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Resumen

El objetivo general de esta tesis doctoral fue disefiar racionalmente, preparar y caracterizar
estructuralmente nanovesiculas multiefectoras (NaMu), para luego testear su efecto
modulador del sistema inmune, como vacunas profilacticas y/o agentes inmunoterapéuticos.
Esto significa que puedan modificar las respuestas inmunitarias tras su aplicacion, ya sea
innatas (inespecificas) o adaptativas (antigeno especificas: humoral, celular y de memoria).
NaMu es el nombre particular con el que nosotros decidimos referirnos a un tipo de
vesiculas de tamafio nanométrico que contienen en su estructura dos ligandos de
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs). Estas NaMu son, especificamente,
nanoarqueosomas que contienen imiquimod (nanoARC-IMQ). Los nanoarqueosomas
(nanoARC) son vesiculas lipidicas (o liposomas) que se fabrican con lipidos extraidos de las
arquebacterias hiperhaldfilas Halorubrum tebenquichense. El imiquimod (IMQ) es una
molécula sintética con capacidad de modular la respuesta inmunitaria. Tanto los nanoARC
como el IMQ son ligandos de (es decir, se unen selectivamente a) receptores especificos
encontrados en células del sistema inmunitario (los PRRs). Los nanoARC son ligandos del
Receptor Scavenger A1 y el IMQ del receptor tipo Toll (TLR) 7. Hipotetizamos que, al
combinar los dos ligandos en una sola plataforma (nanoARC-IMQ) lograriamos generar una
respuesta inmune mas potente que con los ligandos por separado e incluso mayor que la

generada por otros compuestos comerciales.
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1 Prologo

Primero quiero aclarar que mientras escribo las ultimas (o primeras) paginas de este
texto aun sigo siendo un estudiante de doctorado (o doctorando, en la jerga de los
pasillos de la ciencia). Un doctor, en el estricto significado, no es un médico ni un
abogado. A diferencia de dichas profesiones (y sin desmerecimiento alguno) para
ser realmente un doctor (un ser conocido internacionalmente como PhD, Philosophy
Doctor) hace falta hacer un trabajo de investigacion de posgrado en un tema
especifico y novedoso que dure por lo menos tres afios, que lleve a la publicacién
de articulos en revistas cientificas con arbitraje y que culmine con la escritura de la
tesis de doctorado (un documento extenso que describe todo el trabajo realizado
durante esos afos). Muchos escriben su tesis con el objetivo de recibirse y al fin ser
doctores (como sacandose un peso de encima, como habiendo llegado al fin al
punto ese que parecia que nunca se iba a llegar, como siguiendo por impulso un
camino ineludible). Creo que la tesis es una historia y, por lo tanto, merece ser
contada de esa manera... con emociones de todo tipo. El doctorado es, a veces,
frustrante, desolador, triste, vertiginoso, austero, pero es, sin dudas, gratificante. Y
la cantidad de cosas que uno aprende son innumerables. Por eso en estas breves
lineas quiero agradecer a mis comparieros del labo (Centro de Investigacion y
Desarrollo en Nanomedicinas de la UNQ, para ser mas precisos), con quienes
comparti estos afios de trabajo y pasamos momentos excelentes (algunos no tanto,
pero la mayoria si). Le dedico estas lineas a Jair, Juli, Yami, Noe, Stefi y Aye; y
tampoco me olvido de Lety, Pri, Pau y Maria José, pero sobre todo a Eder (Romero),
mi directora. Me guio, me mentored, me acompafo, me presiond y me recontra retd
cuando tuvo que hacerlo; y mas que nada, me ensefid casi todo lo que aprendi.
Quiero demostrarle mi gratitud también a Patricia P., con quien hicimos unos
cuantos experimentos en el IMPAM de la Facultad de Medicina de la UBA. Con ella
aprendi todo sobre el Chagas. Y no me olvido de Moénica V., que siempre estuvo
dispuesta a recibirme y trabajar en conjunto en la Academia Nacional de Medicinas
y, sobre todo, me instruyé practicamente en todo lo que refiere al uso de la citometria

de flujo.
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Ahora, sin dejar de lado el criterio y la especificidad que caracterizan a la ciencia,
intentaré narrar de forma atractiva para el lector esto que considero una gran historia
y que se conoce como doctorado. Mi historia empez6 en 2014, cuando me recibi de
biotecndlogo en UADE y entré como pasante al laboratorio de nanomedicinas de la
UNQ. Me presenté a la beca de doctorado de CONICET y me “salié” (como solemos
decir) en diciembre de 2014, para arrancar en abril de 2015. Ese fue el verdadero
comienzo de mi doctorado, que pasaré a desarrollar en las proximas (250 aprox.)
paginas. La idea es que cualquier persona que quiera leerlo pueda entenderlo, ya
sea un bidlogo, un docente jubilado, un técnico quimico, un abogado o un periodista.

Para eso esté la ciencia, para darla a conocer.

Posdata del prologo: agradezco de corazon a mi madre y a mi padre y con mas
amor que nunca a mi novia (futura esposa si Dios quiere). Agradezco a Dios, por
estar en el aqui y ahora, porque no cualquiera tiene la posibilidad de estudiar,
trabajar y hacer lo que le realmente le gusta: no todo es meritocracia, como algunos
nos quieren hacer creer. Espero darle a todo el conocimiento adquirido en estos
afos un uso que contribuya al bien comun y al desarrollo sostenible en mi querido

pais. Apuesto por la Argentina, aunque me digan que me vaya a Europa.



2 Lista de abreviaturas

Células, receptores y citoquinas

AR: receptor de adenosina

CD: célula dendritica

CLR: receptores tipo lecitina C

CPA: célula presentadora de antigeno

DAMP: patrones moleculares asociados al dafio

IFN: interferdn, puede ser a (alfa), B (beta) o y (gamma)

Ig: inmunoglobulina o anticuerpo, puede ser tipo A, D, E, Go M

IL: interleucina o interleuquina, hay distintos tipos: IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12,
IL-13, IL-17

IRF3: factor regulador del interferon 3

LB: linfocitos B o células B

LT: linfocito T

LTc: linfocito T citotdéxico o CD8+

LTh: linfocito T helper o CD4+, pueden ser Thl, Th2 o Th17
MHC: complejo mayor de histocompatibilidad, puede ser | o Il

NF-kB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras k (kappa) de las células B

activadas

NK: células Natural Killer

NLR: receptores tipo NOD

PAMP: patrén molecular asociado a patdgenos
pCD: célula dendritica plasmacitoide

PRR: receptor de reconocimiento de patron
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RS: receptor scavenger

TCR: receptor de célula T

TGF-B: factor de crecimiento transformante B (beta)
TLR: receptores tipo Toll

TNF-a: factor de necrosis tumoral a (alfa)

Lipidos

APT: arqueolipidos polares totales

BPG: sn-2,3-di-O-fitanil-1-fosfoglicerol-3-fosfo-sn-di-O-fitanilglicerol
Chol: colesterol

DPPC: dipalmitoilfosfatidilcolina

DPPG: dipalmitoilfosfatidilglicerol

DSPC: diestearoilfosfatidilcolina

EDC: 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida

HSCP / SPC: fosfatidilcolina de soja hidrogenada / fosfatidilcolina de soja no

hidrogenada

PC: fosfatidilcolina

PG: 2,3-di-O-fitanil-sn-fosfatidilglicerol

PGP-Me: 2,3-di-O-fitanil-sn-glicerol-1-fosfo-(3'-sn-glicerol-1'-metilfosfato)

PL.: fosfolipidos

SDGD-5: 1-O-[a-D-manosa-(2’-SO3H)-1'—2’)-a-D-glucosal-2,3-di-O-fitanil-sn-
glicerol

SDGD-5-PA: 1-O-[a-D-manosa-(2’-SO3H)-1'—2’)-a-D-glucosa]-2,3-di-O-fitanil-

acido fosfatidico-sn-glicerol



Liposomas y nanoparticulas

ARQ: arqueosomas

ISCOM™: complejos de inmuno-estimulacién

LIPO: liposomas convencionales

LIPO-IMQ: liposomas con imiquimod encapsulado

nanoARC: nanoarqueosomas

nanoARC-IMQ: nanoarqgueosomas con imiguimod encapsulado
NP: nanoparticula

PLGA: acido poli(lactico-co-glicélico)

TLR-NP: agonista de TLR nanoparticulado, es decir, que ha sido encapsulado en
una NP.

VLP: particulas recombinantes similares a virus (virus-like particles)

Moléculas pequefias

AMPc: adenosin monofosfato ciclico

ARN / ADN: acido ribonucleico / desoxirribonucleico

BZ: n-bencil-2-nitro-1-imidazolacetamida o benznidazol

CpG-ADN: ADN con secuencias repetitivas de citosina-fosfato-guanina no metilado

CpG-ODNs: oligodeoxinucledtidos sintéticos con secuencias de citosina-fosfato-

guanina no metilados

IMQ: imigquimod

LTA: &cido lipoteicoico bacteriano

MPLA: lipido A monofosforilado derivado del LPS
OVA: ovoalbumina

PEG: polietilenglicol
-9-



Poli I:C: acido poliinosinico:policitidilico

Reactivos y materiales

ABTS: acido 2'2-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-sulfénico)
BSA: albumina sérica bovina

CFSE: éster de succinimidil-carboxifluoresceina

CK: creatina quinasa

ConA: concanavalina A

DMSO: dimetilsulféxido

FITC: isotiocianato de fluoresceina

ISA 763: Montanide™ ISA 763 AVG

ISA: 4cido isoestearico

LDH: lactato deshidrogenasa

LH: &cido lactico

LPS: lipopolisacarido bacteriano

MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
PBS: buffer fosfato salino

PBST: buffer fosfato salino con 0,05% de Tween 80
PBST-BSA: buffer fosfato salino con 0,05% de Tween 80y 0,1% de BSA
PE: ficoeritrina

PerCP: complejo de clorofila-proteina peridinina

PMA: forbol-12-miristato-13-acetato

RPMI: medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute 1640

SFB: suero fetal bovino
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TLA: antigeno total de Leishmania amazonensis

Tris-HCI: buffer Tris-HCI 10 mM con 0,9% p/p de NaCly pH 7,4.

Técnicas y analisis estadisticos:

ANOVA: andlisis de la varianza

DE: desvio estandar

DLS: dispersion dindmica de la luz

DO: densidad Optica

EE: error estandar

ELISA: ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima
FA: anisotropia de fluorescencia

GP: polarizacion generalizada

TEM: microscopia electronica de transmision. Su variante, crio-TEM es por

criofractura

Inmunizaciones y vias de administracion
i.d.: via intradérmica

i.m.: via intramuscular

I.p.: via intraperitoneal

l.v.: via intravenosa

p.i.: post-infeccion

s.c.: via subcutanea
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Varios

CICUAL: Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio

DDS: Sistema de delivery (distribucion) de farmacos (Drug Delivery System, en
inglés)

EMC: endocitosis mediada por clatrina

EPR: efecto de permeabilidad y retenciébn aumentada

FCA: adyuvante completo de Freund

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos

https://www.fda.gov/about-fda/fda-en-espanol

FIA: adyuvante incompleto de Freund
HBsAg: antigeno de superficie de la hepatitis B

ROS: especies reactivas de oxigeno
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3 Resumen

Pienso en esta seccién no solo como un resumen, sino como la contraportada de
un libro. Uno de los elementos mas importantes. Un texto que se escribe para
persuadir a los lectores a que efectivamente compren ese libro. De la misma
manera, en este resumen de la tesis les comento los puntos mas relevantes del
trabajo de todos estos afos, de modo tal de persuadirlos a continuar con la lectura.

Lo bueno, a diferencia de un libro, es que no tienen que comprarla.

Primero que nada, el objetivo general de esta tesis doctoral fue disefiar
racionalmente, preparar Yy caracterizar estructuralmente nanovesiculas
multiefectoras (NaMu), para luego testear su efecto modulador del sistema inmune,
como vacunas profilacticas y/o agentes inmunoterapéuticos. Esto significa que
puedan modificar las respuestas inmunitarias tras su aplicacion, ya sea innatas
(inespecificas) o adaptativas (antigeno especificas: humoral, celular y de memoria).
NaMu es el nombre particular con el que nosotros decidimos referirnos a un tipo de
vesiculas de tamafio nanométrico que contienen en su estructura dos
ligandos de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs). Estas NaMu
son, especificamente, nanoarqueosomas que contienen imiquimod (nanoARC-
IMQ). Los nanoarqueosomas (nanoARC) son vesiculas lipidicas (o liposomas) que
se fabrican con lipidos extraidos de las arquebacterias hiperhalofilas Halorubrum
tebenquichense. El imiquimod (IMQ) es una molécula sintética con capacidad de
modular la respuesta inmunitaria. Tanto los nanoARC como el IMQ son ligandos de
(es decir, se unen selectivamente a) receptores especificos encontrados en células
del sistema inmunitario (los PRRs). Los nanoARC son ligandos del Receptor
Scavenger Al y el IMQ del receptor tipo Toll (TLR) 7. Hipotetizamos que, al
combinar los dos ligandos en una sola plataforma (hanoARC-IMQ) lograriamos
generar una respuesta inmune mas potente que con los ligandos por separado e

incluso mayor que la generada por otros compuestos comerciales.

Para comentarlo de manera méas ordena, divido a este resumen en tres partes.
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En primer lugar, lo que refiere al disefio racional y preparacion de las NaMu.
Teniendo esto en cuenta lo anterior, el primer objetivo de este trabajo fue disefiar

racionalmente el modo mas eficiente de preparar los nhanoARC-IMQ, es decir, de

incorporar al IMQ dentro de estas nanovesiculas lipidicas. Esto no es menor, ya que
el IMQ es una molécula con la que resulta complejo trabajar. Es practicamente
insoluble en agua o cualquier otro sistema acuoso de pH neutro; también es poco
soluble en muchos compuestos organicos normalmente utilizados para disolver
otras moléculas insolubles en agua (como cloroformo, metanol, dimetilformamida,
dimetilsufoxido); es, por el contrario, soluble en acidos organicos de cadena larga,
como el acido isoestearico, el lactico, el oleico y el linoleico. Finalmente, logramos
incorporar una buena proporcion de IMQ dentro de los nanoARC de manera
relativamente sencilla, aprovechando las cualidades distintivas de los lipidos de las
arquebacterias. Esto lo cuento con sumo detalle en la seccion 5.

En segundo lugar, me refiero a las pruebas de funcionalidad. Una vez obtenidos los
nanoARC-IMQ de manera reproducible, testeamos su capacidad de modular la
respuesta inmune. Primero, de manera in vitro y como adyuvantes de vacunacion
profilactica y posteriormente como vacuna terapéutica. En la seccion 5 describo los
resultados de las pruebas en los que usamos nanoARC-IMQ como adyuvantes de
vacunacion profilactica, en combinacion con antigenos de Leishmania
amazonensis, en ratones de laboratorio. Vimos que nuestra formulacién fue capaz
de generar una respuesta inmune humoral mayor (y celular similar) a la obtenida
con el potente adyuvante comercial MONTANIDE™ ISA 763 A VG (una emulsion
agua-en-aceite no mineral), y mucho mas pronunciada que el IMQ solo, que los
nanoARC sin IMQ, e incluso que liposomas preparados con lipidos convencionales
extraidos de organismos eucariotas y que contenian IMQ (LIPO-IMQ). Luego
realizamos experimentos en ratones de laboratorio para probar la eficacia de los
nanoARC-IMQ como terapia ante una infeccion aguda con Tripanosoma cruzi
(parasito causante de la enfermedad de Chagas). Observamos que los nanoARC-
IMQ tuvieron un efecto realmente positivo en los ratones infectados, disminuyendo
su mortalidad, la carga de parasitos en sangre, y mejorando su aspecto corporal, en

comparacion con aquellos tratados con IMQ solo o nanoARC vacios. Y lo mas
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remarcable fue que el tratamiento con nanoARC-IMQ disminuyd significativamente
el dafilo muscular en los ratones, lo que no fue logrado con el clasico medicamento
benznidazol (una de las dos drogas que se encuentran actualmente en uso para
contrarrestar la enfermedad de Chagas). Veran los experimentos y los resultados

concretos dispuestos en la seccién 6.

En la tercera parte de este resumen dedico unas breves lineas a comentar sobre el
trabajo de investigacion que realizamos, junto con mi directora, en el dltimo tiempo
de esta tesis. No es un trabajo experimental de mesada sino de investigacion
bibliogréafica. Pretendimos, con esto, estudiar las posibles aplicaciones de distintas
formulaciones nanotecnoldgicas que incorporan ligandos de TLRs (como los
nanoARC-IMQ) en el campo veterinario. Asi, en la seccion 7 analizamos los
trabajos de los ultimos 5 afios en los que se han aplicado nano-inmunomoduladores
veterinarios, para evaluar la perspectiva y la posibilidad de utilizar nuestras
nanovesiculas en esta area particular. Encontramos una buena cantidad de
articulos publicados en los que describen el disefio, caracterizaciéon y uso de
diferentes tipos de formulaciones nanoparticuladas que incorporan ligandos de
TLRs. En particular nanoparticulas poliméricas  que incorporan
oligodeoxinucledtidos sintéticos con secuencias CpG (CpG-ODNSs), ligandos del
TLR9, han sido ampliamente probadas como vacunas profilacticas en aves de
corral. Algunos de esos tipos de nanoparticulas también se han utilizado para tratar
enfermedades no infecciosas. Sin embargo, el camino recorrido en veterania es
mas corto que en medicina humana y tan solo hemos encontrado dos productos
comerciales que utilizan nanoparticulas con un ligando de TLR, a pesar de que si
es notable que existen todavia grandes dificultades para llevar los descubrimientos
nanotecnologicos del laboratorio al mercado.
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4 Introduccion

En este capitulo llevo adelante una resefia de los temas indicados que permitiran al
lector seguir de cerca (y sin perderse) este camino. De una manera sencilla (pero
sin dejar de lado la profundidad necesaria) explico todo lo que se tiene que tener en
cuenta para comprender el desarrollo de este trabajo. Esta introduccion va de lo
general a lo particular, comenzando con definiciones sobre nanotecnologia y sus
aplicaciones en medicina, siguiendo con los conceptos biolégicos de la respuesta

inmunitaria y terminando con lo particular de mi trabajo doctoral.
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4.1 Nanomedicina

4.1.1 Definiciones preliminares

El término nanotecnologia (nano en griego significa enano) refiere a la construccion
y utilizacion de estructuras funcionales que tengan por lo menos una dimensién en
el rango de los nanémetros (lo que equivale a la milmillonésima parte de un metro,
o alternativamente 10° metros). Para darse una idea, el ancho de un cabello mide
aproximadamente 50000 nandmetros (nm), una bacteria puede llegar a tener un
tamafio de 1000 nm, una proteina entre 1 y 20 nm y un atomo individual 0,25 nm
(K. K. Jain, 2017). Los materiales, en escala nanométrica, exhiben propiedades
fisicoguimicas Unicas, que los hacen ideales para aplicarlos y producir de grandes
avances en materia de energia, electrénica, comida y agricultura (Etheridge et al.,
2013). Por estas propiedades y, ademas, porque los nanomateriales son similares
en escala a las moléculas y a los sistemas bioldgicos, la nanotecnologia es
potencialmente (til también para aplicaciones médicas (Kim etal.,, 2010).
Nanomedicina se define, por consiguiente, como la aplicacion de la nanotecnologia
en el campo de la medicina e implica, en un amplio alcance, el uso de nanoparticulas
(NPs) o nanodispositivos para diagndéstico y terapéutica para el cuidado de la salud
(K. K. Jain, 2017).

Un nanomaterial, segun la definicion adoptada por la Unién Europea, es: "un
material natural, secundario o fabricado que contenga particulas, sueltas o
formando un agregado o aglomerado y en el que el 50 % o mas de las particulas en
la granulometria numérica presente una o mas dimensiones externas en el intervalo
de tamafios comprendido entre 1 nm y 100 nm”. Y, ademas, debe considerarse un
nanomaterial aquel que tenga “una superficie especifica por unidad de volumen
superior a 60 m?/cm3” (European Comission, 2011). De la misma manera, segun la
Iniciativa Nacional de Nanotecnologia de los Estados Unidos “la nanotecnologia es
la comprensién y el control de la materia a nanoescala, en dimensiones entre
aproximadamente 1 y 100 nandmetros” (U.S. National Nanotechnology Initiative,

s. f.). Sin embargo, las definiciones de nanotecnologia y nanomedicina contindan
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siendo un area de controversia y debate. Si bien, en un principio éstas se restringian
hasta los 100 nm, se han observado comportamientos fisicoquimicos distintivos en
nanomateriales con dimensiones mayores a los 100 nm y algunos autores proponen
extender el rango de tamafio considerado para el area de nanomedicina (K. K. Jain,
2017). Por ejemplo, tomar 300 nm como el mejor tamafo para abarcar el
comportamiento fisioldgico unico de los nanomateriales (Etheridge et al., 2013) o
incluso extender el limite hasta 1000 nm ‘porque hasta éste limite no solo se
obtienen resultados novedosos, sino que se requieren técnicas quimicas y de

fabricacion novedosas y cientificamente exigentes” (V. Wagner et al., 2006).

El gran conocimiento adquirido en las ultimas décadas sobre las propiedades
fisicoguimicas, asi como de la performance de los nanomateriales en sistemas
biolégicos, ha generado un mayor interés por sus aplicaciones médicas (Howard,
2016). La mayor parte de los nanomateriales que se investigan en esta area son
NPs y las principales familias de NPs son nanoesferas -con una estructura
homogénea en toda la particula- y nanocapsulas -con una estructura de esfera
hueca- (K. K. Jain, 2017). Ambos tipos de NPs pueden estar fabricadas de
diferentes materiales. Las NPs organicas o “soft’” estan construidas con materia
blanda: liposomas, micelas, emulsiones, dendrimeros y nanoestructuras
poliméricas o proteicas. Las NPs inorganicas o “hard” son NPs metalicas, ceramicas
0 quantum dots (QDs) (Etheridge et al., 2013). En la Figura 1 se muestran distintos
ejemplos. Los QDs son NPs semiconductoras que tienen sus tres dimensiones
confinadas entre 1 y 10 nm (C. J. Murphy & Coffer, 2002); los dendrimeros son
polimeros esféricos altamente ramificados con arquitectura core-shell
(nucleo/cubierta), con tamafios que pueden promediar los 5 — 20 nm (Gupta &
Perumal, 2014); NPs de plata color amarillo de tamafio cercano a los 10 nm se
pueden obtener facilmente a partir de una reaccién controlada con nitrato de plata
y borohidruro de sodio (Solomon et al., 2007); las micelas poliméricas son moléculas

con estructuras de core-shell formadas por copolimeros de bloques anfifilicos?!, que

! Los copolimeros en bloques son sustancias formadas por macromoléculas constituidas por bloques
dispuestos en una secuencia lineal. Los anfifilicos consisten en macromoléculas formadas por
bloques lipéfilos unidos a bloques hidrofilos (Pasquali et al., 2005).
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pueden tener tamafios de alrededor de entre 50 y 200 nm (Croy & Kwon, 2006); los
liposomas estan compuestos por fosfolipidos, que se autoensamblan para formar
esferas de bicapas lipidicas que rodean un nucleo acuoso. De acuerdo al método
de preparacion y materiales utilizados su tamafio puede variar entre los 50 y los
1000 nm (Pattni et al., 2015); las NPs de silice mesoporosas, con poros controlados
de entre 2 y 50 nm, han ganado popularidad en los ultimos afios en el campo de la

nanomedicina (Narayan et al., 2018).

Liposoma

NP de silice mesoporoso

sonth

Micela polimérica

Dendrimero MWW

1000 nm

Hemoglobina

7.

Dopamina

Virus papiloma humano Virus VIH acteria E. coli

Figura 1: esquema con ejemplos de distintos tipos de NPs y compuestos naturales en un rango entre
1 y 1000 nm. Los dibujos no estan hechos a escala. Para realizar el esquema se tomaron
ilustraciones e informacion de (Croy & Kwon, 2006; Gupta & Perumal, 2014; K. K. Jain, 2017; C. J.
Murphy & Coffer, 2002; Narayan et al., 2018; Pattni et al., 2015; Solomon et al., 2007), Wikipedia.com
y BioRender.com

Existen ciertos fendmenos caracteristicos de la escala hanométrica que provocan
gue los nanomateriales desplieguen propiedades distintivas. Uno de ellos es la gran
relacién area superficial/volumen que presentan los nanomateriales, que puede ser
varios érdenes de magnitud mas grande que la de los materiales macroscopicos.
Para visualizarlo, se puede explicar de la siguiente manera: si partimos un cubo de
1 cm en 102! cubos que tengan cada uno 1 nm de lado, esto resultara en la misma
masa y volumen total que el cubo de 1 cm, pero el area superficial se incrementara

por un factor de 10 millones. De esta manera la superficie de un nanomaterial es
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mucho mas reactiva, porque muchos mas atomos se encuentran en contacto con el
medio que los rodea, y, asi, por ejemplo, puede ser recubierta con una gran cantidad
de moléculas (Kim et al., 2010). Ademas, en la escala nanométrica los llamados
efectos cuanticos rigen el comportamiento y las propiedades de las particulas. Las
propiedades de los materiales dependen del tamafio en este rango de escala. Asi,
cuando el tamafio de las particulas se hace a nanoescala, propiedades como el
punto de fusién, la fluorescencia, la conductividad eléctrica, la permeabilidad
magneética y la reactividad quimica cambian en funcion del tamafio de la particula

(U.S. National Nanotechnology Initiative, s. f.).

Es por eso por lo que, por ejemplo, nanomateriales metélicos de distintos tamarios,
formas o composiciones exhiben distintas propiedades Opticas, magnéticas y
electronicas. Los cambios en la dispersion de la luz por NPs de oro de distintos
tamafios pueden aprovecharse para disefiar biosensores para diagnostico de
enfermedades (Rosi & Mirkin, 2005). NPs de hierro con propiedades magnéticas
naturales pueden ser modificadas y utilizadas para aplicaciones de imagenes
moleculares y deteccién de células cancerosas (J. H. Lee etal.,, 2007). Los
nanocristales hacen uso de la alta solubilidad que ocurre en la nanoescala para la
disolucion de drogas poco solubles ampliamente utilizadas en la industria
farmacéutica (Junghanns & Miller, 2008). Las propiedades biolégicas Unicas de
algunas NPs, como la buena capacidad para circular por el torrente sanguineo y
extravasarse a través de las barreras endoteliales de los tejidos y entrar en las
células por endocitosis (para mas detalles sobre endocitosis ir a seccion 4.1.4)
(Blanco et al., 2015) hacen de éstas excelentes opciones para ser utilizadas como
carriers? de farmacos para disminuir la toxicidad y aumentar la eficacia en pacientes
(Howard, 2016). Ademas, la gran area superficial de las NPs permite funcionalizar

su superficie con moléculas para dirigirlas a tejidos o células determinadas o para

2 La traduccion literal de la palabra carrier es “portador”, pero realmente no suena bien y no hace
referencia a lo que queremos denotar, por lo tanto, dejamos el término literal en inglés, haciendo
alusion a que una NP tiene la capacidad de encapsular o “cargar” una sustancia y “transportarla”
hacia un sitio determinado.
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evitar su reconocimiento por el sistema fagocitico mononuclear (SFM) (Davis et al.,
2008).

Si bien hasta el afio 2000 la mayoria de las nanomedicinas aprobadas para el uso
en humano fueron productos terapéuticos, en las ultimas décadas ha habido un
incremento marcado en el numero de dispositivos médicos, siendo los mas
destacados los nanodispositivos para pruebas in vitro e imagenes in vivo (Etheridge
et al., 2013). NPs de oro son utilizadas en los ensayos inmunolégicos de flujo lateral
para pruebas rapidas de embarazo, ovulacién y virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) (V. Wagner etal.,, 2006). Las nanomedicinas terapéuticas
comerciales 0 que estan en fases avanzadas de investigacion clinica son, en su
gran mayoria, de administracion endovenosa para el tratamiento de diferentes tipos
de tumores y cerca del 80% entran en el grupo de nanomedicinas soft. Las
principales son liposomas, seguidos por NPs poliméricas; aunque también se ha
extendido el uso de dendrimeros y NPs de oro (Etheridge et al., 2013; Kim et al.,
2010).

Algunos autores sefialan que la “era de la nanomedicina” comenzo en el aino 2000
(Howard, 2016; V. Wagner et al., 2006). A partir de ese momento las actividades de
patentamiento e investigacién en el campo se multiplicaron, poco mas de 200
compafias fueron identificadas con actividades de nanomedicina (Etheridge et al.,
2013; V. Wagner etal, 2006). Sin embargo, los primeros productos
comercializables fueron aprobados en la década del '90. Ambisome®, la
formulacién de anfotericina B liposomal para el tratamiento de infecciones fungicas
sistémicas fue aprobada en Europa, en el afio 1990 (Allen & Cullis, 2013), mientras
gue la formulacién liposomal de doxorrubicina (Doxil®) fue la primera aprobada por
la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA) para el
tratamiento de tumores soélidos en el afio 1995 (Bobo etal.,, 2016). Howard
considera incluso que las proteinas recubiertas con polietilenglicol (PEG) deben
incluirse dentro de la categoria de nanomedicinas. En este caso, Adagen®
(adenosina deaminasa para el tratamiento de enfermedades de inmunodeficiencia)

y Oncaspar® (asparaginasa para el tratamiento de leucemia) fueron aprobadas en
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1990 y 1994, respectivamente. A partir de alli, otros productos como Depocyt®
(liposomas con citarabina para el tratamiento del cancer), Estrasorb® (NPs
micelares con estradiol para terapia menopausica) o Rapamune® (sirolimus
nanocristalino como inmunosupresor) —solo por nombrar algunos— han sido
sacados al mercado (V. Wagner et al.,, 2006). Cabe destacar que el sector de
desarrollo méas explotado ha sido siempre el de “distribucion de farmacos”, conocido

comunmente como drug delivery (V. Wagner et al., 2006).

4.1.2 Sistemas de delivery (distribucién) de farmacos

Cuando hablamos de sistemas de distribucién de farmacos (DDS?) nos referimos a
particulas, compuestas principalmente por lipidos y/o polimeros, que se asocian a
una droga, con el objetivo de mejorar algunas de las propiedades farmacologicas
de la misma droga en su formato libre. Segun (Allen & Cullis, 2004), un DDS puede

ayudar a:

a) mejorar la solubilidad de una droga hidrofoba de dificil formulacion;

b) reducir o eliminar el problema de toxicidad asociado a la extravasacion
accidental de un farmaco en un tejido;

c) proteger la droga y prevenir degradacién prematura, funcionando como un
reservorio que libera al farmaco de forma controlada;

d) alterar la farmacocinética de una droga evitando su rapida eliminacion renal;

e) evitar que la droga se disperse extensivamente por todo el cuerpo y disminuir
los efectos adversos en tejidos sensibles;

f) aumentar la concentracion del farmaco en los tejidos enfermos valiéndose de
algunas propiedades biolégicas de los mismos o0 a partir de su

funcionalizacion con ligandos determinados.

Los DDS basados en NPs incluyen principalmente liposomas, emulsiones, micelas

y complejos polimero-droga o lipido-droga.

3 DDS: Drug Delivery System en inglés
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Las vesiculas lipidicas fueron primero descriptas por Bangham en 1965 (Bangham,
Standish, & Watkins, 1965; Bangham, Standish, & Weissmann, 1965; Bangham &
Horne, 1964), luego fueron nombradas por primera vez con el nombre de liposomas
por Weissman (Sessa & Weissmann, 1968), y ya en 1971 Gregoriadis propuso su
uso como DDS (Gregoriadis et al., 1971; Gregoriadis & Ryman, 1971). Estan
compuestos por fosfolipidos que derivan o basan su estructura en lipidos de
membranas bioldgicas, que son moléculas anfifilicas, es decir, que tienen una
cabeza hidréfila y dos cadenas hidréfobas apolares. Cuando los fosfolipidos son
dispersados en una cantidad excesiva de agua (mas del 50% en peso), asumen una
estructura udnica de configuraciéon laminar que se puede visualizar como una
membrana (bicapa de fosfolipidos apilada), rodeada de agua (Papahadjopoulos &
Kimelberg, 1974) (Figura 2A). Las bicapas lipidicas comprenden dos entornos
fisicamente muy diferentes. Su interior es una regién lipdfila relativamente
homogénea de cadenas de hidrocarburos que interactian principalmente a través
de fuerzas de van der Waals atractivas y fuerzas estéricas repulsivas, que actta
como una barrera de permeabilidad. Por otro lado, los grupos de las cabezas
hidrofilas de los lipidos estan sujetos a fuertes interacciones entre si, con el medio
acuoso circundante, y con bicapas cercanas. Interacciones estéricas, fuerzas
dipolares y electrostaticas (especificamente puentes de hidrogeno fuertemente
asociados) contribuyen a determinar el estado fisico de la bicapa y estabilizan esta
organizacion (Israelachvili et al., 1980). La habilidad de los fosfolipidos para formar
particulas cristalinas liquidas de laminas plegadas concéntricas (liposomas) esta
relacionada con la temperatura de transicion (Tm, temperatura de fusion de las
cadenas de hidrocarburos). Cuando se encuentran en ambientes donde la
temperatura es mayor a su Tm, estan en estado fluido, mientras que en ambientes
donde la temperatura es menor a su Tm, estan en estado gel. Los fosfolipidos
naturales, que estan generalmente por encima de este punto de transicion a
temperatura  ambiente, forman estas estructuras  espontaneamente
(Papahadjopoulos & Kimelberg, 1974). Debido a la presencia de un nicleo acuoso

y una bicapa lipidica, los liposomas tienen la capacidad de incorporar tanto
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moléculas hidréfilas (queda atrapadas en el interior acuoso) como lipdéfilas (se

insertan en la bicapa).

A Fosfolipido ] o

Bicapa de .

fosfolipidos

Liposoma

P

Cadenas de
PEG

® %
0000000°" !

Droga
hidrofébica

s, \’
%, )
Droga %000000°

hidrofilica Bicapa de
fosfolipidos

GUV
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LUV
. O

10 nm 100 nm 1um 10 um

B

Figura 2: fosfolipidos y liposomas. llustracion esquematica de la estructura del fosfolipido
fosfatidilcolina, su auto-ensamblaje en forma de bicapa y su posterior transformacién en liposoma
unilamelar (A). En el esquema se presenta un liposoma que puede contener una droga hidréfila en
su interior acuoso o una droga hidréfoba dentro de su bicapa de fosfolipidos, ademas de estar
funcionalizado con polietilenglicol (PEG). En el panel B se muestra la clasificacién de liposomas
segun tamafio y lamelaridad: pequefios unilamelares (SUV), grandes unilamelares (LUV),
multilamelares (MLV) o gigantes unilamelares (GUV) (Deshpande et al., 2013; Nogueira et al., 2015;
Pattni et al., 2015).

Algunas de las ventajas del uso de liposomas como DDS (Pattni et al., 2015;
Sercombe et al., 2015):

=24 -



x Facilidad de preparacién: se autoensamblan, por lo que no requieren sintesis

guimica;

x Biocompatibilidad: se preparan con materiales biodegradables, no toxicos y

gue se asemejan a estructuras moleculares presentes en los organismos;

x Versatilidad: se pueden modificar una amplia gama de propiedades

fisicoguimicas y biofisicas para controlar sus caracteristicas bioldgicas;

x Alta capacidad de encapsulacion: debido a su gran relacion area

superficial/volumen pueden incorporar grandes cantidades de farmacos.

Algunos de los efectos que se pueden lograr usando liposomas como DDS (Pattni
et al., 2015; Sercombe et al., 2015):

x Mejora de la solubilidad de los farmacos encapsulados;

x Prevencién de la degradaciéon gquimica y biolégica de los agentes bajo

condiciones de almacenamiento y durante la administracion;

x Reduccién de los efectos secundarios inespecificos y la toxicidad de
medicamentos encapsulados, mejorando asi su eficacia y indice terapéutico;

direccionamiento a érganos, tejidos o células especificas.

Los liposomas pueden clasificarse de distintas formas, de acuerdo a su tamafio,
lamelaridad, composicion o forma de preparacion. El tamafio y la lamelaridad va a
depender principalmente del método de sintesis y homogeneizacion utilizados para
su preparacion. Por ejemplo, se pueden obtener vesiculas multilamelares (MLV),
con distribucién heterogénea del tamafo, vesiculas gigantes unilamelares (GUV),
vesiculas grandes unilamelares (LUV) o vesiculas pequefias unilamelares (SUV),
con homogeneidad de tamafo (Figura 2B) (Nogueira et al., 2015; Pattni et al.,
2015). Basados en su composicion, los liposomas pueden ser convencionales
(preparados a partir de lipidos sintéticos o naturales cargados neutral o
negativamente, como la fosfatidilcolina [PC], la fosfatidilserina [PS], el
fosfatidilglicerol [PG] o el colesterol [Chol], por ejemplo); pueden estar cargados

positivamente (llamados catidénicos, muy utilizados para encapsulamiento de acidos
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nucleicos); pueden estar funcionalizados y responder a estimulos (pH, temperatura,
campo magnetico, etc.); pueden tener moléculas acopladas capaces de reconocer
células especificas (anticuerpos monoclonales, péptidos, glicoproteinas,
carbohidratos, entre otros); o pueden ser de larga circulacion (STEALTH)
(Immordino et al., 2006). Esto dltimo se ha logrado con la insercion del polimero
PEG en la superficie liposomal para estabilizarla estéricamente e inhibir la union de
proteinas del suero. Los liposomas STEALTH no son reconocidos por el SFM, lo

gue permite aumentar su tiempo de circulacién en sangre (Allen et al., 1989).

La aplicacion de liposomas en el campo de la medicina ofrece nuevas perspectivas
para lograr tratamientos mas efectivos en una vasta gama de condiciones
patoldgicas. Los liposomas se han utilizado como carriers de farmacos incorporando
una amplia variedad de compuestos terapéuticos y agentes de diagndstico
(Sercombe et al., 2015). Ademas, dada su biocompatibilidad y versatilidad, los
liposomas se pueden utilizar como adyuvantes de vacunacion, tanto profilactica
como terapéutica, ya sea mejorando la distribucién de antigenos* incorporados o

activando respuestas inmunes especificas (Schwendener, 2014).

4.1.3 Targeting celular

El disefio racional de un DDS normalmente busca transportar un compuesto activo
en un carrier nanoparticulado con la intencién de aumentar su acumulacion en un
sitio especifico del cuerpo que se encuentra enfermo (lo que se conoce como
targeting®). Histéricamente, se han descripto dos tipos de targeting, el activo y el
pasivo, refiiendo a nanomedicinas que estan equipadas con ligandos en su
superficie (activo) o no (pasivo) (van der Meel et al., 2016). El targeting pasivo

produce una distribucion diferencial de las nanomedicinas en el organismo de

4 El término antigeno se usa para describir cualquier sustancia que el sistema inmunitario adaptativo
puede reconocer y a la que puede responder (es decir que genera una respuesta inmune [es
inmunogénico]). No solo proteinas, glucoproteinas o acidos nucleicos de patdégenos sino también
otras estructuras quimicas como farmacos y metales (K. Murphy & Weavear, 2017).

5 Target se traduce al espafiol como “blanco” o “diana”, pero la traduccion asi no es muy amena a la
lectura, por lo que prefiero seguir escribiéndolo en inglés.
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manera espontanea, que depende solo de las propiedades fisiopatologicas del
tejido apuntado y de lograr que las nanomedicinas tengan un tiempo de circulacion
prolongado (Torchilin, 2011). El mecanismo de targeting pasivo mas explotado es
el que se produce por el efecto de permeabilidad y retencién aumentada (EPR®) en
la cercania de células cancerigenas. El efecto EPR se basa en una mayor
permeabilidad en el endotelio vascular (debido a fenestraciones de entre 200-2000
nm), y a una disminucién en el drenaje linféatico, que evita el recambio rapido del
fluido intersticial en la zona tumoral (Bertrand et al., 2014). De este fendmeno de
acumulacion diferencial en el tejido tumoral, hacen uso formulaciones como Doxil®,
logrando disminuir significativamente los efectos adversos de la doxorrubicina libre
para el tratamiento de tumores sélidos, como sarcoma de Kaposi (A. A. Gabizon,
2001). El targeting activo (o targeting mediado por ligandos) se basa en la
incorporacion de ligandos de afinidad en la superficie de las NPs. Potencialmente,
cuando las NPs se encuentran con una célula que expresa en su superficie un
receptor al que el ligando es afin, quedan retenidas y son internalizadas. De esta
forma, las NPs tenderian a acumularse en las células que expresan el receptor
correspondiente (Kunjachan et al., 2014). Aunque, en teoria, esto puede mejorar el
targeting de las NPs y la actividad terapéutica, se cree gue, en el caso de muchas
patologias, el targeting activo esta sujeto a la misma localizacion fisiologica que las
NPs sin ligandos y, por lo tanto, tiene un perfil de distribucion y acumulacién similar.
Sin embargo, el targeting activo puede ofrecer ventajas en términos de captura
celular una vez que la NP llega al tejido apuntado (van der Meel et al., 2016). A tal
fin, los ligandos se seleccionan para unirse a moléculas de superficie o receptores
sobre-expresados en 6rganos, tejidos, células o dominios subcelulares enfermos
(Bertrand et al., 2014). Una estrategia clasica de targeting activo es la incorporacién
en liposomas de moléculas de folato adosadas a los fosfolipidos, para realizar un
delivery de agentes quimioterapéuticos a células tumorales que tipicamente sobre-
expresan el receptor de folato (A. Gabizon et al., 2004). A pesar de que un gran

namero de NPs sin ligandos han pasado pruebas clinicas o esta en fases clinicas

6 EPR: enhanced permeation and retention
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de desarrollo, hay muy pocas NPs con ligandos que han progresado en este sentido
(Allen & Cullis, 2013). La mayoria son NPs basadas en lipidos que incorporan
ligandos afines al receptor de transferrina (RTf, sobre-expresado en un rango amplio
de células tumorales), como la proteina transferrina o fragmentos de anticuerpos
anti-RTf (van der Meel et al., 2016). El progreso lento hacia ensayos clinicos de las
NPs con ligandos, comparados con las moléculas terapéuticas tradicionales o
liposomas para targeting pasivo, esta relacionado con los costos altos de desarrollo
(fabricacion, obtencién de anticuerpos, controles de calidad y propiedad intelectual)
(Lammers et al., 2012). En este contexto cobran relevancia aquellas estrategias de
manufactura que priorizan la sencillez estructural con ligandos superficiales que

carezcan de la complejidad estructural de una proteina.

Uno de los mayores desafios que tiene el delivery con NPs es cémo lograr
administrar agentes terapéuticos para llegar a sitios dentro de las células
(especificamente a moléculas intracelulares). Para lograr esto, el farmaco
transportado, una vez que ha alcanzado a la célula en cuestion debe atravesar
eficientemente la barrera de su membrana plasmética. Es esencial, por lo tanto,
conocer el o los mecanismos mediante los cuales el material nanoparticulado

ingresa a la célula.

4.1.4 Mecanismos de internalizacién de NP

Como primer punto, hay que sefialar que la membrana celular es impermeable a
macromoléculas con masa mayor de 1 kDa (una proteina como la hemoglobina, por
ejemplo, tiene una masa molecular de 64 000 g/mol, es decir, 64 kDa). Sin embargo,
las células poseen una variedad de mecanismos de internalizacion activa que
permiten ingresar material micro y nanoparticulado a su interior (Bareford & Swaan,
2007). Todos ellos involucran la formacion de vesiculas intracelulares a partir de la
invaginacion de la membrana plasmatica (Iversen et al., 2011). Aunque hay distintas
variantes, este proceso, por el cual el material que esta en el medio externo de una
célula interacciona con su membrana plasmatica e ingresa a su interior, es

denominado de manera general como endocitosis (Sahay etal., 2010). La
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endocitosis es la principal via de transporte de las NPs a través de la membrana

celular y es clasificada en fagocitosis y pinocitosis (Kou et al., 2013) (Figura 3).

Pinocitosis
o Macropinocitosis
Fagocitosis (>1um) . _ .
(dependiente Mediada por Mediada Independiente
de particulas) ® 0 0 clatrina por de clatrinay
® (EMC) (~120 caveolina caveolina (~90
0 nm) (~60 nm) nm)

.O.)o

I ICRe

Figura 3: vias de entrada de macromoléculas a las células. La fagocitosis esta tipicamente restringida
a células especializadas del sistema inmune, mientras que la pinocitosis ocurre en todas las células
por al menos cuatro mecanismos diferentes: macropinocitosis, endocitosis mediada por clatrina
(EMC), endocitosis mediada por caveolina y endocitosis independiente de clatrina y caveolina. Las
vias endociticas difieren con respecto al tamafio de la vesicula endocitica, la naturaleza de la carga
(ligandos, receptores y lipidos) y el mecanismo de formaciéon de vesiculas. Esquema tomado de
(Conner & Schmid, 2003).

La fagocitosis es utilizada principalmente por células del sistema inmune innato. La
pinocitosis es llevada a cabo por todos los tipos celulares y se subdivide (seguin una
gran mayoria de autores) en endocitosis mediada por clatrina (EMC), endocitosis
mediada por caveolina, endocitosis independiente de clatrina/caveolina y
macropinocitosis (Yameen et al., 2014). Y, asimismo, dentro de los independientes
de clatrina/caveolina se encuentran los mecanismos dependientes y los
independientes de dinamina. Vale la pena resaltar que, histéricamente, la mas
estudiada ha sido la EMC, y los trabajos realizados sobre los demés mecanismos
han arrojado conclusiones que revelan un conocimiento realmente limitado sobre la

endocitosis en general (Iversen et al., 2011).

En fin, lo que es seguro es que el mecanismo endocitico involucrado en la captura
del material particulado depende del tamafio, geometria y superficie del mismo, y
es el que definird también su posterior trafico y localizacion final intracelular (S.
Zhang et al., 2015). El destino del material endocitado, por lo tanto, dependera de

la via endocitica utilizada por la célula.
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La fagocitosis es un mecanismo de ingesta de particulas de mas de 500 nm,
dependiente de receptores de membrana presentes principalmente en células
fagociticas profesionales, que capturan particulas extrafas, células apoptoticas y
microorganismos infecciosos como parte de la respuesta inmune innata y adaptativa
y para mantener la homeostasis (Flannagan et al., 2012). Los receptores de estas
células organizan el avance de la membrana plasmatica y el citoesqueleto de actina
alrededor de las particulas, formando compartimentos unidos a la membrana
intracelular llamados fagosomas (Swanson, 2008). Luego los fagosomas se
fusionan con los lisosomas, donde las particulas contenidas seran destruidas por
acidificacion y lisis enzimatica. Teniendo en cuenta esto Ultimo, si se quiere
mantener la integridad de una NP y su carga, sera necesario evitar el paso final de
destruccion lisosomal asociada a este mecanismo de internalizacion (Kou et al.,
2013).

La macropinocitosis, por su parte, es un mecanismo endocitico también mediado
por actina, pero en el cual las células internalizan un fluido o solutos extracelulares
a través de vesiculas grandes (didmetro de 0,2-10 pm) conocidas como
macropinosomas (Swanson, 2008), que se generan normalmente en regiones muy
rizadas de la membrana plasmatica (Doherty & McMahon, 2009). A diferencia de la
fagocitosis, no necesita de union a receptores de membrana, sino que ocurre
habitualmente en respuesta a factores de estimulacién (Lim & Gleeson, 2011) y
generalmente es la via por la cual se internalizan particulas de tamafio micrométrico
(Yameen et al.,, 2014). Una vez formado, el macropinosoma lleva adelante un
proceso de maduracion, que no es comun para todos los tipos celulares. Su
contenido puede ser degradado en el endosoma/lisosoma tardio o reciclado de
nuevo en la membrana plasmatica (Lim & Gleeson, 2011).

La EMC es el mecanismo principal para la internalizacion de macromoléculas y
constituyentes de la membrana plasmatica en la mayoria de los tipos celulares
(Bareford & Swaan, 2007). En la EMC, la union de un ligando con su
correspondiente receptor de membrana desencadena la formacién de un entramado

poliédrico de clatrina en la superficie citosdlica de la membrana celular, lo que ayuda

-30 -



a deformar la membrana en una invaginacion de ~150 nm que luego se fusionara
generando vesiculas recubiertas de clatrina. La vesicula resultante tendra un
diametro de 100-120 nm; que al cabo de 5 a 10 minutos se fusionara con
endosomas Yy finalmente con lisosomas entrando en una ruta de degradacién
(Sahay et al., 2010; Yameen et al., 2014). La endocitosis dependiente de caveolina
implica el ensamblaje de capas de caveolina en horquilla en el lado citosolico de la
membrana plasmética, formando una estructura en forma de matraz de ~50-80 nm
de diametro (llamadas caveolas) (S. Zhang et al., 2015). Las vesiculas recubiertas
de caveolina se mueven a través del citoplasma, luego la carga vesicular se
transfiere a organulos tubulares mas complejos (caveosomas) y desde este punto,
los contenidos se entregan a compartimentos subcelulares (no lisosomales), como
reticulo endoplasmico, aparato de Golgi 0 mitocondrias, escapando asi a la ruta
degradativa (Bareford & Swaan, 2007). En comparaciéon con la EMC, este
mecanismo es mas lento y esta mediado por vesiculas mas pequefias (Kou et al.,
2013). Es importante destacar que hay autores que sugieren que los caveosomas
son, en realidad, artefactos que se forman especificamente en células que sobre-
expresan diferentes construcciones de caveolina-1, y que las caveolas que se
desprenden se fusionan con los endosomas acidificados normales, pudiendo
transferir material a los lisosomas (Hayer et al., 2010; Scita & Di Fiore, 2010). Esto
es particularmente importante ya que la endocitosis de NPs mediada por caveolas
(que se transfieren a caveosomas) ha sido normalmente considerada como una ruta
gue puede evitar la degradacion lisosomal de las particulas y parece no ser
exclusivamente asi (lversen et al., 2011). Un resumen de las vias de internalizacion

de particulas mas estudiadas se muestra en la Figura 4.

-31 -



Rab34, Pincher,

C!atrln.a, R Rabankirina5, Racl
dinamina, EEA1 Caveolina

Rabenosina5 filaminay Cdc42,
o\ ‘ APPL1&2 dinamina Arfl
( / \ Caveola
Vesicula de *
clatrina @

Mcroplnosoma Endosoma APPL :

Fagosoma /
‘.
0
Endosoma tardio A\/
B Caveosoma
'Q Endosoma

temprano
Lisosoma ‘
Endosoma
l de reciclaje °
/ Receptor

@ Particula fagocitada
~ Actina

Dinamina

Figura 4: vias de internalizacion de macromoléculas y subsecuente procesamiento. En esta figura
estan esquematizadas las principales vias de internalizacion celular y las proteinas involucradas en
cada una de ellas. Después de la union del ligando, los complejos ligando/receptor pueden
internalizarse a través de macropinocitosis, endocitosis mediada por clatrina, caveolina o por vias
independientes de clatrina y caveolina u otras proteinas (APPL, por ejemplo). La particula que
ingresa a través de cada ruta endocitica se puede transportar a una serie de compartimentos
intracelulares, como los endosomas tempranos, desde donde se puede reciclar a la superficie celular
(a través del endosoma de reciclaje) o dirigirse a compartimentos degradativos (endosoma tardio-
lisosoma), lo que afecta el resultado de la sefializaciéon. Modificado a partir de (Forth Institute of
Molecular Biology & Biotechnology, s. f.).

Teniendo en mente todo lo anterior, una de las ventajas mas importantes que provee
el targeting activo es que favorece la endocitosis mediada por receptor, tanto de la
NP como de su contenido, permitiendo su ingreso en el interior celular. Como la
entrada a la célula se hace comunmente mediante el sistema vesicular endo-

lisosomal, esta estrategia solo sera valida si la molécula terapéutica es capaz de
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sobrevivir (0 escapar) al entorno acido y rico en enzimas de los endosomas y
lisosomas (Allen & Cullis, 2013).
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4.2 Respuestainmune

4.2.1 Biologia del sistema inmunitario

El rol del sistema de defensa de un organismo (sistema inmune, inmunitario o
inmunolégico), dice Kennedy, es simplemente dificil: eliminar agentes patogénicos’.
Para llevar a cabo esa ardua tarea, el sistema inmune hace uso de dos
componentes, o brazos de defensa: el innato (o no especifico) y el adaptativo (o
especifico). Los componentes inespecificos del sistema actian sin un
reconocimiento preciso del patdgeno, mientras que los otros tienen una
especificidad exquisita. Y, aunque son distintos, estos dos brazos interactian a
muchos niveles, y los numerosos elementos del sistema estan intrincadamente
interrelacionados (Kennedy, 2010). Ambos funcionan de manera integrada. El
sistema inmune innato activa al sistema inmune adaptativo en respuesta a las
infecciones; mientras que el sistema inmune adaptativo utiliza los mecanismos
efectores de la inmunidad innata para eliminar a los microorganismos invasores
(Toche, 2012).

A continuacién, sefialo las caracteristicas basicas de ambos componentes.

Sistema inmune innato Sistema inmune adaptativo
Primera linea de defensa Inmunidad duradera
Respuesta rapida Respuesta tardia
Especificidad limitada Alta especificidad

Presente en todos los organismos Presente en vertebrados y peces

multicelulares cartilaginosos

7 Existen cuatro amplias categorias de microorganismos causantes de enfermedades, patégenos o
agentes patogénicos: virus; bacterias y arquebacterias; hongos; y los organismos eucariotas
unicelulares y multicelulares llamados colectivamente parasitos (K. Murphy & Weavear, 2017).
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Las respuestas innatas forman la primera linea de defensa ante una infeccion, no
son especificas para un patdégeno en particular y no requieren de un periodo de
induccion prolongado. En primer lugar, se encuentran las barreras anatémicas y
guimicas. Los epitelios (la piel y los revestimientos de las estructuras tubulares del
cuerpo - el tracto respiratorio, urogenital y gastrointestinal) imponen una barrera
fisica y quimica entre el medio interno y el mundo externo que contiene patdogenos.
Fisica porque las células se encuentran adheridas entre ellas por uniones estrechas,
gue efectivamente forman un sello contra el ambiente externo. Y, ademas, el epitelio
interno secreta una sustancia viscosa llamada mucus, que puede evitar el ingreso
de microorganismos o expulsarlos. Pero también quimica, ya que los epitelios
producen una amplia variedad de sustancias que son microbicidas o que inhiben el
crecimiento microbiano (enzimas de la piel, lagrimas, sudor, saliva o géastricas, pH
del estbmago). Una infeccién comienza recién cuando un patégeno rompe una de
las barreras anatomicas del hospedador y entonces algunos mecanismos
inmunoldgicos innatos empiezan a actuar inmediatamente (K. Murphy & Weavear,
2017).

Lo primero que se encuentra un patbgeno una vez que ha atravesado las barreras
epiteliales es otro componente importante de la inmunidad innata conocido como
sistema de complemento, o complemento. Consiste en un conjunto de mas de 30
proteinas presentes en el plasma sanguineo y otros fluidos corporales, que se activa
a partir de la identificacion de la superficie del patégeno. Conduce a la generacién
de potentes mediadores pro-inflamatorios (anafilotoxinas), opsonizacion y lisis
dirigida de la superficie patogénica (a través del ensamblaje de poros penetrantes
de membrana conocidos como el complejo de atague de membrana) (Dunkelberger
& Song, 2010). La opsonizacién se refiere a recubrir un patégeno con proteinas del
complemento (opsoninas) para que pueda ser mas facilmente absorbido y destruido
por las células fagocitarias, que son el tercer componente del sistema innato (K.
Murphy & Weavear, 2017).
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Las células fagociticas (células fagocitarias o fagocitos) son los otros
componentes del sistema innato, y se encargan de reconocer patdgenos,
fagocitarlos y posteriormente destruirlos en el interior celular (como veran aqui se
conecta lo que expliqué en la seccion anterior sobre la fagocitosis y los fagosomas).
Las células fagocitarias se encuentran debajo de las barreras epiteliales y estan
listas para engullir y digerir los microorganismos invasores que han sido marcados
por el complemento para su destruccién. Estos fagocitos también inician la siguiente
fase de la respuesta inmunolégica innata, induciendo una respuesta inflamatoria
gue recluta nuevas células fagocitarias y moléculas efectoras circulantes al lugar de
la infeccion (K. Murphy & Weavear, 2017). Esta linea de defensa depende
exclusivamente de receptores celulares que reconocen caracteristicas que son
comunes para muchos microorganismos, y que se distinguen de los componentes
internos del hospedador. Los macrofagos son la familia mas importante de células
fagociticas. Maduran de modo continuo a partir de monocitos que circulan en la
sangre y emigran para residir en casi todos los tejidos del cuerpo. No solo matan
organismos invasores, sino que también ayudan a inducir inflamacion mediante la
secrecion de citoquinas y quimiocinas®. Los neutréfilos (o polimorfonucleares), la
segunda familia mas importante de fagocitos, tienen una vida breve y abundan en
la sangre, pero no en tejidos sanos normales. Cumplen una funcién clave en la
inmunidad innata porque pueden reconocer, ingerir y destruir muchos patdgenos sin
la ayuda de una respuesta inmunitaria adaptativa (K. Murphy & Weavear, 2017).
Posterior a la fagocitosis del microorganismo invasor, los neutrofilos llevan a cabo
su destruccion mediante sus granulos que contienen enzimas presentes en los

lisosomas y fagolisosomas (Toche, 2012).

8 Las citogquinas (o citocinas) y quimiocinas son proteinas secretadas por las células inmunes en
respuesta a microorganismos o antigenos, con funciones de crecimiento, diferenciacién y activacion
celular, que regulan y determinan la naturaleza de las respuestas inmunes. Ejemplos de citoquinas
son las interleuquinas (IL) y los interferones (IFN).
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Los macrofagos, junto con las células dendriticas (CDs) componen los principales
grupos de ceélulas presentadoras de antigeno (CPA). Tienen la capacidad de
presentar antigenos procesados a linfocitos T (LT) inmaduros y activarlos por
primera vez, formando un enlace crucial entre la respuesta inmune innata y la
adaptativa (K. Murphy & Weavear, 2017). Las CDs se originan en la médula 6sea y
migran por la sangre a todos los tejidos del cuerpo y en forma directa a 6rganos
linfaticos periféricos. Se conocen dos grandes clases: las CDs convencionales, que
participan en forma mas directa en la presentacién de antigeno y activacion de
células T indiferenciadas; y las CDs plasmacitoides (pCD), que responden
particularmente a infecciones virales y producen grandes cantidades de IFNs y
citoquinas pro-inflamatorias, pero no parecen ser tan importantes a la hora de
activar células T indiferenciadas. Las CDs comparten con los macréfagos la
capacidad de reconocer e ingerir patégenos mediante receptores de patrones de
patdgenos y son muy activas en la captacion de antigenos por fagocitosis (K.
Murphy & Weavear, 2017). Otro tipo de células del componente innato son las
células Natural Killer (NK), una subclase de linfocitos que circulan en la sangre y se
encargan de controlar varios tipos de tumores e infecciones microbianas al limitar
Su propagacion y el posterior dafio tisular. Las NK son también células reguladoras,
involucradas en interacciones reciprocas con CDs, macrofagos, LT, linfocitos B (LB)
y células endoteliales (Vivier et al., 2008). Producen grandes cantidades de IFN
gamma (INF-y), que potencian la funcion fagocitica de los macrofagos (Natarajan
et al., 2002), y ejercen su mecanismo de muerte en células infectadas o tumorales
mediante la secrecion de granulos citotéxicos de granzimas y perforinas (K. Murphy
& Weavear, 2017). Las otras células que forman parte del sistema inmune innato
son los mastocitos, los eosindfilos y los baséfilos. Estas son células efectoras
especializadas que desempefian un papel fundamental en la defensa contra los
parasitos y en las reacciones alérgicas inflamatorias. Sin embargo, también son
fundamentales en otras respuestas inmunologicas innatas y adaptativas, gracias a

su interaccion con otras células del sistema inmunolégico (Rigoni et al., 2018).

En todo este complejo entramado celular, las citoquinas y quimiocinas secretadas

en respuesta a estimulos extracelulares producen respuestas inmediatas en las
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células a las que afectan, uniéndose a receptores especificos (ya sea de manera
autocrina, paracrina o endocrina)®. Influyen de manera diversa sobre la conducta
celular y tienen funciones clave en el control del crecimiento, del desarrollo, de la
diferenciacion funcional y de la activacion de leucocitos® (K. Murphy & Weavear,
2017).

Las respuestas adaptativas solo estan presentes en vertebrados y peces
cartilaginosos y se basan en la expansion de muchos clones de células efectoras
antigeno-especificas (Dempsey et al., 2003). Es decir, son altamente especificas
para el patdgeno particular que las indujo y pueden también proporcionar proteccion
duradera. Las células involucradas en el componente adaptativo son los linfocitos.
Hay dos clases de este tipo de respuestas: las mediadas por anticuerpos
(humorales) y las mediadas por células (celulares), y son llevadas a cabo por LBy
LT, respectivamente (Toche, 2012).

La inmunidad humoral constituye el principal mecanismo de defensa frente a
infecciones bacterianas. En este tipo de respuestas, los LB que residen y circulan
en los ganglios linfaticos y en el bazo se activan al encontrar un antigeno, para
secretar anticuerpos. Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Igs) son proteinas que
poseen una region constante, que determina su clase (G, A, M, D y E) y funciones
biolégicas, y una region variable de union al antigeno (Abbas et al., 2016). Las Igs
circulan en el torrente sanguineo y penetran los otros fluidos corporales, donde se
unen especificamente al antigeno extrafio que ha estimulado su produccion,
valiéndose de la regién variable. La unién del anticuerpo inactiva a los virus y a las
toxinas microbianas al bloquear su capacidad de unirse a los receptores en las
células hospedadoras y también marca la destruccion de los patdgenos invasores,
principalmente al facilitar que las células fagociticas del sistema inmune innato los

ingieran (K. Murphy & Weavear, 2017). Un LB activado se torna posteriormente en

9 Autocrina: efecto sobre la misma célula que libera la citoquina; paracrina: las citoquinas afectan la
conducta de células adyacentes; endocrina: algunas citoquinas afectan la conducta de células
distantes, aunque esto depende de su vida media en sangre (K. Murphy & Weavear, 2017).

10 EI concepto “leucocitos” o glébulos blancos, incluye a diversas células sanguineas: neutrofilos,
eosindfilos, basofilos, monocitos y linfocitos.
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una CPA, que presenta el antigeno a su LT helper (LTh) especifico, quien secreta
citoquinas. La presencia de moléculas coestimuladoras como el ligando CD40, asi
como la secrecion de citoquinas inducen un cambio de isotipo en el LB. Este cambio
de clase o isotipo depende del tipo de citoquina secretada por el linfocito. Los LTh
de tipo 2 (Th2) secretan IL-4 que induce secrecion por parte del LB de IgE y los LTh
de tipo 1 (Thl) secretan INF-y e IL-12 que inducen secrecion de IgG (Toche, 2012).

La inmunidad celular constituye el principal mecanismo de defensa contra
microorganismos intracelulares (virus y algunos pardasitos, por ejemplo)
promoviendo la destruccién de éstos por células fagociticas o eliminando las propias
células infectadas. Los LT se dividen en dos subpoblaciones principales: LT CD4+
(o helper, LTh), cuya principal funcion es la secrecion de citoquinas, y LT CD8+ (0
citotoxicos, LTc), que eliminan células infectadas y tumorales (Toche, 2012). En las
respuestas celulares, los LT no activados (naive o virgenes) que circulan en los
ganglios linfaticos reaccionan directamente contra un antigeno extrafio que se les
presenta en la superficie de una CPA, lo reconocen a través de su receptor (TCR)
y son activados, proliferando y diferenciandose a LT efectores y de memoria (Abbas
et al.,, 2016). Los LT efectores son los que migran hacia los sitios de infeccién o
inflamacién encontrando el antigeno para el cual son especificos. Alli, la
subpoblacion de LTh secreta citoquinas que activan a los macrofagos para eliminar
microorganismos fagocitados e inducen al LB a diferenciarse y secretar anticuerpos
gue se unen a los antigenos. Por su parte, los LTc efectores antigeno-especificos
(también activados por las citoquinas secretadas por LTh) matan a las células
infectadas (Toche, 2012). Existen distintos subgrupos de LT CD4+, que pueden
distinguirse de acuerdo con su capacidad de secretar patrones determinados de
citoquinas, generando respuestas inmunes diferenciales frente a distintos tipos de
antigenos (O’Garra et al., 1998). Los subgrupos principales son los Thly Th2, de
los cuales ya dimos un primer pantallazo mas arriba. Ambos provienen de un linaje
comun de LT CD4+ que se diferencian hacia Thl en presencia de IL-12,
amplificados por IFN gamma (INF-y) y hacia Th2 en presencia de IL-4 (Abbas et al.,
2016). La diferenciacion de LT CD4+ hacia linfocitos Thl es estimulada por

bacterias intracelulares, virus y algunos parasitos. Los linfocitos Thl secretan INF-
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y, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e IL-2. El INF-y activa a los macréfagos e
incrementa la secrecion de IL-12, la fagocitosis y eliminacion de microorganismos,
y también estimula a los LB a secretar IgG, que actia opsonizando los
microorganismos tornando mas eficiente la fagocitosis (Toche, 2012). La
diferenciacion de LT CD4+ hacia linfocitos Th2 es estimulada por la presencia de
alérgenos y helmintos, que inducen la secrecion de IL-4. Estos linfocitos secretan
IL-4 e IL-13, que induce el cambio de clase en el LB hacia la produccion de
anticuerpos de tipo IgE (que media la inmunidad anti-helmintos y contrarresta las
reacciones alérgicas), y también IL-5, que induce la activacion de eosindfilos y
mastocitos, células que también pueden producir elevados niveles de IgE
(Romagnani, 1994). Asimismo, la produccion de factores de diferenciacion y
crecimiento de células B por linfocitos Th2 puede explicar en parte por qué ciertas
respuestas inmunes son predominantemente humorales, mientras que las
reacciones de hipersensibilidad retardada, asociadas a respuestas celulares, son
facilmente atribuibles a las células Thl (Mosmann & Coffman, 1989). La capacidad
de las citoquinas para estimular diferentes mecanismos efectores y, por lo tanto,
respuestas inmunes diferenciales, se ve también reforzada por la produccion de
citoquinas por cada subgrupo, que van regulando de forma cruzada la funcion vy el
desarrollo de cada uno (O’Garra & Murphy, 1994). Por ejemplo, el IFN-y producido
por las células Thl inhibe el desarrollo de las células Th2 (Fitch et al., 1993) y las
respuestas humorales, mientras que la produccion de IL-4 e IL-10 por las células
Th2 inhibe el desarrollo de Thl, asi como la activacién de macréfagos y la actividad
bactericida (Sher & Coffman, 1992). Finalmente, otro subgrupo de linfocitos
descritos mas recientemente es el de Thl7, siendo el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B) y la IL-6 los responsables de su diferenciacion a partir
de LT virgenes (Veldhoen etal.,, 2006). La diferenciacion de los Thl7 esta
caracterizada por la secrecion de IL-17, la cual gatilla efectos pro-inflamatorios
tisulares y reclutamiento de neutréfilos, cuyo rol fisiolégico esta relacionado con la
defensa contra algunos microorganismos (como Klebsiella pneumoniae, Borrelia
burgdorferi y Candida albicans), aunque se ha postulado que los Th1l7 también

jugarian un rol importante en el desarrollo de enfermedades autoinmunes
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(esclerosis multiple, artritis reumatoide y psoriasis, entre otras) (Jager & Kuchroo,
2010; Stockinger & Veldhoen, 2007).

En la Figura 5 se muestra un esquema resumido con los dos brazos de combate

del sistema inmune.
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Figura 5: mecanismos principales de la respuesta inmune innata y adaptativa. La inmunidad innata
proporciona los primeros mecanismos de defensa contra las infecciones. Algunos de ellos, como las
barreras epiteliales, previenen las infecciones, y otros, como los macréfagos, las células Natural
Killers y el sistema del complemento, los eliminan. Los mecanismos inmunes adaptativos tardan mas
en desarrollarse y estan mediados por los linfocitos y sus productos. Los anticuerpos producidos por
linfocitos B activados (o células plasmaticas) bloquean las infecciones y eliminan a los patdgenos,
mientras que los linfocitos T erradican a los microbios intracelulares. Esta cinética es una
aproximacion y puede variar en diferentes infecciones. Imagen adaptada de (Abbas et al., 2016).

Como se puede observar, las citoquinas cumplen un rol esencial en el sistema, ya
gue participan practicamente en todas las facetas de la inmunidad e inflamacion,
incluida la inmunidad innata, la presentacion de antigenos, la diferenciacion en la
médula 6sea, el reclutamiento y la activacion celular y la expresion de las moléculas
de adhesion. El tipo de citoquinas que se producen en respuesta a una infeccion
determinara inicialmente si se desarrolla (0 no) una respuesta inmune v,
posteriormente, qué tipo de respuesta serda y, por consiguiente, qué tipo de células

se veran involucradas (Borish & Steinke, 2003).
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4.2.2 Receptores de reconocimiento de patrones

Todas las células que se encuadran dentro del sistema inmune innato comparten la
caracteristica de tener receptores invariables. Estos son llamados receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) y, como su nombre lo indica, reconocen
patrones comunes de muchos microorganismos, que se conocen como patrones
moleculares asociados a patogenos (PAMPSs) (K. Murphy & Weavear, 2017). Los
PAMPs son, en realidad, estructuras moleculares (lipidos, carbohidratos, acidos
nucleicos o proteinas) presentes especificamente en patdgenos (es decir, no se
encuentran en las células hospedadoras y, por lo tanto, son considerados como "no
propias"). Son estructuras generalmente esenciales para su viabilidad v,
conservadas evolutivamente y, por lo tanto, menos sujetas a cambios que harian
mas dificil su reconocimiento por parte de las células inmunitarias (Zaru, 2019). Al
ser reconocidos, los PAMPs inducen la expresiéon de un conjunto de sefales
endogenas en la forma de citoquinas inflamatorias y efectoras y quimiocinas, que
controlan el reclutamiento de linfocitos a los sitios de infeccion y regulan la
activacion de mecanismos efectores apropiados (Medzhitov & Janeway, 1998). Los
PRRs son un elemento clave del sistema inmune innato. Se expresan
principalmente en CDs y macréfagos, pero también se encuentran en otras células
inmunes y no inmunes (Zaru, 2019). Los PRRs pueden localizarse en la superficie
celular, en compartimentos intracelulares, en el citoplasma o incluso secretados en
el torrente sanguineo y en fluidos tisulares. Las funciones principales de estos
receptores incluyen: opsonizacion, activacion de las cascadas de complemento y
coagulacion, fagocitosis, activacion de vias de sefalizacion pro-inflamatorias e
induccion de apoptosis (Janeway & Medzhitov, 2002). Hay varios subgrupos y se
pueden ordenar segun su especificidad de ligando, funcién, localizacion y/o
relaciones evolutivas. Los PRRs que se unen a membranas incluyen las familias de
receptores tipo Toll (TLRs) y de receptores de lectina de tipo C (CLRs), asi como
también al supergrupo de receptores scavenger (RS). Los PRRs citoplasmaticos
incluyen las familias de receptores de tipo NOD (dominio de oligomerizacién por
union de nucleotidos) (NLRs) y de receptores de tipo RIG-I (genes inducibles por
acido retinoico) (RLRs) (Janeway & Medzhitov, 2002).
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A continuacion, hago una breve resefia sobre los TLRs y los RS, que servira como
puntapié inicial para comprender el disefio racional del trabajo desarrollado durante

los afos de esta tesis.

4.2.2.1 Receptores tipo Toll (TLRS)

El grupo de TLRs es el mas estudiado de todos los PRRs. El primero de estos
receptores transmembrana fue identificado a principios de la década de 1980 en la
mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, y luego, en la década de 1990, en
mamiferos (Medzhitov et al., 1997; Rock et al., 1998). Las investigaciones iniciales
de los TLRs permitieron comprender su papel esencial en la proteccién contra los
agentes infecciosos y la conexion entre la inmunidad innata y la inmunidad
adaptativa (Aderem & Ulevitch, 2000; Shizuo Akira et al., 2001); sin embargo, se ha
demostrado también que estan criticamente implicados en diferentes procesos
bioldgicos, como la autoinmunidad, el cancer y la diabetes (Dasu et al., 2010; M.
Fischer & Ehlers, 2008; Pradere et al., 2014). Los TLRs se pueden dividir en dos
tipos: aquellos situados en la membrana plasmatica (TLR1, 2, 5, 6 y 10), que
detectan componentes de la membrana microbiana, y aquellos situados en
endosomas (TLR3, 7, 8 y 9), que detectan los acidos nucleicos microbianos. La
Gnica excepcion es el TLR4, que puede encontrarse tanto en la membrana
plasméatica como en los endosomas (Gangloff, 2012). Estos diez TLRs se expresan
en macrofagos humanos, y en ratones se encuentran ademas los TLR11, 12 y 13,
ninguno de los cuales esté representado en humanos (Pandey et al., 2015).

Respecto a los TLRs de superficie: el TLR2 forma complejos asociandose con el
TLR1 y 6 y reconoce la mas amplia gama de ligandos (glicolipidos como el &cido
lipoteicoico de bacterias Gram-positivas, lipomanan de micobacterias y estructuras
de anclaje tipo GPI de Tripanosoma cruzi, entre otros); el TLR4 se asocia con la
proteina soluble MD-2 para reconocer LPS de bacterias Gram-negativas; el TLR5
reconoce la flagelina de bacterias Gram-negativas; y del TLR10 poco se sabe,
todavia no se conocen sus ligandos, aunque su funcion es presumiblemente anti-
inflamatoria (Oosting et al., 2014). Respecto a los TLRs endosomales: el TLR3
reconoce al ARN de doble cadena (ARNdc) formado durante la replicacion de los
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virus de ARN de cadena positiva (por ejemplo, herpes simplex, influenza y Nilo
occidental); el TLR4 en su version endosomal puede ser activado por glicoproteinas
virales; los TLR7 y 8 reconocen ARN viral de simple cadena (ARNsc); y el TLR9
reconoce ADN bacteriano no metilado con repeticiones de motivos citosina-fosfato-

guanina (CpG) (Jiménez-Dalmaroni et al., 2016).

En lo que refiere al rol en el sistema inmune, es sabido que el reconocimiento de
PAMPs por parte de TLRs puede resultar en la activacion de dos vias de
sefalizacion. Todos los TLRs comparten un dominio intracelular conocido como
receptor Toll/IL-1 (TIR), pero éste puede unirse a dos proteinas adaptadoras
distintas para desencadenar las dos vias de sefalizacion. La via dependiente del
adaptador de respuesta primaria a diferenciaciéon mieloide 88 (MyD88), es comun a
todos los TLRs salvo al 3. MyD88 activa moléculas intermediarias como TRAF
(factor asociado al receptor de TNF) o IRAK (quinasa asociada al receptor de IL-1),
ya sea por si sola 0 en combinacién con otras proteinas adaptadoras como TIRAP
(proteina adaptadora que contiene el dominio TIR) o MAP (adaptador similar a
MyD88), y conduce a la activacion y translocacion del factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) y del factor de
transcripcion proteina activadora 1 (AP-1), dando lugar a la induccion de citoquinas
pro-inflamatorias (por ejemplo, IL-6 y TNF-a). La via independiente de MyD88 es
dependiente de la proteina TRIF (adaptador inductor de interferon- que contiene
el dominio TIR) y es esencial para las respuestas de TLR3 y TLR4. TRIF puede
asociarse (0 no) con otro adaptador, TRAM (molécula adaptadora relacionada con
TRIF), para conducir a la activacion del factor de transcripcion regulador de
interferon (IRF)3 y de NF-kB, desencadenando la produccion de IFNs tipo |
(principalmente IFN-a y ), haciendo uso, como MyD88, de factores como TRAF e
IRAK. Asimismo, los TLR7/8 y 9 activan la via dependiente de MyD88 de una
manera alternativa, ya que, al mismo tiempo que inducen a NF-k3 y AP-1, también

lo hacen con IRF7, provocando la producciéon de IFNs tipo 1! y citoquinas pro-

11 Basados en el tipo de receptor al cual se unen, los interferones han sido agrupados en tres clases.
Tipo |: los mejor caracterizados son el IFN-a y el IFN-B (Saldana, 2019). Tipo II: el IFN-y es el mas
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inflamatorias (Cell Signaling Technology Inc., 2014; Dowling & Mansell, 2016; Gay
& Gangloff, 2007). En la Figura 6 se muestra un resumen de lo descripto

anteriormente.

El resultado generado por la unién de agonistas'? a TLRs es de una concentrada
expresion y secrecidén de citoquinas y quimiocinas pro-inflamatorias (IFNs, TNFs,
IL-1, IL-6, IL-12) por parte de las células del sistema inmune innato; lo que es de
vital importancia para conectar con la respuesta adaptativa. Los IFNs, por ejemplo,
actian induciendo resistencia a la replicaciéon viral, mediante el aumento de la
expresion de MHC | en células infectadas, la activacién de células dendriticas y
macrofagos y la activacion de células NK encargadas de destruir de modo selectivo
células infectadas (K. Murphy & Weavear, 2017). Los TNFs son potentes
activadores de los neutrofilos, mediando la adherencia, la quimiotaxis, la
degranulacién y el brote respiratorio. También interactian con las células
endoteliales para inducir moléculas de adhesién, permitiendo asi la salida de los
granulocitos hacia los focos inflamatorios. Asimismo, inducen la inmunidad
antitumoral a través de efectos citotdxicos directos sobre las células cancerosas y
estimulando las respuestas inmunes antitumorales. Estas citoquinas comparten
numerosas actividades biolégicas con las IL-1 (la familia de IL-1 presenta cuatro
péptidos: IL-1qa, IL-1B, el receptor antagonista de IL-1 [IL-1ra], e IL-18), aunque a
diferencia de los TNFs, las IL-1 tienen efectos directos sobre los linfocitos: activan
los LT aumentando la produccion de IL-2 y la expresion de los receptores de IL-2 y
aumentan la proliferacion de LB e incrementan la sintesis de inmunoglobulinas. La
IL-6, ademas de producir activacion de los linfocitos (induce crecimiento y
maduracién de LT y diferenciacion de LB en células plasmaticas y secrecion de
anticuerpos), comparte varias actividades con la IL-1, entre ellas la induccion de

pirexia y la produccion de proteinas de fase aguda. Por ultimo, la IL-12 activa e

importante. Tipo Ill: son los méas recientemente descubiertos, también conocidos como IFN-As (Wack
et al., 2015).

12 .Un agonista es una sustancia capaz de unirse a un receptor celular y provocar un efecto en la
célula, similar al generado por una sustancia fisiolégica. Aqui lo utilizaremos como sinénimo de
ligando.
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induce la proliferacion, citotoxicidad y produccién de citoquinas de las células NK,

asi como la proliferacion de los LTh y los LTc (Borish & Steinke, 2003).
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Figura 6: esquema resumido de las vias de sefalizacién de TLRs. La activacion de los TLRs puede
proceder a través de la via dependiente de MyD88 o dependiente de TRIF. La mayoria de los TLRs
forman homodimeros al ser activados, mientras que el TLR2 también puede formar heterodimeros
con TLR6 o 1. La unién de ligandos (sefialados en rojo) culmina con la activacién del factor de
transcripcion NF-kB y de factores reguladores de interferon (IRF), que inducen, respectivamente, la
producciéon de citoquinas pro-inflamatorias y de IFNs de tipo 1. La activacion de los TLRs
endosomales 7 y 9 por medio de MyD88 activa al NF-kB y también al IRF7, que inducen,
respectivamente, la produccion de citoquinas pro-inflamatorias y de IFNs de tipo 1, mientras que la
proteina adaptadora TRIF es reclutada por el TLR3 endosomal y el TLR4 que es endocitado al unirse
al LPS. El TLR3 puede interactuar directamente con TRIF, mientras que la interaccion TLR4-TRIF
requiere a la molécula adaptadora TRAM y ambas activan al IRF3 que induce la produccién de IFNs
de tipo I. Esquema adaptado de (Zakeri & Russo, 2018). Para ver un esquema molecular mas
detallado y especifico revisar la fuente (Cell Signaling Technology Inc., 2014).

4.2.2.2 Receptores scavenger (RS)

En segundo lugar, comentaré resumidamente sobre el supergrupo de RS, como fue
llamado por (Zani et al., 2015). Este comprende una amplia gama de proteinas

integrales de membrana, cuya expresion estd principalmente restringida a
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macrofagos, CDs, células endoteliales seleccionadas y algunas otras células
(Mukhopadhyay & Gordon, 2004). Existen 10 clases, nombradas A-J, y se las ha
agrupado como un supergrupo (y no como una superfamilia) ya que tienen, entre
ellas, poca o ninguna similitud de secuencia primaria (Zani et al., 2015). Los RS
fueron identificados y descriptos en los afios '70 por Brown & Goldstein, como
receptores en macrofagos encargados de internalizar y degradar lipoproteina de
baja densidad oxidada, pero no nativa (Goldstein et al., 1979). La caracteristica que
une a este variado grupo de proteinas dentro del supergrupo RS es su capacidad
para reconocer una gran variedad de ligandos comunes, entre los que se
encuentran lipoproteinas modificadas, células apoptoéticas, éster de colesterol,
fosfolipidos, proteoglicanos, ferritina y carbohidratos (Zani et al., 2015). Es decir, los
RS identifican y eliminan entidades no deseadas, a través del reconocimiento de
moléculas propias modificadas o de moléculas no propias (PAMPS), y el mecanismo
de internalizacion normalmente utilizado es la endocitosis simple, aunque en ciertos
casos pueden estar implicados procesos de fagocitosis 0 macropinocitosis (Canton
et al., 2013).

Dada su versatilidad funcional, los RS se ven involucrados tanto en el
mantenimiento de la homeostasis como en la patogénesis de varias enfermedades;
asi como también tienen un rol central en las respuestas inmunes innatas (Canton
et al.,, 2013; Zani et al., 2015). Entre sus funciones biolégicas, los RS han sido
relacionados con la producciébn de especies reactivas de oxigeno (ROS) en
enfermedades cardiovasculares, con la promocion y regulacion de la apoptosis, y
con la regulacién de respuestas pro-inflamatorias y la promocion de la angiogénesis
en cancer (Zani et al.,, 2015). El rol de los RS en la inmunidad innata ha sido
descripto mas ampliamente, relacionandose principalmente con el reconocimiento
de ligandos exdgenos, como lipopolisacarido (LPS) y acido lipoteicoico (LTA)
bacteriano, glicoproteinas virales, B-glicanos fangicos y proteinas de parasitos
(Mukhopadhyay & Gordon, 2004).

De todos los RS descriptos, nuestro interés esta particularmente puesto en el
subtipo 1 de la clase A de RS (RS-Al). En esta clase se agrupan 5 miembros,
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nombrados RS-Al, A3, A4, A5 y A6. Se ha demostrado que el RS-Al es
relativamente abundante en macréfagos, pero también se encuentra presente en
células del musculo liso vascular y de tejidos endoteliales (Zani et al., 2015). Este
receptor se une selectivamente a la region del lipido A del LPS, al LTA y a regiones
CpG de ADN bacteriano (CpG-ADN) (Mukhopadhyay & Gordon, 2004) y también se
ha descubierto que interactia con el TLR4 para promover la fagocitosis de la
bacteria Gram-negativa Escherichia coli, y con el TLR2 para la fagocitosis de la
bacteria Gram-positiva Staphylococcus aureus (Amiel et al., 2009). Incluso, el RS-
Al, al mediar la internalizacién de patdégenos, mejora la respuesta inflamatoria
mediada por el TLR3 endosomal (Mukhopadhyay et al., 2011). Una caracteristica
general de los RS es que interaccionan y pueden influenciar la sefializacion a traves
de otros PRRs, como los TLRs (Mukhopadhyay & Gordon, 2004).
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4.3 Inmunoterapia, vacunas y adyuvantes de vacunacion

4.3.1 Definiciones generales

De acuerdo con el Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos, ‘“la
inmunoterapia es un tipo de terapia bioldgica que utiliza sustancias para estimular
0 suprimir el sistema inmunitario para ayudar al cuerpo a combatir el cancer, las
infecciones y otras enfermedades” (National Cancer Institute - National Institutes of
Health (NIH) - U.S. Government, s.f.). Los ingredientes activos de una
inmunoterapia son inmunomoduladores, es decir, preparaciones, ya sea naturales,
recombinantes o sintéticas, que tienen la capacidad de modificar la respuesta

inmune.

La inmunoterapia puede ser activa o pasiva. La activa involucra el establecimiento
de unarespuesta inmune en el individuo para que éste pueda combatir una infeccion
0, en el caso de un paciente con cancer, las células tumorales. En la inmunoterapia
pasiva (también llamada adoptiva), las moléculas inmunes (como anticuerpos) se
administran a pacientes que no las producen por si mismos para que éstos adopten
una respuesta inmunolégica que se ha desarrollado en un tubo de ensayo. Ambos
enfoques pueden ser especificos o inespecificos (National Cancer Institute, 2019).
Aqui nos concentraremos en la inmunoterapia activa, pero a saber, la tipo pasiva
incluye, por ejemplo, a los conocidos anticuerpos monoclonales (hay 9 anticuerpos
de este tipo dirigidos a seis proteinas asociadas al cancer que estan aprobados para
el tratamiento de neoplasias malignas sélidas y hematolégicas) (Mellman et al.,
2011).

Una vacuna es una preparacion biolégica que tiene el objetivo de aumentar la
respuesta inmunitaria de un individuo contra una determinada enfermedad. Es, por
lo tanto, un tipo de inmunoterapia activa especifica (ya que esta dirigida a una

afeccion especifica). Podemos distinguir entre dos tipos de vacunas.

Las vacunas preventivas o profilacticas, que normalmente (aunque de manera
inexacta) se las llama vacunas (a secas), se disefian para enfrentar infecciones

agudas y tienen como objetivo conferir inmunidad a un individuo antes de la
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replicaciéon del agente infeccioso. Sin embargo, puede suceder que un agente
patogeno establezca una infeccidn cronica o latente en una persona, y aun en estos
casos, se puede recurrir a la vacunacion para desarrollar una respuesta inmunitaria.
Estariamos ante las llamadas vacunas terapéuticas (S. A. Plotkin, 2002). El VIH,
los distintos herpesvirus y Helicobacter pylori son ejemplos de infecciones para las
cuales se necesita la vacunacion terapéutica (Ho, 1998; C. K. Lee et al., 1999;
Stanberry, 1995). En este contexto, las enfermedades crénicas no infecciosas no
han quedado al margen y en la actualidad hay ensayos clinicos orientados hacia el
desarrollo de vacunas terapéuticas para combatir el cancer, enfermedades

autoinmunes, desordenes inflamatorios y alergias (Delany et al., 2014).

Ya sea profilactica o terapéutica, el ingrediente principal (clave e indispensable) de
una vacuna es el (o los) ingrediente(s) activo(s), llamados antigenos, que son las
partes de la vacuna que contienen porciones del organismo patdgeno (o de la célula
cancerosa), que han sido previamente debilitadas o destruidas, o que han sido
sintetizadas mediante técnicas biotecnolégicas de laboratorio (Oxford Vaccine
Group, 2019). Si bien las vacunas comerciales tienen otros ingredientes
(preservantes, estabilizantes, adyuvantes), el antigeno es el mas importante, ya que

sera el que proveera la inmunidad especifica al sujeto vacunado.

Por el contrario, la inmunoterapia activa inespecifica utiliza agentes que ponen
en marcha una respuesta inmunoldgica general, activando una amplia gama de
células inmunes, en lugar de despertar selectivamente elementos a partir del uso
de antigenos especificos. Este es el caso de moléculas como interleuquinas,
interferones y otros agonistas de PRRs, asi como del bacilo Calmette-Guérin (BCG)
(National Cancer Institute, 2019). Este tipo de terapias han logrado un éxito limitado
en la remisién de tumores, pero se espera que puedan alcanzar mejores resultados
al ser combinadas racionalmente con las terapias tradicionales (quimioterapia,

radioterapia y cirugia) (Lesterhuis et al., 2011).

Estrategias inmunoterapéuticas también son utilizadas para combatir enfermedades
infecciosas; en este caso, los agentes inmunomoduladores mas importantes son los

anticuerpos —policlonales (combinan un amplio espectro de actividades) o
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hiperinmunes (se obtienen de individuos inmunes con una mayor actividad contra
un organismo especifico)—, los IFNs y los factores estimulantes de colonias (CSFs)*®
(Kak et al., 2012). En lo que respecta a enfermedades cronicas autoinmunes, por
ahora, los enfoques pasivos especificos son los Unicos que producen beneficios
clinicos. Un ejemplo es el bloqueo de TNF con anticuerpos monoclonales (es una
terapia aprobada para artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, artritis psoriasica

y espondilitis anquilosante) (Feldmann & Steinman, 2005).

4.3.2 Vacunas: historia, clasificacion y nuevos desafios

La vacunacion (profilactica) es una de las intervenciones sanitarias mas exitosas y
rentables jamas implementadas, y continda teniendo un gran impacto en la
prevencion de enfermedades infecciosas en todo el mundo. A lo largo de los ultimos
decenios, por ejemplo, la vacunacion ha logrado la erradicacion de la viruela y la
reduccion de la incidencia mundial de la poliomielitis en un 99%. Algunas de las 25
enfermedades prevenibles mediante vacunacion son: antrax, sarampion, hepatitis
B, rabia, virus del papiloma humano (VPH), fiebre tifoidea y tétanos (Organizacion
Mundial de la Salud, 2013).

Para una larga y detallada historia sobre la vacunacion recomiendo leer la primera
parte de la seccién 1 del libro “Vaccines” (S. A. Plotkin et al., 2012). A continuacion,

yo describo solo algunos de los hitos que me parecen mas interesantes.

Si bien se atribuye a Edward Jenner ser el pionero de la inmunologia y la
“vacunologia”*4, dada su extensa investigacion sobre la viruela a finales del siglo
XVIII (Riedel, 2005), esto no estd exento de controversias. Algunos registros
sugieren que los chinos utilizaron técnicas de inoculacién contra la viruela ya en el

afo 900 d.C. (Gross & Sepkowitz, 1998), y también textos que datan de mitad del

13 Un factor estimulante (o estimulador) de colonias es una sustancia que estimula la produccion de
células sanguineas. Tres ejemplos son: el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF),
el factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF) y la promegapoyetina
(National Cancer Institute - National Institutes of Health (NIH) - U.S. Government, s. f.).

14 Segun el diccionario inglés, la palabra vaccinology (“vacunologia”) refiere al campo de
investigacion y desarrollo en vacunas. En espafiol no existe esa palabra en el diccionario.
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siglo XVIII citan formas de inoculacion contra la viruela utilizadas en China desde
1695 (Leung, 2011). Ademas, la “variolacion” —introduccion del pus seco de las
pustulas de la viruela en la piel de un paciente— fue practicada a intervalos regulares
por la casta brahméan hinduita en la India en el siglo XVI (Major, 1954). Por lo tanto,
aungue se desconoce el origen exacto, esta técnica parece haberse desarrollado
en algun lugar de Asia Central a principios del segundo milenio para luego
extenderse hacia el este a China y hacia el oeste a Turquia, Africa y Europa (S. A.
Plotkin et al., 2012).

Lejos de estas banales disputas, lo que si es seguro es que Jenner demostrd
fehacientemente mediante experimentacion cientifica que la vacunacion podria
proteger contra la enfermedad sin transmitirla (Pasquale et al., 2015). Cerca del afio
1796, populariz6 de manera metodoldgica, lo que otros ya habian probado
empiricamente: el virus de la viruela de la vaca (cowpox) inducia una respuesta
inmune efectiva contra el virus humano (smallpox), causando solo leves infecciones
en los pacientes inmunizados, y asi proporcionaba proteccion cruzada contra la
enfermedad (S. Plotkin, 2014). Después de eso, el primer gran avance fue el
alcanzado por el trabajo de Louis Pasteur con microorganismos atenuados a finales
de la década de 1870. EIl cientifico francés logré impartirles inmunidad a pollos
utilizando una vacuna desarrollada a partir de la atenuacién de cultivos de la
bacteria del colera (Pasteurella multocida) mediante acidificacion; y, en paralelo,
consiguié atenuar la bacteria del antrax (Bacillus anthracis) para conferirle
inmunidad a vacas y ovejas (Pasteur, 1880; Pasteur et al.,, 1881) (vale la pena
sefalar que, al mismo tiempo, Henry Toussaint habia logrado la inmunidad al antrax
con una vacuna atenuada por filtracion y &cido fendlico) (Bazin, 2011). Los
experimentos de Pasteur con el célera y el antrax fueron los que dieron pie a una
nueva era cientifica en la vacunacién (S. A. Plotkin et al., 2012). La primera vacuna
administrada sistematicamente en humanos fue la de la rabia (con patégenos
atenuados), en 1885 (Pasteur, 1885). El siguiente paso importante en este campo
tuvo lugar en los Estados Unidos, cuando Salmon y Smith publicaron su trabajo de
desarrollo de una vacuna a partir de bacterias Salmonella muertas por calor (Salmon

& Smith, 1886a, 1886b). Aunque esta obra rindion resultados para los seres
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humanos recién 15 afios mas tarde, su informe demuestra que las ideas de las
vacunas con microorganismos vivos atenuados y muertos se desarrollaron casi
simultdneamente (S. A. Plotkin et al., 2012). Este periodo creativo dio sus frutos
mas adelante con la creacion de vacunas contra la fiebre tifoidea, la peste y el cllera
(con microorganismos muertos). Luego, a principios del siglo XX, aparecieron los
primeros toxoides (como resultado de la inactivacion quimica de las toxinas de
difteria y tétanos); T. Smith determiné en 1907 que los toxoides proporcionaban
inmunidad a conejillos de indias (S. A. Plotkin et al., 2012). Mas adelante, la vacuna
contra la tuberculosis (BCG), se obtuvo luego de 13 afios (y 230 pasajes) de
atenuacion en bilis de res, papas y glicerol a partir de una cepa de micobacterias
obtenida de un bovino y estuvo disponible para uso humano en 1927 (Calmette
et al.,, 1927). La primera vacuna combinatoria, DTP (difteria, tétanos, pertussis)
estuvo disponible en 1948 (Edwards et al., 1999), y luego le siguieron las vacunas
contra la poliomielitis (Salk et al., 1954) asi como contra el sarampion, las paperas,
la rubéola y la varicela (S. Plotkin, 2014). La primera vacuna recombinante (contra
la hepatitis B), fue licenciada en 1986: Valenzuela y otros pudieron clonar el gen del
antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) en levaduras (Saccharomyces

cerevisiae) y en células humanas (McAleer et al., 1984; Valenzuela et al., 1982).

Desde los primeros intentos, se han desarrollado y utilizado en la practica clinica
vacunas humanas contra varias docenas de patdgenos virales y bacterianos de
importancia mundial, y se siguen disefiando y probando muchas més vacunas en
investigaciéon (Strugnell et al., 2011). La verdadera edad de oro de la vacunologia
comenzo alla por el 1949, con el advenimiento de nuevas técnicas de cultivo celular
y la posibilidad de propagar virus y bacterias in vitro. Actualmente, se utilizan nuevas
tecnologias que parecen ofrecer mayor seguridad. El foco esta puesto mayormente
en purificar subunidades de microorganismos*®, modificar antigenos genéticamente
o0 vectorizarlos, ya que muchos patdégenos apuntados son intracelulares y es dificil

lograr inmunizaciones eficientes. Aun asi, los métodos clasicos mas antiguos, como

15 |Las subunidades son componentes determinados de un microorganismo (normalmente proteinas
o0 polisacaridos) capaces de inducir una respuesta inmune similar a la que se lograria con el agente
infeccioso completo.
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la atenuacion e inactivacion, siguen produciendo nuevas vacunas, como lo

demuestra el caso de la vacuna zoster (S. A. Plotkin et al., 2012).

A partir de la historia, podemos observar que se han desarrollado distintos tipos de
vacunas a lo largo del tiempo. Todas las que existen al dia de hoy son
principalmente de cuatro tipos: 1) patdgenos vivos atenuados; 2) patbgenos enteros
inactivados (muertos); 3) toxinas bacterianas inactivadas (toxoides); y 4)

subunidades (Ada, 2005). En la Tabla 1 se resumen las caracteristicas de cada tipo.

Las vacunas tradicionales (de patdgenos vivos atenuados y patdégenos inactivados)
se basan en el concepto de “célula entera” y poseen una capacidad
inmunoestimuladora intrinseca, que permite inducir una inmunidad protectora de
larga duracion (Kallerup & Foged, 2015). Sin embargo, una gran desventaja es que
estos sistemas vivos tienen efectos adversos que en algunos casos son leves pero
que pueden ser severos o incluso fatales (D. B. Huang et al., 2004) y pueden causar
enfermedades en huéspedes inmunocomprometidos o mutar y volver a ser
virulentas (Robinson & Amara, 2005). Es por esto que han aparecido nuevas
estrategias para el desarrollo de vacunas, que progresivamente se van alejando del
enfoque tradicional basado en células enteras y se van acercando a una tecnologia
mas segura basada en subunidades, gracias, en parte, a la introduccién de las
plataformas de ADN recombinante. El desarrollo de vacunas conjugadas, de
subunidades y de particulas recombinantes similares a virus no replicantes (VLP)®
ha tenido un enorme impacto en el campo de la vacunologia (Rappuoli, 2007).

Tipo de Ingrediente  Ventaja Desventaja Ejemplo

vacuna activo

16 En inglés: virus-like particles (VLP). Particulas virales recombinantes que carecen de material
genético y que, por lo tanto, no pueden replicarse, pero que mantienen su estructura proteica externa
y, por consiguiente, son inmunogénicas.
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Atenuadas Patdégeno Respuesta Pueden tener Tuberculosis

debilitado inmune efectos adversos (BCG), fiebre
intensa y graves amarilla
duradera
Inactivadas Patdégeno Mas seguras Respuesta Hepatitis A,
muerto que las inmune menos poliomielitis
atenuadas. eficaz. Se

Se evita la requieren varias

vuelta a la dosis

virulencia

Toxoides Toxinas Altamente Solo para Difteria,
bacterianas eficaces patdgenos tétanos
inactivadas c/toxinas

Subunidades Uno o varios Puras, Poco Hepatitis B
fragmentos estables y inmunogénicas. (HBsAQ),
subcelulares  seguras Requieren Neumococo.
del patogeno fuertes

adyuvantes

Tabla 1: tipos de vacunas. Caracteristicas generales, ventajas, desventajas y ejemplos de cada una.

Las vacunas atenuadas estan basadas en patdgenos vivos atenuados, es decir,
contienen versiones debilitadas en el laboratorio del patégeno original. Imitan la
infeccion natural, lo que da lugar a una estrategia de vacunacién eficaz, produciendo
una fuerte respuesta celular y de anticuerpos. Por lo general, también se logra una
proteccién a largo plazo, y a menudo basta con una sola inoculacion. La atenuacion
del microorganismo da como resultado una version no patogena del mismo, pero
gue sigue poseyendo todas las caracteristicas originales (Clem, 2011). La
atenuacion se puede lograr a través de diferentes enfoques: usar un virus patégeno

en un huésped diferente pero no patdgeno para éste (el ejemplo de Jenner); utilizar
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cepas atenuadas de origen natural (ejemplo el virus de la poliomielitis tipo 2); aplicar
condiciones severas a una cepa de virus virulento (por ejemplo, la adaptacion al frio

del virus de la influenza) (Kallerup & Foged, 2015).

Las vacunas inactivadas se basan en patégenos muertos. La principal ventaja de
las vacunas inactivadas sobre las vacunas atenuadas es la seguridad, ya que al
estar muertos los patdgenos, se evitan las preocupaciones relativas a la vuelta a la
virulencia. Sin embargo, esto también constituye una gran desventaja, ya que la
falta de replicacion da lugar a una rapida eliminacion del cuerpo, lo que disminuye
la eficacia, en comparacion con las vacunas vivas. Sin embargo, debido a que la
mayoria de los componentes patégenos se conservan, siguen siendo mas eficaces
en comparacion con las mas recientes vacunas de subunidades. Un ejemplo de este
tipo es la vacuna contra la hepatitis A Epaxal® de Crucell. Esta vacuna se basa en
un virus de la hepatitis A (cepa RG-SB) que se inactiva mediante un tratamiento con
formalina y se adsorbe a una formulacién virosémical’, que constituye el sistema

adyuvante (Bovier, 2008).

Los toxoides, si bien se agrupan como un tipo diferente, pueden considerarse una
clase de vacunas de subunidades. Se generan contra algunas bacterias, donde las
toxinas son los principales agentes causantes de enfermedades. Las toxinas se
inactivan convirtiéndolas en versiones no toxicas (toxoides), por ejemplo, mediante
el tratamiento con formaldehido. Estos toxoides pueden ser usados con seguridad
para propositos de vacunacion. El gran parecido del toxoide con la toxina permite
gue el sistema inmunoldgico neutralice y fije las toxinas naturales mediante la
generacion de anticuerpos anti-toxoides. Ejemplos de vacunas con toxoides son las

diferentes vacunas contra la difteria y el tétanos (Kallerup & Foged, 2015).

Las vacunas de subunidades estan compuestas por uno O varios
péptidos/proteinas (recombinantes o aislados) o polisacéridos presentes en la

estructura del patdgeno objetivo (Dudek et al., 2010). En términos de seguridad y

17 virosoma: vesicula unilamelar de fosfolipidos que contiene proteinas derivadas de virus (Daemen
et al., 2005)
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costo de produccién, estas vacunas ofrecen ventajas considerables sobre las
vacunas tradicionales, ya que estan compuestas por componentes muy bien
definidos y de gran pureza. Este enfoque da como resultado una ventaja de
seguridad mas atractiva debido a la falta de replicacién y a la eliminacién de material
gue puede iniciar respuestas indeseadas del huésped (Robinson & Amara, 2005).
Las vacunas de subunidades pueden generarse a partir del aislamiento o sintesis
de componentes de la superficie externa de microorganismos, como la vacuna del
virus de la influenza, compuesta por las dos proteinas de superficie del virus como
antigenos, la hemaglutinina y la neuraminidasa (Ada, 2005). Los antigenos de las
vacunas también pueden ser producidos por medio de ingenieria genética
(denominadas vacunas recombinantes). Las vacunas contra la hepatitis B, el VPH
y la gripe (una marca) se producen mediante la insercion de un segmento del
respectivo gen viral en el gen de una célula de levadura o un virus. Luego la célula
de levadura o virus modificado produce el antigeno de superficie de la hepatitis B
puro, la proteina de la capside del VPH o la hemaglutinina de la gripe cuando crece.
Otro gran grupo de vacunas de subunidades son las de polisacaridos, que estan
compuestas por largas cadenas de moléculas de azucares que forman la capsula
superficial de ciertas bacterias. Las vacunas de polisacaridos puros estan
disponibles para tres enfermedades: neumococo, meningococo y Salmonella typhi.
Dado que los anticuerpos inducidos con vacunas de polisacéaridos tienen menos
actividad funcional que los inducidos por antigenos de proteinas, una estrategia
para superar este problema es mediante un proceso llamado conjugacion, en el que
el polisacarido se combina quimicamente con una proteina (normalmente un
toxoide) (Kallerup & Foged, 2015). Este enfoque se utiliza en la vacuna contra la
Haemophilus influenzae tipo B (Centers for Disease Control and Prevention, 2015).
Por ultimo, muchas de las vacunas de subunidades de virus se generan
disgregando el virus en cuestion, un proceso por el cual su estructura queda
alterada, dando lugar a una mezcla de los diversos componentes virales (Kallerup
& Foged, 2015).

En algunos casos, estos antigenos pueden ser suficientemente inmunogénicos por

si mismos (por ejemplo, la vacuna de subunidades para la influenza), sin embargo,
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en muchos otros, los antigenos de subunidades altamente purificados carecen de
muchas de las caracteristicas patdégenas intrinsecas, lo que hace que éstos sean
débilmente inmunogénicos por si mismos. En estas situaciones la co-administraciéon
de adyuvantes es requerida. La adicion de adyuvantes no sélo permite la induccién
de una respuesta inmune efectiva, sino que también proporciona el potencial para
modular la respuesta inmune (O’Hagan et al., 2001; Reed et al., 2009). El uso de
adyuvantes también puede reducir el nimero de administraciones o la dosis

requerida (Kallerup & Foged, 2015). Volveré sobre este punto mas adelante.

4.3.3 ¢Co6mo funcionan las vacunas?

La efectividad de una vacuna radica en su capacidad de inducir proteccion a largo
plazo, un sello de la inmunidad adaptativa que contrasta con las respuestas
inmunitarias innatas, rapidas, pero de corta duracion. La inmunidad a largo plazo es
conferida por el mantenimiento de efectores inmunes antigeno-especificos y/o por
la induccion de células inmunes de memoria que pueden ser suficientemente
eficientes y reactivadas rapidamente en caso de re-exposicion al patégeno (S. A.
Plotkin et al., 2012). Estos efectores inducidos por las vacunas son esencialmente
anticuerpos producidos por LB, (capaces de unirse especificamente a una toxina o
a un patégeno) (Cooper & Nemerow, 1984). Otros efectores potenciales son los LTc
y los LTh. Los LTc pueden limitar la propagacién de agentes infecciosos al
reconocer y destruir las células infectadas o al secretar citoquinas antivirales
especificas y los LTh (Th1, Th2 y Th17) pueden contribuir a la protecciéon a través
de la produccién de mas citoquinas y proporcionar apoyo a la generacién y
mantenimiento de respuestas de los LB y LT CD8+ (Lin etal., 2010). Los LTh
efectores son controlados por LT reguladores que participan en el mantenimiento
de la tolerancia inmunolégica (Sakaguchi et al., 2010). La mayoria de los antigenos
y las vacunas desencadenan respuestas de las LB y LT, de tal manera que no hay
razon para la clasica oposicidbn entre respuesta de anticuerpos (“inmunidad
humoral™) y a respuestas de células T ("inmunidad celular"). Los LT CD4+ son

necesarios para la mayoria de las respuestas de los anticuerpos, mientras que los
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anticuerpos ejercen una influencia significativa en las respuestas de LT a los

patogenos intracelulares (Igietseme et al., 2004).

La mayoria de las vacunas actuales median su eficacia protectora a través de la
induccién de anticuerpos, especificamente anticuerpos séricos IgG altamente
especificos (S. A. Plotkin et al., 2012).

La induccion de las respuestas de células B y T especificas requiere su activacion
por parte de CPA, esencialmente CDs, que deben ser reclutadas al sitio de reaccion.
Las CDs inmaduras patrullan por todo el cuerpo y cuando se exponen a patdégenos,
maduran, modulan receptores especificos de su superficie y migran hacia los
ganglios linfaticos secundarios, donde se produce la induccioén de las respuestas de
las células T y B (S. A. Plotkin etal.,, 2012). Las CDs maduras inducen las
respuestas a las vacunas al proporcionar sefales especificas del antigeno y de co-
estimulacién necesarias para activar a las células T inmaduras (Palucka et al.,
2010). Los antigenos contenidos en las vacunas deben proporcionar suficientes
sefiales de peligro para desencadenar una reaccion inflamatoria mediada por
células del sistema inmunitario innato (Coffman et al., 2010). En muchas ocasiones,
los antigenos por si solos no son capaces de generar sefiales lo suficientemente
potentes, por lo que las vacunas incluyen ademas sustancias que mejoran
esencialmente las respuestas mediante la modulacion de la inmunidad innata, que
luego da forma a las respuestas adaptativas (Coffman et al., 2010; Iwasaki &
Medzhitov, 2010). Estas sustancias se conocen como adyuvantes.

4.3.4 Adyuvantes de vacunacion

Los adyuvantes —compuestos que aumentan la respuesta inmunolégica especifica
contra los antigenos co-inoculados (Petrovsky & Aguilar, 2004)— han sido utilizados
para mejorar la eficacia de las vacunas desde los afios '20. El concepto nacié en
esa época a partir de las investigaciones de Ramon et al., que observaron que
caballos que desarrollaron un absceso (sitio infectado e inflamado) en el lugar de
inoculacion del toxoide diftérico generaron titulos de anticuerpos especificos mas

altos, y, posteriormente descubrieron que un absceso generado por la inyeccion de
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sustancias no relacionadas junto con el toxoide diftérico aumentaba la respuesta
inmunoldgica contra el toxoide (Ramon, 1925, 1926). Luego en 1926 fue
demostrada la capacidad adyuvante de los compuestos de aluminio (Glenny et al.,
1926), en 1936 Freund desarrollé la famosa emulsién de agua y aceite mineral con
micobacterias muertas (conocida como adyuvante completo de Freund, FCA) y
posteriormente la version sin micobacterias (adyuvante incompleto de Freund, FIA)
(Freund et al., 1937; Stuart-Harris, 1969). Hasta ahora, se han identificado varios
cientos de compuestos naturales y sintéticos con actividad adyuvante y aunque una
gran variedad ha sido testeada en vacunas, la toxicidad es quizas el impedimento
mas importante para introducir la mayoria de esos adyuvantes en el uso humano
(Vogel, 1998).

Los beneficios de incluir adyuvantes en las vacunas son muchos y los requisitos

varian segun las caracteristicas deseadas de la vacuna (Schijns & Lavelle, 2011):

1) Los adyuvantes afectan fuertemente al inmunofenotipo y por consiguiente a la

eficacia de la vacuna, es decir, pueden moldear la calidad de las respuestas

inmunoldgicas. Por ejemplo, para algunos patégenos especificos que requieren
diferentes tipos de reacciones inmunoldgicas para la eliminacion de la enfermedad,
algunos adyuvantes pueden inducir selectivamente subtipos determinados de LTh.
Ademés, ciertos mecanismos de captacion y procesamiento celular
desencadenados por los adyuvantes facilitan la carga del antigeno en la via del
MHC | y la preparacion de las respuestas de LTc. Esto es particularmente util para

aguellos antigenos pobremente inmunogénicos.

2) Los adyuvantes afectan el inicio, la fuerza y la duracion de las respuestas

inmunologicas. Pueden generar respuestas inmunoldgicas mas rapidas y fuertes o

aumentar la longevidad de las respuestas, lo que se requiere, por ejemplo, durante

campafias de vacunacién de emergencia después de algun brote.

3) Los adyuvantes pueden compensar la falta de respuesta inmunoldgica,

mejorando la eficacia de las vacunas en los recién nacidos, los ancianos o las

personas inmunodeprimidas.
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4) Los adyuvantes pueden reducir la dosis de antigeno necesaria para la proteccién,

algo particularmente atil en el caso de que el antigeno sélo esté disponible en
cantidades limitadas. Dado que la produccion de la nueva generacién de vacunas
de subunidades recombinantes suele ser costosa, la posibilidad de reducir la dosis

requerida utilizando adyuvantes puede tener importantes ventajas econdmicas.

5) Los adyuvantes pueden facilitar el aumento de la estabilidad de la vacuna.

Pueden hacer que la vacuna sea menos susceptible a la degradacién que se
produce durante el almacenamiento, o al ser inyectada, como resultado de las

reacciones de degradacion local.

6) Los adyuvantes pueden proporcionar una ventaja competitiva. Muchos

adyuvantes inmunoestimuladores (ver definicion mas abajo) han sido patentados y
han permitido el desarrollo de vacunas Unicas, basadas en antigenos validados. Las

vacunas patentadas pueden crearse mediante el acceso a adyuvantes patentados.

Aunque mucho se sabe de las ventajas que ofrecen los adyuvantes, la realidad es
gue el conocimiento sobre su modo de accion aun es limitado, en parte debido a
gue sus desarrollos han sido mayormente de caracter empirico. De a poco, con
mayor implicacion de la investigacion basica, cada vez més se trata de comprender
la relacion entre las caracteristicas de los adyuvantes y las consiguientes
respuestas inmunoldgicas, aunque todavia estamos en una fase temprana para
definir claramente el (o los) modo(s) de accién concreto(s) de los adyuvantes
(Schijns & Lavelle, 2011). Y dada la gran cantidad de adyuvantes que estan en fase
de investigacion clinica (Mbow et al., 2010) y muchos mas que estan en desarrollos

pre-clinicos, también se han propuesto diversos criterios para clasificarlos.

Para clasificarlos aqui tomaremos dos articulos de revision, uno que asigna a los
adyuvantes en dos grupos amplios (particulados y no particulados) (Cox & Coulter,
1992, 1997), y otro que, siguiendo un criterio similar, los divide en
inmunoestimuladores y sistemas de delivery (M. Singh & O’Hagan, 2002). En
resumen, los inmunoestimuladores de Singh & O’Hagan son los que Cox &
Coulter nombran como no particulados y su caracteristica principal es que modulan

la respuesta inmune por medio de la unién directa a receptores de CPA. En ese
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grupo encontramos al lipido A monofosforilado (MPLA), derivado del LPS de la
bacteria Gram-negativa Salmonella minnesota, que, al igual que el LPS, interactla
con el TLR4, dando lugar a la liberacién de citoquinas pro-inflamatorias. Otro que
entra dentro de esta clasificacién es el CpG-ADN, que ejerce respuestas inmunes a
partir de su union al TLR9. Un tercer grupo de adyuvantes inmunoestimuladores son
los glucésidos triterpenoides, o saponinas, derivados de la corteza de un arbol
chileno, Quillaja saponaria (por ejemplo, QS-21 o Quil-A®). Las saponinas parecen
funcionar principalmente a través de la induccién de citoquinas y se han utilizado
ampliamente como adyuvantes en varias vacunas veterinarias. Entre los
adyuvantes que funcionan como sistemas de delivery (o particulados) los autores
agrupan a las sales de aluminio y calcio, a las emulsiones (agua-en-aceite [W/O] y
aceite-en-agua [O/W)]), a los complejos de inmuno-estimulacion (ISCOMs), a las
nano y microparticulas poliméricas y a los liposomas y sus derivados (Cox & Coulter,
1992, 1997; M. Singh & O’Hagan, 2002). Los adyuvantes particulados tienen
dimensiones comparables a los patdgenos para los que el sistema inmunolégico
evolucion6é para combatir y su principal caracteristica es que funcionan como
reservorios del antigeno, pueden protegerlo de la degradacion y potencialmente
entregarlo en un sitio puntual, a una velocidad y duracion determinada, para generar

una respuesta inmune 6ptima (Akagi et al., 2012; M. Singh & O’Hagan, 2002).

Aun asi, a pesar de los beneficios obvios, las décadas de investigacion, los cientos
de candidatos preclinicos, y la seguridad y eficacia comprobadas, sélo un pufiado
de adyuvantes estan actualmente aprobados para la vacunacion profilactica en
seres humanos: sales de aluminio, MF59, virosomas, AS03 y AS04 son los Unicos

licenciados®® (Rambe et al., 2015; Schijns & Lavelle, 2011). Las fallas de los

18 A modo de resumen: las sales de aluminio se han utilizado ampliamente durante mas de 70 afios
y hasta hace poco representaban el Unico adyuvante aprobado en los EE.UU. Las emulsiones O/W
de aceites minerales (MF59 y AS03) estan autorizadas como adyuvantes en las vacunas contra la
gripe en Europa. AS04, un adyuvante combinatorio, compuesto de MPLA adsorbido en alimina, esta
aprobado para las vacunas contra la hepatitis B y el VPH en Europa y ha sido recientemente
licenciado en los EE.UU. (Mbow et al., 2010). Los virosomas (vesiculas tipo liposomas formadas por
envolturas virales reconstituidas y lipidos convencionales, que carecen de material genético viral) se
han utilizado para mejorar la respuesta inmunolégica a las vacunas contra la hepatitis A y la gripe
(Rambe et al., 2015).
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adyuvantes durante las fases de desarrollo estan relacionadas con el proceso de
fabricacion (falta de una formulacion reproducible, impacto negativo en la
estabilidad del antigeno) o a los eventos adversos sistémicos. Cabe destacar que
el perfil de seguridad aceptable es diferente en el caso de vacunas terapéuticas o
profilacticas. En la mayoria de los casos, las vacunas preventivas se administran a
un gran numero de personas sanas Yy nifios en los primeros afios de edad, por lo

tanto, tienen que ser extremadamente seguras y bien toleradas (Mbow et al., 2010).

Una coincidencia que se encuentra entre estos autores es que los adyuvantes
inmunoestimuladores también pueden incluirse en los sistemas de delivery
(particulados) para mejorar el nivel de la respuesta. Ademas, la formulacién de
moléculas inmunomoduladoras en sistemas de delivery puede limitar los efectos
adversos, al restringir la circulacion sistémica del inmunomodulador (M. Singh &
O’Hagan, 2002). Como regla general, dos o méas adyuvantes con diferentes
mecanismos de accion se pueden combinar para mejorar la potencia y el tipo de
respuesta inmune al antigeno (Petrovsky & Aguilar, 2004). Un ejemplo es el FCA,
gue combina las propiedades inmunoestimuladoras de Mycobacterium tuberculosis
(esencialmente de los péptidos TDM y MDP) junto con el efecto de depdsito a corto
plazo de las emulsiones W/O. Los liposomas, por ejemplo, son una plataforma
versati  que se puede utlizar para incorporar diversas moléculas

inmunomoduladoras (Cox & Coulter, 1997).

4.3.5 Vacunas y adyuvantes basados en nanomateriales

Los sistemas de delivery de antigenos nanoparticulados estan disefiados con el
objetivo de mejorar la captacion de los antigenos por parte de las CPA y/o para
obtener una liberacion controlada o sostenida de los mismos y mejorar su
presentacion. Estos ofrecen varias ventajas para la entrega de antigenos en

comparacion con la inoculacion de antigenos solubles (Zhu et al., 2014):
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1) Protegen a los antigenos de la degradacién proteolitica in vivo, que generalmente

hace que aumente la dosis de antigeno necesaria para la inmunizacion.

2) Proporcionan un perfil de liberacion sostenida de los antigenos antes de su
internalizacion por las CPA o dentro del compartimiento endo-lisosomal después de
la internalizacion. De esta manera pueden proporcionar un deposito duradero de

antigeno para reforzar el sistema inmunoldgico.

3) Mejoran la deteccién y absorcién de los antigenos por parte de CPA, en
comparacion con los antigenos solubles. Ademas, la modificacion de la superficie
de los sistemas nanoparticulados con ligandos o anticuerpos que se dirijan a PRRs
puede mejorar la entrega de antigenos a determinadas CPA mediante la targeting

activo.

4) Permiten el suministro conjunto de diferentes componentes inmunoestimuladores
junto con los antigenos, lo que puede servir para obtener un efecto inmune mas

potente.

Entre los adyuvantes licenciados que nombramos anteriormente, MF59 (de
Novartis) es un sistema de delivery nanoparticulado, de 165 nm de didmetro, con la
capacidad de reclutar neutréfilos, monocitos y CDs y aumentar la captacion de
antigenos. En particular, MF59 ha mostrado una actividad adyuvante mas potente
gue la alimina en la induccion de respuestas inmunes humorales y Thl (Calabro
et al., 2013; Vogel et al., 2009). Otros sistemas de delivery nanoparticulados que
estan siendo investigados en ensayos clinicos son: nanoparticulas similares a virus
(VLN) (de 15-30 nm), nanoparticulas de &cido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA) (de
100-200 nm), liposomas cationicos, nanoemulsiones (de 400 nm), y el nanogel
portador de colesterol (de 30-40 nm) (D. M. Smith et al., 2013).

De todos ellos, nos interesa particularmente enfocarnos en los liposomas, que son
los sistemas que hemos utilizado para desarrollar todo el trabajo realizado en esta

tesis.

Son varias las ventajas que encontramos al usar liposomas como adyuvantes. Se

sabe gue estos sistemas son seguros y bien tolerados, como lo demuestra el amplio
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uso de medicamentos anticancerigenos y anti-infecciosos basados en liposomas
aprobados, como Doxil® y AmBisome®. Ademas, debido a que los liposomas estan
a menudo compuestos por lipidos que se encuentran naturalmente en las
membranas celulares, como PC y Chol, estas formulaciones son completamente
biodegradables (Watson et al., 2012). Entre otras caracteristicas relevantes, los
liposomas son sistemas altamente versatiles, se pueden personalizar
cuidadosamente para adaptarlos a los perfiles inmunes deseados combinandolos
con inmunomoduladores y optimizando su composicion, propiedades fisicoquimicas
y modo de carga de antigenos (Maria José Morilla & Romero, 2016). AUn mas, los
liposomas pueden producirse industrialmente de forma masiva bajo buenas
practicas de manufactura y almacenarse durante largos periodos, manteniendo

altas relaciones de masa antigeno/vesicula (Romero & Morilla, 2011).

En fin, los liposomas tienen la capacidad de incrementar la captura de los antigenos
por parte de CPA y modular la liberacion intra-citoplasmatica o intra-lisosomal (para
ser presentados por MHC | o MHC 1l e inducir respuestas diferenciales). Pueden co-
encapsular varios antigenos o co-encapsular antigenos junto con moléculas
inmunoestimuladoras. Pueden inducir la presentacion de moléculas
coestimuladoras y también proteger a los antigenos en ambientes hostiles (Caimi,
2019).

Los esfuerzos intensivos en el campo de la vacunacion han dado lugar a una serie
de diferentes adyuvantes basados en liposomas como parte de las vacunas
comercializadas o probadas clinicamente contra varios patdégenos diferentes
durante los ultimos 20 afios. Sin embargo, solo 2 productos alcanzaron el mercado
(Inflexal®, una vacuna contra influenza, y Epaxal®, contra la hepatitis A). Los
virosomas, compuestos de membranas reconstituidas del virus de la gripe (lipidos
y glicoproteinas de envoltura) complementados con el fosfolipido PC, han sido los
componentes de esas vacunas, autorizadas desde 1997. Inflexal® V se
comercializa en 43 paises con mas de 60 millones de dosis distribuidas. Otras
vacunas liposomales compuestas de componentes mas tradicionales y combinadas

con moléculas inmunomoduladoras también estan progresando hacia la aprobacién
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regulatoria. Por ejemplo, como terapia contra el cancer de pulmoén de células no
pequefias (Stimuvax®, Oncotheryon, compuesta por PC, PG, Chol y MPLA) y como
prevencion de la malaria (RTS,S/AS01, GlaxoSmithKline, compuesta por PC, PG,
Chol, MPLA y QS-21) (Watson et al., 2012).

La eleccion del lipido utilizado y el método de fabricacion resultan fundamentales en
el disefio de la formulacion, ya que influyen en las propiedades fisicoquimicas de
los liposomas formados, lo que se traslada a su efecto como compuesto adyuvante:
se sabe que la captura celular, el procesamiento del antigeno y su presentacion
estan parcialmente influenciadas por estas caracteristicas de los liposomas (De

Temmerman et al., 2011).

Existen una variedad de factores fisicoquimicos que se deben tener en cuenta en el
disefio de los liposomas. Entre ellos podemos mencionar: a) la composiciéon de los
lipidos, que puede afectar la fluidez de las bicapas (Liu et al., 2001), b) el tamafio
de la vesicula, que influye en la eficacia del adyuvante liposomal, pudiendo polarizar
las respuestas inmunes hacia un perfil de citoquinas Thl o Th2 (Brewer et al., 1998,
2004; Carstens et al., 2011; Mann et al., 2009), y c) la ubicacion del antigeno y la
carga liposomal que influyen en su actividad adyuvante (Henriksen-Lacey et al.,
2010; Hussain et al., 2014).

Como pueden ver, a la hora de disefiar un adyuvante liposomal muchos factores
deben ser tenidos en cuenta. Si bien uno no podria predecir con total exactitud el
éxito o fracaso de una nueva formulacion, queda claro que un disefio racional

mejorard ampliamente las posibilidades de éxito.
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4.4 Nanovesiculas arqueolipidicas multiefectoras

En mi trabajo de doctorado propusimos disefiar un sistema de delivery
nanoparticulado que contenga no uno, sino dos ligandos de receptores de CPA, con
la idea de utilizarlo como un potente adyuvante de vacunacion, que module la
respuesta inmune o como un agente inmunoterapéutico por si mismo. Esto se
lograria utilizando un tipo muy particular de liposomas, los nanoarqgueosomas

(nanoARC), para encapsular imiquimod (IMQ).

Continuando con el hilo de lectura de la seccion anterior, veran que la idea de esta
tesis no es descabellada. Ademas de todas las propiedades y caracteristicas
mencionadas anteriormente sobre los liposomas, la co-encapsulacion de ligandos
de PRRs y antigenos ha sido ampliamente investigada. Los agonistas de TLRs y
NLRs como el MPLA, oligodeoxinucleétidos CpG (CpG-ODNSs), el acido
poliinosinico:policitidilico (poli I1:C) y el dipéptido de muramilo (MDP) se han
incorporado comunmente en vacunas experimentales basadas en liposomas
(Christensen et al., 2009; Didierlaurent et al., 2017; Wilson et al., 2009; Zaks et al.,
2006).

La combinacion de estos nanoARC (ligandos de un RS) con IMQ (ligando de un
TLR) nos permitiria obtener, a priori, una formulacion capaz de inducir una fuerte
respuesta inmune, ya que, aprovechando la capacidad del RS-Al para endocitar
sus ligandos via endocitosis simple, el IMQ se concentraria en el sitio intracelular

donde se encuentra el TLR7 (los endosomas y endo-lisosomas).

En esta seccidn paso a describir los dos ligandos que componen nuestro sistema

de delivery nanoparticulado.

4.4.1 Nanoarqueosomas (nanoARC):

Los arqueosomas (ARQ) son un tipo de vesiculas lipidicas similares a los liposomas
pero que se preparan con lipidos extraidos de arquebacterias. En nuestro caso,
utilizamos como fuente de lipidos a las arquebacterias H. tebenquichense, aisladas

y caracterizadas por el grupo de trabajo del Centro de Investigacion y Desarrollo en
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Nanomedicinas (CIDeN) de la Universidad Nacional de Quilmes (UNQ). Nosotros,
particularmente, le dimos el nombre genérico de nanoarqueosomas (nanoARC), ya
gue las vesiculas preparadas tienen un tamafio nanométrico, pero en otros trabajos
de investigacion y en bibliografia se suelen encontrar indistintamente como ARQ.
Hablaremos en las siguientes paginas sobre las arquebacterias, los ARQ, y lo que

los hace tan interesantes.

4.4.1.1 Arquebacterias y arqueolipidos: caracteristicas distintivas

La clasificacién bioldgica del arbol de la vida hasta ahora mas aceptada es la
propuesta por Carl Woese y colaboradores, que divide a todos los organismos en
tres grupos en la categoria mas alta: Bacteria, Archaea y Eukarya. Esta teoria
asume gue todos los seres vivos provienen de la temprana divergencia de un
supuesto progenitor (progenote) en los tres dominios primarios. Para formularla,
Woese se basO en las diferencias encontradas en la secuencia del ARN
ribosomal de la subunidad menor. El mismo explicaba los argumentos para la
reestructuracion del anterior sistema de dos imperios (formados por los grupos
Eukariota y Prokariota) de esta manera: “la base de la sistematica ha cambiado; los
criterios fenotipicos clasicos estan siendo sustituidos por criterios moleculares. Las
secuencias moleculares pueden revelar relaciones evolutivas de una manera y en
una medida que los criterios fenotipicos clasicos, e incluso las funciones
moleculares, no pueden” (Woese et al.,, 1990). Aun asi, hay varios autores que
discuten esta teoria (Cavalier-Smith, 1998; Hug et al., 2016; Ruggiero et al., 2015),

pero no es el objetivo de este trabajo ahondar en esas discusiones.

Uno podria pensar que si las arquebacterias estan siendo agrupadas en un dominio
diferente a las bacterias (aunque a priori parecerian ser un tipo de bacterias), eso
debe deberse a que realmente cada grupo tiene caracteristicas particulares con las

que se distinguen del otro.

En cuanto a sus fenotipos generales, las arquebacterias se asemejan a las bacterias
ordinarias, y durante mucho tiempo se han considerado como tales. Sin embargo,
en términos de un criterio estrictamente genealdgico, las arquebacterias no pueden

considerarse en absoluto como bacterias ordinarias. No muestran mas relacion con
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las bacterias ordinarias que con las células eucaritticas (Woese & Fox, 1977). A
pesar de su parecido superficial con las bacterias ordinarias, las arquebacterias
difieren de ellas profundamente en muchos aspectos y, aunque se sabe
relativamente poco, ya son evidentes algunos puntos especificos (Woese & Fox,
1977):

e Las paredes celulares de las arguebacterias (a diferencia de las bacterias)
carecen por completo de peptidoglicano. Las estructuras son, en cambio,
extremadamente variadas y todas las principales lineas contienen al menos
un género cuya pared es una cubierta proteica simple y regular.

e La maquinaria traduccional de las arquebacterias presenta ARN de
transferencia y ribosomales caracteristicos, con algunas semejanzas, pero a
la vez diferencias respecto a bacterias y eucariotas.

e Todas las arquebacterias conocidas provienen de habitats "especializados”
0 "extremos". Por eso se las conoce a todas como extremofilas. El tema de
su clasificacion estricta es algo que esta en continua investigacion (Williams
et al., 2017), pero para simplificarlo, podemos decir que hay un gran grupo
gue son haléfilas extremas (viven en salinas), otras que son metandgenas
(habitan ambientes carentes de oxigeno y elevadas temperaturas), y otras
termofilas extremas (encontradas a muy altas temperaturas) (Kates, 1993).

e Las arquebacterias tienen lipidos analogos a los principales grupos de lipidos
gue se encuentran en otros organismos (glicolipidos, fosfolipidos, etc.). Pero
éstos, en vez de enlaces tipo éster tienen enlaces éter, y las cadenas rectas
de carbono son reemplazadas por cadenas de isoprenoides ramificadas.

Me detengo en la estructura lipidica ya que es lo mas importante a destacar para
este trabajo. Las principales diferencias entre los lipidos de arquebacterias con

bacterias y eucariotas pueden apreciarse en la Figura 7 y Figura 8.
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Figura 7: estructuras de lipidos polares de membranas de Archaea, Bacteria y Eukarya. Se muestran
las membranas citoplasmaticas de arquebacterias (en rojo), bacterias y eucariotas (en verde), y sus
componentes principales (A). Las diferentes estructuras quimicas de los lipidos del dominio Archaea
y Bacteria/Eukarya se presentan junto con los lipidos centrales (core) mas prominentes encontrados
en estos organismos. Lipidos core tipicos para Archaea: |- glicerol dialquil glicerol tetra-éter (GDGT)
sin anillos de ciclopentano, II- GDGT con anillos de ciclopentano; IlI- glicerol trialquil glicerol tetra-
éter (GTGT); IV- GDGT en forma de H; V- arqueol con posible hidroxilacién o insaturacion; VI-
arqueol macrociclico (B); lipidos core para Bacteria: diacilglicerol (DAG) que contiene distintas
combinaciones de acidos grasos (VII a X); lipidos core tipicos para Eukarya: DAG que contiene
diversas combinaciones de acidos grasos (Xl y Xll); y otros tipos de core lipidicos (XIII) (C). Adaptado
de (Kellermann, 2012).
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Figura 8: tipicos grupos de la cabeza polar de los lipidos polares encontrados en Archaea, Bacteria
y Eukarya. Los grupos polares mas reconocidos son los que contienen fosfatos, entre ellos,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y fosfatidilcolina. Adaptado de (Kellermann, 2012).

Los esqueletos hidrocarbonados de los lipidos de arquebacterias son éteres de
cadenas isoprenoides, mayormente fitanilos (20 C) y bifitanilos (40 C), llamados
arqueoles o lipido di-éter (2,3-di-O-difitanil-sn-glicerol) y caldarqueoles o lipido tetra-
éter (2,2°-3,3"- tetra-O-dibifitanil-sn-diglicerol), respectivamente, unidos en una
configuracion sn-2,3 al glicerol (G. Dennis Sprott, 1992). En contraste, los lipidos de
los dominios Eukarya y Bacteria son ésteres de cadenas de acidos grasos lineales
unidos en configuracién sn-1,2 al glicerol, denominados glicerofosfolipidos (Kates &
Kushwaha, 1995).

Los isoprenoides estan involucrados en una amplia gama de funciones, y se
encuentran tanto en las arquebacterias como en bacterias, a diferencia de los acidos
grasos, cuya biosintesis parece estar subdesarrollada en las arqueas (y en algunos
organismos incluso ausente). El rasgo mas divergente que se encuentra en la base
de la division de los lipidos es la espina dorsal de glicerofosfato. El dominio Archaea
contiene glicerol-1-fosfato como fraccion de glicerofosfato mientras que las

bacterias dependen de glicerol-3-fosfato (S. Jain et al., 2014).

Estas peculiares caracteristicas hacen que los arqueolipidos presenten algunas
ventajas respecto a sus pares bacterianos y eucariotas. Por ejemplo: los
arqueolipidos polares son mas resistentes a la hidrolisis en un amplio rango de pH,
dado que las uniones éteres son mas dificiles de hidrolizar que las uniones ésteres.

Las cadenas isoprenoides son menos labiles a la oxidacién, en tanto la
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configuracion sn-2,3 otorga una resistencia a hidrélisis por fosfolipasas estero-

especificas (G.Dennis Sprott et al., 1997).

Como dijimos anteriormente, en general, las arqueas prosperan en ambientes
extremos. Los microorganismos halofilos extremos (o hiperhaldéfilos) se encuentran
tipicamente en las salinas a lo largo de las costas y los lagos hipersalinos, y se
agrupan en la familia Halobacteriaceae. Muchos miembros de Halobacteriaceae se
caracterizan por la presencia de pigmentos rojizo-anaranjados, Illamados
bacterioruberinas, en la membrana citoplasmética, que ayudan a eliminar la
radiacion UV y proteger las células de los efectos nocivos de la luz solar (Corcelli &
Lobasso, 2006). Estas viven en ambientes con concentraciones salinas que pueden
exceder los 250 - 300 g/L (Oren, 1994). iEl agua salada de los mares y océanos

tiene en promedio una concentracion de sales de 35 g/L!

H. tebenquichense es una especie de arquebacteria hiperhaléfila, aislada por
primera vez en el lago Tebenquiche, en el desierto de Atacama, Chile (Lizama et al.,
2002). Posteriormente, en el 2003, investigadoras del CIDeN de la UNQ aislaron
una cepa de H. tebenquichense de Salina Chica, Peninsula de Valdés en la
provincia de Chubut, Argentina. Los arqueolipidos polares totales (APT) se
extrajeron mediante el método de Blight & Dyer y se caracterizaron mediante
cromatografia en capa delgada (TLC) mono- y bi-dimensional (utilizando tinciones
especificas) (Maria J. Morilla & Romero, 2011) y espectrometria de masa por
ionizacion electrospray (ESI-MS) (Gonzalez et al., 2009), y se compararon contra
los datos bibliograficos de composicion lipidica de arquebacterias haléfilas extremas

(Corcelli & Lobasso, 2006). Los cinco lipidos identificados fueron (Figura 9):

a) El sulfoglicolipido SDGD-5, 1-O-[a-D-manosa-(2’-SO3H)-1"—2’)-a-D-glucosal-
2,3-di-O-fitanil-sn-glicerol;

19 Los lipidos pueden clasificarse (segin su polaridad) como polares y no polares (neutros). Los
polares son aquellos que poseen una polaridad apreciable, o incluso carga eléctrica, y en los que se
suele distinguir una region hidr6foba y una hidréfila. Estos son los que se describieron mas arriba
(glicerofosfolipidos, glicosilglicerolipidos, esfingofosfolipidos, esfingoglicolipidos). Los no polares son
aquellos que no tienen carga eléctrica ni polaridad. Entre ellos se encuentran los &cidos grasos de
mas de 12 carbones, los esteroles, los carotenoides, las ceras, los tocoferoles, etc.
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b) La cardiolipina glicosilada SDGD-5-PA, 1-O-[a-D-manosa-(2’-SO3H)-1'—2’)-a-D-

glucosa]-2,3-di-O-fitanil-acido fosfatidico-sn-glicerol;

c) La cardiolipina BPG, sn-2,3-di-O-fitanil-1-fosfoglicerol-3-fosfo-sn-di-O-

fitanilglicerol.
d) El fosfolipido arqueol PG, 2,3-di-O-fitanil-sn-fosfatidilglicerol;

e) ElI fosfolipido arqueol PGP-Me, 2,3-di-O-fitanil-sn-fosfatidilglicerofosfato

metiléster;
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Figura 9: estructura quimica de los arqueolipidos polares totales extraidos del arquea hiperhalofila
H. tebenquichense.

Estos APT fueron utilizados para pareparar los nanoARC desarrollados en esta

tesis.

4.4.1.2 Arqueosomas (ARQ)

Los ARQ, asi como los liposomas, son nanovesiculas, pero preparadas a partir de
APT en vez de lipidos polares provenientes de organismos eucariotas o bacterianos.
Se pueden encontrar en forma de bicapa (si se fabrican exclusivamente a partir de
arqueoles o con mezclas lipidicas que contienen arqueoles y lipidos no
arquebacterianos), de monocapa (si se fabrican exclusivamente a partir de lipidos
bipolares caldarqueoles) o como combinacién de monocapas y bicapas (si estan
hechas de caldarqueoles y arqueoles u otros lipidos monopolares) (Kaur et al.,
2015). Al igual que para los liposomas, la fase lamelar de los ARQ se genera por
auto-asociacion de los APT en medios acuosos que, tras un pequefio input de
energia se sellan en forma de nanovesiculas. Sin embargo, la relacidon de seccion
transversal cadena hidrocarbonada/grupo cabeza polar de los APT es

aproximadamente el doble de la correspondiente de glicerofosfolipidos, lo que hace
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a la superficie de los ARQ altamente entropica, con una tension superficial que es
la mitad que la de los liposomas (Kitano et al., 2003; K. Yamauchi et al., 1997).
Finalmente, la permeabilidad de los ARQ a protones y cationes sodio es
aproximadamente tres veces menor que la de liposomas; la presencia de los
arqueoles macrociclicos o caldarqueoles en ARQ minimiza su permeabilidad al

agua y pequefios solutos (Mathai et al., 2001; Van De Vossenberg et al., 1999).

La introduccién de los ARQ al mundo de la vacunologia se debié a los estudios
realizados por Sprott y colaboradores a fines de los afios '90 (G.Dennis Sprott et al.,
1997). Luego, la utilizacion de ARQ como adyuvantes de vacunacion se fue

extendiendo de a poco a otros grupos de trabajo.

En lo que respecta a su efecto sobre la respuesta inmune, es sabido que ciertos
ARQ aumentan el reclutamiento y activacion de CPA como CDs y macrifagos
(Lakshmi Krishnan et al.,, 2001; Tolson etal., 1996), inducen la expresion de
moléculas coestimuladoras y generan respuestas de LT CD8+ aln en ausencia de
LT CD4+ (Lakshmi Krishnan et al., 2001), tres estimulos importantes que otros
sistemas vesiculares como liposomas, niosomas e ISCOMs no son capaces de
inducir. Luego de su administracion subcutanea inducen respuestas Thl, Th2 y LT
CD8+ en forma antigeno-dependiente en superior magnitud a las inducidas por
liposomas convencionales (Lakshmi Krishnan et al., 2001; G. D. Sprott et al., 2004).
Adicionalmente, los ARQ generan memoria inmunolégica incluso en ausencia de
inflamacion visible, a pesar de que la inflamacion en la respuesta innata es la que
conlleva a la aparicion de la respuesta adaptativa (Dudani et al., 2002). Por ejemplo,
ARQ preparados con APT de Haloferax volcanii y Methanobrevibacter smithii
activan CDs en ausencia de produccion de IL-12, relacionada con la respuesta
inflamatoria inicial (G. D. Sprott et al., 2004). Las propiedades adyuvantes de los
ARQ son independientes de la presencia de LPS, ya que, como dijimos, los mismos
estan ausentes en las arqueas (Eckburg et al., 2003); esto remarca otra diferencia
entre ARQ y liposomas: para ejercer un efecto adyuvante sobre células del sistema
inmune no deben agregarse inmunoestimuladores a los ARQ, lo que si debe
hacerse para generar repuesta utilizando liposomas. Asimismo, ARQ preparados
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con APT de la metandgena M. smithii (conteniendo un 40% de caldarqueoles y un
30% en peso de arquetidilserina) son potentes inductores de adyuvancia debido a
su particular interaccion con las CPA (Lakshmi Krishnan et al., 2001). Estos ARQ
inducen la expresion de moléculas coestimuladoras en CPA, lo que conduce a la
liberacion de citoquinas y otros reguladores inmunoldgicos (Lakshmi Krishnan &
Sprott, 2008). ARQ conteniendo el antigeno OVA y el agregado de CaClz también
generaron adyuvancia luego de su administracién intranasal en ratones induciendo
respuestas de anticuerpos anti-OVA IgA en sueros, heces, bilis y muestras de

lavado vaginal y nasal (Patel et al., 2007).

Si bien el mecanismo de induccién de la respuesta inmune no esta del todo
elucidado, se ha propuesto que los diversos grupos de la cabeza polar pueden
facilitar interacciones inmunomoduladoras Unicas con las CPA (G. D. Sprott et al.,
2003).

Las ventajas en la utilizacion de ARQ como sistemas de vehiculizacion de agentes
terapéuticos, con respecto a liposomas convencionales, radican en dos cuestiones:
su elevada tasa de internalizacién celular (Higa et al., 2012; L. Krishnan & Sprott,
2003) y su estabilidad estructural. Dadas las caracteristicas propias de los APT
extraidos de arquebacterias extremdfilas, nanovesiculas preparadas con estos
lipidos, tendran también caracteristicas distintivas. Las cadenas isoprenoides
completamente saturadas otorgan estabilidad frente a la degradacion oxidativa
(Benvegnu et al., 2009). Los enlaces éter son més estables que los ésteres en un
amplio rango de pH (Patel et al., 2000). La estereoquimica inusual sn 2,3 de glicerol
disminuye el ataque de las fosfolipasas liberadas por otros organismos (Patel et al.,
2000; G. D. Sprott et al., 1996). La estructura ramificada de las cadenas alquil ayuda
areducir latemperatura de fusion y la permeabilidad de la membrana lo que confiere
alta estabilidad térmica (Brown et al., 2009; Caimi et al., 2017; Choquet et al., 1992;
G. D. Sprott etal., 1996). Por otra parte, con respecto a la seguridad y
biocompatibilidad al aplicarlos como vacunas, los ARQ han demostrado ser bien
tolerados y relativamente seguros en modelos de ratones de laboratorio, ya que no
se detectaron anticuerpos anti-lipidos significativos ni hemdlisis cuando se los
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inyecto por via subcutanea (Patel et al., 2002). AUn mas, aunque hay arquebacterias
gue son mesofilas y habitan en el cuerpo humano (intestino delgado, piel), a
diferencia de bacterias y hongos, no se han identificado especies de patogénicas
hasta la fecha (Cavicchioli et al., 2003; Gill & Brinkman, 2011).

En nuestro grupo de investigacion, utilizando los APT de H. tebenquichense
preparamos vesiculas de diametro nanométrico y carga superficial negativa, que
llamamos genéricamente nanoarqueosomas. Los nanoARC son seguros y tienen
actividad adyuvante tras su administracion subcutanea, generando titulos de
anticuerpos similares a los obtenidos con la alumina, sin generar inflamacion ni
irritacion (Gonzalez et al., 2009). Fueron probados como vacunacion profilactica
contra la enfermedad de Chagas y protegieron a animales modelo de un desafio
letal con Trypanosoma cruzi (Higa etal., 2013) y también en combinacion
(mezclados) con la proteina modelo OVA, como adyuvantes de vacunacion topica,
dando excelentes resultados en modelos de ratones (Caimi etal., 2017). La
capacidad adyuvante de los nanoARC se debe a su elevada captura por CPA (Higa
et al.,, 2016), que es varias veces mayor que la de liposomas preparados con
fosfolipidos convencionales, tanto sintéticos como derivados de soja. Los trabajos
de Julia Altube demostraron que su captura estd mediada por el RS-Al en
macrofagos, debido a la presencia del arqueolipido con doble carga negativa PGP-
Me, componente mayoritario de los lipidos polares (Altube, 2018; Altube et al.,
2016). Debido a su alta tasa de captura, el RS de hemoglobina CD163 y los RS-A
de clase 1y 2 han atraido considerable interés como receptores para el targeting

activo a macrofagos (Graversen et al., 2012; N. K. Jain et al., 2013).

En suma, sabemos que una nanovesicula que contenga APT de H. tebenquichense,
en particular PGP-Me, serda un eficiente agente para el delivery de material
encapsulado a células que expresen RS-Al. Si ese material encapsulado es
proteico (un antigeno, por ejemplo) puede ademas desencadenar una respuesta
inmune. AUn mas, si ese material encapsulado es wuna molécula
inmunoestimuladora, podria desencadenar una fuerte respuesta inmune incluso en

ausencia de un antigeno proteico.
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4.4.1.3 Técnicas de preparacion y caracterizacion de nanoARC

NanoARC vy liposomas se pueden preparar de manera de obtener vesiculas
monodispersas con diametros en el rango de los 100 a 200 nm utilizando las mismas

técnicas de preparacion y de caracterizacion fisicoquimica.

Una de las técnicas mas utilizadas para la fabricacion de nanovesiculas es la
hidratacion de la pelicula lipidica o el método de Bangham (Torchilin & Weissig,
2003). Brevemente, este método implica la disolucion del lipido en un disolvente
organico, la evaporacién del disolvente y la dispersion de la pelicula de lipidos
obtenida, en medios acuosos. El agente terapéutico (molécula activa, antigeno
proteico u otro) que se desea incorporar puede incluirse en los medios acuosos
(para moléculas hidrofilas) o en la pelicula de lipidos (para moléculas hidrofobas).
Una de las desventajas de esta técnica es que la eficacia de encapsulacion de las
drogas solubles en agua es baja (5% -15%). Ademas, este método produce MLV
grandes y no homogéneos que requieren procesos de sonicacion o extrusion para
generar LUV pequefios y homogéneos (Bozzuto & Molinari, 2015). Para asegurar el
tamafo deseado, la lamelaridad y las propiedades de homogeneidad de los
liposomas fabricados con esta técnica, se requiere un procesamiento de
homogenizacion de tamafos. Los métodos mas comunes para esto son la
sonicacion, la extrusion y la homogeneizacion a alta presion. La sonicacion se usa
para reducir el tamafio de las vesiculas al dar energia a la suspension de lipidos.
Esto se puede obtener aplicando una irradiacion ultrasonica a las suspensiones de
MLV (Woodbury et al.,, 2006). EI método de extrusion de membrana reduce el
tamano de los liposomas (LUV o MLV) haciéndolos pasar a través de un filtro de

membrana con un tamafio de poro definido (Berger et al., 2001).

Los parametros, que incluyen la forma, el tamafio, las caracteristicas de la superficie
y la lamelaridad, influyen fuertemente en el comportamiento biolégico de los
liposomas. Por lo tanto, deben caracterizarse ampliamente antes de su uso para

garantizar el rendimiento in vitro e in vivo.

Varias técnicas estan disponibles para la determinacion y distribucién del tamafio,
entre las mas aplicadas se incluyen la dispersion dindmica de la luz (DLS)
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(Ostrowsky, 1993) y distintas técnicas de microscopia (Ruozi et al., 2011). Por
ejemplo, usando tincion negativa y/o liofilizacion para microscopia electronica de
transmision (TEM), TEM por criofractura (crio-TEM) y analisis de resonancia
magnética nuclear (Bozzuto & Molinari, 2015). La técnica de DLS mide las
fluctuaciones en la intensidad de la luz dispersada en funcién del tiempo. Estas
ocurren porque las particulas en una suspension (por ejemplo, liposomas)
experimentan un movimiento browniano aleatorio debido a las colisiones entre las
particulas suspendidas y las moléculas del disolvente. El andlisis de las
fluctuaciones de intensidad permite la determinacién de la distribucién de los
coeficientes de difusidén de los liposomas, que se convierten en una distribucion de
diametro hidrodinamico mediante la ecuacion de Stokes-Einstein. DLS es un
método simple y rapido que permite obtener como datos primarios el tamafio
promedio (Z average) de las particulas y el indice de polidispersidad (PDI) (Hallett
et al., 1991). El PDI indica el grado de variacion de los valores de tamafios obtenidos
y por lo tanto es un indicador de la homogeneidad de tamafios en la poblacion;
valores de PDI cercanos a 0 indican una poblacibn monodispersa, mientras que
valores més cercanos a 1 indican una poblacion altamente polidispersa. Por el
contrario, las técnicas de microscopia electronica, tales como TEM y crio-TEM
proporcionan una determinacion precisa del tamafio de los liposomas, ya que
permiten la visualizacién de liposomas individuales y pueden resolver particulas de
tamafio variable. El resultado es informacion exacta sobre el perfil de la poblacion

de liposomas en toda la gama de tamafos (Frederik & Hubert, 2005).

La carga adquirida por una particula o molécula en un medio dado es su potencial
C (potencial Zeta) y surge de la carga superficial y la concentracion y tipos de iones
en la solucion. Dado que las particulas de carga similar se repeleran entre si, las
gue tengan cargas elevadas resistiran la floculacion y la agregacion durante
periodos mas largos, haciendo que dichas particulas sean mas estables. El
potencial { es una medida de la magnitud de la repulsién o atraccién entre las
particulas. Si todas las particulas en suspensién tienen una gran diferencia de
potencial ¢, mayor a +30 mV o menor a -30 mV, las cargas superficiales generan

repulsién y no habra tendencia a la agregacion. Sin embargo, si las particulas tienen
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valores bajos de potencial ¢, entre -30 y +30 mV, entonces no habra fuerzas
necesarias para evitar la agregacion de las particulas. Por lo tanto, la medicion de
esta variable es relevante para evaluar y predecir la estabilidad de una formulacién

nanovesicular, por ejemplo, durante su almacenamiento (Hunter et al., 2001).

Hasta aqui, vimos todo lo referente a los nanoARC: sus caracteristicas y sus modos
de preparacion y de caracterizacion. A continuacion, veremos lo referente a nuestro

segundo ligando de PRR, la imidazoquinolina IMQ.

4.4.2 Imidazoquinolinas agonistas a TLR7

Las imidazoquinolinas son moléculas sintéticas con estructura quimica analoga a
los nucleésidos, similares a una base nitrogenada, pero sin la pentosa (Figura 10).
El Imiguimod (asi como el Resiquimod o el Gardiquimod) es un tipo de
imidazoquinolina, su formula quimica es 1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]
quinolina-4-amina, su formula molecular es CisHisN4 y su masa molar es 240,3
g/mol (Slade et al., 1998). Este tipo de moléculas fueron originalmente disefiadas
como potenciales compuestos antivirales, y su descubrimiento y modo de sintesis
fue patentado en el afio 1987 (Gerster, 1987). Si bien el IMQ fue aprobado por
primera vez en 1997, como tratamiento como verrugas genitales, formulado como
una crema al 5% comercializado como Aldara™ (3M Pharmaceuticals, Saint Paul,
MN, EE.UU.), recién en los afios subsiguientes se fueron dilucidando todos sus
mecanismos de accion. Al ser su estructura analoga a un nucleésido, y, por lo tanto,
semejante al ARN viral, ejerce su accion a partir de su acoplamiento al TLR7 u 8
endosomal de CPA. Es decir, el IMQ es un ligando de TLR7 y 8, y partir de su unién
a esos receptores induce la produccion y secrecion de citoquinas pro-inflamatorias
e IFNs del tipo A, lo que a su vez incrementa los niveles de LTc y NK en el sitio de

aplicacién y genera una respuesta inmune potente (Bubna, 2015).
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Figura 10: estructura quimica de un nucleésido (A) e imidazoquinolinas sintéticas anélogas (B, C y
D).

El IMQ es una molécula hidréfoba, altamente insoluble en sistemas acuosos, e
incluso en ambientes acidos: su solubilidad llega a ser tan solo de 1 mg/mL a pH
cercanos a 2. La concentracion de la crema comercial es de 5% (cada gramo de
crema contiene 50 mg de IMQ), y es la concentracién necesaria para lograr efectos
terapéuticos en aplicaciones tépicas. Dada la solubilidad del IMQ, no es posible
conseguir una formulaciébn de esa manera en un sistema acuoso, por lo que se
utiliza &cido isoestearico (ISA) para formar una emulsion aceite-en-agua (O/W), con
una combinacidn de monoestearato de sorbitano y polisorbato 60 como
surfactantes, y aditivos como goma xantica, petrolato blanco y alcohol estearilico
(entre otros) que le proveen viscosidad, estabilidad y mejores propiedades
emolientes. Si bien otros acidos grasos insaturados pueden utilizarse para disolver
el IMQ (lactico, oleico, linoleico), el ISA ha probado ser el excipiente més estable
(Chollet et al., 1999).

Su relativamente pequefio tamafio, asi como su caracteristica hidrofobicidad hacen

del IMQ una molécula muy adecuada para usarse en tratamientos topicos que
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requieren la penetracion de la barrera epidérmica, como por ejemplo el de tumores
de piel. Si bien la formulacion topica de IMQ al 5% fue en principio aprobada por la
FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos) para el
tratamiento de verrugas perianales y genitales externas, y luego para el tratamiento
de queratosis actinica y carcinoma basocelular superficial, se encuentra un gran
campo de investigacion y varios ensayos clinicos explorando su utilidad en diversas
condiciones dermatolégicas. Entre ellas, verrugas no genitales, melanoma,
carcinoma de células escamosas, sarcoma de Kaposi, hemangioma infantil e
infecciones de leishmaniasis (Bubna, 2015; Ryu & Yang, 2009). Ya en el 2015 el
IMQ se convirti6 en un genérico de amplia disponibilidad, y por esa razéon su
produccion se ha extendido y es fabricado por diversas compafiias. En Argentina,
el Laboratorio Dr. Lazar & Cia. S.A.Q. es uno de los fabricantes de la crema

comercial.

A nivel molecular, el IMQ activa tres mecanismos que actiuan de manera sinérgica.
El principal es el que el IMQ y otros compuestos similares (Resiquimod, por ejemplo)
ejercen através de la actividad agonista hacia TLR7 y 8, y la subsecuente activacion
de la via dependiente de MyD88 (Hemmi et al., 2002; Jurk et al., 2002). MyD88 se
asocia con el TLR y tras esta estimulacion, recluta a la quinasa MAL asociada al
receptor IRAK del TLR. IRAK se activa por fosforilacion y luego se asocia con
TRAF6, lo que lleva a la activacion de dos vias de sefializacion distintas que llevan
finalmente a la induccién de los factores de transcripcidn proteina activadora 1 (AP-
1) y NF-kB (Shizuo Akira & Takeda, 2004). Los genes inducidos por el IMQ a través
de este mecanismo incluyen las citoquinas pro-inflamatorias IFN-a, TNF-a, IL-2, IL-
6, IL-8, IL-12, factor estimulante de colonias de granulocitos (GCSF) y el factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GMCSF), asi como las
quimiocinas CCL2, CCL3 y CCL4 (Figura 11A) (M.P Schon & Schén, 2007). El
segundo es un mecanismo que genera la activacion del NF-kpB y la produccion
posterior citoquinas pro-inflamatorias, pero de manera independiente del TLR. Esto
se produce por el efecto antagonista del IMQ sobre el receptor de adenosina (AR).
La activacion de los receptores AR por adenosina extracelular lleva a activacion de

la enzima adenilil ciclasa, que convierte ATP en AMP ciclico (AMPc) en el
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citoplasma celular. Esta acumulacién intracelular AMPc genera una inhibicion en la
transcripcion de genes de citoquinas pro-inflamatorias y, por lo tanto, la
desregulacion de la respuesta inmune. Entonces, la union antagonista del IMQ al
AR resulta en una menor activacion de la adenilil ciclasa y una menor acumulacién
de AMPc, lo que provoca una disminucién en la inmunosupresién (Michael P. Schoén
et al., 2006) (Figura 11B). Finalmente, el tercer mecanismo que desencadena el
IMQ es la actividad pro-apoptética directa sobre células cancerosas. Esta actividad
no ha sido totalmente dilucidada, pero parece ser dependiente de la activacién de
las caspasa-9 y caspasa-3 a partir de su accidén sobre las proteinas Bcl-2 en las
mitocondrias, aunque si se sabe que es generada con concentraciones 5-10 veces
mas altas que las necesarias para activar la via dependiente del TLR (M.P Schén &
Schon, 2007) (Figura 11C).

Todas las citoquinas y quimiocinas inducidas por el IMQ favorecen un
microambiente dominado por un perfil de respuesta Thl, dando como resultado
general una fuerte respuesta celular y consiguiente actividad antitumoral (Sullivan
et al., 2003; Urosevic et al., 2003). Hay una clara evidencia clinica y experimental
de que el IMQ actua en la interfaz entre la inmunidad innata y la adaptativa (Hurwitz
et al., 2003). La numerosa cantidad de genes involucrados en la regulacion de las
funciones de la inmunidad innata es lo que puede explicar varias de las mas
importantes respuestas celulares al IMQ: estimulacion funcional de LTc, migracion
de CDs al sitio de aplicacién, cambios en la funcién de la barrera epidérmica,
induccién de otras citoquinas independientes de NF-kB (como IFN-y), entre otras.
Las CDs cutaneas son las principales implicadas, ya que se activan frente a
concentraciones mucho mas bajas de IMQ que otras células, y desencadenan la
respuesta celular. Ademas, el IMQ aplicado tépicamente induce la maduracién de
células de Langerhans epidérmicas y estimula su migracion hacia ganglios linfaticos
cercanos en donde presumiblemente promueven una respuesta LTc especifica
(M.P Schén & Schon, 2007). Incluso se ha visto que, a nivel celular, el IMQ utilizado
como adyuvante de vacunacion con antigenos tumorales (Shackleton et al., 2004)
o no tumorales (Loré et al., 2003; Thomsen et al., 2004; Zuber et al., 2004), aumenta

la activacion e inmigracion de células T citotdxicas; y que incrementa fuertemente
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la activacion antigeno-especifica de células T antitumorales (Prins et al., 2006;
Rechtsteiner et al., 2005) y antimicrobianas (Othoro et al., 2009; W. W. Zhang &
Matlashewski, 2008). Ademas de la ya nombrada activacion de CDs, otros efectos
gue provoca el IMQ incluyen la activacibn de una enzima asociada con la
estimulaciéon de células NK (Navi & Huntley, 2004) y la induccién de perforina en
LTc (Ambach et al., 2004), procesos que contribuirian a agudizar la actividad
antitumoral. Aun asi, un dato notable es que, a pesar de que la evidencia sefiala
como resultante una respuesta tipo Thl en la mayoria de las condiciones clinicas y
experimentales testeadas, el IMQ también es capaz de estimular la proliferaciéon de
LB in vitro (Tomai et al., 2000) y la produccion de anticuerpos por parte de estas
células (Hengge & Ruzicka, 2004), una funcion que se rige tipicamente de una
manera dominada por el perfil Th2 (aunque las bases de este mecanismo son
inciertas). Ademés, como se describié anteriormente, el IMQ se une de manera
antagonista al AR, y dado que las vias de sefializacion mediadas por AR pueden
suprimir la transcripcidon de las citoquinas pro-inflamatorias, es concebible que el
imiquimod contrarreste este mecanismo de retroalimentacion negativa (que

normalmente limita las reacciones inflamatorias) (M.P Schon & Schon, 2007).
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Figura 11: mecanismos de accion del IMQ. EI IMQ ejerce su efecto a través de tres vias moleculares
de sefializacion. La principal (A) es aquella en la que se une al receptor TLR7 (u 8) y desencadena
una cascada dependiente de la proteina MyD88 que conlleva a la activacion de los factores de
transcripcion nuclear NF-kf y proteina activadora 1 (AP-1). La translocacion del factor central NF-«f3
al nucleo lleva a la activacién de genes de citoquinas y quimiocinas pro-inflamatorias como IFNa,
TNFa, IL-8, IL-12, G-CSF, GM-CSF, CCL2, CCL3, entre otras. AP-1, por otro lado, esta involucrado
en la regulacion del crecimiento, diferenciacion y muerte celular. Este efecto del IMQ se logra con
concentraciones bajas de la molécula (cerca de 20 uM). El segundo efecto (B) es que logra a partir
de su interaccion con la via de sefializacion del receptor de adenosina (AR) Aza, también a bajas
concentraciones. En este caso, al interactuar con el AR el IMQ inhibe la produccion del mediador
AMP ciclico (AMPc) catalizado por la enzima adenilil ciclasa. De esta manera se genera un feedback
negativo que impide la accion anti-inflamatoria del mediador. En tercer lugar (C), el IMQ ejerce un
efecto pro-apoptotico directo sobre ciertas células tumorales a altas concentraciones
(aproximadamente 200 uM), presumiblemente por la activacion de la via mitocondrial a partir de las
proteinas Bcl-2/Bax. El resultado general del modo de accion del IMQ es una profunda actividad
contra tumores de varios origenes. Adaptado de (M.P Schén & Schén, 2007; Michael P. Schon et al.,
2006). En el esquema, las flechas indican activacion y las puntas romas y las cruces indican
inhibicién.

Este estallido en la produccion de citoquinas pro-inflamatorias (y sus consecuentes

implicaciones ya nombradas) se complementa, ademas, con una actividad pro-
apoptotica directa (T. Meyer et al., 2003; Schoén et al., 2003; Michael P. Schén et al.,
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2004; Sidbury et al., 2003; Sullivan et al., 2003; Vidal et al., 2004) que contribuye al

efecto antitumoral general del IMQ.

El IMQ es una molécula interesante para ser explotada en aplicaciones alternativas
a las que ya se esta utilizando. En primer lugar, es un ligando conocido,
caracterizado y ampliamente estudiado. En segundo lugar, esta aprobado por la
FDA para su uso en humanos, lo que es una ventaja frente otros ligandos que, si
bien han probado ser eficaces a nivel pre-clinico, aun no han logrado atravesar
etapas de ensayos clinicos, como, por ejemplo, poli I:C y sus derivativos (agonistas
del TLR3 y de RLRs) (Martins et al., 2015). Finalmente, el IMQ es producido por un
laboratorio nacional, por lo que su adquisicion es mas sencilla y su precio mas
accesible en comparacion con cualquier otra molécula de alta pureza que deba ser
adquirida en una empresa multinacional, como InvivoGen o SigmaAldrich, clasicas
comercializadoras de productos para investigacion y desarrollo (I1+D). Catalogos

disponibles online en https://www.invivogen.com/ligands o]

https://www.sigmaaldrich.com/.
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4.5 Objetivos generales y especificos de esta tesis

doctoral

El objetivo general fue disefar y producir nanovesiculas multiefectoras (NaMu o
nanoARC-IMQ), es decir, nanovesiculas que contengan dos ligandos dirigidos a dos
tipos diferentes de PRR, y testear su actividad inmunoterapéutica. Para ello

propusimos como objetivos especificos:

1- Sintetizar y caracterizar fisicoquimicamente NaMu, es decir, nanoARC (con
APT de H. tebenquichense, ligandos de RS-A1) que contengan IMQ (ligando
de TLR7)

2- Comprobar su actividad como adyuvante de vacunacion profilactica en un
modelo pre-clinico utilizando el antigeno de Leishmania amazonensis

3- Testear su actividad como inmunoterapia activa inespecifica frente a una

infeccion aguda de Trypanosoma cruzi en un modelo pre-clinico

Cabe destacar que, hasta el momento, es la primera vez que se intenta combinar
un tipo de nanovesiculas con ligandos naturales (nanoARC), con un
inmunomodulador, para conseguir nanovesiculas multiefectoras (NaMu, es decir,
con doble target). La hipotesis que manejamos es la siguiente: dada la alta tasa de
captura de los nanoARC por parte de CPA (sobre todo macréfagos), que tienen el
RS-A1 en su superficie (Altube et al., 2016), el IMQ incorporado en los nanoARC
ingresara en una alta proporcion al interior celular y alcanzara los TLR7 presentes
en endosomas Yy lisosomas, generando una respuesta inmune mayor a la que se
hubiera logrado con el IMQ solo. Esta respuesta no se daria por los nanoARC per
sé, sino porque el IMQ seria capaz de ingresar al espacio intracelular de manera
masiva (debido a la EMC que sufren los nanoARC), lo cual no es posible de lograr
por difusion simple de la molécula a través de la membrana celular. Esto nos
proporcionaria la ventaja de: a) desencadenar una respuesta inmune similar a la del
IMQ solo, administrando menores dosis, 0 b) desencadenar una respuesta inmune
mucho mas alta que la del IMQ solo, administrando la mayor dosis posible (Figura

12). Veran cuales fueron los resultados en los capitulos siguientes.
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PGP-Me Y RS-A1l
® Imiguimod Y TLR7

Ingreso a la NanoARC-IMQ
célula por

EMC

Macréfago

Presentacién de antigenos
Produccion de citoquinas
pro-inflamatorias
Activacién de LT, LB y NK

Figura 12: esquema simplificado de nuestra hipotesis de trabajo. Los nanoARC-IMQ (vesiculas
inmunomoduladoras que contienen dos ligandos de PRR) seran endocitados mediante EMC gracias
al RS-Al expresado por CPA (especialmente macréfagos) y, por la via endo-lisosomal llevaran el
IMQ, concentrando su efecto en un sitio intracelular determinado, haciendo que éste se encuentre
mas disponible para acoplarse a los receptores TLR7.
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5 Disefo y caracterizacion de
nanoarqueosomas con imigquimod

(nanoARC-IMQ) dirigidos a macrofagos



5.1 Objetivos

Este capitulo esta dedicado a describir el trabajo de disefio y preparacion de los
nanoarqueosomas con imiguimod incorporado (nanoARC-IMQ), su caracterizacion
estructural y el estudio de su performance como inmunomoduladores in vitro (sobre
cultivos celulares de macréfagos murinos) y como adyuvantes de vacunacion in vivo
(utilizando proteinas modelo del parasito de Leishmania amazonensis en ratones
BALBI/c).
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5.2 Introduccioén

5.2.1 Problemas asociados a las formulaciones de IMQ

El IMQ es una molécula que modifica la respuesta inmune y esta aprobada por la
FDA para el tratamiento de queratosis actinica, lesiones superficiales de carcinoma
de células basales, y varias otras lesiones cancerosas de piel (Papadavid et al.,
2007). La crema comercial Aldara™, fue la primera en ser aprobada en el afio 1997,
y a partir de ese hito se han testeado en varios ensayos clinicos diversas
formulaciones de IMQ en crema para distintos tipos de lesiones de la piel y algunas
enfermedades infecciosas (Ryu & Yang, 2009). Ya en el 2015 el IMQ se convirtié
en un genérico de amplia disponibilidad, y por esa razén es de facil adquisiciéon. En
Argentina, el Laboratorio Dr. Lazar & Cia. S.A.Q. es uno de los fabricantes de la
crema comercial y nos ha donado muy amablemente IMQ en polvo en varias

ocasiones.

Sin embargo, lograr una formulacion estable y activa es una tarea engorrosa. No
solo lo fue para nosotros, sino para otros autores también (Gogoll et al., 2012). Esto
se debe principalmente a la baja solubilidad de la molécula en sistemas acuosos
con pH neutro (agua o buffers cominmente utilizados, como Tris-HCI o PBS). Hay
muy pocos agentes organicos capaz de disolver eficientemente el IMQ. El que ha
sido mas utilizado es el ISA, el componente poco estable y relativamente toxico de
la crema comercial Aldara™ (Chollet et al., 1999). Como sefiala Chollet, en sistemas
acuosos, el IMQ se comporta como una tipica base débil e incluso en condiciones
de pH extremadamente 4cidas no es posible disolver mas de 1 mg/mL. En el mismo
trabajo se probaron mas de 70 compuestos organicos para solubilizar el IMQ y se
encontré que las mayores solubilidades eran logradas con acidos grasos de cadena

larga, como el ISA, el oleico y el linoleico (Chollet et al., 1999).

Y, por otro lado, si bien su aplicacion de forma tépica para tratar lesiones externas

de la piel se encuentra ampliamente aprobada, su uso en ciertos tipos de ensayos
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preclinicos de inmunizacién transcutanea?’, sin embargo, es limitado. En general,
las aplicaciones de inmunizaciones transcutaneas suelen provocar potentes
respuestas de anticuerpos y de LTc primarias debido a su acceso directo a células
de Langerhans de la piel, que son altamente capaces de presentar antigenos e
inducir LTc. Sin embargo, en el caso del IMQ, la respuesta inmune primaria ante
epitopes de LTc decae luego de pocos dias, requiriéndose coestimulacion mediada
por CD40 para que se sostenga en el tiempo y lograr una efectiva formacion de LTc
de memoria (Warger et al., 2007). Tanto la crema comercial Aldara™, al igual que
otros carriers particulados para IMQ desarrollados preclinicamente, como
nanoparticulas lipidicas sélidas (Zhou et al., 2007), liposomas (Fox et al., 2014),
nanogeles (Stein et al., 2014), o emulsiones (Lopez et al., 2017), liberan el IMQ en
el sitio de aplicacion a partir de la degradacion estructural de la particula carrier
(Chollet et al., 1999). Y todo el IMQ que se propaga mas alla del sitio de aplicacién
ha sido identificado como fuente de toxicidad sistémica (Mifsud etal., 2014,
Steinhagen et al., 2011). Asimismo, el IMQ induce una inhibicibn moderada —
independiente del TLR7- de la actividad de la adenilil ciclasa, impartiendo un
mecanismo de retroalimentacion negativa que normalmente aumenta aiun mas las
reacciones inflamatorias (Michael P. Schon et al., 2006). Teniendo en cuenta estas
cuestiones, es necesario pensar en el desarrollo de wuna formulacion
nanoparticulada que contenga una concentracién adecuada de IMQ de manera tal
gue pueda llegar eficientemente a las células blanco y ejercer sobre ellas su efecto
inmunomodulador sin propagarse por otros sitios generando toxicidad sistémica o

inflamacion exacerbada.

5.2.2 Hacia unaformulacion estable y poco toxica de IMQ

Las arquebacterias proporcionan una fuente Unica, atractiva y renovable para

conseguir nuevos biomateriales. Los arqueolipidos, con naturaleza difitanol-glicerol-

20 Refiere a la aplicacion de una vacuna directamente sobre la piel intacta sin la utilizacion de agujas.
Se aprovecha la red inmunitaria de la piel para inducir una respuesta protectora contra los antigenos
aplicados de manera tépica. Este modo de vacunacion presenta un enfoque novedoso y atractivo:
es seguro, no invasivo y supera muchas de las limitaciones asociadas con las administraciones
basadas en aguja.
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di-éter, cadenas isoprenoides y estereoisomerismo diferente a aquellos lipidos
producidos bacterias, son los responsables de la peculiar “anormalidad de la
membrana” descripta para las bicapas de arquebacterias (Eme et al., 2017) (ver
4.4.1.1). En un medio acuoso, los arqueolipidos polares forman ARQ o nanoARC:
nanovesiculas de tamafio micrométrico o submicrométrico (respectivamente), con
diferencias quimicas, fisicas y biolégicas respecto a liposomas ordinarios. Como
hemos anticipado, en particular, los nanoARC preparados con arqueolipidos polares
que se extraen de la arquebacteria H. tebenquichense contienen ligandos de RS-
Al (Altube et al., 2016).

Nuestra ya conocida hipétesis es que los nanoARC preparados a partir de lipidos
extraidos de H. tebenquichense pueden funcionar como carriers de IMQ, que

resuelvan el problema de la baja solubilidad asociada a este ligando de TLR7.

Lo que aqui propusimos fue modificar la farmacodinamia del IMQ mediante su
incorporacion dentro de nanoARC. De esta manera, los nanoARC, blancos
naturales de macrofagos que expresen RS-Al, llevaran el IMQ por la via endo-
lisosomal y concentraran su efecto en el sitio intracelular especifico donde son
expresados los TLR7. Un cambio de un mecanismo de entrada del IMQ libre a la
célula mediado por difusién simple, a otro mediado por uptake?! de los nanoARC
con IMQ incorporado (hanoARC-IMQ) por células con el receptor RS-Al, llevara a
la distribucién masiva de IMQ dentro del sistema endo-lisosomal, concentrando su
actividad solo en aquellas células que expresen tanto el receptor RS-Al como el
TLR7. Esto mejoraria la inmunogenicidad del IMQ, reduciendo, al mismo tiempo, su
biodisponibilidad sistémica y, con eso, sus efectos adversos in vivo. Nuestro
sistema, ademas, podria evitar la inhibicion de la adenilil ciclasa por la capacidad
de targeting especifico al RS-Al y, a su vez, por la ausencia del ISA responsable

del efecto inflamatorio adicional independiente de TLR7 (Walter etal., 2013),

21 Se ftraduce literalmente como consumo o recepcion, pero lo utilizamos como captura o
incorporacion (de un material por una determinada célula). Ver 4.1.4.
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disminuirian las chances de generar una inflamacién sistémica y potencial toxicidad
(Heikkinen & Susitaival, 2011).

Las caracteristicas estructurales distintivas de las bicapas arqueolipidicas podrian
ayudar a incorporar el IMQ particionado??, evitando el uso de ISA. La falta de
complejos pasos de manufactura que implican la unién covalente de un ligando es
otro beneficio adicional que facilitaria la caracterizacion analitica, la reproducibilidad
entre batchs y la adaptacion a la produccion en mayor escala de esta formulacion
(Korsmeyer, 2016; Landesman-Milo & Peer, 2016).

5.2.3 El dilemain vitro —in vivo

Una de las cuestiones mas importantes a tener en cuenta a la hora de disefiar
nuevos materiales nanoparticulados es la posible toxicidad que éstos pueden
causar a los organismos que los incorporen. Como sabemos, a medida que el
tamanfo de las particulas disminuye hasta la escala nanométrica, el area superficial
relativa aumenta drasticamente, lo que origina nuevas propiedades estructurales,
pero, a su vez, las hace biologicamente mas activas (revisar seccion 4.1.1). El uso
de material nanoparticulado con fines terapéuticos puede causar también efectos
adversos no deseados, por lo tanto, es imperativo primero realizar una correcta
caracterizacion del material para luego llevar a cabo estudios preclinicos de
toxicidad, tanto in vitro, como in vivo (Dhawan & Sharma, 2010). Los ensayos in vitro
de toxicidad pueden incluir mediciébn de actividades enzimaticas, potencial de
membrana celular, expresion de marcadores superficiales, liberacion de citoquinas,
etc. para los que se utilizan normalmente kits comerciales. Al ser ensayos que se
realizan con cultivos celulares, debido a la facilidad de ejecucién, control e
interpretacion de los resultados, son la primera opcion que eligen la mayoria de los
investigadores que trabajan con nanomateriales (Kong et al., 2011). Para disefnar
racionalmente ensayos cuyos resultados sean significativos y minimamente

extrapolables, hay que tener en cuenta que el efecto toxico de las NPs depende

22 Esto significa que el IMQ no estaria disuelto en el interior de los nanoARC ni interaccionando en
su superficie, sino fraccionado (atrapado) entre su bicapa lipidica.
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principalmente de los 6rganos, y mas especificamente, de los tipos celulares que
éstas encuentran al administrarse. Cada tejido puede variar en cuanto a fisiologia
celular (no es lo mismo un tejido epitelial que un tejido linfoide), estado de
proliferacion (células tumorales tienen altas tasas de divisibn en comparacion con
células en reposo), caracteristicas de la membrana (ciertos tipos celulares tienen
mayor fluidez en su membrana) o capacidad fagocitica (CDs y macréfagos son los
encargados de capturar materiales particulados circundantes, por ejemplo). Con el
fin de relevar el efecto de las NPs sobre las células de interés, el ensayo de
citotoxicidad debe incluir células que representen la ruta de exposicién y los érganos
a los que va dirigida la terapia (Kong et al.,, 2011). La seleccion del ensayo de
citotoxicidad apropiado es vital para la evaluacion de la toxicidad de las NPs, ya que
éste medira el grado de muerte celular causada por las NP. Actualmente, la mayoria
de los estudios en esta area de investigacion utilizan modelos de cultivo celular, en
los que los resultados solo pueden considerarse como exploratorios. Es necesario,
una vez que se identifican los 6rganos y las células especificas, complementar los
estudios in vitro con estudios in vivo (H. C. Fischer & Chan, 2007). Estas pruebas,
gue implican la utilizacion de animales de laboratorio, a diferencia de las in vitro, son
mMAas costosas, requieren mucho mas tiempo de trabajo y conllevan problemas éticos
(Dhawan & Sharma, 2010). Sin embargo, son necesarias: los resultados de los
experimentos en cultivos celulares podran ayudar a dilucidar relaciones entre la
estructura y la actividad e interacciones biolégicas de los nanomateriales con las
células determinadas, pero por ahora no reemplazan al uso de animales de
laboratorio, sobre todo en lo que respecta a investigacion preclinica en el area de
vacunas (Nandedkar, 2009).

Por estas razones, los pasos que se siguieron luego de la preparacion de las
nanovesiculas fueron: 1) caracterizacion fisicoquimica utilizando distintas
metodologias; 2) estudios exploratorios de su citotoxicidad y respuesta inmune
mediada por citoquinas en un modelo de células de macrofagos de ratones en
cultivo celular; y 3) testeo de su performance como adyuvantes de vacunacién con
proteinas modelo del parasito causante de la leishmaniasis mucocutanea en

ratones de laboratorio.
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5.3 Materiales y métodos

5.3.1 Materiales

Fosfatidilcolina de soja (SPC, pureza >90%) fue una donacion de Lipoid
(Ludwigshafen, Alemania) e Imiquimod (pureza >98%) de Laboratorio Dr. Lazar
(Buenos Aires, Argentina). MONTANIDE™ [SA 763 A VG fue adquirido en Seppic
(Puteaux, Francia), Hypaque en Winthrop Products (Buenos Aires, Argentina),
Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Gibco™ en Thermo Fisher
Scientific Inc. (Waltham, MA, Estados Unidos), solucion de antibidtico/antimicético
(penicilina 10.000 IU/mL, sulfato de estreptomicina 10 mg/mL, anfotericina B 25
pMg/mL), glutamina, tripsina/acido tetraacético de etilendiamina y Ficoll en GE
Healthcare (Mduanich, Alemania). Suero Fetal Bovino (SFB) en Internegocios
(Cdérdoba, Argentina). Concanavalina A (ConA), Forbol-12-miristato-13-acetato
(PMA), Laurdan, saponina, éster de succinimidil-carboxifluoresceina (CFSE),
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), acido 2'2-azino-bis-
(3-etilbenzotiazol-6-sulfénico) (ABTS), lipopolisacaridos de Escherichia coli 026:B6
(LPS) y albumina sérica bovina (BSA) en Sigma Aldrich (San Luis, MO, Estados
Unidos). Los demas reactivos utilizados de grado analitico fueron adquiridos en
Anedra, Research AG (Buenos Aires, Argentina).

5.3.2 Crecimiento de arquebacterias, extraccion y caracterizacion de

arqueolipidos polares totales

Arquebacterias H. tebenquichense fueron aisladas de muestras de suelo de Salina
Chica, Peninsula Valdés (Chubut, Argentina) y crecidas en un biorreactor de acero
inoxidable de 25 L con volumen final de 15 L con medio basal suplementado con
extracto de levadura y glucosa a 40°C. Los cultivos fueron monitoreados mediante
absorbancia a A 660 y 490 nm y extraidos luego de 96 horas de crecimiento. Los
arqueolipidos totales fueron extraidos a partir de la biomasa usando el método Bligh
and Dyer modificado para microorganismos haléfilos extremos y la fraccién de

arqueolipidos polares totales (APT) fue recolectada por precipitacién con acetona
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fria (Kates & Kushwaha, 1995). De cada cultivo batch fueron aislados entre 400 y
700 mg de APT. La reproducibilidad de la composicion de cada extracto fue
monitoreada de rutina por el contenido fosfatos (Bottcher etal.,, 1961),
cromatografia de capa delgada y espectrometria de masa por ionizacion de

electrospray, como se encuentra descripto en (Higa et al., 2012).

5.3.3 Preparacion del antigeno total de Leishmania amazonensis

El antigeno total de L. amazonensis (TLA) fue preparado como lo describe
(Cargnelutti et al., 2016). Los promastigotes de L. amazonensis cultivados hasta
fase log fueron recolectados por centrifugacion, lavados tres veces con PBS y
disgregados con seis/ocho ciclos de congelamiento (-80°C) y calentamiento (56°C).
El contenido de proteinas fue estimado por el ensayo de acido bicinconinico (Micro
BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific Inc.). El ensayo BCA se basa en la
conversion del Cu?* a Cu'* en condiciones alcalinas (definida como la reaccién de
Biuret), influenciada por cuatro aminoacidos (cisteina, cistina, tirosina y triptéfano) y
por la cadena peptidica. BCA es un reactivo cromogénico especifico para Cul*y en
el segundo paso de la reaccién dos moléculas de BCA reaccionan con una de ion
Cu'*. La cantidad de Cu?* reducido es funcién de la concentracién de proteinas y
se determina espectrofotométricamente por un cambio en el color de la solucion a
parpura, que absorbe a 562 nm. La absorbancia es directamente proporcional a la
cantidad de proteina presente en la solucion y se estima por comparacion con un

estandar de proteina conocido, como la BSA (P. K. Smith et al., 1985).

Los antigenos fueron almacenados en congelador a -70°C hasta su uso.

5.3.4 Preparacion de nanoARC-IMQ y LIPO-IMQ

Nanoarqueosomas hechos con APT de H. tebenquichense (nanoARC),
nanoarqueosomas cargados con IMQ (nanoARC-IMQ), liposomas hechos de SPC
(LIPO) vy liposomas hechos de SPC cargados con IMQ (LIPO-IMQ) fueron
preparados mediante el método de hidratacién del film lipidico. De manera breve,

para preparar nanoARC y LIPO, 50 mg de APT o SPC, respectivamente, disueltos
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en cloroformo:metanol 1:1 (v/v) fueron colocados en tubos Eppendorf de 2 mL con
fondo en U. Los films lipidicos fueron formados al evaporar el solvente organico bajo
flujo de N2. Luego, los films fueron hidratados con 1 mL de buffer Tris-HCI 20mM pH
7,4 con 0,9% p/p de NaCl (buffer Tris-HCI).

Para preparar nanoARC-IMQ y LIPO-IMQ, los films lipidicos fueron hidratados con

1 mL de solucion de IMQ 2 mg/mL en acido lactico 100 mM (LH) bajo agitacion.

Para remover el IMQ no incorporado, nanoARC-IMQ y LIPO-IMQ fueron lavados
tres veces por centrifugaciones a 35000 g durante 15 minutos, seguido por la
remocion del sobrenadante y la resuspensién del pellet en volumen idéntico de LH
hasta que no se detecté mas IMQ en el medio de lavado. Luego los pellets fueron
resuspendidos en 1 mL de buffer Tris-HCI. Finalmente, las nanovesiculas fueron
sonicadas durante 1 hora en sonicador de bafio (80 W, 80 KHz). Para determinar la
potencial liberaciéon de IMQ de las nanovesiculas causada por la sonicacion, la
relacion imiquimod/fosfolipidos (IMQ/PL) fue medida en nanoARC-IMQ y LIPO-IMQ
preparados como se indico arriba, excepto que la mitad de los pellets finales fueron
lavados con buffer Tris-HCI y la otra mitad con LH. La relacion IMQ/PL se puede
estimar con precision en LH ya que el IMQ se mantiene soluble, no habiendo co-
precipitacién con los pellets. En cambio, puede haber una sobre estimacién de la
relacion IMQ/PL en los pellets lavados con buffer Tris-HCI, debido a que el IMQ
insoluble liberado de las bicapas puede co-precipitar con los pellets. Los fosfolipidos
e IMQ en los pellets y sobrenadantes fueron cuantificados como se describe més

abajo. El ratio IMQ/PL de cada pellet fue calculado antes y después de la sonicacion.

Para evaluar una posible liberacion del IMQ de las vesiculas luego de una dilucion,
1 mL de nanoARC-IMQ y LIPO-IMQ recién preparados fueron lavados por
centrifugacion 15 minutos a 35000 g, el sobrenadante fue removido y el pellet
resuspendido en 900 pL de buffer Tris-HCI durante 6, 24 y 48 horas. Los fosfolipidos

(PL) y el IMQ fueron cuantificados como se describe en el préximo apartado.
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5.3.5 Caracterizacién de las nanovesiculas

5.3.5.1 Cuantificacion de fosfolipidos e imiquimod

Los PL fueron cuantificados empleando el microensayo Boéttcher (Bottcher et al.,
1961). El IMQ fue cuantificado por espectrofotometria UV-visible a A 305 nm luego
de la completa disrupcion de las nanovesiculas en etanol:acido clorhidrico 98:2
(v/v). La absorbancia de la muestra fue comparada con una curva estandar
preparada con IMQ disuelto en etanol:acido clorhidrico 98:2 (v/v). La curva estandar
fue linear en el rango 1.25-20 ug/mL de IMQ con coeficiente de correlacion lineal de
0,998.

5.3.5.2 Tamafio y potencial { de nanovesiculas

El tamafio y potencial ¢ fue determinado por dispersion de la luz dinamica (DLS) y
andlisis de fase de dispersion de luz (PALS), respectivamente, usando un equipo
nanoZsizer (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido). Las nanovesiculas fueron
diluidas 1:20 en buffer Tris-HCI (50 uL de muestra con 950 pL de buffer Tris-HCI)

para determinaciones de tamario y potencial C.

5.3.5.3 Polarizacion generalizada (GP) y anisotropia de fluorescencia (FA) de

nanovesiculas

El orden y la fluidez de las bicapas de las nanovesiculas antes y después de la
centrifugacion fueron analizadas por la determinacion de la polarizacion
generalizada (GP) y la anisotropia de fluorescencia (FA) de la sonda Laurdan,

respectivamente (Harris et al., 2002).

Laurdan (6-dodecanoil-2-dimetilaminonaftaleno) es una sonda fluorescente
utilizada para estudiar la coexistencia de fases y fluctuaciones en vesiculas de
fosfolipidos. Se sabe que Laurdan es sensible a la polaridad del medio ambiente,
mostrando un gran cambio de emisién hacia el rojo en solventes polares, con
respecto solventes no polares (fenbmeno generalmente referido como relajacion
solvente), que indica la reorientacién de los dipolos del solvente alrededor del dipolo

del estado excitado. En las vesiculas de fosfolipidos, Laurdan puede detectar la
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dinamica de su entorno observando la evolucion temporal de la forma espectral y el

centro de gravedad.

Las nanovesiculas fueron marcadas con Laurdan mezclando 10 pL de Laurdan 120
mM en metanol con un volumen de nanovesiculas suficiente para lograr una relacion

Laurdan:PL 1:20 mol:mol.

GP se calcul6 usando la siguiente ecuacion:

1490

Gp = —2%_ (1)

144041490

Donde la40 € lago son las intensidades de fluorescencia a Aem = 490 nm y Aem = 440
nm, respectivamente, obtenidas a partir del espectro entre 440y 520 nm a Aex= 364

nm (Slitex: 5,0 y Slitem: 10,0 nm. Velocidad de escaneo: 100 nm/min)

FA fue calculado por el software del fluorimetro de acuerdo a la siguiente ecuacion:

I10—GI90
10+2 G190

FA =

Donde lo e lgo son las intensidades de fluorescencia a Aem = 440 nm con Aex = 364
nm y el polarizador de excitacién orientado a 0 y 90°, respectivamente. El factor de
correccion (G) fue obtenido a partir de la relacion de intensidad de emision a 0y 90°
con el polarizador de excitacion orientado d 90° (luego de la substraccion de la luz

dispersada).

Las medidas de GP y FA fueron llevadas a cabo con un espectrémetro de

fluorescencia LS-55 (PerkinElmer Inc., Waltham, MA, Estados Unidos).

5.3.5.4 Microscopia electronica de crio-transmision (Crio-TEM)

Las muestras fueron preparadas en un sistema de vitrificacion de ambiente
controlado, equilibrado a 22°C y analizadas usando microscopio electronico TALOS
F200C (Thermo Fisher Scientific Inc.) a 200 kV. Las imagenes fueron adquiridas
usando una camara CMOS Ceta 16M 4k x 4k pixeles (Thermo Fisher Scientific Inc.).
Las imagenes no fueron procesadas luego de la adquisicion. La preparacién de las

muestras y la adquisiciéon de los datos fueron realizadas en el Laboratorio de
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Microscopia Electronica (LME) del Laboratorio Nacional de Nanotecnologia de
Brasil (LNNano).

5.3.6 Ensayos in vitro sobre células de macrofagos J774 A.1

5.3.6.1 Ceélulas utilizadas

Macréfagos murinos BALB/c inmortalizados J774 A.1 (ATCC® TIB-67™) fueron
provistos generosamente por la Dra. Erina Petrera (Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, Universidad Nacional de Buenos Aires [UBA], Argentina). Las células
fueron mantenidas en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de SFB, 100 U/mL
de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y 2mM L-glutamina (medio RPMI

completo) en atmadsfera humidificada con 5% de COza 37°C.

5.3.6.2 Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad de las células J774 A.1 fue medida luego de 24 horas de incubacion
con5, 0,5, 0,25y 0,025 ug IMQ/mL (IMQ 1, 2, 3y 4, respectivamente); 100 y 10 ug
PL/mL de nanoARC (nanoARC1 y nanoARC2); 100 y 10 pg PL/ml de nanoARC-
IMQ (nanocARC-IMQ1 y nanoARC-IMQ2); 100 y 10 ug PL/mL de LIPO (LIPO3y
LIPO4); y 100 y 10 ug PL/mL de LIPO-IMQ (LIPO-IMQ3 y LIPO-IMQ4). Ademas, se
incluyeron los controles: medio de cultivo RPMI con 5% de SFB, LPS (1 yg/mL) y
adyuvante MONTANIDE™ ISA 763 A VG (7 pL/pocillo). Para ello se utilizo el ensayo
de MTT que permite observar efectos citotoxicos y citostaticos. EI MTT es un
compuesto perteneciente a la familia de sales de tetrazolio, soluble en agua y con
color amarillo, que al reducirse se convierte en un compuesto de la familia de
las sales de formazan, de color violeta e insoluble en agua. EI mecanismo exacto
de la reduccion de MTT a formazan no esta del todo entendido, pero involucraria a
enzimas del tipo deshidrogenasas que transfieren electrones de NADH o NADPH al
MTT. La cantidad de sefal generada es dependiente de varios parametros como: el
periodo de incubacion, el nimero de células viables y la actividad metabdlica. La
cantidad de formazan generado es generalmente proporcional al nimero de células

metabolicamente viables (van Meerloo et al., 2011). Para realizar este ensayo, las
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células J774 A.1 se sembraron en placa de 96 pocillos, a una densidad de 3x104
células/pocillo y se dejaron crecer por 24 horas en estufa de cultivo celular con 5%
de CO2 a 37°C. Las muestras fueron preparadas en condiciones de esterilidad, con
soluciones y materiales esterilizados por calor humedo (15 minutos a 121°C) y
fueron diluidas en medio RPMI con 5% de SFB. El adyuvante ISA 763 fue preparado
como una emulsion W/O en relacion 7:3 v:v, utilizando agua apirogena estéril como
fase acuosay el adyuvante como fase oleosa, y fue diluido en medio de cultivo para
lograr un volumen final de 7 yL en 200 pL. Luego de las 24 horas de crecimiento,
se cambi6 el medio de cultivo y se remplaz6 por medio fresco al 5% de SFB con las
formulaciones. Después de 24 horas de crecimiento en estufa de cultivo, el medio
fue descartado y se agregaron 100 yL/pocillo de solucién de MTT (5 mg/mL de
medio RPMI con 10% de SFB) a las células adheridas a la placa y se incubé durante
3 horas de a 37°C y 5% de CO2. Finalmente, el medio de cultivo fue removido y se
agregaron 100 yL de DMSO para disolver los cristales de formazan. Una vez que
se disolvieron completamente los cristales, se midio la absorbancia a A 570 nm en
un lector de microplacas Dynex Technologies, modelo MRX tc. La viabilidad celular
se expresé como un porcentaje relativo a la viabilidad de las células crecidas en

medio de cultivo con 5% de SFB.

5.3.6.3 Visualizacion de cambios morfoldgicos

Para visualizar los potenciales cambios morfologicos sufridos por las células
J774A.1 luego de 24 horas de incubaciobn con las muestras mencionadas
anteriormente, se llevaron a cabo una serie de microscopias de campo claro. Para
ello, en placas de cultivo celular de 24 pocillos fueron sembradas 150000 células
por pocillo en 300 yL de medio de cultivo RPMI con 5% de SFB. Las células fueron
cultivadas por 24 horas a 37°C en ambiente humidificado con CO:z. Luego de extraer
el medio de cultivo, las muestras fueron diluidas en medio de cultivo y agregadas y
cultivadas otras 24 horas en las mismas condiciones. Antes de tomar cada imagen,
el sobrenadante fue removido y se realizaron dos lavados con PBS no estéril. Las
imagenes de microscopia en campo claro con aumento 20X fueron tomadas

utilizando el aparato Cytation™ 5 Cell Imaging Multi-Mode Reader (BioTek

- 102 -



Instruments Inc., Winooski, VT, Estados Unidos). El ensayo fue llevado a cabo por
triplicado, empleando tres lotes independientes de nanovesiculas; se tomaron dos

imégenes por pocillo y fueron seleccionadas las méas representativas.

5.3.6.4 Liberacién de citoquinas pro-inflamatorias

La liberacion de citoquinas TNF-a e IL-6 en el sobrenadante fue evaluada luego de
incubar las nanovesiculas con células J774A.1. Se utiliz6 1 pg/mL de LPS como
control positivo. El TNF-a e IL-6 de ratdn presente en los sobrenadantes fue medido
mediante un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA). La técnica ELISA
consiste en la deteccion de un antigeno inmovilizado en una placa por medio de un
anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un producto detectable.
Existen distintas variantes de este ensayo, pero la que se utilizé particularmente
para la determinacion de citoquinas fue un kit comercial ELISA tipo “sandwich” (BD
OptEIA, BD Biosciences, CA, Estados Unidos). Brevemente, primero se recubre el
pocillo con un primer anticuerpo anti-antigeno, luego se lava el exceso de anticuerpo
y se aplica la muestra en la que se encuentra el antigeno a detectar, que sera
retenido en el pocillo al ser reconocido por el primer anticuerpo. Después se elimina
el material no retenido con un segundo lavado y se aplica una solucion con un
segundo anticuerpo anti-antigeno marcado con una enzima. Asi, cada molécula de
antigeno estara unida a un anticuerpo en la base que lo retiene y un segundo
anticuerpo, al menos, que lo marca. Finalmente, después de un lavado para eliminar
todas las moléculas marcadas no fijadas, se afiade el sustrato enzimatico, se incuba
durante un tiempo en el cual se producira una reaccién enzimatica y luego se frena
la reaccidbn y se lee la densidad O6ptica mediante espectrofotometria (BD

Biosciences, 2019).

5.3.7 Ensayos in vivo en ratones de laboratorio

5.3.7.1 Animales y esquemas de inmunizacion

Ratones BALB/cAnN hembras de 6-8 semanas fueron adquiridos en el Centro

Atomico Ezeiza de la Comision Nacional de Energia Atdmica (CNEA). Se

- 108 -



distribuyeron cinco ratones por caja, seleccionados al azar, y se almacenaron en
una sala ventilada bajo condiciones controladas, a temperatura constante de 22°C,
ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas, y comida y bebida ad libitum. Los estudios
fueron llevados a cabo de acuerdo con los principios del Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la UNQ, que sigue los
lineamientos internacionales de investigacion biomédica con animales de
laboratorio del Consejo para la Organizacion Internacional de Ciencias Médicas y
del Consejo Internacional para la Ciencia de los Animales de Laboratorio (CIOMS-
ICLAS). Los protocolos fueron debidamente aprobados por el CICUAL de la UNQ.

La primera serie de inmunizaciones se realiz6 mediante inyecciones subcutaneas
los dias 0, 14 y 28, empleando cinco ratones por grupo. Se inyectaron: 10 ug de
TLA mezclado fisicamente con MONTANIDE™ |SA 763 A VG (ISA 763+TLA)
(preparado como una emulsion agua en aceite en una relacion adyuvante:antigeno
7:3 v.v) de acuerdo a las indicaciones del fabricante (SEPPIC, 2017); 10 ug de TLA
mezclado con 50 ug de IMQ libre (dilucién 1:10 en buffer Tris-HCI a partir de una
solucién stock de IMQ de 10 mg/mL en LH 100 mM) (IMQ+TLA); ¢) 10 ug de TLA
mezclado con IMQ incorporado en las siguientes formulaciones: nanoARC-IMQ,
nanoARC+IMQ, LIPO-IMQ, LIPO+IMQ. En este caso, nanoARC-IMQ+TLA refiere a
la formulacion que tiene IMQ incorporado en los nanoARC y fue mezclada con TLA,;
nanoARC+IMQ+TLA es una mezcla de nanoARC con IMQ y TLA; LIPO-IMQ+TLA
refiere a la formulacién de IMQ incorporado dentro de liposomas que fue mezclada
con TLA; y LIPO+IMQ+TLA es una mezcla de LIPO con IMQ y TLA.

Una segunda serie de inmunizaciones subcutaneas fue realizada siguiendo el
mismo calendario, pero esta vez con nanoARC-IMQ+TLA, nanoARC+IMQ+TLA,
LIPO-IMQ+TLA, ISA763+TLA, IMQ+TLA y TLA.

5.3.7.2 Reaccion de hipersensibilidad retardada (DTH)

La reaccién de hipersensbilidad retardada (DTH) fue testeada diez dias después de
la dltima inmunizacion (dia 38), siguiendo el protocolo de (Luo & Dorf, 2001) con
algunas modificaciones. En este caso, los ratones fueron inyectados
subcutdneamente en la almohadilla dorsal izquierda con 10 pg de TLA diluido en 30
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ML de PBS y en la almohadilla dorsal derecha con PBS solo. A las 24 horas, el
grosor de ambas patas fue medido con un calibre manual. La respuesta inflamatoria
se calcul6 restando el grosor medido en la pata izquierda (inyectada con TLA) al

grosor medido en la para derecha (tomado como linea de base).

5.3.7.3 Respuesta humoral

La sangre de los ratones fue recolectada de la vena de la cola el dia 38 del
calendario de inmunizacién y el suero se extrajo y se utilizé para medir la respuesta
de anticuerpos IgG, IgG1 e IgG2a especificos contra TLA mediante ELISA (en este
caso también tipo “sandwich”). Placas de 96 pocillos de alta afinidad fueron
recubiertas durante la noche a 4°C con 100 pL de TLA (3 pg/pocillo) en buffer
carbonato-bicarbonato (pH 9,6). Luego de lavar tres veces las placas con PBS con
0,05% de Tween 80 (PBST), los sitios de union no especificos fueron bloqueados
durante una hora a 37°C con PBST con 0,1% de BSA (PBST-BSA). Luego de otra
serie de lavados con PBST, 100 pL de diluciones por triplicado del suero en PBST-
BSA fueron incubadas durante una hora a 37°C. Luego, las placas fueron lavadas
tres veces con PBST e incubadas durante una hora a 37°C con IgG total de cabra
anti-ratén conjugado con peroxidasa de rabanito (Merck Millipore, Burlington, MA,
Estados Unidos) diluido 1:5000 en PBST-BSA. Para determinar los anticuerpos
isotipos, 1gG1 de rata anti-raton conjugada con peroxidasa de rabanito o antisuero
revelador de IgG2a (BD Biosciences), diluidos 1:5000 en PBST-BSA. Finalmente,
las placas fueron lavadas con PBST e incubadas con ABTS durante 15 minutos a
temperatura ambiente (20-25°C) en oscuridad y la absorbancia fue medida a A 405
nm usando un lector de microplacas. Los titulos de anticuerpos fueron determinados
a partir de las diluciones de punto final que exhibieron una densidad 6ptica de 0,3

unidades por encima del background.

5.3.7.4 Medicion de IFN gamma

Al dia 38, los bazos de los ratones inmunizados con nanoARC-IMQ+TLA,
nanoARC+TLA e ISA763+TLA fueron removidos asépticamente y las células del

bazo (esplenocitos) fueron obtenidas usando un gradiente de Ficoll-Hypaque, como
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estd indicado por (Béyum, 1968). Los bazos fueron disgregados en una malla
metalica usando medio RPMI no suplementado. Los esplenocitos fueron aislados
por centrifugacién durante 30 minutos a 500 g en un gradiente de Ficoll-Hypaque
(1,098 g/mL de densidad) en una centrifuga Gellec G144d. El pellet resultante fue
lavado dos veces con RPMI y finalmente resuspendido en RPMI suplementado, con
50 yM de 2-mercaptoetanol. Las células fueron contadas en camara de Neubauer
con colorante Turk y sembradas en placas de 96 pocillos con fondo en U en una
densidad de 1x10° células por pocillo en un volumen final de 200 uL. Las células
fueron estimuladas in vitro con TLA (3 pg/pocillo) o ConA (1 ug/pocillo) como control
positivo. Células no estimuladas fueron usadas como control negativo. Los
sobrenadantes fueron recolectados luego de 48 horas de incubacion en una camara
humidificada a 37° C con 5% de COo. La liberacion de IFN-y en los sobrenadantes
celulares fue medida mediante ELISA (BD OptEIA™, BD Biosciences) siguiendo las
instrucciones del fabricante, como ya fue detallado anteriormente. La medicion de

la absorbancia fue llevada a cabo a 450 nm en un lector de microplacas.

5.3.7.5 Determinacién de citoquinas intracelulares IL-10 e IL-12

La medicion de citoquinas intracelulares se realiz6 siguiendo las indicaciones de
Foster 2007. Las células fueron marcadas con anticuerpo anti-MHCII (I-A9)
conjugado a FITC vy fijjadas en un 1% de paraformaldehido. Luego, fueron
permeadas con 0,5% de saponina en PBS y el marcado intracitoplasmico de IL-10
e IL-12 se realiz6 utilizando anticuerpos conjugados de PE (BioLegend, San Diego,
CA, EE.UU.). Para esto, las células fueron previamente incubadas durante 4 horas
con Brefeldin A (Thermo Fisher Scientific Inc.) para inhibir la liberacidén de citoquinas
al medio externo. El analisis de produccion de citoquinas se realizé con un citbmetro
de flujo FACScan y el software CellQuest. Los resultados se muestran como el

porcentaje de células positivas para cada marcador.

5.3.7.6 Anélisis de marcadores de superficie de esplenocitos

Los esplenocitos de ratones inmunizados y no inmunizados fueron marcados con

anticuerpos monoclonales de membrana fluorescentes (anti-CD8, anti-MHCII [I-AY]
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y anti-CD11c conjugados a FITC; anti-CD4 y anti-B220 conjugados a PerCP; anti-
CD11b conjugado a PE) (BioLegend). Las suspensiones celulares fueron incubadas
con los anticuerpos indicados, diluidos en PBS a 4°C durante 30 minutos y luego
lavadas con PBS y fijadas en paraformaldehido al 1%. El analisis de marcadores de
superficie celular se realiz6 con un citbmetro de flujo FACScan y el software
CellQuest (BD Biosciences). Los resultados se muestran como el porcentaje de

células positivas para cada marcador.

5.3.7.7 Ensayo de proliferacion de linfocitos

La respuesta celular especifica del antigeno también se evalu6 mediante un ensayo
de proliferacion de linfocitos utilizando 5 nM de CFSE, segun (Lyons & Parish,
1994). Sesenta dias después de la inmunizacion, se recolectaron los esplenocitos
de ratones inmunizados y no inmunizados. Las células del bazo se incubaron con
CFSE durante 30 minutos a 37 °C y luego se lavaron dos veces con RPMI con 0,5%
de SFB. Finalmente, las células fueron sembradas a una densidad de 1x10°® por
pocillo en 200 yL de RPMI completo y fueron estimuladas con TLA (3 ug/pocillo) o
PMA (0,2 ng/pocillo).

5.3.8 Anélisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA bidireccional, seguidos de
comparaciones multiples de Tukey o ANOVA unidireccional, seguidos de la prueba
de Dunnet usando el software Prism 6.0 (Graphpad Software®, San Diego, CA,
EE.UU.). Valores de p<0,05 se consideraron estadisticamente significativos y de
p>0,05 representan diferencias no significativas. Los resultados experimentales se

expresan como la media + desvio estandar (DE).

- 107 -



5.4 Resultados

5.4.1 Estructura de las nanovesiculas

Las imagenes de Crio-TEM representadas en la Figura 13A, mostraron nanoARC-
IMQ como poblaciones heterogéneas de nanovesiculas oligolamelares de 600-800
nm, mezcladas con nanovesiculas multilamelares de mayor tamafio; en la Figura
13B los LIPO-IMQ se ven como vesiculas oligolamelares con un material oscuro en

Su interior.

Figura 13: Imagenes de Crio-TEM de nanovesiculas. nanoARC-IMQ (A) y LIPO-IMQ (B).

En coincidencia con las imagenes del Crio-TEM, las mediciones de DLS mostraron
nanovesiculas altamente polidispersas de diametros que seguian el siguiente
orden: LIPO-IMQ > LIPO > nanoARC-IMQ > nanoARC (Tabla 2). Debido a su
potencial ¢ negativo, no hubo asociacion electrostatica entre TLA y nanovesiculas.
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Formulacion Diametro Potencial { Relacion

medio (nm) (mV) IMQ/PL
(ng/mg)
nanoARC 655 + 271 0,62 £ 0,19 -42,6 + 2,84 —
nanoARC- 850 + 300 0,73+0,18 -42,9 +1,87 44 + 10
IMQ
LIPO 1630 + 269 0,56 £ 0,16 -3,3+0,14 —
LIPO-IMQ 3614 + 1787 0,73 +£0,27 -5,4+3,2 25+15
TLA 6600 + 1500 0,60 = 0,20 -12+0,5 —

Tabla 2: Caracterizacién estructural de nanovesiculas. Los valores se expresan como la media + DE
(n = 3 lotes). PDI: indice de polidispersidad; IMQ/PL: imiquimod/fosfolipidos.

Como se muestra en la Figura 14A, la sonicacion redujo las relaciones IMQ/PL de
nanoARC-IMQ y LIPO-IMQ. Notablemente, no se encontraron diferencias entre la
relacion IMQ/PL de nanoARC-IMQ luego de los lavados con LH o buffer Tris-HCI,
permaneciendo casi invariante después de la sonicacion, disminuyendo cerca de un
15% (a 44 pg IMQ/mg PL) y resultando casi 20 veces mas alta que la de LIPO-IMQ.
Esto sugiere que el IMQ estaba ampliamente particionado en la bicapa de los
nanoARC, y que no fue separado por la sonicacién. Por el contrario, la relacion
mucho mas baja de IMQ/PL de los LIPO-IMQ fue mas sensible a la sonicacion,
disminuyendo en un 65% en el lavado con buffer Tris-HCI (a 5 ug IMQ/mg PL) y en
un 86% en el lavado con LH (a 2 ug IMQ/mg PL). En otras palabras, la sonicacion
indujo la pérdida de cerca del 90% del IMQ de los LIPO-IMQ, mientras que casi la
mitad del IMQ cuantificado en el buffer Tris-HCI fue co-precipitado con el IMQ libre
del pellet de LIPO-IMQ. La eficiencia de encapsulacion de IMQ fue
aproximadamente del 38% en nanoARC-IMQ y del 1% en LIPO-IMQ. Segun la
hipotesis de (Fox et al., 2014), las nanovesiculas con un nudcleo interior acido, de

LH, por ejemplo, facilitarian la encapsulacion de la IMQ soluble, mientras que la fase
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acuosa que rodea las nanovesiculas se mantendria cerca de un pH neutro, lo que
es deseable para minimizar el dolor por inyeccion (Fransson & Espander-Jansson,
1996). Aqui se utilizé una solucion de IMQ en LH para hidratar la pelicula
lipidica. Sin embargo, a pesar de la baja permeabilidad de protones (H+) reportada
para los ARQ, comparada con la de liposomas (Kiyoshi Yamauchi et al., 1993),
después de los lavados por centrifugacion no se detectd ningiin medio acido dentro
de las vesiculas. El alto gradiente osmatico inicial (en el orden de varias unidades
de pH) establecido a través de las bicapas de las nanovesiculas a lo largo de los
lavados con buffer Tris-HCI, podria haber inducido la hinchazén de las mismas y
una mayor fuga de su contenido interno. A menos que el IMQ estuviera particionado
en las bicapas, la mayor parte del IMQ soluble se hubiese eliminado tras los lavados
(Figura 14A). La Figura 14B, por otra parte, representa el resultado de someter las
vesiculas a 3 lavados secuenciales en buffer Tris-HCI, con el objetivo de evaluar
una posible liberacion de IMQ. No se encontré ningun contenido significativo de
fosfolipidos en los sobrenadantes (datos no mostrados), se encontraron diferentes
cantidades relativas de IMQ liberadas en su lugar: mientras que los LIPO-IMQ
perdieron cerca del 90% de su contenido inicial de IMQ, sélo el 10% del contenido
inicial de IMQ se perdio de los nanoARC-IMQ. El volumen de muestras sometido a
centrifugacion fue de 1000 uL y el volumen de precipitado fue de 100 pL. Se observo
gue las bicapas de los nanoARC no solo particionaron una mayor cantidad de IMQ,
sino que el IMQ se mantuvo asociado en mayor medida luego de una dilucién de
1/10, en comparacion con las bicapas de los LIPO. Este ensayo tuvo como objetivo
simular la liberaciéon de IMQ de cada tipo de matriz lipidica y representd una
respuesta a una potencial dilucién. Sin embargo, in vivo, se inyectaron 100 uL de
muestras volumétricas en un espacio subcutaneo virtual, sufriendo una dilucion
practicamente insignificante. En general, desde un punto de vista estructural, los
nanoARC-IMQ resultarian mas adecuados que los LIPO-IMQ para proporcionar la
entrega intracelular de IMQ, ya que una mayor cantidad de IMQ se mantuvo mas
fuertemente asociado por masa de matriz lipidica, favoreciendo asi su absorcion

endocitica.
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Figura 14: ensayos de liberacion de IMQ. Relacion IMQ/PL de nanovesiculas antes y después de la
sonicacion en 4cido lactico (LH) (A) y liberacion de IMQ en el sobrenadante luego de una dilucién en
buffer Tris-HCI (B). Los valores se expresan como la media + DE (n = 2 lotes).

5.4.2 Fluidez y orden de las bicapas de las nanovesiculas

El efecto del IMQ en la fluidez y el orden de las bicapas de los nanoARC-IMQ y de
los LIPO-IMQ fue evaluado de acuerdo a lo descripto por (Altube et al., 2017). Para
ello, la sonda fluorescente Laurdan, de estructura de membrana y sensible al efecto
de relajacion del solvente, fue empleada para determinar GP y FA, respectivamente.
Como se muestra en la Figura 15A, el IMQ no modificé la fluidez de las membranas
de las nanovesiculas, que mostraron idéntica FA antes y después de la
incorporacion del IMQ. Por otra parte, el IMQ no afectd el orden de las bicapas de
los LIPO, pero redujo profundamente el tipicamente alto desorden de las bicapas
de los nanoARC (Altube et al., 2017); la tendencia seguida por los valores de GP
fue: nanoARC-IMQbc (antes de la centrifugacion) > nanoARC-IMQ (formulacion
terminada) > nanoARC (Figura 15B). La GP de las mas ordenadas bicapas de los
nanoARC-IMQbc fue reducida luego de lavar el IMQ débilmente atrapado en los
nanoARC-IMQ; en otras palabras, el orden decrecié a medida que el IMQ era
removido. Como se muestra en la Tabla 2, no se observa que el IMQ atrapado
disminuya el potencial ¢ negativo de los nanoARC-IMQ, a pesar de que el IMQ se
encuentra cargado positivamente a pH acido o neutro (Chollet etal., 1999).
Nuestros resultados sugieren que el IMQ se encontraba particionado, modificando

el orden de las bicapas arqueolipidicas, sin una interaccion electrostatica relevante
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del mismo con las bicapas. Contrariamente, ni la fluidez ni el orden de las bicapas
de los LIPO se vio afectada por el IMQ, sugiriendo que el mismo no se encontraba
atrapado entre las bicapas sino disuelto en una minima cantidad dentro del espacio
acuoso interior. Esta pudo haber sido la razén por la cual se obtuvo una baja relacion
IMQ/PL, una baja eficiencia de encapsulacion, y alta sensibilidad estructural frente

a la sonicacion por parte de los LIPO-IMQ.
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Figura 15: fluidez y orden de las bicapas lipidicas. Anisotropia de fluorescencia (FA) (A) y
polarizacion generalizada (GP) (B) de las nanovesiculas. Los valores se expresan como la media
DE (n = 3 lotes). bc: antes de la centrifugacion.

5.4.3 Citotoxicidad de las nanovesiculas e induccién de TNF-a e IL-6 en

macroéfagos de ratones J774 A.1

En la Figura 16 se muestra la citotoxicidad de los nanoARC-IMQ, LIPO-IMQ, ISA
763 e IMQ luego de 24 horas de incubacion con la linea celular de macréfagos
murinos J774 A.1, que expresa receptores TLR7 (I. De Meyer et al., 2012) y RS-Al
(Todt et al., 2008). La viabilidad celular no se vio afectada entre 0,5y 5 ug de IMQ
ni entre 10 y 100 ug de PL de LIPO y LIPO-IMQ, aunque si por 100 ug de PL de
nanoARC. Concentraciones de 5 ug de IMQ/100 ug de PL de nanoARC-IMQ, y 100
Mg de PL de nanoARC + 5 ug de IMQ resultaron relativamente toxicas, reduciendo
la viabilidad celular cerca de un 40% (Figura 16A). En linea con el ensayo de
citotoxicidad por MTT e independientemente del contenido de IMQ, el tratamiento
con nanoARC disminuy6 el nimero relativo de células adheridas al sustrato, pero
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no indujo alteraciones morfologicas significativas. Las células tratadas con LIPO, en

cambio, parecieron sufrir cambios menos drasticos (Figura 16B).
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Figura 16: viabilidad celular. Viabilidad de células J774 A.1 tras 24 horas de incubacion con
formulaciones de IMQ libre, nanoARC, nanoARC-IMQ, LIPO y LIPO-IMQ evaluada por MTT (A) e
imagenes de muestras seleccionadas tomadas con microscopio de campo claro, magnitud 20X (B).
Los valores se expresan como la media = DE (n=3 lotes). Los asteriscos representan diferencias
significativas respecto al control (medio de cultivo) (*, p<0,05; ***, p<0,001; **** p<0,0001).
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Se esperaba que los nanoARC-IMQ, dado su combinacién de ligandos (RS-Al1 +
TLR7) aumentaran la produccion de TNF-a e IL-6 por encima de lo inducido por el

IMQ o los nanoARC por si solos.
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Figura 17: produccion de citoquinas por células J774 A.1. Produccion de TNF-a (Ay B) e IL-6 (B 'y
C) luego de incubar las formulaciones durante 24 horas. Las imagenes A y C muestran las
nanovesiculas preparadas con arqueolipidos y las B y D las nanovesiculas preparadas con lipidos
convencionales. Los asteriscos denotan diferencias significativas entre las nanovesiculas con IMQ
incorporado o mezclado respecto a la misma concentracion de IMQ libre y los numerales representan
diferencias significativas entre las nanovesiculas vacias y su par con IMQ incorporado o mezclado a
la misma concentracion. Los resultados son la media + DE (n = 2 ensayos). ** y #, p<0,01; #,
p<0,001; **** p<0,0001.

En este punto, si bien observamos que tanto nanoARC-IMQ como nanoARC
generaron una mayor produccion de TNF-a que el IMQ, no observamos diferencias
significativas entre los nanoARC y los nanoARC-IMQ. Sorpresivamente, los
nanoARC+IMQ de 5 pg de IMQ + 100 pg de PL de nanoARC produjeron una
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disminucién en la liberaciéon de TNF-a respecto a los hanoARC-IMQ de la misma
concentracion. Asi es que la liberacion de TNF-a en estas concentraciones parece
estar dada por las vesiculas vacias per se y no como un efecto sinérgico de los
ligandos a RS-Al y TLR7 (Figura 17A-B). Sin embargo, y notablemente para
nosotros, la formulacion de 5 ug de IMQ/100 ug de PL de nanoARC-IMQ fue la Unica
gue aumento los niveles de IL-6 cerca de 4 veces por encima del IMQ (Figura 17C-
D).

5.4.4 Reaccién de hipersensibilidad retardada (DTH)

En la Figura 18 se muestra la hinchazén de las patas de los ratones (respuesta
celular local) inducida luego de las 3 dosis subcutaneas de nanovesiculas y el
desafio con el antigeno TLA, medida como el diametro de la almohadilla. Se observo
que los nanoARC-IMQ+TLA y el ISA763+TLA indujeron una hinchazon similar, mas
alta que las restantes formulaciones de IMQ. Asimismo, la respuesta de los
nanoARC-IMQ+TLA superé aquella inducida por el IMQ+TLA y por los
nanoARC+IMQ+TLA. Esto nos llevo a confirmar que los nanoARC-IMQ, y no el IMQ
solo o mezclado con nanoARC, son los responsables de la mejora en la respuesta
del IMQ, un hecho que resulté en una mayor DTH. Por el contrario, no se observaron
diferencias en el diametro de hinchazén entre los LIPO-IMQ+TLA y los
LIPO+IMQ+TLA. La baja relacion IMQ/PL, sumado al mucho menor uptake
endocitico exhibido por los LIPO en comparacion con los nanoARC (Altube et al.,
2016), asi como la casi ausente capacidad de estimular TNF-a e IL-6 sobre
macrofagos J774 A.1, que se tradujo en una DTH menos pronunciada, sugieren que
solo los nanoARC pero no los LIPO, podrian ser exitosos en modificar la
farmacodinamia del IMQ en las células blanco. A pesar de que no todos los agentes
inmundgenos que inducen DTH se asocian con una respuesta celular protectora
(Nichols et al., 2002), generalmente, una clasica DTH es considerada indicativa de
respuesta celular protectora (Crowle, 1975), mediada por LTh1 o LT CD4+ activados
(Cher & Mosmann, 1987) y LT CD8+ citotoxicos (Kalish & Askenase, 1999).
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Figura 18: reaccion de hipersensibilidad retardada (DTH). Los asteriscos representan diferencias
estadisticas entre el grupo inmunizado con nanoARC-IMQ+TLA y el grupo inmunizado con
nanoARC+IMQ+TLA y el numeral representa diferencias estadisticas entre el grupo inmunizado con
nanoARC-IMQ+TLA y el grupo inmunizado con TLA. Los valores estdn expresados como la media
+ DE (n = 3 experimentos). # y ***, p<0,001; ns: no hay diferencias significativas.

5.4.5 Titulos de IgG sistémicos e isotipos de IgG antigeno-especificos

En la Figura 19A se muestran los titulos antigeno-especificos de IgG sistémica
luego de las tres dosis subcutaneas de nanovesiculas. Claramente, el grupo
inmunizado con nanoARC-IMQ+TLA tuvo la respuesta mas alta. Y, el IMQ+TLA Yy el
TLA solo indujeron respuesta cerca de 1,5 6rdenes mas bajas. No se registraron
diferencias entre los grupos inmunizados con IMQ+TLA y TLA, lo que indica que el
IMQ fue inutil para aumentar los anticuerpos sistémicos. Notablemente (y a pesar
de ser administrado por otra via), Aldara™ no genera aumento de LT CD4+ o
respuestas de anticuerpos (Gogoll et al., 2012, 2016; Rechtsteiner et al., 2005). Por
otro lado, en el grupo inmunizado con ISA763+TLA se vio un aumento menos
pronunciado de la respuesta humoral. Nuestros resultados difieren de aquellos
reportados por (Cargnelutti et al., 2016), en el que a los 36 dias post 3 inyecciones
subcutaneas en ratones BALB/c (con dosis 10 veces mas altas de TLA por ratén),
no se encontraron diferencias significativas entre la respuesta del TLA soloy el TLA
con el ligando de TLR3 poli I:C, pero si el ISA 763+TLA la duplico. En la Figura 19B

se muestra el ratio de los isotipos IgG2a/lgG1, indicativo de la polarizacion Th1/Th2
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en ratones (Coffman et al., 1988). El ratio de isotipos fue cercano a 1 para ISA
763+TLA y cercano a 0,5 para las demas muestras, lo que significa que mientras
gue el ISA763+TLA parece inducir una respuesta mixta (celular/humoral), los
nanoARC-IMQ+TLA y los restantes grupos inducirian una respuesta sesgada a Th2
(humoral). Los estudios descriptos abajo fueron realizados con la idea de comparar

mas detalladamente la respuesta de los nanoARC-IMQ con la del ISA 763.
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Figura 19: respuesta de anticuerpos IgG antigeno-especificos. Titulos séricos de IgG anti-TLA en el
dia 38 después de 3 dosis subcutaneas (A). Los asteriscos indican diferencias significativas entre
nanoARC-IMQ+TLA vy los grupos restantes. Los numerales indican diferencias significativas entre
ISA763+TLA e IMQ+TLA o TLA (#, p<0,05; #', p<0,01). La cruz indica diferencias significativas entre
nanoARC+TLA e IMQ+TLA (1, p<0,05). Ratio de isotipos IgG2a/lgG1 al dia 38 post inmunizaciones
(B). Los asteriscos indican diferencias significativas entre ISA763+TLA y los grupos restantes (**,
p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001). Todos los valores estan expresados como la media + DE (n =
3 experimentos).

5.4.6 Produccién de IFN-y y citoquinas IL-10 e IL-12 por esplenocitos de

ratones

En la Figura 20A se muestra la produccién de IFN-y en los sobrenadantes de
esplenocitos extraidos de los ratones inmunizados con nanoARC-IMQ+TLA,
nanoARC+TLA e ISA 763+TLA. Se observo que todos los grupos respondieron
igualmente al estimulo con TLA generando bajos niveles de IFN-y (comparados con
aquellos alcanzados por la concanavalina [Con A]), sugiriendo una induccion leve

de efectores Thl. Adicionalmente, solo en la region de monocitos y CDs se vio una
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baja (e inespecifica) produccién de IL-10 (Figura 20B). Tampoco se observd

induccién de IL-10 (Figura 20C) o IL-12 en la region de linfocitos (no mostrado).
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Figura 20: produccion de citoquinas por células esplénicas. Cuantificacion de INF-y en
sobrenadantes de esplenocitos (A) y deteccion de IL-10 por marcacién de anticuerpos
citoplasmaticos (B y C) luego de 48 horas de estimulacion con concanavalina A (Con A), TLA o
medio de cultivo (medio). En B y C se representa la media porcentual de células activadas [MHCII
(I-A%+] que expresaban IL-10, en la region de monocitos y CD (B) y en la region de linfocitos (C),
respectivamente. Los asteriscos representan diferencias significativas entre ISA763+TLA vy los
demas grupos (****, p<0,0001), mientras que los numerales indican diferencias significativas entre
Con Ay TLA o medio (#, p<0,05; ##, p<0,01; ###, p<0,001). Los valores se expresan como media +
DE (n = 3 ratones por grupo).

5.4.7 Marcadores superficiales de esplenocitos

Como se muestra en la Figura 21, a pesar de los leves niveles de IFN-y reportados
anteriormente, no se indujo ningln aumento significativo de marcadores de LT
CD4+ (A) o CD11c+/CD11b+, marcador de CDs mieloides o clasicas (D) en ningun
grupo. Todos los grupos mostraron una expresion incrementada no especifica de
B220+/MHCII(I-A%+ (C), marcadores de LB maduros activados que expresan MHC
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de clase Il superficial, capaces de procesar antigenos y presentarlos a células T
(Hoffman et al., 2016). Sin embargo, ISA 763+TLA y nanoARC+TLA indujeron una
disminucién pronunciada en los marcadores de LT CD8+; solo el grupo inmunizado
con nanoARC-IMQ+TLA mantuvo el porcentaje de LT CD8+ en un valor ligeramente

superior (aungque no estadisticamente significativo) que el valor de control (B).

A B
~
50+ S 254
2 z
©
5 401 g
7
S 304 o ®
5 7 8
Q ‘)O_ v
o =
2 / I
B 107 / [
0
S /
i A S &
X x b4 \;0*
Q & &
N > e 9
> & o <
<& & S o
C
, 504 #
\’:/ +
= =
=K 8.
s T8
£ g — = .8
83 7, a3
M1 7 o &
= / E
3 T Z S
&
&
& &
-5.;\0 {\QO
< 7

Figura 21: marcadores superficiales de células esplénicas. Se usaron esplenocitos no estimulados
de ratones vacunados con nanoARC-IMQ+TLA, nanoARC+TLA e ISA 763+TLA para evaluar la
expresion fenotipica de marcadores celulares. Linfocitos T CD4 (A), linfocitos T CD8 (B), linfocitos B
activados (B220+/MHCII (I-A%+) (C) y células dendriticas CD11c+/CD11b+ (D). El grafico muestra
el porcentaje promedio de celdas positivas para cada marcador. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre nanoARC-IMQ+TLA y los grupos restantes (*, p<0,05; **, p<0,01). Los numerales
indican diferencias significativas entre los grupos no inmunizados y los restantes grupos (#, p<0,05;
#', p<0,01).
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5.4.8 Linfoproliferacion de esplenocitos

Como se muestra en la Figura 22, después de 48 horas, los esplenocitos
experimentaron una proliferacion no especifica (como se observa en las células
incubadas con medio de cultivo, en ausencia de TLA o PMA). Sin embargo, el grupo
inmunizado con ISA 763+TLA y estimulado con TLA experimentd una menor

linfoproliferacion que los inmunizados con nanoARC-IMQ+TLA o0 nano-ARC+TLA.
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Figura 22: ensayo de linfoproliferacion. El panel A muestra un tipico histograma de intensidad de
fluorescencia. En este caso esta representada la intensidad de fluorescencia de las células
esplénicas marcadas con la sonda CFSE, sembradas en placas de cultivo y estimuladas con TLA
(rojo), PMA (azul) o medio de cultivo (verde). El histograma negro representa el control basal de
células no estimuladas (tiempo 0). La seleccion de la region M1 se utilizé para realizar el grafico B,
que exhibe el porcentaje de células que han proliferado luego de la estimulaciéon con respecto al
tiempo 0. Cada muestra se examind por triplicado y cada barra representa la media + DE de 2 ratones
por grupo. El asterisco indica diferencias significativas entre las células estimuladas con respecto al
control con medio de cultivo (*, p<0,05).
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5.5 Discusion

La presencia de grupos metilo perpendiculares en las cadenas isoprenoides
(ramificadas) hace que las bicapas de los arqueolipidos se empaqueten libremente
en comparacién con las bicapas hechas de fosfolipidos ordinarios (Kiyoshi
Yamauchi et al., 2000). El entrelazamiento lateral de los grupos metilo y los restos
voluminosos de carbohidratos de los grupos de azucares de las cabezas polares,
conectados por enlaces de hidrégeno (Rog et al., 2007), hacen que las bicapas de
arqueolipidos sean altamente desordenadas y también de baja movilidad lateral
(Kitano et al., 2003). Cada género de arquebacterias, por otro lado, posee un
conjunto de arqueolipidos caracteristico (Corcelli & Lobasso, 2006).
Especificamente, los arqueolipidos polares extraidos de H. tebenquichense, fueron
identificados por ESI-MS por (Higa et al., 2012) y ordenados de acuerdo a su
abundancia relativa, de manera decreciente: PGP-Me, PG, SDGD-5, BPG y SDGD-
5-PA. Recientemente se confirm6 que el PGP-Me doblemente cargado, el lipido
polar mayoritario en H. tebenquichense, responsable de su alto potencial { negativo
de -40 mV, era un ligando de RS-Aly no de RS-B (el receptor de PC) (Altube et al.,
2016).

Los RS se definen como “receptores de superficie celular que se unen tipicamente
a multiples ligandos y promueven la eliminacion de objetivos extrafios o propios
alterados” (PrabhuDas et al., 2014). EI RS-Al es un RS expresado principalmente
en macréfagos (Hughes et al.,, 1995; Naito et al., 1991, 1992), con propiedades
inusualmente amplias de unién a ligandos, incluyendo diversos tipos de proteinas
cargadas negativamente, lipoproteinas, acidos nucleicos y polisacaridos (Goldstein
etal.,, 1979; Pliddemann et al., 2007). Sorprendentemente, dependiendo de la
naturaleza quimica del ligando internalizado y del microambiente, el RS-Al puede
mediar respuestas inflamatorias (mediante la secrecion de un espectro de
citoquinas pro-inflamatorias) o contrarrestar receptores pro-inflamatorios (Cotena
et al., 2004).

La internalizacion de ligandos mediada por RS-A1l carece —salvo en casos de estrés
de reticulo endoplasmico— de retroalimentacion negativa y es, por lo tanto,
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tipicamente muy pronunciada (de Winther et al., 2000). Debido a su contenido del
ligando del RS-Al (PGP-Me), las nanovesiculas y nanoparticulas que contienen
arqueolipidos polares de H. tebenquichense experimentan también una
internalizacion extensa, en comparacién con una menos pronunciada por parte de
liposomas ordinarios (Altube et al., 2016; Higa et al., 2012). En general, la presencia
de estos arqueolipidos en nanovesiculas labiles no soélo evita la engorrosa
derivatizacién quimica necesaria para unir ligandos, sino que aumenta su tolerancia
al estrés fisicoquimico (esterilizacion por calor y almacenamiento en condiciones sin
frio, ataques quimio-enzimaticos) (Caimi etal., 2017; Higa etal.,, 2017) en
comparacion con liposomas ordinarios, constituyendo también un medio eficiente

para aumentar la entrega intracelular de moléculas contenidas en su interior.

En este escenario, la idea de emplear nanoARC conteniendo IMQ dirigidos a RS-
Al, como adyuvantes inmunomoduladores, tiene dos implicaciones importantes. Lo
mas obvio es tener un carrier organico (“suave”), resistente a ataques fisicoquimicos
y enzimaticos, en el que el IMQ se encuentra fuertemente asociado a sus bicapas.
Esta interaccion reduciria las posibilidades de liberacién y propagacion de IMQ libre
antes de la internalizacion por parte de las células objetivo, como ocurre con las
formulaciones IMQ actuales (ya sea en particulas o no). Los nanoARC-IMQ
ampliamente internalizados conducirian a una entrega endosomal extensa de IMQ
a su TLR7. La otra implicacion, mas dificil de evaluar, resulta del procesamiento
endocitico de los nanoARC-IMQ por la compleja ruta de sefializacion indirecta
mediada por el RS-Al. En definitiva, como primer enfoque, el resultado de la entrega
del IMQ a los endosomas de macréfagos via RS-Al, resultaria en una modificacion
de la citotoxicidad del IMQ y de los titulos de citoquinas obtenidos in vitro en
comparacién con el IMQ libre. Después de eso, esperamos una respuesta in vivo

diferente.

Nuestro primer hallazgo mas relevante fue que, comparado con liposomas, las
bicapas de los nanoARC resultaron ser excelentes “trampas” para atrapar al IMQ:
la relacion IMQ/PL de los nanoARC-IMQ fue casi 20 y 10 veces mas alta,

respectivamente, que las de LIPO utilizados en este estudio y las de nanoliposomas
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DPPC:DPPG:Chol reportados por (Fox et al., 2014). La enorme relacién IMQ/PL de
nanoARC-IMQ puede ser el resultado de las caracteristicas estructurales
particulares de las bicapas de los nanoARC, que resultaron mas ordenadas después
de la insercién del IMQ. Probablemente los grupos perpendiculares de metilo de los
arqueolipidos serian responsables de la captura de IMQ, de manera similar a la
interaccion entre el IMQ y el ISA. EL ISA es una mezcla de isdmeros ramificados
(principalmente ramificaciones en grupos metilo) y de cadena recta de acidos grasos
saturados C18, C16 y C14, con férmula general C17H3sCOOH. El ISA es menos
susceptible al cambio de color y a la oxidacién que los acidos grasos insaturados y
tiene muchas de las propiedades del acido estearico. Sin embargo, tiene las
propiedades de fluidez y solubilizacion del acido oleico (Chollet et al., 1999), por eso
empleado en la formulacion comercial Aldara™ (Walter et al., 2013). Contar con
particulas de alta relacién droga/carrier es importante porque a la misma tasa de
absorcion, los carriers con una mayor relacion droga/carrier proporcionaran una

mayor entrega de la droga en funcién del tiempo.

A las 24 horas, se encontr6 que los nanoARC-IMQ eran mas citotoxicos sobre
macrofagos J774 A.1 que el IMQ libre. Su mayor toxicidad seria el resultado de la
entrega endocitica masiva de IMQ transportado: mientras que normalmente IMQ se
difunde a través de la membrana celular impulsada por su gradiente de
concentracion, los nanoARC-IMQ endocitados proporcionarian una entrega
endosomal mas rapida y masiva del IMQ. Esta mayor entrega intracelular de IMQ
seria responsable de una mayor produccion de citoquinas por los nanoARC-IMQ en
comparacion con el IMQ. Se sabe que el IMQ activa macrofagos y otras células
inmunes induciendo citoquinas locales, algunas de las cuales son cruciales para la
maduracién de CPA, como IFN-a, TNF-qa, IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, a través de
la via de sefializacion dependiente de MyD88 (Eng etal., 2018) con una
concentracion umbral para células monociticas de sangre periférica humana
(PBMC, incluidos los macréfagos) de 0,5 uyg/mL (~2 uM) (Gibson et al., 1995;
Stanley, 2002; Testerman et al., 1995). Ademas, a partir de la internalizacion por el
ligando RS-A1l, los macréfagos RAW 264.7 inducen TNF-q, IL-6, y otras citoquinas

pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, como IL-10, en un patron dependiente del tipo
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de ligando (Coller & Paulnock, 2001). Aqui observamos gue tanto los nanoARC (con
un ligando de RS-Al) como los nanoARC-IMQ (con un ligando de RS-Al y un
ligando de TLR7) indujeron mayores titulos de TNF-a en los macrofagos J774 A.1
gue el IMQ libre y que 5 pg IMQ/mL de nanoARC-IMQ indujeron 4-6 veces mas
cantidad de IL-6 que 5 ug/mL de IMQ. Por otra parte, los LIPO y LIPO-IMQ fueron
menos citotoxicos que los nanoARC-IMQ, pero apenas estimularon TNF-a y no
indujeron IL-6. Puesto que los LIPO no tienen ligandos de RS-A1, el TNF-a inducido
por los LIPO-IMQ se debe al IMQ incorporado. Ademas, 10 ug de PL/mL de
nanoARC (sin IMQ, con una concentracion lipidica 10 veces inferior a LIPO-IMQ),
indujo TNF-a en macréfagos también. Los nanoARC, por lo tanto, fueron mas
eficientes inductores de TNF-a que el IMQ y los LIPO-IMQ); los nanoARC-IMQ, por

otro lado, fueron mas eficientes inductores de IL-6 que el IMQ y los LIPO-IMQ.

De manera general, estos resultados in vitro sugieren que, debido a su alta relacién
IMQ/PL, los nanoARC-IMQ, altamente internalizados por el RS-Al, magnificaron el
efecto del IMQ en macrofagos que expresan el TLR7. Como consecuencia, el
resultado in vivo podria ser una mejorada capacidad de adyuvancia por parte de los
nanoARC-IMQ en comparacion con el IMQ solo.

El primer conjunto de administraciones subcutaneas confirmé esta presuncion, ya
gue tanto los nanoARC-IMQ+TLA como el ISA7 63+TLA indujeron una DTH mas
alta en comparacion con el IMQ, que solo o en combinacion, indujo reacciones
menos pronunciadas. El segundo conjunto de administraciones subcutdneas mostro
gue los nanoARC-IMQ+TLA indujeron los titulos sistémicos antigeno-especificos
mas altos, probablemente debido a la farmacodinamia modificada del IMQ, como se

propuso anteriormente.

En la ultima seccion se comparé a los nanoARC-IMQ+TLA con el ISA 763+TLA. La
emulsién agua en aceite (metabolizable, no mineral), estabilizada con manitol y
acido oleico purificado de origen vegetal, ISA 763 (SEPPIC, 2017), puede estimular
respuestas inmunes humorales y celulares, y se considera mas seguro que otras
emulsiones MONTANIDE™ a base de aceites minerales. El uso de estos

adyuvantes, en general, sin embargo, estd asociado con varios efectos secundarios
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deletéreos (Aunsmo et al., 2009; Haugarvoll et al., 2010; Skinner et al., 2008). In
vitro, se encontré que el ISA 763 era un inductor pobre de TNF-a o IL-6 a la dosis
probada (Figura 17A,C). In vivo, encontramos que los nanoARC-IMQ+TLA y el ISA
763+TLA indujeron respuestas casi idénticas. Ademas de generar titulos similares
de DTH e IgG sistémicos, ambos estimularon niveles bajos de IFN-y, una citoquina
gue controla la diferenciacion de células T CD4+ naive en efectores Thl (Alving
et al.,, 2012), pero sin aumento mensurable de células T CD4+. Como era de
esperar, la proporcion de isotipos del ISA 763+TLA fue ~1 (indicativo de respuesta
celular y humoral), pero la disminucién de la expresion de células T CD8+ y la
linfoproliferacion después del estimulo TLA, sugirié la ocurrencia de efecto deletéreo
tardio. Por el contrario, mientras que los nanoARC-IMQ mostraron una relacion de
isotipos ~0,5 (indicativo de una respuesta sesgada humoral), no redujeron la
linfoproliferacién o la expresién de células T CD8+ 10 dias después de la ultima
dosis; mas aun, este ultimo valor se vio ligeramente incrementado en comparacion
con el control. Estos resultados preliminares sugieren que los nanoARC-IMQ
impactaron en la inmunidad innata, afiadiendo IL-6 al TNF-a inducido por el IMQ en
los macrofagos J774 A.l. La actividad de los nanoARC-IMQ+TLA en ratones
BALBI/c resulté en una respuesta Th2 mas intensa que la inducida por el IMQ+TLA,
acompafiada de un componente de linfocitos T CD8+, sin los efectos deletéreos
asociados al ISA 763+TLA. Aun asi, son necesarios otros estudios para evaluar la
existencia de la propuesta reduccion de la biodisponibilidad sistémica del IMQ y los
efectos adversos in vivo generados por los nanoARC-IMQ, asi como el resultado de
dosis mas altas de nanoARC-IMQ en LT CD8+.

De manera general, la conclusion mas remarcable de este capitulo es que los
nanoARC-IMQ tienen un gran potencial para ser utilizados como adyuvantes de
vacunacion profilactica (o terapéutica) dada su capacidad de modificar la respuesta

inmune innata, tanto in vitro como in vivo.
Los resultados de esta parte del trabajo dieron lugar a la publicacion del articulo:
Parra, F. L., Caimi, A. T., Altube, M. J., Cargnelutti, D. E., Vermeulen, M. E., de

Farias, M. A., Portugal, R. V., Morilla, M. J, & Romero, E. L. (2018). Make it simple:
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(SR-A1 + TLR7) macrophage targeted NANOarchaeosomes. Frontiers in
Bioengineering and Biotechnology, 6, 163.
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6 Aplicacion de nanoARC-IMQ como
terapia inmunomoduladora contra

enfermedad de Chagas en fase aguda



6.1 Objetivo

El propdsito de esta seccion es describir, analizar y discutir los resultados de los
experimentos en los que se testeod la eficacia de los nanoARC-IMQ como terapia
contra la enfermedad de Chagas, utilizando un modelo de infeccibn aguda de
Tripanosoma cruzi en ratones de laboratorio. Dados los resultados de los ensayos
descriptos en el capitulo anterior, nuestra hipétesis era que inmunizaciones con
nanoARC-IMQ (sin el uso de antigenos especificos) podrian originar una respuesta
inmune potente en los ratones, de manera tal de disminuir la carga parasitaria y

reducir efectos toxicos de largo plazo generados por la terapia tradicional.
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6.2 Introduccion

6.2.1 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas, causada por el protozoario Trypanosoma cruzi, afecta
actualmente a entre 6 y 7 millones de personas en todo el mundo (Organizacion
Mundial de la Salud, 2019). Es una infeccion parasitaria endémica en Argentina y
la principal causa de insuficiencia cardiaca en muchos paises de América Latina.
La region del Gran Chaco, que involucra buena parte del norte de Argentina,
Paraguay y Bolivia, ha sido identificada como una zona “hiperendémica” v,
particularmente en nuestro pais, se estima que hay mas de 2.500.000 infectados
(Mordini et al., 2016). Sin embargo, en el dltimo siglo, el aumento de los
movimientos migratorios tanto internos como externos, de areas rurales a zonas
urbanas, han modificado la epidemiologia de la enfermedad y provocado que esta
parasitosis se extienda desde América Latina a otros continentes (Milei et al., 2009;
Rassi Jr. et al., 2012). Esta enfermedad, caracterizada inicialmente por ser una
zoonosis (transmision desde animales al ser humano), se ha transformado en una
antroponosis (transmisién de ser humano a ser humano), explicandose de esta
manera que ya a fines del siglo pasado, zonas urbanas tan distantes como Buenos
Aires o ciudades de los Estados Unidos reportaban un importante nimero de
infectados (Hagar & Rahimtoola, 1991). Se estima que la enfermedad de Chagas
estaria provocando al afio entre 45 y 50 mil muertes, de las cuales un 60% se darian

de forma subita (Beloscar et al., 2013).

T. cruzi es un parasito intracelular que se replica en los macréfagos y en una amplia
gama de células hospedadoras, incluidas las células musculares esqueléticas y

cardiacas (W. De Souza et al., 2010). La enfermedad

. La fase aguda dura de 4 a 8 semanas y se caracteriza
por exhibir una parasitemia detectable microscopicamente e, histopatolégicamente,
por la generacién de infiltrados inflamatorios y necrosis tisular (Esper et al., 2015).

Los sintomas suelen ser leves e inespecificos y menos del 1% de los pacientes
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termina en estado grave en esta fase (Bern et al., 2011). En casos raros, un nédulo
cutaneo (chagoma) o un edema prolongado e indoloro en el parpado (signo de
Romanfa) pueden indicar el lugar de la infeccion, aunque la gran mayoria nunca se
detectan (Bern, 2015). Las manifestaciones agudas de la enfermedad se resuelven
espontaneamente en aproximadamente el 90% de los casos, incluso si la infeccién
no se trata con farmacos tripanocidas (los sintomas desaparecen y el parasito es
controlado por el propio sistema inmune del infectado, pero —ojo— no es eliminado
por completo). Aproximadamente el 60-70% de estos pacientes nunca desarrollan
un cuadro clinicamente aparente y entran, por lo tanto, en la fase indeterminada
(Prata, 2001). Sin embargo, el 30-40% restante si desarrollan subsecuentemente
una forma determinada de enfermedad cronica, que puede ser cardiaca, digestiva
(megaesoéfago y megacolon) o cardiodigestiva, generalmente entre 10 a 30 afios
después de la infeccion inicial (Rassi Jr. et al., 2010). De éstas, la manifestacion
mas grave es la cardiaca (miocardiopatia), que puede presentarse de distintas
formas: bloqueos divisionales y auriculo-ventriculares, taquiarritmias, bradiarritmias,
insuficiencia cardiaca o0 accidente cerebrovascular isquémico embdlico
(Kierszenbaum, 2007; Rassi Jr. et al., 2009). En la Figura 23 esta esquematizado

el ciclo de vida del parasito y los estadios de la enfermedad.

El tratamiento con un antiparasitario generalmente cura la infeccibn aguda y
previene las manifestaciones crénicas (Rassi Jr. et al., 2010), sin embargo, hasta
hoy no ha sido validada su eficacia como para generar consenso en el tratamiento
de pacientes en fases de infeccion indeterminadas o crénicas (Mitelman et al.,
2006). Aunqgue la patogénesis de la miocardiopatia de Chagas no se comprende
completamente, hay acuerdo en que la persistencia del parasito es fundamental
para la enfermedad, lo que confiere una nueva urgencia a la basqueda de un
tratamiento antitripanosémico de alta eficacia durante la fase cronica (Jose Antonio
Marin-Neto et al., 2007).
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Figura 23: transmision por vectores y ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. La infeccion del parasito
en su estadio de tripomastigote a través de la mucosa intacta del ojo produce una reaccion indolora
de la conjuntiva, con edema unilateral de ambos péarpados y linfadenitis de los ganglios
preauriculares (signo de Romafia); una mordedura en cualquier otra parte de la piel puede provocar
una reaccion en el tejido subcutaneo con edema e induracion local, congestion vascular e infiltracion
celular (chagoma). Una vez que han infectado una célula hospedadora, los tripomastigotes escapan
de la vacuola parasitaria y son liberados al citoplasma por un mecanismo inusual: se transforman en
amastigotes esféricos que comienzan a replicarse, y cuando la célula se hincha con amastigotes, se
transforman de nuevo en tripomastigotes con crecimiento de flagelos. Los tripomastigotes lisan las
células infectadas, invaden los tejidos adyacentes y se diseminan a través de los ganglios linfaticos
y el torrente sanguineo a sitios distantes, principalmente a células musculo cardiaco, liso y
esquelético y a células ganglionares, donde se someten a ciclos adicionales de multiplicacion
intracelular. Insectos de la subfamilia tratominios, mas conocidos como vinchucas, son los que
transportan el parasito en su estadio de epimastigotes, que se transforman en tripomastigotes y son
liberados por defecacion. Esquema adaptado de (Rassi Jr. et al., 2010).

La respuesta inmune del hospedador juega un papel clave en el control de la
infeccidn; sin embargo, la inmunidad naturalmente evocada por el parasito no es lo
suficientemente efectiva para prevenir la generacion y progresion de las lesiones
cardiacas. Cabe destacar que el prominente infiltrado inflamatorio generado durante
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el curso de la respuesta inmunitaria destruye las neuronas no infectadas y las fibras
cardiacas. Este proceso inflamatorio autodestructivo es el que provoca miocarditis
difusa con alteraciones funcionales y eléctricas que pueden llevar a la muerte subita
(Jose A. Marin-Neto & Rassi Jr., 2009; Teixeira et al., 2006).

6.2.2 Terapias tradicionales contra la enfermedad

Las quimioterapias especificas para la enfermedad de Chagas se basan en sélo
dos farmacos, el benznidazol y el nifurtimox, que se han utilizado durante casi
cuatro décadas. Ambos farmacos provocan efectos secundarios desagradables,
especialmente en pacientes adultos, y su eficacia varia en funcién de las
caracteristicas genéticas de la cepa de parasito de que se trate (Coura & De Castro,
2002). La toxicidad descripta para el BZ afecta entre el 4-30% de los individuos
tratados, siendo las reacciones adversas mas frecuentemente informadas:
manifestaciones dermatolégicas por hipersensibilidad, gastrointestinales,
neurotoxicidad periférica y mioartralgias (Castro & Diaz de Toranzo, 1988; Laplumé
etal.,, 1982; Sgambatti De Andrade etal., 1996). Ademas, estos farmacos
parasiticidas no previenen la aparicién de la miocardiopatia inflamatoria destructiva

grave en la enfermedad de Chagas cronica tardia (Teixeira et al., 2011).

Si bien “en América Latina se han hecho progresos sustanciales para controlar la
enfermedad” (bajando de 18 millones de infectados en 1991 a 5,7 millones en 2010)
(Bern, 2015), este sigue siendo claramente un serio problema para la sociedad en
su conjunto y debe ser abordado desde todos los frentes posibles. En lo que
respecta a los tratamientos, en la actualidad, el presupuesto de gasto que las
empresas farmacéuticas destinan al desarrollo de farmacos para las infecciones
protozoarias es escaso (por no decir nulo), sobre todo debido al alto costo de
investigacion, al gran riesgo y al limitado mercado potencial (Trouiller et al., 2002).
Y aunque la inmunologia de la enfermedad de Chagas ha sido ampliamente
investigada en modelos experimentales y en humanos, estos estudios no han
conducido finalmente al desarrollo de nuevas vacunas o farmacos
inmunomoduladores que mejoren las consecuencias de esta infeccion (Machado
et al., 2010). Por lo tanto, se requiere el esfuerzo en conjunto de toda la comunidad
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cientifica para desarrollar tratamientos nuevos, eficaces y menos téxicos para la

enfermedad de Chagas. Aqui nosotros hacemos nuestro aporte.

6.2.3 Las posibilidades de los nanoARC-IMQ

El IMQ es una imidazoquinolina perteneciente a una nueva clase de drogas
moduladoras del sistema inmune (para ver una descripcion mas completa revisar la
seccion 4.4.2). Ya ha sido demostrado que el IMQ induce la liberacion de citoquinas,
como IFN-y, TNF-a, IL-12, IL-6 y IL-1B, mejorando la activacion de macréfagos y
CDs a través del receptor intracelular TLR7 (Engel et al., 2011). Hasta la fecha, el
IMQ ha sido aprobado por la FDA para el tratamiento de carcinoma de células
basales, queratosis actinica y verrugas genitales (Lacarrubba et al., 2008). Ademas,
el IMQ ha sido probado en leishmaniasis humana (Miranda-Verastegui et al., 2005;
Shamsi Meymandi et al., 2011), y en modelos animales, ha demostrado tener
potentes actividades antivirales y antitumorales (Furudate et al., 2017; Lopez et al.,
2017). Anteriormente hemos demostrado que la actividad inmunomoduladora del
IMQ aumenta cuando el farmaco se incorpora en nanovesiculas preparadas con
arqueolipidos extraidos de la arquebacteria hiperhaléfila H. tebenquichense
(nanoARC-IMQ). Los nanoARC-IMQ tienen propiedades farmacodinamicas
diferentes a las del IMQ. La actividad de estas nanovesiculas de doble target que
contienen IMQ (un ligando del TLR7 endosomal) y el arqueolipido mayoritario PGP-
Me (un ligando de la clase A de receptores scavenger, RS-Al) se atribuye a su
amplia captacion por parte de macrofagos, dependiente del RS-Al, y al subsiguiente

delivery endosémico del IMQ.

Hemos demostrado que la inmunizacion subcutanea con antigenos de Leishmania
mezclados con nanoARC-IMQ induce una intensa respuesta inmunitaria de
hipersensibilidad retardada y un aumento de los titulos IgG sistémicos especificos

del antigeno (ver 5.4.4).

En esta parte se evalud la capacidad de los nanoARC-IMQ para activar el sistema
inmunoldgico e inducir proteccion contra T. cruzi en un modelo murino de infeccion

aguda.
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6.3 Materiales y métodos

6.3.1 Extraccion de arqueolipidos polares totales y preparaciéon de

nanovesiculas

La extraccion de los arqueolipidos se realizé de la misma manera que esta descripto
en la seccién 5.3.2, mientras que la preparacion de las nanovesiculas y su
caracterizacion fue realizada siguiendo los procedimientos descriptos en las

secciones 5.3.4, 5.3.5.1 y 5.3.5.2, respectivamente.

6.3.2 Infeccion de ratones y esquemas de tratamiento

Ratones machos adultos C3H/HeN con un peso de 25-30 g se obtuvieron en la
instalacion de animales del Instituto de Investigaciones en Microbiologia y
Parasitologia Médica (IMPAM, Facultad de Medicina, UBA). Los animales fueron
mantenidos con un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad, a 21 £+ 2°C, y se les dio
comida y agua estandar ad libitum. Todos los procedimientos con animales fueron
aprobados por el Comité Institucional de Cuidados de Animales de la Facultad de
Medicina de la UBA (Numero de autorizacion 67383/2018) y han seguido los
principios establecidos en la Guia de Investigacion Experimental en Animales
(National Institute of Health, EE.UU.).

Los ratones fueron infectados intraperitonealmente (i.p.) con 1000 tripomastigotes
sanguineos de la cepa RA de T. cruzi (Unidad Discreta de Tipificacion Tc VI)%2
(gentileza de la Dra. S. M. Gonzalez Cappa, UBA) (Zingales et al., 2012). Para los
estudios de terapia experimental, se les administraron a los ratones (n = 6 por
grupo): IMQ libre (50 ug/ratén), nanoARC-IMQ (3 mg PL-50 pg IMQ/ratén) y
nanoARC (3 mg PL/ratdon) o vehiculo (solucion salina con PBS). El tratamiento se

realizé por via subcutanea (s.c.) en la espalda del animal el dia O (2 horas después

23T, cruzi posee una gran diversidad genética y en la actualidad se divide en seis Unidades Discretas
de Tipificacion. El término “Unidad Discreta de Tipificacion” fue propuesto para describir un conjunto
de cepas que se encuentran genéticamente mas relacionadas entre si que con cualquier otra cepa,
y pueden ser identificadas por medio de marcadores moleculares o inmunolégicos comunes (Mufioz
et al., 2013).
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de la infeccién por tripomastigotes) y el dia 7 después de la infeccion (p.i.). El
volumen de la inyeccion fue de 50 pL. La ruta s.c. ya habia sido previamente
evaluada en nuestro laboratorio (Higa et al., 2013). BZ se administré una vez al dia
durante 14 dias consecutivos, de manera oral, suspendido en un 1% de

carboximetilcelulosa (Sigma Aldrich) en agua destilada.

6.3.3 Evaluacion de la eficacia del tratamiento

Los niveles de parasitemia fueron monitoreados tres veces a la semana contando
el nUmero de tripomastigotes circulantes obtenidos de la sangre de la vena de la
cola, diluidos 1:10 en buffer de lisis (0,75% NH4ClI, 0,2% Tris, pH 7,2). Se empled
una camara Neubauer para realizar recuentos de parasitos. El peso corporal se
registro periodicamente y la mortalidad diariamente. Al final del estudio (al dia 60
p.i.), los animales sobrevivientes fueron sacrificados y se obtuvo sangre por puncion
cardiaca. Las muestras de suero de ratones individuales se alicuotaron y
almacenaron a -80°C hasta que se utilizaron para la evaluacion de las enzimas
asociadas a la miocardiopatia y los niveles especificos de 1gG. Para la observacion
histopatoldgica se disecaron corazones y musculo esquelético de las patas traseras,
fijados en formaldehido al 10%, incrustados en parafina, seccionados y teflidos con

hematoxilina-eosina (H&E)?* o tricromico de Masson?®.

6.3.4 Perfil serologico

Los anticuerpos anti-T. cruzi fueron detectados por ELISA como se describid en otro
trabajo de investigacién (Corral & Petray, 2000). Brevemente, microplacas de ELISA

(Nunc®, Thermo Scientific, EE.UU.) fueron recubiertas con un homogeneizado

24 La tincion de hematoxilina-eosina es la técnica de coloracion mas empleada en histologia y se
introdujo en 1876. Mientras que la eosina se asocia y tifie de color rosado componentes catiénicos
(citoplasma y matriz extracelular), la combinacion con la hematoxilina forma un complejo llamado
hemalumbre, que se asocia y tifie de color azul-plrpura componentes anidnicos (acidos nucleicos)
(Santos Vidal, 2017).

25 Este es un tipo de tincién compuesta por tres colorantes (hematoxilina, fucsina y verde azul o azul
de anilina), utilizada para observar las fibras de colageno, y el tejido conectivo en general, en
comparaciones de células musculares y epitelios https://mmegias.webs.uvigo.es/6-
tecnicas/protocolos/p-tincion-t-masson.php
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entero de T. cruzi (20 pg/mL). Como anticuerpo secundario, se utilizd un antisuero
IgG de cabra conjugado con peroxidasa (diluciéon 1:5000, Thermo Scientific). La
reaccion se desarrollé6 mediante la adicion de ABTS (Sigma Aldrich). Cada suero
fue analizado por duplicado a una dilucién 1:400. La densidad 6ptica (DO) fue leida
a 405 nm en un lector ELISA (Multiskan Ex®, Thermo Labsystems, Finlandia). La
deteccidn de las respuestas de las subclases de IgG se realiz6 como se ha descrito
anteriormente, empleando IgG1 anti-raton e IgG2a anti-ratén (diluciones 1:5000,
Sigma Aldrich) como anticuerpos secundarios. Los niveles de anticuerpos se
expresan como el indice de reactividad, calculado como la relacién entre el valor de
DO de cada muestra y el valor medio de seis muestras de suero de ratones no

infectados.

6.3.5 Evaluacién del dafio muscular

Para el analisis histopatolégico del musculo de miocardio y del musculo esquelético,
se capturaron 20 campos microscépicos seleccionados al azar (aumento 40x) de
las secciones de tejido tefiidas con tricromico de Masson o H&E (area analizada =
1,5 x 108 ym?) utilizando una cdmara AxioCam ERc 5s acoplada a un microscopio
Zeiss Axio Scope Al (Carl Zeiss AG, Alemania), y se analizaron con el software
ImageJ (NIH, EE.UU.). Los infiltrados inflamatorios se cuantificaron contando el
nuamero de nucleos celulares en cada seccion. El recuento obtenido de ratones no
infectados se tom6 como un patron de celularidad normal, es decir, ausencia de
infiltrado inflamatorio (Bahia et al., 2012; Penitente etal., 2015). Los pixeles
correspondientes a la fibrosis fueron cuantificados y normalizados a pixeles totales
en cada muestra para calcular el porcentaje de area fibrética en los tejidos
musculares. También se cuantificaron los nidos de amastigotes en esas secciones.
Y, ademas, la extension de la lesion muscular se evalué mediante la determinacion
de la actividad de las enzimas musculares séricas. Las actividades de las enzimas
creatina quinasa (CK) y acetato deshidrogenasa (LDH) se determinaron 60 dias p.i.
utilizando kits comerciales (CK-NAC UV y LDH-P UV kits, WienerLab, Argentina),
siguiendo las recomendaciones del fabricante y adaptadas previamente para
muestras de suero de raton (Cazorla et al., 2008).
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6.3.6 Determinacion de niveles de citoquinas

Los niveles de suero de IFN-y y TNF-a se evaluaron en los ratones supervivientes
mediante kits de ELISA comerciales (optEIA, BD Biosciences), siguiendo las
instrucciones del fabricante (ver 5.3.6.4). Todas las muestras se procesaron
individualmente y se analizaron por duplicado. Los valores se normalizaron a los

observados en animales de control no infectados.

6.3.7 Analisis estadisticos

Los datos fueron analizados usando el software Prism 6.0 (GraphPad Software®).
Los datos con distribucion normal se analizaron mediante ANOVA de una direccion
seguido del test post-hoc de Tukey o del test t de Student, segun se indica. El test
de Kruskal-Wallis seguido del test post-hoc de Dunn o de Mann-Whitney se utilizd
para los datos con distribucion no normal. Para evaluar las diferencias entre las
curvas de supervivencia, se realizé la prueba de logaritmo de Kaplan-Meier. Los
resultados se expresan como la media + error estandar (EE) o media + desviacion
estandar (DE), como se indica. Un valor de p inferior a 0,05 se considero
significativo. Los animales supervivientes de grupos con n<3 no se incluyeron en el

analisis estadistico.
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6.4 Resultados

6.4.1 Caracterizacion de nanoarqgueosomas

Los nanoARC-IMQ obtenidos fueron nanovesiculas oligolamelares con un tamafio
medio y una relaciéon IMQ/lipido similar a las preparadas anteriormente (seccién
5.4.1), que mostraron que el IMQ disuelto en &cido lactico estaba atrapado en la
bicapa arqueolipidica por los grupos metilo, siendo perpendiculares a las cadenas
lipidicas longitudinales de éter e imitando la estructura del acido isoestearico
ramificado que se utiliza para solubilizar el IMQ en formulaciones comerciales
(Tabla 3).

Formulacion Diametro Potencial ¢ Relacion

medio (nm) (mV) IMQ/PL

(ug/mg)
650+250 0,50+ 0,10
nanoARC-IMQ 800 + 300 0,60 + 0,15 41 +2 35+5

Tabla 3: Caracterizacion estructural de nanovesiculas. Los valores se expresan como la media £ DE
(n = 3 lotes). PDI: indice de polidispersidad; IMQ/PL: imiquimod/fosfolipidos.

-40+ 3

6.4.2 Eficacia anti-T. cruzi

En este trabajo, la eficacia terapéutica de los nanoARC-IMQ se evalué en un modelo
experimental de infeccién por T. cruzi de fase aguda. En este modelo, los ratones
infectados con la cepa RA mostraron el perfil clasico de parasitemia durante la fase
aguda de la infeccion (Petray et al., 1994), y cuando los ratones infectados fueron
tratados con nanoARC-IMQ, se observo una reduccion del numero de parésitos en
el torrente sanguineo (Figura 24A). En el pico de la parasitemia, el dia 20 p.i., se
observé una reduccion del 78% de los parasitos circulantes. El area bajo la curva
de parasitemia (AUC) es un criterio comunmente utilizado para evaluar tanto los
niveles de parasitemia como su persistencia (Ndao et al., 2014). Las AUC obtenidas

en animales tratados con nanoARC-IMQ (213,6 + 49,7) fueron estadisticamente
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menores (p<0,05) que las obtenidas en animales que recibieron IMQ libre (494,9 +
89,0), nanoARC (426,9 + 104,9) y PBS (528,5 + 78,6). Como era de esperarse, el
tratamiento con BZ caus6 una reduccion del 100% en la parasitemia (AUC=0)
(Figura 24B).
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Figura 24: eficacia terapéutica de los tratamientos parte 1. Se muestra la parasitemia sistémica en
los dias de tratamiento (A) y el &rea bajo la curva (AUC) resultante (B). Los ratones fueron infectados
con T. cruzi, y luego inyectados con PBS, nanoARC, IMQ, nanoARC-IMQ o BZ. La parasitemia fue
monitoreada tres veces a la semana durante la fase aguda de la infeccion contando el nimero de
tripomastigotes circulantes en un hematometro de Neubauer. Los datos se grafican como la media
+ EE. Los asteriscos indican el tltimo punto de tiempo en que el nimero de sujetos sobrevivientes
fue mayor que o igual a tres (n<3 no se muestra) (A). Se calcul6 el AUC de la parasitemia entre el
dia 9y el 26 p.i. y los datos se muestran como la media + EE (*, p<0,05) (B). Los resultados son
representativos de 3 experimentos independientes.

Todos los ratones perdieron peso corporal cerca del tiempo méaximo de parasitemia,
excepto los tratados con BZ (Figura 25B). Sin embargo, los animales tratados con
nanoARC-IMQ comenzaron a recuperarse después del pico de infeccion,
alcanzando valores similares a los observados en el grupo BZ al final del
experimento. En contraste, el dia 28 p.i., los animales tratados con IMQ, nanoARC
y PBS habian perdido una cantidad considerable de peso (28,3 £ 2,1%, 19,7 + 9,8%
y 22,7 = 3,4% de su peso corporal inicial), lo que se asocié a una alta tasa de

mortalidad. Ademas, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre

las curvas de supervivencia obtenidas con los distintos tratamientos (Figura 24B).
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El tratamiento con nanoARC-IMQ prolongé la supervivencia, en comparaciéon con
IMQ (p=0,0002), PBS y hanoARC (p=0,0062). Mientras que el 100% de los animales
tratados con nanoARC-IMQ sobrevivieron a la infeccion aguda, todos los ratones
gue recibieron IMQ libre murieron en el dia 33 p.i. Ademas, el 66,7 % de los ratones
(4 de 6) tratados con nanoARC vacios o PBS murieron entre los dias 20 y 29 p.i.
Como se esperaba, el farmaco de referencia BZ suprimié la parasitemia en todos
los animales, lo que llevd a una supervivencia del 100% durante el periodo

experimental.
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Figura 25: eficacia terapéutica de los tratamientos parte 2. Aqui se grafican la supervivencia
acumulada (A) y el cambio porcentual en el peso corporal (B). Los ratones fueron infectados con T.
cruzi, y luego inyectados con PBS, nanoARC, IMQ, nanoARC-IMQ o BZ. La supervivencia se
observé diariamente, hasta el final del experimento. Los datos se observan como la media + EE y el
numeral indica diferencias significativas de nanoARC-IMQ y BZ respecto a los demas tratamientos
(#, p=0.0002 vs IMQ; p=0.0062 vs PBS y nanoARC) (A). Los cambios en el peso corporal fueron
registrados periddicamente. El peso inicial de la linea de base (0% de cambio) esta indicado por la
linea punteada. Los datos se observan como la media + EE y, en este caso, el asterisco indica el
ultimo punto de tiempo hasta el que el nimero de sujetos sobrevivientes fue mayor o igual a tres (n
<3 no se muestra) (B). Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes.

6.4.3 Respuesta de anticuerpos especifica contra T. cruzi

La mortalidad precoz de los ratones pertenecientes a los grupos IMQ, nanoARC y
PBS nos impidi6 realizar el andlisis estadistico incluyendo estos animales.
Curiosamente, se observo una diferencia significativa (p<0,01) en los niveles
especificos de IgG en animales tratados con nanoARC-IMQ, en comparacién con
los animales que recibieron el tratamiento de referencia con BZ. Cabe destacar que

la terapia con nanoARC-IMQ indujo un aumento cuatro veces mayor de la respuesta
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inmune humoral contra T. cruzi (Figura 26A). El analisis de los perfiles de isotipos
de IgG reveld que la generacion de 1gG1l e IgG2a especificos anti-T. cruzi fue
inducida en los grupos tratados con nanoARC-IMQ y BZ. Sin embargo, en ratones
gue recibieron nanoARC-IMQ, los niveles de IgG2a especifico fueron
significativamente mas altos que los de IgG1l (p<0,0001) al final del periodo
experimental. Estos resultados sugieren que la terapia con nanoARC-IMQ podria

inducir una respuesta protectora Thl (Figura 26B).
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Figura 26: respuesta inmune humoral en ratones infectados con T. cruzi y tratados con nanoARC-
IMQ o BZ. A) indice de reactividad de anticuerpos IgG contra T. cruzi. B) indice de reactividad de
subtipos IgG1 e IgG2a. El indice de reactividad fue determinado como la relacion entre el valor de
DO de cada muestra de suero analizada y el valor medio de las muestras control de ratones no
infectados. Se incluyen los indices de reactividad de ratones supervivientes tratados con PBS (n =
2) o0 nanoARC (n = 2), aunque estos no fueron analizados estadisticamente. Solo se analizaron
estadisticamente los grupos con tres 0 mas ratones supervivientes (nanoARC-IMQ, BZ y normal: n
= 6). Los datos se muestran como la media + EE. Los asteriscos indican diferencias significativas.
** p<0,01; **** p<0.0001.

6.4.4 Evaluacion de dafno tisular

Aunque la respuesta inflamatoria en el miocardio se considera el aspecto mas
importante de la patogénesis de la enfermedad de Chagas humana, en una
proporcioén significativa de pacientes con infeccién por T. cruzi también se pueden
observar anomalias en el musculo esquelético (Laguens et al., 1975). En el modelo
de raton de la enfermedad de Chagas empleado en este estudio, se utilizé una cepa

altamente virulenta de T. cruzi (RA) que promueve una respuesta inflamatoria
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neuromiopatica, generando un dafio considerable en el musculo esquelético
(Cutrullis et al., 2009; Mirkin et al., 1997). Cuando se evaluo el proceso inflamatorio
en el miocardio y el masculo esquelético en animales tratados con nanoARC-IMQ,
se observé una reduccidén significativa (p<0.05) en el recuento de células
inflamatorias, en comparacion con los tratados con BZ (Figura 27).
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Figura 27: estudios histopatolégicos sobre musculo de miocardio y musculo esquelético de ratones
infectados con T. cruzi y tratados con nanoARC-IMQ o BZ (tinciébn de H&E). Se observa escasa
infiltracion de células inflamatorias en secciones del muasculo cardiaco y esquelético de ratones
tratados con nanoARC-IMQ, y una intensa infiltracion inflamatoria en secciones de animales tratados
con BZ (A). La flecha indica un nido de amastigotes dentro de una fibra muscular esquelética.
Ademas, se incluyen secciones de los ratones sobrevivientes tratados con PBS o nanoARC y
secciones histolégicamente normales. Barra de escala: 20 um (A). También se realizd un recuento
de células inflamatorias del musculo de miocardio y del mdsculo esquelético, mediante un andlisis
morfométrico asistido por ordenador utilizando el software ImageJ (B). Los datos se muestran como
la media + EE. (*, p<0.05). Solo se analizaron estadisticamente los grupos con tres 0 mas ratones
supervivientes (nanoARC-IMQ, BZ y normal: n=6; nanoARC y PBS: n=2).
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Ademas, el tratamiento con nanoARC-IMQ indujo una disminucion significativa de
las lesiones fibréticas en el miocardio y el masculo esquelético (p <0.001 y p <0.05,
respectivamente), en comparacion con el tratamiento con BZ (Figura 28).
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Figura 28: andlisis de fibrosis en el miocardio y en el misculo esquelético de ratones infectados con
T. cruziy tratados con nanoARC-IMQ o BZ (tincién de tricromico de Masson). Se observa un escaso
deposito de colageno en secciones del masculo cardiaco y esquelético de ratones tratados con
nanoARC-IMQ, y una intensa fibrosis en secciones de animales tratados con BZ. Se incluyen
secciones normales y de ratones supervivientes tratados con PBS o0 nanoARC. Barra de escala: 20
um (A). También se cuantificé el porcentaje de area fibrética en los tejidos musculares, mediante un
analisis computacional utilizando el software ImageJ (B). Los datos estan graficados como media +
E.E. (*, p < 0.05). Solo se analizaron estadisticamente los grupos con tres 0 mas ratones
supervivientes (nanoARC-IMQ, BZ y normal: n=6; nanoARC y PBS: n=2).

Aln mas, los animales tratados con nanoARC-IMQ mostraron una menor (p<0,05)
actividad de las enzimas CK y LDH en suero, que son marcadores clasicos de dafio
muscular. En los animales tratados con nanoARC-IMQ, las actividades de la CK y
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la LDH cayeron a valores de referencia (Figura 29). También se registré que el
tratamiento con nanoARC indujo niveles similares de CK sérica que BZ, aunque no
con significancia estadistica, dado el numero de ratones sobrevivientes. Asimismo,
no se encontraron nidos de amastigotes en el miocardio y los tejidos musculo-
esqueléticos de ratones infectados con T. cruzi tratados con nanoARC-IMQ,
mientras que en el masculo esquelético del 50% de los ratones tratados con BZ se

encontraron pseudoquistes parasiticos (1-3 pseudoquistes/1,5 x 108 um?2).
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Figura 29: dafio tisular a través de marcadores enzimaticos. Los niveles de creatinina quinasa (A) y
lactato deshidrogenasa (B) fueron determinados en suero de ratones infectados con T. cruzi y
tratados con nanoARC-IMQ, BZ, nanoARC o PBS y ratones normales (no infectados). Los datos se
grafican como media + EE. Los asteriscos representan diferencias significativas entre nanoARC-IMQ
y BZ (*, p<0,05). No se observaron diferencias significativas entre los grupos nanoARC-IMQ y
normal. Solo se analizaron estadisticamente los grupos con tres 0 mas ratones supervivientes
(nanocARC-IMQ, BZ y normal: n=6; nanoARC y PBS: n=2).

6.4.5 Niveles de IFN-y y TNF-a

Las citoquinas pro-inflamatorias, como IFN-y y TNF-a son criticas para una
respuesta anti-T. cruzi eficaz durante la infecciéon aguda. Como se muestra en la
Figura 30, durante la infeccion aguda, el tratamiento con nanoARC-IMQ provoco un
aumento en los niveles séricos de IFN-y (p<0,05) y TNF-a (p<0,01), en comparaciéon
con BZ, el farmaco de referencia. A su vez, los niveles logrados por el BZ fueron
similares a los aquellos provocados por el tratamiento con PBS o nanoARC, aunque
estos resultados no pudieron ser analizados estadisticamente, debido a que, como
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se comentd anteriormente, en esos grupos solo sobrevivieron dos ratones al final

del procedimiento.
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Figura 30: niveles de citoquinas pro-inflamatorias séricas. Los niveles de TNF-a (A) e IFN-y (B)
fueron determinados por ELISA en el suero extraido de los ratones que sobrevivieron al final del
tratamiento. Los resultados se expresan como valores normalizados respecto a los observados en
animales control (no infectados) y se muestran como la media £+ EE. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre nanoARC-IMQ y BZ (*, p<0,05; ** p<0,01). Solo se analizaron
estadisticamente los grupos con tres 0 mas ratones supervivientes (nanoARC-IMQ, BZ y normal:
n=6; nanoARC y PBS: n=2)
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6.5 Discusion

La miocardiopatia chagasica estd caracterizada por una intensa respuesta
inflamatoria que provoca miocitdlisis, necrosis y fibrosis progresiva (Coura & De
Castro, 2002; W. De Souza et al., 2010; Esper et al., 2015; Teixeira et al., 2011).
Aunque existe consenso en gue la persistencia del parasito es importante para el
desarrollo de la enfermedad (Cunha-Neto et al., 2009; Sabino et al., 2015), las
evidencias del estudio BENEFIT?® han demostrado que, a pesar de inducir la
eliminacion del parasito, el tratamiento tripanocida actual no es eficaz para prevenir
la progresion de la enfermedad (Morillo et al., 2015). Ademas, recientemente se ha
registrado el caso de un paciente con negativizacion de anticuerpos después del
tratamiento durante la infancia, pero con miocardiopatia de Chagas en la edad
adulta (Fernandez et al., 2018).

Aungue la patogénesis de la enfermedad de Chagas crénica no se comprende
completamente, hay cada vez mas pruebas que sugieren un papel clave del parasito
en el desencadenamiento y mantenimiento de la respuesta inmunopatoldgica que
conduce al desarrollo de la patologia chagasica (Morillo et al., 2015). Estudios
recientes que emplean un nuevo método altamente sensible y analisis moleculares
exhaustivos han demostrado que la miocarditis puede desarrollarse incluso en

ausencia de parasitos en el tejido cardiaco (Lewis et al., 2014).

En el presente estudio, BZ elimino los parasitos circulantes y evit6 la mortalidad en
los ratones infectados con T. cruzi. Sin embargo, este tratamiento especifico de
corto plazo no logré evitar el proceso inflamatorio en el corazén y el musculo
esquelético. Es probable que el BZ siga siendo el tratamiento de primera linea para

la enfermedad de Chagas en los préximos afios. Sin embargo, los estudios en curso,

26 Estudio BENEFIT (del inglés Benznidazole Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis): estudio
de evaluacion del benznidazol como tratamiento contra la  tripanosomiasis.
https://secardiologia.es/blog/rec/7338-estudio-benefit-estudio-de-evaluacion-del-benznidazol-como-
tratamiento-contra-la-tripanosomiasis
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como BENDITA?’, ayudaran a determinar si los regimenes mas cortos y/o las dosis
mas bajas pueden mantener la eficacia del régimen estandar y al mismo tiempo
mejorar el perfil de los efectos secundarios. Al trabajar con ratones existe un
consenso acerca de que el tratamiento de BZ normalmente usado esta en realidad
sobredosificado. Debido a eso, en los ultimos afios, la mayoria de los cientificos
emplean dosis mas bajas o administran BZ durante periodos mas cortos, en los que
se obtienen resultados diferentes dependiendo de las cepas de ratones y de
parasitos utilizadas (Cevey et al., 2016; Drugs for Neglected Diseases Initiative,
2019; Garcia et al., 2016; Mazzeti et al., 2018; Muscia et al., 2019; Penitente et al.,
2015).

Nuestro novedoso abordaje basado en el uso de nanoARC-IMQ tuvo un notable
efecto beneficioso en la progresion de la enfermedad, ya que la administracion de
nanoARC-IMQ dos veces después de la infeccion con T. cruzi fue capaz de prevenir
la mortalidad y reducir los niveles de parasitemia, en comparacion con la
administracion de PBS, nanoARC o IMQ. Ademas, los ratones infectados,
inmunizados con nanoARC-IMQ aumentaron de peso después del pico de
parasitemia, y recuperaron su peso corporal normal al final del experimento. Todos
los animales que recibieron nanoARC-IMQ mostraron buenos signos de salud, con
piel brillante y bien cuidada y un comportamiento activo. Del mismo modo, el
tratamiento con nanoARC-IMQ fue eficiente para obstaculizar el desarrollo de
lesiones en el miocardio y el musculo esquelético, incluso teniendo en cuenta que

la cepa de T. cruzi era altamente letal (Mirkin et al., 1997).

En este estudio también evaluamos el dafio tisular al determinar las actividades de
las enzimas CK y LDH en suero. Estas enzimas se consideran marcadores
bioquimicos de la miocardiopatia chagasica experimental (Medeiros et al., 2009),
encontrandose una correlacion positiva entre los infiltrados inflamatorios y la

actividad plasmatica de estas enzimas (A. P. De Souza etal., 2000). La

27 Estudio BENDITA (del inglés Benznidazole New Doses Improved Treatment & Therapeutic
Associations): estudio realizado entre 2016 y 2018 para evaluar la eficacia de distintos regimenes
de BZ (Drugs for Neglected Diseases Initiative, 2019).
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administracion de nanoARC-IMQ a ratones infectados con T. cruzi redujo la
actividad sérica de la CK y la LDH, alcanzando valores de referencia similares a los
de ratones no infectados. Aunque se observaron lesiones histopatolégicas minimas
en el miocardio y el masculo esquelético de animales tratados con nanoARC-IMQ,
no fueron tan graves, segun la evaluacion de la actividad de la CK y la LDH en

Suero.

No se detectaron parasitos circulantes por medio del examen microscépico en
ratones tratados con BZ, a pesar de que todos los animales recibieron una alta dosis
i.p. de tripomastigotes. Resulta poco probable que se haya producido una curacion
espontanea en los animales que no exhibieron parasitos detectables en el torrente
sanguineo, principalmente debido a la magnitud del desafio, y, también porque la
autocuraciéon no tuvo lugar en los demas grupos experimentales. Por lo tanto, la
negativizaciéon de la parasitemia puede atribuirse al efecto parasiticida del BZ.
Aunque no evaluamos la infeccibn por métodos directos, si encontramos
anticuerpos especificos anti-T. cruzi y una caracteristica inflamacion chagasica del
tejido. Ademas, los nidos de amastigotes estaban presentes en musculos del 50%
de esos animales. En conjunto, estos datos apoyan la idea de que el dafio muscular
se debe a la persistencia del parasito en los tejidos. Esta carga parasitaria, capaz
de inducir inflamacion y fibrosis en los 6rganos, estaria provocando un aumento de

los niveles séricos de CK y LDH.

La busqueda de nidos de parasitos en los 6rganos es un método muy utilizado para
evaluar la eficacia de una terapia contra la enfermedad de Chagas. En nuestro caso,
aungue no se observaron nidos de amastigotes en los ratones infectados con T.
cruzi y tratados con nanoARC-IMQ, no se podria descartar una infeccién residual
en el tejido.

En este modelo, la respuesta inmunitaria humoral se vio notablemente influenciada
por el tratamiento con nanoARC-IMQ. Se detectaron niveles 4 veces mas altos de
IgG especifica en ratones infectados con T. cruzi y tratados con nanoARC-IMQ en
comparacion con los tratados con BZ, con un predominio de lgG2a anti-T. cruzi, un

isotipo de anticuerpo de ratén asociado con el perfil protector Th1l. Aunque el patron
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Thl es la respuesta tipica de la fase aguda de la enfermedad de Chagas, la
respuesta humoral mas robusta y la mayor polarizacion observada en ratones que
recibieron nanoARC-IMQ maximizarian el control de la replicacion del parésito. En
nuestro experimento, las citoquinas IFN-y y TNF-a aumentaron notablemente
cuando los animales infectados con T. cruzi fueron tratados con nanoARC-IMQ.
Varios estudios han demostrado que estas citoquinas asociadas a Thl son criticas
para la adquisicién de resistencia a la infeccién aguda por T. cruzi (Gutierrez et al.,
2007). Una vez mas, nuestros datos sugieren que la terapia con nanoARC-IMQ
promovié el desarrollo de una respuesta inmunitaria protectora de tipo Thl que
controld la replicacion del parasito y previno el desarrollo de inflamacion de los

tejidos.

El tratamiento con IMQ libre no fue capaz de proteger a los ratones, de hecho, el
100% de los animales murieron durante la infeccion aguda de T. cruzi. Estos
sorprendentes resultados pueden explicarse por la interferencia del IMQ libre con el
AR, que esta implicado en la regulacién negativa de la inflamacién aguda (Michael
P. Schon et al., 2006). Ademas de unirse al TLR7 intracelular, el IMQ se une al AR
extracelular Aza y ejerce un efecto inhibitorio sobre la actividad de la adenilil ciclasa
aguas abajo del receptor, lo que conduce a un aumento de la produccion de
mediadores inflamatorios y, por consiguiente, a una respuesta inflamatoria mas
fuerte (ver 4.4.2). Probablemente, en los animales infectados con T. cruzi y tratados
con IMQ, la uniéon antagonica del IMQ libre al receptor Aza interfiere con un
importante mecanismo de control de la reaccion inflamatoria. Por lo tanto, se puede
sugerir que los ratones murieron debido a una respuesta inflamatoria intensificada,
gue se sabe que determina la gravedad de la enfermedad. Sin embargo, los
nanoARC-IMQ, internalizados eficientemente por las células fagocitarias (Altube
et al., 2016), mejorarian la estimulacién del TLR7 intracelular sin interferir con el
mecanismo regulador mediado por el AR. Esta hipo6tesis se apoya en la marcada
reduccion de la intensidad del dafio tisular en los animales tratados con nanoARC-
IMQ y la mayor tasa de supervivencia observada, en comparacion con los animales
tratados con IMQ libre. Curiosamente, encontramos que los musculos de los ratones

infectados con T. cruzi tratados con IMQ libre exhibieron una intensa infiltracion
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celular (miocardio: 9963 + 740 células/1,5x10% ym?; muasculo esquelético: 12869 +
1617 células/1,5x108 ym?) antes del pico de mortalidad, 19 dias p.i. Adicionalmente,
las secciones de tejido obtenidas de esos ratones mostraron un alto grado de
fibrosis (16,2 + 2,2% y 21,1 + 1,9% del area total, en el miocardio y el musculo
esquelético, respectivamente) asociadas a calcificaciones intensas como resultado

de una inflamacién severa (datos no mostrados).

Debido a la presencia de grupos metilo perpendiculares y, probablemente, a la
presencia de cualquiera de los dos enlaces éter las bicapas de los arqueolipidos,
los nanoARC muestran una menor permeabilidad a los iones H+ y OH- (casi el triple)
gue las bicapas de los fosfolipidos ordinarios (Balleza et al., 2014; Mathai et al.,
2001). En anteriores estudios inéditos, en los que medimos el pH dentro de los
nanoARC-IMQ preparados con LH, lavados y reconstituidos en buffer Tris,
empleando la sonda fluorescente dependiente de pH, piranina, segun (Overly et al.,
1995), encontramos que el valor del pH intramicelar es de alrededor de 7,4. Por lo
tanto, es razonable suponer que en una formulacion de nanoARC-IMQ, el IMQ esta
particionado dentro de la bicapa arqueolipidica de los nanoARC (segun las
mediciones de GP y FA de Laurdan) y, debido a su pobre solubilidad en agua neutra,
la droga permanece sin disolverse dentro del espacio acuoso de los mismos. Es
notable que la fuerte asociacion entre el IMQ y las bicapas de los arqueolipidos
reduciria las posibilidades de que se libere IMQ antes de que se produzca la
internalizacion por parte de la célula target, como ocurre con las actuales
formulaciones de IMQ particuladas y no particuladas. Dado que los nanoARC-IMQ
se inyectan por via s.c. (y no i.v.), el IMQ atrapado no se disociaria de las bicapas
de los nanoARC, como ocurre con los farmacos liposomales i.v. cuando se someten
a una dilucién 1/1000-1/2000 en el torrente sanguineo. Teniendo en cuenta su
polidispersidad, se espera que los nanoARC-IMQ mas pequefios que quedan en el
lugar de la inyeccion entre la dermis y el musculo, entren en los ganglios linfaticos
(Oussoren & Storm, 2001), sin llegar a lugares mas alejados. En estos ultimos
casos; sin embargo, se esperaria una magnificacién del efecto inmunomodulador
del IMQ siempre y cuando la droga sea tomada como nanoARC-IMQ por las células

target (revisar seccion 5). Asi pues, la respuesta sistémica desarrollada seria una
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consecuencia del delivery especifico y masivo del IMQ sélo a las células que
expresan RS-A1/2, que se encuentran en el lugar de la inyeccion o, eventualmente,
dentro de los ganglios linfaticos regionales, y no debido a su biodistribucion

sistémica.

El hecho de que los nanoARC-IMQ no hayan causado una eliminacion completa de
los parasitos no es un inconveniente, ya que el control temprano del proceso
inflamatorio que ejerce esta formulacion mejoraria la calidad de vida del paciente al
reducir el riesgo de muerte subita. Los dos medicamentos utilizados para tratar la
enfermedad de Chagas, el BZ y el nifurtimox, tienen también serios inconvenientes,
como la falta de eficacia para lograr la cura parasitaria o para prevenir la etapa
cronica de la enfermedad (Drugs for Neglected Diseases Initiative, 2014). Una
quimioterapia ideal para la enfermedad de Chagas, ademas de ser econdmica, debe
tener pocos efectos adversos, no debe inducir resistencia, y debe ser eficaz en dosis
bajas. Nuestro estudio sugiere que el efecto ejercido por BZ podria potenciarse si
se combina con unas pocas dosis de nanoARC-IMQ administrado por via
parenteral. Esta estrategia terapéutica ayudaria a lograr un mayor grado de
tolerancia al tratamiento, mejorando asi la adherencia y deteniendo los efectos
causados por la respuesta inflamatoria a la infeccion de T. cruzi en los tejidos

objetivo.
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6.6 Conclusiones

En esta seccion presentamos los resultados del estudio en el que probamos la
eficacia de los nanoARC cargados con IMQ como terapia inmunomoduladora. La
eficacia in vivo de los nanoARC-IMQ para inducir proteccion contra una infeccion
aguda experimental por T. cruzi quedd demostrada por la mejora del resultado
clinico, la disminucion de los niveles de parasitemia, la prevencién de la mortalidad
animal y la reduccion del dafo tisular inflamatorio, un mecanismo clave en la
progresion hacia la enfermedad de Chagas cronica. Estos datos alentadores
representan una evidencia importante que indica que los nanoARC-IMQ podrian
utilizarse solos o en combinacién con otros medicamentos parasiticidas como
nuevas terapias para el tratamiento de la infeccidén por T. cruzi. Este fue el primer
paso, ya que al demostrar que los nanoARC-IMQ pudieron disminuir la parasitemia
y el dafio tisular asociado a una infeccion aguda de Chagas, las prospectivas son
mas que alentadorasy el hilo de esta historia queda abierto, para en un futuro probar

su eficacia en un modelo murino de infeccion crénica.
Con los resultados de esta parte del trabajo publicamos el siguiente articulo:

Federico L. Parra, Fernanda M. Frank, Bruno F. Alliani, Eder L. Romero, Patricia B.
Petray. Imiqguimod-loaded nanoarchaeosomes as a promising immunotherapy
against Trypanosoma cruzi infection. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces,
06/02/2020 https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2020.110850
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7 Agonistas de TLRs nanoparticulados:
limitando el uso de antibioticos

veterinarios y mucho mas
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7.1 Objetivos

El objetivo particular de esta seccion fue revisar los distintos trabajos cientificos
publicados en revistas con referato, entre el afio 2015 y 2020, relacionados con el
uso de sistemas de delivery nanoparticulados de TLRs como inmunoterapias en el

campo veterinario.

¢, Qué fue lo que nos motivé a abordar esta problemética? Primero y principal, lo
cierto es que la I+D en inmunoterapias veterinarias esta mucho menos extendida
gue en humanos. En parte, porque los altos costos de investigacion no se condicen
con los potenciales beneficios econdmicos, dado que el mercado veterinario, como
imaginardn, es mas acotado que el humano. Esto se magnifica en paises en
desarrollo, como el nuestro. Aqui, las nuevas tecnologias son incluso mas costosas
y muchas veces de dificil acceso. Argentina es un pais que basa su crecimiento en
la industria agricola-ganadera, por lo que la 1+D en vacunas para ganado es
(realmente) importante, y, sobre todo, viendo la necesidad de disminuir el uso de
antibioticos, por ejemplo, que pueden contaminar la cadena alimenticia general. Les
aporto algunos datos del mercado veterinario argentino para que tengan en cuenta.
El 80% del mercado esta destinado a animales de produccién. Si se compara la
facturacion interna del sector, el 70% corresponde a farmacos (como
antiparasitarios y antibiéticos) contra el 30% correspondiente a vacunas. Queda en
evidencia que la participacion de vacunas debe seguir creciendo en favor de
posicionar aun mas el concepto de prevencion en la sociedad (“mejor prevenir que
curar” cantan los viejos dichos). Analizando el mercado de mascotas, los farmacos
representan el 85% de la facturacion (otra vez, principalmente antiparasitarios), v,
ademas, el 95% de las vacunas fueron destinadas a perros (datos de mercado del

2018, https://www.motivar.com.ar/2019/05/cual-fue-el-mercado-en-2018-sirve-de-

base-para-lo-que-viene/). La situacién para mascotas es aun mas complicada. Las

vacunas existentes son basicamente para las enfermedades zoondticas mas
importantes (moquillo, rabia, etc.), pero poco hay para hacer cuando aparecen

enfermedades poco comunes o ante el cancer.
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La inmunoterapia ha probado ser exitosa como ayuda para la remision de tumores
en humanos, pero el interés por parte de la industria farmacéutica en desarrollar
inmunoterapias eficientes para perros y gatos es limitado. Se necesita mas inversion
e investigacion basica y aplicada en el tema. ¢Por qué entonces no realizar un

humilde aporte desde nuestro lado?
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7.2 Introduccion

7.2.1 Nanotecnologia en veterinaria

A nivel global, la sociedad esta experimentando cambios profundos y dinamicos,
tanto en lo que respecta a la poblacién [se estima que crecera de 6000 a 8000
millones de personas para 2025 y a 9000 millones de personas para 2050 (Singh
Sekhon, 2014)], como a las nuevas demandas de los consumidores (de alimentos
mas sanos y de alta calidad) (El Sabry et al., 2018). Ademas, el futuro proximo trae
consigo un aumento constante de la poblacién mundial de ganado y aves de corral
(prominente en paises en desarrollo como China, India y Brasil) y, al mismo tiempo,
un aumento significativo de la incidencia mundial de enfermedades zoonéticas y de
transmision alimentaria (The Business Research Company, 2018). La verdadera
pregunta es: ¢,como va a abordar el mercado veterinario estas demandas? En vista
de su potencial para mejorar la salud y la productividad de los animales, se espera
gue las inmunoterapias veterinarias (lideradas por las vacunas) (Figura 31) se
conviertan en un sector de creciente importancia (Le-flay, 2017). Las demandas de
mejora de la salud publica, por ejemplo, pueden satisfacerse reduciendo el uso de
antibiéticos y hormonas. Mas concretamente, las inmunoterapias son la mejor
opcién para disminuir el uso de antibiéticos, reduciendo su impacto ambiental, los
efectos secundarios y los residuos en los productos de la cadena alimentaria
(Meeusen et al.,, 2007; Pastoret, 1999). América del Norte es la regibn mas
importante para el mercado veterinario (explicado en gran parte por los Estados
Unidos); las regiones de Europa occidental y Asia-Pacifico ocupan el segundo vy el
tercer lugar. Se estima que el 80% del uso de antibiéticos en los Estados Unidos se
da en animales, mayoritariamente para mejorar los rendimientos y la calidad de la
carne (Ventola, 2015).
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Figura 31: mercado veterinario. El mercado de sanidad animal puede ser segmentado segun el tipo
de animal (de produccion/ganado o de compafila/mascotas) o el tipo de producto
(inmunoterapéutico, farmacéutico, aditivo alimentario o diagnoéstico) (Grand View Research, 2020).
Se prevé que el tamafio mundial de este mercado experimente un crecimiento durante el periodo
2020-2027 (Grand View Research, 2020; Research And Markets, 2017). Los animales de produccion
han dominado en los Ultimos afios, hecho que se explica por la preocupacion mundial por lograr
seguridad alimentaria, lo que impulsa la produccién de alimentos en gran escala y da lugar a una
mayor cria de ganado (Grand View Research, 2020). En este sentido, se prevé que la poblacién total
de ganado aumente en los proximos afios, especialmente en paises en desarrollo como China, India
y Brasil. China, por ejemplo, es lider mundial en la producciéon de carne de cerdo, y en Brasil el
mercado veterinario estd dominado por productos (principalmente vacunas, anti-parasitarios y anti-
microbianos) para el ganado (principalmente vacuno) (Gouvea Omote & Sluszz, 2013). Esto, junto
con el aumento de las enfermedades zoonoticas, la creciente conciencia sobre la salud animal, los
avances tecnolégicos y las iniciativas gubernamentales, explican el impulso al crecimiento del
mercado. Sin embargo, se estima que el segmento de animales de compafiia crezca a un ritmo
exponencial y que las vacunas tengan, a partir de eso, un crecimiento mayor (Research And Markets,
2017). Esto se debe al continuo aumento de la poblacion de mascotas y a la humanizacion de las
mismas (The Business Research Company, 2018). Los aditivos alimentarios son los productos con
la cuota dominante en el mercado y se espera que ésta siga creciendo. Estos incluyen modificadores
metabdlicos, enzimas, minerales y probidticos que ayudan a aumentar el crecimiento muscular,
optimizando asi la utilizacién de los alimentos (Grand View Research, 2020). Un dato interesante es
gue la acuicultura es uno de los sectores de produccion de alimentos de mas rapido crecimiento,
proporcionando casi la mitad de todo el pescado para la alimentacion humana (y se espera que
aumente hasta el 62% para 2030) (FAO, 2014). Los aditivos alimentarios son especialmente
importantes en este punto porque pueden ayudar a potenciar el sistema inmunolégico y contribuir a
mejorar el cultivo de peces. Por Ultimo, cabe mencionar que se prevé que las actividades de
investigacion emprendidas para el desarrollo de nuevas formulaciones y terapias anticancerigenas
aceleren el crecimiento del segmento de la oncologia veterinaria (Coherent Market Insights, 2019).
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Por otra parte, a pesar de que las vacunas veterinarias se asocian comunmente con
enfermedades infecciosas (McVey & Shi, 2010), hay un creciente interés en
desarrollar inmunoterapias para animales de compafiia (Meeusen et al., 2007), que
también sufren de enfermedades no infecciosas, como cancer [la quimioterapia es
el tratamiento preferido actualmente para los tumores de las mascotas, a pesar de
su efecto negativo en la salud de los pacientes y sus beneficios a menudo limitados
(Regan et al., 2016)] y trastornos alérgicos. Este amplio y desafiante panorama
requiere de nuevos productos terapéuticos y es una oportunidad Unica para la
intervencion de las nanotecnologias, un conjunto de tecnologias basadas en las
novedosas propiedades de los materiales en la nanoescala (United States National
Nanotechnology Initiative, s. f.). Las nanotecnologias ya han revolucionado varios
mercados industriales, en particular el de medicina humana (Anselmo & Mitragotri,
2019), pero son relativamente nuevas en terapéutica veterinaria y produccion
animal (Bai etal.,, 2018; Carvalho et al., 2020; Hill & Li, 2017). El porfolio de
medicamentos para seres humanos se ha ampliado constantemente en los Ultimos
25 afios, con nanomedicinas caracterizadas con precision y producidas de acuerdo
a normas GMP, de mejor efecto terapéutico y perfii ADME-Tox?® que los
medicamentos convencionales (Crommelin et al., 2020). La farmacocinética,
biodistribucion y farmacodinamia de los ingredientes farmacéuticos activos (APIs)
pueden modificarse profundamente al ser encapsulados en NPs disefiadas
adecuadamente. Las NPs también pueden proteger la estructura de APIs labiles,
proporcionando una amplia internalizaciéon por células seleccionadas hacia
compartimentos intracelulares. Estas capacidades Unicas de los sistemas
nanoparticulados han demostrado ser Uutiles para el disefio de agentes
antimicrobianos y antitumorales menos téxicos y mas eficaces (Choi & Hong, 2020).
Los mismos principios clave pueden utlizarse para disefar sistemas
nanoparticulados para prevenir y controlar las enfermedades del ganado y para

hacer que la cria de animales sea mas rentable para los agricultores. Ademas,

28 ADME significa Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excreciény es una expresion que se
utiliza para describir la disposicién de un compuesto farmacéutico en el organismo. Si se toma en
cuenta la toxicidad del compuesto el término se convierte en ADME-Tox o ADMET.
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incluso el bienestar de los animales es un sector que potencialmente podria
beneficiarse por las nanotecnologias. Las NPs permiten cambiar las vias de
administracion de los medicamentos o de las vacunas entre formulaciones
parenterales y orales o topicas, y viceversa. Algunas NPs, por ejemplo, penetran
profundamente en el estrato corneo empleando las vias de los foliculos pilosos, por
lo que no es necesario una afeitada para su aplicacion, lo que reduce la cantidad de
droga necesaria para obtener el mismo efecto clinico, y por lo tanto, la hace més
rentable y segura (El-Sayed & Kamel, 2018; Fender, 2018; Swain et al., 2015; Tatli
Seven et al., 2018).

Tradicionalmente, el sector veterinario terapéutico se inclina hacia los productos
farmacéuticos en lugar de las inmunoterapias. Esto se debe a los costos excesivos,
el bajo margen de beneficios (los rendimientos econdémicos de las vacunas
veterinarias son casi 50 veces menores que los de las vacunas para los seres
humanos) y los desafios de los ensayos clinicos veterinarios (Klingemann, 2018;
Kunsel & Sumant, 2019). A pesar de ello, el caracter habilitante de las
nanotecnologias y la capacidad de aumentar el valor afiadido de los productos,
puede revertir el escaso interés de las empresas de biotecnologia en el nicho

inmunoterapéutico veterinario.

Las inmunoterapias activas o pasivas (National Cancer Institute - National Institutes
of Health (NIH) - U.S. Government, s. f.) son mediadas por moléculas dirigidas que
activan receptores del sistema inmune. Las inmunoterapias veterinarias pasivas
basadas en anticuerpos monoclonales, sin embargo, a diferencia de lo que sucede
en humanos, se preve que seran excesivamente costosas y de éxito incierto, debido
a las diferencias fisiolégicas entre animales de distinto sexo y especie, combinadas
con un conocimiento incompleto de cada sistema inmunoldgico (hecho que se
refleja en los pobres resultados obtenidos en animales de compafia) (Johannes,
2019; Klingemann, 2018). Ademas, aunque la nanotecnologia puede mejorar el
rendimiento de ciertos APIs, las NPs combinadas con anticuerpos, ademas de no
alcanzar el éxito esperado en humanos (Wolfram & Ferrari, 2019), resultan de dificil

caracterizacion estructural y escalado, hechos que pueden desdibujar su aceptacién
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en el campo veterinario. Por el contrario, las inmunoterapias veterinarias mediadas
por NPs que incorporen moléculas menos complejas y mas baratas que los
anticuerpos, pueden superar estos obstaculos. Por ejemplo, los agonistas de TLRs
son moléculas pequefas y secuencias cortas de acidos nucleicos que ya han sido
explorados para tratar a animales de compafiia o de produccion contra patologias
de diverso origen. La estimulacion de la inmunidad innata con un mismo agonista
de TLR nanoparticulado (es decir, que ha sido encapsulado en una NP, y que
abreviaremos a partir de aqui TLR-NP), ha demostrado tener una efectiva actividad
tanto antitumoral como antimicrobiana o antialérgica. Esto es notable, ya que, a
pesar de estar muy conservados en los mamiferos, diferentes especies animales
pueden presentar diferentes patrones de expresion de TLRs (Barchet et al., 2008),
asi como diferente especificidad para distintos agonistas (Vaure & Liu, 2014). Por
consiguiente, esta seccion de la tesis tiene por objeto analizar criticamente el
rendimiento de las ultimas formulaciones experimentales y ya comercializadas de
los TLR-NPs.

7.2.2 Utilizando la inmunidad innata para activar las respuestas inmunes

adaptativas

En la actualidad, se esta llevando a cabo una intensa tarea de investigacion para
desarrollar nuevos agentes inmunoterapéuticos basados en agonistas de TLRs.
Estos esfuerzos se basan en los considerables conocimientos adquiridos en la
ultima década, sobre los mecanismos del sistema inmunoldgico innato humano. Es
ampliamente conocido que la inmunidad innata es clave para controlar y aumentar
las respuestas inmunitarias adaptativas (Medzhitov et al.,, 1997; Schenten &
Medzhitov, 2011). La respuesta inmune innata, representada por los leucocitos
(macréfagos, CDs y células NK) y el complemento es la primera linea de defensa
contra los patdgenos. Las respuestas innatas son mas rapidas (minutos/horas) que
las adaptativas, que estan mediadas por anticuerpos y células T (dias/semanas).
Las respuestas innatas también decaen mas rapido, para limitar el dafio a los tejidos
resultante de su potencia e inespecificidad. Uno de los principales mecanismos para
desencadenar la inmunidad innata consiste en activar los PRRs en las CPA
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mediante motivos microbianos conservados estructuralmente conocidos como
PAMPs y moléculas propias conocidas como patrones moleculares asociados al
dafio (DAMPSs). Los DAMPs incluyen multiples proteinas de choque térmico, S100,
y la proteina del grupo de alta movilidad box 1 (HMGB1), que se liberan en
respuesta a lesiones o a cualquier otra anomalia en las células (Schaefer, 2014).
Hay varios tipos de PRRs, como los receptores tipo RIG-I, tipo NOD y los TLRs. Los
TLRs son una familia de PRRs altamente conservados en mamiferos, y consisten
en proteinas transmembrana localizadas en la superficie celular y en los
compartimentos endosémicos (Kawai & Akira, 2010; Takeda et al., 2003; Takeuchi
& Akira, 2010), cuya activacién conduce a la liberacion de mediadores inflamatorios.
Los TLRs se expresan tipicamente en macrofagos y CDs (Meylan et al., 2006; Seya
et al., 2009), y son los PRRs méas ampliamente estudiados en relacion con el
desarrollo adyuvantes, inmunomoduladores o inmunoestimuladores (Dowling &
Mansell, 2016). Una vez reconocidos, la activacion de los TLRs desencadena
sefiales aguas abajo mediadas por su receptor TIR, habilitado por proteinas
adaptadoras como TRIF, MyD88, TRAM, TIRAP o TRAF3 o 6 (Kawasaki & Kawali,
2014). Las cascadas de sefializacion terminan en la translocacion del NF-kf y del
IRF3/7 al nucleo, con la consiguiente produccion de citoquinas pro-inflamatorias y
de IFNs de tipo I, utiles para combatir las infecciones bacterianas, virales y
parasitarias (Figura 32) (Fouzder et al., 2019; Kaisho & Akira, 2006; Medzhitov
et al., 1997; Takeda & Akira, 2005). Concretamente, TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 son
receptores endosémicos, cuyo dominio de unién de ligandos esta orientado hacia el
lumen endosdmico y, por lo tanto, a diferencia de los TLRs de superficie, sélo se
activarian por material endocitado (S. Akira, 2006). Estos TLRs reconocen
diferentes clases de &cidos nucleicos bacterianos, virales y enddégenos: TLR3 es un
receptor de ARNdc, TLR7 y 8 reconocen ARNsc e imidazoquinolinas, mientras que
TLR9 es activado por ADNsc no metilado (Panter et al., 2009).
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Figura 32: esquema simplificado de las vias de activacion de TLRs y sus ligandos. Los TLRs
reconocen una amplia variedad de moléculas, tanto PAMPs (asociadas a microorganismos
patégenos), como DAMPs (que se originan en el interior celular o en el espacio extracelular en
respuesta al dafo). Los TLRs de superficie reconocen componentes de las paredes celulares de
bacterias y hongos, como LPS (TLR4), peptidoglicanos, lipoproteinas y polisacaridos (TLR2/6 o0 2/1))
o la proteina flagelina (TLR5) (Kaisho & Akira, 2006). Los receptores endosémicos (TLR3, 7, 8y 9),
cuyo dominio de unién a ligandos se enfrenta al lumen endosémico, a diferencia de los de superficie,
sélo se activan por material endocitado (S. Akira, 2006). Estos TLRs reconocen diferentes clases de
acidos nucleicos bacterianos, virales y enddgenos: TLR3 es un receptor de ARNdc y de la molécula
sintética poli I:C y sus derivados; TLR7 y 8 reconocen ARNsc e imidazoquinolinas (imdz.), mientras
que el TLR9 es activado por ADN de bacterias y virus, que contiene una alta frecuencia de
secuencias CpG no metiladas (CpG-ADN), y por secuencias de ADNsc sintéticas (ADNsc sint.)
(Panter et al., 2009). TLR2 y TLR4 son los receptores de los que mas se conocen ligandos DAMPs,
entre los que se encuentran una amplia gama de proteinas como HMGB1 y S100, materiales
derivados de matriz extracelular, como hialuronano, y otros compuestos no proteicos, como heparan
sulfato (Schaefer, 2014). Ya sea por la unién de PAMPs o DAMPs, los TLRs desencadenan su
respuesta a través de su receptor de dominio intracelular TIR, habilitado por las proteinas
adaptadoras MyD88, TIRAP, TRIF y TRAF (Kawasaki & Kawai, 2014), que aguas abajo activan a los
factores de transcripcion NF-kB, AP-1 e IFN3/7, que traslocan al nacleo generando la expresion de
citoquinas pro-inflamatorias e interferones tipo | (Shizuo Akira & Takeda, 2004; Fouzder et al., 2019;
Medzhitov & Janeway, 1998; Takeda et al., 2003). Otras abreviaciones de este esquema: ANG II:
angiotensina Il; AH: 4cido hialurénico; HSPs: proteinas de choque térmico.
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Los adyuvantes inmunoestimuladores consisten en su mayoria en moléculas que
imitan a PAMPs, actuando como agonistas de TLRs y evocando poderosas
respuestas inmunoldgicas celulares adaptativas. Muchos de ellos se encuentran en
desarrollo preclinico o en ensayos clinicos humanos y funcionan como
antitumorales o como adyuvantes de vacunacién contra patégenos intracelulares
(Anwar et al., 2019). Los agonistas de TLR3 y TLR7 estan incluidos en el ranking
del Instituto Nacional del Cancer (E.E.U.U.) como los agentes inmunoterapéuticos
con mayor potencial para mejorar la terapia antitumoral en humanos (Mac Cheever,
2008).

7.2.3 Problemas de toxicidad sistémica en la administracion de agonistas a

TLRs y coOmo solucionar esto con nanoparticulas

Los agonistas de TLRs poseen la capacidad Unica de inducir una intensa respuesta
pro-inflamatoria que permite su uso como inmunoestimuladores, pero esta es una
cara de la moneda. La otra cara, responsable de dificultar su amplia aplicacion, es
la peligrosidad de su administracion parenteral. Un agonista a TLR puede causar
reacciones letales de tipo shock toxico séptico y contribuir a la disfuncién de 6rganos
remotos, no relacionados fisicamente con la zona tratada (Engel etal., 2011;
Kanzler et al., 2007; Levy et al., 2007; Schmidt et al., 2007; Steiner et al., 2011). Por
ejemplo, el adyuvante FCA contiene micobacterias muertas (consiste en
Mycobacterium tuberculosis destruidas por calor [tienen ligandos para TLR2, TLR4
y TLR9] en aceites no metabolizables [aceite de parafina y monooleato de manidal)
y dimicolato de trehalosa 6,6' (TDM), que estimula el receptor de lectina dependiente
de Ca?* inducible por macréfagos (Mincle, un CLR). EI FCA puede utilizarse para
producir emulsiones W/O de antigenos. La inyeccion de antigenos en FCA induce
una respuesta dominada por Thl en comparacién con la inyeccion en el adyuvante
FIA, que carece de componentes micobacterianos e induce una respuesta
dominada por Th2 (©lnvivoGen, 2020), y se asocia no so6lo con respuestas de
anticuerpos mas altas (Freund et al., 1937; Stils Jr., 2005), sino también con una
mayor toxicidad y reacciones de hipersensibilidad de tipo retardada en comparacién
con el IFA (Raffel, 1948). En experimentos con animales, la inyeccioén local (s.c.) o
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sistémica (i.p.) de 10 a 100 g/kg del agonista a TLR4, LPS, y de los agonistas a
TLR2/6, MALP-2 (lipopéptido-2 activador de macrofagos) o FSL-1 (lipopéptido-1
estimulante de fibroblastos), induce fiebre, anorexia, adipsia y reduccion en la
locomocién de los individuos vacunados (Hubschle et al., 2006; Knorr et al., 2008,
2010; Ross et al., 2003; Rummel et al., 2004; Steiner et al., 2005, 2006). En cambio,
los agonistas de TLR7 y TLR3, como IMQ y poli I:C, si bien no causan una toxicidad
extrema al administrarlos (Voss etal, 2006), si causan reacciones Ilo
suficientemente intensas como para -como en el caso del IMQ- ser aprobados para
su uso clinico en humanos como formulacién topica (European Medicines Agency,
2008). La administracion s.c. de 5 mg/kg de IMQ, no solo induce citoquinas
inflamatorias locales, sino que también actlia en 6rganos distantes como el higado
y el bazo, incluida la expresién de genes inflamatorios en el cerebro. En una
inyeccion s.c., el material inyectado se retiene en una “bolsa” de aire. La toxicidad
de la inyeccion s.c., se debe al escape del IMQ (debido a su bajo peso molecular)
de es “bolsa” (Damm et al., 2012). Ademas, incluso la administracion topica de altas
dosis de IMQ induce toxicidad sistémica en los seres humanos (Hanger et al., 2005).
Por otro lado, en ensayos clinicos en seres humanos, altas dosis de poli I:C
administradas por via parenteral inducen niveles bajos de IFN, pero efectos
altamente toxicos (Martins et al., 2015), como fiebre y anemia; y dosis similares en

perros generan efectos adversos graves (Homan et al., 1972).

7.2.4 Las nanoparticulas reducen la toxicidad de los agonistas de TLRs y

proveen targeting endosémico

Una estrategia eficiente para reducir la toxicidad de administraciones s.c. 0
intradérmicas (i.d.) de agonistas de TLRs es encapsularlos en NPs (Lu et al., 2019).
Al hacerlo, se cumplen tres importantes objetivos. El primero es un escape limitado
de los agonistas desde el sitio de administracion a la circulacién sistémica.
Confinados a su entorno cercano, cuando se cargan en NPs, los agonistas no se
liberan, evitando la induccion de citoquinemia (presencia de citoquinas en la sangre)
toxica. Adicionalmente, en humanos y primates (pero no en ratones) se produce una

rapida degradacion de los agonistas (pesados y labiles), como el poli I:C, por las
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ribonucleasas, ubicuas en el plasmay en los tejidos (Steinhagen et al., 2011). Si se
atrapa en NPs, la degradacion previa del poli I:C lejos de su sitio objetivo puede
reducirse. Ademas, la toxicidad de muchos agonistas, no mediada por los TLRs en
si sino por otros receptores, también puede reducirse cuando se cargan en NPs,
como ocurre con la actividad antagonista del IMQ en los receptores de adenosina
(Michael P. Schon et al., 2006). En general, las NPs pueden ser disefiadas como
depdsitos in situ de agonistas de TLRs (que mejoran su entrega en forma intacta a
los TLRs de superficie) o para ser internalizadas. El segundo objetivo que se
produce con la internalizacién de NPs, es la entrega endocitica masiva de los
agonistas de TLRs (Donahue et al., 2019) (Figura 33). Al producirse la endocitosis
de las NPs, los agonistas llegan especificamente a los TLRs endosOmicos,
aumentando su actividad a dosis bajas (ver resultados de la seccién 5). El tercer
proposito esta relacionado con el segundo, y consiste en una reduccion de la
toxicidad de los agonistas de TLRs, que resulta del trafico intracelular inapropiado.
Por ejemplo, el poli I:C no sdlo activa al TLR3 endosémico en CDs o macréfagos,
sino también a un RLR, el receptor citoplasmatico MDA5 (proteina-5 asociada a la
diferenciacion de melanoma), distribuido de forma ubicua. En general, la activacion
de MDADS causa la inflamacién sistémica y la citoquinemia observada en infecciones
virales. La via de sefalizacion de las proteinas RIG-I y MDA5S activadas converge
en la proteina adaptadora critica MAVS (proteina de sefializacion antiviral
mitocondrial), responsable de la inflamacion sistémica. Por lo tanto, el acceso
citoplasmatico del poli I:C es la causa de la toxicidad. El inmunoestimulante ARNAX,
actualmente en ensayos clinicos (Seya et al., 2019), es una molécula hibrida de
ADN/ARN, que difiere del poli I:C en que no induce la inflamacion sistémica en
ratones, tras su administracion parenteral. La seguridad de ARNAX se debe a su
captaciéon endocitica, que le proporciona su orientacién endosémica hacia el TLR3,
mientras que se evita la activacion de la ruta citoplasmatica de MAVS. Encapsular
poli I:C en NPs proporcionaria un delivery exclusivo del agonista a los endosomas,

evitando su acceso citoplasmaético.
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Figura 33: esquema simplificado de targeting endosomal de un agonista de TLR3 mediado por NPs.
Se observa claramente como, a partir de su encapsulacion en una NP, el agonista escapa de la ruta
citoplasmatica de la proteina de sefializacién antiviral mitocondrial (MAVS), ya que, gracias a la
captacion de las NPs por la via endocitica, el agonista es entregado directamente en el endosoma,
donde se encuentra el receptor TLR3. Simbolos representados en este esquema:

7 inflamacion sistémica_no relacionada con TLR3; @{f‘ nucleasas;

§ agonista de TLR; TLR-NP:

"o

, agonista de TLR degradado; s, ,* NP degradada

Finalmente, encapsular agonistas en NPs ofrece la oportunidad de activar
simultaneamente dos TLRs. Por ejemplo, en los macrofagos de ratones, los TLR3
y 7 se expresan en el mismo compartimiento endosémico (Nishiya et al., 2005).
Cargar agonistas de TLR3 y TLR7 en las mismas NPs permite un doble targeting
endosomico. Recientemente se informd de que al captar endociticamente micelas
de fosfolipidos que contienen IMQ complejadas con poli I:C, se produce una
activacion sincrénica y sinérgica de TLR7 y TLR3, lo que da lugar a potentes

adyuvantes antitumorales en ausencia de inflamacion sistémica (Bocanegra
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Gondan et al., 2018). Ejemplos adicionales de targeting endosomal se encuentran
en (Lynn et al., 2015; Song et al., 2019).

7.2.5 Nuevos desafios de lainmunizacidon veterinaria

Las vacunas de organismos vivos atenuados, aunque son eficaces y proporcionan
inmunidad en la mucosa, necesitan un almacenamiento y transporte en cadena de
frio, presentan una vida util corta, problemas de seguridad (en animales prefiados)
y pueden causar inmunosupresion. Incluso, los virus de tipo silvestre pueden volver
a la virulencia por mutacién o recombinacion genética (Lowenthal et al., 2005; Peek
et al., 2008). La vacunacion con microorganismos inactivados o con subunidades,
a pesar de ser mas segura e inducir principalmente una inmunidad sistémica
humoral, es menos eficaz porque no induce una respuesta en la mucosa (esencial
para evitar la entrada de la mayoria de los patégenos que invaden el huésped en
las superficies de la mucosa). Este tipo de vacunas suelen requerir frecuentes
inmunizaciones de refuerzo con potentes adyuvantes, como los basados en aceites
minerales, que soélo se aceptan en veterinaria debido a su toxicidad (Burakova et al.,
2018; McVey & Shi, 2010; M. Singh & O’Hagan, 2003). La vacuna veterinaria ideal
debe ser segura, eficaz y proporcionar una proteccion robusta y duradera contra un
amplio espectro de patdégenos. Al mismo tiempo, la vacunacion debe ser facil de

administrar, a menudo a gran escala, y ser rentable.

Por otra lado, el uso indiscriminado de antibiéticos es en parte responsable de la
aparicion de cepas resistentes de patdgenos, y puede potencialmente aumentar la
contaminacion ambiental y el contenido residual en productos consumibles, como
la carne o los huevos (Cummings, 2006; Vidovic & Vidovic, 2020). Se prevé que el
uso mundial de antibidticos en la produccion ganadera y la agricultura (estimado en
63000-240000 toneladas métricas al afio) aumentara en un 67% de 2010 a 2030,
especialmente en las economias emergentes (Jonas etal.,, 2017). Las
inmunoterapias son la mejor alternativa al uso de antibioticos (Hoelzer et al., 2018;
Postma et al., 2015) (Figura 34) y aqui es donde los TLR-NPs podrian contribuir
significativamente, superando los defectos de seguridad, eficacia y/o facilidad de
uso que limitan la capacidad de las vacunas para sustituir el uso de antibiéticos.
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Figura 34: enfermedades veterinarias e inmunoterapias. Tanto animales de produccion como de
compaifiia sufren de enfermedades infecciosas, aunque en perros y gatos, por ejemplo, también hay
una alta prevalencia de cancer (Klingemann, 2018) y dermatitis atopica (Gedon & Mueller, 2018),
mientras que los caballos son afectados mas fuertemente por hipersensibilidades en las vias aéreas.
Las inmunoterapias son la mejor alternativa para atacar estas enfermedades reduciendo al mismo
tiempo el uso de antimicrobianos. Las vacunas profilacticas son las inmunoterapias mas utilizadas,
y buscan, de manera general, desarrollar fuertes respuestas de anticuerpos en los animales
vacunados y asi prevenir las infecciones (Tizard & Payne, 2011). A la hora de disefiar nuevas
estrategias de vacunacion, los objetivos son diferentes para uno u otro grupo de animales: mientras
que para el ganado se busca mejorar la productividad privilegiando el costo/beneficio, para las
mascotas, la principal preocupacion es la salud del animal (Burakova et al., 2018; Meeusen et al.,
2007). Siendo que las inmunoterapias pasivas (anticuerpos) no han dado los mejores resultados y
su produccion es costosa, las moléculas inmunomoduladoras o inmunoestimuladoras del sistema
inmune son una alternativa atractiva para mejorar las actuales inmunoterapias activas, especificas
(como las vacunas) o inespecificas (la utilizacion por si mismas como agentes terapéuticos). Dibujos
representados en esta figura:

W Vacas; {3 cerdos; <> peces;@ O pollos; W perros; @f gatos; %Zf caballos
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7.3 Inmunoterapéuticos veterinarios basados en sistemas

de delivery nanoparticulados de agonistas de TLRs

Como sefialamos anteriormente, en el contexto actual, el disefio y la produccion de
NPs que encapsulen agonistas de TLRs puede ayudar a superar los defectos de
gue limitan la capacidad de las vacunas para sustituir el uso de antibiéticos. En
primer lugar, los TLR-NPs pueden ayudar a sustituir la vacunacion con
microorganismos atenuados, inactivados o subunidades, cuyas desventajas ya

hemos nombrado.

Los TLR-NPs pueden ayudar a reducir el uso de antibioticos, ya sea por una accion
directa como inmunoestimuladores o como adyuvantes de vacunacién, mediante:
a) la sustitucién de adyuvantes extremadamente toxicos; b) la reduccién del nimero
de inmunizaciones de refuerzo requeridas para que la vacuna logre una
determinada eficiencia; c) el cambio de la administracion por via parenteral a via
mucosa, induciendo inmunidad secretora (ya que la NP puede proteger las
moléculas asociadas contra la digestion enziméatica y adherirse a las superficies de
la mucosa) (Holmgren et al., 2003); d) proporcionar proteccion cruzada de serotipos,
en particular para serovariedades menores para los que no se dispone de vacunas
vivas atenuadas, lo que es importante, por ejemplo, en la vacunacion contra la
Salmonella, E. coli y algunos virus. Ademas de actuar como antimicrobianos, su
capacidad de modificar el perfil de las citoquinas de alergénicas a pro-inflamatorias,

permite que los TLR-NPs actien como inmunomoduladores.

A partir de aqui, se describira el rendimiento de distintos agonistas nanoparticulados
de TLR3, TLR4, TLR5y TLR9, como adyuvantes de vacunacion o por si solos, para
cada enfermedad y especie animal, y en el final, se hara una discusion critica. Las
caracteristicas estructurales de cada TLR-NP y su esquema de tratamiento, se

muestran en la Tabla 4.
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Sistema de delivery; _ Animal; ruta de
Receptor; - : Enfermedad; tipo de - > _
composicion; método de administracion; dosis;

agonista > _ antigeno ’
preparacion; propiedades desafio

Liposomas (lecitina:Chol 10:1 p/p) FA; antigeno: virus Vacas; 1 o 2 dosis s.c. 0

en emulsiones W/O inactivado (serotipos O, A i.m. (dias 0y 180); desafio:
(VaccinMax®) (Safavanantetaly y Asial). 365 d.p.v. y 210 d.p.r.,
2015). respectivamente.
Liposomas catidnicos (CAF 09); PTBC; antigenos: Vacas; 2 dosis s.c. (dias 0
(DDA:MMG:pIC 2,5:0,5:0,5 proteinas Map vy 31); sin desafio.

mg/mL); tam: 213 nm, ZP: +60 mV recombinantes.

NPs de PLGA (AL:AG 50:50 ratio DVB; antigenos: Vacas; 2 dosis s.c. (dias 0
Poli I:C molar, PM: 7-17 kDa); método de proteinas NS3 y E2 y 21); desafio: 41 d.p.v.

doble emulsién; tam: 500 nm, recombinantes.

carga: neutra, EE: 20% NS3,

16,2% E2, 17% pIC (Riithoretaly

2017).

TLRS;

NPs de quitosano; tam: 368 nm, SHV; antigenos: Peces cebra; 1 dosis i.p;
ZP: +36 mV, EE: 85% plIC glicoproteina G desafio: 28 d.p.v.
(Kavaliauskis et al., 2016). recombiante o  virus
inactivado
TLR4; Liposomas (HSPC:Chol) [ZBMi EQ; antigeno: proteina Ratones; 3 dosis s.c. una
MPLA et al., 2019). 14-3-3 de E. granulosus vez a la sem.; desafio: 28
recombinante. d.p.v.
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TLRS;

Flagelina

SAPNs; tam: 15-20 nm [(K&ieh

SAPNs; tam: 23 nm (@RENetal

NPs de PA; método

desplazamiento  del

de

solvente;

agente de entrecruzamiento: 1,3-

diaminopropano; tam: 215 nm,
PDI: 0,2, ZP: -38 mV, EE: 78%
OMPs, 25% flagellina [RENUCHaN

NPs de quitonaso; método de

gelificacion i6nica con TPP; tam:

517 nm, EE: 70% OMPs, 40%

flagelina (REAUISHAINI2020).
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VIA,
secuencias M2e y Hélice
C de la
Al/chicken/Pennsylvania/l
/1983 H5NZ2.

antigenos:

cepa

Bl; secuencia
AA

correspondiente al

recombinante de

extremo C-terminal de la
proteina S del virus de la
Bl cepa M2118.

Salmonelosis; antigenos:
proteinas OMPs aisladas
de SE fagotipo 13a.

Salmonelosis; antigenos:
proteinas OMPs aisladas
de SE fagotipo 13a.

Pollos; 3 dosis i.m. (sem. O,
2y4).

Ratones; 3 dosis i.m. (dias
0, 14 y 28); desafio: 42
d.p.v.

Pollos; 3 dosis i.m. (dias 1,
11 y 21); desafio: a los 58
dias de edad con cepa
M41.

Pollos; 3 dosis orales (sem.
0, 9y 12); desafio: alas 15
semanas de edad por
sonda oral.

Pollos; 3 dosis orales (dias
0, 21 y 42); desafio: con
una dosis de Salmonella
altamente virulenta 1 d.p.v.

por sonda oral.



NPs de quitosano; método de Infeccién por Trueperella Ratones; dos dosis i.m.

coacervacion; tam: 93 nm, PDIl: pyogenes; antigeno: (dias 0 y 21); desafio: 21

0,78, ZP: +5 mV [(THFUangletall plasmido de ADN con d.p.v.
multiples epitopes de T.

pyogenes cepa TP8.

NPs de PLGA (AL:AG 50:50 ratio VIA; antigeno: virus HON2 Pollos; dos dosis i.m. (dias
molar, PM 24-38 kDa) inactivado con formalina. 7 y 21 post-nacimiento) o

complejadas  con PEI-CpG; tres dosis nebulizadas
método de emulsificacion- (dias 7, 21 y 65 post-
evaporacion; tam: 680 nm [(SHN nacimiento); desafio; 15

d.p.v. por ruta oculo-nasal.

TLR9-21;

CpG- . .\ . ) . .
NPs de PLGA (idem anterior); Infeccion por Pollos; una dosis oral (dia

ODNS tam: 680 nm [(lahasAboelaziz Campilobacter jejuni; sin 13 de vida); desafio: oral 24
et al., 2018). antigeno. hs. post-tratamiento.
NPs poliméricas (surfactante Infeccién por Escherichia Pollos; una dosis
Gemini 12-3- coli; sin antigeno. nebulizada (en el dia del
12:PEG400:PVP10000:CpG nacimiento); desafio a los
10:2,2:10:4,87:1 mg/mL); tam: dias 2, 3 y 4 post-
200 nm, ZP: +50 mV [(Calderon® tratamiento.
nieva, 2018).
Liposomas (surfactante Infeccion por E. coli; sin Pollos; 1 dosis in ovo al dia
Gemini:SPC:Chol) y SWCN antigeno. de embrionado 18; desafio:

s.c. al dia 1 pots-

nacimiento.
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NPs de PLGA (AL:AG 50:50 ratio MD; sin antigeno. Pollos; 1 dosis in ovo al dia
molar, PM 24-38 kDa) de embrionado 18 y 1 dosis
complejadas con  CpG-PEl, i.m. al dia de nacimiento.
método de doble emulsion-

evaporacion del solvente; tam:
670 nm, ZP: +5 mV a -2 mV, EE:

69% CpG (BaVananthasivanm

MWCNT comerciales unido a Salmonelosis; sin Pollos; 1 dosis s.c. al dia 1
CpG con linker PySE o antigeno. de vida; desafio: a las 25

TLR9-21; complejados con CpG-PEI sem. de vida.

CpG-

ODNs
NPs de PA con copolimeros VGP; antigeno: virus Cerdos; 2 dosis
(CPTEG:CPH 20:80); método de H1N2-OH10 inactivado intranasales (sem. 0 y 3);
emulsion doble [(DRakaletal con BEI. desafio: intranasal con
2019). virus heterélogos.
NPs de gelatina (tipo A derivada RAO; sin antigeno. Caballos; nebulizacion a
de cerdo); método de pacientes sanos (3 dosis) y
desolvatacion en dos pasos; alérgicos (5 dosis) con
agentes de entrecruzamiento: intervalos de dos dias.

glutaraldehido y EDC; tam: 250
nm, PDI: 0,15, ZP: +20 mV ZP,
EE: 98% CpG (UNKIEREHalN2015]
John Klier et al., 2018, 2019).
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TLR9-21,

NPs de gelatina (idem Klier et al.)

Dermatitis atdpica; sin

Perros; 4 o 7 dosis s.c.

CpG- (I. Wagner et al., 2017). antigeno. (sem.0,2,4y600,2,4,86,
ODNs 8,12y 16).
Liposomas cationicos Herpesvirus (FHV-1); sin Gatos; 1 dosis mucosa
(DOTAP:Chol 1:1 ratio molar) antigeno. (nasal + oral) 24 hs. antes

(Contreras etal., 2019; Wheat, de la inoculacién con FHV-
Chow, Coy, et al., 2019). 1

TLR4 +
TLRSY;

poli I:.C +

Liposomas cationicos (idénticos al Perros; 1 dosis mucosa

anterior) (WWREAENCROWNKUZIK!

Herpesvirus; sin antigeno.
ADNp (nasal + oral) a pacientes
sanos y con brote de

herpesvirus.

Liposomas catiénicos (DOPA: VPC, infeccion por Peces cebra; 1 dosis i.p. 0
TLR3 + DLPC:Chol:colesteril:Chol- Pseudomonas por inmersién (2 d.p.f. por
TLR4; PEG600 0,5:0,35:0,10:0,05 ratio aeruginosa Yy por 48 hs.); desafio 5 d.p.f. con
=l et | molar); tam: 125 nm, carga Aeromonas hydrophila; cepa de P. aeruginosa
LPS superficial neutra [UilCHANI20EY; sin antigeno. PAO1 altamente virulenta y

Tabla 4: TLR-NPs analizados. Abreviaturas: AA: aminoacidos; ADNp: plasmido de ADN no
codificante PCR2.1 comercial; AG: acido glicélico; AL: acido lactico; BEI: etilenimina binaria; BI:
bronquitis infecciosa; CPTEG: 1,8-bis(p-carboxifenoxi)-3,6-dioxaoctano; CPH: 1,6-bis(p-
carboxifenoxi)hexano; DA: dermatitis atopica; DDA: dimetildeoctadecilamonio; DLPC: 1,2-dilauroil-
sn-glicero-3-fosfocolina;  DOPA:  1,2-diolecil-sn-glicero-3-fosfato; DOTAP:  1,2-dioleoil-3-
trimetilamonio-propano; DPPC: 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina; d.p.f: dias post-fertilizacion;
d.p.r.: dias post-refuerzo; d.p.v.: dias post-vacunacion; DVB: diarrea viral bovina; EDC: 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida; EE: eficiencia de encapsulacién; EQ: equinococosis quistica; ERB:
enfermedad respiratoria bovina; FA: fiebre aftosa; FHV-1: herpesvirus felino-1 HSPC: fosfatidilcolina
de soja hidrogenada MD: enfermedad de Marek; MMA: monomicolil glicerol; MWCNT: nanotubos de
carbono de paredes multiple; OMPs: proteinas de la membrana externa; PA: polianhidrido; PDI:
indice de polidispersidad; PEI: polietilenimina; plIC: poli I:.C; PLGA: acido poli(lactico-co-glicdlico);
PM: peso molecular; PTBC: paratuberculosis; PVP: polivinilpirrolidona; PySE: acido 1-pirenbutanoico
succimidil éster; RAO: obstruccion recurrente de las vias aéreas; SAPNs: nanoparticulas de
proteinas auto-ensamblantes; SE: Salmonella enterica serotipo Enteritidis; sem: semana(s); SHV:
septicemia hemorragica viral; SWCNT: nanotubos de carbono de paredes simple; tam: tamafio; VIA:
virus de la influenza aviar; VGP: virus de la gripe porcina; VPC: viremia primaveral de la carpa; ZP:
potencial ¢.

con el virus de la VPC.
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7.3.1 Animales de produccion

7.3.1.1 Vacunos

La fiebre aftosa (FA), la enfermedad respiratoria bovina (ERB), la diarrea viral bovina
(DVB), la paratuberculosis (PTBC) y la mastitis son enfermedades infecciosas
relevantes que afectan al ganado vacuno y en las que se ha examinado el efecto de

la vacunacion y la inmunoterapia inespecifica con poli I:C y CpG-ODNs en NPs.

En 2015 se introdujo en el mercado veterinario el primer inmunoestimulador de ADN
nanotecnoldgico comercial ZelNate® (Bayer HealthCare, MO, EE.UU.) para reducir
el uso de antibiéticos. Este producto consiste en liposomas catiénicos liofilizados
(DOTIM/Chol) cargados con ADN plasmidico bacteriano rico en motivos CpG no
metilados. ZelNate® esta indicado como un auxiliar para el tratamiento de la ERB
en ganado de 4 meses 0 mas, cuando se administra en el momento de (o dentro de
las 24 hs. después de) un evento estresante percibido (Nickell et al., 2016). La ERB
es causada por diferentes agentes etiolégicos y es una de las principales causas de
morbilidad y pérdida de vidas para la industria ganadera en todo el mundo, a pesar
de la vacunacion, los medicamentos antimicrobianos y las estrategias ambientales
y de gestion. Un evento estresante es reconocido como el primer dafio que lleva un
eventual compromiso del estado inmunolégico pulmonar del animal. En tal situacién,
la bacteria comensal Mannheimia haemolytica del tracto respiratorio superior,
invade e infecta el sistema respiratorio inferior induciendo lesiones pulmonares e
inflamacion, reduccién sustancial del ritmo diario y posiblemente la muerte. Estudios
de campo demostraron que Zelnate® administrado por via i.v. era igualmente eficaz
gue el antibiotico tilmicosina aplicado s.c., y actualmente aprobado para el control
de la enfermedad broncopulmonar en el ganado de engorde en condiciones de
riesgo medio (Bayer HealthCare Animal Health, 2015). Zelnate® es un potente
inductor de IFNs | a través de la via cGAS-STING-IRF3, lo que da lugar a una accién
anti-inflamatoria pulmonar, a la mitigacién de las lesiones pulmonares y a la

disminucién de la mortalidad del ganado expuesto a M. haemolytica (llg, 2017).

En 2014 el rendimiento de poli I:C o CpG-ODNs asociados a VacciMax®, una
plataforma de delivery de vacunacion hecha de liposomas formulados en una
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emulsibn W/O desarrollada por ImmunoVaccine Technologies Inc. (ain no
aprobada para uso veterinario o humano) contra la FA, fue informado por
(Saravanan et al., 2015). La FA es causada por un aftovirus que genera fiebre alta,
ampollas y cojeras, siendo endémica en muchos paises del Oriente Medio, Africa,
Asia y en partes de América del Sur. La respuesta humoral de anticuerpos
desempeiia un papel importante en la proteccion contra la FA y las vacunas actuales
no protegen contra diferentes cepas del mismo serotipo a menos que se utilicen
vacunas de alta potencia (Brehm et al., 2008). Las formulaciones de VacciMax®
consisten en liposomas que contienen poli 1:C o CpG-ODNs con antigenos
inactivados del virus de la FA preparados por homogeneizacion. Se pueden
preparar diferentes formulaciones Vaccimax® mezclando igual volumen de
liposomas y distintas fases oleosas como FIA (Daftarian et al., 2006), Montanide ™
ISA 51 (Mansour, Pohajdak, et al., 2007) o el aceite mineral oleato de manida
(8,5:1,5 vol/vol) (Mansour, Brown, et al., 2007). El trabajo de referencia (Saravanan
et al., 2015) no especifica la naturaleza de la emulsién oleosa. Las formulaciones
desarrolladas, administradas, ya sea i.m. 0 s.c., a terneros, indujeron una inmunidad
protectora contra la FA, pero poli I:C-Vaccimax® i.m. fue superior a la vacuna de
CpG-ODNs en cuanto a los titulos de anticuerpos generados e indujo una inmunidad
protectora mas prolongada. La primera dosis indujo una respuesta lenta pero
después de la aplicacion de un refuerzo se generd una respuesta mas rapida y
100% protectora en comparacion con la vacuna comercial. Por lo que sabemos, no

se han publicado mas estudios en esta area.

Mas recientemente, en 2018, se utiliz6 un adyuvante liposomal catiénico con poli
I:C adsorbido en su superficie (CAF09) para vacunar a ganado vacuno sano en
combinacion con proteinas de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map)
(Thakur et al., 2018). Map causa una infeccion crénica del tracto intestinal en
bovinos y otros rumiantes y se distribuye en América del Sur y Central. La
vacunacion no se utiliza ampliamente en el control de la PTBC en el ganado, debido
principalmente al riesgo de interferencia con las pruebas i.d. para la tuberculosis
bovina. Se cree que los LT CD4+ son criticamente necesarios para la defensa del

hospedador contra los patégenos micobacterianos intracelulares tanto en el hombre
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como en los animales. Los CAF son una serie de formulaciones catidnicas con
capacidad de adyuvancia basadas en liposomas hechos con el surfactante catidénico
dimetildioctadecilamonio (DDA), que crea un deposito duradero en el lugar de la
inyeccion y aumenta la captacién celular de antigenos, en combinacién con
diferentes inmunoestimuladores. EI CAF01, de primera generacién, comprende al
DDA y al inmunomodulador micobacteriano sintético TDB (dibehenato de trehalosa)
(Davidsen et al., 2005). EI TDB estabiliza los liposomas DDA y es un agonista del
receptor de superficie Mincle que activa CPA a través de la via Syk-CARD9
independiente de TLR (Desel et al., 2013). EI CAF09 es una segunda generacion
de CAF que incluye poli I:C adsorbido electrostaticamente en la superficie liposomal.
Ademas, en el CAF09, el TDB es reemplazado por monomicolilglicerol (MMG)-1. Al
igual que el TDB, el MMG-1 es un analogo sintético de un lipido de pared celular
micobacteriano que envia sefiales a través del receptor Mincle, sin embargo, el
MMG-1 es un estimulador de CDs mucho mejor que el TDB, y es mas facil de
fabricar (Korsholm et al., 2014). Proteinas recombinantes de Map mezcladas con
CAF01, CAF09 o Montanide™ ISA 61 VG (une emulsién W/O [aceite mineral]), se
utilizaron para la inmunizacion s.c. de terneros Jersey masculinos. La respuesta
inmune celular y humoral de los animales vacunados con CAF09 resulté mayor que
con CAFO01l. En comparaciéon con Montanide™ [ISA 61 VG, una inmunizacion
repetida con CAF09 mantuvo una mayor frecuencia de células T CD4+ inductoras
de IFN-y, TNF-a e IL-2 (Thakur etal., 2018). Sin embargo, se necesitan mas
estudios para evaluar la respuesta protectora contra un desafio. Dado que el CAF09
induce una mejor respuesta de células T CD8+ en inmunizaciones i.p. 0 hasales
gue por via s.c. e i.m. en ratones (Korsholm et al., 2014), se deberia probar la

administracion por vias mucosas en el ganado.

CpG-ODNSs mezclados con liposomas catidnicos y dos antigenos recombinantes de
Staphylococcus aureus fueron probados recientemente contra la mastitis bovina,
buscando la prevencion de infecciones intramamarias antes del comienzo de la
lactancia (Reidel et al., 2019). La mastitis bovina causada por S. aureus es una
infeccion inflamatoria de la glandula mamaria potencialmente mortal que causa las

mayores pérdidas econdmicas a los productores de leche y a la industria en todo el
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mundo (Petrovski et al., 2006). So6lo unas pocas vacunas basadas en lisados u
organismos inactivados estan disponibles comercialmente y han demostrado una
eficacia limitada para prevenir las infecciones intramamarias (Middleton et al., 2009;
Schukken etal., 2014). En este trabajo, a pesar de inducir una respuesta
inmunoldégica humoral similar a la del adyuvante tradicional Al(OH)s, los CpG-ODNs
mezclados con liposomas cationicos y no con Al(OH)s, produjeron IgG2 especificas
para ambas proteinas recombinantes de S. aureus (Reidel etal.,, 2019). Los
liposomas catidnicos también estimularon niveles mas altos de anticuerpos en la
leche, 30 y 45 dias después de la inmunizacién de refuerzo, previa al parto. Los
resultados sugieren que un solo refuerzo, 21 dias antes del parto, seria suficiente
para aumentar rapidamente los niveles IgG especificas en el suero en un periodo

de alta susceptibilidad a las infecciones intramamarias.

Recientemente, poli I:C y dos antigenos del virus de la DVB encapsulados en NPs
de &cido poli(lactico-co-glicolico) (pIC-PLGA) fueron probados en bovinos (Riitho
et al., 2017). La DVB causada por un pestivirus es la enfermedad infecciosa mas
prevalente en el ganado. La DVB es endémica en todo el mundo y tiene un profundo
impacto en la industria ganadera como resultado de las pérdidas de produccion y
reproducciéon. La DVB presenta diferentes resultados clinicos, incluyendo efectos
reproductivos e inmunosupresores. Con el objetivo de inducir una respuesta tanto
de células B como de células T, las NPs de pIC-PLGA desarrolladas en este trabajo
contenian dos antigenos dispuestos espacialmente: la glicoproteina E2 de la
envoltura estructural adsorbida en la superficie de las NPs y la proteina NS3
encapsulada en el nucleo de las NPs. Las NPs de pIC-PLGA indujeron una
proteccion comparable a la de las vacunas comerciales. Para controlar la DVB se
utilizan vacunas vivas atenuadas e inactivadas. Sin embargo, ademas de las
preocupaciones de seguridad de las primeras, los potentes adyuvantes de las
segundas pueden ser probleméticos, como ocurrié6 con PregSure® BVD (Pfizer,
Karlsruhe, Alemania), vacuna que contiene como adyuvantes Quil A, colesterol,

Amphigen Base y parafina liquida (ProCision-A™). El fuerte adyuvante fue
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sospechado de desempefiar un papel en la induccién de aloanticuerpos?®
transmitidos a través del calostro a los terneros y se retir6 del mercado en 2010
(Deutskens et al., 2011).

CpG-ODNs y una construccion de ADN que incluye las secuencias de acido
nucleico de varios factores de virulencia de Trueperella pyogenes incorporados en
NPs de quitosano, fueron probados recientemente en ratones infectados con T.
pyogenes (T. Huang et al., 2018). T. pyogenes es un patégeno oportunista que
puede causar mastitis, abscesos hepaticos y neumonia. No existe una vacuna vy,
aungue se dispone de una terapia antibittica, los aislados resistentes a los
medicamentos suponen un gran reto para la practica veterinaria y una posible
amenaza para la salud humana. Se necesita una respuesta inmunologica de tipo
Thl para contener una infecciébn por T. pyogenes. En este caso, las NPs de
quitosano aumentaron notablemente la sintesis y liberacién de IFN-y, IL-2 e IL-4
respecto al ADN no encapsulado e indujeron fuertes respuestas inmunologicas
humorales y celulares que protegieron a los ratones contra un desafio contra una
infeccion altamente virulenta con T. pyogenes TP7. Aun asi, se necesitan mas

estudios en ganado para dar conclusiones pertinentes.

7.3.1.2 Aves de corral

La influenza aviar (IA), la bronquitis infecciosa (Bl), la enfermedad de Marek (MD),
la campilobacteriosis, la salmonelosis e infecciones de Escherichia coli son
enfermedades de los pollos contra las que se han utilizado CpG-ODNs
encapsulados o flagelina asociada a NPs y se ha comprobado que inducen una

inmunizacion protectora.

Presentando la misma nanoestructura que ZelNate®, Victrio® (Bayer HealthCare
Animal Health, s. f.) fue lanzado recientemente para su administracion in ovo con el

fin de reducir la mortalidad causada por E. coli en los huevos embrionados y los

2 Un aloanticuerpo es aquel que puede detectar un aloantigeno (antigeno procedente de un
individuo de la misma especie, pero genéticamente distinto, que provoca, al inyectarlo, una respuesta
inmune).
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polluelos recién nacidos. La transmision de E. coli por los huevos es comun y puede
provocar onfalitis, colibacilosis, colisepticemia o incluso la muerte en los pollos. La
mortalidad puede oscilar entre el 5y el 20%, y las infecciones mas graves se
producen en pollos jévenes. Las vacunas actuales no son eficaces y la reduccion
del alto uso de antibiéticos es una prioridad en las infecciones por E. coli. Las
inmunoterapias in ovo proporcionan una buena salud durante la primera semana de
crecimiento de pollos de engorde, proporcionando un mejor rendimiento y
rentabilidad. Actualmente en la industria de pollos de engorde, las aves pueden
alcanzar un peso corporal de 2 kg a los 30-35 dias después del nacimiento. Por lo
tanto, la vacunacion o la inmunoestimulacion in ovo puede proporcionar una
alternativa de proteccion efectiva a los antibidticos. Victrio® administrado in ovo (en
huevos embrionados de 18 dias) un dia antes del desafio con E. coli (huevos
embrionados de 19 dias), ha mostrado una mortalidad significativamente menor
(6,6%) que el grupo no tratado (17,2%) y que el grupo tratado con el antibiético

comercial sulfato de gentamicina (8%) (llg, 2020).

Al mismo tiempo, se determinaron los efectos de seguridad e inmunoestimulacion
de CpG-ODNs formulados con nanotubos de carbono de pared simple (CpG-
SWCNT) o liposomas que contienen surfactante Gemini (CpG-G) en pollos de
engorde neonatales contra septicemia por E. coli (Gunawardana et al., 2015). Los
surfactantes Gemini contienen dos colas hidr6fobas (12 C) y dos grupos de amonio
cuaternario como grupos de cabeza polar unidos por un grupo espaciador (3 C), y
pueden autoensamblarse en una gama de estructuras que incluyen micelas
comunes, micelas invertidas o bicapas, dependiendo de las modificaciones
moleculares (Yang et al., 2010). Las aves que recibieron ambas formulaciones de
CpG-ODNs mostraron una tasa de supervivencia significativamente mayor (60%-
80%) en comparacién con el control salino (20-30%). Las cargas bacterianas y las
puntuaciones clinicas fueron significativamente mas bajas en los grupos tratados
con CpG-SWCNT o CpG-G en comparacion con los grupos que recibieron CpG-
ODNSs libres. Ademas, no hubo evidencia de ningun efecto adverso de estas
formulaciones en ningln 6rgano o en las tasas de crecimiento de las aves hasta los
42 dias de edad.
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Mas recientemente, se determinaron los efectos inmunoestimuladores de CpG-
ODNs formulados en NPs preparadas con el polimero bioadhesivo
polivinilpirrolidona y recubiertas con lipido Gemini (CpG-PVP-G), nebulizadas (con
nebulizador de compresor) en pollos neonatales (Calderon-nieva, 2018). La
nebulizacion es un método de inmunizacion eficaz, en funcion de los costos, en aves
de corral, debido al facil acceso, la alta vascularidad y la permeabilidad de la mucosa
pulmonar. En comparacion con la vacunacion parenteral, la inmunizacion sin agujas
es mas segura debido a la disminucién del riesgo de contaminacion por agujas
infectadas y a la posible irritacion por la inyeccion (Lycke, 2012). La presencia del
BALT (tejido linfatico asociado a los bronquios) en las uniones de los bronquios
primarios y secundarios caudales en el pulmén de las aves puede ayudar a la
estimulacién inmunoldégica y al reclutamiento de linfocitos. Las particulas de menos
de 3 pm, evitan el transporte mucociliar y llegan a sitios profundos del pulmén
(Corbanie et al., 2006). NPs de CpG-PVP-G fueron capaces de llegar al sistema
respiratorio de los pollos (depositandose en la traquea, la bifurcacion traqueal, y que
pareceria difundirse a través del tejido pulmonar conectivo), e iniciar una respuesta
inmune en el lugar de la infeccion. NPs de CpG-PVP-G mejoraron la proteccion
contra E. coli cuando se realiz6 un desafio en el dia 2 o 3 después de la
inmunizacion, con una toxicidad minima con respecto a los CpG-ODNs libres, pero

mostraron una proteccion baja (similar a CpG-ODNSs) en el dia 4.

El efecto de NPs de PLGA con CpG incorporado (CpG-PLGA) mas el virus de la IA
HON2 inactivado se determiné al administrarlas i.m. o al nebulizarlas en pollos (S.
M. Singh, Alkie, Abdelaziz, et al., 2016; S. M. Singh, Alkie, Nagy, et al., 2016). El
virus de la IA (VIA) es un patégeno de las mucosas asociado con grandes pérdidas
economicas en aves de corral (Pasick et al., 2009) e implicaciones para la salud
publica de los seres humanos (Katz et al., 2009). Existen cepas de VIA de baja y
alta patogenicidad. Las primeras, aunque no son tan agresivas como las segundas,
se distribuyen por todo el mundo. Los VIA (Influenzavirus A de la familia
Orthomyxoviridae) causan sintomas que pueden ir desde enfermedades
respiratorias simples a sistémicas (insuficiencia multiorganica), con un alto

porcentaje de morbilidad y mortalidad. Las vacunas comerciales existentes,
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predominantemente de virus inactivados son formuladas como emulsiones W/O,
requieren administracion parenteral y son poco capaces de inducir anticuerpos
locales de mucosas (Swayne & Kapczynski, 2008). Este es el Unico trabajo en el
gue encontramos que se informa sobre la importancia de asegurar la estabilidad y
la biodistribucion de las NPs al momento de la nebulizacién. Las NPs de CpG-PLGA
mas el VIA libre administradas i.m. redujeron la diseminacion del virus induciendo
mayores titulos de anticuerpos sistémicos y de mucosas, asi como de anticuerpos
de inhibiciéon de la hemaglutinaciéon®, que las NPs de CpG-PLGA mas el VIA
encapsulado (S. M. Singh, Alkie, Nagy, et al., 2016). Por otra parte, las NPs de CpG-
PLGA nebulizadas (con nebulizador tipo jet) mas el VIA libre indujeron respuestas
en la mucosa mas elevadas que los CpG-ODNs libres y las NPs de CpG-PLGA
administradas i.m. (S. M. Singh, Alkie, Abdelaziz, et al., 2016). Aun asi, se necesitan
mas estudios sobre pollos desafiados con el virus para determinar la utilidad de este

enfoque.

NPs de proteinas autoensamblables (Self asembling protein nanoparticles, SAPNSs)
ligadas a la flagelina de Salmonella enterica serovariedad Typhimurium (F-SAPNS)
fueron probadas contra el VIA (Karch et al., 2017). Las SAPNs son NPs hechas de
monomeros de proteinas que se autoensamblan. Cada monémero de SAPN
contiene dos dominios de oligomerizacion unidos por un linker. Tanto en el dominio
N terminal como en el C terminal del monémero, los antigenos pueden ser
enlazados conservando su conformacion nativa (Raman et al., 2006). Aqui, F-
SAPNSs (24 mondmeros autoensamblados en simetria octaédrica) fueron vinculadas
a dos antigenos del VIA conservados, M2e y Hélice C (M2e/HC-F-SAPNS). En estos
ensayos, por un lado, pollos inmunizados i.m. con M2e/HC-F-SAPNs mostraron

titulos significativamente mas altos de anticuerpos neutralizantes en comparacion

%0 En presencia de virus que poseen en su superficie las proteinas hemaglutininas (como los
influenzavirus), los eritrocitos se “aglutinan”, impidiéndoles depositarse por gravedad en el fondo, si
es que se encuentran en suspension en un liquido. Haciendo uso de este fendbmeno se ha
desarrollado una técnica de diagnéstico barata y rapida, aunque no muy precisa, para constatar la
presencia de virus en sangre. Combinando esta prueba con un test que utiliza anticuerpos
especificos para un determinado virus, se obtiene la prueba de la inhibicién de la hemaglutinacion,
que permite determinar el titulo de anticuerpos de un suero frente al virus concreto (Universidad
Complutense de Madrid, s. f.).
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con los vacunados con SAPNs que carecian de flagelina, y un mayor grado de
actividad de neutralizacion cruzada en comparaciéon con una vacuna comercial de
virus inactivado. Por otro, la vacunacién con MZ2e/HC-F-SAPNs protegio
completamente a ratones contra un desafio letal en la misma medida que aquellos
ratones que fueron inmunizados con una vacuna humana comercial. Sin embargo,
no se midio la induccion de la inmunidad de la mucosa, y se necesitarian mas
estudios con desafios sobre pollos para llegar a conclusiones comercialmente

relevantes.

F-SAPNSs también se probaron vinculadas a una proteina recombinante del virus de
la Bl en su conformacion trimérica nativa (VBI-F-SAPNs) (J. Li et al., 2018). La Bl
causada por coronavirus es una enfermedad aviar altamente contagiosa que causa
importantes pérdidas econdmicas a la industria avicola. Las pérdidas comerciales
se deben principalmente a la disminucién del aumento de peso y la produccion de
huevos y la mala calidad de los mismos. Tanto las vacunas de virus vivos atenuados
como las de virus inactivados se utilizan para proteger a los pollos contra la Bl, pero
ambas presentan limitaciones de seguridad y proteccion débil, respectivamente. Es
evidente que se necesitan nuevas vacunas para responder con seguridad y rapidez
a los brotes de nuevas cepas de estos virus. VBI-F-SAPNs inyectadas i.m.
mostraron una alta respuesta de anticuerpos sistémicos, una reduccion significativa
de la excreciéon del virus en la traquea y menores puntuaciones de lesiones

tragueales que los animales inmunizados con buffer o F-SAPNSs solas.

Ademas, se ha observado que NPs mucoadhesivas con flagelina adsorbida en su
superficie, y con proteinas inmunogénicas de la membrana externa de Salmonella
(OMPs) encapsuladas (F-OMP) inducen proteccion inmune al ser administradas
oralmente en pollos (Renu et al., 2018, 2020). La Salmonella enterica serovariedad
Enteritidis (SE) es el agente infeccioso mas comun de la salmonelosis animal y
humana (Santos etal., 2011). Los serotipos de S. enterica resistentes a los
antibioticos de importancia clinica causan por lo menos 100000 infecciones
humanas transmitidas por alimentos al afio (V T Nair et al., 2018). La SE reduce la

produccion de huevos en los pollos y es responsable de grandes pérdidas
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econdmicas de la industria avicola (S. K. Lee et al., 2013). Es importante sefalar
gue la carne de ave infectada por SE y los huevos contaminados son las principales
fuentes de salmonelosis humana (Humphrey & Jargensen, 2006). Las vacunas sélo
disminuyen marginalmente, en lugar de eliminar, la colonizacion y la diseminacién
de Salmonella en el intestino de los pollos (Barrow, 2007). Ademas, las vacunas
comerciales de Salmonella inactivadas deben ser inyectadas parenteralmente en
cada ave, lo que dificulta la labor de los granjeros y es muy estresante para los
animales. Como alternativa, una vacuna oral contra Salmonella, que induzca una
robusta respuesta inmune IgA en las mucosas y mediada por células, deberia ser
un enfoque de control efectivo para la salmonelosis en aves de corral. En un primer
trabajo se demostré que pollos inmunizados por via oral con NPs de polianhidrido
con F-OMPs (F-OMP-PA) mostraron una mayor respuesta de IgG OMP-especifica
y secrecion de IFN-y en el suero, una mayor proporciéon de células CD8+/CD4+ en
el bazo y una mayor proliferacion de linfocitos OMP-especificos, que el grupo que
recibié antigenos solubles. Ademas, las NPs de F-OMP-PA estuvieron mejor
dirigidas a las células inmunes en la sangre periférica, en los esplenocitos y en las
placas de Peyer intestinales de los pollos, que las NPs no recubiertas con flagelina.
Es importante sefalar que la vacuna eliminé la colonizacion cecal de Salmonella en
el 33% de los pollos desafiados (Renu et al., 2018). En otro trabajo, se inmuniz6 a
pollos por via oral con NPs de quitosano cationico electrostatico complejado con
OMPs con carga negativa y flagelina (F-OMP-Chi). NPs de F-OMP-Chi se adhirieron
a la mucosa, entraron en la lamina propia y en las placas de Peyer del ileon y
mostraron una produccion de IgA especifica en la mucosa y una respuesta de
proliferacion de linfocitos significativamente mas alta que la de los grupos
vacunados con una mezcla de OMPs+flagelina y antigenos solubles. La vacunacion
también aumento la expresion de los receptores TLR2, TLR4, de IFN-y, TGF-B vy la
expresion de ARNm de IL-4 en las amigdalas cecales de los pollos (Renu et al.,
2020). A pesar de estos resultados promisorios, es necesario realizar mas estudios

gue supongan un desafio.

Recientemente también se inform6 que bajas dosis de CpG-ODNs adsorbidos en

nanotubos de carbono de paredes multiples (MWCNT) mediante el enlazador PySE
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(CpG-MWCNT) protegieron a pollos contra un desafio de S. enterica Typhimurium
(Tomporowski etal., 2019). Estudios in vitro utilizando células de pollos
establecieron que los CpG-MWCNT fueron entregados intracelularmente de mejor
manera que los CpG-ODNs libres y fueron igualmente efectivos en el cebado de
células en una concentracién 1000 veces menor que los CpG-ODNs libres. Una
dosis significativamente menor de CpG-MWCNT administrada s.c. fue capaz de
atraer a las células inmunitarias y proporcionar una respuesta inmune protectora
contra una infeccion bacteriana letal, lo que no se observé con la misma dosis de
CpG-ODNs libres (Tomporowski et al., 2019).

En otro trabajo, NPs de CpG-PLGA fueron administradas por via oral a pollos para
combatir la campilobacteriosis (Taha-Abdelaziz et al., 2018). Campylobacter jejuni
es una de las principales causas de las enfermedades bacterianas transmitidas por
los alimentos en los seres humanos. Dado que los pollos no suelen estar
clinicamente afectados por la colonizacion, para reducir el riesgo de
campilobacteriosis humana es esencial reducir la carga de C. jejuni en los productos
avicolas mediante la reduccién de la carga intestinal de la bacteria en las bandadas
de aves de corral. Una vez més, las vacunas existentes contra Campylobacter
muestran una eficacia protectora limitada, y se necesitan estrategias de vacunacion
mas eficaces (Neal-McKinney et al., 2014). En este caso, las NPs de CpG-PLGA
co-administradas con un lisado de C. jejuni redujeron sinérgicamente los recuentos
de Campylobacter mejor que las NPs de CpG-PLGA o el lisado de C. jejuni solos

en gallinas ponedoras y pollos de engorde.

LPS o CpG-ODNs encapsulados en NPs de PLGA (LPS- o CpG-PLGA) fueron
recientemente administrados in ovo como inmunoestimuladores. Tanto los
inmunoestimuladores libres o encapsulados en NPs de PLGA indujeron respuestas
inmunes innatas similares en embriones de pollos (incluyendo IFN-y, IFNa, IL-13 e
IL-10 en bazo, pulmones y bolsa de Fabricio) que las reportadas en pollos maduros,
pero con una expresion tisular de los genes de citoquinas diferente para las NPs de
LPS- 0 CpG-PLGA, sin afectar la viabilidad de los embriones (Bavananthasivam

et al., 2019). En un trabajo posterior se mostraron los efectos protectores de las NPs

- 185 -



de LPS- 0 CpG-PLGA administrados in ovo y post-eclosién en pollos contra el virus
de la MD (VMD), una de las infecciones aviares mas omnipresentes
(Bavananthasivam, Alkie, et al., 2018). El VMD infecta a los pollos por la via
respiratoria y causa la MD, caracterizada por producir linfoma de células T e
inmunosupresién. La mitad de los paises del mundo han reportado casos de MD.
Las vacunas actuales previenen la enfermedad, pero no la transmisién o la
infeccion, lo que lleva a la aparicion de cepas cada vez mas virulentas. En este caso,
el porcentaje de reduccion de la incidencia tumoral en el grupo tratado con NPs de
CpG-PLGA (60%), asociado al aumento de la regulacion de IL-18 e IL-18, fue
notablemente mayor que el de los grupos de control y tratados con NPs de LPS-
PLGA (42%)).

7.3.1.3 Cerdos

En un trabajo reciente ha quedado demostrado que CpG-ODNs co-encapsulados
con antigenos virales solubles del virus de la gripe HIN2-OH10 en NPs de
polianhidrido (CpG-H1N12-PA) inducen una respuesta inmunitaria protectora contra
la gripe porcina después de una inmunizacion intranasal (Dhakal et al., 2019). Los
cerdos son considerados como el "recipiente mezclador" para la generacion de
nuevos reordenamientos del virus de la gripe A con potencial zoondtico y
pandémico. El virus de la gripe A porcina (VGP) es una amenaza constante en la
industria porcina mundial y uno de los patégenos respiratorios mas prevalentes del
mundo porcino. EI VGP causa la aparicion repentina de una neumonia
broncointersticial altamente contagiosa y genera una carga econdmica considerable
para los productores. Las vacunas intramusculares monovalentes o multivalentes
de virus inactivados enteros que se utilizan predominantemente, no protegen contra
los virus heterélogos de la gripe no relacionados, e inducen respuestas ineficaces
de inmunidad mediada por células y de anticuerpos de la mucosa (Van Reeth & Ma,
2012; Vincent et al., 2017). Es mas, ocasionalmente se observa también una
intensificacion de la enfermedad respiratoria asociada a las vacunas (que se conoce
como VAERD) y una interferencia de anticuerpos maternos en los lechones tras la

administracion de vacunas inactivadas (Kitikoon et al., 2006; Vincent et al., 2008).
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Los adyuvantes que contienen aceites minerales, como EMULSIGEN®-D vy
Amphigen Base, han sido asociados con el desarrollo de VAERD y de aparicion de
pancitopenia neonatal (disminucién de las plaquetas y de los glébulos rojos y
blancos). Por lo tanto, existe la necesidad de producir vacunas que induzcan
eficientes respuestas inmunes celulares y de mucosa, que anulen los anticuerpos
maternos, que protejan a los cerdos contra el amplio espectro de VGP y que no
resulten en VAERD. En comparacion con la administracion oral, la via nasal ofrece
una mayor superficie para el depdsito de antigenos, con menores posibilidades de
degradacion enzimatica y quimica. La vacunacién por via nasal presenta antigenos
a las células inmunes de manera similar a la infeccién natural, constituyéndose
como una excelente ruta para inducir anticuerpos IgA de mucosa local como primera
linea de defensa. La mucosa nasal altamente vascularizada contiene un gran
namero de células M, gque pueden aumentar la captacion de antigenos y provocar
respuestas inmunes humorales y celulares en la mucosa. Los resultados del trabajo
de Dhakal y colaboradores demostraron que, en comparacion con los antigenos
solos (que contienen cantidades cinco veces mayores que las NPs), las NPs de
CpG-H1N2-OH10-PA indujeron mayores anticuerpos IgA de mucosa, mejoraron la
respuesta inmune celular y generaron una mejor respuesta linfoproliferativa y una
mayor secrecion de IFN-y después de la induccién con antigenos en células
mononucleares de sangre periférica. Mas aun, las NPs proporcionaron una mejor
eficacia protectora mediante una reduccion significativa de la fiebre inducida por la
gripe, una disminucion de 16 veces de la excrecion de virus nasales y una reduccién
de 80 veces de los titulos de virus pulmonares, en comparacioén con los cerdos

inmunizados con el antigeno soluble, al ser desafiados con un virus heterdélogo.

7.3.1.4 Peces

La septicemia hemorragica viral (SHV), la viremia primaveral de la carpa (VPC) e
infecciones bacterianas con Pseudomonas aeruginosa y Aeromonas hydrophila son
enfermedades infecciosas relevantes en las que se ha encontrado que poli I:.C y

LPS cargados en NPs inducen una inmunizacion protectora.
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NPs de quitosano cargadas con poli I:C (pIC-Chi) y mezcladas con antigenos del
virus de la SHV indujeron una respuesta protectora ante una infeccion modelo en
peces cebra (Kavaliauskis et al., 2016). La SHV es una infeccidn sistémica de varios
salmonidos y una lista creciente de peces marinos y de agua dulce. La SHV causa
letargo, oscurecimiento de la piel, exoftalmia, anemia, hemorragias, natacion
anormal y un rapido comienzo de la mortalidad y todavia no se dispone de una
vacuna comercial o un tratamiento antiviral. En el trabajo, NPs de pIC-Chi
inyectadas i.p. en peces cebra, en su mayor parte permanecieron en el lugar de la
inyeccion hasta 7 dias; se calculd que su estructura se degradd a un ritmo de ~50%
por semana y se observé que fueron internalizadas por monocitos y macréfagos de
los animales. En un modelo de infeccion con el virus de la SHV en los mismos peces,
las NPs de plC-Chi, tanto mezcladas con un antigeno recombinante (la glicoproteina
G del virus) o con el virus entero inactivado, fueron protectoras. Estos resultados
son prometedores, pero requieren de mas pruebas de campo en las especies

relevantes.

Ruyra y colaboradores obtuvieron resultados interesantes, luego de co-encapsular
LPS y poli I:.C en liposomas catidnicos (LPS-plC-Lipo). Los autores demostraron
gue estos liposomas pueden inducir una inmunoestimulacién inespecifica y proteger
a peces cebra contra infecciones de P. aeruginosa PAOL, A. hydrophila, y del virus
de la VPC, que de otro modo serian letales, independientemente de si se
administran por inyeccion o por inmersion (Ruyra et al., 2014). P. aeruginosa y A.
hydrophila son enfermedades para las que la aplicacion de nuevas o mejoradas
vacunas reducirian significativamente la necesidad de antibidticos. Tras una
inyeccion i.p., los LPS-pIC-LIPO se acumularon en tejidos inmunes y en células
inmunoldgicamente relevantes, como macréfagos de la trucha arco iris adulta
(Ruyra et al., 2014). La mayoria de las vacunas comerciales son formulaciones de
células enteras de patdégenos muertos, para ser administradas por via i.p. La falta
de adyuvantes eficaces y de conocimientos basicos sobre la respuesta
inmunoldgica de los peces, ha obstaculizado el desarrollo de vacunas de mucosa.
En consecuencia, se utilizan vias de administracion no éptimas, como la i.p., o,

debido a lo costoso de las inyecciones en los peces, en muchos casos suelen
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preferirse los antibidticos en lugar de otras medidas preventivas (Adams, 2019). Los
peces tienen grandes superficies mucosas (piel, branquias, intestinos y mucosas
nasales); por lo tanto, la vacunacion por la via mucosa (por inmersion y por via oral)
resultaria asi mas practica y asequible que la inyeccion. En linea con esto, quedo
demostrado que los LPS-pIC-Lipo administrados por inmersién en bafio a larvas de
peces cebra se acumularon en el intestino y aumentaron significativamente la
expresion de genes relacionados con la inmunidad innata (TNF-a, IL-13, nos2a,
irfla y ptgs2a), que protegieron a las larvas contra una infeccion letal por A.
hydrophila (Ji et al., 2019). Por el contrario, ni los liposomas vacios ni el LPS o el
poli I:C por si solos protegieron a las larvas contra desafios letales. Una vez mas,
estos resultados prometedores requieren otras pruebas de campo en las especies

pertinentes.

7.3.2 Mascotas

7.3.2.1 Caballos

El asma equina (AE) es una enfermedad relevante para la cual CpG-ODNs unidos
a la superficie de NPs de gelatina mostraron beneficios como inmunoterapia no

especifica.

El AE comprende a todas las enfermedades inflamatorias crénicas de las vias
respiratorias inferiores de los caballos, incluida la enfermedad inflamatoria de las
vias respiratorias (IAD), la obstruccion recurrente de las vias respiratorias (RAO) y
la enfermedad obstructiva de las vias respiratorias asociada a los pastos de verano,
causada por desencadenantes alérgicos como las sustancias organicas e
inorganicas del polvo de heno y la paja. Hasta el 80% de los caballos en diferentes
poblaciones pueden sufrir de AE de leve a moderada, mientras que entre el 11y el
17% pueden adquirir asma severa (lvester et al., 2018). EI AE puede tener un
impacto significativo en el rendimiento y la calidad de vida de los caballos. Con el
tiempo, los caballos severamente asmaticos pueden desarrollar cambios en el
pulmon, lo que les dificulta la respiracion, incluso en reposo. La evitacion de

alérgenos constituye actualmente la medida terapéutica mas importante, ademas
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de la terapia sintoméatica con glucocorticoides y broncodilatadores. Dado que la
evitacion absoluta de los alérgenos es dificil (por no decir imposible) y que el
tratamiento con medicamentos a largo plazo con corticoides puede generar efectos
adversos, existe una gran necesidad de nuevos conceptos terapéuticos. En este
sentido, los tratamientos por inhalacién estan llegando al mercado, como demuestra
la aprobacion en 2020 del primer tratamiento por inhalacion basado en la pro-droga
corticoesteroide ciclesonida para el AE grave de Boehringer Ingelheim para reducir
la inflamacién de las vias respiratorias inferiores (Boehringer Ingelheim International
GmbH, 2020).

Un grupo de investigadores ha realizado varios estudios utilizando CpG-ODNs
unidos electrostaticamente a la superficie de NPs de gelatina cationica (CpG-Gel).
En primer término, demostraron que estas NPs pueden inducir una expresion
reguladora de la citoquina anti-inflamatoria y anti-alérgica IL-10 y reducir
significativamente los sintomas clinicos de la RAO al ser inhaladas por caballos
(nebulizador de malla vibratoria) (J. Klier et al., 2012). Luego verificaron que las NPs
de CpG-Gel nebulizadas disminuyeron el esfuerzo respiratorio, la secrecién nasal,
la secrecion traqueal, la viscosidad del moco y la infiltracion de neutrdéfilos y
aumentaron la presion arterial de oxigeno en los caballos, hasta 4 semanas después
del tratamiento (J. Klier et al., 2015). Finalmente, probaron que caballos afectados
por AE que recibieron NPs de CpG-Gel nebulizadas, solas o combinadas con
alérgenos relevantes, experimentaron una mejora clinica de la secrecion nasal, la
frecuencia respiratoria, la cantidad de secrecion de moco y la viscosidad, el
porcentaje de neutrofilos y la presion parcial de oxigeno, directamente después e

incluso hasta 6 semanas después del tratamiento (John Klier et al., 2018).

7.3.2.2 Gatos

El herpesvirus felino 1 (FHV-1) es una importante enfermedad respiratoria en la que
poli I:C complejado con liposomas catidnicos mostré beneficios como inmunoterapia

inespecifica.

El FHV-1 es una causa comun de infecciones oculares y de las vias respiratorias
superiores en los gatos, que puede ser una causa importante de morbilidad y a
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veces de mortalidad, especialmente en los gatitos jovenes (Gould, 2011). La
vacunacion actual proporciona una inmunidad incompleta (Summers et al., 2017).
Los signos clinicos de la infeccién por el FHV-1 pueden reactivarse ante una re-
exposicién, tras la induccion de estrés o tras la administracibn de farmacos

inmunosupresores.

Poli I:C y ADN plasmidico no codificante complejados a liposomas cationicos
(complejos de receptores de TLR liposomales, LTC) mezclados con
carboximetilcelulosa (para aumentar la adhesion a la mucosa), generaron
respuestas inmunoldgicas locales en la mucosa del tracto respiratorio superior de
los gatos tratados (Wheat, Chow, Coy, et al.,, 2019). Las células inmunitarias y
epiteliales de las vias respiratorias superiores captaron a los LTC administrados en
la mucosa de los gatos sanos (0,2 ml por via intranasal en cada fosa nasal y 0,6 ml
por via oral) y reclutaron y activaron los leucocitos felinos, lo que aumento la
expresion de moléculas costimuladoras (OX40 y MHC 1l). Ademas, los LTC
indujeron citoquinas asociadas a respuestas inmunitarias innatas, como INF-a, INF-
Y, TNF-q, e IL-12. El tratamiento con LTC redujo significativamente la conjuntivitis y
disminuy6 la diseminacion del ADN del FHV-1 por parte de los gatos en algunos
dias posteriores a la inoculaciéon. Sin embargo, a pesar de que las puntuaciones
clinicas fueron coherentes con un efecto positivo del tratamiento con LTC, la
importancia estadistica se perdié después de ajustar las observaciones repetidas a
lo largo del tiempo (Contreras et al., 2019).

7.3.2.3 Perros

La dermatitis atépica (DA) y las generadas por el herpesvirus canino y el
Echinococcus granulosus son enfermedades para las que se probaron CpG-ODNs

unidos o poli I:C y MPLA encapsuladas en NPs.

Un articulo del 2017 describe la utilizacién de CpG-ODNs unidos a NPs de gelatina
(CpG-Gel) para tratar perros con DA (I. Wagner et al., 2017). La DA canina es una
enfermedad cutanea inflamatoria alérgica congénita asociada a signos clinicos
distintivos, tratada solo con inmunoterapia con alérgenos (AIT). La AIT es un
procedimiento largo, no completamente exitoso, y costoso, ya que requiere la
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identificacién y formulacion de los alérgenos que contribuyen a la enfermedad para
cada perro (Saridomichelakis & Olivry, 2016). En este caso, seria deseable una
inmunoterapia modulatoria eficaz para la DA que no requiera la identificacion de los
alérgenos. En este trabajo, la administracion de NPs de CpG-Gel disminuyd
significativamente la expresion del ARNm de IL-4, y después de 18 semanas se
observé una mejora de al menos el 50% de los pacientes, un resultado comparable
al obtenido por la inmunoterapia tradicional con alérgenos, pero con menos efectos

colaterales (I. Wagner et al., 2017).

En otro estudio se evalud la capacidad del tratamiento con LTC (los mismos que en
el ensayo con felinos) para provocar una inmunidad antiviral eficaz en perros tras
un brote de herpesvirus canino (Wheat, Chow, Kuzmik, et al.,, 2019). Los LTC
administrados en la mucosa de perros sanos (0,5 ml de LTC en cada fosa nasal y 2
ml por via oral) indujeron citoquinas inmunes innatas clave, como IL-8, MCP-1, IL-
12p40, IFN-y y TNF-a en cultivos de PBMC y células orofaringeas. El tratamiento
con LTC dio lugar a la infiltracion de células inmunitarias (monocitos y linfocitos
alcanzaron su maximo a las 72 hs.) y a la activacién de las vias respiratorias
superiores y los tejidos orofaringeos. Se desencadené la produccion de TNF-q,
aumentod la expresion del MHC Il e incrementd la actividad bactericida de los
macrofagos. La celularidad general permanecio elevada en la nariz durante al
menos 7 dias, mientras que el recuento de células volvié a la normalidad en la
orofaringe a los 7 dias. En conclusion, una sola administracion de LTC indujo una
respuesta terapéutica (disminucién de los dias de observacion de la conjuntivitis)
consistente con la induccion de una inmunidad antiviral temprana, sin perturbar el

microbioma de la orofaringe.

En un experimento mas reciente, MPLA co-encapsulado con un antigeno
recombinante de E. granulosus en liposomas (MPLA-Eg-Lipo) se vio que indujo una
respuesta inmune protectora en ratones desafiados con E. granulosus (Z. Li et al.,
2019). E. granulosus es el patdogeno causante de la equinococosis quistica (EQ),
una enfermedad importante para varias especies de animales domésticos, que

causa un impacto considerable en la salud humana y animal con importantes
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pérdidas socioeconémicas en las zonas endémicas (Craig et al., 2007). Al mismo
tiempo, no se dispone de ninguna vacuna contra esta enfermedad parasitaria
cronica que se distribuye en todo el mundo, sobre todo en los paises en desarrollo.
En un modelo de animales de laboratorio, la inmunizacién s.c. con MPLA-Eg-Lipo
indujo niveles mas altos de IgG especifica 'y de IFN-y y gener6 un 95% de inmunidad
protectora, evidenciada por el nimero de quistes hidatidicos, en comparacién con

los ratones que recibieron PBS.
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7.4 Discusion y conclusiones

Como se resume en la Figura 35, este capitulo reunio todos los datos disponibles
sobre el rendimiento de los TLR-NPs comerciales y experimentales, utilizados para
reducir el uso de antibiéticos en animales de produccion, o como antialérgicos y

antiherpéticos, en animales de compaifiia.

" | iposomas
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Figura 35: numero de articulos cientificos publicados vs. tipo de TLR-NP, ruta de administracion y
especie animal. &> Ratones;/i? parenteral (i.m., s.c., i.p.); & oral; {T} intranasal; g nebulizacion;
Z&  inmersion; () in ovo

Observamos dos importantes incertidumbres que contrarrestan los prometedores
resultados publicados en los ultimos 5 afios. Una es sobre la verdadera necesidad
de producir agentes inmunoterapéuticos utilizando nanotecnologia, en lugar de
hacerlo con particulas de tamafio micro o macrométricas, mas sencillas y
econdmicas de sintetizar. Si las particulas actian como depdsitos de los agonistas
de TLRs, su tamafio no sera relevante, a menos que se requiera su internalizacion
endocitica. En ese caso, el tamafio de las particulas debe ser inferior a 500 nm para
entrar en los vasos linfaticos iniciales. Excepto las SAPNs, consideradas como

particulas endociticas por su pequefio tamafio, la mayoria de los trabajos revisados
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no abordan cuestiones que, a priori, son de lo mas importantes. Faltan, por lo tanto,
los elementos para responder a la segunda pregunta conexa sobre la viabilidad
técnica de la produccion de agentes nanoparticulados a escala industrial de acuerdo

con las buenas practicas de manufactura (GMP).

Los TLR-NPs revisados se prepararon con materiales de diferente naturaleza
guimica, pero solo los basados en liposomas llegaron al mercado en 2015. Este
hecho sugiere que la cartera de productos veterinarios sigue la misma tendencia,
en cuanto a los materiales utilizados para construir agentes nanoparticulados,
observada en la nanomedicina humana. Los desafios de la produccion industrial de
liposomas de tamafio nanométrico, de acuerdo con las normas de control de calidad
astringente, ya fueron resueltos a principios de los afios 90 (Worsham et al., 2019).
Ademas, las formulaciones liposomales son consideradas como medicamentos
complejos no bioldgicos y las complejas cuestiones técnicas que presenta su
caracterizacion estructural ya han sido superadas y normalizadas (Worsham et al.,
2019). Los liposomas se fabrican con materiales GRAS3! (que van desde los de
origen animal, vegetal o microbiano, hasta los de origen sintético) que carecen de
problemas de toxicidad para los seres humanos si se administran por vias distintas
de la intravenosa. Presumiblemente, la misma falta de toxicidad se daria en el
campo veterinaria, y, ademas, los liposomas admiten todas las vias de
administracion. Segun los trabajos citados, los inmunoestimulantes comerciales,
Zelnate® y Victrio®, que comparten una estructura idéntica, se administraron i.m. al
ganado vacuno e in ovo a los pollos; mientras que las formulaciones experimentales
como Vaccimax® y CAF09 se administraron s.c. al ganado vacuno; y otras
formulaciones liposomales se nebulizaron en los pollos, se administraron por via

mucosa a gatos y perros e i.p. 0 por inmersion a los peces.

Por el contrario, la situacion dista mucho de estar resuelta en el caso de las NPs
fabricadas con materiales no lipidicos, que estan menos caracterizadas en cuanto

a su estructura, produccion y toxicidad. Por ejemplo, la produccion industrial de NPs

31 Acrénimo de “Generally Recognized As Safe” (“Generalmente Reconocidos como Seguros”)
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poliméricas, parece ser mas desafiante que la de los liposomas. Para el uso
humano, solo existen microparticulas y microesferas de PLGA disponibles
comercialmente (Malik et al., 2010) y matrices macroscépicas de polianhidrido
(Ghadi et al., 2017). Existe una dificultad intrinseca para escalar la produccion de
NPs de PLGA, en particular las de didmetro inferior a 100 nm. Para la traslacion
clinica y la comercializaciéon de NPs poliméricas es imprescindible realizar estudios
de caracterizacion sélidos que correlacionen los atributos de calidad criticos del
producto, como el peso y el tamafo molecular promedio, en un amplio espacio de
disefio (Sims et al., 2020). Muchas formulaciones muestran una carga de droga
pobre y estos sistemas a menudo exhiben una cinética de liberacibn muy rapida
(Essa et al., 2020). Por otra parte, la ausencia de meéetodos que proporcionen
consistencia de lote a lote, las condiciones heterogéneas de mezcla necesarias para
el autoensamblaje y los pasos adicionales de purificacion dificultan los procesos
GMP. Hasta 2009 (no se dispone de mas datos) la preparacion de NPs poliméricas
mediante los métodos de difusion de disolventes por emulsificacion (evaporacion),
nanoprecipitacion (potencialmente escalable) y salting out sélo se han trasladado
de la escala de laboratorio (volimenes de 60 ml) a la escala piloto (volumenes de 2
L), lejos de aquellos necesarios para el trabajo de campo (Colombo et al., 2001;
Vauthier & Bouchemal, 2009). La microfluidica es una técnica que puede permitir la
ampliacion a escala industrial de las NPs poliméricas, aumentando las posibilidades
de targeting endocitico y magnificando la actividad inmunoestimulante (Rezvantalab
& Keshavarz Moraveji, 2019). Sin embargo, los productos fabricados con esa

tecnologia todavia no estan disponibles en el mercado.

El PLGA es un poli(a-hidroxi éster) que sufre una degradacion masiva mediada por
la ruptura de los enlaces en toda la estructura de las particulas. Esto lleva a un
cambio en el peso molecular del polimero, aumentando el contenido de agua, la
liberacion de mondmeros solubles, fragmentos de cadena y APIs encapsulados.
Una caracteristica importante de las particulas de PLGA es la falta de necesidad de
agentes linkers. En los articulos revisados, la mayoria de las NPs de PLGA (500-
700 nm) se formularon con CpG-ODNSs, agonistas a TLR21, para la administracién

en mucosa como adyuvantes (oral y aerosol) e in ovo como inmunoestimulantes;
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s6lo un trabajo informé de NPs de PLGA con un agonista a TLR3 para la
administracion parenteral al ganado. Para evitar una liberacion descontrolada
(rapida y tipo rafaga), los CpG-ODNs se complejizaron con polietilenimina; sin
embargo, no se proporcionaron datos sobre la estabilidad o el perfil de liberacion a
lo largo del tracto gastrointestinal o después de la nebulizacién. Tampoco se informo
si las NPs actuaban como depoésitos de los agonistas o si proporcionaban un
targeting endocitico. Esto es importante, ya que la orientaciéon hacia los TLRs
endosdmicos se magnificaria en caso de que las NPs sean endocitadas, lo cual no
sucederia si los agonistas se van liberando desde las NPs, que actuarian como
depdsitos, al microambiente. En este ultimo caso, las microparticulas o incluso los
depdositos macroscopicos podrian ser utiles para la liberacion de agonistas de los

TLRs de superficie.

Los polianhidridos son copolimeros de metilvinilo y anhidrido maleico; las NPs de
PA presentan vinculos de anhidrido muy labiles y una espina dorsal hidrofoba; su
degradacion es superficial y muestran un perfil tipico de liberacion de orden cero; al
mismo tiempo que son mucoadhesivos (Ghadi et al.,, 2017). Por otra parte, el
quitosano es un copolimero lineal de monosacaridos unidos con enlaces B-(1—4)
(2-acetamindo-2-deoxi-B-d-glucopiranosa y 2-amino-2-deoxi-B-d-glucopiranosa),
obtenidos por desacetilacion de la quitina en condiciones alcalinas o por hidrolisis
enzimatica con quitina deacetilasa. Se trata de un polisacarido natural con
propiedades antimicrobianas y mucoadhesivas. Sin embargo, en la actualidad no
ha llegado al mercado ninguna particula de quitosano, ni siquiera en la microescala
(Mohammed et al., 2017). Debido a su caracter mucoadhesivo, NPs de quitosano y
de PA de entre 200 y 500 nm se utilizaron para inducir inmunidad en la mucosa
mediante su administracion oral y nasal. NPs de OMP-Chi o de PA recubiertas con
flagelina, dirigidas a células M de las placas de Peyer, indujeron IgA y redujeron la
colonizacion de Salmonella. Un agonista de TLR9 cargado en NPs de PA
administrado por via intranasal indujo una respuesta mucosa que protegio
eficazmente a cerdos contra un desafio heter6logo evitando la VAERD. Sin
embargo, los productos alimenticios que contienen NPs insolubles, indigeribles y

potencialmente biopersistentes son un area de gran preocupaciéon (Chaudhry &
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Castle, 2011). Las incertidumbres sobre la viabilidad del escalado industrial de NPs
de quitosano se suman a las dudas sobre la biodegradabilidad y biocompatibilidad
de estas NPs preparadas con agentes de entrecruzamiento como el TPP y el
glutaraldehido (Islam et al., 2019). Las NPs de PA, por el contrario, no se verian

afectadas por estas cuestiones de seguridad.

Las NPs de gelatina de ~250 nm unidas a agonistas de TLR9, se administraron en
su mayoria por nebulizacién a caballos asmaticos. Las NPs de gelatina derivadas
de huesos o pieles de bovinos o porcinos, con una amplia gama de pesos
moleculares, presentan una distribucion heterogénea de tamafios. Dadas sus
posibles toxicidades, se ha sugerido como opcion mas segura el uso de gelatina
humana recombinante, para evitar el riesgo de contaminaciéon con encefalopatia
espongiforme transmisible y la sustitucion de ciertos agentes de entrecruzamiento,
como glutaraldehido y carbodiimida, por genipina (Farjadian et al., 2019; Won &
Kim, 2009).

En fin, dado que los TLR-NPs fueron testeados contra diferentes patologias en
diversas especies animales, fue dificil establecer comparaciones o conclusiones
sobre la eficacia de un determinado agonista. Todos los casos analizados mostraron
mejores resultados para los TLR-NPs (actuando, ya sea como adyuvantes o
inmunoestimulantes por si solos) en comparacién con los agonistas libres o (cuando
estaba disponible) con una terapia convencional. Y si bien se examinaron distintos
tipos de NPs poliméricas y liposomas, estos Ultimos serian los mas adecuados para
satisfacer mas rapidamente los requisitos de produccion y las vias de administracion

versatiles de las inmunoterapias veterinarias.
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8 Epilogo

“This is the end, beautiful friend.
This is the end, my only friend, the end.
Of our elaborated plans, the end
Of everything that stands the end...”
(The Doors — “The end”)
Seguro alguno se acordara de ese capitulo de “Los Simpsons”.

De esta manera, la historia de mi tesis ha llegado a su final. Culmino el relato
haciendo un racconto sobre lo mas importante, y dejo un final abierto para que otro

autor, en algunos afnos, tenga la posibilidad de continuar esta historia.

Dadas las caracteristicas singulares de los lipidos de arquebacterias
(estereoisomeria sn 2,3, cadenas de fitanilos sin insaturaciones y enlaces éteres),
las vesiculas preparadas con APT, son mas resistentes a las enzimas lipoliticas, a
la hidrélisis y a la oxidacion y a estrés fisicos como la nebulizacion o la esterilizacion,
gue aquellas vesiculas carentes de APT. En este caso, la particular geometria de
los APT nos permitid, ademas, obtener una formulacién con una alta proporcion de
IMQ incorporada, “atrapada” (de acuerdo a los analisis estructurales) entre las
membranas de los APT, a diferencia de formulaciones preparadas con lipidos
convencionales, por ejemplo, SPC o DPPC:DPPG:Chol (Fox et al., 2014), en las
cuales el IMQ se incorpora en el interior acuoso en cantidades pequefias. Una
mayor relacion IMQ/PL en nanoARC-IMQ haria de esta formulacion un candidato
ideal para usar como adyuvante de vacunacién o como inmunoterapia per se, por
dos motivos. Primero, porque los APT son ligandos del RS-A1l, gracias al PGP-Me
(componente lipidico mayoritario), lo que facilitaria la llegada del IMQ al
compartimento endosomal y potenciaria la respuesta inmune en comparacion con
otras formulaciones carente de APT. Segundo, porque la mayor proporcion IMQ/PL

en los nanoARC-IMQ permitiria, con una misma dosis de PL lograr un efecto mas
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potente comparado con otras formulaciones nanoparticuladas o, incluso, un efecto

similar disminuyendo drasticamente la dosis de IMQ y sus efectos secundarios.

En la seccién 5 vemos que una dosis de nanoARC-IMQ que no es citotoxica sobre
células de macréfagos de ratones, es capaz de inducir la liberacion de una mayor
cantidad de citoquinas pro-inflamatorias, en comparacién con la misma dosis de
IMQ y de LIPO-IMQ. Estos resultados demuestran in vitro, que la combinacion del
IMQ dentro de nanoARC tiene un efecto diferencial en la respuesta inmune. En esa
misma seccion describo los experimentos que se realizaron en ratones de
laboratorio para testear la capacidad adyuvante de los nanoARC-IMQ. Observamos
gue la combinacion (es decir, la simple mezcla fisica) del antigeno soluble de L.
amazonensis con nanoARC-IMQ generd una buena respuesta inmune humoral y
celular. La inmunizacién subcutéanea de ratones BALB/c con tres dosis de nanoARC-
IMQ produjo titulos de IgG antigeno-especificos mas altos que el IMQ libre, que
nanoARC vacios, que LIPO-IMQ e incluso que el antigeno formulado en la emulsion
agua-en-aceite MONTANIDE™ ISA 763 A VG (adyuvante comercial para aplicacion
veterinaria de comprobada eficacia y preparacion simple). Adicionalmente, se vio
una respuesta celular similar respecto al mismo adyuvante (medida por la reaccion
de hipersensibilidad retardada y la expresion de citoquinas pro-inflamatorias en las
células del bazo de ratones). Bien es posible, entonces, que estos efectos positivos
gue no se obtienen con los nanoARC vacios se deben a la alta incorporacion de
IMQ por las razones anteriormente nombradas. Comprobamos, con estos estudios,
gue la vacunacion profildctica con nanoARC-IMQ mezclado con ATL
(adyuvante+antigeno), fue capaz de inducir una respuesta humoral y celular
potente, que posiblemente pueda proteger a los individuos vacunados ante una
infeccion. Esta ultima suposicion todavia debe ser contrastada.

Como dije mas arriba, otra de las posibilidades era utilizar nuestra formulacién como
agente inmunoterapéutico per se (es decir, como inmunoterapia activa inespecifica,
sin la utilizacion de antigenos especificos). Esto lo testeamos en ratones C3H/HeN
en colaboracion con el laboratorio de Inmunologia y Parasitologia Médica de la UBA.
Los ratones fueron infectados con parasitos de T. cruzi y luego fueron tratados con
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distintas formulaciones, incluyendo al BZ, uno de los dos agentes antiparasitarios
empleados en el tratamiento de la enfermedad de Chagas. Al igual que con el BZ,
los nanoARC-IMQ mantuvieron la sobrevida de los ratones en un 100% vy
disminuyeron significativamente la parasitemia, comparado con el IMQ libre,
nanoARC vacios y solucion salina. Asimismo, los ratones tratados con nanoARC-
IMQ tuvieron un aumento significativo en los niveles de anticuerpos IgG especificos
anti-T. cruzi en comparacion con BZ y, en lo que respecta a los isotipos IgG2a/lgG1,
se vio una mayor proporcion de IgG2a con el tratamiento con nanoARC-IMQ, lo que
indicaria que se desarrollé en ese grupo de ratones una respuesta inmune de perfil
Thl, o celular. Aun mas, los niveles de citoquinas pro-inflamatorias se vieron
aumentados en aquellos ratones que recibieron nanoARC-IMQ, en comparacion
con BZ. Y, los mas remarcable es que nuestra formulacién logré proteger a los
ratones sin generar dafios adversos en otros érganos. En general, el tratamiento
con BZ, si bien es efectivo en la eliminacion del parasito, tiene asociados efectos
adversos y no es eficaz para prevenir la progresion de la enfermedad, que, en un
cierto porcentaje de los infectados, conlleva a serios dafios cardiacos (Morillo et al.,
2015).

A diferencia del BZ, que actua directamente induciendo la formacion de radicales
libres y metabolitos electrofilicos dentro del parasito, y generando dafios sobre su
el ADN (Rajao et al., 2014), los nanoARC-IMQ ejercerian su efecto potenciando el
sistema inmune del animal infectado, para que el mismo genere proteccion contra

el parasito.

Con estos resultados concluimos que los nanoARC-IMQ son capaces de actuar
como moduladores del sistema inmune, sin la necesidad de incorporar antigenos.
Dado que la terapia tripanocida sin antigenos funcion6 en los ratones, hipotetizamos
gue podriamos utilizar a los nanoARC-IMQ como agentes terapéuticos contra
enfermedades no infecciosas en otros animales. Antes de abordar de lleno
experimentalmente esta cuestion decidimos revisar extensivamente la bibliografia,
buscando publicaciones en revistas de referato donde se utilizaran sistemas

nanoparticulados para el delivery de ligandos de TLRs en el campo veterinario. Este
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trabajo de investigacion es lo que comentamos en la seccion 7. Potencialmente, los
sistemas nanoparticulados de delivery de agonistas de TLRs podrian generar
grandes beneficios en la industria ganadera y veterinaria, sobre todo en lo que
refiere a su uso como adyuvantes de vacunaciéon profilactica contra enfermedades
infecciosas del ganado o, incluso, como inmunoterapia contra otras enfermedades
gue afectan animales domeésticos. Sin embargo, existe una dificultad aun no
resuelta, en lo que refiere al escalado de ciertos tipos de agentes nanoparticulados.
Los liposomas, por ejemplo, ya se fabrican industrialmente, y asi como son los
predominantes el campo de la medicina humana, parece que también son los que
mayores expectativas tienen en veterinaria. Nombramos como ejemplo, a dos
liposomas catidénicos comerciales formulados con CpG-ODNs (agonista de TLR9)
fabricados por Bayer Animal Healthcare. Los resultados vistos con otros tipos de
NPs poliméricas (como PLGA, PA o quitosano) son realmente prometedores, pero
los procesos de escalado de esos sistemas aun no han sido puestos a puntos

eficientemente.

Por otro lado, parece ser que las NPs para el tratamiento de cancer en animales
domésticos todavia tienen mucho potencial para dar. Eso que ya es una realidad
para los seres humanos, esta lejos de ser asi para los animales. En consecuencia,
suponemos que la puesta a punto de la preparacion y caracterizacion de los
nanoARC-IMQ de este trabajo de tesis, ha abierto la puerta para investigar su
eficacia terapéutica en otros animales. Por ejemplo, su utilidad como terapia contra
cancer de células basales en perros y gatos es algo que se comenz0 a evaluar pero
gue quedd a mitad de camino, debido al evento epidemiolégico que ha sacudido
enormemente las actividades en este comienzo del afio 2020, y es, sin dudas, algo
gue debera ser retomado.

Si han llegado hasta aca, ya sea porque se han tomado el trabajo de leer todo el
documento o simplemente alguna seccion, les agradezco por su tiempo y espero

gue les haya servido.

Sin mas, jlos saludo con un abrazo fraterno!
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