El esquema de inmunizacion fue 0-14-21-63 dias. La
respuesta humoral se determind a través del dosaje de anticuerpos clase IgG anti-T cruzi por ensayo
inmunoenzimético (ELISA, del inglés Enzyme-linked immunosorbent assay) en fase sélida en muestras de
suero. Para evaluar la respuesta inmune a nivel de mucosas se tomaron muestras de saliva y materia fecal
y se cuantifico el titulo de IgA por ELISA.

Las vesiculas obtenidas (ARQ-Tc y ARQ) tuvieron un tamafio menor a 200 nm y el Pdl fue menor a
0,400. El potencial Z fue menor a -30 mV.

En los experimentos de digestion in vitro desarrollados se demostr6 que los ARQ protegerian la
proteina incorporada. Ademas, a través del analisis por ESI-MS, los arqueolipidos evidenciaron una
resistencia estructural al ambiente hostil del tracto gastrointestinal en experimentos in vitro, con lo cual los
restos de manosa, a quienes se asigna la capacidad adyuvante, no se perderian. Sin embargo, los
resultados del ensayo de inmunizacién mostraron solamente un ratén, perteneciente al grupo que recibid

ARQ-Tc, con titulos elevados de IgG sérica (>6400) a partir de la quinta semana (14 dpi). Este titulo se
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mantuvo luego de 14 dias de la cuarta dosis. En ninglin caso se detectaron titulos de IgA en muestras de

saliva. En este contexto, se discuten estrategias para encarar futuros abordajes experimentales.

Directora: Prof. Dra. Eder Lilia Romero

Co-Directora: Prof. Dra. Maria José Morilla
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Abreviaturas, siglas y simbolos

A
0431

04B7

ABTS

Ac

AdDP

Ag

Amil

AN

APC

ARQ
ARQ-HPTS

ARQ-HPTS&RO-PE

ARQ-OVA
ARQ-Pg
ARQ-Pg-OVA
ARQ-RhPE
ARQ-Tc

99m
ARQ- Tc-DTPA

BAL

BN
BPG

BSA

C
CCR9/10
CCVv

CCvIE

integrina, molécula de adhesion de linfocitos B dirigidos a sitios no
mucosos

integrina, molécula de adhesion de linfocitos B dirigidos a sitios
mucosos

2,2’-Azino-bis (3-Etilbenztiazolina-6-acido sulfénico)

anticuerpo/s

dipéptido adamantilamido

antigenol/s

amiloride

apertura numérica

célula presentadora de Ag (del inglés antigen presenting cell)
argqueosoma/s

ARQ marcados con HPTS

ARQ con doble marca fluorescente, HPTS y RhPE ARQ M ARQ
multilamelares

OVA incorporada en ARQ

ARQ preparados con arqueolipidos y propilenglicol

OVA incorporada en ARQ-Pg

ARQ marcados con Rh-PE

Ag de Trypanosoma cruzi incorporado en ARQ

ARQ marcados con radioisétopos (acido dietilentriamino pentacético

99m
marcado con  Tecnhecio)

lavado broncoalveolar (del inglés bronchoalveolar lavage) BCA
acido bicinconico (del inglés bicinchoninic acid)

estrato barro negro
arqueolipido, sn-2,3-di-O-fitanil-1-fosfoglicerol-3-fosfo-sn-di-O-
fitanilglicerol

albamina sérica bovina (del inglés bovine serum albumin)

receptor de quimiocinas de linfocitos B dirigidos a sitios mucosos
vesiculas recubiertas de clatrina (del inglés clathrin coated vesicles)

endocitosis independiente de clatrina y caveolina (del inglés clathrin-

and caveolae-independent endocytosis)
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CDC

CEM
CG

CIE

CitD

CLIC

CME

cQ
CR

CSR

CT

CvME

CXCR3/4
cz
D

DAMP

DC
DEX
DGD

DIC

DLS
DMSO
DNA

DoE
dpi

Centro de Control y Prevencion de Enfermedades de Estados Unidos

(del inglés Center for Disease Control and Prevention)

cromatografia de exclusiéon molecular

estrato cristales grises

endocitosis independiente de clatrina (del inglés clathrin-independent

endocytosis)
citocalasina D

transportador independiente de clatrina (del inglés clathrin-independent

carrier)

endocitosis mediada por clatrina (del inglés clathrin-mediated
endocytosis)

cloroquina difosfato

estrato cristales rojizos

recombinacién para el switch a clase IgA (del inglés class-switch

recombination)

enterotoxina ADP-ribosilada de Vibrio cholerae termolabil

endocitosis mediada por caveolina (del inglés caveolae-mediated

endocytosis)
receptor de quimiocinas de linfocitos B dirigidos a sitios no mucosos

clorpromazina

patron molecular asociado a dafo (del inglés damage-associated

molecular pattern)

célula/s dendritica/s (del inglés dendritic cell)
dextran

manosil-glucosil-difitanilglicerol

contraste de interferencia diferencial (del inglés differential interference

contrast)

dispersién dinamica de la luz (del inglés Dynamic Light Scattering)
dimetilsulfoéxido

acido desoxirribonucleico (del inglés deoxyribonucleic acid) DO
densidad éptica

disefio de experimentos (del inglés Design of Experiments)

dias post-inmunizacién

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



DPPC

DSC
DTPA

EDTA
ELISA

ESI-MS

ETEC

FAE
FAL
FDC
FGS
FIS
FM
FPE
FRa
Fsed

G-1-P

GALT

GC

GEEC

Genis
GPI

Hdv

HEV

HPH

dipalmitoilfosfatidilcolina (del inglés dipalmitoylphosphatidylcholine)

calorimetria diferencial de barrido (del inglés differential scanning calorimetry)

acido dietilentriamino pentacético

acido trietilendiaminotetracético
ensayo inmunoenzimatico (del inglés enzyme-linked immunosorbent
assay)

espectrometria de masas de ionizacién por electrospray (del ingés

Electro Spray lonization Mass Spectrometry)

Escherichia coli enterotoxigénica

epitelio asociado a foliculo (del inglés follicle associated epithelium)
fosfatasa alcalina

célula dendritica folicular (del inglés follicular dendritic cell)

fluido gastrico simulado

fluido intestinal simulado

manto folicular (del inglés follicular mantle)

endocitosis en fase fluida (del inglés fluid phase endocytosis).

receptor de glicosilfosfatidilinositol

sedimento de agua dulce (del inglés freshwater sediment) Fwc

agua dulce (del inglés, freshwater column)

sn-glicerol-1-fosfato

tejido linfoide asociado a intestino (del inglés, gut-associated limphoid
tissue)

centro/s germinal/es (del inglés germinal centre)

compartimiento enriquecido con proteina unida a GPI (del inglés GPI-

anchored protein-enriched compartment)
genisteina

glicofosfatidilinositol (del ingles glycophosphatidylinositol).

Fuente hidrotermal (del inglés hydrothermal vent)

células endoteliales cuboidales de las vénulas (del inglés high

endothelial venule)
homogeneizacién de alta presién (del inglés, High-Pressure

Homogenization)
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HPLC

HPTS
Hsal

I

IFN

g
IgA-ASC
lgG-ASC
IL

iINOS

IP
ISCOMS
L

L
LacCer

LDE

LDH

LDL

LDV

HPTS
L-HPTS&RhPE
LPS

LPT

L-RhPE

LT

L-Tc

99m
L- Tc-DTPA

LUV

Mac

MALT

cromatografia liquida de alta presion (del inglés high-performance

liquid chromatography)
sal trisédica del acido 8-Hidroxipyreno-1,3,6-trisulfénico

Hipersalino (del inglés hypersaline)

interferén

inmunoglobulina/s

linfocito B secretor de Ac IgA (del inglés IgA-antibody-secreting B cell)
linfocito B secretor de Ac IgG (del inglés IgG-antibody-secreting B cell)
interleuquina

Oxido nitrico sintetasa inducible (del inglés inducible nitric oxide
synthase)

indice de polidispersién (en deteccion heterodina, ver Seccion 2.3)

del inglés immune stimulating complexes

liposoma/s
glicoesfingolilipdo lactosil ceramida; BODIPY® FL C5-lactosilceramida
microelectroforesis de efecto Doppler (del inglés Laser Doppler

Electrophoresis)

lactato deshidrogenasa

lipoproteina de baja densidad

velocimetria laser Doppler (del inglés Laser Doppler Velocimetry) L-
liposomas marcados con HPTS

liposomas con doble marca fluorescente, HPTS y RhPE
lipopolisacéaridos

lipidos polares totales

liposomas marcados con RhPE

enterotoxina ADP-ribosilada de Escherichia coli termolabil

Ag de Trypanosoma cruzi incorporado en liposomas

liposomas marcados con radiois6topos (acido dietilentriamino

99m
pentacético marcado con  Tecnecio)

del inglés, large unilamellar vesicles

macrofago

tejido linfoide asociado a mucosa (del inglés mucosal-associated

lymphoid tissues)
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MBCD
MCLB
MDP
MDR

MEM-NEEA

MHC-I

MHC-II

MLN
MLV
Mo
Msed
MTT

Mwc

NK

NLC

Noc

OVA

PACA
PALS

PAMP

PBS
Pdl
PEG
Pg

PG
PGP-Me
PGS

metil-B- ciclodextrina

microscopia confocal laser de barrido

dipéptido muramilo

resitente a mdultiples drogas (del inglés, multi-drug resistant) MEK
metiletilcetona

medio Eagle modificado con amino&cidos no esenciales

complejo mayor de histocompatibilidad clase | (del inglés major

hystocompatibility complex class 1)
complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (del inglés major

hystocompatibility complex class Il)

ganglios linfaticos de la mucosa (del inglés mucosal lymph nodes)
vesiculas multilamelares (del inglés multilamelar vesicles)

monocito

sedimento marino (del inglés marine sediment);

bromuro de (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

agua marina (del inglés marine water column)

linfocito natural killer

transportadores lipidicos nanoestructurados (del inglés,

nanostructured lipid carriers)

nocodazol

ovoalbUimina

pellet

poli(alquilcianoacrilato)

andlisis de fase de scattering de luz (del inglés phase analysis light
scattering)

patron molecular asociado a patégeno (del inglés, pathogen-

associated molecular pattern)

buffer fosfato salino

indice de polidispersidad (en deteccién homodina, ver Seccién 1.11.1)
polietilenglicol

propilenglicol

arqueolipido, 2,3-di-O-fitanil-sn-fosfatidilglicerol

arqueolipido, 2,3-di-O-fitanil-sn-fosfatidilglicerofosfato metil éster

PG sulfatado
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plgR receptor polimérico de Ig (del inglés polymeric Ig receptor). PL

fosfolipidos

PLGA acido poli-lactico-co-glicélico

PLS espectroscopia de correlacidn foténica (del inglés Photon Correlation
Spectroscopy)

PP placa/s de Peyer

pre-Tm temperatura de pre-transicion de fase

PRR receptores de reconocimiento de patrones (del inglés pattern
recognition receptors)

PS fosfatidilserina

Q

QbD Calidad por Disefio (del inglés Quality by Design)

QELS dispersion cuasi-elastica de la luz (del inglés Quasi Elastic Light
Scattering)

R

RA acido retinoico (del inglés retinoic acid) RE reticulo endoplasmico

Rf factor de retencion (del inglés retention factor)

RhPE Lissamine™ Rodamina B 1,2-Dihexadecanoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina, sal trietilamonica

RME endocitosis mediada por receptores (del inglés receptor mediated
endocytosis)

RNA acido ribonucleico (del inglés ribonucleic acid)

RNAr RNA ribosomal

Rr coeficiente de correlacion de Pearson

S

S Suelo (del inglés soil)

S-DGD diglicosil difitanilglicerol diéter sulfatado

S-DGD-5 arqueolipido, 1-O-[a-D-manosa-(2’-S0O3H)-1'—2’)-a-D-glucosa]-2,3-di-
O- fitanil-sn-glicerol

S-DGD-5-PA arqueolipido, 1-O-[a-D-manosa-(2’-SO3H)-1'—2’)-a-D-glucosal-2,3-di-
O- fitanil-4cido fosfatidico-sn-glicerol

SDS dodecil sulfato de sodio (del inglés sodium dodecyl sulfate) SED
domo subepitelial (del inglés subepithelial dome)

SFB suero fetal bovino

SHM hipermutacién somatica (del inglés somatic hypermutation)

slgA IgA secretoria (del inglés, secreted IgA)
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SLN

SNad
SPC

TAP
Tc

TEER

TFH
TFR
TGF-B
TGI

Th

tiDC
TLC-1D
TLC-2D
TLR

Tm
TNF

Wort

ZAve

nanoparticulas lipidicas sélidas (del inglés solid lipid nanoparticles) SN
sobrenadante

estrato sobrenadante

fosfatidilcolina de soja (del inglés soy phosphatidylcholine) SUV  del

inglés, small unilamelar vesicles

del inglés, Transporter Associated with antigen Processing
antigenos solubles del parasito Tripanosoma cruzi

resistencia eléctrica transepitelial (del inglés transepithelial electrical

resistance)

linfocito T helper folicular

transferrina

factor de crecimiento tumoral § (del inglés tumor growth factor-)
tracto gastrointestinal

linfocito T helper

célula dendridica productora de TNF y 6xido nitrico sintetasa inducible
cromatografia en capa delgada monodimensional

cromatografia en capa delgada bidimensional

del inglés, toll-like receptor

temperatura de transicion de fase

factor de necrosis tumoral (del inglés tumour-necrosis factor) Treg

linfocito T regulatorio
Wortmanina

tamafio de particula promedio
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Capitulo 1
INTRODUCCION

Adyuvancia por via mucosay Arquebacterias

La vida no merece gue nos preocupemos tanto.

La vida no es facil para ninguno de nosotros.

Pero... jQué importa!

Hay que perseverar y, sobre todo, tener confianza en uno mismo.
Hay que sentirse con talento para lograr alguna cosay

gue esa cosa hay que alcanzarla, cueste lo que cueste. (Marie Curie)

1.1 El sistemainmune

Una caracteristica a destacar del sistema inmune es su capacidad de reconocer
material extrafio con una exquisita especificidad dada la plasticidad para montar una
respuesta que es disefiada a medida (Look et al., 2010).

Por lejos, el material extrafio mas importante que necesita ser reconocido, procesado y
eliminado esta en relacion con los agentes patégenos, y asi la maquinaria del sistema
inmune comienza a funcionar ni bien ellos ingresan en el organismo. Sin embargo, debe
recordarse que la primera linea de defensa reside en mantenerlos fuera, y para ello el
organismo posee una serie de mecanismos inespecificos. La presencia de una piel intacta y
de mucosas integras constituye una importante barrera natural contra el ingreso de
microorganismos patégenos. Ademas, existen secreciones en piel y mucosas, como el sudor
o las lagrimas, que poseen componentes con propiedades antimicrobianas: acidos grasos,
lisozima, lactoferrina, péptidos antimicrobianos y peroxidasa, entre otros. Defensas mas
especializadas incluyen la acidez extrema del estobmago, el activo movimiento ciliar del
epitelio respiratorio o digestivo y el mucus que contribuyen a impedir la colonizacién
bacteriana. Sin embargo, muchos patdégenos consiguen evadir esta linea de defensa y
causan infeccion.

El sistema inmune es una compleja red contra material no propio, como los agentes
infecciosos, mientras mantiene la tolerancia a lo propio, los autoantigenos. La respuesta
inmune esta compuesta por dos brazos interrelacionados: la inmunidad innata y la inmunidad
adaptativa. Los mecanismos adaptativos, evolutivamente nuevos, se acoplan con aquellos
mas antiguos innatos, para desplegar una respuesta eficiente (Look et al., 2010).

La inmunidad innata se gatilla frente al desafio de los patégenos a través del
reconocimiento de patrones moleculares asociados a dafio y/o patégeno (DAMP y/o PAMP
del inglés, damage- y/o pathogen-associated molecular patterns, respectivamente) por parte
de los receptores de reconocimiento de patrones (PRR, del inglés pattern recognition
receptors) que se encuentran en la célula huésped. Los PAMP son arreglos moleculares

conservados que son expresados comdnmente por microorganismos, e incluyen moléculas
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como la flagelina, lipopolisacaridos (LPS) o acido ribonucleico (RNA, del inglés ribonucleic
acid) doble cadena. Los PRR son receptores de reconocimiento conservados que se
encuentran a nivel de las células germinales. La unién de PRR con su correspondiente
PAMP inicia la clarificacion innata de las células a través de un numero limitado de
mecanismos como la fagocitosis por los macréfagos y los neutréfilos, liberacion de
interferones antivirales 0 compuestos naturales antimicrobianos. Los mecanismos participes
de la inmunidad innata son exactamente los mismos que actdan en la inflamacién tisular
provocada por la injuria inespecifica (Meeusen, 2011; Mogensen, 2009).

En coordinaciéon con la respuesta innata, la inmunidad adaptativa sirve como ultima
linea de defensa contra los patdgenos. Esta culmina en la generacion de respuesta de
memoria antigeno (Ag) especifica via el reconocimiento molecular por los receptores de los
linfocitos T y B. A diferencia de los PRR la especificidad de Ag de estos receptores se genera
aleatoriamente para producir un extenso repertorio con gran diversidad. La respuesta de los
linfocitos T y B llevan a la generacién especifica de respuestas mediada por anticuerpos (Ac),
ataque citolitico de células infectadas, y aumento generalizado de respuesta contra
patégeno. La inmunidad adaptativa, a diferencia de la innata, genera memoria especifica de
linfocitos T y B prolongada, la cual se activa rapidamente para eliminar patégenos frente a

futuras infecciones (Look et al., 2010).
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Fig. 1.1 Interacciones del sistema inmune Adaptado de (Look et al., 2010).
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El eslabdn principal de la cooperacion entre la respuesta adaptativa e innata es la
participacion de las células dendriticas (DC, del inglés dendritic cells). La presentacion de Ag
es el proceso en el cual los patdgenos se capturan y procesan por una célula presentadora
de Ag (APC, del inglés antigen presenting cell) para la estimulacion especifica de los
linfocitos T. De las diferentes APC (linfocitos B, macréfagos y DC) las DC son las mas
efectivas (Look et al., 2010).

Como se esquematiza en la Fig. 1.1, de un modo particular, las DC pueden activar
linfocitos T CD4+ naive o virgenes. Esta activacién puede dirigir la diferenciacién de los
linfocitos T CD4+ hacia los fenotipos Thl, Th2, Th17, Treg (regulatorio) o TFH (helper
folicular). Los Thl pueden producir las citoquinas IFN-y y TNF-a, que median la proteccion
contra los patégenos intracelulares. Mientras que los Th2 producen las citoquinas IL-4, IL-5 e
IL-13 que son importantes en la generacion de respuesta inmune extracelular y contra
infecciones helminticas. Los Thl7 se caracterizan por producir la citoquina pro-inflamatoria
IL-17, mientras que los Treg estan involucrados en mantener la tolerancia contra los Ag
propios. Los TFH interactian con linfocitos B en los ganglios linfaticos y el bazo y los
estimulan para la produccién de Ac. EI compromiso de los linfocitos T para diferenciarse en
alguna de estas subpoblaciones esta influenciado por sefiales inflamatorias que
proporcionan las DC y el ambiente del tejido local. De la misma manera los linfocitos T CD8+
y los linfocitos B tienen una diversidad analoga en el perfil de citoquinas y tropismo fenotipico
(Look et al., 2010).

En efecto, la respuesta inmune se gatilla luego de que las APC capturan y procesan los
Ag por diferentes rutas intracelulares. Los Ag procesados via citoplasma son expresados en
el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHC-I, del inglés major
hystocompatibility complex). Mientras que los procesados a través del sistema endolisosomal
se expresan en el marco del MHC-II. La interaccion entre el MHC-l y las moléculas co-
estimulantes de las APC con los linfocitos T CD8+ genera linfocitos T citotéxicos y células de
memoria. Mientras que la interaccion entre el MHC- Il y las moléculas co-estimulantorias de
las APC con los linfocitos T CD4+ genera linfocitos T helper y linfocitos B productores de
anticuerpos. La respuesta inmune adaptativa esta favorecida bajo contextos inflamatorios
inducidos por células de la inmunidad innata. La ruta intramuscular no es Optima para la
llegada del Ag a las APC. El contenido de APC del musculo es pobre y la expresion de MHC-
Il y moléculas co-estimulantes en miocitos esta ausente, con lo cual no se pueden

sensibilizar linfocitos T de manera directa (Romero y Morilla, 2011).
1.2 Inmunidad de mucosas
La inmunidad a nivel de mucosas es central para la homeostasis inmune y la proteccion

contra la gran mayoria de los patégenos que invaden el organismo via superficies mucosas
(Meeusen, 2011).
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El sistema inmune de mucosas es Unico: tiene una exposiciébn continua a una gran
variedad y cantidad de antigenos, desarrolla una elevada actividad inmunologica y mantiene
una fina regulacién que repercute tanto a nivel local como sistémico. Estas propiedades
particulares se desarrollaron bajo una gran presion evolutiva (Cerutti, 2008; Macpherson et
al., 2008)

El sistema inmune esta dividido en sitios inductivos y efectores. En los primeros, la
captura de Ag dirige la activacion inicial del sistema inmune, mientras que en los Ultimos, los
Ac y células efectoras del sistema inmune, una vez activadas, cumplen con su funcion
especifica. Los sitios inductivos de las mucosas son regiones especificas del tejido linfoide
gue estan rodeados de ganglios linfaticos regionales, compuestos de foliculos de linfocitos B,
APC vy linfocitos T, conocidos como tejido linfoide asociado a mucosa (MALT, del inglés
mucosal-associated lymphoid tissues). El mismo esta organizado de manera similar en todas
las mucosas, con un epitelio asociado a foliculo (FAE, del inglés follicle associated
epithelium) que contiene las células M (del inglés microfold), células especializadas en
capturar y transportar Ag particulados y microorganismos, desde el lumen hacia las APC
ubicadas en los foliculos, a través de la barrera epitelial (transcitosis). La vacunacién via
mucosas necesita ser dirigida a estos sitios inductivos inmunes. El MALT esta cubierto por
dichas células M especializadas en endocitar preferentemente antigenos particulados, y
recibe el nombre de GALT (del inglés, gut-associated limphoid tissue) en el intestino (ver
Introduccion del Capitulo 4). Por su reducida cantidad de vellosidades y mucus, las células M
son mas susceptibles a la invasion de patdgenos. Aunque esta “atraccion” de patdgenos
parezca una paradoja, actualmente se sabe que los microorganismos comensales,
imprescindibles para la digestion, utilizan este mecanismo para “educar” al sistema inmune
local. Esta relacion mutualista lleva a la creacién de una barrera inmune o tolerancia a través
de la produccion de IgA que induce una débil respuesta inflamatoria y carece de la respuesta
IgG sistémica (extramucosa) producida frente a los patégenos (Cerutti, 2010; Hapfelmeier et
al., 2010). Esto permite a la mucosa intestinal impedir la entrada de estos microorganismos.
De un modo dinamico, los mismos quedan excluidos de los ambientes estériles del
organismo. Los patdgenos o sus antigenos tienen que cruzar la barrera epitelial. Asi, los Ag
se transportan al drenaje de los ganglios linfaticos de la mucosa (MLN, del inglés mucosal
lymph nodes) donde se genera la respuesta inmune. Los MLN no se consideran parte del
MALT ya que no captan el antigeno directamente del tejido.

El sello distintivo de la inmunidad de mucosa sigue siendo la produccién y presencia de
IgA secretoria (slgA, del inglés secreted IgA) en la superficie luminal de las mucosas. La
produccion de esta inmunoglobulina se basa en el switching a clase IgA de los linfocitos B
activados en los centros germinales (GC, del inglés germinal centre) de los tejidos mucosos y
ganglios linfaticos y su diseminacién via los conductos linfaticos eferentes desde el torrente
sanguineo a los tejidos mucosos (Fig. 1.2). Dentro de la lamina propia del tejido mucoso, los

linfocitos B se diferencian a células plasméaticas que secretan IgA dimérica, la sIgA, unidas
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por la cadena J, que es transportada por las células epiteliales desde la superficie apical a la
luminal via su receptor polimérico de Ig (plgR, del inglés polymeric Ig receptor). La slgA
retiene una porcién del plgR (el componente secretor) y posee propiedades Unicas respecto
a las otras inmunoglobulinas como la resistencia acida y a proteasas y las interacciones con
el mucus y los leucocitos efectores (Cerutti, 2008; Strugnell y Wijburg, 2010). Estas
propiedades, sumado a la incapacidad de fijar complemento, hacen que la respuesta inmune

sea no inflamatoria lo cual limita el dafio del delicado tejido mucoso (Cerutti, 2010).
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Fig. 1.2 Vias de inducciéon y diseminacion de la respuesta de mucosa a IgA

Adapatado de (Cerutti, 2008; Meeusen, 2011; Mowat, 2003).

Referencias: antigeno (Ag); célula dendritica (DC, del inglés dendritic cell); domo subepitelial (SED, del
inglés subepithelial dome); células M (del inglés microfold); célula dendridica productora de TNF y 6xido
nitrico sintetasa inducible (tiDC, ver texto); célula dendritica folicular (FDC, del inglés follicular dendritic cell);
centros germinales (GC, del inglés germinal centre); hipermutacién somatica (SHM, del inglés somatic
hypermutation); recombinacion para el switch a clase IgA (CSR, del inglés class-switch recombination);
epitelio asociado a foliculo (FAE, del inglés follicle- associated epithelium); manto folicular (FM, del inglés
follicular mantle); células endoteliales cuboidales de las vénulas (HEV, del inglés high endothelial venule);
IgA secretoria (slgA, del inglés secreted IgA), ganglios linfaticos de la mucosa (MLN, del inglés mucosal
lymph nodes); factor de crecimiento tumoral B (TGF-B, del inglés tumor growth factor-g); acido retinoico
(RA, del inglés retinoic acid).

La superficie mucosa mas estudiada es la del tracto intestinal y es asi como se
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convierte en el punto de referencia del resto de las superficies mucosas y la inmunidad
asociada a las mismas. Tal es el caso de los acontecimientos que se suceden en la mucosa
intestinal para dar lugar a la produccién de IgA (Fig. 1.2). Las DC en el domo subepitelial
(SED, del inglés subepithelial dome) de las placas de Peyer (PP) capturan Ag por
interaccion con las células M (l1.a en la Fig. 1.2) o por extension transepitelial de
proyecciones en el lumen (1.b en la Fig. 1.2). Este proceso induce la expresion en las DC de
factor de necrosis tumoral (TNF, del inglés tumour-necrosis factor) y 6xido nitrico sintetasa
inducible (iNOS, del inglés inducible nitric oxide synthase) y por ende se las denomina tiDC,
las cuales presentan el Ag a los linfocitos T CD4+, y de este modo se los induce a
diferenciarse en linfocitos T efectores que inducen citoquinas liberadoras de IgA. Los
linfocitos T también interactian con linfocitos B naive o virgenes Ag especificas IgM+IgD+.
Junto con células dendriticas foliculares (FDC, del inglés follicular dendritic cells), esta
interaccion promueve la reaccion de los centros germinales que incluye dos fenémenos, la
hipermutaciéon somatica (SHM, del inglés somatic hypermutation) y la recombinacion para el
switch a clase IgA (CSR, del inglés class-switch recombination). Los linfocitos B IgA+
efectores resultantes se dirigen, via los MLN, a la lamina propia del intestino donde se
diferencian a células plasmaticas que secretan IgA de alta afinidad. Por otro lado, las DC
activadas llevaran los Ag al drenaje de los MLN donde se generara la respuesta inmune
especifica. EI microambiente del tejido mucoso y los ganglios linfaticos son ricos en
mediadores que promueven el switching a IgA y su secrecion. Estos son el factor de
crecimiento tumoral § (TGF-B, del inglés tumor growth factor-B), las interleuquinas 6 (IL-6) y
10 (IL-10), el éxido nitrico y el &cido retinoico (RA, del inglés retinoic acid). Este dltimo induce
la expresion de moléculas de adhesion (a437) y receptores de quimiocinas (CCR9/10) en los
linfocitos B-IgA los cuales promueven su migracién distal via sanguinea y/o linfatica a los
sitios de tejido mucoso. Los linfocitos B no productores de IgA pueden adquirir diferentes
receptores de superficie que los dirigirdn a sitios de tejido no mucoso, por ejemplo, linfocitos
B secretores de Ac IgG (IgG-ASCs, del inglés IgG-antibody-secreting B cells) circulantes
expresan a4B31y CXCR3/4 (Cerutti, 2008; Meeusen, 2011).

Finalmente, los linfocitos B se diferencian en células plasmaticas de la mucosa que
secretan IgA dimérica unida por la cadena J que es transportada a través del epitelio via el
plgR. La molécula final de slgA retiene el fragmento plgR y puede ejercer su funcién efectora
en la superficie luminal. Ademas, en humanos, los linfocitos B IgAl+ efectores pueden
experimentar una CSR secuencial al recibir sefiales T independientes de células epiteliales
activadas por bacterias, DC y tiDC. Sefiales similares gatillan CSR IgA directa en varias
subpoblaciones de linfocitos B, incluyendo linfocitos B-1 sin mutacion IgM+IgD+B-1 del
peritoneo y linfocitos B efectores mutados IgM+IgD- de las PP. Estos eventos locales de
CSR generan células plasmaticas que generan IgA de alta o baja afinidad (Cerutti, 2008;
Meeusen, 2011).

En ausencia de estimulo innato, estas rutas pueden llevar a la tolerancia mediada por
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IgA o mecanismos de exclusion que pueden carecer de las clasicas caracteristicas de
memoria inmunoldgica (Hapfelmeier et al., 2010). Los microorganismos patogénicos pueden
dafiar o penetrar activamente el epitelio mucoso (1.c en la Fig. 1.2) que generalmente dan
como resultado la estimulacion innata de las DC de la lamina propia a través de los PRR que
reconocen DAMP y PAMP.

En base a todo lo expuesto, la inmunizacion a través de mucosas seria la Unica manera
conocida para inducir un efectivo switching de los linfocitos B para la produccion de IgA
(Lamm, 1997), tanto en la mucosa local como distal (Neutra, 1999). También se induciria IgA
e IgG séricas antigeno especifica y se favoreceria la respuesta inmune mediada por células
(Kunkel y Butcher, 2003).

Ademas, la vacunacién por las vias mucosa y transcutanea son una alternativa que
ofrece mayores ventajas que la administracion parenteral ya que se evitarian los problemas
asociados al uso de agujas que requieren material descartable y personal calificado y seria
factible la autoadministracion que brinda mayor aceptacién de los pacientes (Giudice y
Campbell, 2006).

1.3 Lainterconexién de lainmunidad de mucosas

Dado que la infeccidn o inmunizacién a nivel de mucosas en un sitio tisular puede
proporcionar la protecciéon o la produccién de slgA en otra superficie mucosa distante, se
cre6 el concepto de un “sistema inmune comin de mucosas” interconectado. Mas
recientemente, este concepto se ha perfeccionado y se habla de un sistema inmune de
mucosas “compartimentalizado” o “integrado” ya que no todas las superficies mucosas
parecen estar interconectadas. Una vacunacion nasal puede ofrecer proteccion vaginal pero
no induce inmunidad en intestino delgado, mientras que la inmunizacién a través del epitelio
respiratorio puede conferir inmunidad al intestino (Meeusen, 2011). Esto puede deberse a las
diferencias anatdmicas de las distintas superficies mucosas que se discutiran en la Seccién
1.4.

La interconexion entre las diferentes superficies mucosas se piensa que se debe al
hecho de que los linfocitos preparados en la mucosa, convertidos en linfocitos B y T de
memoria/efectores, migran desde el MALT y MLN via los ganglios linfaticos eferentes y
sangre periférica a los sitios efectores de mucosa por extravasacion. Este proceso es dirigido
por el perfil de moléculas de adhesion y quimiocinas expresadas en la microvasculatura, las
células endoteliales ejercen un rol de “conserje” de la inmunidad de mucosas (Brandtzaeg,
2007). La base molecular de esta migracion tejido especifica es, como se discutié en la
Seccion 1.2, la existencia de receptores de quimiocinas (a437 y CCR9) que unen ligandos
complementarios presentes sélo en tejidos mucosos y ganglios linfaticos mucosos. La
presencia de acido retinoico, metabolito de la Vitamina A, ha demostrado un aumento en la

expresion de a4B7 y CCR9 (Cerutti, 2008; Cyster, 2003). Es asi como los patrones de
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migracion estan dados mas bien por el fenotipo funcional que por el lugar de preparacion de
los linfocitos (Brandtzaeg, 2007). (Fig. 1.2)

Para enfatizar la interconexion entre mucosas, ya hemos visto que TGF-[ es el principal
factor implicado en el switching de los linfocitos B a isotipo IgA, con &cido retinoico, IL-4, IL-
10 e IL-6 como co-factores de importancia para la diferenciacion a células plasmaticas y la
potenciacién de la secrecion de IgA (Cerutti, 2008; Strugnell y Wijburg, 2010) Estos factores
estan presentes en abundancia en la mayoria de las mucosas y son producidos por células
endoteliales, células del estroma, y linfocitos de la mucosa (Pasetti et al., 2011) (Fig. 1.2).
Ademads, se expresan diferencialmente en mucosas a comparacion con los ganglios linfaticos
periféricos. Las CDs aisladas de mucosa y ganglios linfaticos asociados también juegan un
papel distintivo en el perfil de citoquinas de la mucosa y preferentemente inducen el
switching a IgA y la expresién de a4B37 y CCR9 in vitro (Meeusen, 2011). Sin embargo, el
estimulo inicial de la inmunidad innata seguido de la invasion del patégeno o un fuerte
adyuvante hace probable que se induzca una proporcion de células tipo 1 (linfocitos Thl y
IgG-ASCs) activadas que migren a ambientes periféricos y contribuyan a la respuesta
sistémica inmune. (Fig.1.2). Para prevenir una patologia en esta sensible superficie, la
naturaleza anti-inflamatoria del sistema inmune de la mucosa debe poner en juego
mecanismos de disminucion de la respuesta inflamatoria inicial para que no se desarrolle

una enfermedad cronica.

1.4 Diferencias entre las superficies mucosas

El tracto gastrointestinal (TGI), desde el estbmago hasta el recto, esta constituido por
un epitelio columnar simple cubierto por mucus secretado por las células caliciformes y/o
glandulas secretorias. El mucus intestinal cumple un rol critico en la inmunidad innata. Sus
cambios producidos segun las condiciones fisiolégicas, como es la secrecion de (gal)lectinas
0 péptidos antimicrobianos, forman parte de la respuesta inmune adquirida (Dunphy et al.,
2000; McGuckin et al., 2011).

Por otro lado, no todas las mucosas producen mucus y esto no correlaciona con la
produccién de IgA. Es asi como el epitelio simple no estratificado, mamario o uterino, que no
producen mucus, retienen la capacidad de produccién de IgA (Meeusen, 2011).

Hay epitelios mucosos estratificados escamosos como la mucosa oral, el eséfago y el
tracto genital inferior. Estos epitelios poseen glandulas productoras de mucus sin el sistema
de transporte de IgA. Como ejemplo, la IgA del lumen vaginal tiene origen en el cérvix, y los
anticuerpos vaginales provienen de la difusiébn paracelular de IgG a través del epitelio
estratificado. La pared vaginal contiene células de Langerhans, CDs asociadas tipicamente
con la piel, lo cual refleja su posicion transicional entre la mucosa y la piel (lwasaki, 2010)

Los conductos aéreos (nasofaringe, traquea, bronquios y bronquiolos) culminan en una

gran red ramificada en humanos y grandes animales, mas reducida en roedores. Esta

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



compuesto, en general, por un epitelio simple pseudoestratificado con mayor actividad ciliar
que el epitelio intestinal. También posee inmunidad de mucosa, incluyendo la produccién de
slgA (Holt et al., 2008; Ugwoke et al., 2005). Esta red termina en los alveolos cubiertos por
células planas (tipo 1) especializadas en el intercambio gaseoso, intercaladas con células
cubicas (tipo 1) que secretan el fluido surfactante que evita el colapso alveolar. El fluido
alveolar también es medio propicio para la actividad de los macréfagos los cuales secretan
grandes cantidades de citoquinas pro-inflamatorias, IL-1 y TNF-a, luego de su activacion. El
parénquima pulmonar no posee células plasmaticas y los anticuerpos alli presentes derivan
de la sangre (Holt et al., 2008).

La vacunacion pulmonar generalmente provoca la llegada del Ag tanto a vias aéreas
como parénquima. En el lavado broncoalveolar (BAL, del inglés bronchoalveolar lavage) se
encuentra la IgA que proviene del tejido mucoso de los conductos aéreos. La llegada del Ag

al parénquima promueve una fuerte respuesta sistémica de tipo IgG (Sou et al., 2011).

1.5 Arquitectura de las mucosas, el mucus

Como se menciond anteriormente, el acceso al epitelio mucoso, imprescindible tanto
para la absorcion de moléculas terapéuticas como para la vacunacion, esta impedido por una
primera barrera estructural y dinamica: el mucus. El mucus minimiza el tiempo de
permanencia en la superficie mucosa e impide la absorciéon tanto de moléculas como de
material particulado. Posee entre 40-50 um a 300 um de espesor y esta constituido por un
95-99 % p/p de agua mientras que el resto son mucinas. Las mucinas son glicoproteinas

anidnicas de alto PM, entre 0,5-50 MDa, con elevada proporcién de carbohidratos (70-80 %

carbohidratos, 12-25 % proteina 'y = 5 % éster sulfatos). Las mismas estan compuestas de

unidades repetitivas (= 400-500 kDa) o dominios T, en arreglos lineales, unidas por regiones
con muy poca o nada de glicosilacion que pueden digerirse con tripsina. Cada tres o cuatro
dominios T, hay un puente disulfuro que puede sufrir ruptura reductiva; estos productos de
reduccion (entre 1,5y 2,5 MDa) son las subunidades (Harding, 2006).

En la administracion oral, aparte de la dilucién en un ambiente de degradacion quimica
y enzimatica, el status alimetario y las uniones estrechas epiteliales, la entrega de los Ag
particulados esta principalmente impedida por la capa de mucus. El mucus es un coloide
ViSCcoso que contiene enzimas antisépticas como la lizosima, proteinas como la lactoferrina y
las mucinas. El mismo cubre las mucosas del TGlI, tracto respiratorio y aparato urogenital y
esta especializado en envolver las particulas dificultando su contacto con el epitelio (Lai et
al., 2009a). La capa luminal se clarifica en minutos a horas y la capa basal estd mas adherida
y se clarifica mas lentamente en horas a dias. Una capa de 500 um de mucus sobre el borde
apical de los enterocitos que disminuye considerablemente a unos 30 um en la superficie de

las células M funciona como una barrera fisica adicional. Tedricamente, ningin material
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particulado podria difundir a través del mucus, ni virus ni pequefias moléculas hidrofilicas
(Cone, 1999).

En el ambiente menos destructivo de las vias aéreas superiores las particulas
atrapadas en el mucus se remueven hacia la nasofaringe o el estomago por el clearence
mucociliar a 10-100 um/s (Karchev y Kabakchiev, 1984).

Debido a la barrera fisica del mucus, solo los agentes infecciosos que penetran el
mucus microorganismos atenuados o salvajes, llegan a la superficie del epitelio y estimulan
la mucosa. Pero éstos conllevan el peligro de reactivarse, especialmente en personas
inmunocomprometidas. Por lo tanto, para evitar el clearence rapido mucociliar y llegar a la
superficie mucosa, las particulas deberian atravesar rapidamente al menos la capa superior
de mucus que se remueve a mayor velocidad (Cone, 1999).

En definitiva, la arquitectura de los sitios inductivos en mucosa interpone mayores
restricciones fisicas para la entrega de particulas a las APC que para Ag solubles. Las
particulas hasta 500 nm de didmetro pueden ingresar rdpidamente y cruzar el mucus
humano, con tasas de difusividad no mayor al 25% de su tasa en agua pura (Lai et al.,
2009b). Una de las razones que permitirian el desplazamiento de nanoparticulas es la
apertura de canales acuosos de baja viscosidad, causado por la agregacion de las fibras de
mucinas como cables. Teniendo en cuenta estos hallazgos, se podria proponer que para
llegar a la célula M, las particulas necesitan tener propiedades mucopenetrantes mas que
mucoadhesivas (Cone, 1999). Las particulas entre 35 y 75 nm poseen el diametro 6ptimo
para transitar dentro de dichos canales acuosos. El rol del potencial Z es mas complejo. La
mucoadhesividad de las particulas catidnicas como las preparadas a base de polietilenimina,
quitosano o polilisina se debe a los multiples contactos establecidos con las mucinas
cargadas negativamente. De este modo, las particulas con baja densidad de carga catiénica
se pegan a la capa luminal del mucus y rapidamente son removidas. Por consiguiente,
multiples interacciones idnicas pueden ser inltiles para garantizar la penetracion de las
particulas. Sin embargo, las particulas con alta densidad de carga catiénica superficial o
cubiertas de quitosano en alta concentracidon pueden inducir el colapso de los cables de
mucinas con lo cual se incrementarian sus posibilidades de penetraciéon (Peppas y Carr,
2009). Por otro lado, la superficie con carga negativa del mucus repele las particulas
anionicas, lo que trae aparejado una menor probabilidad de penetraciéon a través de los
canales de baja viscosidad (Ugwoke et al., 2005). Las particulas con un nimero de carga
catidnica/aniénica similar con sitios hidrofébicos relativamente escondidos tienen la méaxima
chance de penetrar. Finalmente, las particulas altamente hidrofébicas, como las preparadas
a base de poli-lactico-co-glicélico (PLGA) y polianhidridos también establecen multiples
puntos de contacto con el core de las mucinas y su velocidad de penetracion es baja. Las
particulas hidrofébicas que establecen minimos puntos de contacto tendrian mayor

probabilidad de penetrar (Romero y Morilla, 2011).
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1.6 Medicién de lainmunidad de mucosas

Los niveles de IgA sérica no siempre correlacionan con la respuesta inmune de mucosa
0 pueden no ser lo suficientemente sensibles para detectar la produccion local de IgA
(Macpherson et al., 2008; Premier et al., 2004). Para superar esta limitacion, frecuentemente
se considera la medida en secreciones de mucosa, pero la recoleccibn de muestra es
laboriosa y es dificil de estandarizar la medida. De un modo particular, la compleja relacion
entre la IgA y la flora intestinal esta bien ejemplificada en el hecho de que la respuesta IgA es
altamente dependiente de la colonizacion intestinal por los microorganismos comensales.
Mas aun, el nimero de los linfocitos B secretores de Ac IgA (IgA-ASCs, del inglés IgA-
antibody-secreting B cells) se ve drasticamente reducido en el intestino de animales libres
de gérmenes y estas células estan virtualmente ausentes en neonatos antes de su
exposicion a bacterias (Cerutti, 2008).

Ademas, el sistema inmune de mucosa, como se describié anteriormente, no esta
interconectado como se pensaba y las IgA-ASCs no se distribuirian en todas las superficies
mucosas luego de la inmunizacién a través de mucosas (Meeusen, 2011).

Un método alternativo es detectar las IgA-ASCs Ag especifico en la poblacién de
células mononucleares de sangre periférica, a través de la técnica de ELISPOT. El niUmero
de IgA-ASCs luego de la infeccién o vacunacion via mucosa muestran una buena correlacion
con la proteccion e inmunidad de mucosa local. También se demostré que la gran mayoria
de las IgA-ASCs circulantes llevan la integrina de mucosa a4p7 que confirma su migracion
preferencial a superficies mucosas (Quiding-Jarbrink et al., 1997).

El intenso trabajo que requiere el ensayo de ELISPOT Ag especifico podria reducirse a
través de la medicion de los Ac secretados en medio de cultivo luego de la incubacion de

linfocitos circulantes, a través de la técnica de ELISA (Sedgmen et al., 2003).

1.7 Los adyuvantes

Los importantes logros conseguidos en materia de vacunacion han dependido del uso
de vacunas a patogeno atenuado o patégenos enteros muertos. Los dos ejemplos
emblematicos de vacunas de este tipo son la vacuna Sabin contra el virus de la poliomielitis y
la vacuna contra la viruela. Sin embargo, estos tipos de vacuna son intrinsecamente labiles al
ambiente y requieren refrigeracion, haciendo dificultoso el envio de las mismas a sitios
alejados, especialmente en &reas rurales y de bajos recursos. Ademas, como ya se ha
comentado, pueden ser peligrosas y causar la muerte si el patdgeno atenuado revierte a una
mayor actividad, esto es especialmente delicado en pacientes inmunocomprometidos. Para
evitar estos inconvenientes, las investigaciones en nuestros dias se focalizan en el uso de
subunidades. Esto se debe a su mayor pureza, seguridad, facilidad de produccion respecto

de las vacunas clasicas (Peek et al., 2008). Desafortunadamente, la elevada pureza conlleva
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frecuentemente una baja potencia inmunogénica. De este modo, requieren mas de una
dosis de administracion o dosis de refuerzo (en inglés, booster). Ademas, si evocan solo
respuesta humoral, tienen eficacia limitada contra patégenos que requieran respuesta celular
y humoral (Correia-Pinto et al., 2013; Look et al., 2010). En consecuencia, dependen del uso
de adyuvantes adecuados para generar una respuesta inmune efectiva.

Un adyuvante es por definicibn una molécula, estructura macromolecular o sistema
capaz de amplificar la respuesta inmune contra un antigeno especifico (Wack y Rappuoli,
2005). Para esta respuesta son fundamentales las APC, en especial las DC. Estas células
capturan el Ag, lo procesan y modulan la respuesta inmune celular y humoral. Mientras que
los titulos de Ac séricos han sido el parametro clasico para evaluar la relevancia de un
adyuvante, en los ultimos afios existe un gran interés en lograr una fuerte respuesta inmune
celular para combatir parasitos intracelulares o desarrollar vacunas terapéuticas efectivas
contra células tumorales (Reed et al., 2009).

De acuerdo a la definicion anterior, los adyuvantes son un grupo grande y heterogéneo,
que pueden clasificarse en inmunoestimuladores y sistemas de delivery. (Reed et al., 2009;
Wack y Rappuoli, 2005). La primera categoria estimula el sistema inmune por interaccién con
receptores especificos, mientras que los segundos lo hacen por mdltiples mecanismos
dependiendo de las caracteristicas del sistema de delivery (Basith et al., 2011).

Ademas de su potencial como adyuvantes hay un cimulo de evidencias que sustenta la
relevancia de los sistemas de delivery de Ag para la aplicacion de dosis Unica y estrategias
de vacunas sin aguja. Tanto la Organizacion Mundial de la Salud como el Centro de Control
y Prevencion de Enfermedades de Estados Unidos (CDC, del inglés Center for Disease
Control and Prevention) reclaman la necesidad de invertir en esfuerzos en la investigacion
para el desarrollo de tecnologias de delivery de avanzada, lo cual simplificaria el calendario
de vacunacién (Correia-Pinto et al., 2013; Giudice y Campbell, 2006).

En las infecciones no es el patdgeno sino sus interacciones con el sitio particular de los
tejidos los que determinan si la respuesta inmune generada sera sistémica o de mucosas. Lo
mismo sucede con los adyuvantes. Los adyuvantes de mucosa prototipicos son las
enterotoxinas ADP-ribosiladas de Escherichia coli termolabil (LT) y de Vibrio cholerae (CT),
ya que promueven la respuesta de tipo slgA de modo reproducible y significativo contra los
Ag co-administrados, cuando se liberan en superficies mucosas (Becker et al., 2001; Premier
et al.,, 2004; Strugnell y Wijburg, 2010). Estas toxinas son responsables de la pérdida
fulminante de agua y electrolitos que acompafa a la infeccién clinica y se unen a los
receptores gangliésidos GM1 presentes en enterocitos, DC, macréfagos, linfocitos B y T.
Cuando se las coadministra con Ag soluble se inducen linfocitos T citotoxicos, produccion de
slgA e IgG sérica Ag especifica y memoria inmunolégica a largo plazo. La actividad
adyuvante de estas toxinas proviene tanto del aumento de su captura como de la induccion
de secrecién de ciertas citoquinas (Cox et al., 2006). Estos mismos adyuvantes pueden

provocar respuesta inmune sistémica si se los administra en tejidos periféricos y por ello no
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serian tejido mucoso especificos (Meeusen, 2011). Los adyuvantes administrados via oral a
altas dosis en ratones deben suministrarse junto con bicarbonato para prevenir la
degradacion intragastrica. En humanos, tanto la CT como la LT se asociaron con diarrea a
dosis tan bajas como 5 ug (Jackson et al., 1993; Michetti et al., 1999) y neurotoxicidad
(Couch, 2004; Mutsch et al., 2004). Hasta hace unos afios ninguna toxina o sus derivados
estaban aprobados para uso humano (Glueck, 2001; Holmgren y Czerkinsky, 2005; Hooke et
al., 1985; Kenney y Edelman, 2003). En estos dias encontramos en el mercado Dukoral®,
una vacuna oral para humanos compuesta de células enteras y la subunidad CTB
recombinante contra el célera, la cual también posee proteccion cruzada contra Escherichia
coli enterotoxigénica (ETEC) (Meeusen, 2011). Su uso esta indicado para prevenir la diarrea
del viajero (European Medicines Agency (EMA), 2014).

Otro poderoso adyuvante de mucosa es el CpG-DNA, un dinucleétido CpG no metilado
sintético que es ligando de los TLR-9 (TLR, del inglés toll-like receptor) en células de la
inmunidad innata, y el lipido A monofosforilado, un derivado no toxico del lipopolisacarido de
la Salmonella minnesota, que es ligando del TLR-4. En modelos animales, ambos
adyuvantes llevaron a la liberacion de varias citoquinas proinflamatorias que pueden influir en
la inmunidad adaptativa y activacién de los linfocitos B (Holmgren y Czerkinsky, 2005;
Joseph et al., 2002; Romero y Morilla, 2011)

El dipéptido muramilo (MDP) es un inmunomodulador cuya estructura es la minima
esencial para actuar como adyuvante bacteriano y viral. Sin embargo, su uso clinico fue
pirogénico y artritogénico. El dipéptido adamantilamido (AdDP) es un compuesto que se
obtuvo por unién de amantadina al residuo L-alanina-D-isoglutamina del MDP. Como
exhibié propiedades adecuadas de seguridad se lo utilizé como adyuvante mucoso, tanto por
via oral como nasal en pruebas preclinicas. En el caso de la administracion oral en ratones,
el ADDP se suministré junto con bicarbonato para prevenir la degradacién intragastrica
(Becker et al., 2001; Becker et al., 2007; Bertot et al., 2007).

Algunos sistemas de delivery poseen actividad adyuvante inherente como los ISCOMS
(del inglés immune stimulating complexes, estructuras esféricas que se forman por la
combinacién de colesterol, fosfolipidos y saponinas de Quillaja) y nanoparticulas de
quitosano, pero el conocimiento de su accién precisa todavia no queda claro (Correia- Pinto
etal., 2013).

1.8 Disefio de vacunas para administracion por ruta mucosa

La mayoria de las vacunas para ruta mucosa licenciadas son a patégeno vivo atenuado
de administracién oral que cumple con la entrega de todos los antigenos y las sefiales
innatas requeridas. El principal propésito de una estrategia de vacunacion via mucosa es que
los antigenos de la vacuna lleguen al tejido mucoso. El desafio sera entonces que los

antigenos atraviesen tanto el mucus como la barrera epitelial (Pasetti et al., 2011).
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Ademas, la entrega de antigenos por via oral en grandes animales y humanos posee
enormes limitaciones respecto a la estabilidad del mismo y la dilucion que sufre a través del
TGI (Meeusen, 2011).

Las vacunas por via mucosa basadas en Ag purificado serian seguras, pero como ya
se menciono, dichos Ag son poco inmunogénicos per sé€, por lo que seria necesario el uso de
adyuvantes y/o sistemas de delivery. Es asi como muchos investigadores se encuentran
avocados al desarrollo de adyuvantes de mucosa (Patel y Chen, 2010).

En general, la vacunacion via mucosa (rectal, nasal, oral, sublingual y vaginal) necesita
de grandes cantidades de antigeno y la co-administracion de adyuvantes como las
enterotoxinas. Tanto CT como LT se unen al receptor GM1 de los enterocitos que facilitan su
transporte a través del epitelio intestinal. La ruta intrarectal poco atractiva para humanos
podria ser interesante para grandes animales ya que de esta manera se evitan los problemas
de la administracion oral y la digestién (Premier et al., 2004).

La administracion pulmonar de péptidos y proteinas es un area en expansion en el
campo farmacéutico. El disefio de vacunas se beneficiaria con los avances de las vacunas
en aerosol ingenierizadas que podrian inducir respuesta inmune mucosa y/o sistémica (Sou
et al., 2011). En este sentido, debe prestarse suma atencién en no provocar una respuesta
inflamatoria desmedida para no comprometer la vital funcién respiratoria.

Especialmente en la ruta nasal se debe demostrar la ausencia de neurotoxicidad (Clark
etal., 2001).

La inmunidad de mucosa se caracteriza por la presencia de IgA ademas de los
linfocitos efectores de memoria local. Para los patdégenos que ingresan al organismo por piel
0 sangre, la respuesta inmune predominante es de tipo IgG vy los linfocitos de memoria se
diseminan a través de los 6rganos linfaticos periféricos. Estas diferencias pueden tener un
impacto directo en lograr proteccion inmunolégica y en consecuencia, una vacuna exitosa. El
sitio inicial de desafio del Ag puede modular el tropismo y efectividad de la inmunidad

adaptativa y la localizacién de los linfocitos de memoria (Hansen et al., 2009).

1.8.1 Aspectos criticos para el disefio de vacunas por rutas mucosas

La vehiculizacion de Ag en sistemas de delivery no sélo ofrece la posibilidad de su
captura por células inmunocompetentes y la liberacion controlada del Ag, sino también su
capacidad de vencer barreras mucosas.

Dos siglos transcurrieron desde que Jenner descubrié la vacuna antivaridlica en 1796
hasta la erradicacion de la viruela en 1980. Desde entonces y hasta nuestros dias, las
vacunas permitieron el control de varias enfermedades infecciosas. Su uso no se limita sélo
al tratamiento profilactico, sino que también se han comenzado a aplicar las vacunas
exitosamente como agentes terapéuticos en alergia, tratamiento autoinmune y terapia contra
el cancer (Gonzalez et al., 2009; Lake y Robinson, 2005; Larché y Wraith, 2005). Por este
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motivo, cobran importancia todos los esfuerzos por avanzar en este promisorio campo de

investigacion.

1.8.1.1 Capacidad de atravesar mucosas

En vacunacion oral, el tamafio de los sistemas de delivery es un aspecto fundamental
para una adecuada estimulacion inmune. Hace mas de dos década que es bien conocida la
mayor eficacia de los sistemas particulados de menor tamafo para la inmunizacién oral
(Eldridge et al., 1991; lgartua et al., 1998). Sin embargo, el tamafio 6ptimo todavia es tema
de controversia. El grupo de Gutierro observé una mayor capacidad inmunoestimulante de
microesferas cargadas con BSA de 1 ym que de 0,2-0,5 um. Con un Ag sintético de la
malaria (SPf66) encapsulado en microesferas de PLGA de 1 um, el mismo grupo observo
una fuerte respuesta inmune comparable a la obtenida con alimina como adyuvante. Los
autores atribuyeron estos resultados a su captura preferencial por las PP (Gutierro et al.,
2002). La tendencia observada en estos ultimos afios es que a menor tamafio mayor
capacidad para transportar Ag a través de la barrera mucosa (Gomez et al., 2007; Oyewumi
et al., 2010). De esta manera, podemos decir que el tamafo ideal para los sistemas de
delivery para vacunas orales se encontraria en el rango nanométrico, aunque la captura
también se veria afectada por otras caracteristicas como las propiedades de superficie y la
liberacion del Ag.

La ruta nasal es otra prometedora via de administracién parenteral que evitaria el uso
de agujas. Tan es asi, que a pesar del clearence mucociliar asociado, es atractiva para el
delivery de Ag. Especificamente, posee una actividad enzimatica limitada y un epitelio
relativamente permeable con células M que capturan Ag de la mucosa y lo entregan a los
ganglios linfaticos de la mucosa (Csaba et al., 2009). El tamafio y la hidrofobicidad superficial
de las particulas cobran gran importancia en la capacidad de entregar eficientemente el Ag a
través de la ruta nasal. Tanto el tamafio de particula como el grado de PEGilacion influyé en
la captura de la mucosa nasal y la subsiguiente biodistribucion del Ag asociado (Vila et al.,
2004). Esta mejora en el transporte seria la explicacién para la importante y prolongada
respuesta inmune obtenida. Por otro lado, liposomas recubiertos con polimeros
mucoadhesivos por via nasal resultaron indtiles para aumentar la respuesta inmune en
conejos (Amin et al., 2009).

En el futuro, se deben ingenierizar los sistemas de delivery de modo que sean
mucopenetrantes para permitir el crecimiento del escaso numero de vacunas por rutas
mucosas existentes en el mercado (Dietrich et al., 2003).

En la mayoria de los articulos cientificos, las estrategias para la inmunizaciéon de
mucosas no se focalizan en el disefio de la matriz sino en el ligando adecuado unido al
sistema de delivery para aumentar (1) la unién y consiguiente captura por las células M de

las PP (2) la unién a los enterocitos y/o (3) la interaccidon con las APC. Sin embargo, la

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



presencia de ligandos no garantiza la unién a células y posterior transcitosis. El disefio de
sistemas de delivery penetrantes es primordial para conseguir un targeting pasivo y llegar a
las células deseadas. Ademas, las caracteristicas estructurales de las particulas
mucopenetrantes son coincidentes con las caracteristicas empiricas necesarias para
aumentar su captura por las células M, a saber, un tamafio menor a 1 ym, con carga
negativa o neutra y con una relativamente baja hidrofobicidad de superficie (Florence, 1997).

1.8.1.2 Biodistribucion y acceso a las APC

Como se detall6 en la Seccién 1.1, los Ag exdgenos que son internalizados por las APC
generalmente son presentados en el contexto del MHC-II, lo cual estimula tipicamente la
respuesta humoral T CD4+. Para que ocurra la presentacion cruzada el Ag debe escapar del
compartimiento endosomal al espacio citosoélico y reticular endoplasmico, donde ocurre el
procesamiento MHC-I (Look et al., 2010).

Las APC capturan Ag particulados mas eficientemente que Ag soluble. Los Ag
particulados inducen respuestas inmunes mas fuertes que los Ag solubles,
independientemente de la ruta de administracion. (Clark et al., 2001; Friede y Aguado, 2005).

En general, los Ag solubles son inadecuados para generar inmunidad protectora luego
de la administracion oral o nasal y en algunos casos hasta puede inducir tolerancia (Foster y
Hirst, 2005). Grandes dosis de Ag via oral o nasal pueden llevar a la produccion de
IgA de vida media corta sin la induccién de respuesta sérica de anticuerpos. En trabajos
publicados se observé que dosis 100 veces mas elevada de Ag administrados via oral
indujeron respuesta inmune 100 veces mas débil, respecto de la administracion subcutanea
(Brayden y Baird, 2001; Csaba et al., 2006; Mann et al., 2009a). Para sortear este problema
se necesita la co-administracion de poderosos adyuvantes.

Cuando particulas de 20-100 nm se administran por via intramuscular o subcutanea, las
mismas pueden penetrar a la matriz extracelular y entrar directamente en los vasos linfaticos.
Una vez en la linfa, las particulas viajan a los ganglios linfaticos donde son capturadas por la
gran poblacién de células inmunes, en especial DC y generan una respuesta inmune
efectiva (Swartz, 2001). Varios autores coinciden en que las particulas poliméricas mayores a
100 nm, son principalmente confinadas en el punto de administracion y no pueden pasar al
espacio extracelular y llegar asi a los ganglios linfaticos (De Temmerman et al., 2011;
Moghimi et al., 1994; Swartz, 2001). Estas particulas podrian iniciar una efectiva respuesta
inmune si son capturadas por las DC periféricas, conocidas como scavengers. Luego estas
células migran a los ganglios linfaticos e inician la respuesta inmune sistémica (Fifis et al.,
2004). Las particulas menores a 20 nm drenaran principalemente por los capilares
sanguineos y sufren la eliminacidon del organismo aunque una fraccion podria llegar a los
ganglios linfaticos (Manolova et al., 2008; Swartz, 2001).

Ademas del rol critico del tamafio de particula, la captura por macréfagos y DC in vitro
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de nanoparticulas de poliestireno se pudo mejorar fuertemente con una superficie catidnica
(Foged et al., 2005; Thiele et al., 2003).

No caben dudas de que la asociacion de Ag a micro o nanotransportadores facilitan la
captura por las DC (Bachmann y Jennings, 2010). Una explicacion posible podria
encontrarse en la semejanza entre las particulas y las bacterias y virus que las APC han sido
programadas para capturar (Fifis et al., 2004). Ademas, se ha sugerido que los Ag
particulados no solo facilitan su captura por las células inmunes sino que también inducen su
activacion y pueden asi participar del llamado fénomeno de presentacion cruzada
(Scheerlinck y Greenwood, 2008). Como resultado, los Ag particulados no sélo estimulan la
respuesta inmune humoral sino también la celular.

La activacion de respuesta inmune citolitica que elimina células huésped infectadas es
un area clave de investigacion para mejorar la eficacia de la vacunacion. Esta respuesta esta
mediada por linfocitos T CD8+, CD4+ Thl y T natural killer (NK). Estas células citoliticas
pueden mediar la destruccioén directa de células infectadas via el reconocimiento de los Ag
derivados del patégeno en el contexto del MHC-I o del complejo de presentacién CD1, este
ultimo presenta Ag lipidicos para provocar inmunidad mediada por linfocitos T (Hava et al.,
2005; Odyniec et al., 2010). Luego del reconocimiento especifico de las células infectadas,
las células inmunes efectoras liberan agentes citoliticos que destruyen directamente dichas
células y pueden inducir reacciones inflamatorias, las cuales facilitan el clearence por parte
de las células de la inmunidad innata como también la respuesta humoral. Para generar
inmunidad a linfocito T CD8+, las investigaciones se focalizan en mejorar la presentacion
cruzada, en la cual el Ag exdgeno es presentado en el contexto del MHC-I, para promover
una fuerte respuesta citolitica e inflamatoria Thl (Look et al., 2010).

La estrategia de targeting a DC, células especializadas en la presentacion cruzada, fue
utilizada para generar inmunidad celular. Ejemplo de ello es la sintesis de nanoparticulas con
polimeros de respuesta al pH que facilitan el escape del sistema endolisosomal al citosol
(Flanary et al., 2009; Kwon et al., 2005) o nanoparticulas para delivery de DNA plasmidico
que permiten la produccién de Ag en el contexto del MHC-I (Minigo et al., 2007).

La manosa mejor6 la entrega de los sistemas de delivery a las células de Langerhans,
subpoblacién de DC ubicadas en la epidermis. El uso de nanoparticulas funcionalizadas con
manosa generaron inmunidad tanto celular como humoral en primates no humanos sin

sefiales de toxicidad local ni sistémica (Lori et al., 2005).

1.8.1.3 Mejoramiento de la estabilidad y liberacidn controlada del Ag

La idea de usar tecnologias de liberacion controlada para simplificar el calendario de
vacunacion fue propuesta por primera vez por Langer y Preis en 1979 (Preis y Langer, 1979).
Una ventaja de los sistemas de delivery es su capacidad de proteger el Ag asociado de

las condiciones fisiolégicas adversas como la degradacién enzimética o las interacciones no
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especificas con otras moléculas en la matriz extracelular y proveer un perfil de liberacién
prolongada, muy similar a la infeccion real.

La composicion de los sistemas de delivery por via oral es concebida para proteger la
estructura del Ag durante el transito gastrointestinal. Con este objetivo se reporté la
incorporacion de Ag a MLV, liposomas en fase gel, bilosomas (sin uniones ésteres
hidrolizables) o niosomas (Jain et al., 2005; Mann et al., 2006; Mann et al., 2009b; Minato et
al., 2003; Shukla et al., 2010; Venkatesan y Vyas, 2000; Zhao et al., 2007).

Los sistemas de delivery para vacunas pueden ser disefiados para ofrecer una mayor
proteccion del Ag. Tal el caso de nanoparticulas de polianhidrido conteniendo ovoalbumina
(OVA) administradas por la via oral, cuyo efecto sobrepas6é el obtenido con fuertes
inmunoestimulantes como los LPS. Los autores postularon que el éxito de las mismas se
debid a la liberacion lenta que protegio al Ag de la degradacion en el intestino (Gomez et al.,
2007).

Las condiciones de formulaciéon son de importancia critica ya que el uso de solventes
organicos, las temperaturas extremas o elevados aportes de energia pueden degradar o
agregar el Ag proteico. Ademas, los materiales que constituyen los sistemas de delivery o
sus productos de degradacién pueden ser una importante fuente del deterioro de la proteina
(Blanco y Alonso, 1997; Tobio y Alonso, 1998).

Otra ventaja adicional que ofrecen estos sistemas es que se pueden encapsular junto
con agentes inmunoestimulantes potenciando el efecto sobre el sistema inmune (Pashine et
al., 2005).

1.9 Las Arquebacterias

Todos los organismos de la tierra estan clasificados en tres dominios: Archaea, Bacteria
y Eucarya. Esta clasificacion se basa en la secuenciacion de la subunidad 16S del RNA
ribosomal (RNAr 16S) (Woese et al., 1990). Ademas, la misma esta bien fundamentada por
numerosas caracteristicas bioquimicas, de las cuales, las mas distintivas son las
propiedades de los lipidos de membrana, que incluyen sus estructuras, sus vias y enzimas
biosintéticas y sus genes. Casi todos los autores concuerdan en que la distincion més critica
entre los lipidos de membrana arqueal y bacteriana es la diferencia estereoquimica de los
esqueletos glicerofosfato de los fosfolipidos. El esqueleto arqueal es sn-glicerol-1-fosfato (G-
1-P) y el bacteriano es sn-glicerol-3- fosfato (G-3-P), y ambos son enantiomeros. En general,
en las Archaea dos cadenas isoprenoides se unen a las posiciones sn-2 y sn-3 del G-1-P a
través de una unién éter. Mientras que en Bacteria y Eucarya, dos cadenas de &cidos grasos
se unen en posicién sn-1 y sn-2 del esqueleto G-3-P con una unién de tipo éster. Esta
diferencia se designa como divisién lipidica (Koga, 2011).

Los lipidos de Archaea (arqueolipidos) representan una adaptacion especifica a los

ambientes hostiles, en particular ambientes extremos de temperatura y acidez, bajo los
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cuales se desarrollan estos microorganismos. Las membranas compuestas por arqueolipidos
resultan mas resistentes que las compuestas por glicerofosfatos comunes. Es mas, bacterias
(hiper)termdfilas también muestran este tipo de adaptacion a las altas temperaturas
(Schouten et al., 2013).

El estudio de la biologia y ecologia de Archaea se encuentra dentro de lo mas
interesante y dindmico de los topicos de la ecologia microbiana. En menos de dos décadas
el status de estos enigmaticos microorganismos ha cambiado completamente. Con la
introduccion y popularizacion de las técnicas de secuenciacion de RNAr 16S se ha
revolucionado la percepcion sesgada de la biologia y la ecologia (Auguet et al., 2009). El
primer arbol filogenético derivado de técnicas de cultivo de laboratorio (hiperterméfilas,
hal6filas y metandgenas) estaba compuesto de dos filos principales, Crenarcheota y
Euryarcheota y contenia unas pocas ramificaciones. Sin embargo, las técnicas de analisis
por PCR de RNAr 16S expandieron rapidamente el arbol arqueal con el descubrimiento de
nuevos linajes (Fig. 1.3).

Las arquebacterias termofilicas e hipertermdfilas se encuentran en ambientes con muy
altas temperaturas, las metanégenas en ambientes andxicos y elevadas temperaturas,
mientras que las haldfilas o hiperhaléfilas se encuentran en aguas con alta concentracion de
sal, sistemas hipersalinos, como lagos alcalinos salitrosos y salinas (Corcelli y Lobasso,
2006; Chong et al., 2012).
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Fig. 1.3 Filogenia de Archaea basado en el analisis secuencial de RNAr 16S
Adaptado de (Auguet et al., 2009; Schouten et al., 2013)

Referencias: Agua dulce (Fwc, del inglés freshwater column); Sedimento de agua dulce (Fsed, del inglés freshwater
sediment); Suelo (S, del inglés soil); Agua marina (Mwc, del inglés marine water column); Sedimento marino (Msed, del
inglés marine sediment); Hipersalino (Hsal, del inglés hypersaline) y Fuente hidrotermal (Hdv, del inglés hydrothermal
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vent). El cuadrado negro indica el punto de contacto con el dominio Bacteria. La flecha indica el orden al cual pertenece
la especie Halorubrum tebenquichense de la familia Halobacteriaceae.

Hacia el afio 1972 Helge Larsen describia las halobacterias como una confusién para la
biologia (Oren, 2012) y sélo dos o tres especies eran reconocidas en esta familia (Gibbons,
1974). En ese entonces, ya estaba claro que las halobacterias eran fundamentalmente
diferentes del resto de los procariotes por la falta de pared de peptidoglicano, por la alta
concentracion de sal requerida para su crecimiento y estabilidad estructural y por su
pigmentacion inusual (Larsen, 1973). Estos microorganismos arqueales halofilos se agrupan
en la familia Halobacteriaceae (Fig. 1.3). Muchos miembros de esta familia se caracterizan
por la presencia de pigmentos rojo-anaranjados, llamados bacterioruberinas, en la membrana
plasmaética, los cuales ayudan a filtrar la radiacion UV y a proteger a las células de los
efectos dafinos de la luz solar (Corcelli y Lobasso, 2006). Los primeros aislamientos de la
familia Halobacteriaceae datan de cien afios atras y a nuestros dias estd compuesta por 36
géneros con 129 especies, tal lo reportado en el afio 2012 en el articulo de Oren. Excelente
revision donde se muestra el impacto que han hecho los métodos de caracterizacion
fenotipica, taxonomia numeérica, quimiotaxonomia (especialmente el analisis de lipidos
polares), analisis secuencial comparativo del gen de RNAr 16S y gendmica comparativa,

sobre su clasificaciéon (Oren, 2012).

1.9.1 Los arqueolipidos

Los lipidos polares de arquebacterias poseen esqueletos hidrocarbonados y cabezas
polares radicalmente diferentes a los lipidos polares de organismos de los otros dos
dominios, Eukarya y Bacteria. Los esqueletos hidrocarbonados de los lipidos de
arquebacterias son éteres de cadenas isoprenoides, en su mayoria fitanilos (20 C) y
bifitanilos (40 C), llamados arqueoles o lipido diéter (2,3-di-O-difitanil-sn-glicerol) y
caldarqueoles o lipido tetraéter (2,2°-3,3 -tetra-O-dibifitanil-sn-diglicerol) respectivamente,
unidos en una configuracién sn-2,3 al glicerol (Kates, 1978; 1992; Sprott, 1992). Por el
contrario, los lipidos de los dominios Eukarya y Bacteria son ésteres de cadenas de acidos
grasos lineales unidos en configuraciéon sn-1,2 al glicerol y se denominan glicerofosfolipidos
(Kates, 1993a).

Los diferentes habitats de las arquebacterias definen la composicién principal de sus
lipidos, por ejemplo las termdfilas sintetizan casi exclusivamente caldarqueoles (Kamekura y
Kates, 1999). Ellos forman monocapas en lugar de bicapas. Usualmente, variaciones
adicionales dependen del género y especie.

La estructura quimica de los arqueolipidos les confiere caracteristicas particulares. Los

lipidos polares de arquebacterias son mas estables que los glicerofosfolipidos, las uniones
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éteres son mas resistentes a la hidrélisis en un amplio rango de pH respecto a las uniones
ésteres de los fosfolipidos convencionales, las cadenas isoprenoides son altamente
resistentes a la oxidacion. En tanto la configuracion sn-2,3 otorga resistencia a hidrélisis por
fosfolipasas esteroespecificas (Schouten et al., 2013; Sprott et al., 1996).

1.9.2 Arqueosomas, vesiculas lipidicas con propiedades adyuvantes

El grupo de Sprott investigd6 ampliamente las propiedades de los arqueolipidos, lipidos
polares aislados de arquebacterias, para la preparacion de sistemas de delivery con
actividad adyuvante. En este sentido, su primer trabajo publicado demostré6 que la
administracion parenteral de vesiculas denominadas arqueosomas (ARQ) provocaba una
intensa respuesta inmune humoral en ratones (Sprott et al., 1997). Los ARQ son vesiculas
con actividad inmunomoduladora preparadas con lipidos polares extraidos de
arquebacterias, microorganismos del dominio Archaea (Madigan y Oren, 1999). La mayoria
de estos microorganismos son extremdfilos, es decir estan adaptados a condiciones
ambientales extremas. Las arquebacterias son microorganismos no patégenos (Cavicchioli et
al., 2003) que no poseen polisacaridos (Eckburg et al., 2003), ni mureina (Kandler y Konig,
1998) y que presumiblemente carecen de PAMP conocidos (Pulendran et al., 2001)

Los lipidos arqueales estan constituidos exclusivamente cadenas isoprenoides unidas
por uniones éteres a un esqueleto de glicerofosfato. Las estructuras base son el arqueol y el
caldarqueol (Patel y Chen, 2010). Ademds, las diversas cabezas polares de estos
glicerolipidos tienen una importancia crucial en las interacciones inmunoestimulantes con
APC, como fue demostrado con glicoarqueoles sintéticos (Whitfield et al., 2008).

Al igual que los liposomas, los ARQ pueden prepararse por autoensamblaje de lipidos
arqueales en medios acuosos tras un pequefio aporte de energia. Sin embargo, mas alla de
esta similitud, la superficie de los ARQ es altamente entropica con valores de tensién
superficial que son la mitad de los de liposomas (Kitano et al., 2003; Yamauchi et al., 1997).
Gracias a a este desorden no presentan transicion de fase o la misma se encuentra por
debajo de 0°C (Kitano et al., 2003). Por otro lado, la permeabilidad de los ARQ a protones y
a sodio es aproximadamente tres veces menor que la determinada para liposomas; la
presencia de los macrociclicos arqueoles o caldarqueoles en ARQ disminuye su
permeabilidad al agua y pequefos solutos (Mathai et al., 2001; van de Vossenberg et al.,
1999).

Estas particularidades estructurales hacen que los ARQ tengan la capacidad de
establecer interacciones Unicas con los ambientes biolégicos, especificamente se ha
demostrado su potente adyuvancia luego de su administracion subcutdnea en modelos
preclinicos, con una fuerte respuesta inmune tanto humoral como celular, junto con una
memoria inmunoldgica sostenida, comparado con lipososmas convencionales y alimina

(Krishnan et al., 2000a; Patel y Chen, 2010). Una caracteristica clave de los ARQ es la
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capacidad dual de dirigir el Ag para la presentacion cruzada via el MHC-I mientras que a la
vez activan la coestimulacion de las APC y produccién de citoquinas (Krishnan y Sprott,
2008). De hecho, los ARQ aumentan el reclutamiento y activacion de APC como DC y
macrofagos (Krishnan et al., 2001; Tolson et al., 1996), inducen la expresion de moléculas
co-estimulatorias (Krishnan et al., 2001) y generan respuestas de linfocitos citotoxicos T
CD8+ aun en ausencia de linfocitos T CD4+ (Krishnan et al., 2000b). Dado que en un modelo
murino de listeriosis, se observd proteccion frente al desafio intravenoso con Listeria
monocytogenes en ratones inmunizados con ARQ via subcutanea (Conlan et al., 2001),
éstos se muestran con grandes chances para ser utilizados como adyuvantes.

Los adyuvantes deben ser biodegradables, baratos, disponibles a partir de fuentes
sustentables, no téxicos e idealmente no provocar inflamacion clinicamente relevante. Los
ARQ relnen estas ventajas y se ha comprobado que evocan memoria inmunoldgica en
ausencia de inflamacidn visible. Asi, por ejemplo, ARQ preparados con lipidos polares totales
(LPT) de Haloferax volcanii y Methanobrevibacter smithii activaron DC en ausencia de
produccion de IL-12, relacionada con la respuesta inflamatoria inicial (Sprott et al., 2004a).
Ademas, no se ha hallado toxicidad luego de la administracion oral, endovenosa o
subcutanea de ARQ, ya sea en monodosis o multiples dosis en modelos murinos (Omri et al.,
2003; Patel et al., 2002).

Aunque todavia se desconoce el mecanismo por el cual estos ARQ son tan buenos
adyuvantes, se ha postulado que son capturados por las APC a través de receptores
especificos de fosfatidilserina presentes en la superficie celular. De los varios tipos de ARQ,
los preparados con LPT de M. smithii (40 % (mol) de caldarqueoles y 30 % (mol) de
arquetidilserina) son potentes inductores de adyuvancia debido a su particular interaccién
con las APC (Krishnan et al., 2001). Asimismo, estos ARQ inducen la expresion de moléculas
co-estimulatorias en APC, lo que conduce a la regulacién del aumento de citoquinas y otros
reguladores inmunoldgicos (Krishnan y Sprott, 2008; Sprott et al., 2008).

Los ARQ también generaron adyuvancia luego de su administracién intranasal en
ratones. La respuesta Ag especifica de tipo IgA se vio aumentada en sueros, heces, bilis y
muestras de lavado nasal y vaginal. También se indujeron las respuestas de tipo IgG, vy
especificamente IgG1l e IgG2a, en suero como la respuesta de tipo linfocito T citotdxicos
(Patel et al., 2007). En este caso, los ARQ fueron preparados con LPT extraidos de M.
smithii, H.salinarum y T. acidophilum o bien, con 2,3-di-O-difitanil-sn- glicerofosfato-O-metilo
en presencia de Ca2+, con OVA como Ag, y se obtuvieron estructuras agregadas
denominadas AMVAD, del inglés archael lipid mucosal vaccine adjuvant and delivery. El éxito
de los AMVAD se podria deber a su matriz especial de glicoarqueolipidos junto con la
mucopenetracion, una combinacion capaz de inducir respuesta inmune en ausencia de
targeting luego de la administracion nasal (Patel y Chen, 2010). Ademas, ARQ preparados
con lipidos polares totales de Sulfolobus acidocaldarius cargados con OVA evocaron

respuesta sistémica IgG y mucosa IgA luego de la administracion oral en ratones (Li et al.,
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2011).

1.9.3 Aislamiento de arquebacterias Halorubrum tebenquichense en la Patagonia

argentina

Dada la capacidad adyuvante de los arqueolipidos se consideré de relevancia la
exploracién de las propiedades adyuvantes de LPT extraidos de otras especies de
arquebacterias. Asi, se estudi6 la adyuvancia generada por lipidos aislados de cepas de
Salina Chica (Peninsula de Valdez, Chubut, Argentina). Las mismas fueron tipificadas como
Halorubrum tebenquichense. Las arquebacterias haléfilas extremas del género Halorubrum
se encuentran distribuidas mundialmente (Franzmann et al., 1988; Kamekura et al., 1997,
Kamekura et al., 1996; Kharroub et al., 2006; Lizama et al., 2002; McGenity y Grant, 1995;
Oren y Ventosa, 1996; Tomlinson y Hochstein, 1976), tanto a elevada altitud como bajo el
nivel del mar (Fan et al.,, 2004; Lizama et al., 2002; McGenity y Grant, 1995). La Unica
especie descripta en Sudamérica es la Halorubrum tebenquichense, cepa ALT6-92 aislada
en la Laguna Tebenquiche en el Salar de Atacama (20° 30" S, 68° 15"~ W), al norte de Chile.
Su localizacion en el desierto de Atacama a 2300 m sobre el nivel del mar convierte a esta
laguna en un ambiente Unico (Lizama et al., 2002). En el afio 2011 se reportd el hallazgo de
la cepa H. tebenquichense no alcalifilica en salinas del litoral de la Patagonia Argentina,
Salina Chica, en Peninsula de Valdés (42° 32' S, 63° 59' W), provincia de Chubut. Cabe
sefialar que Salina Chica esta separada de la Laguna Tebenquiche por la cadena montafiosa
mas alta (7000 m) y mas reciente (70 millones de afios) de América, la cordillera de los
Andes. Ademas, se encuentra 2500 km al sudeste, a 40 metros sobre el nivel del mar y en
una zona de clima templado (Gonzalez et al., 2009).

De este modo, nuestro grupo fue el primero en reportar que ARQ preparados con LPT
aislados de esta cepa pataglnica de arquebacterias, también inducian respuesta inmune
sistémica humoral especifica y de memoria (Gonzalez et al., 2009). Es de destacar que esta
capacidad adyuvante fue obtenida a pesar de su franca diferencia estructural con los ARQ
reportados con capacidad adyuvante, compuestos de caldarqueoles y de arqueolipidos con
grupos cabeza serina, inositol y etanolamina (Kates, 1993a; Sprott et al., 2004b; Tenchov et
al., 2006).

Luego de la inmunizacién subcutanea de ratones C3H/HeN con ARQ preparados con
LPT de H. tebenquichense conteniendo albumina sérica bovina (BSA, del inglés bovine
serum albumin) se evocd una fuerte y sostenida respuesta primaria de Ac similar a la
obtenida con alimina como adyuvante. También generaron memoria inmunoldgica,
demostrada por la respuesta humoral luego del boosting con BSA libre. El analisis de los
isotipos de IgG revelé que se generaron tanto IgG1l como IgG2a Ag especificas, lo que
sugeriria la induccién de una respuesta mixta Th1/Th2 (Gonzalez et al., 2009).

En consonancia con los hallazgos anteriores, demostramos por primera vez que
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ratones C3H/HeN inmunizados via subcutanea con Ag de Trypanosoma cruzi incorporado en
estos ARQ (ARQ-Tc) generaron rapidamente altos niveles de Ac circulantes anti-T. cruzi. La
respuesta inmune generada presentd un perfil de isotipos dominante de IgG2a, usualmente
asociado a la inmunidad de tipo Thl y a la resistencia contra la infeccién por T. cruzi. Es de
destacar que los ratones inmunizados con los ARQ-Tc, exhibieron una reduccién de la
parasitemia durante la infeccion aguda y fueron totalmente protegidos contra un desafio
mortal con la cepa Tulahuén del T. cruzi, altamente virulenta. Estos hallazgos sugieren que
ARQ preparados con los LPT de H. tebenquichense poseen un gran potencial para el
desarrollo de una vacuna segura y eficiente contra este patégeno humano de gran relevancia
(Higa et al., 2013).

1.10 Métodos de preparacién de arqueosomas

Los arqueosomas pueden prepararse aplicando los métodos habitualmente utilizados

para la preparacion de liposomas.

1.10.1 Escala laboratorio

El método mas sencillo y mas ampliamente empleado es la preparaciéon de un film de
fosfolipidos (en este caso arqueolipidos) y la posterior hidratacion con un medio acuoso
seguido de agitacion mecdnica. Los lipidos se disuelven en un solvente adecuado, como
cloroformo o mezclas cloroformo: metanol, luego se evapora el solvente de modo tal de
obtener una pelicula delgada y homogénea. Las trazas de solvente residual pueden
eliminarse con corriente de nitrégeno o liofilizacién. Por Ultimo se agrega una solucion
acuosa y se agita enérgicamente, provocando la hidratacion e hinchamiento de los
arqueolipidos hasta que se despegan de la superficie y forman los arqueosomas. El
resultado es una mezcla de vesiculas multilamelares con una distribucion de tamafio
heterogénea (MLV, del inglés multilamelar vesicles), que suele emplearse como punto de
partida para obtener otras suspensiones (New, 1990).

La sustancia a incorporar a los MLV se agrega en el medio acuoso, si se trata de un
compuesto hidrosoluble, o bien se disuelve en el solvente de disolucion de los lipidos, si se
trata de un compuesto liposoluble.

A partir de los MLV, el tamafio y el nUmero de lamelas pueden modificarse mediante
sonicacioén y/ o extrusién, entre otros métodos.

La sonicacion consiste en impartir energia ultrasénica a la suspension para reducir el
tamafo de las vesiculas, pudiendo obtenerse bajo determinadas condiciones, SUV (del
inglés, small unilamelar vesicles). Estos resultan unilamelares debido a las restricciones
estéricas que tienen lugar cuando la curvatura de la bicapa es muy pronunciada. El tamafio

esta dado por la composicion lipidica, la fuerza idnica del medio y la temperatura, entre otros
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factores. La técnica de sonicacion es efectiva pero no escalable (New, 1990).

La extrusibn de MLV consiste en forzar el pasaje de la suspension a través de
membranas de poro definido (Krishnan et al., 2000a; Krishnan et al., 2000b; Olson et al.,
1979). Es asi como se obtienen vesiculas de diametro medio del tamafio nominal del poro
con oligo o unilamelaridad. Existen extrusores manuales o neumaticos.

La obtencidon de LUV (del inglés, large unilamellar vesicles) puede realizarse aplicando
el método de evaporaciéon en fase reversa (Omri et al., 2000; Szoka y Papahadjopoulos,
1978). Los LUV son vesiculas de gran tamafio pero compuestas por una sola bicapa o
lamela. Suelen emplearse cuando se pretende maximizar el volumen acuoso interno. La
adicion de un pequefio volumen de fase acuosa sobre la solucion de fosfolipidos en éter
etilico en una relacién 1:3 (fase acuosa/fase organica) y posterior sonicacion, produce una
suspension de micelas invertidas o emulsién w/o. La eliminacion del éter a presion reducida
(300 mm Hg; 0,4 bar) provoca al mismo tiempo la agregacion de dichas micelas que conduce
a la formacién de una estructura tipo gel semisdlido, la cual colapsa al aumentar el grado de
vacio para dar lugar a la formaciéon de LUVs, con la completa eliminacion del disolvente
organico. La fuerza idnica de la solucién acuosa determina la capacidad de encapsulacion
gue van a tener las vesiculas, a menor fuerza iénica mayor eficacia de encapsulacion (Szoka
y Papahadjopoulos, 1980; Torres y Seijo, 2009). La gran desventaja de esta técnica es su

baja factibilidad para el escalado.

1.10.2 Escala industrial

El método industrial por excelencia para preparacion de liposomas es la
homogeneizacién de alta presion (HPH, del inglés High-Pressure Homogenization). El
principio de estos homogeneizadores se basa en aplicar una gran cantidad de energia a la
muestra que provoca la ruptura de las macro estructuras presentes y posterior ensamblaje,
reduciéndose asi su tamafio. La ventaja fundamental frente a otros métodos radica en que
los modelos de homogeneizadores mas pequefios (volumen de muestra de 5-10 ml) tienen
sus equivalentes a escalas mayores (hasta 1.000 I/h), con lo cual los resultados pueden ser
transferidos del laboratorio a la industria.

El proceso ocurre en una camara especial de homogeneizacién, cuyo disefio es el
corazon del equipo homogeneizador y es objeto de propiedad industrial. Es mas, una dada
presion de homogeneizacion puede producir diferentes efectos, segun el disefio del equipo
(Loveday et al., 2013).

En los sistemas de HPH estén involucrados simultdneamente fendmenos de cavitacion,
cizalla y turbulencia, y es muy dificil clasificarlos en orden de importancia.

La cavitacién es un efecto hidrodinamico que se produce por un aumento local en la
velocidad, provocado por el pasaje del fluido a través de un estrecho orificio, y de acuerdo al

principio de Bernoulli, se produce una disminucion de la presion hidrostética. Si la presion
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local cae debajo de la presion de vapor del fluido se producen finas burbujas de vapor. Estas
burbujas empiezan a colapsarse cuando se mueven a las regiones donde la presion es
mayor que la presién de vapor. Cuando las burbujas implosionan, las particulas de alrededor,
se aceleran a través del centro de la burbuja que colapsé. Esto provoca la disminucion en el
tamafio de particula o la ruptura de las estructuras.

En términos de la dinamica de fluidos, la turbulencia es un movimiento irregular que se
observa en los liquidos cuando fluyen a gran velocidad. Est4 caracterizado por alta
conveccion y cambios espacio-temporales rapidos de presion y velocidad. El movimiento del
fluido se da en forma caética, en otras palabras, el movimiento principal es perturbado por
otros movimientos desordenados que se mezclan con aquél. Las moléculas, en lugar de
seguir trayectorias paralelas (flujo laminar) describen caminos irregulares y forman torbellinos
o remolinos (Dubbel, 1955).

En tanto, la fuerza de cizallamiento produce un corte transversal debido al
deslizamiento en sentidos opuestos de dos planos tangenciales generados por el movimiento
del fluido, como una tijera (Dubbel, 1955).

Diferentes tecnologias se han desarrollado para el disefio de homogeneizadores de alta
presion. Las primeras aplicaciones de estos equipos fueron farmacéuticas y biotecnoldgicas
(Paquin, 1999).

En los homogeneizadores a valvula de alta presion o a dos etapas (Panda®, Gea Niro
Soavi, Italia; APV-Rannie® y APV-Gaulin®, SPX, E.U.A.), el fluido es introducido axialmente
a través del asiento de la valvula. Luego, se acelera radialmente en la pequefia region
comprendida entre la valvula y el asiento. Una vez que el fluido deja este espacio (10-30
pm), impacta contra el cabezal de la valvula, saliendo del homogeneizador a presion
atmosférica (Floury et al., 2004). La presion alcanzada puede llegar a 150 MPa (Fig. 1.4 A).

An 3 Productohomogeneizado,
Presion/deivalvula

zona|dejalto.
impacto

WAnilloldelimpacto

1 Rroducto

I hl?miogeneizado

Rroductolsin]
homogeneizar;

Producto
homogeneizado;

Productoisin homogeneizar

Producto'sinlhomogeneizar,

Fig. 1.4 Esquemas del disefio de camara de homogeneizadores
(A) Panda®, (B) Microfluidics® (C) Emulsiflex®.

La tecnologia Microfluidizer (Fig. 1.4 B) puede generar sistemas (vesiculas, particulas,
gotas, etc.) con menor tamafio por la colisiéon frontal de dos corrientes de fluidos bajo
presiones superiores a 1.700 bar (170 MPa) (Bruno y Mcllwrick, 2001). Esto produce
colisiones, fuerzas de corte y de cavitacion (Tunick et al., 2001). Estos fenédmenos se pueden
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lograr con los homogeneizadores tipo jet como los microfluidificadores (Microfluidizer®,
Microfluidics, E.U.A.). Estos equipos contienen una bomba intensificadora que provee alta
presion para forzar el producto a pasar por una camara de interaccion formada por dos
microcanales que haradn que el producto se divida en dos corrientes al entrar a la camara.
Dichas corrientes se aceleraran y terminaran colisionando entre si desde sentidos opuestos.
El liquido se acelera dentro de la camara debido a la disminucién en el diametro del tubo, a
la liberacion de presion y a los cambios abruptos en la direccién, que conducen a golpes
contra las paredes, causando estos fendbmenos la ruptura de particulas en otras mas
pequefias. La camara de colision puede estar disefiada con dos formas, la tipo Y y la tipo Z
(Junghanns y Muller, 2008). Los canales tienen una dimensién en el rango de 50-300 um,
donde la muestra adquiere una velocidad de flujo de hasta 400 m/s. Normalmente, a la salida
de la camara de interaccién se coloca un intercambiador de calor para enfriar rapidamente el
producto tratado (Perrier-Cornet et al., 2005).

Los homogeneizadores Emulsiflex® (Avestin, Canada) pueden alcanzar presiones
hasta 200 MPa (Fig. 1.4 C). El fluido pasa a alta presion a través de una estrecha abertura
gue provoca un aumento local en la velocidad con la consecuente disminucién de la presion.
Y como se describid, pueden formarse burbujas que al implosionar aceleran las particulas de
alrededor, como las bicapas lipidicas, y se producen estructuras de menor tamafio. Este
fendmeno de cavitacion, se cree que es la principal causa de la reduccion del tamafio, pero
aln es una hipotesis. Ademas, estan involucrados fenémenos de colision, turbulencia y
fuerzas de cizallamiento (Junghanns y Muller, 2008).

Cabe destacar que existen homogeneizadores de alta presién que se proveen con
extrusores antes del colector de la muestra lo que permite obtener vesiculas con tamafio
definido.

Los factores que regulan las caracteristicas de las vesiculas obtenidas por
homogeneizacion de alta presion pueden ser del equipo o de la muestra. En el primer caso,
se incluye el nimero de ciclos o bien el tiempo de recirculacion y la presion de
homogeneizacion. En equipos que incluyan extrusores a la salida de la muestra, también
debera contemplarse como variable el tamafio de poro de la membrana utilizada. Respecto a
los factores de la muestra, se pueden mencionar, la concentracién y composicion lipidica, la
temperatura de la muestra, la fuerza idnica, viscosidad del medio, entre otras (Barnadas
Rodriguez y Sabes Xamani, 2003). Ademas, la elevada temperatura alcanzada en la cAmara
es otro parametro que puede afectar los componentes del producto, aunque el calor

producido tiene un corto tiempo de contacto con la muestra (Paquin, 1999).

1.11 Tamafio de particula y Potencial Z para la caracterizacion de material particulado

Para caracterizar cualquier material particulado es fundamental medir el tamafio y el

potencial Z ya que son importantes propiedades que determinaran el tipo de interacciones
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con el medio y los sistemas biol6gicos y, en definitiva, tendran influencia tanto en el

clearence como la biodistribucion de las particulas.

1.11.1 Tamafio de particula

En esta seccion solo se describirdn en detalle los fundamentos del equipo Zetasizer
NanoZS (Malvern Instruments Ltd, 2014a) ya que fue el utilizado en la determinacién del
tamafo de particula de todos los sistemas estudiados, excepto los obtenidos en la Seccién
2.3.

La técnica de dispersion dinamica de la luz (DLS, del inglés Dynamic Light Scattering)
también conocida como espectroscopia de correlacion fotonica (PLS, del inglés Photon
Correlation Spectroscopy) o dispersion cuasi-elastica de la luz (QELS, del inglés Quasi
Elastic Light Scattering) sirve para medir el tamafio de particula en el rango submicrénica.

ElI DLS mide el movimiento browniano y lo relaciona con el tamafio de la particula.

El movimiento browniano es un movimiento al azar de las particulas debido al
“golpeteo” de las moléculas del solvente alrededor de ellas. Entonces, esta determinacion
puede realizarse sobre particulas en suspension liquida. A mayor tamafo, menor
movimiento. La velocidad del movimiento browniano se define por una propiedad conocida
como coeficiente de difusion traslacional. EI DLS calcula el diametro hidrodinamico y se rige

por la ecuacion de Stokes-Einstein, a saber:

kT

(Ec. 1.1)
3mnD

d(H) =

donde,

d (H) = didametro hidrodinamico k = constante de Boltzman
T = temperatura absoluta
n = viscosidad del medio dispersante

D = coeficiente de difusion traslacional
De la Ec. 1.1 se desprende que se necesita una temperatura precisa y constante ya

que el d (H) es funcién de la misma y ademas, para mantener la viscosidad del medio

constante (Banerjee et al., 2002).
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Fig. 1.5 Esfera equivalente

El diametro obtenido es el diametro de una esfera que tiene el mismo coeficiente de
difusion traslacional que la particula. Esto da lugar al concepto de esfera equivalente (Fig.
1.5). La esfera es el Unico objeto cuyo tamafio puede ser univocamente definido con un solo
ndmero. Entonces, a partir del coeficiente de difusion se obtiene el diametro de la esfera.

Para una mayor comprension del tema se introduciran algunos conceptos de las teorias
de dispersion o scattering de la luz (Keck y Muller, 2008).

Cuando un haz de luz laser polarizada incide sobre una particula, no sélo se creara un
patrén de difraccién sino que la luz se esparcira en todas las direcciones con un patron mas
complejo. Todos estos fendmenos en conjunto son conocidos como scattering. Y se habla
del patron de scattering de la particula. La forma de este patrén depende del tamafio de
particula y para ser mas precisos de la relacion entre el tamafio de la particula y la longitud
de onda (A) de la luz incidente.

Segun esta relacién, se pueden distinguir tres formas de patrones de scattering:

e Fraunhofer, cuando la particula es mucho mayor que la longitud de onda incidente
(5-6 veces). Esta caracterizado por un fuerte scattering hacia adelante y un débil
scattering hacia atras.

e Rayleigh, si la particula es mucho menor que la longitud de onda incidente,

donde la intensidad de luz del scattering es similar en todas las direcciones, es
decir isotropico.

e Mie, para las particulas de tamafio intermedio.

El laser del equipo Nanosizer ZS es de He/Ne con una A=633 nm, por lo tanto, en el

orden nanométrico solo se registraran patrones de Rayleigh y Mie.
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Fig. 1.6 Grafico tedrico del log de la intensidad relativa del sacttering vs el tamafio de particula
Grafico para los angulos de deteccion de 173° y 90°, segun la teoria de Mie, asumiendo que la longitud de onda del

haz de luz laser es 633 nm, el indice de refraccion real es 1,59 y el coeficiente de extinciéon o indice de refraccion
imaginario es 0,001 (Malvern Instruments Ltd, 2014a).

La aproximacion de Rayleigh nos dice que | o« d6 y también que | < 1/A4, donde |
=intensidad de scattering, d = diametro de la particula y A = longitud de onda del Iaser.

El término d6 implica que una particula de 50 nm producird un scattering con una
intensidad un millon de veces mayor que la producida por una particula de 5 nm. En
consecuencia, se corre el riesgo de que la intensidad de scattering de las particulas grandes
solapen la de las mas pequefias. De este modo, se hace dificil medir por DLS las muestras
con mezcla de particulas muy grandes y muy pequefas (p. ej. agregados o emulsiones
desestabilizadas) ya que la contribucién de la intensidad del scattering de las particulas
pequefias es baja. El término A4 implica que la intensidad del scattering sera mayor a menor
A del haz de luz laser incidente (Keck y Miiller, 2008).

Cuando el tamafio de la particula es practicamente equivalente a la longitud de onda de
la luz laser incidente, se observa una funcién compleja de maximos y minimos de intensidad
respecto del angulo de incidencia. La teoria de Mie es la Unica que explica correctamente los
maximos y minimos del grafico de intensidad en todos los angulos y da el resultado para
todos los tamafios, longitudes de onda y angulos (Fig. 1.6). Mas adelante veremos que esta
es la teoria que aplica el software para transformar los graficos de distribucion en intensidad
en distribucion en volumen. Para lo cual es necesario conocer el indice de refraccién y el
coeficiente de extincion de la particula.

El DLS mide la velocidad del movimiento browniano de las particulas a través de la

medida de la velocidad a la cual la intensidad de la luz del scattering flucta.
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Fig. 1.7 (A) Representacion esquematica del patrén moteado

La sefial observada depende de la interferencia de fase de la luz de scattering que llega al detector.

(B) Destructiva: dos ondas interfieren y se cancelan mutuamente y resultando en una disminucién de la intensidad
detectada. (C) Constructiva: dos ondas interfieren y sinergizan mutuamente resultando en un aumento de la
intensidad detectada (Malvern Instruments Ltd, 2014a).

Para explicar cobmo ocurren estas fluctuaciones de intensidad imaginemos que usamos
una cubeta con una suspension que se ilumina con luz ldser y se usa un vidrio traslicido
para examinar la celda (Fig. 1.7 A). Veremos un patron moteado donde los puntos oscuros
corresponden a la luz de scattering donde la adicion de fase es destructiva y las intensidades
se cancelan mutuamente (Fig. 1.7 B). Por el contrario, los puntos brillantes corresponden a la
interferencia constructiva, donde las ondas llegan desde las particulas en la misma fase (Fig.
1.7 C).

El movimiento browniano de las particulas hard que estos puntos brillantes y oscuros
cambien de posicion constantemente. La velocidad de estas fluctuaciones en la intensidad
en cada punto depende del tamafio de particula. Las particulas pequefas hacen fluctuar la
intensidad mas rapidamente que las particulas grandes (Fig. 1.8 Ay B).

Los instrumentos de andlisis se fundamentan en dos tipos de deteccion de estas
fluctuaciones:

e Deteccion homodina: andlisis de la radiacion dispersada, utilizada en el equipo
Nanosizer ZS (Malvern®, Reino Unido).

e Deteccion heterodina: andlisis de la radiacion incidente y dispersada, utilizada en
el equipo Microtrac UPA 150 (Pennsylvania, E.U.A.).

La mejor manera de medir estas fluctuaciones en la deteccion homodina es a través de
una herramienta llamada correlador digital, en inglés digital autocorrelator. Basicamente es
un comparador de sefiales y mide el grado de similitud entre dos sefiales o como varia en el
tiempo una sefial respecto de si misma.
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Fig. 1.8 Tipicas fluctuaciones de la intensidad (A) de particulas grandes y (B) pequefias con sus correspondientes
correlogramas, donde la sefial (C) toma largo tiempo en decaer con particulas grandes y (D) decae rapidamente con
particulas pequefias (Malvern Instruments Ltd, 2014a).

Si la intensidad de una sefial es comparada consigo misma en un punto del tiempo y un
punto mas tarde, para una sefial que fluctia aleatoriamente, es evidente que las
intensidades no van a estar relacionadas en ningun sentido. Si se conoce la intensidad inicial
de una sefial que fluctia aleatoriamente no se puede predecir el valor que tendrd a tiempo
infinito. En definitiva, no existe ninguna funcién que pueda predecir el valor de la intensidad a
un tiempo determinado.

Sin embargo, si la intensidad de la sefial a tiempo t es comparada con la intensidad a
un At muy pequefo, existira una fuerte relacion o correlacion entre las intensidades de estas
dos sefales. El periodo de tiempo At es del orden de los nano o microsegundos y se
denomina “tiempo muestral del correlador” (en inglés, sample time of the correlator). Y el At
estaria en el orden de los milisegundos 0 decenas de milisegundos. La correlacion perfecta
se indica como 1 y la no correlacion como 0. Si las particulas son grandes la sefial ira
cambiando lentamente y la correlacion persistird por un largo tiempo (Fig. 1.8 C). Si las
particulas son pequefias se mueven mas rapidamente y la correlacion se reducird mas
rapidamente (Fig. 1.8 D).

Si observamos el correlograma se puede extraer gran informacion acerca de la
muestra. Por un lado, el tiempo en el cual la correlacién comienza a decaer es un indicador
del tamafio medio de la muestra. Luego, cuanto mas abrupta es la caida mas monodispersa

es la muestra. Y contrariamente, si el decaimiento es mas suave, mayor es la
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polidispersidad.
Como vimos, el movimiento browniano aleatorio de las particulas hace que la
intensidad de la luz de scattering fluctie en funcién del tiempo. El correlador del equipo

construira la funcién de correlacion G(1) de la intensidad del scattering

Glr)=<I(t).I(t+1) >

donde T es la diferencia de tiempo (tiempo muestral) del correlador.
La funcidon de correlacion es una funcién de decaimiento exponencial y tiene la

siguiente expresion:

G(t)= A[1+ Be 7]

(Ec. 1.2)

donde,

A = linea de base de la funcion de correlacion

B = intercepto de la funcién de correlacion

I = Dq°*

donde,

D = coeficiente de difusion traslacional

(4-rm') ) (9)
=|—|sin|—
T\, 2

donde,

n = indice de refraccion del dispersante

Ao = longitud de onda del Iaser

0 = angulo de scattering

Para las muestras polidispersas, la ecuacion sera:

G(t) = A[1+ Bg,(7)’]
b (Ec. 1.3)
donde,
7)%=
91( sumatoria de todos los decaimientos exponenciales contenidos en la funcion de
correlacion.

Para transformar la funcién de correlaciéon en tamafio el equipo utiliza varios algoritmos.
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Existen dos aproximaciones:

e Por un lado ajustar una funcién exponencial simple a la funcién de correlacién para
obtener el tamafio promedio (ZAve) y un estimado del ancho de la distribucion de
tamafio (Pdl, indice de polidispersidad). Esta aproximacion se conoce como
Cumulant Analysis.

e Por otro lado se puede ajustar una funcién exponencial multiple a la funcién de
correlacion, para obtener la distribucion de tamafio de particula, tal como

cuadrados minimos no negativos (en inglés NNLS, non-negative least squares) o
CONTIN.
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Fig. 1.9 Distribucion en nimero, volumen e intensidad
La representacion corresponde a una mezcla de particulas de 5nm y 50nm presentes en igual nimero.

La distribucion de tamafio obtenida es un gréafico de intensidad relativa de la luz
dispersada por las particulas respecto al tamafio y se lo conoce como distribucién de tamafio
en intensidad (dato crudo). Este reporte puede transformarse en una distribucién de tamafio
de particula en volumen o en numero. En general, se observa que Diam (%Int) > Diam
(%Vol) > Diam (%Num). Y esta diferencia es mas evidente cuanto mas polidispersa es la
muestra. Una manera simple de explicar esta diferencia es a través del siguiente ejemplo
(Fig.1.9).

Consideremos dos poblaciones de particulas esféricas de 5 nm y 50 nm de diametro en
igual numero. Obtendremos una distribucién en nimero con dos picos, uno en 5 nm y otro en
50 nm con una relacion de areas igual 1:1. Si se convierte a una distribucion en volumen,
aplicando la teoria de Mie, la relacién de picos sera 1:1000, ya que el volumen de una esfera
es 4/3m(d/2)3. Y para ello es necesario conocer el indice de refraccién y coeficiente de
extincion de la particula, tal como se describié anteriormente. El didmetro expresado en %
Vol es representativo para considerar el material encapsulado en el medio acuoso, es decir,
cobra especial importancia cuando se encapsulan sustancias hidrosolubles. La distribucion
en intensidad tendrd una relacion entre picos de 1:1.000.000, ya que, como se explico, la
intensidad del scattering es proporcional a d6.
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1.11.2 Potencial Z

El potencial Z es una propiedad fisica que exhibe cualquier particula cargada en
suspension.

Practicamente todas las particulas coloidales adquieren carga superficial cuando son
suspendidas en un medio polar como el agua. La carga tiene su origen en diferentes
mecanismos entre los que se cuenta la disociacion de las moléculas superficiales, la
diferente adsorcidn de iones disueltos en el medio, la desigual disolucién de dichos iones,
defectos en la red cristalina de la particula, o adsorcién de tensioactivos i6nicos. Cualquiera
sea el mecanismo, sobre la superficie de la particula se encuentran las cargas responsables
de su carga superficial. Al potencial en ese plano se lo denomina potencial superficial
(Delgado et al., 2005).

Una particula cargada, altera la distribucién de iones del medio que la rodea. Segun la
teoria de Gouy-Chapman-Stern, el campo eléctrico producido por esta carga atrae iones de
signo opuesto (contraiones) del medio, los cuales forman una fina capa compacta, cerca de
la superficie de la particula. Esta capa fija 0 capa de Stern esta rodeada por una mas gruesa
denominada capa difusa y tiene un exceso de contraiones y un déficit de iones de igual signo
gue la superficie de la particula (coiones), que se distribuyen en la solucién como resultado
de las fuerzas electrostéticas y de la agitacion térmica. El conjunto forma lo que se conoce
como doble capa eléctrica. Y el potencial en el plano que separa la capa fija de la difusa es el
potencial de Stern (Delgado et al., 2007; Estelrich y Gallardo, 2000).

En la capa difusa existe un limite hipotético, cercano al potencial de Stern, donde
cualquier ion dentro de ese limite se movera con la particula cuando ésta se mueva en el
seno del liquido, pero cualquier ion que se encuentre por fuera de este limite quedara donde
se encontraba originariamente. Este limite que separa la zona mévil de la inmdvil se conoce
como plano de deslizamiento (slipping plane). El potencial en el plano de deslizamiento es
llamado potencial Z o potencial electrocinético (Delgado et al., 2007) (Fig. 1.10).

El movimiento de una superficie cargada respecto de una fase liquida adyacente es el
principio béasico de los fenémenos electrocinéticos. Estos son la electroforesis, la
electro6smosis, el potencial de sedimentacion y el potencial de corriente. Cualquiera de estos
fendbmenos puede servir para la determinacion del potencial Z. La mayoria de los

instrumentos se basan en la electroforesis.
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Fig. 1.10 Representacion esquematica del potencial Z

La electroforesis es el movimiento que experimentan las particulas cargadas
suspendidas en un electrolito hacia el electrodo de carga opuesta cuando se aplica un
campo eléctrico a través del electrolito. Las fuerzas de viscosidad tienden a oponerse a este
movimiento. Cuando se llega al equilibrio entre la atraccion eléctrica y la resistencia debida a
la viscosidad, la particula se mueve a velocidad constante. La velocidad es dependiente de la
fuerza del campo eléctrico o gradiente de voltaje, la constante dieléctrica del medio, la
viscosidad del medio y el potencial Z. Y la velocidad de una particula en un campo eléctrico
se conoce como movilidad electroforética que se relaciona con el potencial Z a través de la
ecuacion de Henry:

£z f(ka)
6mn

(Ec. 1.4)

donde,

M = movilidad electroforética
Z = potencial Z

€ = constante dieléctrica

n

f

viscosidad
(ka) = funcion de Henry
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El valor reciproco del parametro de Debye-Hickel (k-1) es una medida del grosor de la doble
capa eléctrica difusa y se conoce como la longitud de Debye. Mientras que el parametro a,
corresponde al radio de la particula. En consecuencia, ka mide la relacién del radio de la
particula y el grosor de la doble capa eléctrica (Fig. 1.11). Las determinaciones de potencial Z
se realizan en su mayoria en medio acuoso con una moderada concentracion electrolitica. En

este caso f(ka) es 1,5 y se conoce como aproximacion de Smoluchowski.

Medio no polar Medio polar
@i @K-l
Aproximacion de Aproximacion de
Hiickel Smoluchowski
F(ka)=1,0 F(ka)=1,5

Fig. 1.11 Esquema de las aproximaciones de Hiickel y Smoluchowski
usadas para la conversion de la movilidad electroforética a potencial Z.

De este modo, el céalculo del potencial Z a partir de la movilidad electroforética es
directo para sistemas que ajustan al modelo de Smoluchowski, por ejemplo particulas
mayores que 0,2 um dispersas en electrolitos con una concentraciéon salina mayor a 10-3 M.
Para particulas pequefas dispersas en un medio con baja constante dieléctrica (no acuosos),
f(ka) se aproxima a 1 y permite un céalculo igualmente simple. Esta se conoce como
aproximacion de Hiickel (Malvern Instruments Ltd, 2014b).

Los equipos Zetasizer, serie Nano, utilizan una combinacién de dos técnicas, el andlisis
de fase de scattering de luz (PALS, del inglés phase analysis light scattering), con una
técnica patentada llamada M3 PALS vy la velocimetria laser Doppler (LDV, del inglés Laser
Doppler Velocimetry), denominada en algunos casos microelectroforesis de efecto Doppler
(LDE, del inglés Laser Doppler Electrophoresis) (Malvern Instruments Ltd, 2014b). La base
fisica de la microelectroforesis de efecto Doppler es, en principio, muy sencilla. La radiacion
gue proviene de un laser es dispersada por las particulas y llega al detector. Si la particula
estuviera estacionaria, la radiacién dispersada tendria la misma frecuencia que la radiacién
incidente (vo). Si la particula se mueve, la frecuencia de la radiacion dispersada (v)
experimenta un pequefio desplazamiento debido al efecto Doppler. Si la particula se mueve
hacia el detector con una velocidad V, la frecuencia de la radiacion dispersada aumenta,

mientras que si la particula se aleja del detector la frecuencia disminuye:

v=vy, (1+V/c)
(Ec. 1.5)

siendo ¢ la velocidad de la luz.
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La variacién de la frecuencia es muy pequefia, del orden de 100-1000 Hz, mientras
gue la frecuencia de un laser He-Ne es de 5 x 1014 Hz. La unica forma de que este
desplazamiento pueda medirse es por medio de la mezcla de la radiacién dispersada y no
dispersada. Este tipo de mezcla se conoce como heterodina. En estas condiciones se
genera una diferencia de frecuencias, que aunque es de tan solo unos cientos de Hz es lo
suficientemente grande para que pueda ser detectada por los dispositivos electronicos
convencionales (Estelrich y Gallardo, 2000).

A fin de medir la variacién de frecuencia, se debe medir el espectro de frecuencias de
la sefial que llega al detector. Esto se lleva a cabo a partir de la medida de la funcion de
autocorrelacion. Esta medida proporcionara el espectro de frecuencias y de aqui se
obtendra la velocidad de las particulas. Conocido el campo eléctrico aplicado se determina
la movilidad electroforética y aplicando la ecuacién de Henry se obtiene el potencial Z.

El software del Zetasizer utiliza dos modos de medicion para determinar la media y la

distribucién del potencial Z (Malvern Instruments Ltd, 2014b).

e Fast Field reversal mode (FFR), donde el campo eléctrico aplicado a la muestra
cambia la polaridad rapidamente de tal manera que sélo las particulas en
suspension se mueven en el campo aplicado y se obtiene un valor medio de
potencial Z. Es el caso de suspensiones con alta conductividad.

e Slow field reversal (SFR), donde la polaridad del campo eléctrico se cambia
lentamente y se observa también el movimiento del dispersante
(electroendosmosis). Este modo permite la determinacion de la distribucion del
potencial Z y se aplica en muestras con baja conductividad.

El potencial Z puede ser negativo o positivo, seglin la carga neta de la particula y
depende del pH y la conductividad dada por la concentracion de iones del medio. En
consecuencia, para interpretar un valor de potencial Z deben estar definidas las condiciones
en las que fue adquirido.

Desde hace tiempo se ha reconocido que el potencial Z es un muy buen indice de la
interaccion entre particulas coloidales. Es asi como la medida del potencial Z se usa
cominmente para evaluar la estabilidad fisica de estos sistemas. Empiricamente se
comprobo que los sistemas coloidales con potencial entre +30 mV y -30 mV no son estables

fisicamente, es decir, se agregan.
Objetivos de esta Tesis doctoral

La falta de una adecuada medicina profilactica y terapéutica de enfermedades
infecciosas en paises en vias de desarrollo podria atribuirse a las barreras socioeconémicas

qgue limitan el acceso a la terapia a la poblacion afectada y por otro lado a la escasez

tecnologica de terapias disponibles y efectivas para prevenir o aliviar la progresion de la

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



enfermedad. El vacio tecnolégico es especialmente evidente cuando se compara con los
avances en nuevas terapias para enfermedades endémicas de paises desarrollados.
Claramente, hay una necesidad urgente de trasladar estos nuevos conocimientos a
tecnologias seguras, estables y efectivas que puedan ser aplicadas mundialmente.

En este sentido, la vacunacion por via oral, es altamente conveniente. En primer lugar,
porgue induce no solo inmunidad sistémica sino también inmunidad de mucosas, la cual es
la primera linea de defensa como portal de entrada de la mayoria de los patégenos. Por el
contrario, las vacunas parenterales muestran una eficiencia limitada y ademas es necesario
el uso de material descartable y personal entrenado para su administracion. Finalmente, la
vacunacion por via oral ofrece una gran superficie de absorcién, tiempo de residencia
prolongado y mayor aceptacion de los pacientes.

Por este motivo, el objetivo general de este trabajo fue estudiar la potencialidad de los
arqueosomas como adyuvantes via oral para la vacunacién contra el Trypanosoma cruzi,
agente etiolégico del mal de Chagas.

Para ello, los objetivos especificos fueron:

1) Preparar cultivos de arquebacterias haléfilas del género Halorubrum
tebenquichense, para extraer sus lipidos polares totales (LPT) de un modo
reproducible.

2) Determinar la composicion de los LPT por metodologias simples para control de
proceso.

3) Preparar ARQ a escala laboratorio y estudiar la incorporacion de ovoalbumina
como proteina modelo.

4) Caracterizar los ARQ obtenidos (distribucion de tamafio de particula, potencial
Z, incorporacioén de proteina).

5) Evaluar la homogeneizacion de alta presiéon (HPH) como método de produccion a
escala industrial a través del disefio estadistico de experimentos.

6) Estudiar la toxicidad de los ARQ en lineas celulares implicadas en la via oral, Caco-
2 como modelo de enterocitos y J774A.1 como modelo de macréfagos.

7) Profundizar la comprension de la interaccion de los ARQ y las células, para su
captura y tréfico intracelular en células Caco-2 y J774A.1

8) Estimar la unién y transcitosis de los ARQ y liposomas en fase gel, utilizando un
modelo in vitro de células simil-M (co-cultivos Caco-2/Raiji).

9) Determinar la biodistribucion del radiofarmaco hidrosoluble 99mTc-DTPA

incorporado a ARQ y liposomas luego de la administracién oral en ratas.

10) Incorporar proteinas de T. cruzi a ARQ y evaluar la respuesta inmune generada,
una vez administrados por via oral.
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Capitulo 2

ARQUEOSOMAS

Preparacién y caracterizacion

Después de todo he comprendido Que lo que el arbol tiene de florido Vive de lo que
tiene sepultado

(Soneto, Francisco Luis Bernardez)

En el Capitulo 2 se muestra el aislamiento y la amplificacién en medio salino (3,5 M) de
arquebacterias a partir de muestras de suelo de Salina Chica (Peninsula de Valdez, Chubut,
Argentina). Las mismas se identificaron como H. tebenquichense. Los lipidos polares totales
(LPT) se extrajeron y caracterizaron por cromatografia en capa delgada mono y
bidimensional (TLC-1D y 2D) y espectrometria de masas de ionizacion por electrospray (ESI-
MS). La mezcla de LPT estaba compuesta por: los fosfolipidos arqueales 2,3-di-O-fitanil-sn-
fosfatidilglicerofosfato metil éster (PGP-Me) y 2,3-di-O- fitanil-sn-fosfatidilglicerol (PG); la
cardiolipina  sn-2,3-di-O-fitanil-1-fosfoglicerol-3-  fosfo-sn-di-O-fitanilglicerol  (BPG); el
sulfoglicolipido, 1-O-[a-D-manosa-(2’-SO3H)-1'—2’)-a-D-glucosa]-2,3-di-O-fitanil-sn-glicerol
(S-DGD-5) y la cardiolipina glicosilada (S-DGD-5-PA). Con los LPT aislados se planteé una
primera aproximacion para evaluar la factibilidad de obtencion de arqueosomas (ARQ)
empleando homogeneizacion de alta presion (HPH). Para este fin se utiliz6 un DoE
multivariado. Los resultados demostraron que los ARQ ofrecieron una gran resistencia a la
disminuciéon del tamafio por HPH. Esto podria deberse a la hidrofobicidad de los
arqueolipidos y la presencia de cardiolipinas arqueales que conferirian una mayor rigidez a la
membrana. Y por Ultimo, se prepararon ARQ con ovoalbimina (OVA), como proteina modelo,
a escala laboratorio para evaluar métodos de caracterizacién estructural de las vesiculas
obtenidas utilizando propilenglicol (Pg) para aumentar la incorporacion de la proteina. Los
ARQ obtenidos tuvieron un tamafio menor a 200 nm (ZAve) y su Pdl fue menor a 0,300. El
potencial Z fue menor a -30 mV, lo que justificaria la estabilidad fisica de estas vesiculas.
En todos los casos las Tm y pre-Tm fueron menores a -20°C. La incorporacion de proteina

no mejord con el uso de Pg y la relacion proteina/lipido fue de =0,100 mg/mg.
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Introduccién

Los arqueosomas son liposomas preparados a base de lipidos polares totales de
membrana de arquebacterias. Desde los primeros reportes sobre la preparacion de
argueosomas, como agentes adyuvantes (Sprott et al., 1996) no se ha abordado el estudio
de métodos escalables para su produccion industrial. La fabricacion de sistemas estables de
rango nanométrico es dificil y la mayoria de los métodos disponibles son factibles a escala
laboratorio. El uso de homogeneizacién de alta presién (HPH) podria sortear estos
inconvenientes debido a su reproducibilidad y su posibilidad de escalado bajo normas GMP
(Blasi et al., 2011).

De hecho, la HPH se ha utilizado en la industria alimenticia por mas de una centuria
para procesar productos de alto contenido graso (Pandolfe, 1982). Ademas, hace tres
décadas que la produccion de liposomas a escala piloto e industrial ha empleado esta
tecnologia (Mayhew et al., 1984), cuya aplicacion también ha sido investigada para la
obtencion de otros productos en el rango nanométrico como las nanoparticulas lipidicas
sélidas (SLN, del inglés solid lipid nanoparticles), los transportadores lipidicos
nanoestructurados (NLC, del inglés, nanostructured lipid carriers), los nanocristales o las
emulsiones (Blasi et al., 2011; Constantinides et al., 2008; Driscoll, 2006; Hippalgaonkar et
al., 2010; Junghanns y Muller, 2008; Martins et al., 2012b).

Para estudiar este proceso, una estrategia para minimizar el nimero de experimentos
es utilizar los disefos factoriales como herramienta estadistica. Durante los Gltimos afios el
concepto de “Calidad por Disefio” (QbD, del inglés Quality by Design) se ha ido
implementando en el desarrollo farmacéutico. El foco de este concepto es que la calidad de
un producto implica un meticuloso conocimiento del mismo y también de su proceso de
obtencion para asi evidenciar los puntos criticos de la fabricacion. El disefio de experimentos
(DoE, del inglés Design of Experiments) es un modo racional de evaluar el efecto sobre el
producto de numerosas variables de una formulacion y variables de proceso con un nimero
limitado de experimentos. A través del DoE es posible encontrar los efectos significativos
principales, sus interacciones y el modelo matematico para caracterizar los factores que
afectan el proceso. Las superficies de respuesta son usadas frecuentemente para visualizar
la manera en que un modelo matematico describe el sistema (Martins et al., 2012b).

Existen varios reportes donde se ha demostrado que vesiculas preparadas a base de
arqueolipidos poseen efectos inmunoadyuvantes y pueden ser empleadas en el disefio de
vacunas ya que promueven respuesta inmune humoral y celular contra los antigenos
encapsulados. La mayoria de los estudios utilizan formulaciones inyectables de arqueosomas
(Conlan et al., 2001; Higa et al., 2013; Krishnan et al., 2000b; Sprott et al., 1999) aunque
existen reportes que los utilizan via mucosa o tépica (Li et al., 2011; Patel et al., 2007). Para
incrementar la incorporacion de sustancias hidrofilicas y de alto peso molecular a vesiculas

lipidicas se ha utilizado el método de dilucién con polioles, el cual utiliza propilenglicol (Pg) en
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la formulacién. (Manconi et al., 2009; Pavelic et al., 2005).

En este contexto, los objetivos del siguiente trabajo fueron el aislamiento, cuantificacion
e identificacién de arqueolipidos a partir de cultivos de Halorubrum tebenquichense. Dado el
gran interés en la potencial aplicacion de los arqueosomas como adyuvantes por via oral
seria importante contar con un método escalable de preparacion de arqueosomas. Entonces,
se planteé una primera aproximacion para evaluar la factibilidad de obtencion de
arqueosomas empleando HPH. Para este fin se utiliz6 un DoE multivariado para reducir el
ndmero de experimentos y construir un modelo de prediccidon a través de superficies de
respuesta. Y por ultimo, se llevé a cabo la preparacidén a escala laboratorio de arqueosomas
con ovoalbumina (OVA), como proteina modelo, para evaluar métodos de caracterizacion
estructural de las vesiculas obtenidas utilizando Pg para aumentar la incorporacion de la

proteina.

Materiales

La fosfatidilcolina hidrogenada de soja (HSPC, del inglés hydrogenated soy
phosphatidylcholine; Phospholipon 90 G, pureza >90%) fue un obsequio de
Phospholipid/Natterman (Colonia, Alemania).

El Sephadex G-50 medium, 6xido de molibdeno, cloruro de N’, N’-dimetilfenotiazin-5- io-
3,7-diamino (Azure A), 5 metilbenceno-1,3 diol (orcinol) y la ovoalbimina (grado V;
Pureza>98%; Peso molecular 45KDa) fueron provistos por Sigma-Aldrich, (Buenos Aires,
Argentina).

El extracto de levadura y el agar-agar fueron de Britania (Buenos Aires, Argentina). La
peptona de caseina se adquirié6 en Neolab (Buenos Aires, Argentina).

El Tritén X-100 fue provisto por Biopack (Buenos Aires, Argentina).

El dodecil sulfato de sodio (SDS, del inglés sodium dodecyl sulfate) fue de ICN
Biomedicals (Irvine, CA, EUA).

Los solventes como, metanol, acido acético, propilenglicol y las sales utilizadas tales
como, cloruro de potasio, sulfato de magnesio, cloruro de magnesio, cloruro de calcio,
bicarbonato de sodio, bromuro de potasio y demas reactivos utilizados fueron de grado

analitico y se adquirieron en Anedra (Buenos Aires, Argentina).

Métodos

2.1 Aislamiento y cultivo de arquebacterias

Con el fin de aislar arquebacterias, se tomaron muestras de suelo de Salina Chica

(Peninsula de Valdez, Chubut, Argentina). Las mismas se clasificaron segun el estrato de

origen en sobrenadante (SNad), cristales rojizos (CR), cristales grises (CG) y barro negro
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(BN). Posteriormente, de cada estrato se aislarone identificaron microorganismos
pertenecientes al dominio Archaea, género Halorubrum y especie tebenquichense, cepa no
alcalifilica (Gonzalez et al., 2009). Para el aislamiento de las arquebacterias se tomaron 100
pl de cada estrato que se estriaron sobre medio de aislamiento solido en placas de Petri
dentro de una cabina de flujo laminar (Nuaire Biological Safety Cavi Net). Las placas se
incubaron en estufa a 37°C. Las colonias resultantes se inocularon en 150 ml de medio
liquido para cultivo de arquebacterias y se incubaron a 37°C con agitacién orbital a 200 rpm
(agitador Sontec). Luego, el in6culo obtenido se amplificé a 37°C en 2 | de medio liquido para
cultivo de arquebacterias (lhara et al., 1997). Los lotes de biomasa producidos fueron de un
volumen total de 8 I. El crecimiento en medio liquido fue monitoreado por densidad Optica
(DO) a 660 nm y al llegar a fase estacionaria tardia de crecimiento se coseché la biomasa
por centrifugacion, la cual fue utilizada como fuente de arqueolipidos (Fig. 2.1).

El medio liquido para cultivo de arquebacterias se prepar6 con medio basal segun la
Tabla 2.1 suplementado con extracto de levadura (5 g/l); dextrosa (3 g/l) y peptona de
caseina (15 g/l). El medio de aislamiento solido se prepard del mismo modo con el agregado
de agar-agar (16 g/l).

El crecimiento en medio liquido se realizé en un volumen de 2 litros con agitacion
magnética vigorosa. Los cultivos se mantuvieron en un ambiente semi-cerrado a una
temperatura de 37°C £ 1 °C, mediante 4 lamparas de 100 watt y 3 lamparas fluorescentes de

18 watt cuyo encendido y apagado se controlé con un termostato.

Tabla 2.1 Medio basal para cultivo de
arquebacterias.

Componentes Concentracién (g/l)
Cloruro de sodio 200
Cloruro de potasio 4

Sulfato de magnesio 20
Cloruro de magnesio 1
Cloruro de calcio 0,2
Bicarbonato de sodio 0,2
Bromuro de potasio 0,5
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\disladas

37°C
5-7 dias
_— DO 660 nm >1,2

Agitacion en SHAKER

9
5?77 d?as lAgitacién en SHAKER

Fig. 2.1 Esquemadel cultivo de arquebacterias

2.2 Extraccién, cuantificacion y caracterizacion de arqueolipidos
2.2.1 Extraccion de lipidos polares totales (LPT)
Los LPT se extrayeron a partir de indculos de arquebacterias segin el método de Bligh

y Dyer modificado para haléfilas extremas. El método consiste en una serie de extracciones

con solvente, cloroformo/metanol en diferentes proporciones. Finalmente, se obtiene la
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fraccion de LPT por precipitaciéon con acetona fria (Kates, 1992).

CULTIVO
medio
liquido

Solucion basal
(medio de cultivo sin glucosa)

cloroformo/metanol
1:2 (VIV)

Pellet

Agua destilada

Fase Acuosa

cloroformo/metanol
1:1 (v/v)

Acetona fria
Rel 1:9 v/v (SN/acetona)
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Fig. 2.2 Diagrama de la extraccion de lipidos polares totales

Brevemente, la biomasa obtenida por cultivo en medio liquido (8 1) se separ6é por
centrifugacion (10.000 g; 10 minutos; 4°C). Luego, la pasta celular obtenida (masa hiumeda,
aproximadamente 50 g) se disolvi6 en 80 ml de medio basal y se agregaron 300 ml de
cloroformo/metanol (1:2 v/v). La mezcla se agitd magnéticamente por 2 h a temperatura
ambiente para lisar las células. Posteriormente, el lisado se centrifugdé a 600 g por 5 minutos
a 4°C y se descartaron los restos celulares. El sobrenadante se colocé en una ampolla de
decantacion y se agreg6 agua destilada (30 ml) para promover la separacion de fases. En los
casos necesarios, se realizaron sucesivas extracciones con cloroformo metanol (1:2 v/v)
hasta la desaparicion del color naranja de la fase acuosa superior. El solvente de la fase
organica inferior se evaporé en un evaporador rotatorio. El film resultante se disolvié en
cloroformo/metanol (1:1). Los productos insolubles se separaron por centrifugacion (700 x g;
3 minutos; temperatura ambiente) y se descartaron. En estas condiciones, los LPT quedaron
en el sobrenadante. Los LPT se precipitaron de la fase organica con acetona fria, se secaron

en desecador al vacio hasta peso constante y almacenaron a -20 °C hasta su uso (Fig. 2.2).

2.2.2 Cuantificacién de fosfolipidos

El método de Botcher (Bottcher et al., 1961) consiste en una hidrélisis acida de los
fosfolipidos con &cido perclérico concentrado (70 % p/v) a 180°C. Posteriormente, los grupos
fosfatos generados reaccionan a 100 °C con una solucién de molibdato de amonio (0,22%
p/v en una solucién 1,4% v/v &cido sulfdrico concentrado en agua destilada) en presencia del
agente reductor acido ascoérbico (10% p/v), para dar un complejo coloreado verde azulado,
cuya absorbancia se determina a 818 nm. La curva de calibracion se prepardé con una
solucion de fosfato acido de sodio en el rango de 0 a 50 nmoles como patrén de fosfatos
inorganicos.

Este método se basa en la deteccion del ion fosfato, para lo cual se debe transformar
todo el fésforo presente en la muestra mediante una digestion acida oxidante con acido
perclérico. ElI molibdato reacciona con los iones fosfatos para dar heteropoliacidos. La
estructura de estos Ultimos es compleja, con los tetraedros fosfatos en el centro de una
estructura formada por doce octaedros de MoO6 que se unen al atomo de fésforo por
puentes oxigeno. En medio acido fuerte y en presencia de iones amonio, forma el
molibdofosfato de amonio, de férmula aproximada (NH4)3PMo012040. Por la accion
reductora del acido ascorbico, el Mo del anién molibdofosfato se reduce de +6 a +5,

originando compuestos de intensa coloraciéon azul (azul de molibdeno).

2.2.3 Cromatografia en capa delgadamonodimensional y bidimensional
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Con el fin de determinar la composicién cualitativa de los LPT, los mismos se
sembraron en placas de silicagel 60 (Merck F-254, 12 x 3 cm; espesor 0.2 mm) para
cromatografia en capa delgada (TLC, del inglés, thin layer chromatography)
monodimensional (TLC-1D) y bidimensional (TLC-2D). Para la TLC-1D, se empleo
cloroformo/metanol/acido acético/agua (65:4:31,5:3,5 v/v) como solvente de desarrollo.
Previo a la siembra, se realizé una corrida con solvente de desarrollo en ausencia de analitos
para remover lipidos u otros compuestos contaminantes preexistentes. Luego se secaron en
corriente de aire caliente. Las alicuotas de LPT se sembraron disueltas en
cloroformo/metanol (1:1 v/v) a 1 cm de la base de la placa, con capilares de vidrio. La masa
de LPT sembrada fue de aproximadamente 25 ug. Los lipidos se revelaron con los siguientes

reactivos:

(a) vapores de iodo, como revelador universal, para lipidos totales (Hamilton, 1966).

(b) acido sulfdrico en etanol para lipidos totales (acido sulfdrico 5% v/v en etanol
96, seguido de calentamiento a 120°C) (Hamilton, 1966; Kates, 1978).

(c) azul de molibdeno para fosfolipidos (1,3% 6xido de molibdeno en acido sulfdrico 4,2
M) (Corcelli et al., 2000).

(d) orcinol en acido sulfdrico para glicolipidos (100 mg orcinol, 25 ml agua, 375 ml
metanol y 50 ml de &cido sulfirico 0,15 mM; seguido de calentamiento a 120°C)
(Svennerholm, 1956).

(e) a-naftol para glicolipidos (a-naftol 0,5% v/v en metanol/agua 1:1 v/v) (Siakotos y
Rouser, 1965).

(f) Azure A en acido sulflrico para sulfoglicolipidos (Azure A (2 g % p/v) en acido
sulfarico 1 mM; seguido de 4 lavados (metanol/4cido sulfarico (0,02 M), 1:3 vlv,
con agitacion) (Kean, 1968; Murakami-Murofushi et al., 1997).

(9) ninhidrina para aminolipidos (ninhidrina 0,2% p/v en etanol) (Marinetti, 1965).

Los factores de retencion (Rf, del inglés retention factor) de los arqueolipidos (manchas)
se calcularon como el cociente entre la distancia recorrida por la mancha y la distancia
recorrida por el frente de solvente.

Para determinar la existencia de otros compuestos no resueltos en TLC-1D, se llevo a
cabo la TLC-2D (8 x 8 cm, espesor 0,2 mm). La mezcla de LPT se sembré en la esquina
izquierda inferior de la placa, y se corri6 con cloroformo/metanol/agua (65:25:4 v/v) como
solvente de desarrollo de la primera dimensién. Luego se sec6 con corriente de aire caliente
y en otra cuba previamente saturada se corrié con cloroformo/metanol/acido acético/agua
(80:12:15:4 viv) como solvente de desarrollo, en la segunda dimension (Lizama et al., 2002).

Los lipidos totales se revelaron con acido sulftrico en etanol (5% v/v).

2.2.4. Espectrometria de masas de ionizacién por electrospray
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La relacién masa/carga (m/z) de: a) los componentes de los LPT en solvente organico y
b) cada mancha de las TLC-1D, reveladas con vapores de iodo se determinaron por
espectrometria de masas de ionizacién por electrospray (ESI-MS, del ingés Electro Spray
lonization Mass Spectrometry). Brevemente, cada mancha de la TLC-1D fue levantada por
raspado y disuelta en 10 ml cloroformo/metanol (1:1, v/v). La silicagel fue eliminada por
centrifugacion a 600 g por 10 minutos; el sobrenadante se evapord en rotaevaporador
Heidolph para concentrar cada componente. La pelicula formada se disolvi6 en 1 ml
cloroformo/metanol (1:1, v/v) y se filtré a través de filtros de nylon de 0,22 um para su analisis
por espectrometria de masa. Los espectros se obtuvieron con un Thermo Finnigan LCQ lon
Max equipado con una fuente de ionizacion por electrospray. Las muestras se pasaron en
forma continua por inyeccién directa en el espectrometro a una velocidad de flujo de 10
pI/min. Las condiciones de interfase fueron: gas nebulizador (aire) 12 I/min, gas de cono
(nitr6geno), voltaje de la aguja 1,2 I/min, -5.0 kV (iones negativos) y rango de masa 50-2000
uma.

En la técnica ESI-MS como en toda espectrometria de masas, se registra la relacion
masa/carga (m/z) de los iones en fase gaseosa. Debido a que se trata de una técnica de
ionizacion suave (energia empleada < 1 eV), practicamente, no se produce ninguna
fragmentaciéon de la molécula. De este modo, resulta un método Optimo de
ionizacién/vaporizacion para un amplio rango de biomoléculas. Conceptualmente, el
electrospray es una forma sencilla de ionizacidn/vaporizacion de moléculas polares. La
muestra de interés se disuelve en un solvente o mezcla en el que en cierta proporcion se
encuentre ionizada en la forma [M-H]+1 o [M-H]-1 (Fenn et al., 1989).

En una inyeccion directa convencional, la muestra en solucién se hace pasar a través
de un capilar (diametro interno 0,1- 0,2 mm) al que se aplica un alto potencial eléctrico
(positivo 0 negativo). A la salida del capilar la solucién se dispersa en forma de spray
formado por pequefas gotas cargadas, las cuales se fragmentan en gotas mas pequefias y
se desolvatan rapidamente bien por un proceso de desorcién debido al campo eléctrico o de
evaporacion del solvente, liberando las moléculas ionizadas a la fase gaseosa. Todo el
proceso de ionizacion se realiza a presion atmosférica. Luego, los iones viajan a través de un
gradiente negativo de presion y potencial (cono de muestra) hacia la entrada del sistema de
alto vacio del espectrometro de masas. Existen diferentes modelos para explicar el
mecanismo de formacidn del i6n por electrospray y aln es tema de debate. Cualquiera sea
este mecanismo, el resultado es un haz de iones de la muestra que podra ser analizado de
acuerdo a su relacion m/z (Voyksner, 1997).

Las principales ventajas provistas por la técnica ESI-MS son: alta precision,
sensibilidad, reproducibilidad y la posibilidad de aplicacién a soluciones de mezclas
complejas sin necesidad de derivatizar.

La identificacion de lipidos por ESI-MS esta basada en la habilidad de cada clase de

molécula en adquirir carga positiva o negativa. Los lipidos que no poseen partes ionizables
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per se (por ej. diacilgliceroles) sin embargo, pueden ionizarse bajo ciertas condiciones si
poseen un momento dipolar suficientemente grande como para interaccionar con un contra
ion. Asi, pueden detectarse las especies moleculares directamente en una sola medida a
partir de un extracto lipidico total.

La muestra se analiza tanto en modo positivo como negativo para determinar los
componentes presentes en el extracto. En el caso de los fosfolipidos, la deteccion de cada
lipido en uno u otro modo dependera de la carga que adquiera la cabeza polar al aplicarle el
potencial positivo 0 negativo (Tabla 2.2). La identificacion de lipidos individuales debe
acompafarse por medidas de “tandem mass spectrometry” o espectrometria de masas en
tamdem (ESI-MS/MS) en donde cada relacion m/z (o pico) de interés es sometido a una
colision que induce disociacion. Los iones producidos permitirdn identificar la molécula

original de acuerdo a mecanismos de ruptura conocidos (Postle et al., 2007).

Tabla 2.2 Deteccion en modo de ionizacion positivo o negativo de fosfolipidos

Positivo Negativo
Fosfatidilcolina Fosfatidilinositol
Fosfatidiletanolamina Fosfatidilserina
Fosfatidilserina Fosfatidilglicerol
Esfingomielina Acido fosfatidico

Fosfatidiletanolamina
Fosfatidilcolina-Cl (aducto)
Arqueolipidos

Los grupos de Ritters, Zink y Sturt desarrollaron métodos de cromatografia liquida de
alta presion (HPLC, del inglés high-performance liquid chromatography) en fase normal con
deteccién ESI-MS que permite el analisis de arqueolipidos en sedimentos de muestras
ambientales (Rutters et al., 2002; Sturt et al., 2004; Zink et al., 2003). La separacién de los
lipidos intactos se basa principalmente en la diferente polaridad de las cabezas polares,
mientras que el MS permite la identificacibn de los core lipidicos. Sin embargo, la
cuantificacion es dificultosa por las grandes diferencias en la eficiencia de ionizacién, la
eficiencia de los métodos de extraccion y la adherencia de los lipidos polares al material de

vidrio, en particular los fosfolipidos (Schouten et al., 2013).

2.3 Preparacién de arqueosomas por HPH

La obtencion de vesiculas multilamelares (MLV) fue el paso previo a la preparacion de
arquesomas por HPH.

Una masa de 300 mg de LPT se resuspendi6 en cloroformo/metanol (1:1 v/v) y se filtré
por filtro de Teflon de 0,2 um (Millipore®, Billerica, Massachusetts, E.U.A.). El filtrado se

recogio en un balén de 200 ml y se llevé a sequedad en un evaporador rotatorio a 40°C, 200
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rpm, 100 mbares, hasta eliminar el solvente organico. Las trazas de solventes remanentes se
eliminaron con una corriente suave de nitrégeno. Posteriormente, la pelicula lipidica obtenida
se hidratd con agitacion enérgica. Para ello se agregaron 60 ml de buffer acido acético 0,1
M/NaCl 0.9% p/v (Ac/NaCl), con agitacibn mecanica con buzo magnético y perlas de vidrio
(700 rpm) en bafio de 40°C hasta la desaparicion total de la pelicula y obtencién de una
suspension homogénea.

Las suspensiones de MLV obtenidas (concentracion de fosfolipidos 5 mg/ml) fueron
procesadas en un homogeneizador de alta presion (Microfluidizer 110S, Newton, E.U.A.).

En el Capitulo 1 fue ampliamente discutida la importancia del tamafio nanométrico para
una adecuada estimulacion del sistema inmune. Para hallar las condiciones para la
preparacion por HPH de arqueosomas con una distribucién de tamafio de particula
conveniente para tal fin y obtener la mayor informacion sobre el proceso con un nimero
minimo de ensayos, se aplicO disefio experimental. Las variables independientes
seleccionadas (pares x;y) fueron el nUmero de ciclos y la presion de entrada. La respuesta (z)
0 variable dependiente fue el tamafio de particula, expresado como diametro medio en
%Volumen (Diam (%Vol) y en %Numero (Diam (%Num), y el indice de polidispersién (IP),
como estimacién de la dispersion. El IP se calculé como el cociente entre el std y el diametro
medio, donde std o anchura de pico es el intervalo de tamafio que comprende el 68% de la
poblacion, teniendo como centro el diametro medio obtenido.

El nimero de ciclos se varié entre 1 y 9 y la presion de entrada entre 0,8 y 4 bar, y se
seleccionaron los niveles de cada variable segun un disefio de “cuadrado+estrella” (ver
Seccion 2.4)

Luego, el método de HPH se comparé con el método a escala laboratorio de la pelicula
delgada con extrusion, a través de la medida del tamafio medio y el IP. Del mismo modo, se
evalué la estabilidad del tamafio de estos arqueosomas preparados a escala laboratorio al
cabo de 4 semanas almacenados en heladera, tanto en buffer Ac/NaCl como en solucién de
sacarosa 10 mg/ml con agregado de NaCl 0,9 % p/v (sac/NacCl).

El tamafio de particula de las muestras obtenidas fue determinado en un analizador de
particulas Microtrac UPA 150. Este equipo mide distribuciéon de tamafio de particula por DLS
con deteccion heterodina. El Unico modelo matematico de los datos crudos asume que la
velocidad del movimiento browniano la origina el tamafio de la particula. La distribucion de
tamafo se calcula a partir del espectro que se obtiene a partir del desplazamiento Doppler
que tiene la luz dispersada por las particulas. Esto explica por qué el analisis realizado con el
UPA no incluye ningln parametro que estime la precision de la medida de distribucion de
tamafo, como es el caso del Pdl en los equipos basados en PCS con deteccién homodina
como el Zetasizer NanoZS (Malvern®, Reino Unido). Los parametros de adquisicion de datos
se fijaron como se detalla a continuacién. El tiempo de adquisicion de datos fue de 10
minutos, el indice de refraccidén de las particulas fue 1,49, la densidad de las lamelas fue de

1,01 g/cm3 y el tipo de particulas esféricas (Barnadas-Rodriguez y Sabes, 2001).
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2.4 Disefio experimental aplicado a HPH de arqueosomas

En todo problema experimental existen dos aspectos a considerar, por un lado, el
disefio del experimento en si y por otro, el analisis estadistico de los resultados obtenidos.
Ambos aspectos deben tenerse en cuenta antes de la realizacion del experimento, ya que el
analisis estadistico dependera del tipo de disefio utilizado.

Los disefios factoriales son una clase de disefios experimentales que frecuentemente
se usan para estudiar superficies de respuesta multifactor. La palabra factorial se refiere a
que varios factores se modifican simultdneamente de manera sistematica. Luego, mediante
un andlisis matematico se obtienen los parametros que mejor se ajustan a los datos
experimentales, para obtener las ecuaciones que caracterizan al sistema (Deming y Morgan,
1987). Una de las mayores ventajas es que los disefios factoriales se pueden usar para
evidenciar la existencia de interaccién entre factores.

Las ecuaciones que predicen el comportamiento de los sistemas son polinomios
compuestos por términos aditivos que incluyen constantes y variables. Uno de los polinomios
mas empleados para describir un sistema de dos variables (x e y) es el correspondiente al

polinomio de segundo orden que se muestra en la siguiente ecuacion;

Z:BO+[31X+[32y+B3X2+B4y2+[35xy+e (Ec. 2.1)

donde, z es la respuesta (variable dependiente), x e y los dos factores investigados
(variables independientes) y Bi los coeficientes de regresidon multiple que representan los
efectos principales e interacciones. En particular, B0 — B2 representan los efectos principales,
B3 — B5 las interacciones de dos factores, y € el error residual de la ecuacion, que incluye
tanto el error experimental como la falta de ajuste.

El empleo de este polinomio implica una simplificacién, se asume que el sistema puede

describirse como una combinacion de los siguientes tipos de funcion:

e Lineal, o interaccion de primer orden representada por la siguiente ecuacion:
z=Bo+PB1x 6 z=P0+P2
y

e Cuadratica o interaccion de segundo orden representada por la siguiente ecuacion:

Z=B3x2 6 z=[34y2

e Cruzada, representada por la siguiente ecuacion:
z=B5 xy

La resolucién de la Ec. 2.1 se obtendra al realizarse n experimentos con diferentes
combinaciones de niveles de cada factor, donde los coeficientes Bi son las incognitas. Tanto

los valores de (i como el ajuste o no del modelo se obtienen a través de programas
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estadisticos.

Cada disefio factorial se caracteriza por un numero minimo de experimentos
independientes, que consisten en combinaciones entre las variables a distintos niveles. Para
minimizar los errores y aumentar la precision, los niveles se fijan en forma equidistante y
centrados en el origen. El rango en el cual se mueve cada variable lo fija el investigador,
segln su conocimiento sobre el sistema, y luego los niveles se toman en puntos
equidistantes distribuidos en ese rango (Deming y Morgan, 1987).

Ahora bien, para un disefio factorial completo, donde se realizan todas las
combinaciones posibles, a medida que se incrementa el nimero de factores, el numero de
combinaciones aumenta exponencialmente. Entonces, se trata de restringir las
combinaciones para llevar a cabo el minimo nimero de experimentos. Las combinaciones de
niveles y factores dependen de la cantidad de coeficientes a evaluar. Para el caso de dos
factores, los disefios mas empleados para sistemas de dos variables o factores son el de dos
niveles o “cuadrado” (Fig. 2.3 A), el de tres niveles o “estrella” (Fig. 2.3 B) y el compuesto
“cuadrado+estrella” (Fig. 2.3 C) (Deming y Morgan, 1987).

Fig. 2.3 Disefios para sistema de dos variables
Combinacién de dos variables para (A) un disefio cuadrado a dos niveles; (B) un disefio estrella a tres niveles 'y
(C) un disefio compuesto central “cuadrado+estrella”.

En el disefio de 2 niveles el nimero minimo de experimentos (f) para obtener la
solucion del sistema de ecuaciones esta dado por la relacion f = mk, donde m es el nimero
de niveles y k el nUmero de variables involucradas. Por lo tanto f sera 22=4. Y permite la
estimacion de los efectos de primer orden (B1; B2; B5).

Para estimar los efectos de segundo orden en sistemas con k variables se emplean los
disefios en estrella, que proporcionan f=2k+1 combinaciones de variables. Para el caso de
dos variables f= 2-2+1=5. Pero no permite estimar los coeficientes de interaccion (85).

La yuxtaposicion del disefio factorial para dos niveles (cuadrado) con el disefio estrella
puede ser usado para estimar todos los coeficientes i en un modelo completo polinomial de
segundo orden. Este disefio compuesto (cuadrado+estrella) es eficiente para un pequefio
numero de factores o variables. En el caso en que los centros del cuadrado y la estrella
coinciden se denomina compuesto centrado. Si no coinciden, se denomina compuesto no

centrado. El nimero minimo de experimentos, en este caso, esta dado por la relacién f =
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2k+2k+1, por lo tanto, para k = 2, seran 9 experimentos.

Frecuentemente, se incluyen replicados en los disefios compuestos centrales. Si la
superficie de respuesta se piensa que serd homocedastica, solo se replica el punto central.
De no ser asi, los replicados se reparten entre los puntos del disefio para obtener un
“promedio” de incertidumbre. Un modelo estadistico presenta homocedasticidad cuando la
varianza del error de la respuesta (z) o variable dependiente se mantiene a lo largo de los
niveles de los factores (x;y) o variables independientes (Deming y Morgan, 1987).

Luego de realizados los experimentos se debe evaluar en qué grado las variables o
factores estudiados influyen sobre la respuesta, es decir, si la superficie de respuesta
calculada ajusta. Y por otro lado, cabe preguntar si el modelo matematico elegido es el mas
adecuado, de manera que sus predicciones no se alejen demasiado de los resultados
experimentales.

La primera cuestion se evalia mediante el coeficiente de determinacion mdaltiple (R2)
y/o su raiz cuadrada, el coeficiente de correlaciéon multiple (R). R2, cuyo valor varia entre 0 y
1, cuantifica la influencia de las variables incluidas en el modelo matematico en las
respuestas experimentales observadas. Cuanto mas cercano a 1 es el valor de R2, puede
afirmarse que las variables del modelo explican mejor la respuesta (Deming y Morgan, 1987).

Para evaluar el modelo deben observarse los valores de probabilidad (p) con los que se
estimaron los coeficientes del polinomio (Ec. 2.1). Si los valores de p son menores a 0,05,
podemos decir que ese valor es estadisticamente significativo (Deming y Morgan, 1987).

Para la obtencion de ARQ por HPH se realizé un disefio experimental compuesto
“cuadrado+estrella”. Para el analisis de los datos se utilizé el programa Minitab. Para graficar

respuesta vs. niveles de factores se utilizé la metodologia de superficie de respuesta.

2.5 Preparacion de arqueosomas con OVA a escala laboratorio. Separacion de fraccién

libre de OVA. Disolucidon de arqueosomas y cuantificacion de OVA

2.5.1 Preparaciéon de arqueosomas conteniendo OVA a escala laboratorio

Los arqueosomas se prepararon por hidratacion de films de LPT con buffer filtrado por
membrana de 0,22 pm. Brevemente, se disolvieron 20 mg de LPT en cloroformo/metanol,
relacion 1:1 v/iv y se filiraron por membranas de PTFE 0,22 um. Luego, se evapord el
solvente en un rotaevaporador y con corriente de nitrégeno se eliminaron las trazas de
solvente residual. Las peliculas obtenidas se almacenaron en desecador hasta su uso. Con
el objeto de aumentar la incorporacion de OVA en arqueosomas se tested el uso de
propilenglicol (Pg) para la preparacion, como se describe a continuaciéon. Al momento de ser
utilizadas, las peliculas se hidrataron con 2 ml de buffer (Tris/NaCl, Tris 10 mM, NaCl 0.9%
p/v, pH 7,4 6 Pg/Tris/NaCl, 10 mg/ml propilenglicol en buffer Tris/NaCl) filtrado por membrana

de 0,22 um, con o sin OVA en una concentracién de 5 mg/ml, segun la Tabla 2.3. La
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hidratacién se llevd a cabo con agitacion mecanica con buzo magnético y perlas de vidrio
(600-700 rpm) durante 1 hora a 40°C. La suspension resultante se sonico durante 1 hora en
sonicador de bafio (80 W, 40 KHz) con el fin de disminuir el tamafio medio y la lamelaridad
de la poblacion vesicular. Los arqueosomas multilamelares resultantes se extruyeron 20
veces de manera sucesiva a través de membranas de policarbonato de poro definido de 0,8;
0,4; 0,2 y 0,1 um (NucleoporeTM). Dicha extrusion se realiz6 con un extrusor manual
Miniextruder ® (Avanti Polar Lipids, Alabaster, Alabama, E.U.A.).

Tabla 2.3 Composicidn de vesiculas.
Conc. OVA Rel OVA/LPT Rel Pg/LPT

Muestras (mg/mi) mg(p/p)  meg(p/p) Bufer
ARQ - - - Tris/NaCl
ARQ-OVA 5 1:2 - Tris/NaCl
ARQ-Pg - - 1:1 Pg/Tris/NaCl
ARQ-Pg-OVA 5 1:2 1:1 Pg/Tris/NaCl

Tris/NaCl (10 mM Tris+0,9%p/v NaCl pH 7,4)
Pg/Tris/NaCl (10 mg/ml Pg en buffer Tris/NaCl)

2.5.2 Separacion de OVA libre por cromatografia de exclusién molecular

La OVA no incorporada (OVA libre) a las vesiculas, se separd por cromatografia de
exclusion molecular (CEM). Para ello, se testearon los lechos de Sephadex G-75 y Sephadex
G-100. El rango de pesos moleculares de fraccionamiento para proteinas globulares es
3.000-80.000 Da para G-75 y 4.000-150.000 Da para G-100. Los geles se hidrataron con el
buffer de elucién segun las recomendaciones del fabricante: 24 horas a temperatura
ambiente o 5 horas a 90°C. Las columnas empleadas fueron del tipo PD-10, de diametro
interno 1,5 cm y se rellenaron hasta una altura de 8 cm. El volumen de siembra de las
muestras fue de hasta 10% del volumen de la columna. La elucién del buffer se realizé por
gravedad. El buffer utilizado fue Tris/NaCl. La concentracion de fosfolipidos de las fracciones
eluidas se cuantifico por el método de Botcher (Bottcher et al., 1961), descripto en la Seccidn
2.2.2. La proteina se cuantifico por el método del acido bicincénico (Micro-BCATM PierceTM,
Rockford, E.U.A.), descripto en la Seccion 2.5.5.

2.5.3 Separacion de OVA libre por centrifugacion de dispositivos filtrantes
Los dispositivos filtrantes por centrifugacion consisten en un tubo con un filtro removible

que permite una rapida ultrafiltracion. La aplicacion mas extendida es la concentracion y el

desalado de macromoléculas, como proteinas y DNA. Estos dispositivos retienen moléculas
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por encima del peso molecular especificado (limite nominal). Debido a que estas membranas
son utilizadas en otros dispositivos comerciales para la filtracibn de mayores voliumenes, el
escalado seria sencillo.

En este trabajo se utilizaron dispositivos Microcon®, con un limite de 100 KDa. De este
modo, la OVA (45 KDa) eluiria a través de la membrana (eluido) y los ARQ-OVA o0 ARQ- Pg-
OVA guedarian retenidos en el filtro (retentato). Para ello se colocaron 250 pl de la muestra a
separar en los dispositivos y se sometié a una centrifugacion (14.000 g; 12 minutos;
temperatura ambiente). Luego, el eluido se separé y el filtro se invirtié6 sobre otro tubo. El
mismo se centrifugé nuevamente (1000 g; 3 minutos; temperatura ambiente) y se recupero el
retentato (ARQ-OVA o ARQ-Pg-OVA).

2.5.4 Disolucidén de arqueosomas para cuantificacion de proteinas

Para cuantificar la proteina incorporada a los arqueososmas se deben disolver los
mismos. Con este fin, se testearon dos solubilizantes de lipidos: Triton X-100 y SDS. La
concentracion de detergente se ajusté para producir una disminucion de la absorbancia a
menos del 2% de la absorbancia inicial, o bien hasta obtener una lectura menor al limite de
deteccion del espectrofotémetro (< 0,001).

Previamente, se estudio la interferencia de los detergentes en la determinacion de
proteinas por el método Micro-BCATM (PierceTM, Rockford, E.U.A.). Luego, se evalud la
eficiencia de disolucion sobre los ARQ de ambos detergentes en las concentraciones
seleccionadas que no interferieron en dicho método. Las muestras se procesaron segun la
Tabla 2.4 y 2.5 y se midi6 la disminucién de la absorbancia a diferentes longitudes de onda,

luego de 30 minutos a temperatura ambiente.

Tabla 2.4 Protocolo de disolucion de ARQ con Triton X-100.
ARQ + Triton X-100

ARQ Triton X-100 (Blanco)
Buffer Tris/NaCl (pl) 900 850 950
ARQ (ul) 100 100 )
Triton X-100 ) () - 50 50

" La concentracién de Triton X-100 que no produjo interferencia en el método
Micro-BCA™ fue 10% p/v, en agua destilada

Tabla 2.5 Protocolo de disolucion de ARQ con SDS

ARQ ARQ + SDS >D5
(Blanco)
Buffer Tris/NaCl (ul) 900 - 100
ARQ () 100 100 -
sDS ™ (ul) - 900 900

™| as concentraciones de SDS que no produjeron interferencia en el método
Micro-BCA™ fueron 1% p/v; 5% p/v; 10% p/vy 20% p/v, en agua destilada.
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2.5.5 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacidn de proteinas se realizé mediante el método de Micro-BCATM (PierceTM,
Rockford, E.U.A.). Este método utiliza el acido bicincénico (BCA, del inglés bicinchoninic acid)
como reactivo detector para el Cul+, el cual se produce cuando el Cu2+ es reducido por los
enlaces peptidicos de las proteinas en medio alcalino. El producto de la reaccidn se forma por
la quelacion de dos moléculas de BCA con una de ion cuproso Cul+. Este complejo
hidrosoluble exhibe un maximo de absorcion a 562 nm (Smith et al., 1985). El micrométodo
desarrollado es altamente sensible y presenta una linealidad para concentraciones de proteinas
entre 0,5 pg/ml y 20 ug/ml en tubos ampliando el rango hasta 40 ug/ml en microplaca. En
general, se ha observado que el método Micro-BCATM es mas tolerante que el método de

Lowry a las interferencias, como por ejemplo las causadas por tensioactivos.

2.6 Caracterizacion estructural de arqueosomas conteniendo OVA: distribucion de

tamafio de particula, potencial Z, calorimetria diferencial de barrido

Los fosfolipidos de ARQ; ARQ-OVA, ARQ-Pg y ARQ-Pg-OVA se cuantificaron segun el
método de Botcher (Béttcher et al., 1961), en tanto las proteinas de ARQ-OVA y ARQ- Pg-OVA
se determinaron mediante el método del acido bicincénico (Micro-BCA PierceTM, Rockford,
E.U.A)), empleando como blanco ARQ y ARQ-Pg, respectivamente. Luego, se calculd la
relacion proteina/lipido.

También se determind la distribucion de tamafio de particula (ZAve y Pdl) por DLS en un
equipo Zetasizer NanoZS (Malvern®, Reino Unido) a 25°C en buffer Tris/NaCl. El potencial Z
se midi6é en el mismo equipo a 25°C en agua destilada.

Finalmente, el andlisis térmico de las vesiculas se realizé por calorimetria diferencial de
barrido (DSC, del inglés differential scanning calorimetry). Para tal fin se empled un calorimetro
DSC Q 200 (TA Instruments, New Castle, DE, E.U.A)), equipado con un sistema de
enfriamiento con nitrégeno liquido. La atmdsfera inerte en la celda de DSC se consiguié por
una purga de nitrégeno a un flujo de 50 cm3/minuto. Previo al calentamiento, las muestras se
equilibraron a -50°C en capsulas de aluminio de bajo peso no herméticas con tapa (Tzero®).
En todos los casos la rampa de calentamiento fue desde -50°C a 20°C con una velocidad de

5°C/minuto con un volumen de muestra de 10 pl.

2.7 Andlisis estadistico

Para evaluar la existencia de diferencias significativas entre los valores medios de los

parametros estudiados se aplicé el test t de Student.

Resultados
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2.8 Crecimiento de arquebacterias

Las arquebacterias aisladas de los diferentes estratos se identificaron como Halorubrum
tebengichense, cepa no alcalifilica, a través de pruebas bioquimicas y la secuenciacion del
RNAr 16S (Gonzalez et al., 2009).

En base a los resultados sobre los rendimientos en el cultivo de los diferentes estratos
(SNad, CR, CG y BN) de H.tebenquichense (Higa, 2012) se selecciond la cepa aislada del
estrato BN para este trabajo.

El crecimiento en placa, dio lugar a las tipicas colonias de coloracion naranja (Fig.2.4).

Fi. 2.4 Colonias de H. tebengichense

La fase estacionaria de crecimiento en medio liquido se obtuvo a los 5 dias (Fig. 2.5 A)
con el intenso color naranja, caracteristico de estas arquebacterias haléfilas (Fig.2.5 B). Una
vez en fase estacionaria, las células se recolectaron por centrifugacién, con un rendimiento de
entre 50-80 g de biomasa himeda a partir lotes de 8 litros de cultivo. La masa obtenida de LPT
fue de 90-120 mg.

A

1.54
1.04

0.5+

Absorbancia 660 nm (u.a)

0.0 T T

T
0 2 4 6 8 10
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Fig. 2.5 Cultivo de arquebacterias (A) Curva de crecimiento y (B) cultivo en medio liquido.

2.9 Extraccién, cuantificacion y caracterizacion de LPT

El primer paso en cualquier andlisis de lipidos es aislar los mismos del sistema bioldgico
mediante la extraccién con solventes organicos y la posterior remocion de los componentes no
lipidicos. Los métodos tipicos para extraer fosfolipidos de mezclas complejas son Bloor, Bligh y
Dyer, Folch y Nichols (Veenstra et al., 1998a). El utilizado en este trabajo fue el método de Bligh
y Dyer modificado para haléfilas extremas.

Una técnica de screening para la caracterizacion de lipidos es la cromatografia en capa
delgada, ampliamente utilizada por microbiélogos para caracterizar lipidos extraidos de
microorganismos (Schouten et al., 2013). La misma es una técnica versatil empleada en la
resolucion inicial de mezclas lipidicas, que permite aplicar tinciones diferenciales para detectar
diferentes tipos de lipidos. Adicionalmente, el desarrollo de la TLC-2D incrementa la resolucién
de la TLC-1D sin necesidad de equipamiento especializado y en relativamente poco tiempo.

Luego, se pueden utilizar técnicas de identificacibn como la espectrometria de masas.
Gracias a la aparicion de las técnicas de ionizacién “Soft” como ESI o MALDI (del inglés matrix-
assisted laser desorption/ionization) la espectrometria de masas comenzo a utilizarse para el
analisis de lipidos, ya que los mismos no son fragmentados durante el proceso (Veenstra et al.,
1998h). El peso molecular de la mayoria de estos compuestos se encuentra en el rango de

deteccion de ESI.

2.9.1 Cuantificacién de fosfolipidos

El género Halorubrum posee un alto contenido de fosfo-arqueolipidos (Kates, 1978). La
cuantificacion de LPT se llevo a cabo indirectamente, a partir de la determinacion de su
contenido de fosfatos por el método de Boétcher (Boéttcher et al., 1961). Sélo se utilizaron los

lotes de arqueolipidos con contenido de fosfolipidos mayor a 90% p/p.

2.9.2 Cromatografia en capa delgada monodimensional y bidimensional

En la Fig. 2.6 se muestran imégenes representativas de las TLC-1D tefiidas con los
diferentes reveladores. Tanto los vapores de iodo como el acido sulflrico revelaron cinco
manchas (Fig. 2.6 A y B). Cuatro de ellas se identificaron con el revelador azul de molibdeno
como fosfolipidos (Fig. 2.6 C). Tanto el orcinol como el a-naftol revelaron dos glicolipidos (Fig.
2.6 D y E) que fueron identificados como sulfoglicolipidos con el revelador Azure A (Fig. 2.6 F).

La ninhidrina no revel6 aminolipidos.
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Fig. 2.6 TLC monodimensional (TLC-1D) de lipidos polares totales del estrato BN
Los reveladores utilizados fueron (A) vapores de iodo, (B) acido sulfarico, (C) azul de molibdeno, (D)
orcinol, (E) a-naftol y (F) Azure A.
Ref.: (1) S-DGD-5 (2) S-DGD-5-PA (3) PGP-Me (4) PG (5)
BPG.
Puede observarse un resumen de los Rf de las manchas y el comportamiento frente a las
diferentes tinciones en la Tabla 2.6.
La TLC-2D revelada con acido sulfarico confirmé la presencia de cinco compuestos (Fig.

2.7).

Fig. 2.7 TLC bidimensional (TLC-2D)
Ref.: (1) S-DGD-5 (2) S-DGD-5-PA (3) PGP-Me (4) PG (5) BPG.
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Tabla 2.6 Rf, patron de tincidn y relacién m/z por ESI-MS de cada arqueolipido identificado de los LPT de
H. tebenquichense estrato BN.

Reveladores ESI-MS
N°  Lipido Rf lodo  HS0s % Orcinol  a-naftol  Azure A M’“ﬁ z ,\;”/HZZ Aducto
5 BPG 0,8210,16 + + + - - - 1521 - -
4 PG 0,46+0,06 + + + - - - 805 - -
3 PGP-Me 0,3410,04 + + + - - - 899 - 922
2 S-DGD-5-PA  0,16+0,06 + + + + + + 1770 885"
1 S-DGD-5 0,08+0,03 + + - + + + 1055 - 1113

=

(€9}

Pico presente en condiciones acidas (ver Seccion 4.14, Fig. 4.7)

2.9.3 Espectrometria de masas de ionizacién por electrospray de LPT de H.
tebenquichense

Para completar la caracterizacion de los lipidos revelados por TLC se procedi6é a analizar
los LPT por ESI-MS. Los LPT disueltos en cloroformo/metanol (1:1) se analizaron por inyeccion
directa. Las sefiales se registraron exclusivamente en modo negativo y se identificaron los m/z
805; 899; 1055; 1521 y 1770 (Fig. 2.8). Debido a la presencia de sodio en el medio, también se
registrd un pico de m/z 1113, asociado a m/z 1055, y un pico m/z 922, asociado a m/z 899,
correspondientes a los respectivos aductos con cloruro de sodio y sodio.

PGP-Me  s.DGD-5
m/z=899 m/z=1055

100-
g S-DGD-5
T 757 (aducto)
© PGP-Me m/z=1113
5 (aducto)
'G5 50 m/z=922 S-DGD-5-PA
_rgs oG m/z=1770
c % BPG
3 29 Bz=5e m/z=1521
<

C ke |

0 500 1000 1500 2000

m/z

Fig. 2.8 Espectro ESI-MS en modo negativo de los LPT
extraidos de H. tebenquichense del estrato BN

Para facilitar la asignacion de cada sefial al lipido correspondiente, se extrajo de la placa
de silicagel cada mancha revelada con vapores de iodo en la TLC-1D y se realiz6 la inyeccién
directa en ESI-MS. Los datos se adquirieron en modo negativo. Los espectros de cada mancha
de la TLC-1D de H. tebenquichense del estrato BN se muestran en la Fig. 2.9.

En la Tabla 2.6 pueden observarse los valores m/z de los arqueolipidos aislados, donde se
sefialan los iones mono (M-H-1) y bicargados (M-H-2) y los aductos.
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En definitiva, a partir de las tinciones diferenciales en TLC-1D vy los resultados de ESI-
MS de cada mancha, junto con los datos bibliograficos de composicién lipidica de
arquebacterias halbéfilas extremas (Corcelli y Lobasso, 2006), la mezcla de LPT estaria

compuesta por los siguientes lipidos, cuyas estructuras se muestran en la Fig. 2.10:

a. El sulfoglicolipido, 1-O-[a-D-manosa-(2’-SO3H)-1'—2’)-a-D-glucosa]-2,3-di-O-fitanil- sn-
glicerol, S-DGD-5 (m/z=1055 como i6n monocargado y m/z=1113 correspondiente al S-DGD-
5 aducto con cloruro de sodio; Rf=0,08).

b. La cardiolipina glicosilada, S-DGD-5-PA (m/z=1770 como ién monocargado; Rf=0,16).
c. El fosfolipido arqueal 2,3-di-O-fitanil-sn-fosfatidilglicerofosfato metil éster, PGP-Me
(m/z=899 como ibn monocargado y m/z=922 correspondiente al PGP-Me aducto con sodio;

Rf=0,34).

d. El fosfolipido arqueal 2,3-di-O-fitanil-sn-fosfatidilglicerol, PG (m/z=805 como i6n
monocargado; Rf=0,46).

e. La cardiolipina sn-2,3-di-O-fitanil-1-fosfoglicerol-3-fosfo-sn-di-O-fitanilglicerol, BPG

(m/z=1521 como i6bn monocargado; Rf=0,82).
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Fig. 2.9 Espectros representativos de ESI-MS en modo negativo de cada mancha aislada de la CCD-1D (A)
Mancha 1 (S-DGD-5); (B) Mancha 2 (S-DGD-5-PA); (C) Mancha 3 (PGP-Me); (D) Mancha 4 (PG); (E) Mancha 5
(BPG).
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Fig. 2.10 Estructurade los lipidos polares totales extraidos de H. tebenquichense
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Fig. 2.10 (cont.) Estructurade los lipidos polares totales extraidos de H. tebenquichense

2.10 Aplicaciéon de DoE a la preparacion de ARQ por HPH
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Los experimentos realizados del disefio cuadrado+estrella se muestran en la Fig. 2.11,
donde en 6 de las 9 combinaciones de niveles se realizaron replicados, de manera que se
pudo evaluar el error experimental. Dado que se contaba con muestra suficiente, se pudieron
agregar puntos fuera del disefio, de modo de aumentar el nUmero de observaciones. Estos
puntos fueron los pares (0,8;1); (0,8;9); (4;1) y (4;9), que corresponden a combinaciones de

los factores en los extremos de los rangos estudiados.

9 @

7 @ o
3
S
o
3 5@ -9 9
z

3 ® ®

1

038 1,6 2,4 3,2 4
Presion (bar)

Fig. 2.11 Disefio cuadrado+estrella
Los puntos azules sefialan las combinaciones “nimero de ciclos-presion” realizadas. Los

puntos marcados con rojo muestran los replicados realizados.

Inicialmente se propuso como modelo de ajuste el polinomio de segundo orden

completo, seguin la Ec. 2.1 de la Seccién 2.4:

z=PB0o +BLX+B2y+PB3x° +B4y’ +B5
Xy + €

donde z es Diam (%Vol) o Diam (%Num); x es el nimero de ciclos e y es la presion de
homogeneizacion.

Para el Diam (%Vol) no se encontraron modelos de ajuste significativos. Las MLV con
un Diam (%Vol) de 1.730+1.429 nm se disminuyeron a un Diam (%Vol) de aproximadamente
7501750 nm. Esto se logré a presiones mayores que 2,4 bar y con un procesamiento entre 5
y 7 ciclos.

Para el Diam (%Num) el polinomio de segundo orden completo (Ec. 2.1) no ajusté. Por
consiguiente, se fueron descartando progresivamente los términos no significativos,
comenzando por los de significacion menor. El proceso se realizé hasta llegar al polinomio de
mejor ajuste, donde se obtuvieron los coeficientes que tuvieron una probabilidad
estadisticamente significativa. También debe indicarse que se excluy6 una observaciéon que
el programa sefialé como inusual. Una observacion inusual (en inglés, outlier) es aquella que
parece desviarse marcadamente respecto a los otros miembros de la poblacién. Los
coeficientes obtenidos fueron B0 (p<0,0001); B2 (p<0,0001) y 4 (p<0,01) y se muestran en la

Tabla 2.7. Es decir, que el diametro medio, expresado como Diam (%Num), fue dependiente
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s6lo de la presiéon de homogeneizaciébn con un modelo cuadratico y lineal. No fue

dependiente del nimero de ciclos y no existieron interacciones entre los factores (presion y
numero de ciclos).

Tabla 2.7 Ajuste para Diam (%Num) vs Presién y nimero de ciclos.

R R
0,9399 0,8834
Coeficiente Error St t p
Bo 107,4 4,4 24,202 <0,0001
B, -24,7 5,5 -5,498 <0,0001
B, 31 1,0 3,288 0,004

Entonces, la ecuacion que describiria el comportamiento del sistema seria: Diam
(%Num) = 107,4—-24,7P +3,1P* +¢

donde P es la presion de entrada del homogeneizador.

En la Fig. 2.12 puede observarse la superficie de respuesta, donde se aprecia que el

didmetro tiene una fuerte dependencia con la presién de entrada, debida a la combinacién
entre el término lineal (P) y el cuadratico (P2).

En cuanto al grado de ajuste del modelo se obtuvieron valores de R y R2 aceptables.

50
== 60
100 70

B 80
I °0
90 . 100

@® Experimentos
80

Diam(%Num) ("m)

Fig. 2.12 Superficie de respuesta Diam (%Num) vs Presidn vs. Nimero de ciclos
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En el caso de IP, no ajustd ningin modelo, tanto para IP (Vol) como IP (Num). Sin
embargo, para el IP (Num), el programa estadistico sefial6 dos resultados como
observaciones inusuales. Al descartarse los valores sefialados en la Fig. 2.13 A, el IP (Num)
fue dependiente de la presion, con un modelo lineal. Esto no ocurrié con el nimero de ciclos,

donde IP (Num) no dependeria del nimero de ciclos (Fig. 2.13 B).

IP (Num)

A B
0.28 0.30
A
NOk
0271 m
0281 o
o
0.26
0.26 - &
0.25 | =
=}
Z 0.24 -
0.24 A o
0.22 -
0.23 °
0.22 0.20 -
0.21 45 . : . . T T T 0.18 : : . . .
05 10 15 20 25 30 35 40 1 3 5 7 9
Presion (bar) Numero de ciclos

Fig. 2.13 Graficos de IP (Num) vs (A) Presion y vs (B) nimero de ciclos

En la Tabla 2.8 se muestran los coeficientes obtenidos (p<0,0001).

Tabla 2.8 Ajuste para IP (Num) vs Presion y nimero de ciclos.
2

R R
0,8253 0,6812
Coeficiente Error St t p
Bo 0,267 0,004 60,078 <0,0001
B, -0,011 0,002 -6,027 <0,0001

De este modo la ecuacion que describiria el sistema seria: IP (Num)=0,267-0,011 P+¢

El Diam (%Num) que predijo la ecuacion a la maxima presién estudiada (4 bar) fue 58,2
nm y el IP (Num) fue 0,223. Estos valores fueron menores a los obtenidos por extrusién
manual (Tabla 2.9). Como no se hallaron modelos de ajuste para Diam (%Vol) ni para IP
(Vol), se compararon los valores de Diam (%Vol) e IP (Vol) experimentales que fueron
ampliamente mayores a los obtenidos por extrusion manual.

El tamafo de particula de los ARQ preparados por extrusion manual fue evaluado

durante un mes y se observo que tanto el diametro medio como el IP se mantuvieron durante
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por lo menos 4 semanas almacenados en heladera en dos medios estudiados, Ac/NaCl y
sac/NaCl (Tabla 2.9).

Tabla.2.9 Tamaiio de particula de ARQ en diferentes medios.

Tiempo Diam (%Vol) Diam (%Num)

Medio (semanas) (hm) IP (Vol) (hm) IP (Num)
Ac/NaCl 0 17448 0,400+0,028 106+13 0,364+0,020
c/Na
4 177+13 0,407x0,047 97111 0,397+0,051
0 17348 0,401+0,029 106+15 0,354+0,047
Sac/NacCl
4 17417 0,39610,022 10643 0,368+0,025

Los valores representan el diametro mediotdesvio estandar.

2.11 Preparacion de arqueosomas conteniendo OVA a escala laboratorio

Una vez preparados los arqueosomas con OVA a escala laboratorio, por el método de
hidratacién del film con extrusién, se procedié a separar la OVA libre de la incorporada en las

vesiculas.

2.11.1 Separacion de proteina libre

Para separar la OVA libre, no incorporada a los arqueosomas, se utilizaron dos
métodos: cromatografia de exclusiéon molecular (Sephadex) y centrifugacion con dispositivos
filtrantes comerciales (Microcon®).

La Fig. 2.14 muestra los perfiles de elucién en Sephadex G-75 y G-100, obtenidos para
la OVA libre, los ARQ, los ARQ-Pg y la OVA incorporada a dichas vesiculas.

Respecto a la CEM podemos decir que el Sephadex G-75 no mostré6 una buena
capacidad separativa, tanto para ARQ como para ARQ-Pg (Fig. 2.14 Ay C). Por el contrario,
puede observarse que en Sephadex G-100 (Fig. 2.14 B y D), tanto para ARQ como para
ARQ-Pg, se produjo una buena separacion de las vesiculas y la proteina libre no
incorporada. En consecuencia, el gel mas adecuado para la separacion fue el Sephadex G-
100.

No fue posible realizar la separacion de la OVA libre por centrifugacion con dispositivos
filtrantes Microcon® ya que en las condiciones recomendadas por el fabricante, los filtros se

obstruyeron con los ARQ.
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Fig. 2.14 Perfil de elucion de vesiculas en Sephadex
La CEM de las muestras de ARQ (A y B), ARQ-Pg (C y D), OVA libre y encapsulada en ARQ (Ay B) y ARQ-
Pg (Cy D) se realiz6 en minicolumnas de Sephadex G-75 (Ay C) y G-100 (B y D).

2.11.2 Disolucién de arqueosomas para cuantificaciéon de OVA

Para cuantificar la OVA incorporada a los ARQ fue necesario disolverlos con tensioactivos.
Previamente, se teste6 si los mismos (Triton X-100 y SDS) interferian en el método de
cuantificacién de proteinas utilizado.

El proceso de disolucién de liposomas con tensioactivos ha sido objeto de un nimero
considerable de investigaciones. El término “disolucion” describe la transformacion de las bicapas
lipidicas en micelas mixtas, mediada por tensioactivos o detergentes. Por este motivo este
proceso también se conoce como “micelizacion”. La técnica mas difundida para su estudio es la
turbidimetria, que consiste en monitorear la densidad éptica de las suspensiones de liposomas a
medida que se transforman en micelas (Hermida, 2006). Es un método simple y rapido, que
emplea como Unico equipamiento un espectrofotémetro.

En el caso del Triton X-100 se comprobo que interferia en la reaccion del acido bicincénico
(Micro-BCATM, PierceTM, Rockford, E.U.A.), método utilizado para la determinacién de
proteinas. Asi es como se pudieron utilizar hasta 0,2 mg de este detergente en el tubo de
reaccion, lo que correspondié a una concentracion de 10% p/v. A dicha concentracion de Triton
X-100 y un tiempo de incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente no se logré la disolucion

total de ARQ ya que, como puede observarse en la Fig. 2.15 A, se evidencio turbidez remanente
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en el espectro visible.
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Fig. 2.15 Disolucién de ARQ con tensioactivos
Cambios en la absorbancia de ARQ con (A) Triton X-100y (B) SDS a diferentes longitudes de onda.
Las barras representan el desvio estandar del valor medio.

En la Tabla 2.10 puede apreciarse que la absorbancia de los ARQ disueltos con Triton X-

100 fue mayor que el 2% del valor de absorbancia inicial (sin detergente). Dicho valor tampoco

disminuyé a las 24 h.

Tabla 2.10 Disolucion de ARQ con Triton X-100.

Longitud de onda (nm)

500 562 575 600 700 750 800 818

ARQ
2% Abs. inicial ARQ

ARQ_+Triton X-100 (10% v/v)

0,180 0,140 0,133 0,121 0,087 0,075 0,065 0,062
0,004 0,003 0,003 0,002 0,002 0,002 0,001 0,001
0,060 0,049 0,047 0,043 0,024 0,019 0,017 0,016

Los valores representan el valor medio de absorbancia a longitudes de onda entre 500 y 850 nm; n=2. En negrita se
resalta el valor limite calculado de 2% de absorbancia inicial (ARQ sin Triton X-100).

Segun pudo comprobarse, el SDS, en todas las concentraciones testeadas, no interfirié en

la reaccion de Micro-BCATM. En la Fig. 2.15 B se muestra la disminuciéon de la turbidez en el

espectro visible con el agregado de SDS. De este modo, se selecciond el SDS 5% con un tiempo

de incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente. Dicha concentracion fue la minima

necesaria para solubilizar completamente los ARQ a una determinada concentracién de lipidos

(hasta 20 mg/ml) y temperatura ambiente (Tabla 2.11), segun el criterio descripto.

Tabla 2.11 Disolucién de ARQ con SDS.

Longitud de onda (nm)

500 562 575 600 700 750 800 818

ARQ

2% Abs. inicial ARQ
ARQ+SDS 1% (p/v)
ARQ+SDS 5% (p/v)
ARQ+SDS 10% (p/v)
ARQ+SDS 20% (p/v)

0,190 0,139 0,131 0,117 0,078 0,065 0,055 0,052
0,004 0,003 0,003 0,002 0,002 0,001 0,001 0,001
0,006 0,004 0,003 0,003 0,002 0,001 0,002 0,001
0,003 0,001 0,000 -0,001 -0,002 -0,001 -0,001 0,000
0,004 0,002 0,001 0,000 0,001 0,001 0,000 0,001
0,005 0,003 0,003 0,003 0,002 0,002 0,002 0,003

Los valores representan el valor medio de absorbancia a longitudes de onda entre 500 y 850 nm; n=2. En negrita se
resalta el valor limite calculado de 2% de absorbancia inicial (ARQ sin SDS).
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2.12 Caracterizacion fisicoquimica de arqueosomas conteniendo OVA

La caracterizacion de ARQ-OVA y ARQ-Pg-OVA se realizé6 una vez que fueron
separados de la OVA no incorporada. Como puede observarse en la Tabla 2.12, las
vesiculas obtenidas tuvieron un tamafio menor a 200 nm (ZAve) y su Pdl fue menor a 0,300.

Los ARQ-Pg-OVA mostraron un tamafio mayor al resto de las vesiculas, pero esta
diferencia no fue significativa. No se observd diferencia significativa entre el potencial Z de
ARQ-Pg-OVA y ARQ-Pg. Mientras que el potencial Z de los ARQ-OVA fue mayor que el de
las vesiculas vacias correpondientes, ARQ (p<0,01).

La relacién proteina/lipido fue la misma para ARQ-OVA y ARQ-Pg-OVA.

En funcion de la temperatura, las bicapas fosfolipidicas hidratadas pueden encontrarse
en dos estados o fases diferentes: gel, estado altamente ordenado, y cristal liquido, estado
de menor organizacion y mayor fluidez, donde las moléculas de fosfolipidos pueden moverse
con mayor libertad. El cristal liquido constituye un estado de agregacién de la materia que
comparte con los liquidos la fluidez y con los sélidos cristalinos el orden de largo alcance. La
temperatura a la cual se produce el paso de un estado a otro es la temperatura de transiciéon
de fase (Tm); a valores por debajo de la Tm, la bicapa se encuentra en el estado gel y a
valores superiores pasa a cristal liquido. Esta transicion puede detectarse mediante técnicas
instrumentales como la calorimetria diferencial de barrido. En ciertos casos, como algunos
fosfolipidos, la transicion de estado gel a estado cristal liquido ocurre en etapas e involucra
dos transiciones: la principal (Tm) y la pre-transicion (pre-Tm).

En los termogramas de DSC se observaron endotermas de transicion de fase en las
vesiculas ARQ, ARQ-OVA y ARQ-Pg-OVA. Los resultados de las Tm y las pre-Tm de las
vesiculas fueron en todos los casos menores a -20°C. En el Unico caso que no se verificd Tm
fue en la muestra ARQ-Pg. La incorporacion de OVA a los ARQ no mostré una diferencia de
comportamiento térmico en Tm y pre-Tm. Al incorporar Pg a los ARQ se perdio la
organizacion de las cadenas hidrocarbonadas que maximizaba su interaccion, esto se tradujo
en la desaparicion de la Tm y ademas, se observé un cambio de pre-Tm. La Tm volvi6é a
evidenciarse al agregar OVA (ARQ-Pg-OVA). En la Tabla 2.12 se detallan los resultados

obtenidos.

Tabla 2.12 Tamafio de particula, potencial Z, relacion proteina/lipido, Pre-Tmy Tm.

Z Ave Pl PotZ Rel Prot/LPT Pre-Tm Tm
(nm) (mV) (mg/mg) (°C) (°C)
ARQ 136%12 0,213%0,078 -5814 - -32 -23
ARQ-OVA 137125 0,23810,109 -38+19 0,094+0,013 -34 -22
ARQ-Pg 131420 0,166%0,100 -66113 - -25 ND
ARQ-Pg-OVA 162144 0,26010,096 -51+36 0,097+0,013 -33 -22

n=2, excepto pre-Tm ARQ ya que no se detectd pre-Tm en una de las muestras.
ND: no detectable. Pre-Tm: temperatura de pre-transicién. Tm: temperatura de transicion de fase gel a fase liquido
cristalina
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Discusioén

La membrana plasmaética de las haléfilas extremas, como la H. tebenquichense, posee
caracteristicas Unicas que varian levemente dentro del mismo género (Kamekura y Kates,
1999). El core lipidico diéter que es la base de la estructura de la mayoria de los lipidos
polares presentes en la familia Halobacteriaceae es el 2,3-di-O-fitanil-sn- glicerol o arqueol.
Una gran variedad de lipidos polares se encuentran en las especies de esta familia e
incluyen fosfolipidos, sulfolipidos y glicolipidos (Corcelli y Lobasso, 2006). En todas las
hal6filas extremas, predominan fosfolipidos especificos, a saber,

50-80% p/p de arquetidilglicerometilfosfato (PGP-Me), el analogo arqueal del metil éster
de fosfatidilglicerolfosfato (Kates et al., 1993). Algunas cepas poseen cantidades menores de
arquetidil-fosfatidilglicerol (PG), fosfoglicolipidos sulfatados y cardiolipinas arqueales. Ningin
fosfolipido posee etanolamina, inositol ni serina en sus cabezas polares. Esto ultimo es
caracteristico de las hald6filas extremas, en contraste con las Archaea metanogénicas y
termofilicas (Kates, 1993b; Kates, 1996; Sprott et al., 2004a; Tenchov et al., 2006). Con
respecto al género Halorubrum, es un grupo heterogéneo que contiene especies no-
alcalifilicas, alcalifilicas facultativas y alcalifilicas obligadas con pequefias diferencias en su
composicion de lipidos polares. Los miembros no alcalifiicos contienen diglicosil
difitanilglicerol diéter sulfatado (S-DGD), PG sulfatado (PGS) en lugar de PG y PGP-Me, las
alcalifilicas facultativas poseen S-DGD ademéas de PG y PGP-Me y las obligadas sélo
contienen PG y PGP-Me (Fan et al., 2004). Con algunas excepciones, todas contienen la
cardiolipina arqueal bifosfatidilglicerol (BPG) y la glicocardiolipina (S-DGD-5PA) (Fan et al.,
2004; Lizama et al., 2002).

El analisis de espectros de ESI-MS de los LPT de los aislamientos de H.
tebenquichense estrato BN, por comparacion con los datos de referencia (Corcelli y Lobasso,
2006; Noguchi et al., 2004; Sprott et al., 2003a) sugirieron que los principales fosfolipidos de
los extractos fueron: fosfatidilglicerol (PG) y metil éster de fosfatidilglicerolfosfato (PGP-Me).
Ademas, se constato la presencia del glicolipido sulfodiglicosil difitanilglicerol diéter (S-DGD-
5), representativo del género Halorubrum, junto con la ausencia de aminolipidos, corroborada
en esta cepa (Corcelli et al., 2004). También se encontraron dos cardiolipinas arqueales, el
S-DGD-5-PAy el BPG.

El PGP-Me contribuye a mantener la estabilidad de la membrana en medios
hipersalinos y es muy abundante en haléfilas extremas (Kates, 1993b). No existen lipidos
similares al PGP-Me en arquebacterias no hal6filas o moderadamente haldfilas, de menor
tolerancia a la sal. El gran volumen de la cabeza polar del PGP-Me es responsable de la
estabilizacion de la membrana, causando repulsion estérica entre bicapas adyacentes y
evitando la agregacion. Los ARQ preparados con LPT de arquebacterias hiperhaléfilas, con
un alto contenido en PGP-Me, forman fases desordenadas, compuestas de bicapas no

correlacionadas y separadas (Tenchov et al., 2006).
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Los glicolipidos se convirtieron en marcadores Utiles para la clasificacion de las
arquebacterias haldfilas. Cada género tendria glicolipidos caracteristicos cuya estructura
derivaria del manosil-glucosil-difitanilglicerol (DGD), con sustitucién de los grupos sulfato o
azucar en la posicidon 3 o 6 del residuo de manosa. En la cepa estudiada en este trabajo se
identificaron el S-DGD-5 y S-DGD-5-PA (Corcelli y Lobasso, 2006). La identidad estructural
entre el S-DGD-5 y una porcién del S-DGD-5-PA sugeriria un precursor comdn durante la
biosintesis del S-DGD-5-PA en H. tebenquichense. Estos sulfoglicolipidos podrian exhibir
propiedades de otros sulfoglicoligandos que inducen fagocitosis por unién a receptores de
manosa y alli radicaria su potencial adyuvante (Sprott et al., 2003b).

Otra interesante clase de fosfolipidos, también presentes en esta cepa, son los
fosfolipidos diméricos que poseen cuatro cadenas en su cola hidrofébica, similar a las
cardiolipinas de Bacteria y Eukarya. Las cardiolipinas arqueales, como el BPG y el S- DGD-
5PA, afectaria el espesor de la bicapa y la fluidez de los ARQ (Corcelli y Lobasso, 2006). Los
reportes del hallazgo de estos lipidos en arquebacterias son escasos y no necesariamente
estarian asociados a la presencia de pigmentos (Corcelli et al., 2000; Sprott et al., 2003a).

Con esta compleja mezcla de lipidos se procedié a preparar ARQ mediante HPH para
conseguir vesiculas de tamafio nanométrico. Para minimizar el nUmero de experimentos, o
que conlleva un ahorro de materias primas y tiempo, se aplicé un disefio experimental
“cuadrado+estrella”. En general, cuando se disminuye el tamafio de particula de liposomas
convencionales por HPH, la variacion del Diam (%Num) es menos significativa que para
Diam (%Vol) (Barnadas-Rodriguez y Sabes, 2001; Hermida et al., 2009).
Sorprendentemente, en el caso de los ARQ obtenidos por HPH, la variacion que se produjo
en Diam (%Vol) no fue significativa. La cantidad de ARQ de gran tamafio que fueron
afectados por la HPH en los rangos estudiados de presién y nimero de ciclos seria pequefia.
De este modo, no se detectaron variaciones significativas del Diam (% Vol). Mientras que los
cambios significativos observados en el Diam (%Num) pueden explicarse por la ruptura de
esos pocos ARQ de gran tamafio que causaria la produccion de grandes cantidades de ARQ
pequefios. En otras palabras, pequefios cambios en el nimero de particulas grandes
provocaron grandes cambios en el Diam (%Num) porque se produce un gran numero de
particulas pequenas.

A partir de los polinomios resultantes para Diam (%Num) e IP (Num) se constatd que la
variacion del tamafio de los ARQ depende Unicamente del valor de la presién de
homogeneizacién. En definitiva, el procesamiento de la muestra con sélo un ciclo permitio
alcanzar el didmetro e IP minimos en todo el rango de presiones. Esto se comprueba de
forma evidente en la superficie de respuesta de Diam (%Num) y gréficos de IP (Num).

Los resultados también demuestran que los ARQ ofrecieron una gran resistencia a la
disminucion del tamafio por HPH. Esto podria deberse a la hidrofobicidad de los
arqueolipidos y la presencia de cardiolipinas arqueales que conferirian una mayor rigidez a la

membrana. Claramente, esta metodologia no permitioé la obtencién de ARQ tan pequefios y
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homogéneos como los obtenidos por extrusién a escala laboratorio. A pesar de encontrar
modelos que explicaron el comportamiento del sistema para Diam (%Num) e IP (%Num), no
continuamos la investigacion hasta hallar las condiciones éptimas porque los valores de Diam
(%Val) e IP (%Vol) obtenidos por HPH mostraron que la poblacion de ARQ obtenida fue muy
polidispersa y poco homogénea. Para optimizar el proceso y lograr una poblaciéon con menor
diametro medio y menor polidispersion deberian estudiarse otras variables de proceso, como
pH, fuerza iénica o formulaciones con fosfolipidos convencionales (Barnadas Rodriguez y
Sabes Xamani, 2003). Otros parametros a tener en cuenta serian el volumen incorporado y la
incorporacion de activos, en este caso, proteinas. De todas maneras, podemos afirmar que a
través de la metodologia del disefio multivariado de experimentos y el analisis de superficies
de respuesta seria posible establecer las mejores condiciones de obtencion de una
formulaciéon con un ndmero limitado de experimentos. Esto supone ventajas econdémicas
como el ahorro de tiempo para el desarrollo de estos sistemas.

Al igual que otras especies de arquebacterias (Corcelli y Lobasso, 2006; Koga, 2011;
Sprott, 1992), en particular las halofilas extremas, los LPT de H. tebenquichense, estan
cargados negativamente debido al predominio de arqueolipidos con cabezas polares de
carga negativa. Tal es el caso de la cepa aislada en este trabajo. Esto se tradujo en la
obtencion de ARQ cuyo potencial Z fue francamente negativo, lo que otorgé una prolongada
estabilidad en suspension. En particular, se demostré que el tamafio de los ARQ preparados
se mantuvo durante 4 semanas en medios acuosos como Ac/NaCl y sac/NaCl. Hay varios
reportes que mostraron gran estabilidad y retencién de los activos encapsulados en ARQ
elaborados con arqueolipidos aislados de otras especies. Por ejemplo, mas del 92 % de la
sacarosa marcada con 14C se retuvo en ARQ almacenados a 4°C durante dos semanas
(Kitano et al., 2003). Mas aun, se han reportado ARQ que no perdian OVA encapsulada y no
presentaban agregacion ni fusién por lo menos durante un afio de almacenamiento en
heladera (Patel et al., 2007).

Dado que aun no se cuenta con un alto rendimiento en la produccion de arqueolipidos,
la preparacion de los ARQ conteniendo OVA se realizd6 a escala laboratorio. La OVA se
utilizé como proteina modelo para poner a punto, métodos separativos y de caracterizacién
estructural de los ARQ.

Existen varios métodos para separar principios activos no asociados a los
arqueosomas. La ultracentrifugaciéon ha sido ampliamente utilizada para tal fin (Conlan et al.,
2001; Krishnan et al., 2001; Patel et al., 2007; Sprott et al., 1999). No obstante, es un método
poco escalable y engorroso. Por este motivo, en el presente trabajo se evalué la CEM como
método separativo dado su uso con liposomas convencionales y se logro la separacion de la
OVA asociada a ARQ de la no encapsulada, con columnas de Sephadex G-100. Sin
embargo, deben tenerse en cuenta algunas limitaciones del mismo, como la falta de
resolucion en el caso de utilizar compuestos de alto peso molecular como sustancias a

incorporar. Y ademas, considerar que para fines preparativos como la separacion del material
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no encapsulado de las vesiculas cargadas, se debe minimizar la pérdida de lipidos por la
posible retencion de los mismos en la columna. Este es un tema que debe ser resuelto en
futuros abordajes experimentales (Ruysschaert et al., 2005).

Por otro lado, la centrifugacion de dispositivos filtrantes es un método que ha
demostrado un buen desempefio para separar el activo libre del encapsulado en otros
sistemas como las nanocapsulas (Bernardi et al., 2013; Oliveira et al., 2013). Sin embargo,
no fue posible el uso de la misma ya que los filtros se obturaban con las muestras de ARQ en
las condiciones recomendadas por el fabricante. Dicha técnica es sencilla y rapida y
especialmente presenta la gran ventaja de ser facilmente escalable, debido a que estas
membranas son utilizadas en otros dispositivos comerciales para la filtracion de mayores
volimenes. Por este motivo, seria interesante profundizar el estudio de las condiciones de
separacion utilizando estos dispositivos.

La relacién proteina/lipido de OVA incorporada a ARQ preparados con LPT de
diferentes especies de arquebacterias, como Methanobrevibacter smithii, Haloferax volcanii,
Halobacterium salinarum, estuvo en el rango de 0,015-0,070 (mg/mg) (Gurnani et al., 2004,
Krishnan et al., 2000b; Krishnan et al., 2001; Patel et al., 2007; Sprott et al., 2004a). La
incorporacion de OVA a ARQ preparados con LPT de H. tebenquichense se evalué en
presencia y ausencia de Pg. El Pg se ha utilizado para incrementar la incorporacién de
sustancias hidrofilicas y de alto peso molecular a vesiculas lipidicas y para aumentar su
elasticidad (Manconi et al., 2009; Pavelic et al., 2005). En las condiciones estudiadas, la
utilizacion de Pg en la formulacidon no aumentd la incorporacién de proteina a las vesiculas,
como puede observarse en la relacion proteina/lipido obtenida (= 0,100 mg/mg) que resulté
mayor a las reportadas para ARQ preparados con LPT de otras especies de arquebacterias.
La diferencia entre el potencial Z de las vesiculas con OVA y las vacias en presencia de Pg,
probablemente se debié a que el Pg solubilizaria la proteina (Manconi et al., 2009). El ZAve
de los ARQ- Pg-OVA fue mayor que los ARQ-Pg. Esta diferencia no se observé entre los
ARQ-OVA y los ARQ. Esto podria deberse a que el Pg, en presencia de la proteina, podria
producir la desestabilizacion de las lamelas con la cosecuente agregacion y fusion de las
vesiculas y aumento de la multilamelaridad (Manconi et al., 2009; Pavelic et al., 2001).

La Tm de los ARQ fue menor a -20°C como se reporta en bibliografia (Kitano et al.,
2003). Es asi como las cadenas ramificadas de isoprenoides asegurarian que los
arqueolipidos de membrana de las arquebacterias se encuentren en fase liquido cristalina en
un amplio rango de temperatura (Corcelli y Lobasso, 2006). Esto sugeriria que aunque la
movilidad molecular de las cadenas de fitanilo de las lamelas de estas vesiculas estaria
restringida por los metilos laterales, el empaquetamiento es menos ordenado en comparacion
con acidos grasos de cadena larga analogos de los fosfolipidos convencionales. De hecho, el
valor de Tm para el fosfolipido simétrico dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC, del inglés
dipalmitoylphosphatidylcholine) con dos cadenas de &acidos grasos saturados de 16 carbonos

es de 41,3°C (Biltonen y Lichtenberg, 1993). La incorporacion de Pg a los arqueolipidos
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evidenci6 la imposibilidad de formacion de fase gel con la desaparicion de la Tm. Esto podria
deberse al mayor desorden que provocaria la presencia de Pg en la bicapa de los ARQ.
Cuando se incorpora OVA a los ARQ-Pg, se vuelve a evidenciar la formacién de fase gel.
Probablemente, el Pg se asociaria a la proteina a través de enlaces de segundo orden como
puente hidrégeno, pero ésto no mejord la incorporacién de la misma a la vesicula.

Por ultimo, los ensayos de solubilizacién con tensioactivos se realizaron con el objeto
de obtener soluciones transparentes y liberar el principio activo encapsulado, en este caso, la
proteina OVA. De esta manera, se buscé que el tensioactivo no interfiera en las
determinaciones cuantitativas de la sustancia incorporada. Ademas de alcanzar el objetivo
con la menor concentracion de tensioactivo y con un tiempo de incubaciéon razonable. A
través de un ensayo sencillo donde se miden los cambios en la absorbancia con el agregado
del tensioactivo a una suspension de ARQ se logré seleccionar la concentracion y el
tensioactivo adecuados que garantizaran la disolucion de las vesiculas. Cuando la
concentracion de tensioactivo es suficiente, la absorbancia disminuye por la formaciéon de
estructuras mas pequefias que los ARQ, como las micelas mixtas. En este caso, el
tensioactivo elegido fue SDS a una concentracion de 5% p/v. El Tritdbn X-100 no mostré un
adecuado desempefio para el objetivo planteado contrariamente a lo observado con
liposomas convencionales. La menor susceptibilidad a la solubilizacién podria predecir la
resistencia a la accién de tensioactivos naturales, como las sales biliares (Hermida, 2006).
Este seria un importante punto a considerar a la hora de postular a los arqueosomas como

adyuvantes orales.
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Capitulo 3

Capturay trafico intracelular de ARQUEOSOMAS

Sobre todo creo que no todo esta perdido Tanta lagrima, tanta lagrima y yo, soy un vaso
vacio Oigo una voz que me llama casi un suspiro
Rema, rema, rema... Rema, rema, rema... En esta orilla del mundo lo que no es presa, es

baldio Creo que he visto una luz al otro lado del rio

(Al otro lado del rio, Jorge Drexler)

En el Capitulo 3 se presentan técnicas para el andlisis de la captura y trafico intracelular
de ARQ, en células J774A.1, como modelo de macréfago y en células Caco-2, como modelo
de enterocito. Para lo cual se utilizaron inhibidores de las diferentes rutas endociticas y se
cuantificé la internalizacion de los ARQ fluorescentes a través de la citometria de flujo. Estos
estudios fueron complementados por microscopia confocal laser de barrido (MCLB) para
determinar la co-localizaciéon con Lysotracker®, marcador de organelas acidas. Los LPT
utilizados para la preparacion de estos ARQ no poseen arquetidilserina en su composicion
pero fueron avidamente capturados por las células J774A.1. De un modo alternativo se
podria postular la manosa terminal de los arqueolipidos SDGD-5 y SDGD-5-PA que
interactuaria con receptores especificos presentes en APC para favorecer su captura. Los
resultados obtenidos mostraron la reduccién de la internalizaciéon de ARQ en presencia de
CZ, Genis, MBCD y Cit D. Esto probaria que, en células J774A.1, los mecanismos de
endocitosis de ARQ serian la CME, CvME y la fagocitosis. Es decir que los ARQ emplearian
multiples vias para ingresar a estas células. Los ARQ colocalizaron con Lysotracker®, lo cual
revela que serian procesados por una via degradativa. Ademas, el tratamiento con Noc tuvo
un gran impacto sobre la captura de los ARQ por esta linea celular lo que indicaria la
participacion de los microtibulos. La internalizacién también se redujo significativamente en
presencia de CQ lo que demuestra que el incremento del pH en lisosomas y endosomas
afectaria el trafico intracelular de los ARQ en células J774A.1. Por otro lado, en células Caco-
2, se observé una disminucion significativa en la captura de ARQ con Genis y Amil. En
consecuencia, los ARQ ingresarian a través de CvME y macropinocitosis, no pudiendo
descartar la CME ya que CZ tampoco inhibi6 la captura de TFR, marcador especifico de esta
via. Este trabajo es el primero que muestra estudios in vitro sistematicos sobre las vias de

internalizacion y trafico intracelular de ARQ en lineas celulares no fagociticas.
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Introduccién

La célula esta rodeada por la membrana plasmatica que se comporta como una
verdadera “pared”. Ninguna sustancia atraviesa la membrana por difusién, excepto los gases
y pequefias moléculas como el agua. Si existe alguna sustancia o material particulado que
tenga que entrar o salir de la célula lo hard por un mecanismo especifico.

La investigacion y el desarrollo de nuevos nhanomateriales para mejorar la prevencion, el
diagnostico y el tratamiento de las enfermedades es un area en constante expansion. Micelas
poliméricas, quantum dots, liposomas, conjugados droga-polimero, dendrimeros,
nanoparticulas biodegradables, nanoparticulas de silice, entre otros, son algunos ejemplos
de materiales nanoparticulados que son objeto de investigaciones y estudios preclinicos y
clinicos. Estos nanomateriales diagnésticos y terapéuticos, englobados bajo el término de
“nanomedicinas”, frecuentemente requieren sitios especificos para ingresar a la célula y
liberar su contenido en compartimientos intracelulares.

Los mecanismos celulares que utilizan las sustancias para ingresar a las células son la
difusion pasiva, el transporte activo y la endocitosis. Estos mecanismos se resumen en la
Tabla 3.1 (Bareford y Swaan, 2007).

Tabla 3.1 Mecanismos celulares de internalizacion.

Caracteristicas Ejemplos

Difusién pasiva Mecanismo pasivo Oxigeno, diéxido de carbono, agua, pequefias
Fuerza impulsora: diferencia de moléculas (menoresa 1KDa)
concentracion

Transporte activo  Mecanismo activo Bomba Na/K
Transporte de sustancias en
contra de la concentracion
Endocitosis Mecanismo activo Macromoléculas, virus, material particulado
(p.€j. nanomedicinas)

Las nanomedicinas y en general cualquier material particulado, atraviesan la membrana

a través de un proceso llamado endocitosis que involucra las siguientes etapas:

1. El material es englobado en las invaginaciones que presenta la membrana, que se
estrangulan y forman las vesiculas llamadas endosomas. Hay una gran poblacion
de endosomas de diferente composicidon que se origina en sectores precisos de la
membrana.

2. Estas vesiculas especializadas transportan el cargo (material que la célula
internaliza por endocitosis) a varias estructuras vesiculares especializadas.
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3. Finalmente, el cargo es dirigido a diferentes compartimientos intracelulares, se
recicla hacia el medio extracelular o se entrega a otras células, proceso conocido
como “transcitosis” en células polarizadas.

El trafico intracelular y la localizacion sub-celular de las nanomedicinas depende de la
via endocitica involucrada. El entendimiento de los mecanismos endociticos es entonces
crucial para el desarrollo de nanomateriales para terapias clinicas (Martins et al., 2012a). La
mayoria de las sistemas particulados serian capturados por multiples rutas (Sahay et al.,
2010). Ademas, el mecanismo endocitico por el que un material particulado accede al interior
celular depende del tipo celular en cuestién (Lai et al., 2007; Thurn et al., 2011).

La célula posee una organizacion interna establecida por una serie de filamentos
proteicos que forman un entramado dinamico que se extiende a través del citoplasma,
denominado citoesqueleto. Hay tres grandes tipos de filamentos: los filamentos de actina o
microfilamentos, los microtibulos y los filamentos intermedios. Los dos primeros intervienen
activamente en los procesos endociticos y el trafico intracelular. Tanto los microtibulos como
los filamentos de actina, contribuyen notablemente con la movilidad de vesiculas y organelas.
Los microtubulos sirven de pista por donde se deslizan las proteinas motoras dineina y
kinesina. Los microtibulos estan polarizados con su extremo terminal (-) localizado
frecuentemente en el centrosoma, cerca del nicleo y el extremo (+) presente en la periferia
celular. Asi, la dineina, proteina motora que dirige el extremo (-), esta implicada en la
movilidad hacia el interior de la célula, mientras que la familia de proteinas motoras del
extremo (+), kinesinas, frecuentemente media el movimiento hacia la superficie celular. La
actina contribuye al movimiento de diferentes maneras. Primero, se asocia con la miosina
para producirlo. Segundo, la polimerizacién de actina per sé puede propulsar vesiculas. Un
tema emergente es que el cargo, directa 0 mediante interacciones con proteinas del
endosoma es capaz de influir en la dinamica del citoesqueleto y la funcion de las proteinas
motoras. Asi, la composicion del cargo ayudaria directamente a su movilidad y targeting
intracelular (Hehnly y Stamnes, 2007).

En general, la endocitosis se divide en dos grandes categorias: fagocitosis y pinocitosis.
La fagocitosis es el proceso involucrado en la captura de grandes particulas (hasta 20 um) y
la pinocitosis permite la internalizacién de fluidos, solutos y pequefias particulas.

La fagocitosis es llevada a cabo por células especializadas o profesionales, como
macrofagos, neutréfilos, monocitos y células dendriticas. Por el contrario, la pinocitosis esta
presente en todos los tipos celulares y varia segun el origen y funcion celular.

Existen diversas clasificaciones de la pinocitosis. La mas reciente esta basada en las
proteinas involucradas en las diferentes vias endociticas. En este abordaje, la pinocitosis se
clasifica en endocitosis mediada por clatrina (CME, del inglés clathrin-mediated endocytosis)
y endocitosis independiente de clatrina (CIE, del inglés clathrin- independent endocytosis). A

su vez se clasifica en: endocitosis mediada por caveolina (CvME, del inglés caveolae-
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mediated endocytosis), endocitosis independiente de clatrina y caveolina (CCVIE, del inglés
clathrin- and caveolae-independent endocytosis) y macropinocitosis. La CCvIlE es
subclasificada como dependiene de Arf6, de flotilina, de Rho A o de Cdc42 (Sahay et al.,
2010).

Hay otra clasificacion de la pinocitosis que la divide en endocitosis mediada por
receptores (RME, del inglés receptor mediated endocytosis) y endocitosis en fase fluida
(FPE, del inglés fluid phase endocytosis). En esta Ultima existe una unién inespecifica por
carga o interacciones hidrofobicas. La gran diferencia es la velocidad de captura. La FPE es
més lenta ya que la RME tiene a favor la elevada constante de afinidad, dada por los
receptores. Esta clasificacion es menos precisa y lleva a confusion, especialmente con la
CME (Bareford y Swaan, 2007).

Por este motivo, es altamente recomendable utilizar la clasificacion basada en las
proteinas involucradas en la via endocitica. Dicha clasificacion se esta investigando
activamente y emergio recientemente en el campo de estudio de la endocitosis.

En la Fig. 3.1 se resume de un modo claro y esquematico los mecanismos endociticos
mencionados. En general, todos los mecanismos convergen al lisosoma, pero algunos
ofrecen la posibilidad de escapar del sistema endolisosomal.

Como se mencion6 anteriormente, la fagocitosis captura grandes particulas, sirve para
eliminar particulas exdgenas y la llevan a cabo células especializadas. Entre ellas podemos
nombrar los macréfagos tisulares, ubicados en diferentes tejidos, como el higado (células de
Kupffer), la piel, el pulmén, el bazo y los nédulos linfaticos. Estas células, a su vez, pueden
ser blanco en el tratamiento de enfermedades que involucran inflamacion e infeccion.

Para que se produzca la fagocitosis es necesaria la opsonizacion del material
particulado en el torrente sanguineo. Este proceso consiste en la adsorcién de proteinas
como las inmunoglobulinas (IgG, IgM), los factores del complemento (C3, C4 y C5) y otras
proteinas séricas (laminina, fibronectina) que se depositan sobre las micro/nanoparticulas.
De esta manera, son etiquetadas y los macréfagos las reconocen como material exégeno.
Asi, se produce la adhesion de las particulas opsonizadas a la membrana del macréfago, a
través de receptores especificos, como el receptor del Fc de las inmunoglobulinas o los
receptores del complemento. Otros receptores son el de manosa/fructosa o el scavenger
(Sahay et al., 2010).

La interaccion particula/receptor lleva a una cascada de sefales mediada por GTPasas
de la familia Rho que provoca el rearreglo de actina. Asi se forman extensiones en la
superficie celular (pseuddpodos) que se cierran en forma de cremallera alrededor de la
particula y la internalizan. Esto resulta en la formacion del fagosoma. Luego, se produce la
maduracion por una serie de fusiones y fisiones lo cual lleva a la transferencia del material
fagocitado a los endosomas tardios y por ultimo a los lisosomas para formar el fagolisosoma

(Hillaireau y Couvreur, 2009)
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Pinocitosis

Independiente de Clatrina
Macropinocitosis Dependiente
(¢, [72 Dinamina(?) e delGlatrina
Arf6 Flotilina Cdc42 IGETGINE)

RhoA Dinamina!
Caveolina)

GEEC . o
Dinamina
Fagosoma Macropinosoma

Clatrina

Endosomal
iTubulovesicular

ilempano’ Endosoma
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endoplasmatico Multivesicular;
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Fig. 3.1 Diferentes vias de endocitosis Adaptado de (Sahay et al., 2010).
Representacion simplificada de los complejos mecanismos de endocitosis y trafico intracelular.

Abreviaturas: Vesiculas recubiertas de clatrina (CCV, del inglés clathrin coated vesicles), transportador
independiente de clatrina (CLIC, del inglés clathrin-independent carriers); compartimiento enriquecido con proteina

unida a GPI (GEEC, del inglés GPl-anchored protein-enriched compartment); glicofosfatidilinositol (GPI, del inglés
glycophosphatidylinositol).

(*) Vesicula sin identificacion. La existencia de una Unica organela se ha cuestionado (Hayer et al., 2010).

El tiempo en que se producen estos eventos depende de propiedades de superficie de
la particula, pero tipicamente es de treinta minutos a varias horas.

El fagolisosoma se acidifica gracias a la accion de la bomba ATPasa vacuolar de
protones localizada en la membrana. También adquiere algunas enzimas hidroliticas,
incluyendo esterasas y catepsinas. Esto crea un ambiente hostil que lleva a la degradacion
del cargo. Por este motivo este mecanismo se clasifica como degradativo.

En la Tabla 3.2 se muestran algunos ejemplos de nanomedicinas que entran a la célula
por fagocitosis.

La CME es la “ruta clasica” de entrada a la célula y una de las mas caracterizadas.

Este mecanismo esté presente en todas las células de mamiferos. Sus funciones son:

La captura de nutrientes, como el colesterol, via el receptor de la lipoproteina de
baja densidad (LDL) o el hierro, via el receptor de la transferrina (TFR).

La regulacion en baja de la sefalizacion por la internalizacion y degradacion de
los receptores.

e El mantenimiento de la homeostasis celular.
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La membrana celular posee 1-2 % de su superficie enriquecida en clatrina, una proteina
cuyo mondmero esta formado por tres cadenas pesadas y tres cadenas livianas dispuestas
en una estructura llamada triskelion. Esta se ensambla en un entramado poliédrico en la
superficie citosolica de la membrana celular, lo que ayuda a deformar la misma en un hoyo
recubierto de =150 nm. Como la red de clatrina contintia formandose con la participacion de
otras proteinas, como AP180 y AP2, los hoyos se vuelven profundamente invaginados hasta
que ocurre la fisién de la vesicula, dando lugar a vesiculas recubiertas de clatrina (CCV, del
inglés clathrin coated vesicles) (Conner y Schmid, 2003). Este paso requiere de la
participacion de la GTPasa dinamina. La vesicula resultante tiene un diametro de 100-120

nm y su formacion es rapida, entre uno y dos minutos.

Tabla 3.2 Vias de internalizacidn de nanomedicinas (Hillaireau y Couvreur, 2009; Sahay et al., 2010).

. Principal via de Principio Fase
Nanocarrier Tipo celular | o . Tratamiento . Producto
internalizacidn activo clinica
Mac . L Leishmaniasis .
. s ®
Liposomas SUV Langerhans Fagocitosis  Anfotericina B Infecciones flngicas mercado  Ambisome
Ribbon-like lipidic . L. Leishmaniasis
M ]
struciure ac Fagocitosis  AnfotericinaB . . fingicas mercado  Abelcet
) o . L Leishmaniasis
Di lipid M . .l
iscos lipidicos ac Fagocitosis  AnfotericinaB | . fingicas mercado Amphotec
Manoparticulas de células
PACA cancerosas  Fagocitosis  Doxorubicina  Hepatocarcinoma /s Transdrug®
MDR
Manoparticulas de Mo/Mac Fagocitosis AZTy forma HIV modelo
PACA humanos trifosfato animal
Células CME . ) madelo
PLGA-PEG-TFR cancerosas  (mediada por Paclitaxel Tumer sdlido imal -
MCF-7 receptor TFR) anima
Caco-2
Manoparticulas de ' . modelo
e MTX-E12, CME Proteinas Transmucosa . -
quitosano animal
A-540
. células cancer de ovario,
Liposomas - . X e
PEGilados epiteliales CvME Doxorrubicina  sarcomade Kaposi, — mercado Doxil
cancerosas mieloma multiple
Manoparticulas de Células .
P CvME Pacllitaxel Cancer mercado  Abraxane®

albumina endoteliales

PACA poli(alguilcianoacrilato); PLGA polilactico-co-glicélico; TFR transferrina; PEG polietilenglicol; MDR resitente a
multiples drogas (del inglés, multi-drug resistant); Mac macrdfago; Mo monocito

Existen proteinas como la anfifisina, Eps 15 e intersectina que funcionan como
andamios para conectar la maquinaria endocitica con el citoesqueleto de actina. La actina
define una regulacién espacial y el movimiento de las vesiculas hacia el interior de la célula.
Luego, la vesicula se deshace de la clatrina que se recicla hacia la membrana. La vesicula
resultante se fusiona con el endosoma temprano (o de clasificacion). Esta etapa transcurre
en 5 a 10 minutos. El pH disminuye a un valor de 5,5-6,0 a través de la bomba de protones
ATP dependiente. Algunos receptores y ligandos se disocian en esta etapa y se reciclan
para cumplir con otra ronda de endocitosis (Hillaireau y Couvreur, 2009; Sahay et al., 2010).

Finalmente, los endosomas maduran a endosomas tardios con un pH final de 5,0, los

cuales luego de fusionarse con los pre-lisosomas que contienen hidrolasas generan un
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ambiente hostil propicio para la degradacion del cargo internalizado (Bareford y Swaan,
2007). Asi también, este mecanismo es clasificado como degradativo.

En la Tabla 3.2 se muestran algunos ejemplos de nanomedicinas que utilizan este
mecanismo de internalizacion.

Las caveolas son abundantes en células musculares, endoteliales, fibroblastos y
adipocitos. Y estan ausentes en neuronas Yy leucocitos. Estan formadas por balsas lipidicas
(en inglés, lipid rafts) ricas en colesterol y esfingolipidos. La caracteristica fundamental es la
presencia de una proteina integral de membrana en forma de horquilla cuyos dominios
terminales C y N son citoplasmaticos, la caveolina-1 (caveolina-3, en células musculares). La
caveolina es esencial para la formacién y la estabilizacion de las caveolas, que son
particularmente abundantes en células endoteliales, donde constituyen un 10-20% de la
superficie de la membrana. Debido a esta proteina, las caveolas adoptan su forma distintiva
de botella. Ademas de estar involucrada en la captura de &cido félico, albumina y colesterol,
la caveolina es una proteina inespecifica que secuestra multiples ligandos responsables de la
sefializacion celular como receptores de factores de crecimiento y familia de los SRC
tirosinakinasa (Sahay et al., 2010).

Las caveolas son invaginaciones que tienen generalmente un diametro entre 50 y 80
nm. Constituyen el portal de entrada de varios virus, entre ellos el SV40, que permitio
estudiar esta via. También, se estudié esta via a través de la internalizacién de
glicosilfosfatidilinositol-GFP (GPI-GFP) y el glicoesfingolilipdo lactosil ceramida (LacCer), la
subunidad B de la toxina colérica (CT), la albumina y el acido félico. Sin embargo, el tema es
algo mas complicado debido a que los tres ultimos ligandos se internalizan también por CME
y entonces, se pueden encontrar en endosomas (Pelkmans y Helenius, 2002).

A diferencia de la CME, la endocitosis mediada por caveola esta altamente regulada e
involucra una compleja sefializacion, como la fosforilaciéon de residuos de tirosina, que puede
ser inducida por la misma particula (Bareford y Swaan, 2007). Luego de unirse el cargo a la
superficie celular, la particula se mueve a través de la membrana plasmatica hasta
encontrarse con las caveolas con quienes interaccionan. Intervienen también proteinas como
la filamina y actina. Luego, la invaginacién formada se escinde por la GTPasa dinamina
formando una vesicula de un tamafio entre 50 y 100 nm que carece de enzimas. La actina
juega un rol fundamental en la formacioén y el trafico de la vesicula, lo que contrasta con la
internalizacion mediada por clatrina que no es estrictamente dependiente del citoesqueleto
de actina (Pelkmans y Helenius, 2002). Desde las vesiculas formadas, las particulas pueden
dirigirse asi hacia el reticulo endopldsmico (RE) o al Golgi o transcitar, en células
polarizadas.

Es un transporte mas lento que la CME pero, al evadir el sistema lisosomal, no degrada
el cargo, lo cual lo transforma en una atractiva via para tener en cuenta a la hora de disefiar
nanomedicinas.

En la Tabla 3.2 se muestran algunos ejemplos de nanomedicinas que utilizan este
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mecanismo de internalizacion.

Otra via de internalizacion es la endocitosis independiente de clatrina y caveola
(CCVIE). Estos procesos son los menos conocidos y por lo tanto su participaciéon en la
captura de las nanomedicinas es un tema incipiente. Estan presentes en células con poca
expresion de clatrina y caveolina.

En general, se forman vesiculas con diametro aproximado de 90 nm para internalizar
por ejemplo SV40, toxina colérica, glicosilfosfatidilinositol unido a proteina, IL-2, que entran
por multiples vias reguladas por multiples efectores.

En base a estos efectores es que se clasifican en dependientes de: Arf6, flotilina, Rho A
y Cdc42.

Todas estas vias parecen requerir composiciones lipidicas especificas, son
dependientes de colesterol y la mayoria independientes de dinamina.

Los estados tardios de las vesiculas no estan claramente identificados pero se sabe
que eluden el endosoma temprano. Hay pocos nanomateriales documentados que utilizan
estas vias. Uno de ellos son las nanoparticulas funcionalizadas con folato que se unen al
receptor de glicosilfosfatidilinositol (FRa) que se sobreexpresaria en ciertos tipos de tumores
en estados avanzados (Sahay et al., 2010).

Cabe mencionar que las proteinas del MHC-I, criticas para la presentacion de Ag y la
respuesta inmune, utilizarian la via dependiente del Arf-6 para su internalizacion (Sahay et
al., 2010)

Por ultimo, la macropinocitosis es un mecanismo que utilizan las células no fagociticas
para internalizar grandes particulas. Es independiente de clatrina, caveolina y dinamina. La
misma se inicia por activacion del receptor tirosinakinasa por factores de crecimiento. Esto
genera una serie de sefiales que cambian la conformacion de la actina generando una
protrusion en la membrana que envuelve el cargo y se une por su extremo a la membrana
plasmatica. Asi se forma el macropinosoma de un tamafio entre 0,5 pmy 10 um.

El destino de estas vesiculas depende del tipo celular. En macréfagos y rifion entran al
sistema endolisosomal con lo cual se degrada el cargo. En otras células se recicla o puede
llegar al citoplasma sin degradacion (Hillaireau y Couvreur, 2009).

A partir de los resultados del Capitulo 2, donde se logré la incorporacion de proteinas a
arqueosomas (ARQ) y dadas las particularidades estructurales encontradas en estas
vesiculas, se plante6é su potencial como adyuvantes orales. Previamente, entonces, se
profundizé la comprensién de la interaccién de los ARQ y las células, y su posterior
internalizacion. En este trabajo se describen técnicas para el analisis de la captura y trafico
intracelular de ARQ, en células J774A.1, como modelo de macréfago y en células Caco-2,
como modelo de células intestinales. Para ello se utilizaron inhibidores de las diferentes rutas
endociticas y se cuantificé la internalizacion de los ARQ fluorescentes a través de la
citometria de flujo. Estos estudios fueron complementados por microscopia confocal laser de

barrido (MCLB) para determinar la co-localizacién con Lysotracker®, marcador de organelas
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acidas.

Materiales

La fosfatidilcolina de soja (SPC, del inglés soy phosphatidylcholine); Phospholipon 90 G,
purity >90%) fue un obsequio de Phospholipid/Natterman (Colonia, Alemania).

El medio Eagle modificado con aminoacidos no esenciales (MEM-NEEA), fue adquirido
en Gibco (Buenos Aires, Argentina).

El suero fetal bovino inactivado (SFB); la glutamina (200 mM); la solucién antibiético-
antimicético (10.000 U/ml penicilina G sddica, 10.000 mg/ml de sulfato de estreptomicina 'y 25
mg/ml de anfotericina B como Fungizone); el piruvato y la tripsina/acido
trietilendiaminotetracético (EDTA) fueron provistos por PAA Laboratories GmbH (Pasching,
Austria).

La sal trisédica del acido 8-Hidroxipyreno-1,3,6-trisulfénico (HPTS); la cloroquina
difosfato (CQ); la citocalasina D de Zygosporium mansonii (Cit D); la genisteina (Genis); el 5-
(N-Etil-N-isopropil) amiloride (Amil); la wortmanina (Wort) de Penicillium funiculosum; el
bromuro de (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) y la albumina sérica bovina
(BSA) desgrasada fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argentina).

El nocodazol (Noc) y la metil-B- ciclodextrina (MBCD) fueron suministrados por Fluka
(Buenos Aires, Argentina).

La clorpromazina (CZ) fue un obsequio de Laboratorios Ceballos (Buenos Aires
Argentina).

La Lissamine™ Rodamina B 1,2-Dihexadecanoil-sn-glicero-3- fosfoetanolamina, sal
trietlamoénica (RhPE); la Transferrina (TFR) -Alexa Fluor 633; el BODIPY® FL C5-
lactosilceramide (LacCer) complejado a BSA; el Dextran (DEX) -Alexa Fluor 647 (PM 10.000)
y el LysoTracker® Red DND-99 se compraron a Life Technologies Invitrogen (Buenos Aires,

Argentina).

Las células Caco-2 (adenocarcinoma de colon humano) fueron gentilmente provistas
por el Dr. Osvaldo Zabal (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Castelar, Buenos
Aires, Argentina), y las células J774A.1 (macrofagos murinos) fueron obtenidas de la
Coleccién de Cultivo Celular de nuestro laboratorio.

Todos los otros quimicos y reactivos utilizados fueron de grado analitico.

Métodos

3.1 Aislamiento y cultivo de arquebacterias

Las arquebacterias de la especie Halorubrum tebenquichense fueron aisladas de
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muestras de suelo de Salina Chica (Peninsula de Valdez, Chubut, Argentina) como fue

descripto en la Seccion 2.1 (Gonzalez et al., 2009).

3.2 Extraccion, cuantificacion y caracterizacion de LPT

La extraccion de LPT se realiz6 a partir de indculos de arquebacterias por el método de
Bligh y Dyer modificado para haldfilas extremas segin se describié en la Seccién 2.2.1. Los
fosfolipidos (PL) de los LPT se cuantificaron por el método de Botcher (Bottcher et al., 1961),
segun Seccion 2.2.2. Cada lote de LPT se caracterizO por TLC-1D vy los lipidos fueron
revelados con solucién etandlica de acido sulfarico, segun la Seccién 2.2.3. Sélo se utilizaron
los lotes con contenido de fosfolipidos mayor a 90% p/p y perfil caracteristico de TLC-1D,

segun Seccién 2.9.2.

3.3 Preparaciéon de ARQ

Los ARQ fueron preparados de acuerdo al método de hidratacion de la pelicula
delgada. Una masa de 20 mg de LPT se resuspendi6é en cloroformo/methanol (1:1 v/v) y se
filtré por filtro de Teflon de 0,2 um (Millipore®, Billerica, Massachusetts, E.U.A.). El filtrado se
recogié en un balén de 25 ml y se llevo a sequedad en un evaporador rotatorio a 40°C, 200
rpm, 100 mbares, hasta eliminar el solvente organico. Las trazas de solventes remanentes se
eliminaron con una corriente suave de nitrégeno. Posteriormente, la delgada pelicula lipidica
obtenida se hidraté con buffer Tris 10 mM, NaCl 0.9% p/v, pH 7,4 (Tris/NaCl), con agitacion
mecanica con buzo magnético y perlas de vidrio (700 rpm) en bafio de 40°C durante 1 h.
Para reducir el tamafio medio y la lamelaridad de la poblacién vesicular, la suspensién se
sonico en sonicador de bafio durante 1 h a potencia ultrasénica de 80 W y frecuencia de 40
Khz. Los arqueosomas multilamelares resultantes (ARQ M) se extruyeron 20 veces de
manera sucesiva a través de membranas de policarbonato de poro definido de 0,8; 0,4; 0,2
y 0,1 um (NucleoporeTM). Dicha extrusién se realiz6 con un extrusor manual Miniextruder®
(Avanti Polar Lipids, Alabaster, Alabama, E.U.A.).

3.3.1 ARQ marcados con Rodamina

La preparacion de ARQ para los estudios de citometria de flujo se realizé6 como se
describié en la Seccion 3.3 con las modificaciones que se describen a continuacién. La
pelicula delgada se preparé con 20 mg de LPT y RhPE, relacién LPT/RhPE 200:1 p/p y se
obtuvieron ARQ marcados con rodamina (ARQ-RhPE).

Para estos estudios se utilizaron también, como sistema comparativo, liposomas de

SPC marcados con RhPE (L-RhPE) que se prepararon de la misma manera.
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3.3.2 ARQ marcados con HPTS

La preparacion de ARQ para los estudios de microscopia confocal laser de barrido
(MCLB) se realiz6 como se describi6 en la Seccion 3.3 con las modificaciones que se
describen a continuacién. La pelicula delgada se prepard con 20 mg de LPT. La pelicula
lipidica obtenida se hidraté con una solucién de HPTS 35 mM en buffer Tris/NaCl. La fraccion
libre de HPTS se separ6 por cromatografia de exclusién molecular. La separacion se realiz6
por centrifugacion en mini-columnas de Sephadex G-50 medium. Las columnas se
prepararon en jeringas de 3 ml en buffer Tris/NaCl. El volumen sembrado de ARQ-HPTS fue
del 10% del volumen de la columna. Luego se realizé la elucion con buffer Tris/NaCl. Las
condiciones de centrifugacion fueron 600 x g durante 2 minutos a 20°C (Presvac). En cada
fraccion eluida se cuantificaron los fosfolipidos por el método de Boétcher (Bottcher et al.,
1961) (Seccion 2.2.2) y el HPTS se cuantificd por espectrofotometria (AAbs 454 nm). De este
modo se obtuvieron arqueosomas marcados con HPTS (ARQ-HPTS).

Para estos estudios se utilizaron también, como sistema comparativo, liposomas de

SPC marcados con HPTS (L-HPTS) que se prepararon de la misma manera.

3.4 Determinacion de tamafio, potencial Z y fosfolipidos de ARQy L

El tamafio medio (ZAve) e indice de polidispersidad (Pdl) de las suspensiones se
determinaron por dispersion dinamica de luz (DLS), mientras que el potencial Z se determiné
por analisis en fase de scattering de luz (PALS, del inglés phase analysis light scattering),
utilizando un Zetasizer NanoZS (Malvern®, Reino Unido) a 25°C en buffer Tris/NaCl.

La concentracion de fosfolipidos de las vesiculas, tanto ARQ como L, se determiné a
través del método de Bétcher (Bottcher et al., 1961) (Seccion 2.2.2).

3.5 Cultivo celular

Las células Caco-2 se mantuvieron en MEM-NEAA suplementado con 10 % SFB, 1 %
de glutamina, 1% antibiético-antimicético y 1% de piruvato, en una estufa de incubacion
humidificada (Heraeus Hera Cell incubator) a 37°C bajo atmdsfera al 5% COZ2. El medio se
cambié cada 2 o 3 dias y las células fueron subcultivadas cuando alcanzaban una
confluencia de 80-90 %, usando tripsina.

Las células J774A.1 se cultivaron de la misma manera sin suplementar con piruvato.

3.5.1 Citotoxicidad de ARQ
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La citotoxicidad de los ARQ, se determind a través de la liberacion de lactato
deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes de cultivo y el ensayo de MTT que mide la
actividad de la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial, empleando una sal de
tetrazolio, sobre células J774A.1 y Caco-2.

El ensayo de citotoxicidad por liberacion de LDH se fundamenta en la determinacion de
la actividad de esta enzima citosélica que se libera por lisis celular. La reaccién quimica

involucrada es:

NAD+ + lactato — piruvato + NADH
NADH + INT (sal de tetrazolio) — NAD+ + formazan

El ensayo de MTT determina viabilidad celular en base a la actividad mitocondrial de las
células vivas. La succinato deshidrogenasa mitocondrial de las células vivas cliva el anillo de
tetrazolium y forma cristales de formazan color purpura, insolubles en medio acuoso. Los
cristales son disueltos en DMSO y se mide la absorbancia de la solucién purpura. A mayor
absorbancia, mayor viabilidad.

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos de fondo plano con una densidad de
3 x 104 células/pocillo. Luego de 24 h y 48 h, para J774A.1 y Caco-2 respectivamente, el
medio de cultivo de las células se reemplazé por 100 ul de medio sin SFB que contenia LPT
a una concentraciéon de 0,1; 0,25; 0,5y 1 mM. Luego de 24 h a 37°C, los sobrenadantes
fueron transferidos a una placa de 96 pocillos con fondo en V, se centrifugaron a 250 x g
durante 5 minutos, y se midid el contenido de LDH con un kit de lactato deshidrogenasa,
CytoTox (Promega, Madison, Wisconsin, E.U.A.). La liberacién de LDH se expres6 como
porcentaje de liberacion respecto a un control delisis total de las células con Triton X-100. El
limite de toxicidad se fij6 en una liberaciéon de LDH de 10% (Fischer et al., 2003). Por otro
lado, las células adheridas a las placas se procesaron para el andlisis de MTT. Las células se
lavaron con buffer fosfato salino (PBS) 0,1 M pH 7,4 y luego se afiadieron 110 ul de solucién
de MTT 0,45 mg/ml en MEM. Después de 3 h de incubacién, la solucion de MTT se
elimind, los cristales insolubles de formazan se disolvieron con 100 pl de dimetilsulfoxido
(DMSO) y la absorbancia se midi6 a 570 nm utilizando un lector de microplacas (Dynex
Technologies, tc MRX). La viabilidad de las células se expres6 como porcentaje de la

viabilidad relativa a las células cultivadas en medio de cultivo.

3.5.2 Cinética de capturade ARQy L

La tasa de captura celular de ARQ y L se estudié6 mediante citometria de flujo (Becton
Dickinson FACSCalibur, San Jose, CA). Las células J774A.1 y Caco-2 se sembraron con una
densidad de 2 x 105 células por pocillo, en placas de 6 pocillos y se dejé que crezcan

durante 24 h y 48 h respectivamente. Posteriormente, se reemplazé el medio con medio
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fresco sin SFB y se agregaron ARQ-RhPE o L-RhPE a una concentracion final de 0,5 mM.
Las células se incubaron durante 1, 2, 3y 5 h a 37°C y 5% CO2. Luego de cada tiempo de
incubacién, se elimind el medio de cultivo, las células se lavaron tres veces con PBS frio y
se levantaron con Tripsina/EDTA. Una vez que se inactivo la tripsina con SFB, y lavaron las
células con PBS frio tres veces, las mismas se fijaron en frio con una solucién de
formaldehido en PBS (1% v/v) y se almacenaron a 4°C hasta su analisis. Por ultimo, las
células se lavaron, se suspendieron en PBS y se analizaron utilizando un citdbmetro BD
FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, E.U.A.). Un total de 10.000 células se
analizaron por citometria de flujo. En todos los casos, se cuantifico la fluorescencia emitida
por las células sobre el nivel de autofluorescencia de las células control (sin marca
fluorescente). Los detritos celulares se descartaron para el analisis, basados en los forward-
y side-scattering caracteristicos de la poblacion celular. Los datos se analizaron con el
programa WinMDI 2.9.

3.5.3 Citotoxicidad de inhibidores de endocitosis y de ARQ

La viabilidad de las células luego del tratamiento con inhibidores de la endocitosis y la
mayor concentracion no toxica de ARQ se realiz6 tanto en células J774A.1 como Caco- 2 en
placas de 96 pocillos de fondo plano. Las células se sembraron con una densidad de 3 x
104 células/pocillo. Luego de 24 h'y 48 h, para J774A.1 y Caco-2 respectivamente, el medio
de cultivo de las células se reemplazd por 100 ul de medio sin SFB que contenia los
diferentes inhibidores. Los rangos de concentraciones evaluados fueron: 0,05 pg/ml - 10
pg/ml para CZ; 50 uM - 300 uM para Genis; 0,05 mM - 10 mM para MBCD; 50 uM - 250 uM
para CQ; 1 uM - 30 uM para Noc; 0,5 uM — 10 pM para Cit D; 1 uM — 100 uM para Amil y
1x106 nM — 100 nM para Wort. Luego de transcurrida 1 h de incubaciéon a 37°C, se
agregaron los ARQ (concentracion final: 0,5 mM) y las células se incubaron por 3 h mas. La
LDH se determind en los sobrenadantes y el ensayo de MTT se realizd sobre las células

adheridas, tal como se describi6é anteriormente (Seccién 3.5.1).

3.5.4 Capturade ARQ en presencia de inhibidores de endocitosis

El estudio de las rutas de endocitosis y trafico intracelular se realizé con inhibidores de
endocitosis. Las células J774A.1 y Caco-2 se sembraron en placas de 6 pocillos como se
describié anteriormente (Seccion 3.5.2). El medio de cultivo se reemplazé por medio de
cultivo sin SFB conteniendo los inhibidores a la mayor concentracion no tdxica obtenida por
los estudios de citotoxicidad (Tabla 3.3). Las células se cultivaron 1 h a 37°C. Luego se
agregaron los ARQ-RhPE (concentracion final 0,5 mM) y las células se incubaron durante 3
h méas. Luego, el medio se eliminé y las células se lavaron dos veces con PBS y se

levantaron con tripsina y fueron procesadas para el analisis por citometria de flujo como se
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describié anteriormente. El porcentaje de internalizacion celular fue calculado en base a la
media geométrica de la intensidad de fluorescencia (Gm), de la siguiente manera: (Gmobs /
Gmcontrol) x 100, donde Gmobs es la Gm de las células después del tratamiento con

inhibidores y ARQ, y Gmcontrol es la Gm de las células tratadas so6lo con ARQ.

Tabla 3.3 Mecanismos de inhibidores de endocitosis y concentraciones utilizadas en ensayos de
captura.

Concentracién no toxica

Inhibidor Mecanismo

1774A.1 Caco-2
MBCD Inhibicidn general de endocitosis 0,15 mM 10 mM
Ccz Inhibicién de endocitosis mediada por clatrina (CME) 2 ug/ml 2 pg/ml
Genis Inhibicién de endocitosis mediada por caveola (CvME) 75 uM 200 uM
ca Alteracion de endosomasy lisosomas 100 uMm 100 uM
Noc Alteracion de microtubulos 30 uM 10 uM
o Demerictnde o aretonde s
Amil Inhibiciédn de Macropinocitosis 50 uMm 50 uM
Wort Inhibicidon de Macropinocitosis 0,001 nM 50 nM

3.5.5 Marcadores de endocitosis

Para evaluar si la concentracion seleccionada de inhibidores es suficiente para inhibir
las rutas de endocitosis, se analiz6 la captura de marcadores especificos de endocitosis a
través de la citometria de flujo. Los marcadores de CME, CvME y macropinocitosis fueron
TFR-Alexa Fluor 633; BODIPY® FL-LacCer y DEX-Alexa Fluor 647, respectivamente.
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Tabla 3.4 Inhibidores evaluados con cada
marcador de endocitosis.

TFR LacCer DEX
CME CvME Macropinocitosis
MBCD X X
cz X
Genis X
ca X
Noc X X
CitD X X
Amil X
Wort X

Las células, tanto J774A.1 como Caco-2, se incubaron durante 1 h con los inhibidores
de endocitosis indicados en la Tabla 3.4 a la concentracion referida en la Tabla 3.3
previamente a agregar los marcadores. Cada marcador se lavdé con un procedimiento
especial segun se detalla mas abajo. Luego de los lavados las células se levantaron con
tripsina/EDTA y se procesaron para ser analizadas por citometria de flujo, como se describié

anteriormente.

3.5.5.1 Capturade TFR (marcador de CME)

Luego de la incubacion con TFR (concentracion final 25 pg/ml) durante 15 minutos, las
células se lavaron dos veces con PBS frio, seguido de un lavado acido en frio durante 1
minuto (0,2 M &cido acético/0,2 M NacCl). Finalmente, las células se volvieron a lavar

rapidamente con PBS frio (Thurn et al., 2011; Vercauteren et al., 2010).

3.5.5.2 Captura de LacCer (marcador de CvME)

Después de la incubacién con LacCer (concentracion final 0,81 uM) durante 15 minutos,
las células se lavaron dos veces con PBS frio. Luego, se lavaron seis veces con PBS
suplementado con 5% de BSA desgrasada durante 10 minutos en frio. De esta manera los
lipidos fluorescentes asociados a la superficie son extraidos de la membrane plasmatica
(back exchange). Una vez que se removié el marcador fluorescente no internalizado, las

células se lavaron dos veces con PBS frio (Thurn et al., 2011; Vercauteren et al., 2010).

3.5.5.3 Captura de DEX (marcador de macropinocitosis)

Luego del agregado de DEX (concentracion final 250 pug/ml) las células se incubaron

durante 2 h y se realizaron cinco lavados con PBS frio (O' Neill et al., 2011; Thurn et al.,
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2011).

3.5.6 Estudios de colocalizacion de Lysotracker® con ARQy L

Tanto las células J774A.1 como Caco-2 se cultivaron sobre cubreobjetos redondos de
vidrio en placas de 24 pocillos. Las células se sembraron con una densidad de 5 x 104
células por pocillo y se dejaron crecer durante 24 h (J774A.1) o 48 h (Caco-2). Luego de
descartar el medio de cultivo, las células se lavaron con PBS, se agregd medio de cultivo sin
SFB con ARQ-HPTS o L-HPTS (concentracion final 0,5 mM) y se incubaron durante 1 h, 3 h
y 5 h. Treinta minutos antes de cada tiempo de incubacién se agregaron 5 pl de Lysotracker®
(concentracion final 75 nM). Una vez cumplidos los tiempos de incubacion, las células se
lavaron tres veces con PBS frio y se fijaron durante 25 minutos a 4°C con una solucién de
formaldehido en PBS (4% v/v) para su observacién por MCLB.

Por ultimo, las células se lavaron dos veces con PBS y se montaron los cubreobjetos en
portaobjetos con 3 [ | de solucion de montaje (1% 1,4diazabiciclo [2.2.2] octano (DABCO) en
90% glicerol). Las muestras se conservaron a 4°C hasta su observacion utilizando un
Microscopio Confocal Nikon con objetivos Plan APO 60X de apertura numérica (AN) 1,4 oil,
Plan APO 40X AN 0,95 y Plan APO 20X AN 0,4. Las imagenes obtenidas se analizaron con
el programa Mac Biophotonics MBF- Image J (disponible en

http://www.machiophotonics.cal/imagej/).

La colocalizacién se determiné calculando el coeficiente de correlacién de Pearson (Rr)
cuya formula se observa en la Ec. 3.1, donde S1 representa la intensidad de la sefal de los
pixeles en el canal 1 (rojo) y S2 representa la intensidad de la sefial de los pixeles en el canal
2 (verde); Slprom y S2prom muestran las intensidades promedio de estos canales
respectivos (Zinchuk y Zinchuk, 2008). Este coeficiente describe la correlacion de la
distribucién de intensidades entre los canales, es independiente de la intensidad de las
sefiales y sus valores varian entre -1 y 1. El mismo se calculé utilizando el programa Mac
Biophotonics MBF- Image J.

Z?:u{sj-;' _Sl_urom) ) (52:' B Szprom) (Ec. 3.1)

R" =
JZmo(51 = 51p0m) " (520 = 52pr0m)’

Sobre la base de un gran ndmero de resultados de coeficientes obtenidos en el andlisis
de colocalizacién de diversos antigenos en el cerebro, corazén, higado, rifién, musculo y
sangre marcados con diferentes fluoréforos como FITC, Texas Red y Alexas se determind
que los valores del coeficiente de Pearson que indican colocalizacion se encuentran entre 0,5

y 1, mientras que valores entre -1 y 0,5 indican ausencia de colocalizacién (Zinchuk y
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Zinchuk, 2008).
3.6 Analisis estadisticos
Los andlisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA de una entrada, seguido del

test de Dunnett utilizando el software Prisma 4.0 (Graphpad Software Corporation, San

Diego, California, EE.UU.). Los niveles de significacién se indican en las leyendas de las
figuras.

Resultados

3.7 Caracterizacion de ARQy L

El tamafio de particula (ZAve y Pdl) y potencial Z de las vesiculas se muestran en la
Tabla 3.5.

Tabla 3.5 Tamafio de particula y potencial Z.

Muestra Z Ave (nm) Pdi Pot Z (mV)
ARQ-RhPE 127+16 0,178+0,039 -39,1£3,1
L-RhPE 11549 0,077+0,011 -4,8+1,9
ARQ-HPTS 13842 0,192+0,037 - 40,440,7
L-HPTS 13345 0,069+0,010 -4,02,0
ARQ sin marcar 121+14 0,172+0,041 -39,843,8

W ytilizados para los ensayos de citotoxicidad (Seccién 3.5.1y 3.5.3)
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Fig. 3.2 Separacion de HPTS libre

Curvas de elucién de (A) ARQ-HPTS y (B) L-HPTS luego de la
centrifugacidon de mini-columnas de exclusién molecular
(Sephadex G-50). PL: fosfolipidos

El potencial Z de los ARQ resulté francamente negativo, lo cual confiere una alta
estabilidad en solucién. En cambio, los L presentaron un potencial Z negativo débil. No hubo
diferencia significativa entre el diametro promedio de los ARQ-RhPE y L-RhPE, como de los
ARQ-HPTS y L-HPTS. Los ARQ fueron mas polidispersos que los L, tanto marcados con
RhPE como con HPTS, como lo demuestra el mayor Pdl (p<0,01). Para los ensayos de
citotoxicidad (Seccion 3.5.1 y 3.5.3) se prepararon ARQ sin marcar.

Las vesiculas utilizadas para MCLB se marcaron con HPTS. Para separar el HPTS
libre, no incorporado a las vesiculas, se utilizé la técnica de centrifugacion de mini-columnas
de Sephadex. La Fig. 3.2 muestra los perfiles de elucion de ARQ-HPTS y L-HPTS, donde se
puede observar la coelucion de HPTS y ARQ o L en las primeras fracciones, cuyo volumen
de elucion fue de 1,5 y 1 ml, respectivamente. El HPTS libre eluy6 a partir de los 3 ml. Esto
muestra una eficiente separacion de este fluoréforo hidrofilico utilizado como sonda de
marcacion fluorescente del compartimiento acuoso interno de vesiculas lipidicas. La relacion
molar de PL/HPTS resultante fue de 35: 1 para ARQ y de 25: 1 para L.

3.8 Cinética de capturade ARQy L

La captura de ARQ y L marcados con el analogo lipidico RhPE, como marca de las
lamelas lipidicas, se siguié a lo largo de 5 h por citometria de flujo en células J774A.1 y
Caco-2.

Los ARQ-RhPE fueron internalizados por la célula con una cinética que responde a una
funcién hiperbdlica, tanto en células J774A.1 como en células Caco-2. La ecuacién que rige
dicha cinética es y = Bmax x/ Kd+x y los valores de las constantes para cada tipo celular se
muestran en la Tabla 3.6. No se observaron diferencias significativas entre los ARQ My los
ARQ extruidos por membranas de 100 nm (Fig. 3.3). Por el contrario, la captura de L-RhPE

no fue detectada por esta técnica, tal como lo muestra la curva de la Fig. 3.3.

Tabla 3.6 Constantes de curvas de cinética de captura de
ARQ (100nm); ARQMy L.

2

Bmax Ky R
—  ARQ(100 nm) 11,3+1,4 2,50+0,71 0,9289
I ARQM 8,0+1,3 1,060,54  0,7453
S L n.a. n.a. n.a.
~ ARQ(100nm) 5,83+0,38 0,68+0,19 0,9448
g ARQM 5,64+0,33 0,51+0,16 0,9473
© L n.a. n.a. n.a.

n.a. no aplicable
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En base a los datos obtenidos se definié un tiempo de incubacién de 3 h de modo de
obtener una captura suficiente para posteriores cuantificaciones (Huth et al., 2006; Manunta
et al., 2004).

Para garantizar la reproducibilidad de los experimentos, se utilizaron ARQ extruidos por
membranas de 100 nm en los estudios de citotoxicidad de ARQ con inhibidores, los estudios
del efecto de los inhibidores sobre la captura de ARQ y los estudios de colocalizacion por
MCLB.

A B
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$ i | « ARQM 64 . ARQ (100 nm)
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= % v L i 3
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Fig. 3.3 Cinética de captura de ARQy L en células (A) J774 y (B) Caco-2.

3.9 Citotoxicidad de ARQ e inhibidores de endocitosis

En base a los resultados de citotoxicidad utilizando la técnica del MTT vy la liberacién de
LDH, se seleccioné la mayor concentracion no citotéxica de ARQ que fue de 0,5 mM tanto en
J774A.1 como en Caco-2. El tiempo de incubacién estudiado fue de 24 h.

Por otra parte, el empleo de inhibidores debe ser optimizado mediante el uso de
concentraciones que no afecten la viabilidad celular. Para ello, las células se pre-incubaron
con distintas concentraciones de inhibidores durante 1 h, luego se agregaron ARQ
(concentracién final 0,5 mM) y la incubacién continué por 3 h.

Finalmente, la viabilidad celular se determind utilizando los ensayos de MTT y LDH. A
través de estos estudios de citotoxicidad se seleccionaron las concentraciones no citotoxicas
de inhibidores de endocitosis a emplearse en los experimentos de captura en presencia de
inhibidores (Tabla 3.3).

3.10 Captura de ARQ en presencia de inhibidores de la endocitosis

El mecanismo de captura y procesamiento intracelular ARQ se estudié en células
J774A.1 y Caco-2 por citometria de flujo, en presencia de los inhibidores de endocitosis de la
Tabla 3.3. Para estos estudios se utilizaron los ARQ marcados con la sonda lipofilica RhPE
(ARQ-RhPE).

Para evaluar la especificidad y concentracion de los inhibidores de las diferentes rutas

endociticas se utilizaron marcadores especificos de endocitosis, unidos a un fluoréforo. La
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TFR a Alexa Fluor 633 (Exc 632 nm Em 647 nm); el LacCer, complejado con BSA, a
BODIPY® FL (Exc 505 nm / Em 511 nm) y el DEX a Alexa Fluor 647 (Exc 650 nm / Em 668
nm).

TFR es una glicoproteina sérica monomérica que une dos iénes de Fe+3. Su unién al
metal induce un cambio conformacional que aumenta la afinidad por su receptor (receptor de
TFR) en la membrana celular; luego de unirse a éste se internaliza especificamente por
endocitosis mediada por clatrina. Una vez en los endosomas, el descenso de pH induce otro
cambio conformacional que permite la liberacion del Fe+3 en el compartimiento endosomal,
seguido por el reciclado de la TFR a la superficie celular, donde la baja afinidad del receptor
por esa conformacion de la proteina al pH extracelular causa su liberacion (Widera et al.,
2003). Es por eso que TFR fue utilizado para evaluar la inhibicion con MBCD, CZ, CQ y Noc
(Tabla 3.4).

LacCer es una glicoproteina que se aloja preferentemente en los dominios lipidicos y su
captura es clatrina independiente pero dependiente de dinamina y caveolina-1 (Marks et al.,
2005; Puri et al., 2001; Singh et al., 2003). Esta glicoproteina se usé como marcador de
endocitosis mediada por caveolina. No obstante, como existen evidencias de que la
caveolina-1 no seria necesaria para la endocitosis del LacCer, algunos autores prefieren
definirla como marcador de endocitosis independiente de clatrina (CIE) (Vercauteren et al.,
2010). Asi, los inhibidores evaluados con LacCer fueron MBCD, Genis, CQ y Noc (Tabla 3.4).

Como marcador de macropinocitosis y fagocitosis se utiliz6 DEX, un polisacarido
hidrofilico sintetizado por la bacteria Leuconostoc caracterizado por su alto peso molecular,
su buena solubilidad en agua, su baja toxicidad y por ser practicamente inerte. Los
inhibidores evaluados con este marcador fueron: Cit D, Amil y Wort (Tabla 3.4).

Los inhibidores de las distintas vias endociticas se enumeran en la Tabla 3.3 y a
continuacioén se detallan sus mecanismos de accion.

La MetilBciclodextrina (MBCD) es un oligdbmero ciclico de glucopirandsido hidrosoluble
que, sin incorporarse en la membrana celular, extrae y forma complejos de inclusién con el
colesterol de la membrana plasmatica (Lakkaraju et al., 2002; Rodal et al., 1999; Subtil et al.,
1999). Esto produce la destruccién de los microdominios de colesterol que estan
involucrados tanto en mecanismos de endocitosis mediados por clatrina como aquellos
independientes de ésta. Por este motivo la MBCD se utilizd en este trabajo como un inhibidor
general de la endocitosis.

Clorpromazina (CZ) es una molécula catidnica anfipatica que inhibe la endocitosis
mediada por clatrina por interferencia en el ensamblaje-desensamblaje de la clatrina (Oddone
et al., 2013). En otras palabras CZ inhibe la formacion de los hoyos recubiertos de clatrina
mediante el ensamble reversible de la clatrina y sus proteinas adaptadoras desde la

membrana plasmética a vesiculas intracelulares (Wang et al., 1993).
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Genisteina (Genis) es un inhibidor de latirosina quinasa. Esto causa el
desordenamiento local del citoesqueleto de actina y evita el reclutamiento de la dinamina I,
ambos indispensables para la endocitosis mediada por caveolina (Aoki et al., 1999)

Citocalasina D (CitD) es un inhibidor de la polimerizacién del citoesqueleto de actina, lo
que interfiere principalmente en los mecanismos de macropinocitosis y fagocitosis, aunque
también puede tener un efecto en la endocitosis mediada por caveolina (Sahay et al., 2010;
Thomsen et al., 2002; Torgersen et al., 2001)

Amiloride (Amil) y sus derivados inhiben la proteina de membrana de intercambio
Na+/H+, lo que causa un aumento del pH en las vecindades de los pseuddpodos afectando
la polimerizacion de la actina (Koivusalo et al., 2010) y se demostré que al menos en células
dendriticas bloquea la macropinocitosis (Hewlett et al., 1994; West et al., 1989). La

macropinocitosis es un mecanismo actina dependiente (Thurn et al., 2011).

Tabla 3.7. Captura de ARQ y marcadores de endocitosis en presencia de inhibidores.

Tipo
celular MBCD  CZ  Genis  CQ  Noc  CitD  Amil  Wort
v v v N v v
ARQ (1c005) (p<001) (p<0,01) (p<0,01) (p<0,01)  (p<0,01) "o "
< TR NO v - v NO
< (p<0,05) (p<0,01)
NO - -
~ LacCer (p<0,05) NO (p<0,01)
NE N2
DEX - - - - B (p<0,01) (p<0,01) NO
CZ;EEr MBCD  CZ Genis cQ Noc CGitb  Amil  Wort
¢ N v
NO
ARQ  (1c0,05) (p<0,01)  NO NO O ooy N
3 TFR (<001 O ; (p<0,01)  (p<0,01)
© N - v v
S LacCer (p<0,01) (p<0,01) ) NO (0<0,01)
DEX - - ’ ) ) 0 o v

(p<0,01)  (p<0,01)

J : disminucién; 1 aumento; NO: sin cambio

Wortmanina (Wort) es un inhibidor de la enzima fosfatidil inositol-3-quinasa que
regula la disposicién de los filamentos de actina. Wort no interfiere con la extension de la
actina en los pesudépodos, sino que impide la fusiéon de la membrana evitando la formacién
de la vesicula en el interior celular, inhibe especificamente tanto la macropinocitosis como la
fagocitosis (Araki et al., 1996).

Cloroquina (CQ) es una base débil que incrementa el pH endosomal y lisosomal hasta
valores cercanos a 6,3 lo que evita la degradaciéon acida del material endocitado. Esto
produce cambios en la distribucion intracelular del mismo y una disminucion de los procesos

endociticos degradativos (Pless y Wellner, 1996).
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Nocodazol (Noc) produce la despolimerizacion de los microtibulos del citoesqueleto, lo
que evita la fusidn de las vesiculas endociticas con los pre-lisosomas (0 endosomas tardios),
evitando la degradacion lisosomal (Kelly, 1990).

En la Tabla 3.7 se muestra un resumen del efecto de los inhibidores sobre la

internalizacion de ARQ y los marcadores especificos de endocitosis utilizados.

3.10.1 Efecto de los inhibidores sobre células J774A.1

Segun puede observarse en la Tabla 3.7 y la Fig. 3.4 A, en células J774A.1 el
tratamiento con M CD no modificd la captura de TFR ni de LacCer pero produjo una leve
aunque significativa disminucion de la captura de ARQ-RhPE (20%, p<0,05).

Para evaluar la CME se utiliz6 CZ que disminuy6 tanto la captura de TFR como de
ARQ- RhPE (26%, p<0,01).

La Genis, inhibidor de la CvME, disminuyo la captura de LacCer y ARQ-RhPE (40%,
p<0,01).

Al estudiar los mecanismos de fagocitosis y macropinocitosis, pudo observarse que
sorpresivamente, el tratamiento con CitD sobre células J774A.1 mostré un elevado nivel de
captura de LacCer. Sin embargo, disminuy6 significativamente la captura tanto de DEX como
de ARQ-RhPE (68%, p<0,01). Amil provocd una disminucion de la captura de DEX sobre
estas células pero no produjo modificaciones en el nivel de captura de ARQ-RhPE. El
tratamiento con Wort no afect6 significativamente la captura de DEX ni de ARQ-RhPE en
este tipo celular.

Respecto a los inhibidores utilizados para evaluar el trafico intracelular, el tratamiento
con CQ sobre células J774A.1 causo6 una disminucion tanto de la captura de TFR como de
ARQ-RhPE (37%, p<0,01). Y el uso de Noc no modificd significativamente la captura de los
marcadores TFR y LacCer. Sin embargo, tuvo un gran impacto sobre la captura de ARQ-
RhPE (48%, p<0,01).

3.10.2 Efecto de los inhibidores sobre células Caco-2

En la Tabla 3.7 y la Fig. 3.4 B se muestra que en las células Caco-2, Ml CD caus6 una
disminucion de la captura de TFR y LacCer pero aumenté la captura de ARQ-RhPE (35%,
p<0,05).

CZ, como inhibidor de la CME, no modificé ni la captura de TFR ni la de los ARQ-RhPE.

Y la CvME fue evaluada con Genis que provoco la disminucién de la captura tanto del

LacCer como de los ARQ-RhPE (41%, p<0,01).
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Respecto a los inhibidores de la fagocitosis y macropinocitosis, el tratamiento con Cit D,
disminuyé la captura de los marcadores LacCer y DEX pero no modifico la captura de ARQ-
RhPE. El tratamiento con Amil disminuyé la captura tanto de DEX como de ARQ- RhPE. Y
Wort no afect6 significativamente la captura de DEX ni de ARQ-RhPE.

Con el uso de inhibidores que afectan el trafico intracelular se observé que, en células
Caco-2, CQ produjo una disminucion de la captura de TFR pero no modificé la captura de
ARQ-RhPE. Y en presencia de Noc solo se observé una disminucién de la captura de TFR.

Tanto LacCer como ARQ-RhPE no modificaron su porcentaje de captura.

A
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= sof ||| EE NN
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Fig. 3.4 Efecto de los inhibidores sobre la internalizacion de ARQ en células
(A)J774A.1y (B) Caco-2.
* p<0,01 ** p<0,05
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3.11 Estudios de captura de ARQ y L por microscopia confocal laser de barrido (MCLB)

Para convalidar los resultados de la captura de ARQ y L en células J774A.1 y Caco-2
obtenidos por citometria de flujo, se incubaron dichas lineas celulares con ARQ-HPTS y L-
HPTS y se observaron por MCLB a diferentes tiempos.

La captura de ARQ se increment6 a lo largo del tiempo de incubacién. A mayor tiempo
de incubacion mayor intensidad de fluorescencia en ambos tipos celulares (Fig. 3.5 y Fig.
3.6). En la superposicion de las imagenes de fluorescencia a las 5 horas de incubacion y las
imagenes por contraste de interferencia diferencial (DIC, del inglés differential interference
contrast) puede observarse que los ARQ-HPTS se encuentran en el interior celular. La DIC
es una técnica de iluminaciéon de microscopia Optica utilizada para magnificar el contraste de
muestras transparentes.

Por el contrario, los L fueron pobremente capturados por ambas lineas celulares
estudiadas. Mas aun, en la Fig. 3.5 puede observarse la presencia de clusters de vesiculas
fluorescentes fuera de las células J774A.1, incubadas con L. Estos hallazgos fueron
coincidentes con los resultados de cinética de captura evaluados por citometria de flujo (Fig.
3.3). Por este motivo, los estudios de colocalizacion con Lysotracker®, sélo se efectuaron
con ARQ.

3.12 Colocalizacion de ARQ con Lysotracker®

El Lysotracker® es una sonda fluorescente acidotrépica para la marcacién y
seguimiento de organelas acidas como los lisosomas. Por este motivo, se evalud la
colocalizacion de los ARQ marcados con la sonda fluorescente HPTS (verde) con el
marcador de lisosomas Lysotracker® Red. Para estudiar la dinamica de este proceso se
realizd un seguimiento por 1 h, 3 hy 5 h de incubacion y se calcul6 el coeficiente de Pearson
(Rr). Los resultados se muestran en la Tabla 3.8.

En células J774A.1 se observé un alto grado de colocalizacion, acorde con valores de
Rr mayor a 0,5, en todos los tiempos (Fig.3.7). En cambio, en células Caco-2 el Rr fue

moderadamente superior a 0,5 a partir de las 3 h de incubacién (Fig.3.8).

Tabla 3.8 Coeficiente de Pearson de estudios de colocalizacidn

ARQ/Lysotracker®.
Linea celular _ TTemp_n: de Coeficiente de Pearson
incubacién (h) (media+SEM)
1 0,693 £0,126
1774A.1 3 0,766 £ 0,033
5 0,727 £ 0,075
1 0,401 + 0,063
Caco-2 3 0,547 £ 0,041
5 0,531 £ 0,024

SEMerrorstandarddelamedia =~ ____ lacional de Quilmes



Fig. 3.5 Imagenes de MCLB de células J774A.
Incubacién con ARQ y L marcados con HPTS a (A) 1 h (B) 3 h (C) 5 h. En (D) se
muestra la superposicion de la imagen a 5h de incubacidon con la imagen
transparente (DIC). Las flechas sefialan clusters de liposomas fuera de las células.
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Fig. 3.6 Imagenes de MCLB de células Caco-2

Incubacién con ARQ y L marcados con HPTS a (A) 1 h (B) 3 h (C) 5 h. En (D) se
muestra la superposicion de la imagen a 5h de incubacidon con la imagen
transparente (DIC).
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Lysotracker® ARQ-HPTS Colocalizacién

Fig. 3.7 Imagenes de MCLB de células J774A.1
Incubacidn con Lysotracker® y ARQ-HPTS a diferentes tiempos.
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Lysotracker® ARQ-HPTS Colocalizacién

Fig. 3.8 Imagenes de MCLB de células Caco-2

Incubacion con Lysotracker® y ARQ-HPTS a diferentes tiempos.
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Discusioén

En lineas generales, la endocitosis de material particulado depende del tamafio, la
forma y las propiedades de superficie (carga, hidrofobicidad, grupos quimicos, etc.) de las
particulas en estudio, pero especialmente depende del tipo celular (Lai et al., 2007; Sahay et
al., 2010; Thurn et al., 2011; Vercauteren et al., 2010).

Hasta el momento no se han reportado estudios in vitro sistematicos sobre las vias de
internalizacion de ARQ y tampoco respecto al trafico intracelular en lineas celulares no
fagociticas.

El grupo de Sprott ha estudiado el mecanismo de internalizacion en lineas celulares
fagociticas como la J774 y la IC21. Todos los ARQ fueron fagocitados en mayor medida que
los liposomas de diferente composicion. Las diferencias sobre la capacidad de los diversos
ARQ para ser capturados por macrofagos se atribuyeron a la variabilidad en la estructura
lipidica que altera las caracteristicas de superficie de las vesiculas (Sprott et al., 1999). Esta
captura se inhibié con Cit D, lo cual excluyd la fusion a la membrana plasmatica como
mecanismo de ingreso directo al citosol (Gurnani et al., 2004; Tolson et al., 1996). De todos
los tipos de ARQ, los mejor caracterizados por su interaccion con APC fueron los preparados
con LPT de arquebacterias Methanobrevibacter smithii. La presencia de 40% (mol) de
caldarqueoles confiere una alta estabilidad de estas vesiculas y ademas se caracterizan
por la presencia de un 30% (mol) de arquetidilserina que forma ARQ con grupos
fosfoserina expuestos en su superficie (Sprott et al., 1999). De este modo, los autores
postularon que estos ARQ se capturaron a través de endocitosis mediada por receptor
debido a su Unica interaccion con receptores de fosfatidilserina (PS) presentes en la
superficie de APC (Gurnani et al.,

2004). La PS se expone hacia el exterior de la membrana plasmatica de las células
mamiferas apoptéticas. Las células fagociticas utilizan esta sefial para la remocion de estas
células. Los grupos de arquedidilserina de estos ARQ explotarian este mecanismo para
entrar a la célula. Basados en la inhibicion de presentacion de Ag por inhibidores de la
acidificacion endosomal (CQ) y en ausencia de inhibidores de proteasas lisosomales,
demostraron que una vez en los fagosomas, el escape del Ag desde los ARQ parece ocurrir
en el citosol por un mecanismo dependiente del pH &cido de los fagolisosomas.
Posteriormente, el Ag pasaria al citosol y se procesaria a través del proteasoma y del TAP
(del inglés, Transporter Associated with antigen Processing) (Gurnani et al., 2004) llegando
asi a la presentacion de antigeno en el MHC-I por la via clasica citosélica. A través del uso
de Brefeldina A, un inhibidor que bloquea el transporte del complejo Ag-MHC-I desde el
reticulo endotelial a la membrana, se comprob6 que los ARQ preparados con LPT
extraidos de la cepa metandgena Methanobrevibacter smithii, utilizarian esta via de

procesamiento y presentacion (Krishnan et al., 2000b).
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En el presente trabajo de investigacion no sélo se estudié la captura en la linea celular
J774A.1 como modelo de macrofago sino también en células Caco-2, como modelo de
epitelio intestinal. A través de los estudios realizados, se pudo constatar que los ARQ, tanto
uni como multilamelares, fueron capturados por células J774A.1 y Caco-2 siguiendo una
cinética de tipo hiperbdlica. La curva responde a una cinética caracteristica de mecanismos
saturables. En otras palabras, la cinética de captura celular de este tipo se deberia a la
saturacion de los sitios de unién de la membrana. Esto seria caracteristico de endocitosis
adsortivas (Huang et al., 2002). Por el contrario, en las condiciones de cultivo estudiadas,
tanto J774A.1 como Caco-2 no internalizaron los liposomas de SPC.

La estrategia de determinar la via de internalizacion de ARQ, como de cualquier
nanomedicina o0 cargo, empleando distintos inhibidores, requiere de una cuidadosa
interpretacion de los resultados. Por ejemplo, recientemente, ha sido cuestionada la
especificidad de los marcadores y los inhibidores, ya que dependerian del tipo celular
utilizado (Vercauteren et al., 2010).

De hecho, se esperaba que los inhibidores chequeados (Tabla 3.4) inhibieran la captura
de los marcadores especificos de las distintas vias de endocitosis, pero no fue asi (Tabla
3.7). Para el caso de TFR, utilizado como marcador de CME, su captura se vio disminuida en
células J774A.1 tanto con CZ como con CQ, pero no se modifico con MBCD ni con Noc. En
tanto, la captura de TFR por células Caco-2 disminuy6 con los tratamientos de MBCD, CQ y
Noc, pero no modificé su captura con CZ. El marcador de CvME, LacCer, s6lo se vio
afectado por Genis que provocé una menor tasa de captura en células J774A.1. Tanto MBCD
como Noc no modificaron la internalizaciéon de este marcador de CvME y sorprendentemente
la CitD provocé un considerable incremento en su captura. Por otro lado, en células Caco-2
tanto Genis, MBCD como CitD causaron la disminucion de la captura del LacCer y no se
observé ninguna modificacion en la captura del mismo con Noc. Por ultimo, el DEX, marcador
de macropinocitosis y fagocitosis, disminuyd claramente su internalizacion con Cit D en
ambas lineas celulares. Amil, como marcador de macropinocitosis, sélo disminuyd su captura
en células Caco-2. Y Wort, otro marcador de macropinocitosis, no modificé la captura de DEX
tanto en J774A.1 como Caco-2.

En esta misma linea, Vercauteren et al., demostraron que el efecto de CZ sobre la
internalizacion de TFR fue dependiente de la linea celular utilizada. Sé6lo en una de las cinco
lineas celulares testeadas se observo la disminucién de la internalizacién esperada. Este
tratamiento causé incluso un aumento en la captura del marcador de endocitosis
independiente de clatrina LacCer. Dicho efecto se atribuyé al incremento de la internalizacién
por otras vias, resultante de la inhibicién de la endocitosis mediada por clatrina causada por
CZ (Vercauteren et al., 2010). De acuerdo a Ivanov et al durante el corto tiempo en que
ocurririan estos mecanismos de compensacion, la molécula anfipatica CZ podria afectar la
fluidez de membrana de forma tal que se facilitara la endocitosis (Ilvanov, 2008).

En base a lo expuesto podemos inferir que:
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1. Para que la disminucion de la captura de un marcador sea efectiva en presencia de un
dado inhibidor deben coexistir dos fenémenos. El primero es que el inhibidor debe
apagar la ruta de internalizacion utilizada por ese marcador y el segundo es que en
esa linea celular no se active otra ruta de captura que compense la inhibicién de la
captura de ese marcador.

2. La activacion de rutas alternativas puede ser responsable de la falta de inhibicion
completa o0 mas aun, del aumento de la captura del marcador.

3. La ausencia de inhibiciébn no necesariamente implica que la ruta involucrada no haya
sido afectada, sino que puede deberse a la compensacion producida por la

estimulacion de otras vias endociticas.

Otro asunto importante a tener en cuenta es que el porcentaje de inhibicién obtenido
depende del tipo celular, el tiempo y las condiciones de incubacion y la concentracion del
inhibidor utilizada. Por lo tanto, seria erréneo realizar una comparacion cuantitativa de los
resultados obtenidos. De este modo, la interpretacion de los efectos de los inhibidores debe
realizarse en forma cualitativa (Huth et al., 2006).

Como se muestra en la Fig. 3.4 (A), el tratamiento con CZ como con Genis sobre
células J774A.1, lleva a una reduccion significativa de la captura de ARQ lo que implica un
posible rol de CME y CvME. Esto se corrobora con el uso de MBCD, inhibidor general de la
endocitosis ya que inhibe tanto la CME como la CvME y hasta puede inhibir la
macropinocitosis (O' Neill et al., 2011).

El tratamiento con Cit D resultdé en una significativa caida en el nivel de captura de
ARQ. Resultados similares fueron reportados por Tolson y Gurnani (Gurnani et al., 2004;
Tolson et al.,, 1996). Esto indicaria que la fagocitosis o la macropinocitosis pueden estar
involucradas en la captura de ARQ en células J774A.1 (Fig 3.4 (A). El uso de Amil no mostré
un descenso significativo en el porcentaje de captura de ARQ (Fig. 3.4 (A), lo cual
descartaria la macropinocitosis como posible mecanismo. Aunque esto Ultimo no pudo ser
confirmado con el uso del inhibidor Wort que resulté muy toxico para las células J774A.1. Por
lo tanto, la concentracién no tdxica utilizada probablemente no haya sido suficiente para
producir la inhibicion de este mecanismo (Fig. 3.4 (A).

Para evaluar el transito intracelular en células J774A.1, se utilizaron como inhibidores
CQ y Noc. La captura de ARQ fue reducida significativamente con el uso de CQ (Fig. 3.4 (A),
con lo cual la internalizacion estaria afectada a través del trafico intracelular alterado debido
al incremento del pH en endosomas y lisosomas, en concordancia con los resultados
obtenidos por Gurnani et al en fagocitos (Gurnani et al., 2004). El tratamiento con Noc tuvo
un gran impacto en la captura de ARQ (Fig. 3.4 (A), indicando la participacion de los
microtubulos en el trafico intracelular de estas vesiculas que afectarian su internalizacion en
células J774A.1.
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En definitiva, nuestros resultados probarian que, en células J774A.1 como modelo de
macréfago, los mecanismos involucrados para la captura de ARQ serian la endocitosis
mediada por clatrina y caveola y la fagocitosis. Es decir que los ARQ emplean multiples vias
para ingresar a la célula y fueron procesados por una via degradativa. Esto fue confirmado
por el hecho de que por 5 h los ARQ colocalizaron con Lysotracker®. Deberian realizarse
futuros estudios para evaluar el escape del sistema endolisosomal descripto para ARQ
preparados con otros LPT (Gurnani et al., 2004). Ademas, los LPT utilizados para la
preparacion de estos ARQ no poseen arquetidilserina en su composicion pero son
avidamente capturados por las células J774A.1. De un modo alternativo se podria postular la
manosa terminal de los arqueolipidos SDGD y SDGD-5PA que interactuarian con receptores
de manosa presentes en APC para favorecer la fagocitosis (Lori et al., 2005).

Este simple panel experimental permite destacar dos propiedades de la interaccion de
los ARQ con fagocitos. Al marcar el compartimiento interno con un colorante piraninico
fluorescente (HPTS) y la bicapa lipidica con RhPE, en principio, pudo determinarse que la
tasa de captura de los ARQ en las células fagociticas es mayor que la de liposomas
convencionales preparados con fosfatidilcolina. En segundo lugar, se encontré que los ARQ
pueden ingresar a la célula fagocitica por vias pinociticas aparte de la fagocitosis. Estos
hallazgos inesperados sugieren, en otras palabras, que los ARQ podrian ofrecer una entrega
rdpida y masiva de moléculas hidrofilicas a células fagociticas. Esta conclusién cobra suma
importancia en el campo de la terapéutica y liberaciéon de farmacos para macrofagos, células
clave involucradas en procesos vitales, tales como, el inicio y resolucion de la inflamacién, la
remodelacién de tejidos y la cicatrizacion.

En células Caco-2 no se puede asegurar que los ARQ no se internalizaron a través de
CME porque la CZ tampoco inhibi6 la captura de TFR, marcador especifico de esta via (Fig.
3.4 (B). Resultados contradictorios de la endocitosis mediada por clatrina son presentados
por O"Neill et al para la captura de complejos de ciclodextrinas en células Caco-2 (O' Neill et
al., 2011).

La CvME seria una ruta involucrada para la captura de ARQ en Caco-2 dado que el
tratamiento con Genis muestra una disminucioén en la captura de los mismos (Fig. 3.4 (B).

Aunque el tratamiento con Cit D no mostré una modificacion de la captura de ARQ por
células Caco-2, Amil disminuy6 dicha captura. De modo que la macropinocitosis tendria un
rol en la internalizacion de estas vesiculas en células Caco-2. Sorpresivamente, no se pudo
confirmar esta via con el uso de Wort (Fig. 3.4 (B) que tampoco inhibi6 la captura de DEX, a
pesar de utilizarse a la concentracion (50 nM) que fue efectiva para células Caco-2 en
bibliografia (O' Neill et al., 2011).

A partir de lo expuesto, en células Caco-2 como modelo de células intestinales, los ARQ
ingresarian a través de CvME y macropinocitosis, no pudiendo descartar la CME.

Pocos son los trabajos que estudiaron la internalizacion de vesiculas lipidicas en Caco-

2. Liposomas preparados con HSPC/colesterol mostraron una discreta captura en esta linea
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celular respecto a la mayor internalizacion de liposomas recubiertos con quitosano (Hermida
et al., 2011). A través del uso de inhibidores se observo una fuerte relacion entre el tamafio
de particula y el mecanismo de captura de liposomas PEGilados altamente monodispersos
preparados por flujo hidrodinamico microfluidico focalizado (en inglés, microfluidic
hydrodynamic flow focusing). Los de mayor tamafio ingresaban a la célula preferentemente a
través de CME y los de menor diametro (= 40 nm) por vias dependientes de dinamina,
mientras que los de tamafo medio (= 70 nm) lo hacian a través de todas las vias
investigadas (Andar et al., 2014). De un modo particular, un trabajo reciente mostré la
internalizacién de ARQ preparados con LPT de arquebacterias Aeropyrum pernix por células
Caco-2 por medio de MCLB pero los mecanismos de captura todavia deben ser investigados
(Napotnik et al., 2013).

El hecho de obtener un coeficiente de Pearson que permanecié en valores levemente
superiores a 0,5 podria indicar una preferencia en el trafico intracelular por las vias no
degradativas. Sin embargo, seria necesario profundizar el estudio de colocalizacién con otros
marcadores.

Como los efectos inhibitorios son altamente dependientes de la linea celular es
importante aplicar estas técnicas en varios tipos celulares (Vercauteren et al., 2010).

Finalmente, aunque la interpretacion de los resultados no es un tema trivial y exige un
abordaje integral, las técnicas usadas en este estudio son herramientas que pueden
esclarecer los complejos mecanismos de captura celular de nhanomedicinas de una manera
simple y moderna respecto a otras técnicas mas laboriosas como el uso de mutantes o la

inmunofluorescencia.
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Capitulo 4

Modelo in vitro de barrera epitelial mucosa. Administracion oral de ARQUEOSOMAS

Debes amar el tiempo de los intentos Debes
amar la hora que nunca brilla Y si no, no
pretendas tocar lo cierto

(Sélo el amor, Silvio Rodriguez)

En el Capitulo 4 se comparé la capacidad de unién a células M de los ARQ preparados
exclusivamente con arqueoles aislados de H. tebenquichense, respecto a liposomas de
fosfatidilcolina de soja/colesterol, mediante un modelo in vitro de barrera epitelial mucosa
utilizando dispositivos Transwell®. La fluorescencia, luego de 1 y 2 horas de incubacion con
ARQ marcados en el interior acuoso con un colorante piraninico fluorescente (HPTS) y la
bicapa lipidica con RhPE, fue 4 veces mayor que la observada con liposomas marcados del
mismo modo. Ademas, con muestras de ARQ, el 15% de RhPE y 13% de HPTS se
encontraron en el compartimiento basolateral de los Transwell®, espacio equivalente al
bolsillo basolateral de las células M. Por el contrario, no se detect6é fluorescencia con los
liposomas. Estos hallazgos revelarian una mayor velocidad de transcitosis de los ARQ

comparado con los liposomas. También se determind la biodistribucion del radiofarmaco

99m
hidrosoluble Tc-DTPA incorporado en ARQ versus liposomas después de la

administracién oral en ratas Wistar. Luego de 4 horas, los ARQ fueron los responsables del

99m
22,3 % (3,5 veces mayor que los liposomas) del  Tc-DTPA, hallado en circulacion. Esta

importante cantidad de marcador radiactivo en sangre podria ser consecuencia de la gran
captura de los ARQ por las células M in vivo, probablemente favorecida por las
caracteristicas hidrofébicas de estas vesiculas. En suma, estos resultados sugeririan que
los ARQ, con una capacidad adyuvante probada por via parenteral y biocompatibilidad
demostrada, podria ser un adecuado material nanoparticulado para utilizarse como

adyuvante por la ruta oral.

Introduccién

En la Ultima década, la intervencion de la Nanotecnologia en el campo de la
Inmunologia ha dado nuevas posibilidades a materiales nanoparticulados innovadores
capaces de inducir adyuvancia Ag especifica, particularmente a través de vias no
parenterales (Csaba et al., 2009; Garinot et al., 2007; Kumari et al., 2010; Peek et al.,
2008; Slutter et al., 2009). Hasta el momento es bien conocido que la via oral es la ruta de

administracion mdas amigable, tanto para pacientes como para personal de la salud. Ahora

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



bien, por esta ruta s6lo se puede obtener una respuesta inmune protectora y de memoria
satisfactoria mediante microorganismos atenuados (Harandi et al., 2010; Holmgren y
Czerkinsky, 2005). Entre ellas, podemos mencionar la vacuna a virus atenuado de la polio,
vacuna Sabin, y las recientes contra rotavirus, Rota Teq® (Merck) y Rotarix®
(GlaxoSmithKline) que generan inmunidad por esta ruta debido a su capacidad de proteger al
Ag y hacer blanco en las células efectoras. Las vacunas a microorganismos muertos, como
la vacuna contra el célera, compuesta por una mezcla de bacterias muertas y toxina
colérica B purificada, tienen una eficiencia limitada (Brayden, 2001).

La importancia de contar con vacunas por via mucosa radica especialmente en que
generan reacciones no soélo a nivel local sino también sistémico, con adecuadas respuestas
celulares y de memoria. Pero es muy dificil conseguir respuestas protectoras a través de esta
via.

La generacion de respuesta inmune de tipo IgA secretora (sIlgA) en el sitio de
inoculacion luego de la inmunizacién oral con material particulado inerte, permanece como un
desafio, sobre todo en paises en vias de desarrollo (Chadwick et al.,, 2010; Salamanca-
Buentello et al., 2005).

En el Capitulo 1 se describié la inmunidad asociada a mucosa y en particular se
profundizaron conceptos acerca de la organizacién del GALT, el cual se compone de una
serie de sitios necesarios para la captura, procesamiento y presentacion de Ag para la
induccién de la respuesta inmune de mucosas conocidos como sitios inductivos (Gebert et
al., 1996; Makala et al., 2002; Owen y Jones, 1974).

En el intestino de los mamiferos el gran sitio inductivo esta constituido por las placas
de Peyer (PP). En humanos, las PP son agregados linfoides macroscépicos que pueden ser
observados a ojo desnudo en la cara serosa del intestino delgado, siendo el ileon el sector
con la mayor densidad encontrada. Estas zonas del epitelio intestinal, carente de
vellosidades, fueron descriptas por primera vez en el siglo XVII por el anatomista Hans
Peyer, que observé engrosamientos en el epitelio del ileon, de unos pocos centimetros de
longitud. Desde ese entonces se conocieron con el nombre de placas de Peyer
(Brandtzaeg, 2007; Corthesy, 2007; Peyer, 1677).

Las PP contienen una region subepitelial en forma de domo y subyacentes, se
encuentran los foliculos linfoides que contienen linfocitos B naive o virgenes, linfocitos B
activados y regiones interfoliculares ricas en linfocitos T (Fig. 4.1). La superficie del domo
esta cubierta por un epitelio asociado a foliculo (FAE, del inglés follicle- associated
epithelium) donde se encuentran las células M (del inglés microfold) especializadas en
capturar Ag particulados para transportarlo desde el lumen del intestino al domo subepitelial
poblado ademas, de células dendriticas mieloides inmaduras que son células presentadoras
de Ag (APC, del inglés antigen presenting cells) (Kraehenbuhl y Neutra, 2000). Las células
dendriticas (DC, del inglés dendritic cells) epiteliales maduras también contribuyen en forma

directa con el transporte para o transcelular del material particulado desde el lumen
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(Rescigno et al., 2001).

Lumen Intestinal

Aaterial Particulado
Enterocito FAE

Células M

g
.

Q
Q

Foliculo Linfoide

vento de Transcitosis

Fig. 4.1 Esquema simplificado del epitelio intestinal asociado a foliculo

El tracto gastrointestinal se presenta como un ambiente sumamente hostil, con
sectorizacion de zonas de pH extremo, desde pH 1-2 en el estdmago hasta pH 9-10 en el
colon, con actividad enzimatica altamente degradativa y capacidad liposoluble. De este
modo, no es facil que un Ag desnudo llegue al sitio de induccién intacto y sea procesadopor
las células especialiizadas del GALT. Como ocurre con los microorganismos patégenos, la
union y subsiguiente transcitosis del material particulado a través de las células M para asi
alcanzar intacto el bolsillo basolateral donde pueda ser capturado por las APC localizadas en
el foliculo, son etapas clave para evocar una respuesta inmune efectiva por la via oral
(Brayden et al., 2005; Gebert et al., 2004; Neutra y Kraehenbuhl, 2005). Por lo tanto, las
caracteristicas estructurales del material particulado que lleven a aumentar la tasa de
captura de las células M, presentes en muy baja densidad en el intestino, podrian contribuir a
mejorar la respuesta inmune potencial luego de la administracion oral (des Rieux et al.,
2006). Si bien se desconocen marcadores especificos de células M humanas activadas por
el material particulado, se demostré la sobreexpresion de Blintegrinas en la superficie
apical de células M humanas (Garinot et al., 2007; Gullberg et al., 2000). El uso de ligandos
peptidicos y no peptidicos permitiria dirigir el material particulado hacia dichas células. Por
ejemplo, nanoparticulas de poli-lactico-co-glicélico (PLGA) con ligandos peptidicos (Arg-Gly-
Asp), que contenian ovoalbumina (OVA) mostraron efectividad de captura por células M en
un modelo in vitro como también adecuada respuesta inmune luego de la administracién
duodenal en ratones (Fievez et al., 2009). Sin embargo, también es posible favorecer la
union inespecifica a células M por la presencia de cargas positivas y superficies hidrofobicas
(Jepson et al., 1993).
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Desafortunadamente, varios estudios clinicos que usaron material particulado dirigido
a células M resultaron poco reproducibles (Katz et al., 2003; Tacket et al., 1994). Varias
razones contribuyeron a disminuir las expectativas actuales para el uso de material
particulado como adyuvante oral. Entre otras, la captura por parte de los enterocitos o las
células M de las PP es tamafio dependiente, mayor para las particulas de menor tamafio, un
hecho que limita la cantidad de Ag incorporado (Brayden et al., 2005; Florence, 1997).
También el tamafio influye sobre el tipo de respuesta inmune. Las grandes particulas
gquedarian retenidas en el tejido linfoide de las PP para generar respuestas locales acotadas
a mucosas. En cambio, las particulas pequefias (por debajo de los 100 nm de diametro)
serian capaces de desplazarse por las vias linfaticas hasta ganglios cercanos provocando
asi, una respuesta sistémica (Ermak y Giannasca, 1998).

Los liposomas convencionales son pobremente absorbidos, en el orden del 2% del
total de la dosis, mientras que los liposomas polimerizados son absorbidos por encima del
6% (Okada et al., 1995). En este contexto, cobra relevancia contar con nuevos materiales
con caracteristicas estructurales a medida que permitan una direccién pasiva para que sean
capturados por células M.

Como se describid en los Capitulos 1 y 2, los arqueosomas (ARQ) son vesiculas
compuestas por lipidos polares totales (LPT) extraidos de microorganismos que pertenecen
al dominio de vida Archaea, los cuales crecen en ambientes extremos (Fujiwara, 2002).
El core de la estructura de los lipidos polares de las arquebacterias consta de un arqueol o
lipido diéter (2,3-di-O-difitanil-sn-glicerol) el cual contiene 20 carbonos por cadena
isoprenoide, o de un caldarqueol o lipidos tetraéter (2,2-3,3"- tetra-O-difitanil-sn-diglicerol)
que contiene 40 carbonos por cadena isoprenoide, y los derivados de esta estructura (Kates,
1978; 1992; Sprott, 1992). Los diferentes habitats de las arquebacterias (termdfilas extremas,
haldfilas extremas, sulfoacidoéfilas, metandgenas (anaerébicas) y psicréfilas) definirdn la
principal composicion de sus LPT (Kamekura y Kates, 1999). De un modo particular, los
lipidos polares totales de la especie H. tebenquichense utilizados en este trabajo fueron: PG,
PGP-Me, S-DGD-5, SDGD-5-PA y BPG. Su aislamiento y caracterizacion fueron detallados
en la Seccién 2.9. Las caracteristicas fisicoquimicas de los ARQ hacen que estas vesiculas
puedan ser postuladas como candidatos para generar una respuesta inmune adecuada luego
de su administracion via oral.

En el Capitulo 3 se demostré que los ARQ fueron capturados por macrofagos y células
del epitelio intestinal en experimentos in vitro. Pero ademds, es necesario conocer si los
ARQ atraviesan las células, en particular las células M. Una vez efectuada la captura se inicia
el proceso de transcitosis (Fig. 4.1), las células M internalizan los antigenos luminales y los
transportan a través del citoplasma hacia la membrana basolateral, donde son liberados al
espacio extracelular. El estudio de la transcitosis a través de las células M y sus

propiedades se ha realizado a través de co-cultivos como modelo in vitro de células M.
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El modelo in vitro de células M (des Rieux et al., 2006; Liang et al., 2001) podria
utilizarse:

e para el estudio sistematico del transporte macromolecular y de particulas a

través del tracto gastrointestinal

e para establecer una correlacion confiable in vitro-in vivo de la captura de

macromoléculas y de particulas por el tejido linfoide asociado a mucosa
intestinal.

e para el andlisis de la relacion estructura/interacciéon de las macromoléculas y

particulas con las células M.

e como dispositivo de clasificacion de Ag o sustancias que evocan o suprimen

ciertas respuestas inmunes in vitro

La conversion fenotipica de un cultivo de enterocitos maduros en células simil-M (en
inglés, M-cell-like), se basa en evidencias que sugieren que los linfocitos B maduros estarian
involucrados en la ontogenia de células M in vivo (Niedergang y Kraehenbuhl, 2000).

Para los estudios del transporte transcelular se han utilizado dispositivos que constan
de un soporte que contiene un filtro con un tamafio de poro determinado que se coloca
sobre un pocillo de una placa de policarbonato (Transwell®). De esta manera se
compartimentaliza la siembra de las células y se permite el estudio del pasaje de sustancias
en células polarizadas.

Las células Caco-2 son consideradas un modelo de epitelio intestinal. Esta linea celular
fue establecida en 1977 por Fogh y colaboradores a partir de un adenocarcinoma de colon
humano. En cultivo, estas células crecen adheridas al sustrato y forman una monocapa. Si
se cultivan sobre un soporte semipermeable microporoso, una vez que alcanzan la
confluencia, se diferencian adquiriendo caracteristicas morfolégicas y funcionales
compatibles con enterocitos maduros. Asi, las células se polarizan desarrollando un borde en
cepillo en la cara apical y uniones estrechas intercelulares. Y ademas, la diferenciacion se
caracteriza por el aumento de enzimas asociadas a la membrana del borde en cepillo, entre
ellas, la fosfatasa alcalina (FAL).

Existen tres configuraciones descriptas de células Caco-2 y linfocitos para el desarrollo
de modelos in vitro de células simil M.
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Fig. 4.2 Protocolo de desarrollo de modelo FAE
(A) Modelo de Kernéis (B) Modelo de Gullberg (C) Modelo de des Rieux.

Por un lado, el modelo de Kernéis que utiliza el pocillo invertido (Kerneis et al., 2000).
En este modelo, las células Caco-2 se cultivan sobre el lado externo (Fig. 4.2 A) de
filtros semipermeables Transwell® durante 21-28 dias para permitir la diferenciacion a
enterocitos maduros. Luego se exponen a linfocitos B derivados de PP que se colocan
dentro de los soportes semipermeables, de modo que las células B se intercalen en la
monocapa. Luego de 3-7 dias el borde en cepillo de las células parece perder las
microvellosidades y se reduce la expresion de las enzimas isomaltasa sacarosa, vilina y
fundamentalmente FAL, consistente con la transformacién a células M. A pesar de esta
discrepancia existe suficiente evidencia que sostiene la conversion de la monocapa Caco-2
al fenotipo M en los tres modelos. Esta transformacién se caracteriza en la practica por la
diferencia en: las enzimas y moléculas asociadas a la membrana; la morfologia apical de las

células y el pasaje de particulas.
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El modelo de Gullberg sortea el problema de trabajar con linfocitos aislados de PP de
ratébn (Gullberg et al., 2000) y los inconvenientes de utilizar un cultivo primario. En este
modelo, las células Caco-2 se co-cultivan con linfocitos Raji B humanos sobre Transwell®
orientados normalmente (Fig 4.2 B). Existen trabajos en los que se describe, para este
sistema, la infiltracion de los linfocitos en la monocapa a través del filtro, tomando contacto

directo con las células Caco-2 (Fig. 4.3) (Niedergang y Kraehenbuhl, 2000).

Enterocito CélulaM Linfocito
Fig. 4.3 Esquemadel co-cultivo Caco-2/Raji Transformacion a células simil-M (modelo de Gullberg).

La linea celular Raji fue establecida por Pulvertaft en 1963 a partir de un linfoma de
Burkitt humano. Las células son linfocitos B con morfologia linfoblastoide y crecen en
suspension.

Y por ultimo, el modelo mejorado descripto por des Rieux (des Rieux et al., 2007),
donde también se usan los pocillos invertidos (Fig. 4.2 C). Alli se postula que no seria
imprescindible un contacto estrecho para obtener un modelo funcional de epitelio mucoso.
Pero se necesitaria un contacto directo entre las células Caco-2 y la células Raji, como
también una concentracion adecuada de células Raji, para inducir un modelo in vitro mas
funcional y reproducible. En la Tabla 4.1 se resumen las caracteristicas de enterocitos

maduros y células simil-M.

Tabla 4.1 Comparacidon entre enterocitos maduros y
células simil-M en co-cultivos.

Enterocitos Simil-M
Actividad de FAL ™MD NN
Blintegrina N ™
Borde en cepillo T NN
Transporte de particulas NO Si

“elevado  reducido

La conversidon a células simil-M por agregado de linfocitos no comprometeria la
integridad de la monocapa (Liang et al.,, 2001). Por lo cual, el pasaje de particulas al
compartimiento basal esta relacionado a la mayor transcitosis. Una vez diferenciadas los
enterocitos a células simil-M se incuban los co-cultivos con las nanoparticulas para
cuantificar su captura.

El objetivo de este trabajo fue estimar la union y transcitosis de los ARQ y liposomas en

fase gel, utilizando un modelo in vitro de células simil-M (co-cultivos Caco-2/Raji). Por otro
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lado, se evalu6 la degradacion de proteinas de homogenato de Trypansoma cruzi
incorporadas a ARQ vy la resistencia quimica de los arqueolipidos en medios
gastrointestinales. Ademas, se determind la biodistribucién del radiofarmaco hidrosoluble

99MmTc-DTPA incorporado a ARQ y liposomas luego de la administracion oral en ratas.

Materiales

La fosfatidilcolina hidrogenada de soja (HSPC, del inglés hydrogenated soy
phosphatidylcholine) se obtuvo de Northern Lipids (Vancouver, Canada).

El colesterol, N,N-dimetilformamida; la pepsina; el extracto biliar porcino; la pancreatina
de pancreas porcino; el formaldehido; el Tritdn X-100; el fosfato de naftol AS-MX; la sal de
Fast Red TR y el bromuro de (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolio (MTT) fueron
provistos por Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argentina).

La Lissamine™ Rodamina B 1,2-Dihexadecanoil-sn-glicero-3- fosfoetanolamina, sal
trietilamadnica (RhPE) se comproé a Life Technologies Invitrogen (Buenos Aires, Argentina).

El fluoréforo como sal trisédica del acido 8-Hidroxipyreno-1,3,6-trisulfénico (HPTS) fue
de Molecular Probes (Eugene, OR, EUA).

La acrilamida, la bis-acrilamida y la glicina fueron de ICN Biomedicals (Irvine, CA, EUA).
Los medios de cultivo celular, Eagle modificado con aminoacidos no esenciales (MEM-NEEA)
y RPMI 1640, fueron adquiridos en Life Technologies Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA,
EUA).

El suero fetal bovino inactivado (SFB); la glutamina (200 mM); la solucién antibidtico-
antimicético (10.000 U/ml penicilina G sdédica, 10.000 mg/ml de sulfato de estreptomicina y 25
mg/ml de anfotericina B como Fungizone); el piruvato y la tripsina/acido
trietilendiaminotetracético (EDTA) fueron provistos por PAA Laboratories GmbH (Pasching,
Austria).

El homogenato de proteinas de Tripanosoma cruzi fue gentilmente provisto por la Dra.
Patricia Petray del Servicio de Parasitologia y Enfermedad de Chagas del Hospital de Nifios
Dr. Ricardo Gutiérrez, Buenos Aires, Argentina.

Las células Caco-2 (adenocarcinoma de colon humano) fueron gentilmente provistas
por el Dr. Osvaldo Zabal (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Castelar, Buenos
Aires, Argentina), y las células Raji (linfocitos B de linfoma humano de Burkitt) fueron
obtenidas de la Coleccion de Cultivo Celular de la Asociacién Banco Argentino de Células
(ABAC).

Todos los otros quimicos y reactivos de grado analitico utilizados fueron de Anedra

(Buenos Aires, Argentina).

Métodos
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4.1 Crecimiento de arquebacterias y aislamiento de LPT

Las arquebacterias de la especie Halorubrum tebenquichense fueron aisladas de
muestras de suelo de Salina Chica (Peninsula de Valdez, Chubut, Argentina) como fue
descripto en la Seccion 2.1 (Gonzalez et al., 2009).

La extraccion de LPT se realiz6 a partir de indculos de arquebacterias por el método de
Bligh y Dyer modificado para haléfilas extremas segin se describié en la Seccién 2.2.1. Los
fosfolipidos (PL) de los LPT se cuantificaron por el método de Botcher (Bottcher et al., 1961),
segun Seccion 2.2.2. Cada lote de LPT se caracterizO por TLC-1D vy los lipidos fueron
revelados con solucién etandlica de acido sulfdrico, segun la Seccion 2.2.3. Sdlo se utilizaron
los lotes con contenido de fosfolipidos mayor a 90% p/p y perfil caracteristico de TLC-1D,

segun Seccién 2.9.2.

4.2 Preparaciéon de ARQ y caracterizacion fisicoquimica

Los arqueosomas con doble marca fluorescente, HPTS y RhPE (ARQ-HPTS&Rh-PE)
se prepararon de acuerdo al método clasico de hidratacion de la pelicula delgada.
Brevemente, una solucién de 20 mg de LPT en cloroformo/metanol (1:1 v/v) se mezclaron
con 5x10-5 mol de Rh-PE en cloroformo, e inmediatamente se llevé a sequedad en un
evaporador rotatorio a 40°C, 200 rpm, 100 mbares, hasta eliminar el solvente organico. Las
trazas de solventes remanentes se eliminaron con una corriente suave de nitrdgeno.
Posteriormente, la delgada pelicula lipidica obtenida se hidraté con 1 ml de HPTS (35 mM)
en buffer Tris 10 mM, NaCl 0.9% p/v, pH 7,5 (buffer Tris/NaCl), con agitacion mecanica con
buzo magnético y perlas de vidrio (700 rpm) en bafio de 40°C durante 1 h. La suspension
resultante se sonicé durante 20 minutos en sonicador de bafio a potencia ultrasénica de 80
W vy frecuencia de 40 KHz. Inmediatamente, se sometié6 a 5 ciclos de congelamiento (-
80°C)/descongelamiento (37°C). Las sondas fluorescentes no incorporadas se eliminaron por
centrifugacion seguida de 3 lavados con buffer Tris/NaCl (10.000 x g/20 minutos/t.a.). Del
mismo modo se prepararon liposomas (L-HPTS&RhPE) de HSPC/colesterol (1:1 mol/mol).

La concentracion de fosfolipidos de las vesiculas marcadas, tanto ARQ como L, se
determiné a través de un microensayo colorimétrico de cuantificacion de fosfatos (Béttcher et
al., 1961). La fluorescencia se midié6 en un espectrofluorémetro PTI, Timemaster C-70,
usando Aexc 550 nm - Aem 590 nm para rodamina, y Aexc 413 nm — Aem 510 nm para HPTS.
El didmetro promedio fue determinado por DLS en un analizador de tamafio de particula 90
Plus Particle (Brookhaven Instruments). El potencial Z se determiné por PALS, utilizando un
Zetasizer4 (Malvern, Reino Unido) a 25°C en buffer Tris/NacCl.

4.3 Citotoxicidad
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La viabilidad celular de las células Caco-2, luego de la incubacién con ARQ y L, se
midié a través de la actividad de la deshidrogenasa mitocondrial empleando una sal de
tetrazolium (MTT). Las células Caco-2 se sembraron con una densidad de 4x104
células/pocillo en una microplaca de 96 pocillos de fondo plano y se dejaron crecer durante
24 h. El medio de cultivo de la capa celular confluente se reemplazé por 100 pl de medio con
10; 100; 500 o 1000 ug/ml de lipidos. Luego de 24 h a 37°C, se retir6 el medio y se
reemplazé por medio RPMI fresco con 0,5 mg/ml de MTT. Luego de 3 h de incubacién se
removio la solucién de MTT, se disolvieron los cristales insolubles de formazan en DMSO y

se midi6 la absorbancia a 570 nm en un lector de microplacas.

4.4 Preparacion de co-cultivos Caco-2/Raji

Las células Caco-2 se mantuvieron en MEM-NEAA suplementado con 10 % SFB, 1 mM
de glutamina, 1% antibiético-antimicético y 1% de piruvato, en una estufa de incubacion
(Heraeus Hera Cell incubator) a 37°C bajo atmésfera al 5% CO2 y 95% de humedad. El
medio se cambié cada 2 o 3 dias y las células fueron subcultivadas cuando alcanzaban una
confluencia de 80-90 %, usando tripsina.

Las células Raji se mantuvieron en medio RPMI 1640 suplementado con 10 % SFB, 1
mM de glutamina, 1% antibidtico-antimic6tico en las mismas condiciones de incubacién que
las células Caco-2. Las células fueron subcultivadas dos veces por semana con una dilucion
1/10, luego de concentrar las células por centrifugacion.

Las células Caco-2/Raji se co-cultivaron siguiendo el protocolo descripto con
anterioridad (Gullberg et al., 2000). Brevemente, las células Caco-2 se sembraron con una
densidad de 3x105 células/inserto de poliéster de placas de 24 pocillos (3 pm poro,
ThinCertTM, Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany). El medio de cultivo se renov6 cada
2-3 dias tanto en el compartimiento apical como en el basolateral. Las células crecieron
durante 14-16 dias hasta alcanzar 100% de confluencia.

Luego, se sembraron las células Raji en el compartimiento basolateral con una
densidad de 3x105 células/pocillo. El co-cultivo se mantuvo durante 4-5 dias mas (Fig. 4.2 B).
El medio del compartimiento superior se cambi6 dia por medio. Como control se utilizaron
células Caco-2 cultivadas como se describié mas arriba sin la presencia de células Raji.

La integridad de la monocapa se evalu6 a través de la medida de la resistencia eléctrica
transepitelial (TEER, del inglés transepithelial electrical resistance) usando un sistema de
resistencia eléctrica Millicell (Millipore Corp., Bedford, MA) conectado a un par de electrodos.

A su vez, la integridad de la monocapa se evalué también por exclusion de rojo fenol el
dia previo al agregado de las células Raji (Maznah, 1999). En pocas palabras, se descarto el
medio de cultivo de ambos compartimientos; las células se lavaron 3 veces con buffer HBSS,
luego se agregaron 600 pl de buffer HBSS con rojo fenol (42 yM) al compartimiento superior

y 700 ul de buffer HBSS libre de rojo fenol al compartimiento inferior. Las placas se incubaron
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durante 2 h a 37°C para permitir la difusion del rojo fenol. Cumplido dicho tiempo, se tomaron
alicuotas del compartimiento superior e inferior, se ajust6 el pH a 11 con NaOH 1M y se midi6
la absorbancia a 588 nm. El porcentaje de difusién fue calculado tomando como control de
100% de difusion un inserto sin células.

Para demostrar la diferenciacién de células Caco-2 a células simil-M se evalué la
actividad enzimatica de fosfatasa alcalina, 1 o 2 controles por placa (Tabla 4.1). Resumiendo,
se descartd el medio de cultivo de ambos compartimientos y las células se lavaron 3 veces
con PBS. Las células se fijaron con 1 % de formaldehido y se incubaron con Triton X-100
0,2% p/v durante 15 segundos. Luego, las células se lavaron y se incubaron 15 minutos con
reactivo (5 mg de fosfato de naftol AS-MX, 250 ul de N,N dimetilformamida y 10 mg de Fast
Red en 10 ml de buffer Tris 0,1 M, pH 8,9). Las membranas de los insertos se cortaron y se
montaron con medio de montaje. Las muestras se observaron en un microscopio de
fluorescencia Nikon Alphaphot 2 YS2. El 4rea total de los insertos se dividié en cuatro zonas
y se tomé una microfotografia de cada una, usando un objetivo de 4x. La intensidad de

fluorescencia se cuantifico con el software ImagePro Plus.

4.5 Estudios de union y transporte de ARQ y L in vitro

El medio del compartimiento superior de las células Caco-2 y el co-cultivo Caco-2/Raiji
se reemplazé por 150 yl de medio fresco con ARQ-HPTS&RhPE o L- HPTS&RhPE (50 pg de
lipidos). Las células se incubaron por 1y 2 h a 37°C, y luego el medio de los compartimientos
apical y basal se quité y almacené para medir fluorescencia. Las células se lavaron 3 veces
con PBS y se fijaron con 1% de formaldehido. Las membranas de los insertos se cortaron y
se montaron con medio de montaje. Las muestras se estudiaron por microscopia confocal
laser de barrido (MCLB) a través de un microscopio de fluorescencia Olympus FV300
equipado con un laser de Ar (488 nm para la excitacion de HPTS) y un laser de He-Ne (544

nm para la excitacién de RhPE).

4.6 Estudio de digestion in vitro de homogenato de T. cruzi incorporado a ARQy L

El homogenato de Tc se incorpor6 tanto a ARQ como L (ARQ-Tc y L-Tc,
respectivamente). Resumiendo, se prepararon peliculas de lipidos que se hidrataron con 3
mg/ml de proteinas de T. cruzi en buffer PBS. Luego de sonicar y someter a ciclos de
congelacién/descongelacion las proteinas no incorporadas fueron descartadas por
centrifugacion. Los ARQ-Tc y L-Tc resultantes se lavaron con PBS (3 veces a 10.000 x g
durante 30 minutos a 4°C). El contenido de proteinas se midié por el método de Bradford
(Bradford, 1976).

El ensayo de digestion in vitro se aplicé sobre las muestras de ARQ-Tc y L-Tc, segun

los métodos descriptos con modificaciones (Jovani et al.,, 2001; Patel et al.,, 2000).
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Brevemente, 500 pl de las muestras (ARQ-Tc y L-Tc, 0,5 mg de proteinas) se incubaron con
2 ml de pepsina (1,5 mg/ml en buffer Tris pH 2) durante 30 minutos a 37°C. Luego, se
incremento el pH de las mezclas hasta 6,5 con el agregado de bicarbonato de sodio (1M) y
100 pl de extracto biliar y solucion de pancreatina (60 y 9 mg/ml, respectivamente) y se
incubaron durante 30 minutos a 37°C. Finalmente, se incrementd el pH hasta 7,4 con
bicarbonato de sodio (1M) y se centrifugaron las muestras (10.000 x g; 30 minutos, 4°C). Las
proteinas de los pellets obtenidos se recuperaron y analizaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida (15%) y las proteinas se revelaron con tinciéon de plata (Wessel y Flugge,
1984).

4.7 Evaluaciébn de la resistencia quimica de los arqueolipidos a fluidos

gastrointestinales simulados

Tanto el fluido gastrico simulado (FGS) como el fluido intestinal simulado (FIS) se
prepararon segun la USP (USP, 2011). El FGS consistioé en una solucion de 4cido clorhidrico
(pH 1,2) y pepsina (3,2 mg/ml). El FIS estuvo compuesto de pancreatina (10 mg/ml) a un pH
de 6,8. La resistencia de los arqueolipidos durante la incubacién con los diferentes fluidos
gastrointestinales a 37°C se evalué por ESI-MS. ARQ preparados en agua MiliQ segun el
método de hidratacién de la pelicula delgada, se mezclaron con los fluidos, precalentados a
37°C, en una dilucién 1/10 y se incubaron con agitacién en un equipo rotatorio a 100 rpm
(Alycar). A los tiempos preestablecidos (1h; 2h y 4h) las diferentes muestras se almacenaron
a 4°C. Una vez frias, las muestras se centrifugaron (40.000 x g ; 30min; 4°C), se separ6 el
pellet (P) y el sobrenadante (SN). EI P se resuspendi6 en un volumen pequefio de
cloroformo/metanol (1:1). Tanto P como SN se analizaron por ESI-MS. Los espectros se
obtuvieron con un Thermo Finnigan LCQ lon Max equipado con una fuente de ionizacién por
electrospray. Las muestras fueron continuamente introducidas en el espectrometro a una
velocidad de flujo de 10 pl/min. Las condiciones de interfase fueron: gas nebulizador (aire) 12
I/min, gas de cono (nitrégeno), voltaje de la aguja 1,2 I/min, -5.0 kV (iones negativos) y rango

de masa 50-2000 uma. Como referencia, se tomaron los arqueolipidos originales.

4.8 Radiomarcacioén de vesiculas

Las muestras de ARQ marcadas con radioisétopos (ARQ-99mTc-DTPA) se prepararon
con el protocolo que se describe a continuacion. Primero, el 99mTc-pertecnetato de sodio
(Na99mTcO4) se eluyd del generador a partir de Molibdeno-Tecnecio. (Tecnonuclear,
Buenos Aires, Argentina) con solucion fisioldgica, y se complejé con acido dietilentriamino
pentacético (DTPA) usando un kit para 99mTc-DTPA, con 5 mg de DTPA y 0,25 mg de
cloruro estafioso. Luego, se hidraté una delgada pelicula de arqueolipidos con 11-12 mCi de

99mTc-DTPA con agitacion mecanica y posterior sonicacion. EI 99mTc- DTPA no
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incorporado se separé por cromatografia de exclusibn molecular en una columna de
Sephadex G-25 PD-10 (GE Healthcare). La actividad de las fracciones se midié por contador
de centelleo sélido. (Packard). Los liposomas de HSPC/colesterol (1:1 mol/mol) se marcaron
de la misma manera (L-*"Tc-DTPA).

La pureza radioquimica y la eficiencia de marcado se determiné por cromatografia en

capa delgada (TLC) en placas de 2x20 cm, por medio de tres andlisis diferentes:

1) iTLC-SG usando NaCl 0,9% como solvente, con lo cual el L/ARQ-*"Tc-DTPA y el

9MT¢ reducido/hidrolizado permanecen en el punto de siembra, el **"Tc-DTPA
libre migra con el frente de corrida.

2) iTLC-SG usando piridina:acido acético:agua (3:5:1,5 v/v) como solvente, L/IARQ-
9MTc-DTPA y #™Tc-DTPA libre migra con el frente de corrida, mientras que el
99MT¢ reducido/hidrolizado permanece en el punto de siembra.

3) Whatman N°1 usando metiletilcetona (MEK) como solvente, LIARQ-"Tc-DTPA y
9MTe reducido/hidrolizado permanece en el punto de siembra, mientras que el
9MTc-DTPA libre tiene un Rf de 0,1.

4.9 Administracion oral y biodistribucion

Ratas Wistar con 24 horas de ayuno (180-250 g de peso corporal) recibieron 500 pl de
una Unica dosis de ARQ-""Tc-DTPA 6 L-*"Tc-DTPA o *™Tc-DTPA libre a través de una
canula por via oral. Los animales se mantuvieron en cajas metabdlicas separadas para la
coleccién de muestras urinarias. Transcurridas 4 h de la administraciéon, se tomaron muestras
de sangre de los animales, se sacrificaron y se separaron los 6rganos. Los mismos se
lavaron y se pesaron. La actividad radiactiva de los érganos se midié con un contador de

centelleo solido.
4.10 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron mediante el test t de Student para evaluar la

diferencia significativa entre los valores medios de los parametros estudiados.
Resultados
4.11 Caracterizacion estructural de ARQy de L

El tamafo de particula (diametro medio y Pdl) y potencial Z (Pot Z) de las vesiculas se
muestran en la Tabla 4.2. Alli puede observarse que no existe diferencia significativa de los
didmetros medio y Pl entre ARQ y L. Por el contrario, los ARQ son francamente negativos, lo

que les otorga una elevada estabilidad en suspension.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Tabla 4.2 Tamafio de particula y potencial Z.

Diametro medio

Muestra (n 1) Pdl Pot Z (mV)
ARQ 572 0,40 -49
L 53D 0,36 -11

Pl indice de polidispersion; n=3

4.12 Citotoxicidad en células Caco-2

Ni los ARQ ni los L redujeron significativamente la viabilidad de las células Caco-2 hasta

una concentracion de 1 mg/ml, transcurridas 24 h de incubacion (Fig. 4.4).
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Fig. 4.4 Viabilidad de células Caco-2
Incubacidon con ARQ o L durante 24 h, en funcidon de la concentracidn; n=3.

4.13 Estudios de union y transporte

Los valores de TEER fueron de aproximadamente 400 Q.cm2 y 300 Q.cm2 para los
mono y co-cultivos, respectivamente (los pocillos con valores de TEER menores a 165 Q.cm2
se excluyeron de los experimentos). El porcentaje de rojo fenol difundido del compartimiento
apical al basal fue de 5,8% luego de 2 h de incubacién (el valor aceptable es menor a 6% en
células Caco-2 confluentes) (Halleux y Schneider, 1991). Por otro lado la actividad de la
enzima FAL disminuyé un 66% en los co-cultivos Caco-2/Raji respecto a mono-cultivos de
células Caco-2 (Fig. 4.5). Esta caida es representativa para considerar un cambio de

fenotipo, de enterocitos maduros (Caco-2) a células simil M (Gullberg et al., 2000).
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Fig. 4.5 Distribucion de FAL y cuantificacion de la expresion de FAL

Distribucion apical de FAL en (A) mono-cultivos de Caco-2 y (B) co-cultivo Caco-2/Raji. La barra representa 500 um.
(C) Cuantificacion de la expresion de FAL, la intensidad de fluorescencia se determino con el software Image
Pro. *p<0,01.

Los mono-cultivos de Caco-2 y co-cultivos de Caco-2/Raji se incubaron con ARQ-
HPTS&RhPE y L- HPTS&RhPE a la misma concentracién de lipidos. Como ambas vesiculas
tuvieron el mismo diametro promedio y distribucién de tamafio de particula, podriamos
asumir que el nimero de vesiculas fue el mismo para ambos tipos de vesiculas.

No se observo fluorescencia en los mono-cultivos de Caco-2 luego de la incubacién con
ARQ-HPTS&RhPE y L-HPTS&RhPE. Mientras que se detectdé diferente grado de
fluorescencia en los co-cultivos de Caco-2/Raji. La intensidad de fluorescencia de la sonda
hidrofébica RhPE y la sonda hidrofilica HPTS en co-cultivos de Caco-2/Raji luego de la
primer hora de incubaciéon con ARQ-HPTS&RhPE fue 4 veces mayor que la correspondiente
fluorescencia luego de la incubacion con L-HPTS&RhPE (Fig. 4.6). Una vez transcurrida 1 h
mas de incubacion (2 h totales), la intensidad de fluorescencia de RhPE aumenté 2,5 veces
tanto con ARQ como con L, mientras que la intensidad de fluorescencia del HPTS
permanecio sin cambios. A su vez, a las 2 h de incubacién se hallé cerca de un 15% de
RhPE y un 13% de HPTS en el compartimiento basal de los co- cultivos Caco-2/Raji
incubados con ARQ-HPTS&RhP. Por el contrario, en el compartimiento basal de los co-

cultivos Caco-2/Raji incubados con L-HPTS&RhPE no se detecté fluorescencia.
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Fig. 4.6 Imagenes de MCLB de co-cultivos de Caco-2/Raji y cuantificacién de fluorescencia

Incubacion durante 1 h con ARQ-HPTS&RhPE (A 'y B) y L-HPTS&RhPE (C y D). Sefiales roja (Ay C) y verde (B y D)
de RhPE y HPTS, respectivamente. (E) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia roja y verde con el
software ImagePro. *p<0,01.

4.14 Digestién in vitro

Luego de 1 h de digestion, tanto la proteina total de homogenato de Tc sin encapsular
como la incorporada en los L-Tc fue digerida completamente. En cambio, en los ARQ- Tc se
observaron varias bandas correspondientes al control de homogenato de Tc sin digerir (datos
no mostrados).

Para evaluar la resistencia quimica de los arqueolipidos se los incubé con fluidos
gastroinstestinales simulados, segin USP. Luego de 1; 2 y 4 horas de incubacion no se
hallaron evidencias de degradacion de los arqueolipidos tanto en el pellet como en el

sobrenadante, separados por centrifugacion.
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Como puede observarse en la Fig. 4.7, la estructura quimica de los arqueolipidos se
mantuvo luego de 4 horas de incubacién, tanto en fluido géstrico (Fig. 4.7 (A), como fluido
intestinal (Fig. 4.7 (B). En el pellet del fluido gastrico se observaron los picos caracteristicos
correspondientes a los arqueolipidos aislados de H. tebenquichense estrato BN (ver Seccién
2.9.3): BPG m/z 1521; PG m/z 805; PGP-Me m/z 899; SDGD-5 m/z 1055 y SDGD-5-PA (m/z
1770 y su i6n bicargado m/z 885). Y no se detectaron picos con m/z compatibles con el
disacarido o el PA, productos posibles debido a la degradacion de los glicolipidos SDGD-5 y
SDGD-5-PA. Lo mismo sucede con el pellet del fluido intestinal, donde ademas se detecto el
aducto del PGP-Me (m/z 922). Aunque no se observa el pico de m/z 1770 atribuible a SDGD-
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5PA no se encuentran picos atribuibles a fragmentaciones del mismo.

4.15 Administracion oral y biodistribucion

La eficiencia de marcacion fue de 50% y 40% para ARQ y L respectivamente.

Luego de 4 h de administrado el 99mTc-DTPA libre, el mayor porcentaje de la dosis
(93%) se encontro en el TGI (estdbmago e intestino delgado y grueso) mientras que la menor
proporcion (2,9 £ 0,9 %) se encontré en orina y vejiga pero no se detectd actividad radiactiva
en las muestras de sangre (Fig 4.8 (A).

Para L-99mTc-DTPA se obtuvo una biodistribucion similar, cerca del 75% de la dosis
administrada se encontré en el TGI, 2+1,5 % en orina y vejiga, pero 62 % se encontrd en
sangre. Ademas, 21,8 % se hallé en pulmones y 2,2+1,3 % en musculos (Fig. 4.8 (B).

Al contrario, luego de la administracion de ARQ-99mTc-DTPA, sélo el 23% se encontrd
en TGlI, 21+2 % en orina y vejiga, y notablemente 22+3 % se encontré en sangre. También,

se encontr6 6,9£2,7 % y 1,6+0,1 % en muasculos y pulmones, respectivamente (Fig. 4.8 (B).
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Fig 4.8 Biodistribucion de 2™ Tc-DTPA libre ; ARQ-2"MTc-DTPA Y L-22MTc-DTPA

Luego de la administracion oral en ratas; n=4; *p<0,01.
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Discusioén

Los liposomas convencionales son adyuvantes débiles si se los usa como depdsitos
para una liberacién lenta de Ag o cuando los Ag son procesados via el MHC-IIl, una vez que
los liposomas son fagocitados por las APC. La pobre adyuvancia de los liposomas puede
incrementarse incorporando agentes inmunomoduladores, como el lipido A monofosforil-
glicolipido (MPL®). Este es el primer ligando para receptor Toll-like (TLR 4) y adyuvante
biolégico aprobado para uso humano, por ejemplo en la vacuna Fendrix® contra la hepatitis
B. Otro inmunomodulador es el muramil-dipéptido, la unidad minima de la pared celular de
las micobacterias del adyuvante completo de Freund (Altin y Parish, 2006; Jain et al., 2009).
No obstante, la inclusién de material exdgeno a la matriz lipidica es una de las principales
preocupaciones en el desarrollo de vacunas desde el punto de vista de la produccién de
liposomas a escala industrial y de los asuntos regulatorios (Felnerova et al., 2004).

Las arquebacterias son microorganismos no patégenos (Cavicchioli et al., 2003), que no
poseen polisacaridos (Eckburg et al.,, 2003) ni mureina (Kandler y Konig, 1998) y que
presumiblemente no tendrian ningldn patrén molecular asociado a patogenicidad para servir
como sefial peligrosa que despierte el sistema inmune innato (Pulendran et al., 2001). Los
ARQ sdlo sirven como depdsitos y/o median la presentacién de Ag exdgenos via el MHC-II.
Sin embargo, a diferencia de los liposomas con agentes inmunomoduladores incorporados,
los ARQ no poseen la capacidad de activar los TLR-2 (Krishnan et al.,, 2007). De todas
maneras, los ARQ constituyen potentes adyuvantes para la induccion de las respuestas Thil,
Th2 y células T CD8+ (Krishnan y Sprott, 2008) en mayor magnitud que otros sistemas
vesiculares, como los liposomas convencionales (Krishnan et al., 2000a; Sprott et al., 2004a;
Sprott et al., 2004b) y comparable o superior a la vacunacién con vectores vivos bacterianos
como L. monocytogenes, luego de la administracién parenteral en ratones (Conlan et al.,
2001; Krishnan et al., 2007). Ademas, investigaciones pioneras llevadas adelante por el
grupo de Sprott durante los 15 uUltimos afios, mostraron que los ARQ preparados con LPT
extraidos de la cepa metandgena Methanobrevibactersmithii (40 % (mol) caldarqueoles y
30% (mol) arquetidilserina) (Krishnan et al., 2000a) son potentes inductores de adyuvancia
debido a su particular interaccion con las APC, como las células dendriticas o macréfagos
(Krishnan et al., 2001). Estos ARQ se unirian a los receptores especificos de fosfatidilserina
presentes en la superficie celular de las APC (Gurnani et al., 2004), lo que resulta en la
presentacién cruzada MHC-I de Ag exdgenos solubles. La expresién de moléculas co-
estimulatorias en las APC se induce, probablemente mediada por receptores. Esto lleva al
incremento de la expresién de citoquinas y otros reguladores inmunolégicos (Krishnan y
Sprott, 2008; Sprott et al., 2008). Existen varios estudios pre-clinicos prometedores donde la
administracion parenteral de ARQ indicaria que este nuevo tipo de vesiculas se comportaria

como adyuvante ideal (Marciani, 2003).
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En este trabajo, se preparé un nuevo tipo de ARQ a partir de LPT extraidos de H.
tebenquichense haléfilas extremas no alcalifilicas aisladas de la Patagonia Argentina. Los
lipidos polares de las Archaea haldfilas extremas estdn comprendidos por arqueoles y
poseen varias caracteristicas particulares que varian levemente dentro del género
especifico (Corcelli y Lobasso, 2006; Kamekura y Kates, 1999). Entre el 50 y 80 mol% de
los LPT corresponde al metiléster del fosfatidilglicerofosfato (PGP-Me), un fosfolipido
diacidico que mantiene la estructura de bicapa de la membrana celular a altas
concentraciones de cloruro de sodio (Tenchov et al., 2006). Los fosfolipidos con colina,
etanolamina, inositol y serina, como cabeza polar estan ausentes. En particular, el género
Halorubrum es rico en fosfolipidos fosfatidiglicerol y posee manosil-glucosil- difitanilglicerol
(DGD), un lipido derivado de un diglicosilarqueol basico por sustitucion de azlcar o grupos
sulfato en diferentes posiciones del residuo de manosa, como el SDGD-5 (Tindall, 1990).
Ademas de los lipidos caracteristicos, estas cepas de H. tebenquichense contienen PG,
BPG y SDGD-5-PA. Recientemente, nuestro grupo de investigacion demostré que los ARQ
preparados con LPT, sin caldarqueoles y serina, extraidos de esta cepa haléfila no
alcalifilica conteniendo OVA, evocaron una fuerte y sostenida respuesta primaria de
anticuerpos, como asi también mejoré la inmunidad humoral especifica, luego del estimulo
con Ag desnudo. En la respuesta inmune de memoria a largo plazo (200 dias) se pudo
demostrar un aumento de los titulos de anticuerpo, tanto de tipo IgG1 como IgG2a. Esto
sugiere una respuesta mixta Th1/Th2 luego de la administracion subcutanea en ratones
(Gonzalez et al., 2009).

El TGI constituye un medio quimica y enzimaticamente hostil para proteinas y acidos
nucleicos y es responsable de mantener un balance entre la inmunidad y la tolerancia
(Luongo et al., 2009). Un adyuvante oral particulado ideal debe evocar una reaccion
inmune apropiada luego de la interaccion con APC después de su captura y transcitosis por
las células M, pero también debe proteger la estructura del Ag transportado (De Magistris,
2006). La mayor estabilidad de los ARQ por sobre los liposomas se puede resumir como

sigue:

a) Los ARQ tienen la misma permeabilidad a agua y amoniaco que los liposomas en
fase cristalina liquida, pero la presencia de enlaces éteres reduce tres veces su
permeabilidad a protones (Mathai et al., 2001).

b) Las uniones éteres son resistentes a la hidrélisis acida y basica.

c) La configuracion estereoquimica de tipo sn-2,3 en lugar de sn-1,2 de los
glicerofosfolipidos de los dominios Bacteria y Eukarya (Kates, 1993b) protegen
los ARQ de las fosfolipasas estereoespecificas (Krishnan et al., 2000a)

d) El grupo fitanilo (3,7,11,15-tetrametilhexadecil) es una cadena poliisoprenoide
saturada estable al aire que no requiere condiciones especiales de
almacenamiento.
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En esta primera aproximacion, se pudo observar que sélo cuando las proteinas de Tc
se incorporan en ARQ, el patron de bandas en SDS-PAGE era comparable al patron de
bandas de homogenato Tc sin digerir. En el mismo sentido, los arqueolipidos no sufrieron
cambios estructurales segin se pudo demostrar por el analisis de los espectros ESI-MS
luego de la incubacién con fluidos gastrointestinales simulados. Por consiguiente, los ARQ
se presentan como un promisorio sistema para el desarrollo de vacunas.

Existen dos estudios que demuestran la ausencia de toxicidad de los ARQ luego de la
administracién oral hasta 550 mg/kg/dia por diez dias consecutivos en ratones (Omri et al.,
2003; Patel et al., 2000). Sin embargo, la interaccion de ARQ con células M o la
biodistribucion luego de la administracion oral hasta el momento, se encontraban
inexploradas.

En este trabajo, se demostré que Unicamente luego de la incubacién en co-cultivos
Caco-2/Raji —pero no en monocultivos Caco 2— la fluorescencia RhPE y HPTS de ARQ
permanecia asociada a las células. Dicha intensidad de fluorescencia fue mas débil cuando
las incubaciones se hicieron con liposomas. Esto indicaria la unién preferencial de los ARQ
a las células simil-M.

Los ARQ se encuentran en estado fluido entre -40°C y 80°C (Strobl et al., 1985). Esto
quiere decir que las cadenas de fitanilo se encuentran en un estado desordenado en un
amplio rango de temperatura o un estado de elevada entropia, en la interfase agua-aire
(Yamauchi et al., 1997). Ciertamente, las bicapas de los ARQ poseen una menor energia
de superficie (32-37 mN/m) respecto a los liposomas compuestos por cadenas ordenadas
de lipidos (54-56 mN/m) La baja tension superficial podria surgir del Gnico modo de
empaguetamiento de las cadenas hidrocarbonadas altamente ramificadas segun lo
estimado de la gran &rea ocupada por los arqueoles con cadenas de fitanilo (92-125 A2) la
cual es aproximadamente dos veces la ocupada por los glicerofosfolipidos convencionales.
Ademas, los poliisoprenoides saturados como las cadenas de fitanilo son considerados
materiales altamente hidrofébicos (Kitano et al., 2003). Por otro lado, se sabe que las
células M tienen mayor afinidad por las particulas hidrofébicas (poliestireno,
polimetilmetacrilato, polihidroxibutirato, policaprolactona) que por las hidrofilicas (PLGA,
triacetato de etilcelulosa, acetato de celulosa hidrogeno ftalato) (Eldridge et al., 1989;
Jepson et al., 1993; Mathiowitz et al., 2000). No hay suficientes pruebas para afirmar si la
presencia de trazas de lipidos no polares en los extractos de LPT, o de los azlcares
sulfatados, podria influir en la afinidad/especificidad de la unién. Sin embargo, la inusual
hidrofobicidad de los ARQ podria explicar el elevado nivel de captura por parte de las
células M respecto a los liposomas. El hallazgo de fluorescencia RhPE y HPTS en el
compartimiento inferior de los Transwell®, sé6lo en los pocillos incubados con ARQ y no asi,
en los incubados con liposomas, podria deberse al pasaje transcelular de los ARQ. Este
compartimiento inferior del Transwell® seria el equivalente al bolsillo basolateral de las

células simil-M. De este modo, los ARQ tendrian mayores chances que los liposomas de
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acceder in vivo a las APC localizadas debajo del domo de las PP.

Finalmente, el radiofarmaco hidrosoluble **"Tc-DTPA fue incorporado a ARQ vy
liposomas. Dicho radiofarmaco es un marcador de vaciado gastrico que luego de la
administracion oral no es ni adsorbido ni absorbido a través de la mucosa (Chaudhuri,
1974; Wilding et al., 2001). Los hallazgos de 22+3% de **"Tc-DTPA (cerca de 3,5 veces
mas que los liposomas) en sangre 4 h después de la administracién oral en ratas,
sugeririan que los ARQ estuvieron involucrados en un notable transporte del impermeable
9MTc-DTPA desde el lumen hasta la circulacién sistémica. In vivo, el material particulado
capturado por las células M se encuentra en la extensa red linfatica debajo de las
microvellosidades epiteliales (Hussain et al., 2001). Si los ARQ fueron “transcitados” por las
células M, un drenaje potencial de *™Tc-DTPA durante o al final del trafico intracelular, a

®mTc_DTPA en la circulacion

nivel del bolsillo basolateral, podria explicar la presencia de
sanguinea. El drenaje no ocurriria en la pared luminal, de otra manera el 99mTc- DTPA no
se absorberia. Una evidencia del transporte del **"Tc-DTPA libre es la ausencia de
radioactividad en el higado, ya que si permanecia encapsulado en ARQ, las células de
Kupffer lo hubieran capturado.

Estos resultados obtenidos en roedores, donde las PP estan compuestas por al
menos un 10% de células M, no pueden ser estrictamente extrapolados a humanos, que
poseen menos del 5% de células M entre otras diferencias (Buda et al., 2005; des Rieux et
al., 2007). Sin embargo, tomando en conjunto estas primeras aproximaciones se puede
sugerir que las células simil-M tendrian mayor afinidad por los ARQ que por los liposomas.
Mas aun, los ARQ serian los responsables del transporte de una considerable cantidad de
material hidrosoluble a la circulacion sanguinea. Estudios mas profundos se requieren para
revelar el destino de la matriz lipidica de los ARQ y su potencial como adyuvante oral,
como la mayor captura del material particulado que podria vencer la tolerancia normal
evocada luego de la administracion oral de pequefias dosis repetidas de Ag solubles
(Corthesy, 2007; Chen et al., 1995; Chen et al., 1997).
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Capitulo 5

Inmunizacion por ruta oral con ARQUEOSOMAS

Tarda en llegar. Y al
final, al final... Hay
recompensa.

(Zona de promesas, Gustavo Ceratti)

En el Capitulo 5 se describen la preparacion y la caracterizacion de ARQ con antigenos
solubles de T. cruzi (ARQ-Tc) con el objeto de realizar ensayos de inmunizacién por ruta oral
en un modelo de animales de laboratorio. Ratones hembra C3H/HeN se inmunizaron via oral
con una dosis de 200 ug de proteina/raton y/o 2 mg de lipidos/ratéon en un volumen maximo
de 200 ul. El esquema de inmunizaciéon fue 0-14-21-63 dias. La respuesta humoral se
determin6é a través del dosaje de anticuerpos clase IgG anti-T cruzi por ensayo
inmunoenzimatico (ELISA, del inglés Enzyme-linked immunosorbent assay) en fase sélida en
muestras de suero. Para evaluar la respuesta inmune a nivel de mucosas se tomaron
muestras de saliva y materia fecal y se cuantifico el titulo de IgA por ELISA.

Las vesiculas obtenidas (ARQ-Tc y ARQ) tuvieron un tamafio menor a 200 nm y el Pdl
fue menor a 0,400. El potencial Z fue menor a -30 mV.

En los experimentos de digestion in vitro desarrollados en el Capitulo 4 se demostrd
que los ARQ protegerian la proteina incorporada. Ademas, a través del analisis por ESI- MS,
los arqueolipidos evidenciaron una resistencia estructural al ambiente hostil del tracto
gastrointestinal en experimentos in vitro, con lo cual los restos de manosa, a quienes se
asigna la capacidad adyuvante, no se perderian.

Sin embargo, los resultados del ensayo de inmunizacion mostraron solamente un raton,
perteneciente al grupo que recibi6 ARQ-Tc, con titulos elevados de IgG sérica (>6400) a
partir de la quinta semana (14 dpi). Este titulo se mantuvo luego de 14 dias de la cuarta
dosis. En ningln caso se detectaron titulos de IgA en muestras de saliva. En este contexto,

se discuten estrategias para encarar futuros abordajes experimentales.

Introduccion

A lo largo del recorrido histérico de las enfermedades de importancia epidemioldgica,
para reconocer una patologia como tal, generalmente se comienza por la descripcion de los
sintomas, que precede la identificacion del agente etioldgico, y por ultimo, se descubre el
ciclo biolégico que incluye la infecciébn en los humanos. En el caso de la enfermedad de
Chagas, no se verificd este orden ya que la descripcidén del agente etioldgico, la identificacion

del vector y el conjunto de sintomas propuestos fueron realizados por Carlos Chagas en
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1909. En virtud de los aportes realizados por Salvador Mazza dieron en llamarla Enfermedad
de Chagas-Mazza (Zabala, 2010).

La enfermedad de Chagas-Mazza o Tripanosomiasis americana es un gran problema
de salud publica que afecta a mas de 10 millones de personas, en especial en Latinoamérica,
donde es endémica. Segun el Ministerio de Salud de la Nacidn, en la Argentina, se calcula
que los afectados por esta enfermedad son aproximadamente un millébn y medio de
personas, es decir el 4% de la poblacién del pais. Frecuentemente, se asocia con la pobreza,
la escasez de informacion y la falta de acceso a servicios sanitarios basicos en zonas rurales,
pero se estd expandiendo a zonas suburbanas y urbanas mas ricas. Esta enfermedad se
presenta tanto en humanos como en mamiferos domésticos y silvestres (Ceballos et al.,
2006). El agente etioldgico es el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi, el cual es transmitido
principalmente en forma vectorial por contaminacién con la materia fecal de insectos
hematéfagos de la familia Triatominae, cominmente conocidos como vinchuca, barbeiro,
chinche negra o chipo. En el hospedador humano T. cruzi se multiplica dentro de las células,
particularmente del corazén y musculo liso (Fig. 5.1). Otras rutas descriptas de transmision
incluyen la transfusion de sangre y transplante de 6rganos, de creciente importancia en
paises desarrollados, la transmisién materno-fetal, la lactancia y ocasionalmente la ingesta
de alimentos o liquidos contaminados con el T. cruzi (brotes orales) (Quijano-Hernandez y
Dumonteil, 2011).

La enfermedad comienza con una etapa aguda que dura pocas semanas y se
caracteriza por una elevada parasitemia asociada con fiebre, dolor de cabeza, nauseas, que
raramente es letal. Luego sigue una fase cronica que permanece asintomatica por varios
afios. El diagnostico se basa en pruebas serolégicas ya que es poco frecuente la observacién
de parasitos circulantes. Entre el 20 y 40% de los pacientes desarrollan sintomas en la fase
cronica caracterizada por la miocardiopatia chagasica progresiva y debilitante o los
megasindromes (megaesofago y megacolon). Las arritmias de severidad creciente llevan a la
falla cardiaca congestiva y finalmente a la muerte del paciente (Rassi et al., 2010).

A pesar de las intervenciones en el control de vectores, que redujeron la incidencia y
prevalencia de la enfermedad, no seria posible la eliminacion de la transmision vectorial dada
la dificultad para el control de algunas especies de triatominos. En este contexto, una vacuna
seria clave para el control del Chagas. Recientemente, Lee y col resaltaron la buena relacion
costo/beneficio que podria tener una vacuna contra esta enfermedad, alin donde la
transmisiéon a humanos y prevalencia de la infeccion sean bajas y aunque presente una
eficacia protectiva moderada (Lee et al., 2010). Por otro lado, una vacuna terapéutica
administrada sola o0 en combinacién con la farmacoterapia habitual mejoraria el prondstico de
los pacientes chagasicos por el aumento de la eficacia del tratamiento, ya que disminuiria su
duracion y costo, o al menos retrasaria la progresion a los estados avanzados como la falla
cardiaca y en caso de mujeres embarazadas, podria prevenir potencialmente el Chagas

congénito (Dumonteil et al., 2012).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



- k Picadura del triatomino infectado
A Estadio Infectivo Hematofagia y defecacién
c Pasaje de tripomastigotes metaciclicos
desde las deyecciones de la vinchuca Los tripomastigotes penetran
Los parasitos atraviesan la piel lesionada o en las células del sitio de la

membranas mucosas, como la conjuntiva e picadura y dentro de las
@ células se transforman en

A Estadio Diagndstico

amastigotes.

' Estadios en humano
Q

o

D|ferencmﬁ"\‘

tripomastigotes metaciclicos
infectivos en el recto del vector ﬁ

%@@

Multiplicacion

Los amastigotes se multiplican
por fision binaria en las células
de los tejidos infectados.

Estadios en triatomino

Transformacion a epimastigotes .
en el intestino medio del vector

Picadura de triatomino
hematéfago (tripomastigotes
ingeridos) Amastigotes intracelulares se
transforman en tripomastigotes
que acceden al torrente sanguineo
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Fig. 5.1 Ciclo de vida del Tripanosoma
cruzi

Adaptado de CDC: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx

Como en todas las parasitosis, el T. cruzi rara vez desencadena la muerte del huésped
y en general establece con éste una relacion de equilibrio que resulta en la cronicidad. Esta
permanencia prolongada del parasito, cuya consecuencia es la exposicién progresiva del
huésped a sus diferentes estimulos antigénicos, conduce a una respuesta inmune que en
general limita la infeccién, aunque no la erradica. El hecho de que el parasito sobreviva en el
huésped y a sus expensas, a pesar de la respuesta inmune, sefiala la existencia de
mecanismos que le permiten evadir in vivo la accion de los anticuerpos y de las células
sensibilizadas (Gonzalez Cappa et al., 1996).

Para un disefio racional de una vacuna contra T. cruzi es necesaria la comprension de
las interacciones entre el parasito y el sistema inmune. En el estadio inicial de la invasion de
T. cruzi, la inmunidad innata actia como la primer barrera, las células del sistema inmune
innato (macréfagos, células NK, células dendriticas) producen citoquinas (IL-12, TNF-a e
IFN-y) y moléculas efectoras (intermediarios de nitrégeno reactivo, GTPasas inducibles por
IFN) que controlan la replicacion del parasito. De un modo particular, las células dendriticas,
hacen de puente entre la inmunidad innata y adquirida, produciendo citoquinas necesarias
para la diferenciacion y expansion clonal de los linfocitos Thl CD4+ como T citotéxicos CD8+
y células plasmaéticas B, (Junqueira et al., 2010), como se describi6 en la Seccién 1.1.

El IFN-y, producido por los linfocitos T CD4+ y CD8+, juega un rol fundamental durante

la infeccién de T. cruzi, incrementando la produccion de 6xido nitrico por los macrofagos, el
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cual inhibe el desarrollo de las formas intracelulares del parasito (Alvarez et al., 2011). Es asi
como los linfocitos Thl CD4+, que producen IL-2, junto con el IFN-y, produce un efecto
sinérgico sobre la expansion de linfocitos T citotéxicos CD8+, y serian centrales en la
proteccién sistémica contra la infeccion (Padilla et al., 2009; Parodi et al., 2009). Los linfocitos
CD8+ ejercen una accion directa mediante la produccion de perforina y su concomitante
actividad citotdxica que destruye las células que contienen amastigotes intracelulares (de
Alencar et al., 2009). El IFN-y también participaria a nivel hepético en la eliminacién de los
tripomastigotes (Sardinha et al., 2010). Los Ac producidos por las células plasmaticas B lisan
los tripomastigotes extracelulares o facilitan su fagocitosis mediante la opsonizacion
(Junqueira et al., 2010).

A pesar de esta respuesta inmunologica del huésped, los parasitos sobreviven. El T.
cruzi posee varios mecanismos de evasion del sistema inmune como la supresién de
linfocitos T, la activacion policlonal de linfocitos B no especificos contra el parasito y el
capping que redistribuye los complejos Ag-Ac en la superficie del parasito, formando un
casquete que impide la adecuada fijacion del complemento (Bermejo et al., 2011; Gonzalez
Cappa et al., 1996; Minoprio et al., 1988; Minoprio et al., 1986; Rodrigues et al., 2009).

Existe un creciente consenso respecto a que una respuesta immune protectora contra
T. cruzi requiere la activacion de un perfil immune de tipo Thl, con la estimulaciéon de
linfocitos T CD8+, mientras que los Ac jugarian un rol bastante secundario. Ademas, para
gue una vacuna sea eficientemente distribuida en areas remotas rurales con infraestructura
limitada de salud, contar con una formulacién muy estable seria una ventaja clave (Quijano-
Hernandez y Dumonteil, 2011).

Recientes revisiones han resumido exhaustivamente los esfuerzos por desarrollar
vacunas antichagasicas (Cazorla et al.,, 2009; Quijano-Hernandez y Dumonteil, 2011;
Rodrigues et al., 2009; Vazquez-Chagoyan et al., 2011). Una amplia variedad de vacunas
profilacticas y terapéuticas se evaluaron en modelos murinos, desde el uso de pardsitos
enteros a proteinas recombinantes purificadas, como también la utilizacion de vectores
virales, vacunas a DNA y estrategias de vacunacion con refuerzo heteroélogo.

El uso de parasitos vivos conlleva los problemas cominmente asociados a toda vacuna
a microorganismo vivo, por ejemplo la seguridad y los peligros asociados con su produccién
a gran escala y distribucién. Las proteinas recombinantes de T. cruzi investigadas fueron:
cruzipain y GP82 y varias proteinas de la superfamilia transialidasa como ASP-2 y TS. Varios
de estos Ag se han formulado con vacunas recombinantes de vectores virales como también
vacunas a DNA, estas Ultimas formulaciones serian mas efectivas que las proteinas
recombinantes para inducir respuesta inmune Thl con linfocitos T CD8+ citotoxicos
(Crampton y Vanniasinkam, 2007; Dumonteil, 2007).

Un factor limitante de las proteinas recombinantes es que en general, son
inmunogénicamente débiles y requieren la inclusion de adyuvantes para mejorar la respuesta

inmune resultante. El hidroxido o fosfatos de aluminio son los Unicos adyuvantes aprobados

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



para su uso por la FDA (del inglés, Food and Drug Administration). Sin embargo, aunque la
alimina tiene una larga trayectoria de seguridad, solo mejora la induccidon de respuesta
inmune humoral y no ayuda a la respuesta inmune mediada por células (Oyewumi et al.,
2010).

Para inducir inmunidad contra enfermedades infecciosas, la vacunacion a través de
mucosas representa uno de los grandes desafios en el campo de la salud humana. Durante
décadas, varias rutas mucosas que incluyen la nasal, la oral y la rectal, se han explorado
preclinicamente, pero la ruta oral genera mayor conformidad entre los pacientes, permite la
vacunacion masiva y evita los costos vinculados al uso de procesos de manufactura estéril y
al personal calificado para la administracién de la vacuna. La apropiada estimulacion de la
respuesta inmune celular y humoral es vital para una proteccién efectiva a nivel de
superficies mucosas contra la invasion de agentes infecciosos. Ademas, las vacunas orales
poseen la gran ventaja de generar respuesta inmune a nivel de mucosas, largamente
reconocida como primera barrera de defensa frente a infecciones (Borges et al., 2005). Sin
embargo, el mucus y el ambiente hostil del TGI, con zonas de pH extremo y la presencia de
enzimas, hacen que sea dificil obtener respuestas elevadas y reproducibles mediante la
vacunacion oral. La eficacia de las vacunas orales se ve disminuida por la degradacién del
Ag en el TGl y la pobre captacion por las placas de Peyer (PP), que estan principalmente
localizadas en el ileon (van der Lubben et al., 2001). Para salvar este inconveniente se ha
disefiado un considerable nimero de sistemas micro y nanoparticulados, destinados a
aumentar su captura por las PP. En los Ultimos afios, se han estudiado preclinicamente
varios sistemas como liposomas, niosomas, bilosomas, virosomas, ISCOMS, arqueosomas,
cocleatos, micro y nanoparticulas y dendrimeros, para aumentar el targeting de Ag por la ruta
gastrointestinal (Arora et al., 2010; Correia- Pinto et al., 2013; Romero y Morilla, 2011). Por
otro lado, estos sistemas de delivery pueden funcionar también como inmunoestimulantes
(Borges et al., 2005; Correia- Pinto et al., 2013).

Como se detall6 en el Capitulo 1, los sistemas de delivery de Ag nanoparticulados
pueden mejorar y/o facilitar la captura de Ag por las APC, como las células dendriticas o los
macrofagos; pueden servir como un depot de liberacién controlada de Ag; tienen la
capacidad de proteger la integridad de los Ag contra la degradacién hasta ser capturados por
las APC; y potencialmente, pueden propiciar la presentacion cruzada de Ag (mecanismo por
el cual un Ag exdgeno se procesa en el contexto del MHC-I) para generar linfocitos T
citotéxicos contra patégenos intracelulares (Correia-Pinto et al., 2013; Look et al., 2010;
Romero y Morilla, 2011).

De este modo, nuestro grupo demostrd que los ARQ conteniendo proteinas solubles de
T. cruzi utilizados para inmunizar ratones C3H/HeN por via subcutanea, indujeron una mayor
respuesta inmune Ag-especifica que los Ag libres o incorporados a liposomas
convencionales (Higa et al., 2013). En consecuencia, estos hallazgos evidenciarian la

adyuvancia de los ARQ preparados con LPT de H. tebenquichense y su potencial uso para
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una vacuna segura contra este relevante patégeno humano.

Como se discutiéo en los Capitulos 3 y 4, tanto in vitro como in vivo, los ARQ se
internalizan mas avidamente en células M (modelo in vitro), macréfagos y APC que los
liposomas (Krishnan et al., 2001; Sprott et al., 2003b). Y en el Capitulo 2 se describio la
estructura de los arqueolipidos aislados de H. tebenquichense, que confieren ventajas en
cuanto a la resistencia a ambientes hostiles como a las propiedades adyuvantes de los ARQ.

En base a estos antecedentes, en este capitulo nos propusimos incorporar proteinas de
T. cruzi a ARQ y evaluar la respuesta inmune generada, una vez administrados por la ruta

oral.

Materiales

Los epimastigotes de T. cruzi cepa Tulahuén fueron gentilmente provistos por la Dra.
Ménica Esteva (Instituto Nacional de Parasitologia Dr. Mario Fatala Chabén, Buenos Aires,
Argentina)

El extracto de levadura y el agar-agar fueron de Britania (Buenos Aires, Argentina). La
peptona de caseina se adquirié en Neolab (Buenos Aires, Argentina).

El dipéptido de adamantilamida (AdDP) se sintetizO6 en Bachem (Bubendorf,
Switzerland), bajo normas de buenas practicas de produccion (GMP), previamente descriptas
(Flegel et al., 1986).

Los anticuerpos de cabra anti IgG de ratén conjugados con HRP fueron de Chemicon
International, Millipore #AP124P (California, E.U.A.).

Los anticuerpos de cabra anti IgA de ratén conjugados con HRP fueron de Pierce
Biotechnology Rockford #sc-3791 (lllinois, E.U.A.)

El 2,2-Azino-bis (3-Etilbenztiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) listo para usar, fue
provisto por Sigma-Aldrich, (Buenos Aires, Argentina).

Todos los otros quimicos y reactivos utilizados fueron de grado analitico.
Métodos
5.1 Crecimiento de arquebacterias

Las arquebacterias de la especie Halorubrum tebenquichense fueron aisladas de
muestras de suelo de Salina Chica (Peninsula de Valdez, Chubut, Argentina) como fue
descripto en la Seccion 2.1 (Gonzalez et al., 2009).

5.2 Extraccién y caracterizacién de lipidos polares totales (LPT)

La extraccion de LPT se realiz6 a partir de inéculos de arquebacterias por el método de
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Bligh y Dyer modificado para haléfilas extremas segin se describié en la Seccién 2.2.1. Los
fosfolipidos (PL) de los LPT se cuantificaron por el método de Botcher (Boéttcher et al., 1961),
segun Seccién 2.2.2.

Cada lote de LPT se caracterizé por TLC-1D vy los lipidos fueron revelados con solucion
etandlica de acido sulfdrico, segun la Seccion 2.2.3. Sélo se utilizaron los lotes con contenido
de fosfolipidos mayor a 90% p/p y perfil caracteristico de TLC-1D, segun Seccién 2.9.2.

5.3 Obtencién de antigenos solubles de T. cruzi (Tc)

La masa total de parasitos de T. cruzi se resuspendié en buffer Tris 10 mM, NaCl 0.9%
p/v, pH 7,4 (Tris/NaCl), la suspension se dividio en dos y se centrifugd a 3000 g; 10 min; 4°C.
Cada pellet se lavo dos veces con Tris/NaCl o buffer fosfato salino, pH 7,4 (PBS), y se
resuspendieron en los respectivos buffers. Luego, se realizaron tres ciclos de
congelacién/descongelacién a cada una de las suspensiones. Para completar la disrupcién
celular las muestras se sometieron a tres ciclos de sonicacion. Por dltimo, se centrifugaron a
15.000 g; 30 min; 4°C y se separ6 el sobrenadante con los antigenos solubles del parasito
(Tc). Los antigenos en Tris/NaCl (Tc-Tris/NaCl) se utilizaron para preparar ARQ y los
antigenos en PBS (Tc-PBS) para sensibilizar las placas de ELISA para la determinacion de
anticuerpos (Seccién 5.7). La concentracion de proteinas de ambos sobrenadantes se
determiné por el método de Micro-BCATM (PierceTM, Rockford, E.U.A.) (Seccion 2.5.5).

5.4 Preparacion de ARQ con antigenos solubles de Tc (ARQ-Tc)

Los arqueosomas se prepararon por hidratacion de films de LPT con buffer filtrado por
membrana de 0,22 pym. Brevemente, se disolvieron 20 mg de LPT en cloroformo/metanol,
relacion 1:1 v/iv y se filiraron por membranas de PTFE 0,22 ym. Luego, se evaporé el
solvente en un rotaevaporador y con corriente de nitrégeno se eliminaron las trazas de
solvente residual. Las peliculas obtenidas se almacenaron en desecador hasta su uso. Al
momento de ser utilizadas, las peliculas se hidrataron con 2 ml de buffer (Tris/NaCl) filtrado
por membrana de 0,22 ym (ARQ), o con Tc-Tris/NaCl con una concentracion proteica de 1,2
mg/ml (ARQ-Tc). La hidratacién se llevd a cabo con agitacion enérgica durante 1 hora a
40°C. Luego, los ARQ y ARQ-Tc obtenidos se sometieron a cinco ciclos de congelacion y
descongelacién para aumentar la incorporacion de proteina. La suspension resultante se
sonic6 durante 1 hora en sonicador de bafio (80 W, 40 KHz) con el fin de disminuir el tamafio
medio y la lamelaridad de la poblaciéon vesicular. Los arqueosomas multilamelares
resultantes se extruyeron 20 veces de manera sucesiva a través de membranas de
policarbonato de tamafio de poro definido de 0,8 y 0,4 um (NucleoporeTM). Dicha extrusion
se realizd con un extrusor manual Miniextruder® (Avanti Polar Lipids, Alabaster, Alabama,
E.U.A).
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La distribucién de tamafio de particula y potencial Z de las vesiculas obtenidas fueron
determinados en un equipo Zetasizer NanoZS (Malvern®, Reino Unido) en Tris/NaCl. La
concentracion de fosfolipidos se determiné por el método de Bétcher (Béttcher et al.,
1961)(Seccion 2.2.2). Y la concentracion de proteinas se determind por el método de Micro-
BCATM (Pierce, Rockford, E.U.A) (Seccién 2.5.5).

5.5 Grado de incorporacion de proteinas a ARQ

El grado de incorporacion de las proteinas de ARQ se calculé como la relacion
proteina/lipido. Para estimar esta relacién, se separé por centrifugacion la proteina unida a
los ARQ de la libre.

Los ARQ-Tc se centrifugaron a 20.000 g; 10 min; 4°C y se realizaron 3 lavados con
Tris/NaCl. Luego se cuantificaron los lipidos y las proteinas, en el pellet resuspendido, por el
método de Botcher (Boéttcher et al., 1961)(Seccidon 2.2.2) y Micro-BCATM (PierceTM,
Rockford, E.U.A.) (Seccion 2.5.5), respectivamente. Como blanco se utilizaron los pellets de
los ARQ (vacios) centrifugados y lavados. Luego, se calculd la relacion proteina/lipido (p/p)

para estimar la proteina incorporada a los ARQ.

5.6 Esquema de inmunizacién

Los estudios de inmunizacién se realizaron en ratones C3H/HeN hembra de 6-8
semanas obtenidos del Bioterio de la Comisién Nacional de Energia Atomica (CNEA- Ezeiza,
Argentina). La investigacion se llevé adelante de acuerdo a las normas de cuidado animal del
CONICET y fue aprobada por el Comité Interno de Etica del Hospital de Nifios Ricardo
Gutiérrez.

Los animales se dividieron en cinco grupos de 5 ratones cada uno. El esquema de
inmunizacién fue 0-14-21-63 dias (Fig.5.2). Los dias indicados se inocularon los animales via
oral con sonda rigida (Fig.5.3), luego de un ayuno de 16-20 horas (0.n). La dosis inoculada
fue de aproximadamente 200 ug proteina/ratén y/o 2 mg lipidos/ratén en un volumen méaximo
de 200 pl (Tabla 5.1).

Dia 0 14 21 63
N A S N I A A A
lsSem | -1 | 1 | 2 [ 3 | 4| s |6 | 7 | 8 [ 9 |10 11]|12]
suero Suero suero suero
heces heces heces
saliva saliva Saliva

Fig. 5.2 Esquemade inmunizacion y extraccién de muestras

Las flechas indican los dias de administracion por ruta oral de las dosis de inmunizaciones primaria (dia 0) y
secundarias (dias 14; 21y 63).
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El Grupo | recibié Tc incorporado a arqueosomas (ARQ-Tc). El Grupo Il recibié el Tc en
Tris/NaCl (Tc-Tris/NaCl). El Grupo Il (control positivo) recibié Tc-Tris/NaCl con AdDP (dosis
AdDP: 1 mg/ratén), suplementado con 3% de CO3Na2. El AdDP (ver Seccién 1.7) se utilizé
como adyuvante por via oral (Becker et al., 2001). ElI Grupo IV (control negativo) recibié ARQ
vacios. Y el Grupo V, que recibié Tris/NaCl, se utilizaria como control de infeccién en las
pruebas de desafios con parasitos de T. cruzi (Tabla 5.1).

Como control preinmune se tomaron muestras de suero, heces y saliva, previo a la

primera inoculacién.

Para evaluar la respuesta humoral se tomaron muestras de suero una semana post
segunda inoculacion; dos semanas post tercera inoculacion y dos semanas post cuarta
inoculacion (Fig.5.2). Para ello se realizé la extraccion de sangre de la vena coccigea, luego
se incubd la sangre a 37°C durante 30 min, para favorecer la coagulacion. La sangre se
centrifugd a 350g; 10 min; t.a. para minimizar la hemdlisis, se separ6 el sobrenadante y luego
se volvié a centrifugar a 3.500 g; 10 min; t.a. El suero se separd y se almacend a -20°C hasta
Su uso.

Para evaluar la respuesta inmune a nivel de mucosas se tomaron muestras de saliva y
materia fecal dos semanas post tercera inoculacion. Y luego, muestras de materia fecal dos
semanas post cuarta inoculacion y muestras de saliva tres semanas post cuarta inoculacion
(Fig.5.2). Las muestras de materia fecal se tomaron al acecho. Las heces recolectadas se
disgregaron con una solucién de azida sédica (0,1% p/v en PBS). Por cada 0,1 g de heces se
agregéb 1 ml de la solucion y se agitaron con vortex por 10 minutos. Luego de la
centrifugacion (3000g; 5min; t.a.), se separ6 el sobrenadante y se almacené a -20°C, hasta
su uso. Las muestras de saliva se obtuvieron luego de la administracion de pilocarpina (1

mg/ml en PBS estéril, 100 ul) via intraperitoneal y se almacenaron a -20°C.

Fig. 5.3 Inoculacion por ruta oral con sonda rigida

5.7 ELISA

La respuesta humoral se determiné a través del dosaje de anticuerpos clase IgG anti-T.
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cruzi por ensayo inmunoenzimatico (ELISA, del inglés Enzyme-linked immunosorbent assay)
en fase solida. Brevemente, microplacas de 96 pocillos de fondo plano de alta union
(Costar® #3590, Corning Life Sciences, E.U.A) se sensibilizaron con Tc-PBS diluido en
buffer carbonato-bicarbonato 0,1 M pH 9,6 (concentracion final de proteina, 200 pg/ml) a 4°C
durante toda la noche. Las microplacas se lavaron cinco veces con PBS suplementado con
Tween 20 (0,05% v/v; PBST). A continuacion, las placas se bloquearon con PBST
suplementado con BSA (1 % p/v, PBST-BSA) durante 1 h a 37°C. Luego de lavar la placa 5
veces con PBST, se agregaron 100 pl de muestra (control positivo: suero de ratones
inmunizados; control negativo: suero de ratones previo a la primera inoculacién) en diluciones
seriadas al medio a partir de 1/200 con PBST-BSA. Después de una incubacién de 1 h a
37°C, las placas se lavaron cinco veces con PBST, las microplacas se incubaron con
anticuerpo anti-lgG de ratén producido en cabra conjugado con peroxidasa de rabano diluido
1:5.000 en PBST-BSA por 1 h a 37°C. Luego de la incubacién con los anticuerpos
secundarios, las placas se lavaron con PBST- BSA y se incubaron con 100 pl del sustrato
ABTS por 20 min a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, la densidad Optica se
midié6 a 405 nm usando un lector de microplacas (Multiskan Ex, Thermo 83 Labsystems,
Vantaa, Finlandia). Los titulos de anticuerpos se representaron como la mayor dilucion de
punto final con absorbancia superior al punto de corte. El punto de corte para definir un
positivo se calculd6 como la absorbancia media + 3 desvios estandares de los sueros
preinmunes de ratones.

Para determinar IgA en saliva se procedié de igual forma, pero las placas se incubaron
con anticuerpo anti- IgA de ratén producido en cabra conjugado con peroxidasa de rabano
diluido con PBST-BSA 1:5.000. Las muestras de saliva se diluyeron con PBST- BSA al medio
y en forma seriada (1/2-1/64).

5.8 Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron mediante el test t de Student para evaluar la

diferencia significativa entre los valores medios de los parametros estudiados.
Resultados
5.9 Caracterizacion de muestras

En la Tabla 5.1 se muestran los valores de las cuatro muestras inoculadas a cada
Grupo como la media * desvio estandar. Como puede observarse, las vesiculas obtenidas
(ARQ-Tc y ARQ) tuvieron un tamafio menor a 200 nm y el Pdl fue menor a 0,400. El

potencial Z promedio de las vesiculas cargadas con proteina fue mayor al de las vesiculas

vacias (menos negativo), pero esta diferencia no fue significativa.
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Tabla 5.1 Caracterizacién de muestras

inoculadas

Grupo | Il 1} \% Vv
Muestra ARQ-Tc Tc-Tris/NaCl Tc-AdDP ARQ Tris/NaCl
[Proteina] mg/ml 1,08+0,05 1,18+0,05 1,18+0,05 - -
[Lipidos] mg/ml 12,9+1,4 0 0 10,1+1,6 0
Dosis proteina (ug) 185+13 20049 2009 0 0
Dosis lipidos (mg) 2,20+0,23 0 0 2,03+0,48 0
Relacién Prot/Lip (mg/mg)  0,128%0,115 - - - -
Z Ave (nm) 183146 - - 169419 -
Pdl 0,380+0,050 - - 0,357+0,112 -
Potencial Z (mV) -35,4+4,5 - - -38,614,4 -

La relacion proteina/lipido para los ARQ-Tc mostr6 una elevada dispersion.

5.10 Inmunizacién

E-S
]

N L]
1 1

anti- T. cruzi (log)

-
L

Titulo IgG total sérica

c ) L] ) L) L L]

¢ 2 4 6 8 10 12
A A

Fig.5.4 Titulo de anticuerpos especificos anti-T. cruzi (IgG total sérica) del ratén que respondié a la
inmunizacién con ARQ-Tc.
Los triangulos negros indican las inmunizaciones primaria (dia 0) y secundarias (dias 14; 21 y 63) por ruta oral.

Tiempo (semanas)

De los 15 animales que se inocularon con Tc (grupos I; Il y Ill) sélo uno, perteneciente
al grupo | (ARQ-Tc), tuvo titulos elevados de IgG sérica (=26400) a partir de la quinta semana
(14 dpi). Como se muestra en la Fig.5.4, este titulo se mantuvo luego de 14 dias de la cuarta
dosis (semana 11).

Ningun ratén mostro titulos positivos de IgA en saliva.

El ADDP se utiliz6 como adyuvante por via mucosa. De este modo, se lo utilizé como
control positivo de la inmunizacién (Becker et al., 2001; Becker et al., 2007; Bertot et al.,
2007). Dado que no se obtuvo seroconversién con este adyuvante de mucosas, se evalué la
capacidad adyuvante del AdDP por via intraperitoneal tanto con BSA como con Tc. Como se
observa en la Fig.5.5, se obtuvieron titulos elevados en cada caso, compatibles con el efecto
adyuvante del AdDP.
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Fig.5.5 Inmunizacion intraperitoneal con AdDP

Discusion

La inmunizacién por ruta oral es uno de los objetivos mas buscados del campo de la

adyuvancia inmunoldgica. Sin embargo y a pesar del peligro de reversiéon asociado hasta el

momento, muy pocas aproximaciones experimentales han rendido el éxito obtenido mediante

el empleo del virus atenuado de la poliomielitis (vacuna Sabin). Mas aln, como ya se discutio

extensamente, los muy pocos poderosos adyuvantes experimentales aptos para la ruta oral,

tienden a desencadenar incOmodas reacciones secundarias (diarrea, fiebre, etc.), motivo de

su descarte en la vacunacién profilactica de pacientes humanos sanos. En nuestro caso,

hemos intentado demostrar que los ARQ, carentes de actividad tdéxica o de toda estructura

que pudiera funcionar como ligando de TLR, pueden emplearse como adyuvantes para la

ruta oral. Los resultados de esta primera aproximaciéon han sido poco alentadores. Sin

embargo, vale la pena resaltar los siguientes hechos:

1.

En nuestros experimentos detectamos una falta de respuesta del grupo control
positivo (Tc-AdDP), lo que nos hizo sospechar que la bien probada capacidad
adyuvante para la ruta oral del AdDP, estuviera disminuida. Sin embargo, cuando
empleamos el mismo batch de AADP para inmunizar intraperitonealmente ratones,
hallamos un sustancial aumento de titulos de IgG total sérica especifica tanto
contra Tc como contra BSA.

Los experimentos in vitro desarrollados en la Seccién 4.14 mostraron que los
ARQ protegerian el antigeno (Tc) frente al pasaje por el tracto gastrointestinal.
Tampoco los arqueolipidos fueron degradados cuando se incubaron en similares
condiciones. En consecuencia, la falta de respuesta inmunolégica no podria
adjudicarse a la pérdida de la estabilidad quimica de antigeno ni de adyuvante.

En cuanto a la dosis de antigeno administrada, que fue del orden de los 200 ug
proteina/raton, estaba en el rango de lo reportado en estudios previos, donde se
inmunizo por ruta oral con OVA (50 ug proteina/ratén) y AdDP (Becker et al., 2001)
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y fue menor que la dosis de OVA incorporada a ARQ, administrada oralmente a
ratones (1 mg proteina/raton (Li et al., 2011).

4. Nuestros resultados mostraron una respuesta inmune erratica, en coincidencia con
resultados preliminares no publicados de nuestro grupo. Luego de administrar, a un
namero pequefio de animales, ARQ-Tc conteniendo diferentes dosis (15 y 150 ug
proteina/ratdn), tanto ratones del grupo inmunizado con Tc-AdDP (2 de 2 ratones)
como con ARQ-Tc (2 de 3 ratones) presentaron titulos elevados de IgG total sérica
anti-T. cruzi, aunque no se sostuvieron en el tiempo (Fig. 5.6).

AdDP
B2 ARQ-Tc (150 ug)
= ARQ-Tc (15 ug)

Titulo IgG total sérica
anti- T.cruzi (log)

) |}
1er inm 2da inm 3ra inm Post-boost

Fig. 5.6 Titulos de Ac especificos anti- T. cruzi (1gG sérica)
Resultados preliminares no publicados.

Estos hechos no explican por si mismos los resultados obtenidos. Los ARQ, que in
vitro fueron ampliamente capturadas por células M en comparaciéon con liposomas de
fosfatidilcolina, y que in vivo generaron una intensa respuesta inmunoldgica sistémica, luego
de la administracién subcutanea a ratones (Higa et al., 2013), en efecto, generaron una
respuesta inmune luego de su administracién oral, aunque fue positiva Gnicamente en uno de
cinco ratones. Llamativamente ademas, ninguno de los ratones inmunizados oralmente con
AdDP manifesto reaccion alguna, aunque el AADP mantenia intacta su capacidad adyuvante
para la via oral. Una potencial explicacion a estas cuestiones podria darlas el disefio
experimental de este trabajo. Especificamente, se trata de la interferencia del material
ingerido con el potencial binding con las células M de los adyuvantes orales. En nuestro
caso, notamos que si bien los animales fueron sometidos a un ayuno previo, no existié
control posterior de la ingesta de alimento. M&s aun, existen pocos reportes donde se discuta
la relacién entre la absorcion de material particulado y la ingesta de alimento. En la
bibliografia s6lo se sefalan las condiciones de ayuno y nada se dice sobre el efecto de la
ingesta de alimento posterior a la inmunizacion por ruta oral. En este sentido, las diferencias

interindividuales en la composicion, el pH y el espesor de la capa de mucus, en la flora
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gastrointestinal y en el tiempo de residencia complican los experimentos in vivo (Frohlich y
Roblegg, 2012) ya que estas variables afectarian la absorcién del material particulado
administrado por la ruta oral (Sugihara et al., 2012). Nosotros especulamos que los
resultados erraticos se debieron a la ausencia de control del acceso al alimento post
inmunizacién. Esto no ocurrié en los experimentos de administracion oral de ARQ a ratas,
mostrados en el Capitulo 4, ya que los animales fueron deprivados de alimento varias horas
antes de la administracion y continuaron sin alimentarse las subsiguientes 4 horas, hasta
que fueron sacrificados. En tales condiciones, llegamos a observar la llegada a la sangre del
material particulado.

La influencia del alimento sobre las condiciones gastrointestinales se deberia
considerar al evaluar una formulacién oral (Sugihara et al., 2012). Las variaciones en la
absorcion del material particulado se puede deber a varios efectos diferentes. En primer
lugar, corresponderia tenerse en cuenta el efecto del alimento en el vaciado gastrico, ya que
las variaciones en la velocidad en que el alimento es presentado al intestino delgado influiran
sobre la absorcién de las particulas. En segundo lugar, el material particulado podria
interactuar con el alimento en el lumen intestinal, adhiriéndose o absorbiéndose con él
(Washington N., 2001). Las interacciones pueden clasificarse en cinco categorias: aquellas
que causan reduccion, retardo, aumento y absorcién acelerada y aquellas que no tienen
efecto (Welling, 1996). La presencia de comida en el estdmago altera la motilidad gastrica a
un patron tipico postprandial, durante el cual la secrecion gastrica y el tiempo de residencia
aumentan. La duracién de la fase postprandial varia con el volumen, estructura fisica y
composicion del quimo (Winstanley y Orme, 1989). La presencia de un quimo viscoso podria
actuar como una barrera fisica y asi reducir el acceso de las particulas al epitelio intestinal
para ser capturadas por las células M (Washington N., 2001).

En nuestro caso, consideramos que la respuesta de uno cada cinco animales
inmunizados con ARQ vy la falta de respuesta de los inmunizados con AdDP es la
consecuencia del acceso inmediato al alimento que tuvieron los ratones al finalizar la
inmunizacién, més alla de que los roedores pueden no ser modelos experimentales ideales.
Aungue los humanos y los roedores son omnivoros, la fisiologia (p.ej. la regién de absorcion
de los alimentos) y morfologia del TGl (p.ej. ausencia de vesicula en ratas) muestran
considerables diferencias (Kararli, 1995).

Por otro lado, la medida de IgA en secreciones de mucosa tiene algunas limitaciones,
como la laboriosa recolecciéon de muestra y la dificultosa estandarizacion de su medida que
pueden traer aparejada la falta de deteccién (Macpherson et al., 2008). Esto podria ser
otra explicacién de los titulos negativos en saliva de Ac IgA anti-T. cruzi presentados en este
trabajo. Una alternativa posible seria la medicién de los Ac especificos secretados en medio
de cultivo luego de la incubacion de linfocitos circulantes, a través de la técnica de ELISA
(Sedgmen et al., 2003).
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Finalmente, para evaluar la efectividad de una vacuna antichagasica se deben realizar
desafios in vivo con parasitos de T. cruzi. Dada la limitada eficacia protectiva reportada con
el uso de cocktails de proteinas, se debe poner especial atenciébn en la seleccion de

antigenos candidatos para futuros abordajes experimentales (Bhatia y Garg, 2008).
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Capitulo 6

CONCLUSIONES

La ciencia es un proceso que nos permite descorrer los multiples velos que cubren la verdad.
Cuando los cientificos levantan un velo, a menudo, terminan por encontrar uno nuevo. Sin
embargo, cuando uno de ellos es afortunado, al quitar un velo a veces puede entrever la
verdad. Pero es preciso ser consciente de que cada velo que se descorre es igualmente
importante, por lo que no es justo que sélo el afortunado sea reconocido

(Shinya Yamanaka)

En este trabajo de Tesis doctoral hemos abordado el desafio de emplear un producto
natural (lipidos polares totales (LPT) de membrana plasmatica de arquebacterias) para
preparar vesiculas liposomales (arqueosomas, ARQ). Nuestro grupo de trabajo, en
particular a lo largo de la Tesis doctoral de la Lic. Leticia H. Higa en el afio 2012, ya
habia resuelto aceptablemente el problema de cosechar una masa suficientemente
importante de LPT, como para llevar a cabo experimentos de incubacién in vitro y también
administrar ARQ a ratones por ruta parenteral. En este contexto, en el Capitulo 2 se aplicé
por primera vez el disefio factorial experimental para preparar ARQ mediante el método
de homogeneizacién de alta presion (HPH). En dicho capitulo se incluye la descripcion de
la preparacion de ARQ conteniendo ovoalbumina (ARQ- OVA) a escala de laboratorio. Los
mismos se emplearian mas tarde en la determinacién de la capacidad de ARQ-OVA para
penetrar la piel intacta (Carrer et al., 2014). En definitiva, la importancia de este capitulo
radica en haber aplicado exitosamente la técnica de HPH —una de las pocas que permite
obtener vesiculas lipidicas a gran escala— para la preparacion de ARQ. En la seccién
inicial de esta Tesis por lo tanto, mostramos que los ARQ podrian ser producidos
industrialmente, requisito imprescindible para preparar cualquier producto factible de
patentarse.

En el Capitulo 3 se muestran los resultados del estudio de los mecanismos de
captura y trafico intracelular de ARQ por parte de células Caco-2, empleando inhibidores
endociticos y marcadores de trafico intracelular. Estos resultados son parte de un
manuscrito en preparacion, donde mostramos que aparentemente, las células Caco-2
capturarian ARQ mediante endocitosis mediada por caveolina y macropinocitosis.
Hallamos ademas que las células J774A.1, empleadas como modelo de macréfago,
capturan ARQ no soélo mediante la clasica fagocitosis, sino también por endocitosis
mediada por clatrina y por caveolina. Curiosamente, observamos que la fagocitosis se
despleg6 para capturar ARQ que por su tamafio —alrededor de 100 nm de diametro—

deberian ser endocitados por vias pinociticas, que ademas resultaron ser varias. Estos
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resultados explicarian por qué los ARQ son ampliamente capturados por células J774A.1,
ya que revelan que ademas de fagocitosis, intervienen otros mecanismos de captura. Un
tipo particular de endocitosis mediada por clatrina, la dependiente del receptor de manosa,
expresado basalmente por la linea J774A.1 (Fiani et al., 1998), seria responsable de la
veloz captura de material manosilado, como son algunos de los LPT de ARQ (Gazi y
Martinez-Pomares, 2009). Observamos también que la intervencion de mudltiples rutas
endociticas dificulta enormemente el seguimiento del trafico intracelular de los ARQ en
J774A.1. Respecto de los enterocitos, que a diferencia de J774A.1, no capturan
extensamente ARQ. Asi, en células Caco-2 encontramos tanto intervencion de
macropinocitosis como de endocitosis mediada por caveolina. Este Ultimo mecanismo
estaria asociado a procesos de transcitosis, como ocurre por parte de células endoteliales
vasculares y cardiacas (Frank et al., 2009). Estos estudios sin embargo, no fueron llevados
a cabo sobre verdaderos modelos de barrera epitelial intestinal, como son los co-cultivos
de enterocitos y linfocitos que permiten la diferenciacion en células simil M. Por lo tanto, si
bien tenemos indicios de los mecanismos intervinientes en la captura de ARQ por
enterocitos, los desconocemos para células M. Estas Ultimas estarian involucradas en los
procesos de transcitosis de material particulado, que seria capturado en el lado luminal,
para exocitarse en el bolsillo basolateral, donde accederia fisicamente a las APC
residentes bajo el epitelio. Su captura por células dendriticas inmaduras, seria el
primer paso hacia el desencadenamiento de una reaccion inmune mucosa Yy
potencialmente sistémica. Nosotros Unicamente pudimos revelar que los enterocitos son
capaces de capturar ARQ por diferentes tipos de endocitosis. Pero, al igual que otros
investigadores (Asai y Morrison, 2013), también hallamos que la determinacion del tréfico
intracelular mediante inhibidores de endocitosis y marcadores de trafico resultd un trabajo
complejo y poco reproducible que desalenté el abordaje de un estudio similar sobre células
simil M.

A pesar de tal carencia, en el Capitulo 4 llevamos a cabo un estudio comparativo de
la captura de ARQ y liposomas de fosfatidilcolina de soja hidrogenada/colesterol, con un
modelo in vitro de barrera epitelial intestinal que expresa células simil-M (co-cultivos Caco-

2/Raji). Asimismo, se determiné la biodistribucion comparativa del radiofarmaco

99m
hidrosoluble impermeante Tc-DTPA libre o incorporado a ARQ y a liposomas de

fosfatidilcolina de soja hidrogenada/colesterol, luego de su administracién oral en ratas.
Cabe sefialar que en este estudio, el diametro de la poblacién vesicular empleada fue de
unos 500-600 nm, en tanto en el Capitulo 3 se emplearon ARQ Yy liposomas extruidos de
unos 100 nm de diametro. Esta diferencia de tamafio excluiria practicamente todas las
capturas endociticas exceptuando la fagocitosis y la endocitosis mediada por caveolina,
esta Ultima presumiblemente involucrada en procesos de transcitosis. In vitro, hallamos

gue las intensidades de fluorescencia de Rh-PE y de HPTS en ARQ cuadruplicé a las de
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liposomas convencionales. Esto sugeriria que las células simil M capturarian a los ARQ
con mayor avidez que a los liposomas convencionales. Mas aln, el hallazgo de una
fraccion de sonda fluorescente hidrosoluble en el compartimiento basal de la monocapa,
podria considerarse indicativo de transcitosis de ARQ a través de células simil M. A pesar
de haber llevado a cabo estos estudios de captura sobre un modelo de barrera que carecia
de capa de mucus —Ilo que no nos permitié6 evaluar el rol de la mucopenetrabilidad del

material particulado— los resultados in vitro fueron sustentados por los hallazgos in vivo,

99m
donde se determind la biodistribucion de Tc-DTPA tanto libre como incorporado a

ARQ o a liposomas. Efectivamente, hallamos que luego de administrado oralmente

99m
libre 0 en liposomas, el  Tc-DTPA permanecio principalmente en el TGIl. Cuando fue

administrado en ARQ en cambio, su permanencia en el TGI fue cerca de tres veces menor
(un 20 % vs 60-70% de la marca radiactiva total, indicativo de un potencial proceso de
absorcion), aparecié un 22 % en sangre (en tanto no lo hizo en forma libre o incorporado
a liposomas, nuevamente indicativo de una potencial absorcion) y también un 20 % en
orina (en tanto no lo hizo en forma libre o incorporado a liposomas, nuevamente indicativo
de una potencial absorcion). En su conjunto, estos resultados sugieren fuertemente que los
ARQ podrian ser capturados, tanto en el lado apical de las monocapas o luminal del TGI,
presumiblemente mediante células simil M, para ser transcitados al otro lado de la barrera
epitelial. Sumado esto a la capacidad de los ARQ para proteger la estructura de proteinas
incorporadas a su interior frente a la digestiéon gastrointestinal simulada y a la inocuidad de
la misma sobre la estructura quimica de los arqueolipidos, consideramos contar con las
razones suficientes como para esperar que los ARQ conteniendo antigenos proteicos en su
interior, pudieran inducir una respuesta inmune sistémica antigeno dependiente luego de
su administracion oral a ratones.

En el Capitulo 5 mostramos los resultados de una primera prueba de concepto, donde
testeamos la reaccion inmunol6gica generada luego de la administracion oral a ratones de
ARQ conteniendo proteinas solubles de tripomastigotes de Trypanosoma cruzi. Los
resultados fueron relativamente alentadores, ya que obtuvimos una reaccion sistémica
antigeno dependiente y sostenida en el tiempo en sélo uno de los cinco ratones
inmunizados con ARC-Tc. Como discutimos extensamente al final de dicho capitulo,
futuros ensayos deberan llevarse a cabo a partir de un disefio experimental diferente, que
contemple no s6lo ayuno previo sino también un minimo de cuatro horas sin acceso al
alimento después de la inmunizacion oral.

En suma, si bien quedan muchos aspectos por explorar —determinando el/los
mecanismo/s de captura de material particulado por parte de células M o simil M,
relevando el rol de los enterocitos en la captura de material particulado en el rango de 100
nm de didmetro, llevando a cabo ensayos previos de mucopenetracion y/o de

mucoadhesividad y luego correlacionandolos con la unién y captura por células del FAE,
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entre otros— claramente la informacion reunida en esta Tesis es suficiente como para
proponer a los ARQ como vesiculas capaces de generar reacciones inmunes sistémicas
luego de su administracion oral. Notablemente, los ARQ no poseen componentes que
puedan ser ligandos de TLR y por lo tanto no pueden clasificarse como
inmunomoduladores. Sin embargo, trabajos recientemente publicados por nuestro grupo
mostraron que asociados a material pobremente antigénico son capaces de generar una
intensa produccion de las citoquinas proinflamatorias TNFa e IL-6 por parte de células
J774A.1, alin en mayor extension que la producida por LPS, el conocido ligando de TLRA4.
Dentro de los desafios futuros se encuentra la comprension de los mecanismos

subyacentes a su actividad y hallar las condiciones experimentales adecuadas para

conseguir una inmunizacion eficiente.
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