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Resumen

Esta Tesis doctoral comenz6 con la basqueda de una explicacion para la elevada tasa de
captura de arqueosomas (ARQ) preparados en base a arqueolipidos polares totales (APT),
extraidos de la arquebacteria hiperhalofila no alcalifilica Halorubrum tebenquichense.
Cuando analizados cualitativamente por ESI-MS, los APT resultaron ser una mezcla de 5
estructuras, algunas de ellas emparentadas: el analogo arqueol [2,3-di-O-fitanil-snglicerol]
de fosfatidilglicerol: PG, el metil ester de fosfatidilglicerofosfato PGP-Me, la cardiolipina BPG
(fosfolipido dimerico con 4 cadenas hidrofébicas analogo glicerol dieter del
bisfosfatidilglicerol:  sn-2,3-di-O-fitanil-1-fosfoglicerol  -3-fosfosn-di-O-fitanilglicerol), los
arqueoles diglicosil sulfatados [que derivarian del manosilglucosil-difitanilglicerol (DGD)]:
SDGD5 (1-O-[a-D-manosa-(2°-SO3H)-(1'a  2)-a-D-glucosa]-2,3-di-O-fitanil-sn-glicerol),
precursor a su vez de una segunda cardiolipina, la SDGD5PA (2-SO3H)-Manp-a 1,2Glcpa-
1-1-[sn-2,3-di-Ofitanilglicerol]-6-[fosfo-sn-2,3-di-O-fitanilglicerol].
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Lista de abreviaturas, siglas y simbolos

A
AF: anisotropia de fluorescencia
ANMAT: Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Techologia
Médica
APC: células presentadoras de antigeno
ApH: arqueosomas pH sensible
A-PMe: arqueosomas PGP-Me
A-PMe-GA: arqueosomas PGP-Me y GA
ARQ: argqueosomas
ARQg: arqueosomas gigantes
AZ: azitromicina

CBM: concentracion minima bactericida
CCD: cromatografia en capa delgada

CEM: cromatografia de exclusién molecular
CHEMS: colesteril hemisuccinato

CIM: concentracién minima inhibitoria

Crio-TEM: microscopia electrénica de transmisién por criofractura

DAMP: patrones moleculares de dafio asociado
DC50: dosis citotdxica 50

DLS: dispersion dinamica de la luz

DMSO: dimetilsulféxido

DOPE: Dioleil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina
DP: dexametasona 21-fosfato sal disodica
DPX: P-xileno-bis-piridinio

DS: desvio estandar

DS: desvio estandar

EMC: endocitosis mediada por clatrina
EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica
ERO: especies reactivas de oxigeno

ESI-MS: espectroscopia de masa por ionizacion con electrospray

FDA: Administracion de Drogas y Medicamentos
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FQ: fibrosis quistica

FSC: forward scatter

GA: glicoarqueolipido
GP: polarizacién generalizada

h: hora

HPTS: sal trisédica de acido 8-hidroxipireno-1,3,6-trisulfénico
HRB: hiper-reactividad bronquial

HSPC: L-a-fosfatidilcolina 1,2-hidrogenada

IF: intensidad de fluorescencia
IP: ioduro de propidio

L: nanoliposomas de HSPC y colesterol
LD50: dosis letal 50

LDH: lactato deshidrogenasa

Lg: liposomas gigantes

LpH: liposoma pH sensible

LPS: lipopolisacarido

L-PS: liposomas con fosfatidilserina
LPT: arqueolipidos polares totales

Ls: nanoliposomas SPC

Ls-GA: nanoliposomas de SPC con GA
LT: Lipidos Totales

LUV: vesiculas unilamerales grandes

m/m: masa/masa

m/z: relacibn masa/carga

m:m: relaciébn masa:masa

M1: macrofagos con activacion clasica
M2: macréfagos con activacion alternativa
MA: macrofagos alveolares

MCA: muerte celular accidental

MCR: muerte celular regulada

MEC: matriz extracelular

min: minuto
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MLV: vesiculas multilamelares
MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol- 2-yl)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio

NP: nanoparticula

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
oxLDL: LDL oxidada, lipoproteina de baja densidad

PBS: buffer fosfato salino

pdi: indice de polidispersidad

PEG: polietilenglicol

PLAZ2: fosfolipasa A2

PMA: forbol 12-miristato 13-acetato
Poly(C): &cido policitidilico (5" potasico
Poly(l): acido poliinosinico (5') potasico
PS: L-o-fosfatidil-L-serina

RG: receptor de glucocorticoide

RhPE: LissamineTM rhodamine B 1,2-dihexadecanoyl-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina, sal de trietilamonio

RM: receptor de manosa

RN: rojo neutro

RS: receptor scavenger

RS-Al/Il: receptor scavenger de clase A
RTf: receptor de transferrina

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

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

SFB: Suero Fetal Bovino
SP: surfactante pulmonar
SPC: fosfatidilcolina de soja
SSC: side scatter

TEM: microscopia electrénica de transmision

TLR: receptores tipo Toll o Toll like receptors
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v/v: volumen/volumen

y: tensién superficial
Yeq: tension superficial en equilibrio
T: presion superficial

Tleq: Presion superficial en equilibrio
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CAPITULO 1

1. Introduccion: nanomedicinas inhalables
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1.1 Definiciones sobre nanomedicina

La nanotecnologia es el término popular para la construccion y utilizacién
de estructuras funcionales con al menos una dimension caracteristica medida en
nandmetros. Un nanémetro es una milmillonésima parte de un metro (10° m) y
esto es aproximadamente cuatro veces el diametro de un atomo individual. Las
proteinas, por ejemplo, tienen un tamafio de entre 1 a 20 nm y los virus tienen
un tamafio aproximado de 100 nm. La nanomedicina se puede definir de una
manera amplia como la aplicacién de la nanotecnologia a la medicina. Esta rama
de la nanotecnologia abarca el uso de nanoparticulas (NP) y nanodispositivos

para diagnostico y terapéutica (Jain & Jain, 2017).

Las NP forman la mayor parte de los hanomateriales que se investigan en
el area biomédica. Las principales familias de NP son nanoesferas -con una
estructura homogénea en toda la particula- y nanovesiculas —con una estructura
de esfera hueca- (Jain & Jain, 2017). Ambos tipos de NP pueden estar fabricadas
de diferentes materiales, las NP orgénicas o “soft’ estan construidas con materia
blanda: liposomas, micelas, emulsiones, dendrimeros y nanoestructuras
poliméricas o proteicas. Las NP inorganicas o “hard” son NP metalicas,

ceramicas o quantum dots (Etheridge et al., 2013).

Las propiedades fisicoguimicas Unicas y la performance en sistemas
biolégicos de los nanomateriales hacen que sean de gran interés para
aplicaciones médicas (Howard, 2016). La definicion de nanomaterial segun la
Comision Europea es la de "un material natural, incidental o manufacturado que
contiene particulas, en un estado no unido o como un agregado o aglomerado y
donde, el 50% o mas de las particulas tiene una o mas dimensiones externas
gue estan en el rango de tamafio 1 nm - 100 nm". Alternativamente, también es
un nanomaterial “si tiene una superficie especifica por unidad de volumen de
mas de 60 m? / cm3” (Comisién Europea, 2011). Hay varios fenébmenos que son
caracteristicos de los nanomateriales y que tienen aplicaciones directas en el
campo de la salud. Las propiedades oOpticas y de dispersion de la luz exhibidas
por NP metalicas de diferentes tamafos, formas y composiciones, se utiliza en

biosensores de diagnostico (Rosi & Mirkin, 2005). El cambio magnético a
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superparamagnético que se genera en la nanoescala de ciertos materiales se
puede utilizar para aplicaciones de imagenes moleculares (Larsen et al., 2009).
El aumento de la solubilidad que se produce a escala nanométrica se utiliza en
nanocristales para la disolucion de farmacos poco solubles, ampliamente
utilizados en la industria farmacéutica (Junghanns & Miller, 2008). Las NP sirven
como nanovehiculos para la administracion de agentes terapéuticos porque
exhiben propiedades bioldgicas Unicas que pueden utilizarse para tener una
mayor eficacia y menor toxicidad en los pacientes (Howard, 2016). Esto ultimo,
se debe en parte, a la capacidad de las NP para circular y extravasarse a través
de las barreras endoteliales en el tejido y entrar en las células por endocitosis,
ambos procesos dependientes del tamafio (Blanco, Shen, & Ferrari, 2015).
Ademas, la gran area superficial de las NP potencia la capacidad de funcionalizar
la superficie para estrategias de targeting o para evitar su reconocimiento por el
sistema polimorfonuclear (Davis & Shin, 2008; Howard, 2016). Sin embargo,
estos efectos biolégicos no estan estrictamente limitados a un tamafio maximo
de 100 nandmetros y aunque una parte de la nanomedicina utiliza tamafios de
100 nm o menos, este limite excluye muchas aplicaciones con consecuencias
significativas para el campo. En varios trabajos de revision se propone extender
el rango de tamafio para las nanomedicinas (Jain & Jain, 2017). Por ejemplo en
(Etheridge et al., 2013) se propone extender el rango hasta 300 nm porque los
autores opinan que, “abarca mejor el comportamiento fisiolégico tnico de los
materiales”. Mas aun en (Wagner, Dullaart, Bock, & Zweck, 2006) proponen
extender el limite de lo que se considera una nanomedicina hasta 1000 nm de
tamano, ‘porque hasta éste limite no solo se obtienen resultados novedosos sino
que se requieren técnicas quimicas y de fabricacién novedosa y cientificamente

exigente’.

La gran mayoria de las nanomedicinas comerciales o que estan en fase
clinica de investigacion se administran por via endovenosa para el tratamiento,
principalmente, de diferentes tipos de tumores y ~ 80 % entran en el grupo de
nanomedicinas soft (Etheridge et al., 2013). Durante los primeros afos de la
década de 1990 se aprobaron las primeras nanomedicinas comercializables. La
primera fue la formulacion de anfotericina B liposomal (Ambisome) para el

tratamiento de infecciones fungicas sistémicas en Europa, en el afio 1990 (T. M.
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Allen & Cullis, 2013), Mientras que la formulacion liposomal de doxorrubicina
(Doxil®) fue la primera aprobada por la Administracién de Comidas y Drogas de
Estados Unidos (FDA) para el tratamiento de tumores sélidos en el afio 1995
(Bobo, Robinson, Islam, Thurecht, & Corrie, 2016).

Nanocapsula polimérica
10-1000 nm

NP de silica mesoporosa
Liposoma 100 — 200 nm
70 - 250 nm
NP de dxido de hierro
1-100 nm 30

NP de oro
Micela 20 nm
4

Dendrimero

—-6nm \ i
5nm &w% !
Quantum dot = =
2-6nm V7 w
: -
Qo S -
9 -

— Virus VIH
120 nm

Hemoglobina

o8 5nm

1nm 10 nm 100 nm 1000 nm

Figura 1 — Nanoparticulas (NP) de distintos tamafios y materiales, molécula de
hemoglobina, virus de HIC y bacteria Staphylococcus aureus en un rango de 1 a 1000
nm. Los dibujos no estan realizados a escala. La imagen se realiz6 a partir de
ilustraciones e informacion de (Gentile et al., 1994; Kothamasu et al., 2012; Monteiro et
al., 2015; Nanomedicine, 2018; Richards, Maruani, & Chudasama, 2017; van Rijt, Bein,
& Meiners, 2014; Watermann & Brieger, 2017).

1.2 Liposomas como sistemas de delivery de farmacos

Los liposomas se definen como vesiculas de fosfolipidos que consisten en
una o mas bicapas lipidicas concéntricas que encierran espacios acuosos
discretos (Sercombe et al., 2015). Estdn compuestos, principalmente, por
moléculas que derivan o basan su estructura en lipidos de membranas
bioldgicas, moléculas anfifilicas que tienen una cabeza hidrofilica y dos cadenas
hidrofobas apolares. Cuando los fosfolipidos se dispersan en soluciones
acuosas, debido a su naturaleza anfipatica, tienen una fuerte tendencia a formar
membranas (Papahadjopoulos & Kimelberg, 1974). Por un lado, sus cabezas
polares prefieren interactuar con el ambiente acuoso; mientras que sus largas
cadenas alifaticas apolares promueven la interaccion entre ellas. Las cadenas

hidrofobicas de cada capa se enfrentan entre si y constituyen un compartimento
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interno lipdfilo que actiia como una barrera de permeabilidad. Las interacciones
hidrofébicas son fundamentales en la formacién de las bicapas lipidicas y las
fuerzas de van der Waals mantienen juntas las largas colas de hidrocarburos,
reforzando asi esta arquitectura. Por dltimo, los enlaces de hidrogeno y las
interacciones polares entre las moléculas de agua del entorno acuoso y las
cabezas polares de los lipidos estabilizan esta organizacion (Bozzuto & Molinari,
2015). La capacidad unica de las NP del tipo liposomal para atrapar tanto los
compuestos lipéfilos como los hidrofilos permite la encapsulacion de una amplia
gama de agentes terapéuticos. Las moléculas hidr6fobas se insertan en la bicapa
y las moléculas hidréfilicas quedan atrapadas en el interior acuoso (T. M. Allen,
1998; V. P. Torchilin, 2005). Los liposomas se pueden clasificar en funcion del
tamafo (pequefio, intermedio o grande) y lamelaridad (vesiculas uni-, oligo- o
multilamelares). La formacién de vesiculas unilamelares (LUV) o vesiculas
multilamelares (MLV) depende de los métodos de sintesis y homogenizacion
utilizados para su preparacion. Como los LUV (una bicapa lipidica, 50-250 nm)
encierran un ndcleo acuoso grande, son adecuados para la encapsulacion de
farmacos hidrofilos, mientras que, las MLV (dos o mas bicapas lipidicas
concéntricas organizadas como una cebolla, 1-5 ym) atrapan preferentemente

las drogas hidrofébicas (Bozzuto & Molinari, 2015).

Bicapa lipidica

colina Cadenas de

Fosfolipidos

]
(o]
|
[+]
fosfato (o.bo
9
I
Cl

glicerol

cadena hidrofilica

/

acidos grasos

cadena hidrofébica

Bicapa de Droga
fosfolipidos hidrofébica

Figura 2. llustracion esquemética del auto-ensamblaje de fosfolipidos en estructura de
bicapas y luego su posterior transformacién en liposomas unilamelares. Los liposomas
pueden contener drogas hidrofobicas en el interior de la membrana y drogas
hidrofilicas dentro del interior acuoso, asi como pueden estar funcionalizados con
polietilenglicol (PEG)(Deshpande, Biswas, & Torchilin, 2013; Nogueira, Gomes, Preto,
& Cavaco-Paulo, 2015).
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Los liposomas ofrecen varias ventajas como sistema de delivery de
farmacos: son biocompatibles, se autoensamblan (por lo que no requieren de
sintesis quimica para su preparacion), tienen la capacidad de transportar
grandes cantidades de farmacos y son muy versatiles, ya que se pueden
modificar una amplia gama de propiedades fisicoquimicas y biofisicas para
controlar sus caracteristicas biolégicas (Sercombe et al., 2015). Ejemplo de esto
altimo es la insercidn del polimero polietilenglicol (PEG) en la superficie liposomal
para estabilizarla estéricamente e inhibir la union de proteinas del suero. Los
liposomas peguilados no son reconocidos por el sistema fagocitico
polimorfonuclear lo que permite aumentar su tiempo de circulacién en sangre (T.
Allen, 1989).

1.3 Estrategias de delivery: targeting pasivo y activo

En el campo de la nanomedicina, el término targeting (de target: dirigir,
apuntar) se refiere al disefio de nanovehiculos terapéuticos con la intencién de
aumentar su acumulacion en los sitios del cuerpo que estan enfermos.
Histéricamente el targeting activo y pasivo se refiere a las nanomedicinas
equipadas o no con ligandos en su superficie, respectivamente (van der Meel,
Vehmeijer, Kok, Storm, & van Gaal, 2016). El targeting pasivo produce una
distribucion diferencial en el organismo de las nanomedicinas de manera
espontanea. Esencialmente, esta estrategia de targeting solo depende de las
propiedades fisiopatolégicas del tejido diana y de lograr que las nanomedicnas
tengan un tiempo de circulacién prolongado (V. Torchilin, 2011). El mecanismo
de targeting pasivo mas explotado, es el que se produce por el efecto de
permeacion y retencion amplificada (EPR, por sus siglas en inglés). El efecto
EPR se basa en una mayor permeabilidad en el endotelio vascular (debido a
fenestraciones de entre 200-2000 nm), y a una disminucion en el drenaje
linfatico, que evita el recambio rapido del fluido intersticial en la zona tumoral
(Bertrand, Wu, Xu, Kamaly, & Farokhzad, 2014). De este fenédmeno, 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).
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Por otra parte, el targeting activo -o targeting mediado por ligandos- se basa
en la incorporaciéon de ligandos de afinidad en la superficie de las NP.
Potencialmente, cuando las NP 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 NP 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 NP y la actividad terapéutica, se cree que
en el caso de muchas patologias, el targeting activo esta sujeto a la misma
localizacion fisiolégica que las NP sin ligandos y por lo tanto tiene un perfil de
distribucion y acumulaciéon similar. Sin embargo, el targeting activo puede
ofrecer ventajas en términos de captura celular una vez que la NP llega al tejido
diana (van der Meel et al., 2016). A tal fin, los ligandos se seleccionan para unirse
a moléculas de superficie o receptores sobreexpresados en 6rganos, tejidos,
células o dominios subcelulares enfermos (Bertrand et al., 2014). Una estrategia
clasica de targeting activo es la incorporacion en liposomas de moléculas de
folato adosadas a fosfolipidos, para realizar un delivery de agentes
quimioterapéuticos a células tumorales que tipicamente sobreexpresan el
receptor de folato (A. Gabizon, Shmeeda, Horowitz, & Zalipsky, 2004). A pesar
de que un gran numero de NP sin ligandos ha pasado pruebas clinicas o esta en
fases clinicas de desarrollo, hay muy pocas NP con ligandos que han progresado
en este sentido (T. M. Allen & Cullis, 2013). La mayoria son NP basadas en
lipidos que incorporan ligandos afines al receptor de transferrina (RTHf,
sobreexpresado 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 NP con ligandos, comparados con
las moléculas terapéuticas tradicionales o liposomas para targeting pasivo, esta
relacionado con los costos altos de desarrollo (fabricacion, obtencion de
anticuerpos, controles de calidad y propiedad intelectual) (Lammers, Kiessling,
Hennink, & Storm, 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 NP es como lograr

administrar agentes terapéuticos a través de la membrana plasmatica para llegar
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a las moléculas diana intracelulares. Teniendo en mente esto, otra de las
ventajas del 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.
La entrada a la célula se hace mediante el sistema vesicular endolisosomal, por
lo que esta estrategia solo es vélida si la molécula terapéutica es capaz de
sobrevivir al entorno acido y rico en enzimas de los endosomas y lisosomas (T.
M. Allen & Cullis, 2013).

1.4. Delivery intracelular mediante liposomas pH sensibles

Muchos agentes incorporados en NP deben acceder a sus receptores diana
intracelulares para ejercer su efecto terapéutico. Los liposomas, generalmente,
ingresan a las células por las vias endociticas y siguen una ruta degradativa.
(Jhaveri & Torchilin, 2016). Los endosomas maduran desde los endosomas
tempranos (pH interno 6,5) hasta los endosomas tardios (pH interno 6,5 a 5,5)
gue progresivamente se vuelven mas acidos y finalmente pueden fusionarse con
los lisosomas (pH interno 5 o inferior). Las NP que entran en una célula a través
de ésta via endocitica quedan atrapadas en los endosomas y finalmente
terminan en lisosomas, donde se degradan a través de la degradacion activa por
diversas enzimas lisosémicas digestivas. Dado que solo una pequefia fraccion
de los endosomas se degrada espontaneamente liberando su contenido, la
mayoria del material endocitado se degrada y nunca llega al citosol (Liu & Huang,
2013). Esto da como resultado una administracion restringida de agentes
terapéuticos a sus dianas intracelulares. El escape endosomal es, por lo tanto,
un cuello de botella critico para el suministro intracelular de moléculas (Shete,
Prabhu, & Patravale, 2014). Se han investigado varios enfoques para permitir un
escape endosomal eficaz de agentes terapéuticos, incluida la desestabilizacion
de la membrana endosdmica mediante agentes fusogenicos o la disrupcion
fotoquimica, la hinchazén osmotica para permitir el estallido de los endosomas y

el uso de péptidos formadores de poros (Shete et al., 2014).

Una de las estrategias para evitar la degradacion prematura de los agentes
terapéuticos, que transportan liposomas, es utilizar componentes que respondan

a cambios en el pH de entorno y que sean capaces de desestabilizar la
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membrana endosomal o romper endosomas al modificar los liposomas que se
encuentran en su interior; como el lipido dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) (V.
P. Torchilin, 2014). EI mecanismo biofisico que subyace a la capacidad de
responder a cambios de pH, exhibida por los liposomas que contienen DOPE,
radica en la forma molecular de los lipidos. Los lipidos cilindricos se ensamblan
en bicapas (fase laminar La), los que tienen forma de cono (area transversal de
la cabeza polar mas grande que el area transversal de las cadenas de acilo) se
autoensamblan en micelas. En particular, DOPE es un cono invertido (cabeza
polar pequefia y mal hidratada, con un area transversal menor en comparacion
con las cadenas de acilo). La forma del cono invertido favorece la formacién de
enlaces de hidrégeno entre las cabezas polares de DOPE (grupo amino y grupo
fosfato de DOPE adyacente) que disminuyen la hidratacion interfacial y
favorecen su ensamblaje en una fase hexagonal invertida (Hn). A pH fisiolégico,
las moléculas DOPE no forman bicapas, y por encima de la temperatura de
transicion de fase (10 °C), adoptan la fase Hi (Morilla & Romero, 2012).

Si se intercalan moléculas anfifilicas que tengan un grupo acido protonable
con carga negativa a pH fisiologico [como la molécula colesteril hemisuccinato,
(CHEMS)] entre las moléculas de DOPE, se favorece la repulsion electrostatica
y permite la formacién de estructuras de bicapa (fase La), lo que conduce a la
formacién de liposomas a pH y temperatura fisiol6gicos. Mientras que, a pH
fisiolégico se forman liposomas estables, la acidificacion desencadena la
protonacion de los grupos carboxilicos de las moléculas anfifilicas, reduciendo
su efecto estabilizador y llevando a la desestabilizacion liposémica (Simoes,
Moreira, Fonseca, Duzgunes, & de Lima, 2004) (Morilla & Romero, 2012). Esto
genera la fusion del liposoma con la membrana endosomal produciendo la
desestabilizacion del endosoma y la posterior liberacion, del contenido acuoso
con el agente terapéutico al citoplasma celular, donde estara mas disponible para

unirse a varias moléculas diana intracelulares (Jhaveri & Torchilin, 2016).
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Figura 3. Esquema del mecanismo de targeting activo y pH sensibilidad de liposomas
multifuncionales.
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Figura 4. llustraciéon que esquematiza la formacion espontanea de fases hexagonales
HIl a partir de DOPE. (Kraft, Freeling, Wang, & Ho, 2014).
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1.5 Nanomedicinas inhalatorias

La expansion del mercado de la nanomedicina y la utilidad de las NP ha
despertado un gran interés en el desarrollo de nanomedicinas que utilicen los
pulmones como ruta principal para el tratamiento local de enfermedades
respiratorias 0 para administracion sistémica. Los pulmones proporcionan un
medio no invasivo para la administracion sistémica de productos terapéuticos y
una ruta directa para el tratamiento de enfermedades pulmonares especificas
tales como trastornos pulmonares obstructivos cronicos, asma, fibrosis quistica,
infecciones pulmonares y cancer de pulmon. Algunas de las ventajas de la
administracion sistémica de farmacos a través de la via pulmonar son: evitar el
metabolismo del primer paso hepatico e intestinal, la baja actividad enzimatica
local de los pulmones (en comparacion con el tracto gastrointestinal), una gran
superficie de absorcion, un epitelio alveolar delgado y un abundante suministro
de sangre (Haque, Whittaker, McIntosh, Pouton, & Kaminskas, 2016; Mansour,
Rhee, & Wu, 2009). Dependiendo del tipo de administracion que se busque,
sistémica o local, se disefiara o elegird un tipo de nanomedicina en particular.
Por ejemplo, las NP basadas en lipidos tienen una acumulacion
considerablemente mayor y un tiempo de retencibn mas prolongado en los
pulmones que las NP no lipidicas (quantum dots, dendrimeros, NP de silica),
luego de la administracion por inhalacion (Garbuzenko, Mainelis, Taratula, &
Minko, 2014).

1.6 Estructuray fisiologia del pulmén

El pulmén humano es uno de los sistemas de 6rganos mas complejos del
cuerpo, se compone de 300 a 600 millones de alvéolos que aportan una
superficie de intercambio gaseoso de ~100 m?2. Las principales funciones de los
pulmones son transportar el oxigeno del ambiente a la sangre y eliminar el
didéxido de carbono a la atmosfera. Ademas, los pulmones son la puerta de
entrada para las particulas transportadas por el aire que incluyen contaminantes

ambientales, sustancias medicinales y gaseosas (Nahar et al., 2013).

La estructura pulmonar se divide en dos partes funcionales: las vias

conductoras que abarcan la region traqueobronquial, desde la laringe hasta los
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bronquiolos terminales; y la regién respiratoria o region alveolar, que comprende
los bronquiolos y alvéolos respiratorios. El tracto respiratorio estd muy bifurcado,
cada bifurcacién se conoce como generacion, en total en el arbol bronquial hay
~ 21 generaciones. EI 95% de la superficie total de los pulmones esta compuesta
por el area alveolar y un epitelio alveolar-vascular delgado con una extensa red

capilar (Moreno-Sastre, Pastor, Salomon, Esquisabel, & Pedraz, 2015).

Las vias respiratorias conductoras son los conductos cuya funcion principal
es suministrar gases casi totalmente estériles e hidratados a los alvéolos
periféricos para el intercambio de gases. En pulmones humanos, las vias aéreas
cartilaginosas se extienden hacia el interior del parénquima pulmonar y estan
rodeadas por abundantes glandulas submucosas. La trdquea, los bronquios y
los bronquiolos humanos estan revestidos principalmente por un epitelio
pseudoestratificado cuya superficie esta dominada por células ciliadas (Whitsett
& Alenghat, 2015). EI movimiento coordinado y direccional de los cilios impulsa
el aclaramiento mucociliar de las vias respiratorias (Horvath & Sorscher, 2008).
Las uniones fuertes que mantienen unidas a las células epiteliales pulmonares
estan mediadas por claudinas, conexinas, adhesinas y ocludinas, que crean una
barrera a las particulas externas y proporcionan integridad estructural a las vias
respiratorias (Whitsett & Alenghat, 2015). Las células basales localizadas debajo
del epitelio superficial sirven como progenitores de células ciliadas y células
secretoras y tienen un papel critico en la regeneracion del epitelio de las vias
aéreas después de lesiones. El epitelio, también esta formado por células
secretoras, incluidas las células serosas, células Clara, neuroendocrinas y
caliciformes productoras de mucus, que se encuentran en ndmeros
relativamente bajos en las vias respiratorias normales (Whitsett & Alenghat,
2015). Las glandulas submucosas estan formadas por células caliciformes que
secretan fluidos y mucinas (proteinas altamente glicosiladas) y células serosas
que secretan proteinas antimicrobianas como (-defensinas, lisozima vy
lactoferrina; su cantidad y actividad secretora también estan influenciadas por la

presencia de lesiones y/o infeccién (Wine & Joo, 2004).

A diferencia de la gran diversidad de células que hay en las vias de conduccion,
solo dos tipos recubren los alvéolos. Las células alveolares tipo I, son células

escamosas que cubren aproximadamente el 90% de la superficie alveolar en los
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pulmones adultos e interactan estrechamente con las células endoteliales de
los capilares pulmonares (Whitsett & Alenghat, 2015). Las otras células que
recubren los alvéolos son células epiteliales cuboidales tipo Il. Estas ultimas son
las células productoras y secretoras de surfactante pulmonar ya que sintetizan y
almacenan lipidos, en forma de cuerpos lamelares y proteinas (SP-A, SP-B, SP-
C y SP-D) que median la homeostasis del surfactante, cuya funcion es reducir la
tension superficial alveolar durante el ciclo respiratorio (Perez-Gil & Weaver,
2010). Las células alveolares tipo Il también son las principales células
progenitoras durante la reparacion de los alvéolos por su capacidad de
autorenovarse y ser las precursoras de las células tipo | (Barkauskas et al., 2013;
Whitsett & Alenghat, 2015). Si bien la delgada barrera de tejido entre la interfase
aire-sangre tiene, en promedio 2 ym de espesor, mas de la mitad del area es de
solo algunos cientos de nanémetros (Tsuda & Gehr, 2014).

Epitelio pseudoestratificado
Células ciliadas

Células calciformes

Células serosas

esoonwgns
e|npueio

TRAQUEA

Células Clara

Jeljooonw
ojusiwelePy

Unidad alveolar

) ) o Tipo Il
BRONQUIOS Células epiteliales —

Células endoteliales

Mipo |

R e Capilar‘
_BRONQUIOLOS ‘

Macréfagos

Intercambio alveolares

gaseoso _— %&M
- Surfactante pulmonar
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Figura 5. llustracion del epitelio pseudoestratificado de las vias en las vias de
conduccion y de un alveolo pulmonar. Imagen modificada a partir de (Chen, Fillmore,
Hammerman, Kim, & Wong, 2014; Whitsett & Alenghat, 2015).
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1.7 Macréfagos alveolares

Los macréfagos alveolares (MA) ocupan el espacio luminal del epitelio
respiratorio, mientras que las células dendriticas inmaduras se encuentran en la
cara basal del epitelio que, eventualmente, pueden penetrar a través de las
uniones estrechas para atrapar material antigénico en el lumen alveolar (Tsuda
& Gehr, 2014).

Se cree que los MA desempefian un papel central en el mantenimiento de
la homeostasis inmunologica y la defensa del huésped en el pulmon. Estan
situados en el lumen de las vias respiratorias, muy cerca de la superficie de la
mucosa, donde normalmente son las primeras células inmunitarias que se
encuentran con las particulas foraneas (Mathie et al., 2015). El fenotipo de los
MA esta condicionado por los requisitos del tejido durante los procesos normales
y patolégicos. Su papel en la eliminacién de las células apoptoticas y restos
celulares, en condiciones normales o patoldgicas, es tan importante como su
participacion en las respuestas inmunoldgicas. Sin embargo, cada funcion
requiere plasticidad dentro de la poblacion de MA, de modo que se inhiban las
respuestas proinflamatorias hacia restos celulares o antigenos inocuos, pero que
no se vean comprometidas las respuestas inmunes efectivas contra
microorganismos patégenos (Hussell & Bell, 2014). La capacidad de los
macréfagos tisulares para adaptarse y llevar a cabo funciones tan dispares
condujo a su amplia clasificacion como macrofagos M1 (activacion clasica) o

macrofagos M2 (activacion alternativa) (Gordon, 2003).

1.8 Deposicion de particulas en los pulmones

Uno de los factores que influyen en la eficacia del suministro de farmacos
pulmonares es la dosis capaz de alcanzar las células diana en el pulmén; que
dependera del lugar donde se depositen las particulas inhaladas que contienen

el farmaco.

El diametro hidrodinamico de una particula es el factor principal que
determina la deposicion pulmonar de aerosoles en las diversas regiones del

tracto respiratorio. Los mecanismos por los que se depositan las particulas son:
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a) impactacion inercial (se da cuando las particulas son demasiado grandes y
mantienen su trayectoria independientemente del flujo de aire, por lo que
colisionan con las paredes del tracto respiratorio), b) la sedimentacion
gravitacional (proceso dependiente del tiempo en el cual las particulas se
asientan debido a la influencia de la gravedad) y c) la difusién (movimiento
browniano) (Carvalho, Peters, & Williams Ill, 2011). Por lo tanto, las particulas
mas grandes (>10 um) quedaran retenidas en la region orofaringea y la laringe
por impactacion inercial. Las particulas que tienen un tamafio entre 2 - 10 um
generalmente se depositan en la region tragueobronquial. La deposicion en las
vias respiratorias y los alvéolos de particulas de tamafio pequefio (0,5 - 2 ym),
es el resultado de la sedimentacion gravitacional. Las particulas con un tamafio
<0, 5 ym, como consecuencia de la difusion browniana, generalmente no se
depositan y se expulsan al exhalar -se elimina el 80% de particulas <1 pm

durante la respiracion- (Moreno-Sastre et al., 2015).

Region oro-faringea

Se depositan
particulas de
10-30 ym Se depositan
particulas de
2—-10 pm
I_l—
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Bronquios

Bronquiolos
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Bronquiolos
terminales
(1 generacion) v

Sedimentation

Zona de cbnduccién
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. & Alveolares
Bronquiolos  Conductos (309. oo millones de 250- |
respiratorios Alveolares 300 um de diametro)
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Diffusion

Zona respiratoria
Se depositan particulas < 2 pm

Figura 6. llustracion de la deposicién de particulas en las vias respiratorias segun su
tamafo. Imagen modificada a partir de (Carvalho et al., 2011; Nahar et al., 2013).
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1.9 Liposomas inhalables

Hasta la fecha, los liposomas han sido las NP biodegradables mas
ampliamente exploradas para la administracion controlada de agentes
terapéuticos a los pulmones y, por lo tanto, son las Unicas NPs que han entrado
en ensayos clinicos como nanomedicinas inhalables. Son altamente
biocompatibles porque se preparan a partir de materiales que imitan los
componentes de los pulmones, como los fosfolipidos (Haque et al., 2016). Los
farmacos hidr6fobos se pueden incorporar en liposomas, para facilitar la
administracion por inhalacion, sin excipientes potencialmente toxicos (T. M.
Allen, 2006). También se puede modificar el perfil de liberacion del farmaco,
prolongando su tiempo de residencia en el pulmoén y logrando asi una mayor
duracion del efecto terapéutico, como sucede con AmBisome, amikacina
liposomal (ARIKACE) y ciprofloxacina liposomal (Lipoquin y Pulmaquin), tres
formulaciones inhalables que estan siendo evaluadas en ensayos clinicos en
fase lll (Haque et al., 2016).

La incorporacion de farmacos en liposomas inhalables conlleva varias
ventajas: disminuye la absorcion sistémica al producir una liberacion lenta del
farmaco; pueden mejorar el perfil de tolerabilidad y reducir efectos no deseados
de medicamentos que no son bien tolerados, tienen un sabor desagradable o
causan tos (Cipolla, Gonda, & Chan, 2013). A su vez, los liposomas inhalados
pueden facilitar el acceso a células especificas del pulmén como MA, en el tracto
respiratorio (Vyas, Quraishi, Gupta, & Jaganathan, 2005; Wijagkanalan et al.,
2008). Una administracion inhalatoria exitosa exige ademas de ciertas
caracteristicas fisicoquimicas de los liposomas, un dispositivo inhalador que
produzca un aerosol con tamafios de particulas adecuados, ya que el sitio de
deposicion de liposomas en los pulmones dependera en gran medida del tamafio
y las propiedades aerodinamicas de la particula de aerosol que los contenga
(Haque et al., 2016).

1.10 Dispositivos inhalatorios para la administracion de liposomas

Existen numerosos dispositivos disponibles con propiedades vy

especificaciones que se utilizan para distintos tipos de formulaciones
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farmacéuticas. Dado que el dispositivo influye en gran medida en la formacion
del aerosol y éste en la deposicion de particulas, la eleccion del dispositivo
apropiado para una formulacion especifica es una de las etapas mas exigentes
durante la fase de desarrollo de una hanomedicina inhalable, y es imprescindible

para garantizar la eficacia de la formulacion del farmaco (Andrade et al., 2013).

Dentro de las categorias de tecnologias de dispositivos de inhalacion que
mas se utilizan se incluyen: nebulizadores, inhaladores de polvo seco (IPS,
generan particulas entre 1 — 2 um) e inhaladores de dosis medidas (IDM, utilizan
un cartucho presurizado que contiene el medicamento micronizado en una
suspension con etanol como co-solvente) (Sanchis, Corrigan, Levy, & Viejo,
2013).

Los IPS, son los inhaladores que mas se prescriben y combinan una
formulaciéon en polvo que contiene particulas en un rango de tamafio respirables
y un dispositivo que dispersa el polvo como un bolo de aerosol (Cipolla et al.,
2013). Los IPS son atractivos debido a su tamafo pequefio y portabilidad. Sin
embargo, las formulaciones de IPS pueden verse obstaculizadas por el mayor
tiempo de desarrollo y la dificultad de generar una formulacién de polvo seco
estable y dispersable a temperatura ambiente. Los IDM contienen una solucién
o0 suspension de farmaco disperso en un propelente que, al actuar, administra un
bolo de aerosol. Si bien la ventaja es que es un dispositivo econdémico y portable,
la desventaja es que los IDM no son muy eficientes, tienen un riesgo alto de uso
indebido y, por lo general, solo son apropiados para moléculas que son potentes
en dosis bajas (Cipolla et al., 2013; O’Donnell et al., 2009). Los nebulizadores
atomizan el liquido en gotitas usando aire comprimido o vibraciones
piezoeléctricas rompiendo la tension superficial del liquido y creando una capa
nebulosa. La desventaja de los nebulizadores es que los tiempos de tratamiento
son mas largos, la portabilidad reducida y se necesita una fuente de alimentacion
externa, como aire comprimido para nebulizadores jet, o energia de la bateria o
de la red eléctrica. Sin embargo son simples de usar y operar en bebés,
ancianos, pacientes con pulmones severamente comprometidos e incluso para
pacientes con ventilacion asistida; ya que no requieren coordinacién ni un

esfuerzo inspiratorio importante. A su vez la nebulizacion es la forma mas elegida
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y sencilla para administrar formulaciones liposomales en suspensién acuosa a

pulmon (Cipolla et al., 2013).

Durante décadas se han comercializado dos tipos de nebulizadores, los
nebulizadores jet y los nebulizadores ultrasénicos. Los nebulizadores jet operan
pasando un gas de alta velocidad a través de una boquilla "venturi" estrecha para
convertir el liqguido en aerosoles; (Najlah et al., 2014) de manera relativamente
ineficiente, con menos del 20% de la dosis cargada que llega a las vias
respiratorias. (Cipolla et al., 2013). Los nebulizadores ultrasénicos generan
aerosoles al emplear un cristal piezoeléctrico vibratorio de alta frecuencia. Pero
debido al calor generado durante la atomizacion generalmente no son aptos para
administrar suspensiones de liposomas grandes (Najlah et al., 2014) y otras
estructuras delicadas, como algunas macromoléculas. Mas recientemente, se ha
introducido un tercer tipo de nebulizadores, conocidos como nebulizadores de
malla vibratoria, que emplean placas perforadas que vibran para generar
aerosoles (Najlah et al., 2014). Estudios con este tipo de nebulizadores han
demostrado que, a diferencia de los dispositivos ultrasonicos, no calientan las
soluciones durante la atomizacion, (Dhand, 2002) tienen tasas de entrega mas
rapidas y mejor eficiencia, factores que contribuyen a una reduccion del tiempo
de tratamiento (Cipolla et al., 2013). Ademas, estos dispositivos incluyen mejoras
como un disefio compacto, portable y un funcionamiento silencioso que
promueven el cumplimiento del tratamiento (Lehofer et al., 2014). Un ejemplo
de dispositivos de malla vibratoria pasiva es el nebulizador Omron MicroAir NE-
U22 que emplea una placa perforada con alrededor de 6000 orificios conicos de
aproximadamente 3 um de diametro. Un cristal piezoeléctrico vibrante transmite
las vibraciones a la placa perforada, lo que produce una extrusion de fluido a
través de los agujeros de la malla vibratoria para producir el aerosol (Najlah et
al., 2014).

Tanto los procesos de nebulizacion jet como de malla generan un estrés
mecanico al exponer a las formulaciones liposomales a la interfase aire-liquido y
a fuerzas cortantes. Sin embargo, en el nebulizador jet, la formulacidén se expone
repetidamente al proceso de nebulizacion ya que > 98% de las gotitas de
nebulizado se vuelven a depositar dentro del nebulizador después de cada

pasada (Cipolla et al., 2013). Esto hace que los dispositivos de malla vibratoria
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Figura 7. Esquema del proceso de nebulizacién de liposomas por malla vibratoria.
Imagenes obtenidas de (Cipolla et al., 2013; HEALTHCARE OMRON, 2018)
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ejerzan efectos menos dafiinos sobre los liposomas. Ademas, el volumen
residual una vez completa la nebulizacion, es insignificante cuando se usan
soluciones de baja viscosidad (Najlah et al., 2014). Estas caracteristicas hacen
gue los nebulizadores de malla vibratoria sean los dispositivos mas eficaces para
la nebulizacion de liposomas. Sin embargo a pesar de tener una mejor eficiencia,
el estrés mecénico también puede afectar la integridad estructural de las
membranas liposdmicas y promover la liberacion de farmacos (Lehofer et al.,
2014).

1.11 Nanovesiculas arqueolipidicas: arqueosomas

Los arqueosomas (ARQ) son NP preparadas con uno o varios lipidos
extraidos de microorganismos del dominio Archaea (G. Sprott, Dicaire, Fleming,
& Patel, 1996). Las arqueas o0 arqueobacterias, son microorganismos
filogeneticamente distintos de las bacterias y eucariotas, aunque mas
relacionadas con estas ultimas. (Eme, Spang, Lombard, Stairs, & Ettema, 2017).
Morfologicamente son organismos unicelulares, sin ndcleo ni organelas
asociadas. Una de las caracteristicas que diferencia a las arqueas, de bacterias
y eucariotas, es la estructura de los lipidos de membrana. Estos lipidos, llamados
arqueoles, tienen uniones éter, una estereoconfiguracion del glicerol sn 2,3,
cadenas hidrocarbonadas ramificadas Czo (fitanilos) derivadas de isoprenoides y
pueden tener dimeros lipidicos con dos cabezas polares (bifitanilos) llamados
caldarqueoles que forman zonas monocapa en la membrana lipidica (Kate,
1993). En cambio los lipidos de bacterias y eucariotas tienen uniones éster,
cadenas hidrocarbonadas lineales y estereoconfiguracion sn 1,2 y son

monopolares.

En general las arqueas prosperan en ambientes extremos: los haléfilos en
sal saturada, los metandgenos en ambientes anoxicos y los termofilos extremos
a temperaturas muy altas. Los microorganismos haldfilos extremos 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, llamados bacterioruberinas, en la membrana citoplasmica, que
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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, concentraciones

salinas como las que se encuentran en el mar Muerto (Oren, 1994).
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Figura 8 — Estructura quimica y diferencias entre arqueolipidos y lipidos de bacterias y
eucariotas y tipos de membrana que pueden formar. Imagen modificada a partir de
(Valentine, 2007)

Halorubrum tebenquichense es una especie de arquea hiperhalofila,
aislada por primera vez en el lago Tebenquiche, en el desierto de Atacama, Chile
(Lizama et al., 2002). Posteriormente, en el Centro de Investigacion y Desarrollo
de Nanomedicinas (CIDeN) de la Universidad Nacional de Quilmes se aislé una
cepa de H. tebenquichense de Salina Chica, Peninsula de Valdés en la provincia

de Chubut, Argentina (Gonzalez et al., 2009). La composicién cualitativa de los
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lipidos polares que componen la membrana lipidica se determiné por tinciones
diferenciales en cromatografia en capa delgada de una dimension (Jose Morilla
et al.,, 2011) y espectroscopia de masa (Gonzalez et al., 2009), junto con los
datos bibliograficos de composicion lipidica de arqueabacterias haldfilas

extremas (Corcelli & Lobasso, 2006). Se identificaron cinco arqueolipidos:

a. El sulfoglicolipido, 1-O-[a-D-manosa-(2’-SOsH)-1’—2’)-a-D-glucosa]-2,3-
di-O-fitanil-sn-glicerol, SDGD-5 (m/z= 1055 como i6bn monocargado y m/z= 1113

correspondiente al SDGD-5 aducto con cloruro de sodio).

b. La cardiolipina glicosilada, 1-O-[a-D-manosa-(2’-SO3H)-1'—2’)-a-D-
glucosa]-2,3-di-O-fitanil-acido fosfatidico-sn-glicerol, SDGD-5-PA (m/z=1770

como ién monocargado).

c. El fosfolipido arqueal 2,3-di-O-fitanil-sn-fosfatidilglicerofosfato metilester,
PGP-Me (m/z= 899 como ién monocargado y m/z= 922 correspondiente al PGP-

Me aducto con sodio).

d. El fosfolipido arqueal 2,3-di-O-fitanil-sn-fosfatidilglicerol, PG (m/z=805

como ién monocargado).

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

fitanilglicerol, BPG (m/z=1521 como iébn monocargado).

Los ARQ, al igual que los liposomas son nanovesiculas; que se pueden
encontrar en forma de una bicapa (si se fabrican exclusivamente a partir de
arqueoles o con mezclas lipidicas que contienen arqueoles y lipidos no
arqueobacterianos) o una monocapa (si se fabrica exclusivamente a partir de
lipidos bipolares caldarqueoles) o una combinacion de monocapas y bicapas (si
estan hechas de caldargqueol y arqueoles u otros lipidos monopolares) (Kaur,
Garg, Rath, & Goyal, 2016).
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Figura 9a. Estructura quimica los lipidos polares totales extraidos del arquea
hiperhaléfila Halorubrum tebenquichense SDGD-5, SDGD-5PA y PGP-Me
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a) BPG

Figura 9b. Estructura quimica los lipidos polares totales extraidos del arquea
hiperhaléfila Halorubrum tebenquichense PG y BPG.

1.12 Aplicaciones biomédicas de ARQ

Los ARQ se han utilizado como potentes coadyuvantes para la induccion
de respuestas de células T, Thl, Th2 y CD8*, luego de su administracion
parenteral o tépica (Caimi et al., 2017; Higa et al., 2016; Higa et al., 2012;
Krishnan, Sad, Patel, & Sprott, 2003). Si bien no esta del todo elucidado el
mecanismo de induccion de la respuesta inmune, los diversos grupos de la
cabeza polar pueden facilitar interacciones inmunoestimulantes Unicas con las

células presentadoras de antigenos (G. D. Sprott et al.,, 2003). Los ARQ
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preparados a partir de arquelipidos de Methanobrevibacter smithii han sido muy
bien caracterizados por su capacidad adyuvante, que se deberia a la presencia
de arqueaetidil serina. La serina promoveria la interaccion con el receptor de
fosfatidilserina expresado en células presentadoras de antigeno (APC), esta
union mediaria la internalizacién de los ARQ con el antigeno incorporado y la
posterior presentacion cruzada del antigeno en moléculas de MHC de clase |. A
su vez la union con el receptor de fosfatidilserina regularia positivamente la co-
estimulacién de las APC sin produccion manifiesta de citoquinas inflamatorias
(Krishnan & Sprott, 2008). Recientemente, los ARQ estan siendo evaluados, en
estudios pre-clinicos, como sistemas de delivery de agentes terapéuticos, en
donde han mostrado que mejoran su eficiencia terapéutica tanto in vivo como in
vitro  Ejemplo de esto es la incorporaciéon en ARQ del quimioterapéutico
paclitaxel (Alavi et al., 2014) o de las drogas antituberculosas isoniazida y
rifampicina (Attar et al., 2017). Ademas se los ha probado como sistema de
delivery topico de agentes antioxidantes naturales como compuestos fendélicos
derivados de la oliva (Gonzélez-Paredes et al., 2011) o betametasona
(Gonzélez-Paredes et al., 2010); y como vehiculo para la administracion oral de
insulina (Li, Chen, Sun, & Xu, 2010).

1.13 Ventajas estructurales de ARQ

Las ventajas en la utilizaciéon de ARQ, como sistema de vehiculizacion de
agentes terapéuticos, con respecto a liposomas convencionales, radican en dos
cuestiones: su elevada tasa de internalizacion celular (Higa et al., 2012; Krishnan
et al., 2003) y su estabilidad estructural. La presencia de cadenas isoprenoides
completamente saturadas otorgan estabilidad frente a la degradacion oxidativa
(Benvegnu, Lemiegre, & Cammas-Marion, 2009). Los enlaces éter son mas
estables que los ésteres en un amplio rango de pH (Patel, Agnew, Deschatelets,
Fleming, & Sprott, 2000). La estereoquimica inusual sn 2,3 de glicerol disminuye
el ataque de las fosfolipasas liberadas por otros organismos (Patel et al., 2000;
G. Sprott et al., 1996). La estructura ramificada de las cadenas alquil ayuda a
reducir la temperatura de fusion y la permeabilidad de la membrana lo que

confiere alta estabilidad térmica (Brown, Venegas, Cooke, English, & Chong,
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2009; Caimi et al., 2017; Choquet, Patel, Beveridge, & Sprott, 1992; G. Sprott et
al., 1996).

Por otra parte, con respecto a la seguridad y biocompatibilidad, los ARQ
han demostrado ser bien tolerados y relativamente seguros para posibles
aplicaciones en vacunas (Patel, Omri, Deschatelets, & Dennis Sprott, 2002), ya
gue no se detectaron anticuerpos anti-lipidos significativos ni hemolisis cuando
se los inyecto por via subcutanea en ratones. Ademas, las arqueas no tienen en
su membrana liposolisacaridos (Eckburg, Lepp, & Relman, 2003) y los ARQ
preparados con lipidos de Thermoplasma acidophilum y M. smithii no activan los
receptores TLR2 yTLR4 (Krishnan et al.,, 2007). Aun mas, a diferencia de
bacterias y hongos, aunque hay arqueas que son mesdfilas y habitan en el
cuerpo humano (intestino delgado, piel) no se han identificado especies de
arqueas patogénicas hasta la fecha (Cavicchioli, Curmi, Saunders, & Thomas,
2003; Gill & Brinkman, 2011).

1.14 Técnicas de preparacion y caracterizacion de nanovesiculas

Tanto los ARQ como los 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 fabricacién de nanovesiculas es
la hidratacion de la pelicula lipidica o el método de Bangham (V. Torchilin &
Weissig, 2003). Brevemente, este método implica la disolucion del lipido en un
disolvente orgéanico, la evaporacion del disolvente y la dispersion de la pelicula
de lipidos obtenida, en medios acuosos. El agente terapéutico que se desea
incorporar puede incluirse en los medios acuosos (para moléculas hidréfilicas) o
en la pelicula de lipidos (para moléculas hidréfobas). Una de las desventajas de
esta técnica es que la eficacia de encapsulacion de las drogas solubles en agua
es baja (5% -15%). Ademds, 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
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liposomas fabricados con esta técnica, se requiere un procesamiento de
homogenizacion de tamafios. Los métodos mas comunes para esto son la
sonicacion, la extrusion y la homogeneizacion a alta presion. La sonicacion se
usa para reducir el tamafo 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, Richardson, Grigg, Welling, & Knudson,
2006). El método de extrusion de membrana reduce el tamafio de los liposomas
(LUV grandes o MLV) haciéndolos pasar a través de un filtro de membrana con

un tamafo de poro definido (Berger, Sachse, Bender, Schubert, & Brandl, 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.

La forma de las nanovesiculas se puede evaluar usando técnicas de
microscopia electronica. La lamelaridad puede determinarse usando tincion
negativa y / o liofilizacién para microscopia electrénica de transmision (TEM),
TEM por criofractura (crio-TEM) y analisis de resonancia magnética nuclear
(Bozzuto & Molinari, 2015). Varias técnicas estan disponibles para la
determinacion y distribucién del tamafio, entre las mas aplicadas se incluyen la
dispersion dindmica de la luz (DLS) (Ostrowsky, 1993) y las técnicas de

microscopia antes mencionadas (Ruozi et al., 2011).

La técnica de DLS mide las fluctuaciones en la intensidad de la luz
dispersada en funcion 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
determinacion de la distribucion de los coeficientes de difusion de los liposomas,
gue se convierten en una distribucion de didmetro hidrodinAmico mediante la
ecuaciéon 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, Watton, & Krygsman, 1991). El pdi
indica el grado de variacién de los valores de tamafios obtenidos y por lo tanto

es un indicador de la homogeneidad de tamafios en la poblacién; valores de pdi
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cercanos a 0 indican una poblaciébn monodispersa, mientras que valores mas
cercanos a 1 indican una poblacién altamente polidispersa. Por el contrario, las
técnicas de microscopia electronica, tales como TEM y cryo-TEM proporcionan
una determinacion precisa del tamafio de los liposomas, ya que permiten la
visualizacion 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 { 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 floculacién y la agregacion durante
periodos mas largos, haciendo que dichas particulas sean mas estables. El
potencial { es una medida de la magnitud de la repulsion o atraccidén entre las
particulas. Si todas las particulas en suspension tienen una gran diferencia de
potencial ¢, modulo >30 mV, las cargas superficiales generan repulsion y no
habra tendencia a la agregacién. Sin embargo, si las particulas tienen valores
bajos de potencial , entre -30 y +30 mV, entonces no habra fuerzas necesarias
para evitar la agregacion de las particulas. Por lo tanto esta técnica es relevante
para evaluar y predecir la estabilidad de una formulacion nanovesicular, por

ejemplo, durante su almacenamiento (Hunter, Midmore, & Zhang, 2001).
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CAPITULO 2

2. Arqueosomas: unién a receptores,
citotoxicidad y mecanismos de muerte
celular
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2.1 Objetivo

Los objetivos de este Capitulo fueron evaluar la capacidad de
glicoarquelipidos de incrementar la captura celular de nanovesiculas, determinar
mediante qué receptores son endocitados los argueosomas y evaluar la
citotoxicidad y mecanismos de muerte celular que podrian inducir sobre

macrofagos.
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2.2 Introduccidn

Para llevar a cabo el targeting y delivery intracelular de un cargo
transportado por un agente terapéutico nanoparticulado, es necesario su ingreso
eficiente a través de la barrera de la membrana plasmatica celular. Por lo tanto,
es esencial conocer el o los mecanismos mediante los que dicho material

nanoparticulado ingresa a la célula.

La membrana celular es impermeable a macromoléculas de méas de 1 kDa.
Sin embargo, las células poseen una variedad de mecanismos de internalizacién
activa que permiten ingresar material micro y nanoparticulado a su interior. En
términos generales la membrana celular se invagina para envolver material
particulado y fluido extracelular en una vesicula intracelular llamada endosoma,
que posteriormente realizara el transito del material internalizado en un proceso
conocido como endocitosis (Bareford & Swaan, 2007). Las células contienen
poblaciones heterogéneas de endosomas originados en diferentes sitios de la
membrana celular equipada con distintas maquinarias endociticas. Los
endosomas pueden ser procesados de distintas formas: i) entregando su carga
a otros compartimentos intracelulares especificos o ii) fusionandose con
lisosomas para reciclar y liberar la carga al medio extracelular o iii) liberando su
carga intacta a través de las células en un proceso conocido como transcitosis
(Sahay, Alakhova, & Kabanov, 2010).

Los principales mecanismos endociticos son la fagocitosis y la pinocitosis.
La fagocitosis es utilizada principalmente por células dendriticas, neutrofilos y
macréfagos. La pinocitosis es llevada a cabo por todos los tipos celulares y se
puede subdividir en endocitosis mediada por clatrina, endocitosis mediada por
caveolina, endocitosis independiente de clatrina / caveolina y macropinocitosis
(Yameen et al., 2014).

Si bien las moléculas y NP pequefias (<1 nm) pueden ingresar a la célula
simplemente difundiendo a través de la bicapa lipidica, en tanto las
microparticulas son capturadas por fagocitosis o0 macropinocitosis, en general el

mecanismo endocitico involucrado en la captura de material particulado depende
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del tamafio, geometria y superficie del material, y definira su posterior trafico y
localizacion final intracelular (Zhang, Gao, & Bao, 2015).

2.2.1 Mecanismos de endocitosis de material particulado

La fagocitosis es un mecanismo endocitico que permite capturar
particulas con tamafios >500 nm, y que necesita del reconocimiento y union de
ligandos por receptores de membrana. Las células fagociticas profesionales son
macrofagos, neutréfilos y células dendriticas. Mediante este mecanismo los
fagocitos profesionales capturan particulas extrafias, células apoptéticas y
microorganismos infecciosos (bacterias y virus) como parte de la respuesta
inmune innata y adaptativa y para mantener la homeostasis (Flannagan,
Jaumouillé, & Grinstein, 2012). Las particulas a ser fagocitadas son reconocidas
primero por receptores de membrana. Dichos receptores reconocen opsoninas
como anticuerpos IgG e IgM, proteinas de complemento (C3, C4 y C5) u otras
proteinas plasmaticas que recubren la superficie de las particulas formando una
“corona proteica” (Corbo et al., 2016). La corona proteica es reconocida por los
receptores superficiales de las células blanco y dicha interaccion desencadena
la formacién seud6podos que atrapan la particula que es englobada en vesiculas
llamadas fagosomas (Yameen et al., 2014). Finalmente, los fagosomas se
fusionan con los lisosomas, donde la particula contenida serd destruida por
acidificacién y enzimdlisis. Teniendo en cuenta esto ultimo, si se quiere mantener
la integridad de la particula y su cargo, serd necesario evitar el paso final de
destruccién lisosomal asociada a este mecanismo de internalizacion (Kou, Sun,
Zhai, & He, 2013). La fagocitosis de particulas depende de su geometria. Las
particulas esféricas tienden a ser capturadas mas facilmente, mientras que para
otras geometrias su internalizaciéon dependera del angulo que se forma entre la
membrana en el punto de contacto inicial y la linea que define la curvatura de la
particula en este punto (Q). La velocidad de internalizacion es positiva a Q<45°,
significando que la particula se internaliza. Sin embargo, cuando el angulo
excede el valor critico (~45°), la velocidad de internalizacion es cero y los
macrofagos Unicamente se extienden sobre la particula y pierden su capacidad
de internalizarla (Champion, Katare, & Mitragotri, 2007), como se muestra en la
Fig. 1.
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Figura 1- Efecto de la geometria de la particula sobre la fagocitosis. Modificado a
partir de (Sahay et al., 2010).

La macropinocitosis es un mecanismo endocitico mediado por actina
donde las células internalizan una cantidad considerable de volumen de liquido
extracelular a través de vesiculas grandes (diametro de 0,5-10 um) conocidas
como macropinosomas. A diferencia de la fagocitosis no necesitan de unién a
receptores de membrana y generalmente las particulas de tamafio micrométrico

se internalizan a través de esta via (Yameen et al., 2014).

En la endocitosis mediada por clatrina (EMC), la unién de un ligando con
su correspondiente receptor de membrana desencadena la formacion de un
entramado poliédrico de clatrina en la superficie citosolica de la membrana
celular, lo que ayuda a deformar la membrana en una invaginacion de ~150 nm
gue luego se fusionara generando vesiculas recubiertas de clatrina. La vesicula
resultante tiene un didmetro de 100-120 nm; que al cabo de 5 a 10 minutos se

fusionara con endosomas y finalmente con lisosomas entrando en una ruta
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degradativa (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 citosdlico de la membrana plasmatica, formando una
estructura en forma de matraz de ~ 50-80 nm de diametro (Zhang et al., 2015).
En comparacion con la EMC, este mecanismo es mas lento y esta mediado por
vesiculas mas pequefias. Las NP capturadas por este mecanismo en cierta
medida evitan un destino degradativo y acceden al reticulo endoplasmatico o
nacleo (Kou et al., 2013).

Fagocitosis Macropinocitosis
Endocitosis
independiente de clatrina

(~90 nm)
» Endocitosis dependiente Endocitosis_ dependiente
o . de clatrina (~1 20 nm) de caveolina (~60 nm)
l \ @ —>

)
@

Fagosoma

Macropinosoma

Endosbma \
o () ), temprano

Endosoma tardio RE

Lisosoma
Particula ' ”
-— solida Clatrina ¢ X Ligandos
. Nanoarticula ! B Receptores de membrana

Figura 2- Esquema de rutas endociticas de material particulado. Modificado a partir de
(Yameen et al., 2014).

Fundamentalmente, la captura de material particulado mediada por
receptores se produce a través de EMC (Yameen et al., 2014) una via de
internalizacion celular muy rapida. Dependiendo del ligando asociado a la
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superficie del material particulado se puede controlar su trafico intracelular asi
como el tipo celular blanco (Bareford & Swaan, 2007). Ejemplos de esto son los
receptores de folato, RTf, receptor de factor de crecimiento epidérmico receptor,

entre otros (Yameen et al., 2014).

En resumen, el destino intracelular del material particulado dependera del
tipo celular, receptores endociticos involucrados, de caracteristicas fisicas de la
NP como tamafo, la forma, carga superficial y del tipo de corona proteica.
Dependiendo de la ruta de internalizacidén el agente terapéutico que transporte
el material particulado podra ser degradado sin llegar a ejercer su efecto o puede
internalizarse en mayor medida en un tipo celular sobre otro. Por esta razén para
disefiar una terapia exitosa mediada por material particulado es de suma
importancia conocer tanto sus caracteristicas fisicoquimicas como su

mecanismo de captura.

2.2.2 Captura celular de ARQ

En el trabajo de tesis de la Dra. Defain Tesoreiro (Tesoreiro, 2014) se
estudiaron las vias endociticas de captura y el trafico intracelular de ARQ en la
linea celular de macréfagos J774.A1 y en células epiteliales de intestino Caco-2,
utilizando inhibidores y marcadores especificos de las diferentes rutas
endociticas. Ademas se cuantificd la internalizacion de ARQ y liposomas de
fosfatidilcolina de soja marcados fluorescentemente utilizando citometria de flujo.
Los resultados mostraron que los ARQ fueron avidamente capturados por ambas
lineas celulares en comparacion con liposomas. En las células J774.A1 los ARQ
fueron internalizados mediante fagocitosis, endocitosis mediada por clatrina y
caveolina. Las células Caco-2 capturaron ARQ mediante macropinocitosis y
endocitosis mediada por caveolina. En particular, se considero que la preferencia
de internalizacion de los ARQ se debia a la presencia en su composicion de
glicolipidos sulfatados que interactuarian con receptores especificos de
azucares (como el receptor de manosa) presentes tanto macréfagos como en
células epiteliales (Wagner, Lynch, Walter, Schwaeble, & Loos, 2003). Por otra
parte el elevado potencial { negativo de los ARQ también podia ser un indicio de

gue sean reconocidos y endocitados por receptores de tipo scavenger.
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2.2.3 Receptor de manosa y Receptores Scavenger

El receptor de manosa (RM), CD206, es un receptor de lectina endocitico
altamente efectivo con una amplia especificidad de unién que abarca ligandos
de origen microbiano y endégeno. EI RM es un receptor de union a carbohidratos
expresado por poblaciones seleccionadas de macréfagos y células dendriticas y
es Unico debido a la presencia de dos dominios independientes de union a
carbohidratos que reconocen azucares sulfatados y manosilados (Martinez-
Pomares, 2012).

Los receptores scavenger (RS) son un grupo de receptores
estructuralmente muy heterogéneos que estan subdivididos en 10 clases, segun
las caracteristicas estructurales compartidas, llamadas clase A-J (Zani et al.,
2015). La agrupacién de RS en una superfamilia se debe principalmente a las
propiedades funcionales que comparten. En general, los RS identifican y
remueven entidades no deseadas a partir del reconocimiento de moléculas
propias o exdégenas. El rango de ligandos que pueden reconocer es
extremadamente diverso e incluye moléculas enddgenas sin modificar,
moléculas endégenas modificadas llamadas patrones moleculares asociados al
dafio (DAMP), moléculas que se expresan en células apoptoéticas, asi como
estructuras exdgenas como particulas o macromoléculas microbianas como
lipopolisacéarido (LPS), conocidos como patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMPS). La remocion de estos agentes la llevan a cabo mediante
EMC, aunque en ciertos casos pueden estar implicados procesos de fagocitosis
0 macropinocitosis. (Canton, Neculai, & Grinstein, 2013). Para lograr la
internalizacién los RS deben formar complejos multimoleculares con otras
proteinas de membrana (Heit et al., 2013; Todt, Hu, & Curtis, 2008). El objetivo
de la internalizacion puede tener como fin funciones metabdlicas como el delivery
de LDL oxidada (oxLDL) a los lisosomas, presentacion de antigenos o activar
una ruta de sefalizacion (Canton et al., 2013). Los RS regulan diferentes estados
fisiopatoldgicos, incluida la aterosclerosis, infecciones de patégenos, cancer y
participan en la respuesta inmune innata asi como en procesos de homeostasis
celular (Zani et al., 2015).
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2.2.4 Estudios de citotoxicidad de NP

El aumento en el area superficial relativa que ocurre a medida que el
tamafo de las particulas disminuye hasta la escala nanométrica, origina nuevas
propiedades estructurales, pero también las hace biol6gicamente mas reactivas.
Por esta razén el empleo de material particulado con fines terapéuticos también
puede generar efectos adversos no deseados (Dhawan & Sharma, 2010). Hasta
la fecha, los estudios de toxicidad de NP se han centrado principalmente en
examenes in vitro debido a la facilidad de ejecucion, control e interpretacion de
los experimentos en comparacion con las pruebas in vivo. Ademas, las pruebas
in vivo requieren mucho tiempo, son costosas e implican problemas éticos. Al
considerar cuidadosamente las condiciones experimentales, los estudios de
toxicidad in vitro, bien definidos, pueden simular el sistema in vivo y funcionar
como un método simple para investigar el efecto toxico de dichos materiales. Por
estos motivos, los estudios in vitro son la primera opcion que utilizan la mayoria
de los investigadores que trabajan con nanomateriales (Dhawan & Sharma,
2010; Kong, Seog, Graham, & Lee, 2011).

El efecto téxico de las NP depende en gran medida de los 6rganos y, mas
especificamente, de los tipos celulares contactados en su administracién. Esto
se debe a la variacion en la fisiologia celular de cada tipo de tejido (por ejemplo,
epitelial, linfoide), el estado de proliferacion (células tumorales o en reposo), las
caracteristicas de la membrana, capacidad fagocitica. Con el fin de relevar el
efecto de las NP sobre las células de interés, el ensayo de citotoxicidad debe
incluir células que representan la ruta de exposicion y los 6rganos 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 NP. En este contexto,
la citotoxicidad mide el grado de muerte celular causada por las NP. Sin
embargo, en algunos casos, pueden ocurrir cambios celulares sub-letales, que
alteran ciertas funciones de la célula pero no dan como resultado la muerte
celular. Estos efectos toxicos menos obvios se deben caracterizar
cuidadosamente mediante pruebas que miden el dafio de la membrana, o en el
funcionamiento metabdlico (Kong et al., 2011). A su vez es de gran utilidad

determinar por qué mecanismos se desencadena la muerte celular ya que las

63



formas en que mueren las células tienen un impacto directo en el sistema

inmune.

2.2.5 Tipos de muerte celular

Segun las recomendaciones que realizé en el 2015 el Comité de
Nomenclatura de Muerte Celular (NCCD) (L Galluzzi et al., 2015) las instancias
de muerte celular pueden clasificarse operativamente en dos categorias amplias,
mutuamente excluyentes: "accidental” y "regulada”. La muerte celular accidental
(MCA) es causada por injurias severas, incluyendo fisicas (temperaturas
elevadas o altas presiones), quimicos (detergentes potentes o variaciones
extremas en el pH) y mecanicos. Esto se ve reflejado en un répido
desensamblado estructural de la célula que no involucra una maquinaria
molecular especifica. Por otra parte, la muerte celular regulada (MCR) implica
una magquinaria molecular codificada genética y especificamente. Ademas, la
MCR a menudo ocurre de manera relativamente tardia y se inicia en el contexto
de respuestas adaptativas que (sin éxito) intentan restaurar la homeostasis
celular. Dependiendo del estimulo iniciador, tales respuestas pueden involucrar
diferentes procesos (L Galluzzi et al., 2015). La clasificacion funcional de los
modos de MCR es en funcion de caracteristicas bioquimicas y comprende una
amplia variedad de tipos de muerte celular entre los que se incluyen anoikis,
muerte celular autofagica, apoptosis, necroptosis, netosis y piroptosis, entre
otras (Lorenzo Galluzzi et al., 2012).

La apoptosis ocurre normalmente durante el desarrollo y el envejecimiento
como un mecanismo homeostatico para mantener las poblaciones celulares en
los tejidos. La apoptosis también se produce como un mecanismo de defensa,
como en las reacciones inmunes o cuando las células son dafiadas por
enfermedades o agentes nocivos (Elmore, 2007). En la apoptosis, los eventos
bioguimicos conducen a cambios celulares caracteristicos en su morfologia.
Estos cambios incluyen la formacion de vacuolas, la contraccion celular, la
fragmentacién nuclear, la condensacion de la cromatina, la fragmentacion del
ADN cromosomico; y puede ser dependiente o independiente de caspasas. La

apoptosis se ha caracterizado por diversos criterios bioquimicos, incluidos
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cambios en la cinética de la exposicion a fosfatidilserina en la cara externa de la
membrana plasmatica, cambios en la permeabilidad de la membrana
mitocondrial, liberacibn de proteinas intermembranales mitocondriales, la
activacion dependiente de caspasas y la translocacion nuclear de DNAsa
activada por caspasa, lo que resulta en la escision del ADN internucleosomal. La
identificacion de estos marcadores morfolégicos y bioquimicos de la apoptosis

permite distinguirla de otras formas de muerte celular (Berghe et al., 2013).

Por el contrario, la necrosis se caracteriza por una hinchazoén citoplasmica
rapida que culmina con la ruptura de la membrana plasmatica y la
descomposicion de los organulos. Esta es una consecuencia del estrés
fisicoquimico extremo, como calor, el choque osmético, el estrés mecanico,
congelacién-descongelacion y alta concentracion de peréxido de hidrégeno. En
estas condiciones, la muerte celular ocurre rdpidamente debido al efecto directo
del estrés en la célula, por lo que este proceso de muerte celular se incluye
dentro de la clasificacion de MCA. Sin embargo, muchos estimulos celulares
diferentes pueden inducir un proceso necrotico que sigue pasos definidos y
eventos de sefalizacion, por lo que ciertos tipos de necrosis se clasifican dentro
de MCR (Berghe, Linkermann, Jouan-Lanhouet, Walczak, & Vandenabeele,
2014). La necroptosis designa un tipo particular de necrosis regulada cuyas
principales caracteristicas bioquimicas son la sefializacion del receptor de
muerte, la inhibicion de caspasas y la activacion de las enzimas RIPK1 y / o
RIPK3. La piroptosis también es una forma de muerte celular regulada, es
dependiente de caspasas y estd asociada con respuestas antimicrobianas
durante la inflamacion y sus principales caracteristicas bioquimicas son la
activacion de caspasa-1 y caspasa-7 y la secrecion de IL-13 e IL-18 (Berghe et
al., 2014; Sanz et al., 2014).
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Figura 2. Esquema con caracteristicas morfolégicas de la muerte celular por apoptosis
y necrosis. Modificado a partir de (Guo, Liu, & Bartlett, 2014).

2.2.6 Toxicidad segun el tipo de muerte celular

Varias moléculas enddgenas se convierten en pro-inflamatorias si se
liberan de las células cuando esta se lisa. Estas moléculas, DAMP, activan
macrofagos y células dendriticas a través de la sefalizacion de receptores de
tipo Toll (TLR) y otros mecanismos. La liberacion y el reconocimiento de DAMP
pueden ayudar a alertar al sistema inmune de la existencia de un patdégeno
intracelular, pero si se desencadena de manera inapropiada tiene efectos
nocivos como la autoinmunidad. En este sentido, tanto la duracién como el tipo
de muerte celular son los principales medios para regular la liberacion de DAMP
(Tait, Ichim, & Green, 2014). La apoptosis se considera (aunque no siempre) un
tipo de muerte que no genera inflamacion ya que cuando la célula esta
moribunda se “autoempaqueta” en vesiculas llamadas cuerpos apoptoticos,
minimizando la liberacién de DAMP (Davidovich, Kearney, & Martin, 2014). En
una célula apoptotica, los procesos dependientes de caspasa también generan
seflales para atraer células fagociticas y facilitar su reconocimiento y
aclaramiento. En consecuencia, las células apoptoticas se eliminan eficazmente
in vivo. En ausencia de fagocitosis, las células apoptéticas experimentan
necrosis secundaria y lisis; aunque no esta claro si ante esta situacién podrian o
no estimular una respuesta inflamatoria (Davidovich et al., 2014). Por el contrario,

la MCA es altamente pro-inflamatoria al generar una lisis celular que libera al
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medio extracelular DAMPs como la familia de citoquinas IL-1. Incluso las formas
de necrosis regulada como piroptosis 0 necroptosis tienen como consecuencia

una respuesta pro-inflamatoria (Tait et al., 2014) (Davidovich et al., 2014).

Teniendo en cuenta esto, es importante poder distinguir si la potencial
citotoxicidad de las NP desencadena en una muerte celular por apoptosis o
necrosis, luego de cuanto tiempo de exposicion y si es dependiente de la
concentracion. Esto sin embargo no es sencillo de elucidar, por varios puntos: i)
en ausencia de fagocitosis, las células apoptéticas desarrollan caracteristicas
morfoldgicas y bioquimicas de la necrosis secundaria (Berghe et al., 2013), ii) la
apoptosis y la necrosis son dos procesos que pueden ocurrir de forma
independiente, secuencial o simultanea. En algunos casos, es el tipo de estimulo
y / 0 el grado de estimulo lo que determina si las células mueren por apoptosis o
necrosis, por ejemplo un estimulo a dosis bajas puede inducir apoptosis, pero a
dosis mas altas puede producir necrosis (Elmore, 2007), iii) No hay ningun
marcador bioquimico disponible para discriminar de forma inequivoca la necrosis
de la apoptosis. Por lo tanto realizar una discriminacion precisa solo es posible
a través de un enfoque integrado basado en varios parametros morfolégicos y

bioquimicos (Berghe et al., 2013).
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2.3 Materiales y Métodos

2.3.1 Materiales

Fosfatidilcolina de soja (SPC) (Fosfolipén 90 G, con una pureza mayor al
90%) fue un regalo de Lipoid, Ludwigshafen, Alemania. L-a-fosfatidilcolina 1,2-
hidrogenada (HSPC), fue adquirida en Northern Lipids Inc, Vancouver, Canada.
Lissamine™ rhodamine B 1,2-dihexadecanoyl-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, sal
de trietilamonio (RhPE), fue adquirida en Thermo Fisher Scientific, MA, USA. El
marcador YO-PRO-1® es de Molecular Probes, Invitrogen, Oregon, USA. L-a-
fosfatidil-L-serina (PS), acido poliinosinico (5" potasico [Poly(l)], acido
policitidilico (5") potasico [Poly(C)], mannan de Saccharomyces cerevisiae,
colesterol, ioduro de propidio (IP), 3-(4,5-dimetiltiazol- 2-yl)-2,5-difenil bromuro
de tetrazolio (MTT), antrona y D-manosa fueron adquiridos en Sigma-Aldrich
(Missouri, USA). Silica Gel 60 fue adquirido en Merck, Argentina. El medio RPMI
1640, sulfato de penicilina-estreptomicina, glutamina y tripsina/acido
etilenediaminetetraacetico fueron adquiridos en Gibco®, Life Technologies (New
York, USA). El suero fetal bovino (SFB), fue adquirido en Internegocios, Buenos
Aires, Argentina. Los demas reactivos de grado analitico son de Anedra,

Research AG (Buenos Aires, Argentina).

2.3.2 Crecimiento, extraccion y caracterizacion de los lipidos polares

totales de Halorubrum tebenquichense

El arquea H. tebenquichense fue aislada a partir de muestras de suelo de
Salina Chica, Peninsula de Valdés, Chubut, Argentina. Los cultivos se realizaron
en medio basal suplementado con extracto de levadura y glucosa a 37 °C
(Gonzalez et al., 2009). La biomasa se cultivé en 15 L de medio en un biorreactor
de acero inoxidable de fabricacién propia de 25 L de capacidad total y se
recolect6 luego de 96 h de crecimiento. Los lipidos polares totales de arqueas
(LPT) se extrajeron a partir de un concentrado de biomasa utilizando el método
de Blight & Dyer modificado para arqueas hiperhaléfilas segun (Kates &

Kushwaha, 1995). Al finalizar el proceso se aislaron entre 400 y 700 mg de LPT
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de cada lote de cultivo. La composicion de cada lote se determiné de forma
rutinaria por el contenido de fosfato mediante el método de Botcher (Bottcher &
Pries, 1961), por espectrometria y electrospray de ionizacion de masas (ESI-

MS), como se describe en (Higa et al., 2012).

2.3.3 Preparacién de nanovesiculas arqueolipidicas y convencionales

Se prepararon arqueosomas con la mezcla de LPT (ARQ), liposomas
convencionales HSPC:colesterol 7,5:2,5 m:m (L) o SPC (Ls) y liposomas
conteniendo fosfatidilserina (PS) SPC:PS 4:1 m:m (L-PS). Las formulaciones se
prepararon por el método de resuspension de la pelicula lipidica. Brevemente,
las mezclas de lipidos se disolvieron en cloroformo:metanol 1:1 % v/v y se
elimino el solvente por flujo de N2. El film resultante se resuspendio por agitacion
magnética en buffer Tris 10 mM con NaCl 0,9 % m/v pH 7,4 hasta lograr una
concentracion de Lipidos Totales (LT) de 10 mg/mL. La suspension obtenida se
sonico durante 1 hora con sonicador de bafio a 80 W, 80 KHz y luego se extruyé
21 veces por dos membranas de policarbonato de tamafio de poro de 200 nm
(Merck Millipore Ltd. Cork, IRL) utilizando un extrusor manual (Avanti Polar
Lipids, Alabama, USA). Finalmente la muestra se filtr6 por membrana de nylon

estéril de 200 nm en flujo laminar.

2.3.4 Preparacion de nanovesiculas marcadas con RhPE

Para determinar captura intracelular se incorpor6 en la membrana
liposomal el lipido fluorescente RhPE. Para esto se mezcl6 RhPE con LT en
cloroformo: metanol 1:1 % v/v, para obtener una concentracion de 50 ug/mL de
RhPE, luego se formaron los films lipidicos y se prepararon las nanovesiculas

mediante la metodologia descripta en la Seccidon anterior 2.3.3.
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2.3.5 Caracterizacion fisicoguimica
2.3.5.i Cuantificacion de fosfolipidos

Los fosfolipidos se cuantificaron por un microensayo colorimétrico de
fosfatos (Botcher et al., 1961). Brevemente, alicuotas de liposomas se trataron
con acido perclorico y se incubaron a 180°C durante 30 minutos. Esta etapa de
digestion convierte el fosfato organico a ortofosfato. Luego, se adiciona
molibdato de amonio en &cido sulfurico y &cido ascorbico para convertir el &cido
fosfo-molibdico a ortofosfato, que se reduce a un complejo de color azul durante
el calentamiento. Este compuesto luego se determiné colorimétricamente a 818
nm utilizando un espectrofotometro. Para la cuantificacion de LPT se utilizé la
relacion de 1,25 mmol de fosfato organico/1 mg de LPT; en el caso de L de 0,96
mmol de fosfato organico/l1 mg de LT y en el caso de S la relacion fue de 1,3

mmol de fosfato organico/l mg de LT.

2.3.5.ii Cuantificacion de RhPE

Se cuantific6 RhPE midiendo emision de fluorescencia a Aemisisn 580 nm y
Aexitacisn 561 Nm en espectrofluorémetro LS55 Perkin Elmer luego de la disrupcion
completa de las nanovesiculas en metanol. Se preparé una curva de calibracion
en un rango de concentracién 0,075 — 0,5 pg/mL de RhPE en metanol, con
pendiente de 997,6 + 60,9, ordenada de -1,052 = 15,683 y un coeficiente de
correlacion lineal R2=0,9939 + 0,0025.

2.3.5.iii Tamaino promedio y Potencial {

El tamafio promedio y potencial { de nanovesiculas se determind por
dispersion dindmica de la luz (DLS) y por andlisis de fase de dispersion de luz,
respectivamente, utilizando un equipo Zetasizer Malver Instruments. A tal fin las
suspensiones nanovesiculares se diluyeron hasta una concentracién de 200
pg/mL de LT en Tris 10 mM con NaCl 0,9 % p/v pH 7,4.
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2.3.6 Crio-Microscopia Electronica de Transmision (Crio-TEM) de ARQ

Para realizar la tincidbn negativa las muestras se prepararon en carbon
Ultrathin en una grilla de malla de cobre Lacey Carbon Tipo A 400 (TedPella,
USA). Las grillas se sometieron al proceso de descarga luminiscente en un
easiGlow (Pelco, EE.UU.), con los siguientes pardmetros: corriente de 15 mA;
carga negativa; 25 s tiempo. La tincién se realizé aplicando 3 uL de solucién
acuosa de acetato de uranilo al 2% durante 30 segundos seguido de
transferencia y secado al aire. Luego, las muestras se prepararon en carbon
Ultrathin en una grilla de malla de cobre Lacey Carbon Tipo A 400 (TedPella,
USA). Las grillas se sometieron al proceso de descarga luminiscente en un
easiGlow (Pelco, EE.UU.), con los siguientes parametros: corriente de 15 mA;
carga negativa; 25 s tiempo. La congelacion en hielo amorfo se realiz6 en
Vitrobot Mark IV (FEI, Paises Bajos) con temperatura controlada (22°C) y
humedad (100%). Para preparar las crio-muestras se utilizaron los siguientes
parametros: tiempo de blot 3 segundos; fuerza de blot -5, espera de blot 20
segundos. A continuacion 3 uL de las muestras se dejaron caer en la grilla y se
sumergieron en etano liquido. Después de sumergir la grilla se mantuvo en
condiciones de nitrégeno liquido hasta que se realiz6 el analisis de microscopia,

manteniéndose a -173°C durante toda la sesion.

Las imagenes se adquirieron en un equipo Jeol JEM-1400PIlus (JEOL,
Japon), operando a 120 kV con filamento LaB6, utilizando una camara CCD
Gatan MultiScan 794 (1k x 1k pixeles). El rango total de ampliacion fue de 5.000
a 40.000x, pero la adquisicion mayoritaria se realizé entre 15.000 y 25.000x. La
coleccion de imagenes y las mediciones se realizaron con DigitalMicrograph

(Gatan-USA). Las imagenes no fueron procesadas después de la adquisicion.

2.3.7 Separacion de LPT
2.3.7.1 Separacion por cromatografia en columna de por gravedad

Para la separacion de los lipidos polares se realiz6 una cromatografia en
columna por gravedad de Silica gel 60 utilizando un gradiente de elucion de
cloroformo: metanol: acido aceético: agua 85:22,5:10:4; 85:22,5:20:8;
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85:5,2:42:4,6 v:v. En una columna preparada con 15 g de Silica Gel 60 se
sembraron 140 mg de LPT disueltos en cloroformo: metanol: 4cido acético: agua
85:22,5:10:4 v:v y se fueron recolectando 10 fracciones de 3 mL para cada

composicion de solvente.

2.3.7.ii Cromatografia en Capa Delgada

Para determinar la composicion cualitativa de las fracciones obtenidas se
realiz6 una cromatografia en capa delgada (CCD) utilizando placas de Silica Gel
60 F254 Aluminio (Merk, Bs.As., Argentina). Los muestras se sembraron en
bandas a una concentracion de aproximadamente 1 mg/mL. Luego se revelaron
lipidos totales utilizando H2SOs4 5% v/v en etanol absoluto seguido de
calentamiento a 120°C.

2.3.7.iii Purificacién de fracciones mediante CCD preparativa

Una vez identificadas las fracciones de interés, estas se juntaron y se
concentraron utilizando un rotavapor Heildoph hasta obtener un volumen final de
3 mL y se realizdé una CCD con el volumen total. Luego se levantd la silica en la
zona de cada una de las bandas correspondientes a cada arqueolipido. Estas se
disolvieron en cloroformo: metanol y se centrifugaron a 2000 rpm durante 5
minutos en centrifuga Gelec 144D (Argentina) para separar la silica. Esto se
repiti6 hasta lavar completamente la silica. El volumen total recolectado se
rotavapeod hasta obtener un film lipidico completamente seco, que se peso6 en

balanza analitica para determinar la cantidad de cada uno de los arquelipidos.

2.3.7.iv Espectrometria de masa mediante lonizacién por electrospray (ESI-
MS)

Para la identificacién de los lipidos y determinar el grado de pureza de la
separacion se determiné la relacibn masa/carga (m/z) de los componentes de
los LPT en solvente organico por ESI-MS. Los espectros se obtuvieron con un
Thermo Finnigan LCQ lon Max equipado con una fuente de ionizacion por

electrospray. Las muestras fueron continuamente introducidas en el
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espectrometro a una velocidad de flujo de 10 pl/minuto. Las condiciones de
interfase fueron: gas nebulizador (aire) 12 I/min, gas de cono (nitr6geno), voltaje

de la aguja 1,2 I/min, -5.0 kV (iones negativos) y rango de masa 50-2000 uma.

2.3.7.v Cuantificacion de arqueolipidos glicosilados (GA)

Para la cuantificacion de GA se utilizé el método de antrona que permite
cuantificar azucares totales. Para esto se hizo reaccionar una muestra con 500
uL de &cido fosférico al 80% v:v y se calenté durante 15 minutos a 90°C en una
placa calefactora de tubos. Luego se incorporaron 1250 pL de reactivo de
antrona (0,2 % m/v en H2SO4 al 80%) y se calentaron los tubos con reflujo en
placa calefactora a 100°C durante 20 minutos. Se midio la absorbancia a 620 nm
en un espectrofometro. Como los GA contienen manosa y glucosa en una
relacion 1:1 mol:mol para el armado de la curva de calibracion se realiz6 una
solucién en agua destilada que contenia ambos azucares en partes iguales. La
curva se realizd en un rango de 28 — 166 nmol de azucar. Se obtuvo una curva
con una pendiente de 2,061 £+ 0,016, una ordenada al origen de 0,0246 + 0,0014
y un coeficiente de correlacion lineas R? de 0,988 + 0,004.

2.3.8 Preparacion de nanovesiculas con diferentes proporciones de LPT
marcadas con RhPE

A partir de los aislamientos obtenidos en la Seccidn 2.3.7.iii se prepararon
formulaciones de nanovesiculas con diferente composicion de arqueolipidos:
fraccion de PGP-Me (A-PMe), mezclas de fracciones PGP-Me:GA 10:0,5 m:m
(A-PMe-GA), 10:1,2 m:m (A-PMe-GA 2), SPC:GA 10:1,2 m:im (Ls-GA),
argueosomas preparados con la mezcla de LPT (ARQ). Las formulaciones se
prepararon por el método de resuspension de la pelicula lipidica. Brevemente,
las mezclas de lipidos se disolvieron en cloroformo: metanol 1:1 % v/v junto con
RhPE y se elimind por flujo de N2. Las nanovesiculas se prepararon como se

describi6 en la Seccién 2.3.3.
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2.3.9 Cultivos Celulares

La linea celular de macréfagos murinos inmortalizados en ratones Balb/c
J774A.1 (ATCC® TIB-67™) fue suministrada por la Dra. Erina Petrera, Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad Nacional de Buenos Aires
Argentina. La misma se cultivé en RPMI 1640, con rojo fenol suplementado con
100 IU/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y 2 mM de glutamina
(RPMI Completo) al 10% de SFB. Las células se cultivaron a 37 °C en una
atmosfera con 5% de CO2 y 95% humedad. El medio de cultivo se cambio tres

VeCes por semana.

2.3.10 Ensayo de Captura Celular

En una placa de cultivo de 24 pocillos se sembraron 1,5x10° células
J774A.1 por pocillo con RPMI completo suplementado al 10% SFB. Luego de 24
horas se incubaron las muestras durante 1, 3 y 5 horas. Las mismas se
agregaron disueltas en RPMI al 5% SFB a una concentracion de LT de 0,5
mg/mL. Luego de transcurrido el tiempo de incubacion las células se lavaron con
PBS, se levantaron con tripsina y resuspendieron en buffer fosfato salino (PBS).
Se analizaron un total de 1 x 10° células mediante citometria de flujo (BD
FACSCaliburTM, BD Biosciences, San José, CA, EE.UU.). Los datos se
analizaron utilizando el software WinMDI 2.9 (Microsoft, Redmond, WA, EE.UU.).
Para analizar los resultados se normalizaron los resultados de captura con la

relacion pg /mg RhoPE /LT:

IF normalizada= IFformulacién x / (Lg RhPE/ mg LT )formulacién x Formula 1

En donde IF formuiacion x €S la intensidad de fluorescencia en FL3 para cada
una de las nanovesiculas y ug RhPE/ mg LT es la cantidad de RhPE cuantificada
para la nanovesicula correspondiente. Al utilizar esta relacién se puede analizar
la captura celular independientemente de la cantidad de RhPE y LT final de cada

formulacion.
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2.3.11 Ensayo de captura celular competitiva

Se realiz6 un ensayo de competicion de captura celular para evaluar
mediante qué receptor celular son capturados los ARQ, segun (Wang, Wu, &
Reinhard, 2012). Con este objetivo, la captura celular de ARQ-RhPE se midi6 en
presencia de diferentes competidores. Las células J774A.1 se sembraron en
placas de cultivo de 24 pocillos a una densidad de 1,5 x 10° células por pocillo y
se cultivaron durante 24 horas. A continuacion, las células se incubaron con a) 1
mg/mL de mannan; b) 100 pg/mL de &cido poliinosinico [poly(l)]; ¢) 100 pug/mL
de acido policitidilico [poly(C)] o d) fosfatidilserina incorporada en liposomas, L-
PS, 1 mg/ml de LT, durante 30 minutos. A continuacién, se retiraron los medios
de cultivo y se reemplazaron por medio fresco que contenia ARQ-RhPE a 0,5
mg/mL. Las células incubadas sélo con ARQ-RhPE se utilizaron como control.
Después de 1 hora de incubacion, las células se tripsinaron, se lavaron con PBS

y se analizaron un total de 1 x 10° células como se describe en la Seccién 2.3.10.

2.3.12 Viabilidad celular

La viabilidad celular se determin6 por el método de MTT y LDH.
Brevemente, el método de MTT consiste en determinar el nivel de respiracion
celular medido por la actividad de las enzimas deshidrogenasas. El método de
LDH consiste en medir lisis celular mediante la cuantificacion de la enzima
citosolica lactato deshidrogenasa (LDH) en el medio extracelular. A tal fin, las
células J774A.1 se sembraron en placa de 96 pocillos, a una densidad de 4x10%
células/pocillo y se dejaron crecer por 24 horas. Luego, se cambié el medio de
cultivo y se remplazé por medio fresco al 5% de SFB con las formulaciones ARQ,
L o Ls. Las concentraciones testeadas de LT fueron de 10, 50 y 500 pg/mL.
Luego de 24 horas de incubacion, los sobrenadantes se transfirieron a una nueva
placa, que se centrifugd a 1500 rpm por 5 minutos utilizando una centrifuga
Gelec 144D. Se determiné la liberacion de la enzima LDH utilizando el Kit
CytoTox®, al medir absorbancia a 490 nm en un lector de microplacas Dynex
Technologies, modelo MRX tc. La liberacion de LDH se expres6 como un

porcentaje relativo al tratamiento de las células con Triton-X100, utilizando este
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valor como liberacién total de LDH. Se utiliz6 como limite de toxicidad un 10%
de liberacion de LDH (Fischer et al., 2003).

Por otra parte, se agregaron 110 pL/pocillo de solucion de MTT (5 mg/mL
de medio con 5% de SFB) a las células adheridas a la placa. Luego de 3 horas
de incubacién a 37°C se retird la solucion de MTT y se agregaron 100 yL de
dimetilsulféxido (DMSOQO) para disolver los cristales de formazan. Una vez que se
disolvieron completamente los cristales se midi6 la absorbancia 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.

2.3.13 Ensayo de apoptosis/necrosis
2.3.13.i YO-PRO-1 /1P / Hoescht

Alteraciones en la composicion lipidica y permeabilidad a pequefias
moléculas catidonicas como YO-PRO-1 son signos relativamente tempranos en
la cascada de apoptosis (Boffa et al., 2005). Sin embargo, durante la muerte
celular por necrosis la integridad de la membrana plasmética se pierde y las
células no pueden excluir colorantes catidnicos tales como loduro de Propidio
(IP). Por otra parte durante la apoptosis la cromatina se condensa y fragmenta,
esto se puede evidenciar marcando el ADN con Hoechst (Henry, Hollville, &
Martin, 2013). La induccion de apoptosis 0 necrosis sobre células J774A.1 luego
del tratamiento con ARQ o L se determiné segun el protocolo del kit de apoptosis
Vybrant de Molecular Probes, utilizando microscopia de fluorescencia. Este
método se basa en la doble tincion con el marcador fluorescente de apoptosis

YO-PRO-1® y el marcador de necrosis loduro de Propidio (IP).

Se sembraron 1,5x10° células J774A.1 por pocillo en placa de 24 pocillos.
Luego de 24 horas de incubacion se remplazo el medio de cultivo por 350 pL de
medio fresco al 5 % de SFB con las muestras ARQ, Ls o L a concentraciones de
LT de 10, 50 y 500 pg/mL durante 3, 14 o 24 horas de incubacion. Como control
de necrosis las células se incubaron con peroxido de hidrogeno (H202) 2,5 mM

durante 3 horas y como control positivo de apoptosis la células fueron expuestas
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a luz UV (254 nm) durante 30 minutos. Una vez que transcurrio el tiempo de
incubacion se descarté el medio y se realizé un lavado con PBS. Las células se
dejaron con 1 mL de PBS frio. Se agregé 1 pL de solucion de YO-PRO 100 uM,
luego de 15 minutos de incubacion se agrego 1 pL de solucion de IP 0,1 mg/mL
y 20 pL de solucién de Hoescht de 0,1 mg/mL. Inmediatamente las células se
observaron en Cytation™ 5 Cell Imaging Multi-Mode Reader BioTek Instruments,
Inc, Winooski, VT, USA. Con el cubo de fluorescencia YFP se observo YO-PRO,
con el cubo RFP se observo IP y con el cubo DAPI se observé Hoescht, las
células sin marca fluorescente se observaron en campo claro. Las fotografias se
tomaron en un aumento de 20X y 10X. Las imégenes se analizaron utilizando el

software ImageJ.

2.3.13.ii Ensayo del TUNEL

Un marcador relevante de apoptosis es la activacién de nucleasas que
eventualmente degradan el ADN en fragmentos de aproximadamente 200 pares
de bases de longitud. El ensayo del TUNEL (por sus siglas en ingles Terminal
Deoxynucleotide Transferase dUTP Nick End Labeling) detecta fragmentos de
ADN a partir del hecho de que el ADN fragmentado expone gran cantidad de
extremos terminales 3"OH. Estos extremos libres sirven de puntos de partida
para la polimerizacion del ADN por la enzima desoxinucleotidil-transferasa
terminal (TdT por sus siglas en inglés) la cual agrega deoxiribonucleotidos sin
requerir una hebra molde. La adicién de un analogo de deoxitimidina, 5-bromo-
2'-deoxiuridina 5" -trifosfato (BrdUTP) a la reaccidén con TdT sirve para marcar los
puntos de rotura del ADN. Una vez que BrdU se incorpora en el ADN éste se
detecta utilizando un anticuerpo anti-BrdU con marca fluorescente
(Darzynkiewicz, Galkowski, & Zhao, 2008; Heatwole, 1999). En una placa de 24
pocillos se sembraron J774A.1 a una densidad de 2,5 x10° células/pocillo en
RPMI completo al 10% SFB. Las células se crecieron durante 24 horas. Luego
se cambid el medio de cultivo por medio fresco al 5 % de SFB con ARQ o L a
50, 100 y 500 pg/mL. Como control de apoptosis las células fueron expuestas a
luz UV (254 nm) durante 30 minutos y como Control de necrosis las celulas se
incubaron 3 horas con peréxido de hirogeno. Luego de 24 horas de incubacion,

las células se lavaron con PBS dos veces y se levantaron con trispsina. Luego
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de 24 horas de incubacion a 37°C las células se lavaron dos veces con PBS y
colectaron en tubos de microcentrifuga por tratamiento con tripsina. La tripsina
se inactivoé con SFB, la células se lavaron dos veces con PBS por centrifugacion
(1000 g, 5 minutos a 4°C), la densidad celular fue ajustada a ~1 x 10° células/mL
en PBS y las células se fijaron con paraformaldehido. Para esto se agrego
paraformaldehido al 1% m/v, las células se dejaron en hielo por 15 minutos, se
centrifugaron por 15 minutos a 300 g y se descarto el sobrenadante. Las células
se lavaron dos veces con PBS, se agrego a la suspension de células etanol frio
al 70% v/v y las células se almacenaron en freezer a -20°C hasta su posterior
andlisis. El grado de fragmentacion y el contenido total de ADN se determinaron
utilizando el kit APO-BrdU™ TUNEL Assay Kit, Molecular Probes, Invitrogen
(Oregon, USA Un total de 10.000 células se analizaron utilizando un laser de
excitacion de 488 nm y midiendo la emision a 530 nm (FL1) para Alexa Fluor 488
y > 575 nm (FL3) para IP, en citdmetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson,
San José, CA, EE.UU.). Los datos fueron analizados utilizando el software
WinMDI 2.9.

2.3.13.iii Procesamiento de muestras para Western Blotting (WB)

En una placa de 6 pocillos se sembraron 1 x10°8 células/pocillo. Las células
se crecieron durante 24 horas. Luego, se cambi6é el medio de cultivo y se
remplazé por medio fresco al 5% de SFB con las formulaciones ARQ y Ls. Las
concentraciones testeadas de LT fueron de 10, 50, 100 y 500 pg/mL. Luego de
24 horas de incubacion a 37°C, se retird el medio de cultivo, se realizaron dos
lavados con PBS, se descart6 el PBS y las placas se congelaron a -80 °C hasta

Su procesam iento.

Para el procesamiento de las muestras se agregaron 50 ul de buffer de
solubilizado (tritébn X-100 1% (P/V), Hepes 100 mM, EDTA 10 mM, pirofosfato de
sodio 100 mM, fluoruro de sodio 100 mM y ortovanadato de sodio 10 mM, PMSF
2 mM y aprotinina 0,032 unidades inhibitorias de tripsina, pH 7,4) en cada placa
(sobre hielo), distribuyéndolo con la ayuda de una espatula de punta plana. Se
incub6 en presencia del buffer de solubilizacién durante 10 minutos y luego,

utilizando también la espatula, se raspo la placa y se paso el contenido a un tubo.
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Posteriormente, se homogenizé el contenido con pipeta y los solubilizados se
dejaron reposar 10 minutos mas, siempre manteniendo los tubos en hielo. Luego,
las muestras se centrifugaron (Centrifuga Eppendorf refrigerada) a 15.000 g y 4
°C durante 40 minutos para separar el material insoluble. Terminada la
centrifugacion, se traspaso el sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo y se
procedid a realizar la determinacion de proteinas mediante el método de BCA
[&cido bicinconinico, (Smith et al., 1985)] Finalmente, se prepararon las muestras
de forma tal de obtener una concentracion final de proteinas de 1 mg/ml,
mediante la adicion de agua destilada y solucion de Laemmli 2X (1x final), y luego
se calentaron a 100 °C durante 5 minutos y se guardaron a -20 °C hasta su

utilizacién para Western Blotting.

2.3.13.iv Western Blotting (WB)

Los solubilizados de las células fueron analizados mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida en presencia del detergente SDS (SDS-PAGE),
utilizando equipos Mini Protean (Bio-Rad Laboratories). Se sembraron las
muestras en geles de 6, 10 0 12 % (m/v) segun el peso molecular de la proteina
de interés. Una vez finalizada la corrida electroforética, se realizd la
electrotransferencia hacia una membrana de PVDF, durante 1 h, con un equipo
Scie Plas Limited modelo V20-SDB en condiciones semi-secas, con una solucion
Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol 20% (v/v), pH 8,3. Luego de la
transferencia, las membranas fueron incubadas 1 hora a temperatura ambiente
con solucion de bloqueo, formada por buffer T-TBS (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150
mM y Tween 20 0,02 %, pH 7,6) y seroalbumina bovina (BSA) 3 % (p/v), para
reducir la unién inespecifica de los anticuerpos. La incubacion con el anticuerpo
primario se realizo durante toda la noche, con agitacion y a 4°C. Al dia siguiente,
el anticuerpo primario fue recuperado y las membranas lavadas 3 veces durante
5 minutos con T-TBS. Posteriormente, se realiz6 la incubacion con el anticuerpo
secundario marcado con HRP (peroxidasa de rabano picante) que reconoce el
anticuerpo de la especie correspondiente al primer anticuerpo (anti-lgG de ratén
o conejo) durante 1 hora a temperatura ambiente y con agitacion. A continuacion,
se realizaron como minimo 3 lavados de 15 minutos cada uno también con T-

TBS y posteriormente un lavado con agua destilada. Finalmente, se realizé la
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incubacion con el reactivo ECL Plus, el cual permite la reaccion de quimio-
luminiscencia entre la enzima HRP y el sustrato luminol presente en el reactivo.
La sefal se recogio en placas radiograficas que fueron reveladas, y las imagenes
obtenidas se escanearon. La intensidad de las bandas se cuantificé utilizando el
programa Gel-Pro analyzer 4.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland,
EE.UU.) Para poner en evidencia otras proteinas sobre la misma membrana de
PVDF, se re-incubaron las mismas con otros anticuerpos. Primero, las
membranas fueron lavadas con acetonitrilo durante 10 minutos y luego
incubadas en una solucion que contiene Tris-HCI 62,5 mM, SDS 2 % plv, 2-
mercaptoetanol 100 mM (pH 6,7) durante 40 minutos a 50 °C. Posteriormente se
las lavo, bloqued e incubd con el anticuerpo primario como se describi
anteriormente. En el caso de la tincion de las membranas de PVDF con el
colorante Coomasie Blue, la misma se realiz6 mediante la incubacion de las
membranas con una solucién del colorante al 0,1 % durante 15 minutos, y luego
se destifieron con la solucién decolorante (50 % metanol y 10 % &cido acético)
durante 20 minutos. Finalmente fueron lavadas con agua destilada y

escaneadas.

2.3.14 Anédlisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA de una entrada,
seguido del test de Dunnett utilizando el software Prisma 6,00 (Graphpad
Software Corporation, San Diego, California, EE.UU.). El valor p <0.05 se
consider significativamente distinto. *p < 0.05; **p <0.01; ***p < 0.001; ****p <

0.0001; n.s. representa no significativo (p > 0.05).
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2.4 Resultados

2.4.1 Preparacion de nanovesiculas y caracteristicas estructurales

Los ARQ son nanovesiculas compuestas por una mezcla de LPT. En este trabajo
su preparacion se realiz6 mediante el método de hidratacion de la pelicula lipidica o
método de Bangham. Mediante esta técnica se obtienen ARQ multilamelares con
valores de pdi muy altos (cercanos a 1), por lo que las muestras son muy
heterogéneas. Para disminuir el valor de pdiy lograr una poblacion de vesiculas entre
los 100 - 200 nanémetros los ARQ son sometidos a sonicacion, que permite disminuir
la lamelaridad y el tamafio promedio y posteriormente a un proceso de extrusion por
membranas de policarbonato que tienen un tamafio de poro de 200 y 100 nm. Esto
permitié6 obtener una poblacion de ARQ con las caracteristicas estructurales que se
muestran en la Tabla 1. El tamafio promedio obtenido por DLS (Z average) es de
valores cercanos a los 180 nm, pdi de 0,2 y un potencial ¢ de -40 mV (Tabla 1). Al
comparar estas caracteristicas con las de nanovesiculas convencionales, preparadas
bajo las mismas condiciones, se observa que los tamafios promedios, pdi, y
concentracion de LT obtenidos son similares; sin embargo para ARQ el potencial ¢ es
significativamente menor. Esta diferencia se debe a la presencia de arqueolipidos
cargados negativamente con grupos fosfato y sulfato en sus cabezas polares
(Gonzalez et al., 2009).

Tabla 1- Caracteristicas estructurales de ARQ, Ly Ls

L Tamano .
Muestras Compgsmon Promedio odi Potencial { LT
(m:m) (mV) (mg/ml)
(nm)
L HSf;ggo' 271 + 45 0374008 -66+0.8 56+17
ARQ LPT 179 + 49 025+0,06 -391+7.1 72422
Ls SPC 19147 020+0,005 -32+05 102 +2,3

Los resultados estan expresados en promedio + DS de tres lotes independientes.
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2.4.2 Morfologia de ARQ

En la Fig. 4 se muestra una tipica imagen de crio-TEM de ARQ. Notablemente,
a pesar de haber sido sometidos a ciclos de extrusion, que disminuirian el grado de
lamelaridad, éstos se ven como vesiculas mono- u oligolamelares. A su vez, se
pueden ver vesiculas atrapadas dentro de otras vesiculas de mayor tamafio. Mediante
esta técnica, el diametro promedio de ARQ es aproximadamente 140 nm. Los ARQ
mas grandes y los mas pequeiios tienen diametros de aproximadamente 500 y 40 nm,

respectivamente.

Figura 4. Imagenes de Crio-TEM de arqueosomas. Las flechas negras y
blancas indican nanovesiculas oligolamelares y nanovesiculas atrapadas entre
nanovesiculas, respectivamente.
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2.4.3 Separacion de LPT por cromatografia en columna de Silica gel 60 por
gravedad

Se realiz6 un andlisis de LPT H. tebenquichense para determinar si su
composicién se mantenia estable y se correspondia con los resultados previos
obtenidos por (Gonzalez et al., 2009) -las estructuras quimicas fueron mostradas
en el Capitulo 1, Fig. 9-. Para esto se realizé una CCD en donde se observé la
presencia de las cinco bandas correspondientes a los cinco arqueolipidos que
componen la mezcla de LPT, ordenados en orden de mayor a menor polaridad:
SDGD-5, SDGD-5PA, PGP-Me, PG y BPG (Fig. 5), a su vez se pudo observar
en el frente de corrida una banda que se corresponde con la mezcla de lipidos
neutros. Por ESI-MS se observaron cinco picos diferentes de m/z, en la Fig. 6a
no se pudo mostrar el pico de 1771 m/z (que se corresponde con SDGD-5PA)
por tener una abundancia relativa menor y estar en una zona del espectro con

mucho ruido en la sefal.

Con el objetivo de aislar los GA (SDGD-5 y SDGD-5PA) y PGP-Me, se
realiz6 una cromatografia en columna en donde se sembraron los LPT. Los
lipidos neutros, que quedaron como contaminantes de la extraccién de LPT, se
recolectaron en las primeras fracciones apareciendo como una banda marrén. Si
bien la mayor parte se puede observar en las primeras fracciones, estos
contintan eluyendo durante toda la corrida. PGP-Me se obtuvo luego de los
lipidos neutros, luego eluy6é la cardiolipina SDGD-5PA, y SDGD-5 eluy6
posteriormente (Fig. 5, Paso 2). Luego se juntaron las fracciones que
correspondian a cada uno de los lipidos y se concentraron al evaporar el
solvente. Para seguir purificando se realiz6 una CCD a modo preparativo con
cada concentrado de cada lipido. En la Fig. 5, Paso 3 se muestra a modo de

ejemplo la siembra del concentrado correspondiente a SDGD-5.
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1 Separacion por Cromatografia en columna 2 CCD de fracciones recolectadas 3 CCD preparativa para aislar la

de la mezcla de LPT banda de interés, en este caso
— SDGD-5.
5 Mancha Rf Lipido
BPG 1 0,08£0,00 SDGD-5

2 0,19£0,02 SDGD-5PA

3 0,38%£0,02 PGP-Me
4 PG 4 0,69 £0,01 PG

5 093001 BPG
3 PGP-Me
2 SDGD-5-PA

1 | B | sDGD-5

Mezcla de
LPT

SDGD-5-PA
SDGD-5

SDGD-5
B B B B FIl F3 FIS FI7FI9 LPT

Figura 5- Separacion de LPT. El primer paso en la separacion es (1) siembra de la
mezcla de LPT, compuesta por 5 arqueolipidos, en columna de Silica Gel 60 (2) las
fracciones recolectadas son analizadas por CCD y se juntan las que contienen el
mismo arqueolipido (3) esta mezcla se concentra y se vuelve a separar por CCD
preparativa. (n=3)

2.4.4 Determinacion de pureza de las fracciones obtenidas

Una vez aisladas las bandas obtenidas en las CCD se identific6 cada uno
de los arqueolipidos presentes y el grado de pureza de las muestras mediante
ESI-MS. En base a los resultados obtenidos en los espectros se pudo determinar
gue la muestra con SDGD-5 se encuentra con un alto grado de pureza, Fig. 6c¢,
ya que se observa Unicamente el pico caracteristico del SDGD-5 am/z 1056 y la
formacion del aducto de SDGD-5 con NaCl a 1113 m/z. En el caso de SDGD-
5PA, Fig. 6b, se observd como sefial predominante la de 1771 m/z, pico
correspondiente a SDGD5-PA, si bien se podria hablar de muestra enriquecida
en dicho sulfoglicolipido, no se encontraria en estado puro. También se
determind la pureza de la fraccién correspondiente a PGP-Me, como se observa
en la Fig. 6d, con el pico a 899 m/z correspondiente a dicho arqueolipido en
estado mayoritario. Mediante el pesaje de cada lipido puro se estimo la cantidad
de cada arqueolipido obtenido a partir de 100 mg de LPT. Los resultados fueron
14,0 + 3,9 mg de SDGD-5; 16 + 1,2 mg de SDGD-5PAy 26,5 + 14,2 mg de PGP-
Me.
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Figura 6- Determinacion de pureza por ESI-MS. Espectros de ESI-MS en modo
negativo de a) la mezcla de LPT y cada una de las fracciones aisladas b) SDGD-5PA,
c) SDGD-5y d) PGP-Me. (n=3).

2.4.5 Preparacion de nanovesiculas

Para determinar si alguno de los arqueolipidos aislados de la mezcla de
LPT era el responsable de la captura diferencial que se observé en trabajos
anteriores sobre distintas lineas celulares (Higa et al., 2016; Higa et al., 2012;
Perez et al., 2014), se prepararon nanovesiculas con diferente composicion de
arqueolipidos: formulaciones conteniendo LPT enriquecidas en PGP-Me (A-
PMe), formulaciones conteniendo LPT, enriquecidas en GA y PGP-Me (A-PMe-
GA y A-PMe-GA2), formulaciones conteniendo fosfolipidos y GA (Ls-GA),
ademas de ARQ. La formulacion A-PMe-GA deberia tener una composicion
similar a los ARQ, mientras que A-PMe-GA2 contendria mayor cantidad de GA.
A su vez, se hipotetizé que si los GA tienen residuos de manosa, estos podrian
ser reconocidos por el RM y su inclusion podria aumentar la captura endocitica

de diferentes nanovesiculas.
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Las formulaciones conteniendo LPT y GA presentaron tamafios similares
cercanos a los 250 nm. La formulacién Ls-GA, tuvo un tamafio promedio menor,
resultando una poblacion mas monodispersa de potencial { menos negativo,
aungque mas negativo que lo esperado para nanovesiculas ordinarias de SPC.
Este cambio seguramente se deba a la incorporacion de cargas negativas
provenientes del grupo sulfato de los GA. Por otra parte el potencial ¢ de
nanovesiculas con LPT y GA fue menor que para los nanovesiculas preparadas

Gnicamente con PGP-Me (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas estructurales de nanovesiculas con
diferente composicion de arqueolipidos.

Muestra Potencial di Tamafio
(mV) P Promedio (nm)
A-PMe -32 0,44 259
A-PMe-GA -44 0,4 255
A-PMe-GA 2 -40 0,42 277
Ls-GA -18 0,14 110
ARQ -48 0,45 261

En cuanto a la concentracién de LT se obtuvieron valores similares para
todas las formulaciones. Con respecto a la concentracibn de RhPE se
observaron diferencias de incorporacion del lipido fluorescente en la membrana
lipidica, por lo que para analizar los resultados obtenidos con estas muestras se
requirié de una paso de normalizacion en funcion de la relacién RhPE/LT (Tabla
3).

Tabla 3. Concentracion de Lipidos Totales (LT) y RhPE.

Muestra RhPE LT Rh/LT
(ng/mL) (mg/mL) (Hg/mg)
A-PMe 6,3 17 0,37
A-PMe-GA 5,8 17,9 0,32
A-PMe-GA 2 9,5 19,3 0,49
Ls-GA 10,6 21,5 0,49
ARQ 9,8 20,4 0,48
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Para determinar la cantidad y proporcién de GA final en cada formulacion
se cuantifico la concentracion de azucares por el método de antrona, sin
embargo no se pudieron obtener resultados de la formulacion Ls-GA ya que SPC
interfiere con la cuantificacion. Como se muestra en la Tabla 4, las relaciones de
GAJ/LT fueron mayores para A-PMe-GA 2 > ARQ > A-PMe-GA > A-PMe. Esto es
un indicio de que la fraccion de PGP-Me quedo con contaminantes de GA a pesar

de los sucesivos pasos de extraccion.

Tabla 4. Concentracién de GA en cada formulacion.

GA/LT

Muestra GA (mg/ml) (% m/m)
A-PMe 0,4 2,2
A-PMe-GA 1,2 6,4
A-PMe-GA 2 2 9,6
ARQ 1,7 7.5

2.4.6 Captura de nanovesiculas por células J774A.1

Previamente se demostrd que la captura por células J774A.1 de liposomas
preparados con SPC es practicamente nula comparada con la captura de ARQ
(Higa et al., 2012; Tesoreiro, 2014). Nuevamente, con la nueva formulacién de
SPC, Ls-GA, observamos que la se mantuvo practicamente nula hasta 5 horas
de incubacién. Cuando se remplaza SPC por la fraccién arqueolipidica con PGP-
Me (formulacion A-PMe-GA2) la extension de captura aumenta
significativamente. Por otra parte, la extension de la captura de la formulacién
que contiene Unicamente PGP-Me es importante, aunque menor que para las
formulaciones que tienen la totalidad de los LPT (ARQ). No se observaron
diferencias significativas entre la extension de captura de ARQ, y la de las
formulaciones conteniendo PGP-Me y GA luego de 5 horas de incubacion.
Remarcablemente, aunque A-PMe-GA2 contendria mayor cantidad de GA que
ARQ, la extension de captura fue similar para ambos es decir, que no aumento

con el contenido de GA, como hipotetizamos al principio (Fig. 7).
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Figura 7- Captura celular de nanovesiculas. Se midi6 la captura celular en J774A.1 de
las distintas formulaciones a 1, 3y 5 horas de incubacion por citometria de flujo.
Diferencias significativas entre las formulaciones con 5 h de incubacion.

2.4.7 Ensayo de competicién de captura celular

Para determinar qué tipo de receptores estarian implicados en la internalizacion
de ARQ por células J774A.1, se llevd a cabo un ensayo de captura en presencia de
competidores. Estos competidores son ligandos de receptores conocidos, a saber:
la macromolécula mannan es un polisacarido que se une a receptores de manosa,;
liposomas conteniendo fosfatidilserina, L-PS, son ligandos de RS de clase B
(Kawasaki, Nakagawa, Nagaosa, Shiratsuchi, & Nakanishi, 2002), poly(l) es ligando
de RS de clase Ay poly(C) es una molécula estructuralmente muy parecida a poly-I
pero no reconocida por RS (Peiser et al., 2002). El ensayo de competicidbn mostrd
gue en presencia de poly(l) la captura de ARQ disminuy6 sustancialmente (~80%),
al cabo de 1 h de incubacién (Fig. 8). Por el contrario, ni poly-C, ni mannan, ni L-PS
inhibieron la captura de ARQ. Estos resultados mostraron que ni el receptor de
manosa ni los RS de Clase B participan en la union de ARQ a la célula. En tanto,
mientras que poly(l) y no poly(C), disminuy6 la captura de ARQ, los resultados
sugieren que es el RS de clase A (RS-Al/ll), el receptor implicado en el
reconocimiento e internalizacion de ARQ por células J774A1.
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Figura 8. Ensayo de competicion de captura celular. La captura de ARQ marcados con
RhPE por parte de macréfagos J774A.1 se midid por citometria de flujo luego de 1 h de co-
incubacién con diferentes competidores. Los valores estan expresados como promedio + DS
(n=3).

2.4.8 Viabilidad celular medida por MTT y LDH

El método de MTT permite medir la proliferacion y actividad metabdlica celular
de manera general. El mecanismo exacto de la reduccién 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 seial
generada es dependiente de varios parametros como: el periodo de incubacion,
el numero de células viables y la actividad metabdlica. La cantidad de formazan
generado es generalmente proporcional al nimero de células metabdlicamente

viables (van Meerloo, Kaspers, & Cloos, 2011).

LDH es una enzima citosolica soluble que solo se libera al medio extracelular
cuando hay un aumento de permeabilidad de la membrana plasmatica, por lo que

es un indicador de muerte celular (Hillegass et al., 2010).

Con L, hasta 24 horas de incubacion, en todas las concentraciones testeadas
no se observaron niveles significativos de la enzima LDH en los sobrenadantes
celulares. La viabilidad celular, medida por MTT, fue independiente del tiempo de
incubacion y de las concentraciones testeadas siendo cercana al 80%. Con Ls

hasta 24 horas no se observo ni lisis celular ni cambios en el metabolismo. Con

89



ARQ la viabilidad celular disminuyé ~35 % a partir de 24 horas de incubacion a
concentraciones de 500 pg/mL (Fig. 9a). La liberacion de LDH aumentd
Gnicamente luego de 24 horas de incubacion con 500 pg/mL de ARQ a valores
cercanos al 30 % (Fig. 9b).
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Figura 9- Ensayos de citotoxicidad. Citotoxicidad celular de ARQ, L y Ls sobre células
J774A.1 a diferentes concentraciones de lipidos totales, durante 3, 14 y 24 horas
medida por (a) el método de MTT y (b) el método de LDH. Las diferencias
significativas son al comparar con celular Control. Los valores estan expresados como
promedio + DS (n=2).
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2.4.9 Andlisis de Apoptosis/Necrosis mediante IP, YO-PRO y Hoescht

Durante la apoptosis temprana la membrana citoplasmatica se vuelve levemente
permeable. Ciertos colorantes como el fluoréforo YO-PRO pueden entrar en las
células apoptéticas mientras que otros colorantes como IP no pueden. Por otra
parte, el colorante Hoechst puede permear a través de la membrana plasmética
de células vivas y unirse al surco menor de la doble hebra de ADN. Sin embargo
en procesos de apoptosis el ADN se condensa y Hoechst tifie la cromatina de

manera mas brillante que como tifie a la cromatina de células no-apoptoticas.

Las células control, sin ningun tratamiento, luego de 24 horas de crecimiento
tienen su nucleo marcado Unicamente con Hoescht, de un azul no muy brillante
y la densidad celular es de un 90%. Al tratar las células durante 3 horas con 2,5
mM de H202, un agente oxidante muy fuerte, se induce la muerte celular por
necrosis (Kulms & Schwarz, 2000). Entonces la membrana plasméatica aumenta
su permeabilidad y permite el paso de IP; entonces las células se ven marcadas

con los tres colorantes (Fig. 10a).

Campo Claro Hoechst YO-PRO loduro de Propidio

Figura 10a. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células J774A.1 marcadas
con YO-PRO, IP y Hoechst luego de haber sido incubadas con H,O, durante 3 h, con
luz UV durante 30 minutos o sin tratamiento (Control). Aumento 10X. (n=2)
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Campo Claro Hoechst loduro de Propidio

ARQ 50 pg/ml 3 h

ARQ 50 pg/ml 14 h

ARQ 50 pg/ml 24 h

Hoechst loduro de Propidio

ARQ 500 pg/ml 14 h ARQ 500 pg/ml 3 h

ARQ 500 pg/ml 24 h

Figura 10b. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células J774A.1 marcadas
con YO-PRO, IP y Hoechst luego de haber sido incubadas con ARQ durante 3, 14y 24 h
a 50 0 500 pg/mL de lipidos totales. Aumento 10X. (n=2)

Por otra parte al exponer a las células durante 30 minutos a luz UVC se induce
la muerte por apoptosis (Darzynkiewicz et al., 1997). En el caso de las células
tratadas con luz UV, se pueden ver algunas células marcadas con Hoechsty YO-
PRO. Ademas con los dos tratamientos se observa una disminucién en la

densidad celular de las células en campo claro (Fig. 10a).
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L 500 pg/ml 3 h

L 500 pg/ml 14 h

L 500 pg/ml 24 h

Nuestros resultados mostraron que para ARQ a 50 pg/mL hubo un aumento
en la marcacion con YO-PRO luego de 24 h de incubacion, mientras que no se
observaron células marcadas con IP. Esto podria indicar que algunas células
luego de tiempos largos de incubacién estan en apoptosis temprana. (Fig. 10b)
A una concentracién de 500 pg/mL de ARQ, se observé un aumento en la
marcacion con YO-PRO e IP a partir de 14 horas de incubacion que indicaria
lisis celular (Fig. 10b). En el caso de L a 500 pg/mL a las 14 horas se observo
marcacion con YO-PRO, pero no con IP por lo que las células estarian apoptosis
temprana (Fig. 10c), mientras que a las 24 horas hay marcacién con IP, lo que

indicaria lisis celular.

Por otro lado, se realizaron microscopias de fluorescencia y campo claro
de las células incubadas con ARQ con un mayor aumento (20X), para
determinar méas detalles, como morfologia y densidad de tincién con Hoescht. Al
cabo de 3 horas de incubacién a una concentracion de ARQ de 50 pg/mL las
células no estan tefidas con IP o YO-PRO, y el nucleo tefiido con Hoescht no

muestra diferencias de densidad Fig. 11.

Hoechst

Figura 10c. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células J774A.1 marcadas con
YO-PRO, IP y Hoechst luego de haber sido incubadas con L durante 3, 14y 24 h a 500
pg/mL lipidos totales. Aumento 10X. (n=2)
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ARQ 50 pg/mL 3 h

ARQ 50 pg/mL 14 h
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Figura 11. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células J774A.1 en a) y €) campo
claro marcadas o marcadas con b) y f) Hoechst, ¢) y g) IP y d) y h) YO-PRO luego de haber
sido incubadas con ARQ 50 pg/mL durante 3y 14 h. Aumento 20X.
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ARQ 500 pg/mL 14 h

Figura 12. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células J774A.1 en a) y €) campo
claro marcadas o marcadas con b) y f) Hoechst, ¢) y g) IP y d) y h) YO-PRO luego de haber
sido incubadas con ARQ 50 pg/mL durante 24 h o 500 pg/mL durante 14 h. Aumento 20X.

95



Luego de 14 horas se observaron algunas células con tincién de YO-PRO
(Fig. 11h) y sin tincidn de IP (Fig. 11g). En este caso las células tefidas con YO-
PRO también muestran una marcacion mas brillante con Hoescht. En cuanto a
su morfologia, estas células parecen mas vacuoladas y chicas como se muestra
con las flechas en campo claro (Fig. 11e). Luego de 24 horas aumenta el nUmero
de células con estas caracteristicas y se puede ver claramente una marcacion
mas brillante con Hoescht en algunas zonas del nucleo que podria ser por
condensacion de cromatina como se muestra en la Fig. 12b sefialado con

flechas.

Luego de 14 horas a una concentracion de ARQ de 500 pg/mL, las células
estan poco adheridas, los bordes poco definidos, asi como con muchas vacuolas
(Fig. 12e). En este caso la marcacion da positiva para IP y no se observan las
diferencias de tincion con Hoescht.

2.4.10 Anélisis de Apoptosis/Necrosis mediante TUNEL

El ensayo del TUNEL permitié6 determinar el grado de fragmentacion del
ADN de células J774A.1 luego de incubarlas con L o ARQ durante 24 horas.
Cuando las células tienen un alto grado de fragmentacion de su ADN estas se
encuentran en apoptosis tardia. Tal es el caso de las células tratadas con luz
UV, para las que pudimos determinar un aumento en la cantidad de ADN
fragmentado cuando comparamos la IF con la de las células control, como se

muestra en los histogramas de la Fig. 13.

Por otra parte, no se observd un aumento de la IF para L entre 50 y 500
pug/mL, por lo que concluimos que no generaron fragmentacion de ADN. Para
ARQ hasta 100 pg/mL tampoco se observé que la IF aumentara, mientras que
para 500 pg/mL parte de las células analizadas aumentaron su IF, indicando
ADN fragmentado (Fig. 13). Las células tratadas con perdxido de hidrogeno, no
pudieron ser analizadas ya que no se pudo recuperar un numero de células

suficiente.
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Figura 13. Ensayo TUNEL, histogramas IF de células J774A.1, medida por citometria de
flujo luego de incubar ARQ o L durante 24 h a diferentes concentraciones de lipidos totales o
exponer a luz UVC durante 0,5 h. (n=2)

Adicionalmente se analizaron las células que fueron positivas en el ensayo
del TUNEL (Fig. 13) para determinar cambios en la granularidad y tamafio luego

de las 24 horas de incubacién con ARQ o L.

La citometria de flujo puede brindar datos sobre la morfologia celular al
determinar cambios en el patrén de luz dispersada que genera cada célula. La
dispersion directa de la luz (detectada en linea con el haz incidente, Forward
Scatter, FSC), se correlaciona con el volumen celular, mientras que la dispersion
lateral (detectada perpendicularmente al haz incidente a 90°, Side Scatter, SSC)
se correlaciona con la complejidad estructural, como la forma del nucleo, la
cantidad y tipo de granulos citoplasmaticos, o la rugosidad de la membrana.
Cuando una célula muere por apoptosis, la reduccién del volumen celular y la
formacion de cuerpos apoptoticos se correlacionan con una disminucion del FSC
y un aumento del SSC. En cambio cuando las células entran en apoptosis
tardia/necrosis secundaria se caracterizan por una menor capacidad para
dispersar la luz en ambas direcciones. Durante la necrosis, se produce
rapidamente la reduccion simultanea de la intensidad de luz dispersada en FSC
y SSC (Wlodkowic, Telford, Skommer, & Darzynkiewicz, 2011). Por tal motivo
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estos parametros no permiten distinguir apoptosis tardia de necrosis secundaria,

pero si apoptosis temprana.

Se comparo la intensidad de la luz en FSC y SSC para las células control

sin tratamiento, control UV y las células incubadas durante 24 horas con ARQ a

500 pg/mL (concentracion en donde se observd un aumento de la fragmentacion

de ADN). Al observar en un gréfico de dot plot la distribucion de las células que

fueron positivas en el ensayo del TUNEL (poblacion azul), se observé un

aumento en el porcentaje de células que tienen mayor intensidad en SSC, tanto

para las células tratadas con UV como incubadas con 500 pg/mL de ARQ al

compararlas con las células Control. Esto seria un indicio de un aumento en la

complejidad de un 30 % de las células que tienen su ADN fragmentado (Fig. 14).
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Figura 14. Dot Plot de Forward scatter (FSC) vs Side scatter (SSC) de células J774A.1
gue fueron sometidas la ensayo del TUNEL. Se muestra los graficos de las muestras
positivas para TUNEL ARQ a 500 pg/mL y Control UV.
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Después las tefiir las células con un fluorocromo especifico de ADN, como
IP, pueden reconocerse por citometria las etapas del ciclo celular en el que se
encuentran las células. Las células que estan en un estado quiescente o que
estan entrando al ciclo celular, mediante la sintesis de ARN y proteinas, tendran
un contenido de ADN diploide (2N) (estadio Go/G1). En la fase de sintesis de
ADN (S) tendrdn méas ADN que las células en G1 (entre 2N-4N) y tomaran
proporcionalmente mas IP y emitiran una fluorescencia mas intensa, hasta que
hayan duplicado su contenido de ADN (4N) y se encuentren en fase G2 o en
mitosis (M) y seran aproximadamente el doble de brillantes que las células en
G1l.

Por otra parte como resultado de la fragmentacion del ADN, las células
apoptoéticas muestran un déficit en el contenido de ADN. En los histogramas el
contenido de ADN a menudo se caracteriza por una poblacion "sub-Go/G1"
(Crowley, Chojnowski, & Waterhouse, 2016). En el ensayo del TUNEL también
se agrego6 IP antes de analizar las muestras por citometria para determinar el
estadio del ciclo celular en el que se encontraban las células luego de las 24
horas de incubacion con ARQ o L. En este caso como las células fueron
previamente fijadas con paraformaldehido y etanol, IP permea a través de la
membrana celular en todas las condiciones, incluso en las células control. Todas
las células salvo las tratadas con UV estan en mayor porcentaje en la fase del
ciclo celular Go/G1 y no se observé una poblacion celular en etapa de division
G2/M por lo que las células estarian principalmente en un estado quiescente,
esto puede tener que ver con el tiempo de incubacion y la falta de nutrientes,
debido al consumo del medio de cultivo (Wallen, Higashikubo, & Dethlefsen,
1984). Las células incubadas con ARQ tienen un porcentaje de sus células en
fase sub-Go/G1 que aumenta a medida que aumenta la concentracion de ARQ,
siendo de un 9,5 % para 500 pg/mL. Este estadio del ciclo se corresponde con
células en apoptosis que tienen su ADN fragmentado (Fig. 15).
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Figura 15. Determinacion del ciclo celular. Histogramas IF de IP en células J774A.1,
medida por citometria de flujo luego de incubar ARQ o L durante 24 h a diferentes
concentraciones de LT y células expuestas a luz UVC durante 0,5 h. (n=2).

2.4.11 Proteinas de sefializacién

Mediante Western Blot se determinaron cambios en la cantidad de las
proteinas AKT/pAKT, ERK/pERK y PARP-1 que se expresan en células J774A.1
luego de 24 horas de incubacion con ARQ o Ls a 10, 50, 100 y 500 pg/ml.

La proteina Aktl tiene una amplia distribucion en todos los tejidos y esta

implicada en el crecimiento supervivencia celular. Muchos factores de
crecimiento y citoquinas activan cascadas de sefalizacion que incrementan la
activacion de AKT (pAKT) (Hers, Vincent, & Tavaré, 2011). En los ensayos en

donde se incubaron ARQ y Ls, los niveles de la enzima AKT y pAKT no
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cambiaron con respecto al control de muestras sin tratar como se muestra en la
Fig. 16.

Dentro de las rutas de sefializacion de las proteinas quinasas activadas por
mitdgenos (MAPK) se encuentran las quinasas relacionadas a sefiales
extracelulares (ERK). Esta via de sefializacion responde principalmente a
factores de crecimiento y agentes mitdgenos que controlan el crecimiento, la
proliferacion celular, supervivencia celular y muerte celular. ERK es una enzima
citoplasmatica que es activada mediante fosforilacion (pERK). Una vez activada
se trasloca al nucleo donde activa diferentes factores de transcripcion que
inducen la expresion de genes que promueven la supervivencia, division y
motilidad celular (Roskoski Jr, 2012). En la Fig. 16, se muestran los resultados
para la enzima ERK y pERK; cuando las células se incuban con ARQ a partir de
100 pg/mL aumenta la cantidad de pERK, mientras que no se observan cambios

en ERK en comparacion con las células control.
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Figura 16. Imagen de Western Blot en celulas J774A.1, luego de 24 horas de
incubacién con ARQ o Ls a diferentes concentraciones. (n=3).
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2.5 Discusion

Una de las caracteristicas més sobresalientes de los ARQ preparados a
partir de los LPT del arqueabacteria H. tebenquichense, radica en ser
extensamente internalizados por distintos tipos celulares. Esta propiedad puede
ser aprovechada para llevar a cabo un delivery intracelular de drogas, mas

eficientemente que con nanovesiculas ordinarias (liposomas).

Debido a la presencia de glicolipidos SDGD-5 y SDGD-5PA con manosas
sulfatadas en sus cabezas polares en los LPT, inicialmente hipotetizamos que
estos GA pudieran ser ligandos del RM y que serian responsables de su
extensiva captura por macrofagos, células que expresan gran cantidad de RM
en su superficie. Propusimos entonces que toda nanovesicula enriquecida en
GA podria ser extensivamente endocitada. Por otra parte, también se decidio
evaluar el rol del lipido con mayor abundancia relativa, PGP-Me, en la captura
celular. Por estas razones preparamos dos extractos arqueolipidicos purificados:
uno de GA y otro de PGP-Me. Para esto separamos los LPT por columna de
Silica seguida de CCD preparativa. Pero sorprendentemente, la formulacién
conteniendo los GA aislados y SPC no registré captura celular (Fig. 7), es decir
los GA solos no actuaron como ligandos de receptores endociticos que hicieran
su captura extensiva. En cambio las formulaciones conteniendo solo PGP-Me
fueron extensamente capturadas, aunque en menor proporciéon que ARQ o la
formulacion conteniendo PGP-Me y GA. Por lo tanto, el arqueolipido PGP-Me
seria el dnico directamente involucrado en la captura extensiva de las
nanovesiculas; en cambio los GA parecerian intervenir Gnicamente en

combinacién con PGP-Me.

Estos resultados nos dirigieron a re-elaborar nuestra hipétesis acerca de
gué tipo de receptores estarian involucrados en el reconocimiento y extensiva
captura de los ARQ. Identificar los receptores intervinientes nos permitiria
predecir qué tipos celulares serian los blancos de ARQ en una administracién in
vivo y disefiar terapias que tuvieran en cuenta esta caracteristica. Debido al rol

fundamental de PGP-Me en la captura celular y su caracter anidénico con una
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carga neta de -2, hipotetizamos entonces que la internalizacién de ARQ por
células J774A1 estaria mediada por RS, receptores de un amplio espectro de
materia particulada polianionica. Ademas, se ha reportado previamente sobre la
afinidad de RS-Al/ll con elementos con carga superficial negativa (Canton et al.,
2013). El potencial ¢ negativo de los ARQ, en el orden de -40 mV en buffer Tris,
indica que éstos tienen en la superficie cargas negativas expuestas, que podrian
ser las responsables de la union ARQ-RS-Al/ll. En las células J774A.1, los
ensayos de competicion de captura de ARQ mostraron que Unicamente hubo
inhibicién de captura cuando luego de incubados con el acido poly-I, un ligando
conocido de RS de clase A (RS-Al/ll). Concluimos ademés que los ARQ serian
endocitados por mecanismos diferentes a los liposomas de SPC vy

fosfatidilserina, debido a que estos ultimos no funcionaron como inhibidores.

El receptor RS-Al/ll, también conocido como CD204, es una proteina de
membrana de Tipo Il que comprende un corto dominio citoplasmatico seguido de
una sola regién transmembrana y un gran dominio extracelular que media el
reconocimiento del ligando. SR-Al/ll puede internalizar ligandos mediante EMC
y endocitosis mediada por caveolina (Zhu et al., 2011), asi como por fagocitosis
(Peiser, Gough, Kodama, & Gordon, 2000; Thomas et al., 2000). Una de sus
funciones es el aclaramiento de células apoptéticas, por lo que se expresa
principalmente en macrofagos con un fenotipo M2, con un perfil anti-inflamatorio.
También participa en el aclaramiento de moléculas modificadas como LDLox, en
la remocién de bacterias y en adhesion celular (Platt & Gordon, 2001). Se
expresa principalmente en macrofagos, aungue también se lo ha identificado en
células epiteliales, endoteliales y células dendriticas (Canton et al., 2013;
Harshyne, Zimmer, Watkins, & Barratt-Boyes, 2003). Previamente se ha utilizado
la incorporacién de ligandos de RS para realizar targeting activo de liposomas a
macrofagos, pero estos disefios incluyen la incorporacion de lipidos purificados
como fosfatidilserina (Tempone et al., 2004) o la unién quimica de ligandos de
RS a fosfolipidos (Etzerodt et al., 2012; Rensen et al., 2006). La ventaja de los
ARQ con respecto a estas formulaciones es que los LPT funcionan como
ligandos naturales de estos receptores sin la necesidad de realizar sintesis

quimica o utilizar lipidos caros.
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La eventual citotoxicidad de ARQ se relevd sobre estas mismas células
J774A.1 dada su extensa capacidad de captura. Para profundizar el estudio de
los mecanismos que mediarian la citotoxicidad de ARQ, se realizaron una serie
de ensayos para diferenciar entre muerte por apoptosis o necrosis. Como control
de muerte por apoptosis, empleamos células tratadas con luz UVC y como
control de necrosis, células tratadas con H202 2,5 mM. Los resultados mostraron
que para ARQ a 50 pg/mL hasta 3 horas, no se hallé ningin cambio respecto de
las células control. A las 24 horas de incubacion no disminuy6 el metabolismo
celular (Fig. 9a), ni se registro lisis celular por LDH (Fig. 9b); la membrana de
algunas células se volvié permeable a YO-PRO, pero no a IP (Fig. 10b), algunas
células mostraron su ADN mas condensado (Fig. 11), pero no hubo
fragmentacion (Fig. 13), tampoco cambios en la expresion de proteinas (Fig. 16).
Analizando estos resultados de manera global podemos concluir que los ARQ a
50 pg/mL a 24h inducen apoptosis en algunas células, pero en lineas generales
no generaron citotoxicidad significativa. A su vez como las células que mueren
lo hacen por apoptosis no habria riesgos de desencadenar una respuesta

inflamatoria.

Por otra parte para ARQ a 500 pg/mL a las 24 horas de incubacién el
metabolismo celular disminuyé un 30% (Fig. 9a). Esto es coincidente con
resultados previos obtenidos por (Gonzalez et al., 2009) con una disminucion de
viabilidad del 25 % en células J774A.1 bajo las mismas condiciones
experimentales. Ademas con 500 pg/mL aumento6 un 30 % la lisis celular medida
por LDH (Fig. 9b), las células fueron permeables a YO-PRO e IP (Fig. 10b), no
se observd condensacion del ADN (Fig. 12f) pero hubo fragmentacion
significativa (Fig. 13) y ademas al determinar el ciclo celular se registrd un
aumento de un 7% en la poblacion de células subGo/G: (Fig. 15). Dentro de la
poblacién de células con ADN fragmentado se observd un aumento en la
poblacion de células con mayor complejidad interna (Fig. 14). Este conjunto de
parametros podria indicar que los ARQ a 500 pg/mL y 24 horas de incubacion
generan una citotoxicidad significativa y que las células podrian estar muriendo
por un proceso de apoptosis 0 por necrosis. Los indicios de muerte por apoptosis
los aporta la fragmentaciéon de ADN y el aumento en la complejidad de parte de
las células con ADN fragmentado asi como la falta de disminucion drastica del
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tamafo, caracteristica de necrosis. Sin embargo que las células tengan su
membrana lisada, como se puede ver por la entrada de IP o por la presencia de
LDH extracelular podria ser un indicio de que algunas células mueren por
necrosis. Por otra parte, es importante destacar que la necrosis como proceso
de MCA es rapido y en este caso solo se observo a tiempos largos de incubacién
ya que a las 3 horas no hubo lisis, ni por IP ni por LDH. Por otra parte, luego de
que las células pasan una primer fase de apoptosis temprana, si ho son
reconocidas y endocitadas, entran en un proceso similar a la necrosis (necrosis
secundaria) en donde parte de su membrana se lisa y liberan parte de su
contenido citoplasmético al medio extracelular (Berghe et al., 2013). A diferencia
de estos, los L luego de 14 horas de incubacion con 500 pg/mL, tuvieron una
permeabilidad selectiva a YO-PRO, indicio de apoptosis temprana, mientras que
luego de 24 horas la membrana celular comenz6 a ser permeable a IP, hecho
que podria indicar una necrosis secundaria. Sin embargo estos fueron los Unicos
indicios de citotoxicidad, ya que no se encontraron otros marcadores como
fragmentacién del ADN o lisis celular por liberacién de LDH. Con respecto a la
lisis celular es importante tener en cuenta que IP es una molécula chica de 668
Da, mientras que la enzima LDH es una proteina multimérica con una masa de
140 kDA. Estas diferencias de tamafio podrian indicar diferencias de
permeabilidad, ya que la lisis de la membrana debe ser mas extensa para
permitir la salida de macromoléculas grandes como las enzimas. Teniendo en
cuenta esto, seria razonable observar lisis celular por IP, pero no por LDH en

casos de menor grado de ruptura de la membrana.

Con la formulaciéon de ARQ a 500 pg/mL también se observé un aumento
significativo de la proteina quinasa pERK en comparacion con las células control.
Dependiendo de la duracién, la magnitud y su localizacion subcelular, la
activacion ERK controla diversas respuestas celulares, como proliferacion,
migracion, diferenciacion y muerte. Muchos estudios relacionan el potencial
oncogénico de su activacion constitutiva debido a la induccion de supervivencia
celular (Junttila, Li, & Westermarck, 2008; Zhou, Islam, & Pestka, 2005).
Paradéjicamente, un numero creciente de estudios también sugieren que en
ciertas condiciones, la activacion ERK puede promover la muerte celular por

apoptosis.(Cagnol & Chambard, 2010; Tang et al., 2002). Esto parece suceder
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con diversos estimulos que dafian el ADN, como radiacion UV, que aumentan
los niveles de pERK; incluso el nivel de activacion de pERK seria proporcional al
dafio generado en el ADN (Fisher et al., 1998; Kauppinen et al., 2006). En este
caso con ARQ se registré un aumento en la cantidad de pERK, en concordancia
con un aumento en el ADN fragmentado, lo que podria ser otro indicio de muerte
celular regulada.

Previamente se han realizado ensayos para estudiar la induccién de
apoptosis por liposomas con diferente carga superficial. A concentraciones altas
de lipidos (~400 pg/mL) para liposomas neutros preparados a partir de
fosfatidilcolina o liposomas anidnicos no se determind apoptosis tardia por
fragmentacién de ADN con el ensayo del TUNEL, o al determinar el patrén de
tamafios de fragmentos de ADN por gel de agarosa; mientras que si se observo
fragmentacién con liposomas cationicos (Aramaki, Takano, & Tsuchiya, 1999).
Estos ultimos inducirian apoptosis mediante la activacion de caspasa-8, mediada
por p38 (una MAPK) pero no por ERK1/2, luego de 3 horas de incubacion en
macréfagos RAW264.7 (lwaoka, Nakamura, Takano, Tsuchiya, & Aramaki,
2006).

Podemos concluir que es complejo el analisis global y con los datos
recolectados no se puede asegurar por qué mecanismos mueren las células con
concentraciones altas de ARQ. Para esto serian necesarios mas ensayos que
nos permitieran identificar ciertas proteinas relevantes que participan en
apoptosis y necrosis, para diferenciar apoptosis seguida de necrosis, de necrosis
clasica. En esta linea la NCCD recomienda medir el estado funcional o la
localizacion subcelular de proteinas relevantes como caspasas, RIPK1, RIPK3,
PARP-1 ya que pueden proporcionar informacion sobre los mecanismos que
acompafan (y regulan la cinética de) muerte celular (L Galluzzi et al., 2015). En
resumen, en este Capitulo se pudo determinar que los ARQ son reconocidos y
endocitados, principalmente mediante RS-Al/ll, un mecanismo diferente al de
liposomas convencionales. Al comparar ARQ con L o Ls, observamos un
aumento en los niveles de citotoxicidad generados por los ARQ. Esto inferimos
esta estrechamente relacionado con la tasa de captura intracelular que tiene
cada una de las nanovesiculas. También pudimos determinar que hasta con

concentraciones de 50 pg/mL ARQ no se afecta la viabilidad de la linea celular
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qgue los captura mas avidamente. Esto ultimo nos da un indicio de que la
citotoxicidad sobre lineas celulares que tengan menor capacidad de captura
celular sera menor. Es importante sefalar que, si bien es util expresar la
citotoxicidad en términos de concentracion, esto no tiene una correlacion directa
la exposicion que se producira in vivo. Las NP tienen una tendencia a difundir y
aglomerarse en los medios de cultivo. Entonces si se tiene en cuenta la
sedimentacion gravitacional seria de mayor utilidad presentar los resultados en
términos de masa de nanovesiculas/ célula o masa por unidad de area (Kong et
al., 2011). En particular para predecir la toxicidad a nivel pulmonar es util utilizar
como parametro la masa por unidad de area (Braakhuis et al., 2016). En ese
caso los ARQ se podrian utilizar hasta una cantidad de 15,6 pg/cm? con una
densidad de células de 125.000/cm?. Estos resultados brindan informacion
necearia para el disefio racional de futuras terapias que incluyan a los ARQ como
sistema de transporte de principios activos.
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CAPITULO 3

3. Nanovesiculas pH sensibles nebulizables
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A partir de los datos exparimentales obtenidos en este Capitulo se ha

publicado el trabajo:

“Surviving nebulization-induced stress: dexamethasone in pH-sensitive
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3.1 Objetivo

El objetivo de este Capitulo fue el disefio y desarrollo de nanovesiculas para el
delivery inhalatorio de un corticoesteroide modelo, al citoplasma de células de

pulmdn, implicadas en el establecimiento de procesos inflamatorios.
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3.2 Introduccién

3.2.1 Asma

El asma es una enfermedad inflamatoria cronica de las vias respiratorias en la
que células del sistema inmune innato y adaptativo actian junto con células
epiteliales para causar sobreproduccibn de moco, remodelacion y el
estrechamiento de las vias respiratorias e hiperreactividad bronquial [(HRB),
tendencia de las células del masculo liso a reaccionar a estimulos como el aire
frio y el ejercicio]. En personas susceptibles, esto conduce a periodos repetidos
de dificultad para respirar, sibilancias y opresién en el pecho (Holgate et al.,
2015). El asma ha aumentado su incidencia con los afios, en la actualidad es la
enfermedad pulmonar mas comun y la enfermedad cronica con mayor
prevalencia en nifios. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula que
en la actualidad hay 235 millones de pacientes con asma. El asma esta presente
en todos los paises, independientemente de su grado de desarrollo, sin embargo
mas del 80 % de las muertes por asma tienen lugar en paises de ingresos bajos
y medios-bajos (OMS, 2018).

Hay varios fenotipos de asma, que se pueden dividir en dos grandes grupos,
como asma alérgica y no alérgica. Mas del 80% de los nifios y el 50% adultos
tienen asma alérgica; generalmente es causada por alérgenos, contaminantes
del aire y factores genéticos. Este tipo de asma se caracteriza por la infiltracién
de eosindfilos en los pulmones. En el asma no alérgica no hay evidencia de IgE
especifica y generalmente es causada por infeccion por virus, drogas, irritantes
quimicos o tabaquismo, se desarrolla en la vida adulta, con mayor incidencia en
mujeres, y se caracteriza por la infiltracion de neutroéfilos en los pulmones. A su
vez una pequefia porcion de pacientes con asma sufre de asma grave, que
incluye caracteristicas del asma alérgica y no alérgica (Lambrecht & Hammad,
2015). Si bien cada fenotipo tiene caracteristicas diferentes, todos generan HRB.
Los eventos que subyacen a la HRB tienen que ver con la remodelacion de las
vias aéreas. En el asma, la pared de la via aérea se engrosa de manera

proporcional a la gravedad y duracion de la enfermedad. La remodelacién implica
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un aumento del musculo liso de las vias respiratorias, engrosamiento de la
lamina reticular por fibrosis subepitelial (depdsito aumentado de colageno |,
colageno Il y colageno V, asi como fibronectina) angiogénesis, y metaplasia de
la mucosa epitelial, un proceso que implica la aparicion de células mucosas en
nuevas areas de las vias respiratorias y que generan un aumento de la
produccion de moco que forma tapones que pueden extenderse a las vias
respiratorias pequefias y que dificultan el intercambio gaseoso (Holgate et al.,
2015).

Fibrosis subepitelial
por deposicion de

A Célula de B ,W
musculo liso Cartilago sanguineos
N

colageno

Glandula
submucosa

4 Numero cel.
caliciformes

—
= 0
4 Volumen de
glandulas
submucosas

Hiperplasia y
distrofia del
musculo liso

sanguineo ’

Figura 1. Esquema de la patologia del asma, a) vias aéreas normales, b) vias aéreas
asméticas. Modificado de (Fahy, 2015).

El paradigma de respuesta inmune tipo 1 y tipo 2 describe respuestas
inmunitarias distintas que estan reguladas principalmente por subpoblaciones de
linfocitos T CD4* conocidos como T helper 1 (Thl) y células Tr2,
respectivamente. Las células Thl secretan interleucina-2 (IL-2), interferén-y
(IFNy) y linfotoxina-a, y estimulan la inmunidad de tipo 1, que se caracteriza por
una actividad fagocitica prominente. EI asma alérgica esta mediada por
respuestas inmunitarias de tipo 2, en donde linfocitos Th2 secretan

principalmente las citoquinas IL-4, IL-5 e IL-13 que estimulan la inmunidad de

118



tipo 2 (Fahy, 2015). Esta se caracteriza por titulos altos de anticuerpos IgE y un
gran numero de eosinofilos que liberan peroxidasas y neurotoxinas y mastocitos
unidos a IgE que liberan histamina y leucotrienos y juntos generan la HRB
(Holgate et al., 2015). En el asma no alérgica contribuyen otras células del
sistema inmune en donde predominan los neutrdéfilos y la ausencia de citoquinas
Trn2 (Kim, DeKruyff, & Umetsu, 2010). Esta se da en particular, en las personas
con formas tardias y mas graves de asma en donde la obstruccion de las vias
respiratorias es menos reversible y predominan las citoquinas Tul y TH17
(Lambrecht & Hammad, 2015).

Otras células importantes de la respuesta inmune innata en el pulmén y que
estan involucrados en el inicio y la resolucion de la inflamacién pulmonar durante
las respuestas inmunitarias alérgicas son los macrofagos (Boorsma, Draijer, &
Melgert, 2013; Hussell & Bell, 2014; Jiang & Zhu, 2016). Los macrofagos
pulmonares son una poblacion heterogénea de fagocitos mononucleares, como
se describié en el Capitulo 1, Seccion 7. Los MA se activan de diferentes
maneras en el asma severa dependiendo del perfil de citoquinas del entorno. A
través de estas diferentes formas de activacion, los macréfagos M1 parecen
estar involucrados en la exacerbacion de la respuesta inflamatoria, mediante la
produccion de iNOS, IL-1B y TNF-a (Hussell & Bell, 2014). Mientras que los
macréfagos M2 [que expresan arginasal, moléculas de tipo quitinasa y la
molécula de tipo resistina-a (FIZZ1)] pueden inhibir la produccién de citoquinas
Th2 alérgicas (Kim et al., 2010) y participar en la reparacion del pulmon dafado.
Sin embargo, la persistencia de las células M2 y la produccidén excesiva de
factores pro-fibréticos parecen contribuir a la remodelacion crénica de las vias
respiratorias que caracteriza al asma severa (Pappas, Papaioannou, Kostikas, &
Tzanakis, 2013). Finalmente, un tercer tipo de macréfagos, los macrofagos tipo
M2 (Boorsma et al., 2013), parecen tener un papel regulador al liberar IL-10, una

citoquina anti-inflamatoria (Boorsma et al., 2013).

El tratamiento de primera linea para el asma persistente es una combinacion de
corticosteroide inhalado (Cl) en dosis bajas, que actla para suprimir la
inflamacion, y un agonista [2-adrenérgico que actua como broncodilatador
(Ricciardolo, Blasi, Centanni, & Rogliani, 2015). Sin embargo, aproximadamente
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el 10% de los pacientes necesitan una dosis maxima de Cl y cerca del 1%
necesita un tratamiento regular de corticosteroides oral (Howarth et al., 1995).

3.2.2 Corticoesteroides

Los corticoesteroides sintéticos son los agentes antiinflamatorios e
inmunomoduladores mas usados y son la Unica terapia que suprime la
inflamacion en las vias respiratorias asmaticas. A nivel celular, los
corticosteroides reducen el numero de células inflamatorias en las vias
respiratorias, incluidas eosindfilos, linfocitos T, mastocitos y células dendriticas
(Barnes & Adcock, 2003). Su mecanismo de accion a nivel molecular depende
de su difusion a través de la membrana celular y unién a los receptores de
glucocorticoides en el citoplasma celular. Tras la union del ligando, los receptores
de glucocorticoides se activan y translocan rapidamente al nacleo. Alli activan o
apagan la transcripcion de distintos genes a través de la interaccién con histonas
acetiltransferasas (Barnes & Adcock, 2009). La principal accion es desactivar
multiples genes inflamatorios que codifican citoquinas (IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-9, IL-11, IL-12, IL-13, IL-16, IL-17,IL-18, TNF-0a, GM-CSF) y quimioquinas
(IL-8, RANTES, MCP-1, MCP-3, MCP-4, eotaxina) , moléculas de adhesion
(ICAM1, E-selectina), enzimas inflamatorias (fosfolipasa Az citosolica, iINOS) y
receptores. Normalmente estos genes se activan en las vias respiratorias
mediante factores de transcripcién pro-inflamatorios, como el factor nuclear
NFkB y proteina activadora 1 (Barnes & Adcock, 2003).

Cuando los corticoesteroides se administran a nivel sistémico generan una
variedad de efectos adversos, metabdlicos (diabetes mellitus, aumento de peso,
lipodistrofia) y cardiovasculares (hipertension y eventos cardiovasculares) que
pueden ser potencialmente mortales (Fardet & Féve, 2014). Los Cl en dosis
bajas tienen menos posibilidades de ingresar a la sangre, lo que los hace mas
seguros y con menos efectos secundarios que los corticosteroides sistémicos
(Stanbury & Graham, 1998). La absorcién sistémica de Cl se minimiza debido a
su baja biodisponibilidad oral y a la baja absorcion de la dosis depositada en las
vias respiratorias mas profundas. Por otra parte, los ClI tienen que exhibir una

biodisponibilidad pulmonar alta y un tiempo largo de retenciéon pulmonar. Por
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estas razones, el efecto ejercido por un Cl depende de su quimica, y su eficacia
esta influenciada por su deposicion en las vias respiratorias, un hecho que se
rige por el tipo de dispositivo de administracion (Ricciardolo et al., 2015). A su
vez, cuando los CI se utilizan a dosis altas y por periodos de tiempo prolongados
generan efectos adversos sistémicos (cataratas, osteoporosis, supresion de
glandula adrenal) y locales (afonia, candidiasis). Por lo que a pesar de las
ventajas significativas asociadas con el advenimiento de Cl, las terapias pueden

evolucionar hacia productos mas refinados.

Las NP inhaladas, por ejemplo, se proponen para maximizar el tiempo de
residencia en los pulmones y proteger la estructura quimica de las drogas
(Kuzmov & Minko, 2015). El rendimiento de una gran variedad de NP inhaladas
se ha evaluado preclinicamente para la administracibn pulmonar de
corticosteroides, antitumorales y antibioticos (Paranjpe & Muiller-Goymann,
2014). Debido al volumen de conocimiento adquirido en los ultimos 20 afios
sobre los procesos de fabricacion robustos y la disponibilidad de excipientes de
alta calidad, ahora las vesiculas lipidicas (liposomas y nanoliposomas) se
desarrollan con estabilidades quimicas y fisicas aceptables para respaldar una
vida util farmacéutica significativa (D Cipolla, Redelmeier, Eastman, Bruinenberg,
& Gonda, 2011). Por eso, a pesar del universo de NP en estudios preclinicos, la
mayoria de las micro/nano estructuras aceptadas por la industria farmacéutica

son los liposomas y estructuras relacionadas (Sercombe et al., 2015).

La administracion pulmonar plantea un desafio debido a la complejidad
anatémica del sistema respiratorio humano. De la misma manera que ClI, el
rendimiento de los liposomas inhalados depende del dispositivo inhalador. Los
dispositivos de inhalacidbn mas elegidos para el suministro de liposomas son los
nebulizadores, ya que son los mejores para transportar grandes cantidades de
soluciones acuosas a los pulmones (David Cipolla, Gonda, & Chan, 2013), como
se describi6 en el Capitulo 1, Seccién 10.

Los nanoliposomas inhalados a su vez pueden evolucionar hacia NP
relacionadas mas sofisticadas que presenten nuevas funcionalidades,
compatibles con su fabricacion industrial. Seria deseable, por ejemplo, contar
con NP que permitan que los farmacos se administren a un sitio subcelular

especifico (Rajendran, Kndlker, & Simons, 2010). Como es el caso de los
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corticoesteroides, que se deben unir a receptores que se encuentran en el
citoplasma celular. Teniendo en cuenta esto, una hipétesis valida es que el
rendimiento de los corticosteroides nebulizables podria mejorar si se emplean
NP disefiadas especificamente para realizar un targeting citoplasmético. Como
los liposomas clasicos, una vez que son endocitados, permanecen atrapados
dentro de vesiculas endo/fagociticas la utilizacion de liposomas sensibles al
cambios de pH seria una alternativa para explorar en el delivery de
corticoesteroides. Este tipo de nanoliposoma, como se detallé en el Capitulo 1,
Seccion 4, permite que la carga que transporta se escape del sistema
endolisosomal y esté disponible en el citoplasma celular.

3.2.3 Arqueolipidos como ligandos de RS

Como se ha demostrado en el Capitulo 2 los ARQ se unen a RS-Al/ll, por lo tanto
la inclusién de arqueolipidos a una formulacién de LpH puede dar lugar a que los
nanoliposomas exhiban nuevas propiedades farmacodinamicas que dependeran
de su unién a RS en la superficie de los distintos tipos celulares. A su vez, al
incluir un mecanismo de targeting activo se incrementaria la tasa de captura
endocitica respecto a la de liposomas convencionales cuya captura no esta
mediada por RS. Esta captura celular estaria amplificada en células que
expresen en mayor medida este receptor, como macréfagos. Por otra parte, la
presencia de arqueolipidos podria conferir estabilidad estructural a los LpH
durante el estrés mecénico y evitar la pérdida del material encapsulado durante
el proceso de nebulizacion, cuestiéon que hasta el momento unicamente se ha
conseguido empleando liposomas conteniendo altas proporciones de lipidos

hidrogenados y colesterol.
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3.3 Materiales y Métodos

3.3.1 Materiales

El Dioleil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE) fue adquirido en Avanti Polar
Lipids Alabama, USA. El P-xileno-bis-piridinio (DPX) y H2DCFDA fueron
adquiridos en Invitrogen Oregon, USA. Colesteril hemisuccinato (CHEMS), sal
trisddica de acido 8-hidroxipireno-1,3,6-trisulfénico (HPTS), dexametasona 21-
fosfato sal disodica (DP), Sephadex® G-25 Fine, lipopolisacarido de Escherichia
coli 0111:B4 (LPS), Forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) y 2-mercaptoetanol
fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (Missouri, USA). EI medio de Eagle
modificado por Dulbecco con una mezcla de nutrientes F-12 (DMEM/F-12),
sulfato de penicilina-streptomicina, glutamina, piruvato de sodio, y tripsina/acido
etilenediaminatetraacetico fueron adquiridos en Gibco®, Life Technologies (New
York, USA).

3.3.2 Preparacion de nanovesiculas
3.3.2.i Preparacion de nanovesiculas vacias

Se prepararon liposomas convencionales HSPC:Col 7,5:25 m:m (L),
arqueosomas de LPT (ARQ), liposomas pH sensibles DOPE:CHEMS 7:3 m:m
(LpH) y diferentes formulaciones de arqueosomas pH sensibles
DOPE:CHEMS:LPT (ApH 1, 2 y 3). Para estas ultimas se parti6 de la
composicién de LpH y se mezclaron diferentes proporciones lipidicas en donde
DOPE se reemplazé por cantidades crecientes de LPT. La composicién de cada

una de estas formulaciones se muestra en la Tabla 1.

Las formulaciones se prepararon por el método de resuspension de la pelicula

lipidica como se detallo en el Capitulo 2 Seccion 2.3.3.
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Tabla 1. Composicién tedrica de nanovesiculas.

., Composicién (m:m
Formulacion P ( )

LPT DOPE CHEMS  HSPC Colesterol
L 75 2,5
ARQ 10
LpH 7 3
ApH1 0,5 6,5 3
ApH2 1,4 5,6 3
ApH3 2,8 4,2 3

3.3.2.ii Preparacion de nanovesiculas con marca fluorescente

Para realizar el ensayo de pH sensibilidad en buffer se prepararon nanovesiculas
incorporando el par fluoréforo-quencher HPTS-DPX en su interior acuoso segun
(Morilla et al., 2005). Los films lipidicos se resuspendieron en una solucion stock
de 35 mM HPTS y 50 mM DPX en buffer Tris pH 7,4 100 mM con NacCl 0,9 %
m/v. El HPTS y DPX libre fueron eliminados por cromatografia de exclusion
molecular (CEM) empleando un lecho de Sephadex G-25 con tamafio de poro
fino (20 — 80 um) en columnas de 3 mL de volumen de lecho. Se sembraron 200
pL de muestra por columna, las cuales se centrifugaron 5 minutos a 2000 rpm
en centrifuga G144D (Gelec, Argentina). Luego se determind el perfil de elucién
de los nanoliposomas y del HPTS, cuantificando en cada fraccion recolectada el
fluoréforo y los fosfolipidos. Para ensayos de pH sensibilidad en células, se
utilizaron nanoliposomas con doble marca fluorescente, HPTS-DPX en el interior
acuoso y el lipido fluorescente RhPE que se incorpor6 en la membrana lipidica.
Para esto se mezclé RhPE con LT y luego se formaron los films lipidicos

mediante la metodologia antes descripta en el Capitulo 2 Seccién 2.3.4.

3.3.2.iii Preparacion de nanovesiculas con DP

Se incorporé DP en el interior acuoso de las formulaciones L, LpH, ApH3 y ARQ.
A tal fin, los films lipidicos se resuspendieron en buffer Tris pH 7,4 10 mM, NacCl
0,9 % p/v con 20 mg/mL de DP. La droga libre se eliminé por cromatografia de
exclusion molecular utilizando la metodologia descripta en la Capitulo 2 Seccidn
2.3.2.ii.
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3.3.3 Caracterizacion fisicoquimica

La cuantificacion de LT, RhPE y las medidas de tamafio promedio, pdi y potencial

 se realizaron como se describe en el Capitulo 2 Seccion 2.3.5.
3.3.3.i Cuantificacién HPTS encapsulado

El HPTS es una molécula cuya emision de fluorescencia es altamente
dependiente del pH. Por tal motivo se realizaron espectros de emision de
fluorescencia de la molécula a diferentes pH utilizando como Aexcitacien €l punto
isosbéstico (413 nm), para asegurar la independencia de la IF cuando se

realizaran los ensayos de liberacion de HPTS con distintas condiciones de pH.

El HPTS encapsulado se cuantificé midiendo intensidad de fluorescencia a
Aemisisn 515 NM y Aexcitacion 413 nm (punto isosbéstico) en espectrofluorometro
Perkin Elmer LS55. A tal fin las suspensiones de nanovesiculas se diluyeron
1/175 en buffer Tris pH 7,4 con NaCl 0,9 % m/v y en buffer Tris NaCl 0,9 % m/v
conteniendo Triton X-100 1% m/v. Se calculé la cantidad de HPTS encapsulado
a partir de IF triton — IF. Se prepar6 una curva de calibracién de HPTS-DPX en
un rango de concentraciones de 0,18 - 11,8 uM de HPTS, con pendiente de 39,7
+ 9,6, ordenada al origen de 6,7 + 1,8 y un coeficiente de correlacién lineal R2
0,9962 + 0,0016.

3.3.3.ii Cuantificacion de DPy LT

Para poder cuantificar de forma diferencial los fosfolipidos y la DP mediante el
método de Boétcher, se realizd una primera etapa de separacion de DP de los
lipidos por el método de Blight & Dyer modificado (Bottcher & Pries, 1961),
obteniendo fosfolipidos y DP en soluciones separadas. En la fase cloroférmica
resultante se cuantificaron los fosfolipidos, mientras que en la fase acuosa se

cuantifico la DP.

125



3.3.4 Determinacion de pH sensibilidad en buffer

La sensibilidad de liposomas a cambios de pH, medido como desestabilizacion
de la membrana liposomal, se determiné diluyéndolos hasta una concentracion
de 20 g lipidos/mL en buffer Tris a pH 7 o buffer acetato de sodio a pH 6,5; 6;
5,5; 5; 4,5y 4, e incubando 10 minutos a 37°C en oscuridad. La liberacion de
HPTS del interior acuoso se midio por intensidad de fluorescencia de HPTS a
Aemision 515 NM, Aexcitacion 413 nm en espectrofluorémetro Perkin Elmer LS55. La
liberacion total de HPTS se midi6é desestabilizando los liposomas con Triton X-
100 al 1% m/v. El porcentaje de liberacién de HPTS a cada pH se calculé a partir

de la Formula 1:
% Liberacion HPTS = (IFpH - IFpH 7,4) / (IFtitn - IFpH 7,4) * 100 Férmula 1

Donde IFpH es la intensidad de fluorescencia en el pH medido, IFpH 7,4 €S la
intensidad de fluorescencia a pH 7,4 e IFuivn €s la intensidad de fluorescencia
luego de la disrupcion completa de los liposomas con Triton.

3.3.5 Cultivos Celulares

Las células J774A.1 se cultivaron como se describié en el Capitulo 2 Seccidn
2.3.9. Las células epiteliales de pulmén A549 (ATCC® CCL-185™) fueron
obtenidas de la Asociacion Banco Argentino de Células y los macréfagos
alveolares de rata NR8383 (ATCC® CRL-2192™) fueron suministrados por la
Dr. Mirjam Schuchardt, Universidad de Berlin, Alemania. Ambas se cultivaron en
DMEM-F12 suplementado con 100 IU/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina y 2 mM de glutamina (DMEM-F12 Completo) con 10 y 20 % de
SFB, respectivamente. La linea de monocitos humanos THP-1 (ATCC® TIB-
202™), fue suministrada por la Dra. Paula Barrionuevo, Academia Nacional de
Medicina, Argentina, y se cultivd en RPMI completo al 10% SFB con 0,05 mM 2-
mercaptoetanol y 1,0 mM de piruvato de sodio. Para transformarlas en
macrofagos adherentes, las células se sembraron en placa y se incubaron
durante 72 horas con RPMI completo con 10 ng/mL PMA. Luego se cambio el
medio, por medio fresco y las células se incubaron por 96 horas. Para corroborar

la diferenciacion celular se midié el marcador de macrofagos CD14 en la
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membrana con anticuerpo anti CD14 (BD Biosciences, San Diego CA, USA), por
Citometria de flujo (Park et al., 2007). Todas las lineas celulares se cultivaron a
37 °C en una atmosfera con 5% de CO2 y 95% humedad. El medio de cultivo se

cambio tres veces por semana.
3.3.6 pH sensibilidad en cultivos celulares

Las lineas celulares J774A.1, NR8383 0 A549 se sembraron a una densidad de
1,5 x 105 células/pocillo en placa de 24 pocillos y se dejaron crecer por 24 horas.
Se cambio el medio de cultivo y se remplazé por medio fresco al 5% de SFB con
nanovesiculas marcadas con (HPTS-DPX)-RhPE a una concentracion de lipidos
de 0,1 mg/mL. Las formulaciones se incubaron 0,5, 1 y 3 horas. Una vez
finalizado el tiempo de incubacion, se descarté el medio de cultivo y se realizaron
dos lavados con PBS, las células se levantaron con tripsina, se lavaron y
resuspendieron en PBS. Se analizaron 1x10* células mediante citometria de
flujo. Con la sefial en FL-1 se midi6 HPTS y con FL-3 se midi6 RhPE. Debido a
que la relacién fluoréforo/LT no fue exactamente igual para todas las
formulaciones, las intensidades de fluorescencia obtenidas fueron normalizadas

en funcion de la relacion fluoréforo/LT siguiendo las Férmulas 2 y 3.
IF HPTS normalizada = IFFL1 / (Mg HPTS / mg LT) Formula 2
IF RhPE normalizada = IFFL3 / (ug RhPE / mg LT) Férmula 3

Donde IFrL1 e IFFL3 es la intensidad de fluorescencia medida en cada canal.

3.3.7 Ensayos de citotoxicidad

La viabilidad celular se determin6 por el método de MTT. Las células J774A.1,
A549 y THP-1 se sembraron en placa de 96 pocillos, a una densidad de 4x104
células/pocillo y se dejaron crecer por 24 horas. En el caso de las células THP-
1 estas se diferenciaron en placa, como se describié anteriormente. Luego, en
todos los casos, se cambio el medio de cultivo y se remplazé por medio fresco
al 5% de SFB con las formulaciones L-DP, LpH-DP, ApH3-DP, ARQ-DP, DP y
las respectivas formulaciones sin droga. Las concentraciones testeadas de DP
fueron de 1,5 pg/mL, 10 pyg/mL y 50 pg/mL, lo que correspondid a
concentraciones de LT promedio de 7, 50 y 220 pg/mL respectivamente. Luego
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de 24 horas de incubacion, se descart6 el sobrenadante, se realiz6 un lavado
con PBS y se agregaron 110 pL/pocillo de solucion de MTT (5 mg/ml de medio
con 5% de SFB) a las células adheridas a la placa. Luego de 3 horas de
incubacion a 37°C se retird la solucion de MTT y se agregaron 100 uL de
dimetilsulféxido para disolver los cristales de formazan. Una vez que se
disolvieron completamente los cristales se midi6 la absorbancia a 570 nm en un
lector de microplacas Dynex Technologies, modelo MRX tc. La viabilidad celular
se expres6 como un porcentaje relativo a la viabilidad de las células crecidas en

medio de cultivo con 5 % de SFB.

3.3.8 Inhibicion de citoquinas pro-inflamatorias

Se determiné la capacidad de las formulaciones de inhibir la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias producidas por células activadas con LPS o PMA.
Para ello, las células J774A.1, THP-1 y A549 se sembraron a una densidad de
2x10° células/pocillo en placa de 24 pocillos y se dejaron crecer por 24 horas.
Las células THP-1 se diferenciaron en placa, como se describié anteriormente.
Las células J774A.1y THP-1 se activaron realizando una co-incubacion con LPS,
para esto el medio de cultivo se reemplaz6 por medio fresco con 1 pug/mL de LPS
conteniendo las muestras LpH-DP, ApH3-DP, LpH, ApH3 y DP, a
concentraciones de DP 10 pg/mL y concentraciones de LT promedio de 50
ug/mL. Las células A549 se co-incubaron con las formulaciones de
nanovesiculas y 0,1 pg/mL de PMA durante 24 horas. Luego se tomaron los
sobrenadantes y se almacenaron a -20°C hasta la determinacion de TNF-a e IL-
6 raton y TNF-qa, IL-1B e IL-6 humano mediante ELISA Sets BD OptEIATM (BD
Biosciences, San Diego CA, USA). Ademas, se midi6 la liberacion de citoquinas
en las diferentes lineas celulares en presencia de las formulaciones pero sin

activarlas.

3.3.9 Inhibicién de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)

La capacidad de las formulaciones de inhibir la generacion de ERO en células
activadas con LPS se determino utilizando la sonda Carboxy-H2DCFDA. Esta es
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un forma acetilada y reducida de la fluoresceina utilizada como indicador de ERO
en las células. Esta molécula no-fluorescente se convierte a su forma verde
fluorescente cuando el grupo acetato es removido por las esterasas
intracelulares y luego es oxidado por acciéon de ERO dentro de la célula.
Brevemente, células J774.A1 y THP-1 se sembraron a una densidad de 2x10°
células/pocillo en una placa de 24 pocillos y se incubaron por 24 horas. Las
células THP-1 se diferenciaron en la placa, como se describié anteriormente.
Luego el medio se reemplazo por PBS a 37°C con 10 uM de carboxy-H2DCFDA
y se dejo incubando en oscuridad por 30 minutos. El medio se remplaz6 por
medio fresco al 5% de SFB sin rojo fenol, conteniendo las muestras DP-LpH, DP-
ApH3, LpH y ApH3, a concentraciones de DP 10 pg/mL y concentraciones de LT
cercanas a 50 pg/mL, en presencia o ausencia de 1 pug/mL LPS (cita Hsien-Yeh
Hsu). La intensidad de fluorescencia se midié en placa luego de 24 horas de
incubacion con el lector de fluorescencia Cytation™ 5 (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, USA) a Aexcitacion 490 nm y Aemision 520 nm.

3.3.10 Estabilidad coloidal durante almacenamiento

Las nanovesiculas vacias o con DP se almacenaron a 4°C durante 6 meses. Una
vez transcurrido ese tiempo se midid el tamafio y pdi como se describid

previamente.

3.3.11 Estabilidad frente al proceso de nebulizacion
3.3.11.i Estabilidad de nanovesiculas frente al proceso de nebulizacion

Se determind la estabilidad estructural de las nanovesiculas frente a
nebulizacion. Para ello, en un nebulizador de malla vibradora NE-U22 (OMRON
Healthcare, Japdn) se colocaron 2 mL de la formulacién a testear, LpH, ApH3,
ARQ y L marcados con HPTS-DPX a una concentracion promedio de LT de 50
pg/mL. Para realizar la nebulizacién, se conecté al pico del nebulizador un balén
de 50 mL en donde se fue recolectando el nebulizado condensado. Se midi6 el
tamafio promedio y se cuantific6 HPTS encapsulado y LT de la suspension de

nanovesiculas antes y después de la nebulizacion.
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3.3.11.ii Estabilidad frente al proceso de nebulizacién luego de seis meses

de almacenamiento

Se determing la estabilidad estructural, como se describe en la Seccion 3.3.11.i,
de las muestras LpH y ApH3 marcados con HPTS-DPX luego de almacenarlas
a 4°C durante seis meses. Para esto se cuantific6 HPTS encapsulado y LT de la

suspension antes y después de la nebulizacion.

3.3.12 Andlisis estadisticos

Los andlisis estadisticos fueron realizados mediante ANOVA de una entrada,
seguido del test de Dunnet utilizando el software Prisma 6.01 (Graphpad
Software Corporation, San Diego, California, EEUU). Los niveles de significacion
se indican en las leyendas de las figuras. El valor p <0,05 se consideré
estadisticamente significativo. *p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001; ***p < 0,0001;
n.s. no significativo (p > 0,05).
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3.4 Resultados

Se prepararon tres nuevas formulaciones mixtas de nanovesiculas a partir de
una formulacion convencional LpH. Esta fue modificada sustituyendo el lipido
DOPE por cantidades crecientes de LPT para obtener ApH. Las nuevas
formulaciones mixtas, DOPE: CHEMS: LPT, deberian combinar sensibilidad al
pH (mediada por la desestabilizacion de DOPE a pH acido) con una amplia tasa
de captura por las células y alta resistencia fisicoquimica (por la incorporacién
de LPT).

3.4.1 Caracterizacion de nanovesiculas pH sensibles

Cada una de las formulaciones se caracterizé en cuanto a su contenido de LT,
tamano, pdi y potencial {. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2.a
y Tabla 2.b. El diametro promedio de las formulaciones mixtas oscilé en torno a
los 160- 200 nm. Tanto L como LpH tuvieron tamafios cercanos a los 250 nm y
los ARQ fueron los mas pequefios con un didmetro de 144 nm. El pdi fue en
promedio de 0,2 para todas las formulaciones excepto para L la cual tuvo un pdi
mas alto, de 0,46. El potencial  de L fue el més alto siendo -5,4 mV. Luego con
la incorporacién de CHEMS (lipido con un grupo acido) en las formulaciones pH
sensibles el potencial ¢ disminuy6é a -15,5 mV. Las formulaciones con LPT
disminuyeron aun mas su potencial ¢ siendo del orden de -40 mV,

independientemente del contenido de LPT.

Tabla 2a. Caracteristicas estructurales de los nanovesiculas vacias.

Formulacién Diametro promedio odi Potencial
(nm) (mV)
L 282 + 53 0,46 £ 0,11 54+11

LpH 214 +14 0,22 £ 0,07 -155+1,7
ApH 1 168 + 10 0,08 £ 0,03 -479+1,5
ApH 2 156 + 14 0,21 +£0,02 -32,7+ 7,5
ApH 3 213+ 20 0,34+0,14 -40,4 + 4,6
ARQ 144 +9 0,34 £ 0,05 -41,3+3,5

Los resultados corresponden al promedio = DS de tres lotes de muestras
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La recuperaciéon de LT luego del proceso de preparacion fue mayor para ARQ
obteniendo un 87% del total. Para las formulaciones mixtas se recuperd un
promedio de 66% de LT y las formulaciones sin LPT fueron las de menor

porcentaje de recuperacion con un 40% (Tabla 2b).

Tabla 2b. Recuperacion de LT una vez finalizada la preparacion
Concentracién de fosfolipidos

Formulacién % Recuperacion*

(mg/mL)
L 40+£1,0 40
LpH 4,1+0,2 41
ApH 1 58+1,1 58
ApH 2 6,1+0,2 61
ApH 3 79+1,.1 79
ARQ 8,7+0,2 87

*Calculado a partir de la cantidad de LT utilizados para la preparacion.

3.4.2 Cuantificacion de HPTS

Los espectros de excitacion y emision del HPTS son altamente dependientes del
pH, siendo su intensidad proporcional al aumento del pH (Fig. 2). Para evitar
estos cambios, la excitacidon se realizé a una longitud de onda, correspondiente
al punto isosbéstico (Aexcitacion 413 Nnm), a la cual la intensidad de fluorescencia se
mantiene constante frente a cualquier cambio en el entorno de la muestra
(Straubinger, Papahadjopoulos, & Hong, 1990). En tales condiciones, la
intensidad de emision de fluorescencia a 515 nm es independiente del pH como

se muestra en la Fig. 2.

Para eliminar el HPTS y DPX libres (fuera del interior de las vesiculas) se realizé
una CEM. Las nanovesiculas, debido a su masa molecular alta y radio
hidrodinamico alto, eluyen principalmente en la primer fraccién recolectada
(volumen muerto) en donde se recupera mas de un 50 % de la masa de LT.
Mientras que la solucion de HPTS comienza a eluir a partir de la fraccion 3, en
donde se recupera un 3 % de HPTS (Fig. 3). En funcién de estos perfiles de
elucién se utilizo la fraccion 1, en donde se recuperd la mayor concentracion de
LT y no hay HPTS libre.
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Figura 2. Espectro de fluorescencia de HPTS+DPX en buffer a diferentes pH: 9;7; 6 y
4, con Aexcitacion 454 y 413 nm (punto isosbéstico).
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Figura 3 Perfil de elucién de una solucion de HPTS 34 mM y de una muestra de
nanovesiculas LpH. (n=2)

3.4.3 pH sensibilidad en buffer
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La relacion de DOPE y CHEMS en LpH es O6ptima para desencadenar su
transicion de fase lamelar a fase hexagonal invertida, lo que produce la
desestabilizacion de la membrana a valores de pH entre 4 y 5. Al incorporar LPT
se hipotetiz6 que la pH sensibilidad para las formulaciones mixtas podria
cambiar. Entonces, como primera aproximacion, se determiné la capacidad de
respuesta a cambios de pH de las diferentes formulaciones en buffer. Para esto
se midio la liberacion del fluoréforo HPTS, en funciéon del pH. A tal efecto, HPTS
y su quencher, DPX, se cargaron en el interior acuoso de los nanovesiculas a
concentraciones de 34,4 y 50 mM respectivamente. A estas concentraciones la
cercania de las moléculas hace que la fluorescencia de HPTS sea bloqueada
por DPX. Si las moléculas se diluyen y se alejan la fluorescencia aumenta como

se muestra en la Fig. 4.

\> HPTS quencheado \> HPTS dequencheado 0 DPX
N @
4 —
Liposomas pH sensibles ® -
- @
o ® 1o s / \
\> \> 5
\> 0 Desestabilizacion liposomal
0 al disminuir el pH \ ‘
D,
v ’/
® o
Moléculas de HPTS sin Emision de fluorescencia
©  fluerescencia, por el por la liberacion de las
efecto de quenching que moléculas de HPTS y
ﬁ producen las moléculas ! DPX
de DPX cercanas. .

Figura 4. Desestabilizacion de nanovesiculas pH sensibles, liberacion y dequenching
de HPTS.

La liberacion de HPTS méxima y por ende la IF maxima, se observd para la
formulacion LpH a pH 4, la cual corresponde a una liberacion de 47,4 + 20 % del
contenido acuoso liposomal. Las formulaciones ApH1 y ApH2 fueron las
formulaciones mixtas con mayor IF pero muy similares entre ellas con un

promedio de 26 + 3% de liberacién de HPTS. ApH3 estuvo muy por debajo con

134



un valor de 13,8 + 10,3% de liberacién y por ultimo ARQ fue la formulacién que
presento la IF mas baja a pH 4, sin liberacion de HPTS (Fig. 5).
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Figura 5. pH sensibilidad: liberacion de HPTS de nanovesiculas en funcién del pH.
Resultados significativos con respecto a ARQ. (n=3)

3.4.4 Sensibilidad al pH en células

La evaluacion de sensibilidad a cambios de pH se complementd con la
determinacién de pH sensibilidad subcelular en las células J774A.1, NR8383 y
A549. Este ensayo permitio determinar si el grado de captura endocitica era
proporcional a la cantidad de LPT de cada formulacion mixta, y si la sensibilidad
al pH tenia un impacto en la liberacién de HPTS en las células. Con este objetivo,
los nanovesiculas fueron doblemente marcadas, con HPTS-DPX en el interior
acuoso y con RhPE en la bicapa lipidica (que a concentraciones <1% no afecta
la sensibilidad al pH, (Slepushkin et al., 1997). La IF de RhPE dentro de las
células indico el grado de la captura endocitica mientras que la IF del HPTS

indicO la liberacion al citoplasma del contenido acuoso de las nanovesiculas.

Como ApH1 y ApH2 mostraron una respuesta similar a la acidez en buffer (Fig.
5), en este ensayo solo fueron probados ApH2 y ApH3. Ademas, se incluyé la
formulacién de liposomas convencionales hechos de HSPC: colesterol (L) que

no es sensible al pH y es muy rigida. Para poder determinar la cantidad de marca
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fluorescente de cada formulacion se cuantifico la relacién de HPTS y RhPE con
los LT. La relacién de RhPE/LT fue similar para las formulaciones pH sensibles,
en promedio de 5 pg/mL; L tuvo un valor de 6,2 ug/mL y ARQ tuvo una relacién
de 5,2 ug/mL pero con un desvio estandar mayor siendo de + 2 (Tabla 3). En
cuanto a la relacion de HPTS/LT, esta fue mayor para ApH2 y ApH3, intermedio
para LpH y ARQ y el més bajo para L. Debido a la variacion en la relacion de
fluoroforos/LT, estos valores se utilizaron para normalizar las lecturas de

citometria de flujo.

Tabla 3.. Relaciones de RhPE y HPTS con LT

RhPE/LT HPTS/LT
Muestra
(Mg/mg) (Mg/mg)
LpH 54+0,1 26,0 + 10,6
ApH2 4,7+0,1 51,9 + 35,3
ApH3 4,3+0,8 56,7 + 21,4
ARQ 52+20 20,3+5,5
L 6,2+0 8+0

La liberacion subcelular de HPTS fue mayor para la formulacion ApH3 en los tres
tipos celulares, luego de 3 horas de incubacion. En las células J774A.1, la
liberacion de HPTS siguio la siguiente tendencia: ApH3> ApH2 = LpH> ARQ> L
(Fig. 6). En NR8383 y A549, la tendencia fue similar, con la Unica diferencia que
la IF de LpH, ApH2 y ARQ fueron similares (Fig. 6b y c). El grado de captura para
los tres tipos de células cambid con la composicién de los nanovesiculas, y fue
proporcional al contenido de LPT. La tendencia encontrada luego de 3 horas de
incubacion fue la siguiente: captura de ARQ (100% LPT)> ApH3> ApH2> LpH>
L (Fig 6 d, e y f). Al comparar las tres lineas celulares observamos que la captura
fue mayor en células J774A.1, siendo entre 10 y 12 veces mas alta que en

NR8383 y A549 respectivamente, a juzgar por la IF normalizada de RhPE.
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Figura 6. Intensidad de fluorescencia de HPTS (liberacién citoplasmatica del HPTS)
en a) J774A.1, b) A549 y c) NR8383 e Intensidad de fluorescencia de RhPE (captura
celular de nanovesiculas) en d) J774A.1, e) A549 y f) NR8383 durante 0,5, 1y 3 h.
(n=2)

3.4.5 Incorporacion de DP

Para este trabajo se eligié utilizar como corticoesteroide modelo a la
dexametasona fosfato (DP), cuya estructura quimica se muestra en la Fig. 7. La
eleccion del farmaco se realiz6 en funcién de su potencia eleveda (Meikle &
Tyler, 1977) y su caracter hidrofilico que permite encapsularla en el interior
acuoso nanovesicular. Debido a que con la formulacion ApH3 se obtuvo la mayor
liberacion de HPTS en el citoplasma celular, combinado con una amplia captura
celular, fue la formulacion mixta elegida para ser cargada con DP (ApH3-DP).
También se prepararon L-DP (no pH sensible / baja captura), ARQ-DP (no pH

sensible / alta captura) y LpH-DP (sensible al pH / captura intermedia).
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Figura 7 Estructura quimica de dexametasona fosfato (DP)

Debido a la naturaleza hidrofilica de DP, parte de la droga queda retenida en el

interior acuoso de las nanovesiculas y otra parte queda libre fuera de la

nanovesicula. Para eliminar la droga libre, las formulaciones fueron sometidas a

una CEM con Sephadex G-25. Como la DP es una droga de baja masa molecular

(516 g/mol) ésta queda retenida en la columna, mientras que los nanovesiculas,

en su mayoria, eluyen en el volumen muerto (fraccion 1) de la columna como se

muestra en la Fig. 3. El perfil de elucion de una solucion stock de DP en buffer

Tris muestra que la droga libre comienza a eluir a partir de la fraccién 8 (Fig. 8).

Por lo tanto se puede recuperar en la fracciéon 1 las nanovesiculas Unicamente

con DP encapsulada.

209
151

104

Recuperacién acumulada
de DP (%)

Fraccion

Figura 8 Perfil de elucién de una solucion de DP 20 mg/mL.

Como se muestra en la Tabla 4, los porcentajes de incorporacion fueron de 14,7
*+ 4,6 % para LpH-DP; 9,8 + 1,2 % para ARQ; 7,7 £ 4,7 % para ApH3y 1,8 £ 1,2
% para L, en donde el porcentaje de DP encapsulada fue minimo. Se obtuvieron
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relaciones de droga/LT de 0,17 + 0,05; 0,18 + 0,10 y 0,26 + 0,07 mg/mg para
ARQ-DP, ApH-DP y LpH-DP respectivamente. La menor relacion obtenida fue
para L-DP con un valor de 0,08 + 0,05.

La incorporacion de DP en el interior acuoso de las formulaciones no
afect6 el tamafio promedio de los nanovesiculas ni su pdi. Mientras que el
potencial ¢ de ApH 3-DP y ARQ-DP aumenté comprado con las respectivas

formulaciones vacias (Tabla 5).

Tabla 4 Cuantificacion de DPy LT

. LT Encapsulacion
Formulacién (mg/mL) DP (mg/mL) DP (%) DP/LT (mg/mgQ)
L-DP 3,1+0,2 0,26 £ 0,17 18+1.2 0,08 £ 0,05
LpH-DP 48+27 2,06 £ 0,64 14,7+ 4,6 0,26 =+ 0,07
ApH 3-DP 6,6 £0,4 1,07 + 0,66 7,747 0,18 £ 0,10
ARQ-DP 86+15 1,37+ 0,17 98+1,2 0,17 £ 0,05

Los resultados corresponden al promedio + DS de tres lotes de muestras

Tabla 5 Caracterizacion fisicoquimica de formulaciones con DP

Tamario
Formulacion Promedio pdi Potencial { (mV)
(nm)
L-DP 268 + 110 0,50 £ 0,04 -45+0,4
LpH-DP 171+6 0,17 + 0,04 -225+6,2
ApH 3-DP 165+4.1 0,19 £ 0,08 -33,9+1,2
ARQ-DP 139 +21 0,24 £ 0,01 -23,4+£0,5

Los resultados corresponden al promedio + DS de tres lotes de muestras

3.4.6 Viabilidad celular

Con el objetivo de determinar rangos de concentraciones de LT y DP que no
sean toéxicos para las células se realizaron ensayos de viabilidad. Para esto se
midio el grado de metabolismo celular mediante el método de MTT, de las células
A549, J774A.1 y THP-1 después de 24 horas de incubacion con nanovesiculas

vacias, conteniendo DP y de la droga libre.

En las células J774A.1 la viabilidad celular se vio afectada con las formulaciones

ApH3 y ARQ, mientras que LpH, L y DP libre no resultaron citotoxicas en todas
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las concentraciones testeadas. ApH3 a concentraciones de 220 pg/mL de LT
disminuyd la viabilidad un 40 % y ARQ un 20 %. (Fig. 9a). Las formulaciones
conteniendo DP tuvieron el mismo patron de citotoxicidad. Aunque la
citotoxicidad aumento para ARQ-DP registrandose una viabilidad de un 30% con
50 ug/mL de droga (Fig 9b).

La viabilidad de las células THP-1 disminuyé sélo para ApH3-DP a una
concentracion de 50 pug/mL de DP, mientras que la formulacion vacia no afecto
la viabilidad en ninguna de las concentraciones ensayadas (Fig. 9e y f). Como
se muestra en la Fig. 9c y d, la viabilidad de las células A549 no resultd
significativamente disminuida por ninguna formulacién ni por la droga libre en las

concentraciones testeadas.

3.4.7 Determinacion de capacidad anti-inflamatoria

El efecto de las nanovesiculas pH sensibles sobre los niveles de citoquinas pro-
inflamatorias se evalud sobre células sin activacién, para controlar que las
formulaciones no tuvieran un efecto inflamatorio por si mismas. Mientras que
para estudiar la capacidad de suprimir una respuesta inflamatoria, se determino
el grado de inhibicién de liberacion de citoquinas pro-inflamatorias de las células
activadas con LPS o PMA. Para estos ensayos se testearon las formulaciones
ApH3 y LpH3 a concentraciones de LT de 50 pg/mly 10 pg/ml de DP, rango de

concentraciones que no fueron citotoxicos durante 24 horas de incubacion.

En la Fig. 10 a y b se muestran los niveles de IL-6 y TNF-a liberados por las
células J774A1. Si bien la DP libre reduce ligeramente la liberacién de IL-6,
ApH3-DP la suprimié completamente. Por otro lado, LpH-DP no tuvo un efecto
anti-inflamatorio, y se observé una ligera disminucion de IL-6 para ApH3 vacios.
Para TNF-a, nuevamente la DP libre disminuyd ligeramente los niveles de TNF-
a y ApH3-DP fue el mayor inhibidor. El resto de las formulaciones no afectaron
significativamente a los niveles de TNF-a liberados por las células J774A.1. En
la Fig. 10c,d y f se muestran los niveles de IL-6, TNF-a e IL-1B que liberan las
células THP-1. En este caso todas las formulaciones con o sin DP reducen la
liberacion de IL-6, TNF-a e IL-1B. Aunque ApH3-DP fue la formulaciéon que

produjo el descenso mas pronunciado en los niveles de las tres citoquinas.
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:2)

DP luego de 24 horas. Resultados significativos comparado con el control. (n

En esta linea celular, la DP no tuvo un efecto anti-inflamatorio significativo. Las

células epiteliales de pulmon A549, estimuladas con PMA tuvieron un patrén
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diferente al observado en las otras lineas. La Fig. 10f muestra que tanto la DP
libre como las formulaciones con o sin DP causaron una reduccion similar en la

respuesta de IL-6.
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Por dltimo, en las tres lineas celulares no se registraron aumentos de liberaciéon
de citoquinas sobre las células sin estimulacion, por lo que podemos concluir que

no tienen un efecto inflamatorio por si mismas.

3.4.8 Inhibicion de ERO

Se evalud la capacidad de las nanovesiculas ApH3 y LpH de potenciar la

capacidad de DP para disminuir ERO dentro de macréfagos activados con LPS.
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Figura 11. Perfil de inhibicion de ERO en células a) J774A.1y b) THP-1 con o sin
activacion. Resultados significativos comparado con el Control con LPS. (n=2)



Tanto en células J774A.1 como en THP-1 la formulaciéon ApH3 fue la que logro
disminuir de manera mas significativa las especies reactivas luego de 24 horas

de co-incubacion con LPS (Fig. 11).

3.4.9 Estabilidad de nanovesiculas conteniendo DP frente al

almacenamiento

Como se muestra en la Fig. 12 los L-DP y LpH-DP, luego de 3 meses de
almacenamiento aumentaron el tamafio promedio de las nanovesiculas entre un
30 y 40 % respectivamente. Las formulaciones con LPT mantuvieron sus
tamafos con menores variaciones. Con respecto a los pdi, la formulacién L-DP
fue la Unica que mantuvo sus valores de pdi, ARQ-DP tuvo un aumento leve y
las dos formulaciones sensibles al pH tuvieron un aumento mas marcado, siendo

maximo para LpH.
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Figura 12- Tamafios y pdi de nanovesiculas con DP luego de almacenarlas (1) 1 mes,
(2) 2 meses y (3) meses a 4°C.

3.4.10 Estabilidad de nanovesiculas frente al proceso de nebulizacion

El tamafio, el contenido de HPTS y la concentracion de fosfatos de las

suspensiones de nanovesiculas vacias se determinaron antes y después de
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nebulizar las formulaciones con un equipo de nebulizacion por malla

vibradora.

Todas las formulaciones conservaron su tamafio luego de nebulizarlas como
se observa en la Fig. 13, aunque se registré un aumento en los valores de
pdi de todas las formulaciones, salvo ApH3. Tanto ARQ como L fueron las
formulaciones con mayor porcentaje de recuperacion de LT con valores
cercanos al 100%. Sin embargo, para ARQ solo se mantuvo encapsulado el
54,5 % y se observo una pérdida de aproximadamente un 41,2% de HPTS

que no se recupero6 ni encapsulado ni libre en el nebulizado.
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Figura 13. Tamafo promedio y pdi de las nanovesiculas pre y post nebulizacién. (n=2)

Para L por el contrario se obtuvo casi un 90% del HPTS encapsulado. LpH
tuvo un porcentaje promedio de recuperacion de 55% para ambos
pardmetros y ApH3 tuvo un 75% de recuperacion de HPTS encapsulado y
un 74% de LT (Tabla 6).

Tabla 6. Rendimiento de recuperacion de LT y HPTS encapsulado luego de
nebulizar.

Formulacién  HPTS encapsulado (%) HPTS libre (%) LT (%)
ApH3 75+4 19,6 £0,1 74 +2
LpH 53+ 1 41,3+1,2 54+0
ARQ 54,5+ 6,0 43+4,1 96,8+ 8,1
L 89,7+1,2 21,2+6,7 99,2+24
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3.4.11 Estabilidad frente al proceso de nebulizacién luego de seis meses

de almacenamiento

Finalmente, se evalud la estabilidad estructural, frente al proceso de
nebulizacion, luego de almacenar las formulaciones LpH y ApH3 durante seis
meses a 4°C. Los resultados muestran que la formulacién ApH3 mantiene su
rendimiento luego del almacenamiento, con porcentajes de recuperacion de LT
y HPTS encapsulado cercanos al 70 %. Mientras que LpH no logré resistir al
proceso de nebulizacion, la recuperacion de LT y HPTS encapsulado es nula,
solo se cuantificé en el nebulizado HPTS libre (Tabla 7) y aumenté de manera
significativa el pdi (Fig. 14).

Tabla 7. Rendimiento de recuperacion de LT y HPTS encapsulado luego de nebulizar
formulaciones almacenadas durante seis meses.

HPTS encapsulado (%) HPTS libre (%) LT (%)
ApH3 73+4 115+1,2 67+1
LpH 0 98,4+2,8 <7,7
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Figura 14. Tamafios y pdi de ApH3 y LpH, luego de nebulizar las formulaciones
almacenadas durante seis meses.
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3.5 Discusion

El primer objetivo de este trabajo fue desarrollar una formulacion de
nanovesiculas que incrementara el delivery de DP en el citoplasma celular, para
asi aumentar su acceso al RG, estrategia que aumentaria su efecto terapéutico
aun a bajas dosis respecto de DP libre. A tal fin se aplicaron dos estrategias: en
una se incrementé la captura celular de DP mediante un mecanismo de targeting
activo, mediado por RS-Al/ll; en la otra se aplico un mecanismo de escape de la
DP endocitada desde el interior acuoso de la nanovesicula al citoplasma, como
respuesta a la disminucion del pH, en lugar de su procesamiento en el sistema

endo-lisosomal.

Para lograr que las nanovesiculas respondan a cambios de pH del entorno se
eligié utilizar la matriz lipidica compuesta por DOPE: CHEMS 7:3 m:m. Ya se ha
demostrado que esta matriz funciona desestabilizandose y fusionandose con los
endosomas tardios, en distintas lineas celulares asi como modelos in vivo
(Morilla et al., 2005; Slepushkin et al., 1997). A su vez, para aumentar la cantidad
de DP dentro de la célula se eligio un mecanismo de targeting activo al incorporar
una mezcla de LPT, lipidos que funcionan como ligandos de SR-Al/ll, como se

demostré en el Capitulo 2.

En este sentido la primera etapa del trabajo consistié en evaluar la sensibilidad
al pH de nanovesiculas, en buffers de acidez creciente, al sustituir el lipido DOPE
por LPT. Este cambio llevd a una disminucion significativa de la respuesta al pH
en los nanovesiculas mixtas, dependiente de la proporcion de LPT, siendo menor
para la formulacion ApH3 con mayor contenido de LPT (Fig. 5). La mezcla de
LPT contiene lipidos con carga negativa a pH fisiologico, debido a la presencia
de grupos fosfato y sulfato, lo que se ve reflejado en el potencial { negativo de
los ARQ (-40 mV). Al remplazar DOPE, un lipido sin carga neta, por LPT estas
cargas negativas adicionales en las formulaciones mixtas podrian estar
estabilizando la matriz por repulsion electrostatica cuando se produce la
disminucién del pH, inhibiendo el mecanismo de desestabilizacion clasico de

este tipo de formulaciones, como se explica en el Capitulo 1. Por otra parte, si
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bien los LPT y DOPE pueden formar un sistema homogéneo completamente
mezclado, la presencia de LPT en la bicapa puede dificultar el ensamblaje
espacial del DOPE en la estructura de fases hexagonales impidiendo la

desestabilizacion de la bicapa lipidica (Carrer et al., 2014).

Una vez clasificados segun su capacidad de respuesta a cambios de pH, se
determind la eficacia de cada nanoliposoma para entregar HPTS al citoplasma
celular. Al medir la IF de HPTS dentro de la célula se mide la cantidad del
contenido acuoso de la nanovesicula que es liberado al citoplasma celular.
Encontramos que la formulacién ApH3 a pesar de tener una sensibilidad a
cambios pH en buffer baja (apenas superior a ARQ que no es pH sensible),
proporcion6 la administracién subcelular de HPTS mas alta en las tres lineas
celulares (Fig. 6). Inferimos que la administracion subcelular de HPTS fue
impulsada principalmente por dos factores: el mecanismo intrinseco de
sensibilidad al pH de las nanovesiculas y la gran captura endocitica. EI enorme
contenido de LPT en ApH3 (Fig. 6), seria responsable de su extensa captura
endocitica (entre dos y tres veces superior a la de LpH). Esta captura resulté en
la entrega subcelular maxima de HPTS en las tres lineas celulares. A su vez,
aunque baja, la mayor capacidad de desestabilizacion a cambios de pH
(respecto de nanovesiculas ordinarias no pH sensibles) permiti6 que esta
formulacion libere una mayor proporcién de HPTS, que la formulacion de ARQ,
con una tasa de captura mayor, pero con pH sensibilidad nula. En este sentido,
podemos concluir que la formulacién mixta ApH3, es una plataforma novedosa
para delivery de agentes terapéuticos al citoplasma celular que combina
caracteristicas tanto de LpH como ARQ, logrando una mejora significativa en la
efectividad de ambas formulaciones.

En la segunda etapa del trabajo se evalu6 el desempefio de la formulacion ApH3
como sistema de delivery de una droga anti-inflamatoria modelo. La droga
elegida fue DP, un potente glucocorticoide, que debido a su naturaleza
hidrofilica, se incorpor6 en el interior acuoso de la formulacion liposomal. A su
vez, para comparar su rendimiento se utilizaron como controles las
formulaciones LpH, ARQ y L, formulacion altamente estable preparada a partir
de colesterol y HSPC. Los porcentajes de encapsulacion de DP estuvieron en el

orden del 10% en ApH3, ARQ y LpH, los cuales estan dentro del rango reportado
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para DP asi como para otras moléculas hidrofilicas de masa molecular
semejante (Bartneck et al., 2014); (Koning et al., 2006). En general la
cuantificacion de LT y DP tuvo gran variabilidad debido a la separacion de los
fosfolipidos de la DP por el método de Blight & Dyer (Bottcher & Pries, 1961), el

cual lleva varios pasos de extraccion, dando desvios estandar muy elevados.

Al establecer las concentraciones tanto de DP como lipidos que afectan la
viabilidad celular observamos que generaron citotoxicidad (en las
concentraciones mas altas que se testearon) las formulaciones que tuvieron una
mayor tasa de captura. Las formulaciones ApH3-DP y ARQ-DP no generaron
citotoxicidad sobre las células A549 pero si sobre la linea celular J774A.1, cuya
tasa de captura fue 10 veces mayor. Estos resultados sumados con los
resultados del Capitulo Il, refuerzan la idea de que los ARQ y vesiculas
relacionadas no generan citotoxicidad hasta concentraciones de 50 pg/mL de LT.

Hay varias citoquinas implicadas en el inicio y mantenimiento de procesos
inflamatorios, dentro de estas, IL-1B, IL-6 y TNF-a. Estas tres citoquinas son
producidas principalmente por monocitos activados y se cuantifican para evaluar
procesos inflamatorios y actividad de DP en NPs (Bartneck et al., 2014; Barton,
Jakway, Smith, & Siegel, 1991; Choksi et al., 2013; Wijagkanalan et al., 2008).
La formulacion ApH3-DP, a pesar de tener una baja relacion DP/lipido, provoco
la mayor disminucion de IL-6, TNF-a e IL-1B en células J774A.1 y THP-1
estimuladas con LPS. Sorprendentemente, la formulacién vacia y L-DP
mostraron actividad anti-inflamatoria en células THP-1. Este hecho podria
deberse a que los monémeros de LPS (su concentracién micelar critica es de
10-14 pg LPS/mL) podrian insertarse en la bicapa liposomal, disminuyendo asi
su disponibilidad para estimular receptor TLR4 (Alam & Yamazaki, 2011). Por
otro lado, LpH-DP fue menos eficaz para reducir los niveles de citoquinas pro-
inflamatorias. Esta formulacion aportd6 una menor cantidad de HPTS
citoplasmatico que ApH3 lo que podria coincidir con una entrega de DP inferior
en el citoplasma celular y por lo tanto un menor efecto anti-inflamatorio. Estos
resultados sugieren que el acceso de farmacos hidrosolubles al receptor
citoplasmatico, y por lo tanto la eficacia del farmaco, se puede aumentar por
medio de un nano-objeto sensible al pH de elevada captacion endocitica. Las

células A549, por otro lado, son muy similares a las células epiteliales alveolares
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de tipo Il ya que también sintetizan fosfatidilcolina y secretan surfactante. Las
células epiteliales alveolares de tipo Il cubren aproximadamente el 4% de la
superficie alveolar de los mamiferos, pero constituyen el 15% de todas las
células pulmonares y pueden actuar como centinelas en la defensa contra una
infeccion (Chuquimia et al., 2012). En la terapia anti-asmatica, son uno de los
blancos mas importantes para los Cl, ya que estas células estan involucradas en
la secrecion de muchas proteinas pro-inflamatorias (Nonaka, Nave, McCracken,
Kawashimo, & Katsuura, 2007). Sin embargo, a diferencia de las células J774A.1
y THP-1, se encontr6 que en A549 la actividad anti-inflamatoria de DP fue
idéntica a la de las formulaciones pH sensibles, con o sin DP. Como en el caso
de LPS, PMA también es una molécula anfipatica que se podria incorporar en la
membrana lipidica lo que podria disminuir su actividad. A su vez en esta linea
celular la DP libre ya tiene un efecto supresor maximo de IL-6 a diferencia de lo
que se observa en J774A.1 y THP-1 donde la droga libre tiene un efecto menos
significativo, esto evitaria ver diferencias entra DP encapsulada o libre en células
A549.

La generacion de ERO, funciona como una respuesta temprana previa a la
inflamacion, las ERO son moléculas de sefalizacién clave que desempefian un
papel importante en la progresion de los trastornos inflamatorios (Schieber &
Chandel, 2014). En los macréfagos, por ejemplo, el LPS estimula rapidamente
las ERO derivadas de NADPH oxidasa, antes de inducir, 3 horas mas tarde, las
citoquinas IL-18 y TNF-a (Hsu & Wen, 2002). El efecto de DP en las
nanovesiculas pH sensibles, en la generacién de ROS, por lo tanto, daria cuenta
de la eficacia de la administracion citoplasmica de DP sobre endocitosis, en
comparacion con la difusién de DP libre. Como era de esperar, encontramos que
ApH3-DP fue la formulacion méas efectiva para reducir los niveles de ERO en
J774A1y en células THP-1.

Si bien el disefio de la NP para transportar DP (la eleccion de su composicion
guimica asi como su forma y tamafo) es esencial para lograr una respuesta
eficiente que contemple mayor actividad y menor dosis requerida, la via de
acceso elegida para su administracion también es de gran relevancia para lograr
una respuesta optima. La ruta de administracion inhalatoria, es la elegida para la

administracion de DP a pulmén.
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La deposicion eficaz de liposomas inhalados en las partes distales de los
pulmones (fraccion de difusion) depende del nebulizador. Es el tamafio de las
gotitas de aerosol, no el tamafo de los liposomas, lo que determina el sitio de
deposicion (Farr, Kellaway, Parry-Jones, & Woolfrey, 1985), cuando las gotas
son mas pequefias difunden hacia las zonas mas distales como los alvéolos. En
particular para el nebulizador utilizado en este trabajo se han reportado tamafnos
de gotas en el orden de los ~4 um o inferiores (Berg, Svensson, & Asking, 2007).
Este tamafo permitiria una deposicion 6ptima en las zonas mas profundas del
pulmén. Sin embargo es estrictamente necesario que las nanovesiculas
nebulizadas tengan un tamafio inferior, que permita la incorporacion de los
mismos dentro de la gota de manera intacta (David Cipolla et al., 2013) ya que
el mantenimiento de las propiedades fisicas de las nanovesiculas después de la
nebulizacion es uno de los primeros pasos para lograr un producto exitoso
(Gaspar, Bakowsky, & Ehrhardt, 2008). Dentro de los métodos estudiados para
la administracion inhalatoria de liposomas la técnica de nebulizacion con de
malla vibratoria parece ser la mas adecuada (Lehofer et al., 2014). Sin embargo,
con estos nebulizadores se ha informado una mayor pérdida de farmaco
encapsulado al aumentar el tamafio de las vesiculas nebulizadas, esto sucede
porque la energia de la malla vibratoria afecta a los liposomas antes de que estos
lleguen a la malla y luego de que pasen a través de ella. Como resultado, estos
nebulizadores pueden provocar una tasa de liberacion alta de las moléculas
encapsuladas (Lehofer et al., 2014). El tamafio y la lamelaridad de las
nanovesiculas, la eficacia de la encapsulacion y la tasa de liberacion in vitro se
deben mantener después de la aplicacién de aerosol para garantizar que el perfil
de liberacion in vivo sea consistente para cada persona. Los liposomas
unilamelares de tamafio pequefio con un tamafio medio tipicamente en el rango
de aproximadamente 30-150 nm (David Cipolla et al., 2013) son menos
susceptibles a la tension cortante y mas robustos al proceso de nebulizaciéon
(Beck-Broichsitter et al., 2013; Unida, Ito, Onodera, Tahara, & Takeuchi, 2016).

Enelcasode L, ApHYy LpH el porcentaje de HPTS encapsulado y la cantidad
de lipidos recuperados en el nebulizado es similar (Tabla 6). Esto sugiere que
todos los nanovesiculas que fueron nebulizadas y recuperados en el baldn,

mantuvieron su estructura intacta durante el proceso asi como sus tamafnos. Esto
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no ocurre en el caso de ARQ donde se recupera mayor cantidad de LT en
comparaciéon con HPTS encapsulado, lo que podria indicar que un 40 % de los
nanovesiculas que pasaron a través de la malla vibradora no mantuvieron su
estructura intacta y perdieron parte de su contenido acuoso. Esto se puede deber
a la naturaleza multilamelar de los ARQ, como se ve en laimagenes de crio TEM
presentadas en el Capitulo 2 Fig.3. Por otra parte para ApH3 y LpH la perdida
de material se podria haber originado antes del pasaje a través de la malla
vibratoria, tal vez por quedar retenido en la misma. La formulacion con una mejor
performance fue la de liposomas convencionales L, que logré mantener el 90 %
de HPTS encapsulado y la recuperacion fue del 100 % de los LT. Esto era lo
esperable ya que las bicapas rigidas (que tienen 30% de colesterol o lipidos con
altas temperaturas de transicion de fase por encima de temperatura ambiente,
como es el caso de HSPC), se utilizan para aumentar la retencion de drogas
pulmonares (Unida et al., 2016).

Finalmente, al estudiar la performance de LpH y ApH3 luego de seis meses de
almacenamiento quedo expuesta la capacidad de los LPT de otorgar estabilidad
estructural a la formulacién convencional LpH. Con la inclusién de LPT se
lograron mantener los porcentajes de recuperacion de LT y de contenido acuoso
encapsulado, como cuando se realizaron sobre formulaciones recién
preparadas. Estos resultados son fundamentales para pensar en una terapia en
donde la formulacion de liposomas debe resistir un periodo de almacenamiento

antes de ser administrada.

En nuestro caso, incluir LPT en la formulacion de DOPE: CHEMS tuvo como
consecuencia la modificacion de la farmacodinamia del nano-objeto. Esto se
logro sin la incorporacion de ligandos complejos como anticuerpos (que tienen
una elevada relacion costo/beneficio poco atractiva para la industria
farmaceéutica) si no que se priorizo la sencillez estructural del nano-objeto. A su
vez, la mezcla entre DOPE: CHEMS: LPT aument0 significativamente la
resistencia coloidal de los nanovesiculas a la nebulizacion sin incluir colesterol o
lipidos hidrogenados caros de alta temperatura de transicion de fase en la bicapa
de las nanovesiculas, o que complejizaria su preparacion y podria afectar su

sensibilidad al pH.
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Los liposomas inhalados dirigidos siguen siendo una tecnologia emergente
(Murata, Nakano, Tahara, Tozuka, & Takeuchi, 2012). En este escenario, los
arqueosomas sensibles al pH son una plataforma nanotecnologica novedosa
tanto por su estabilidad estructural como por su actividad anti-inflamatoria y
podrian mejorar significativamente la actividad de los corticosteroides in vivo, en

una terapia inhalatoria.
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CAPITULO 4

4. Interaccion de nanovesiculas con
surfactante pulmonar
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A partir de los datos experimentales obtenidos en este Capitulo se ha
publicado el trabajo:

“Nebulizing novel multifunctional nanovesicles: the impact of macrophage-targeted-pH-

sensitive archaeosomes on a pulmonary surfactant” Maria Julia Altube, Andre Cutro,

Laura Bakas, Maria Jose Morilla, Edgardo Anibal Disalvo, Eder Lilia Romero. Journal
of Materials Chemistry B, Royal Society of Chemistry. Septiembre 2017.
10.1039/C7TB01694H. IF: 4,543 (2016)

A partir de este Capitulo se realizaron las siguientes comunicaciones

cientificas:

“The interaction of nano-archeasomes with lung surfactant in monolayer biomimetic
systems” Altube MJ, Cutro A, Disalvo A, Romero EL. XLV Reunién Anual SAB.
Tucuman. 25 de Noviembre de 2016. Péster electrénico.

“The interaction of pH sensitive liposomes with lung surfactant in monolayer biomimetic
systems”. Altube MJ, Cutro A, Disalvo A, Romero EL. Reunion conjunta SAIC. SAl.
SAFE. Nanomed-ar. AACYTAL 2016, Mar del Plata, Argentina. 18 de Noviembre de
2016. Presentacion oral y Poster. Publicado en Medicina ISBN 1669-9106, Estudio

Sigma, Buenos Aires, Argentina.
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4.1 Objetivo

El objetivo de este Capitulo fue determinar si las nanovesiculas
arqueolipidicas/pH sensibles mantienen su capacidad de realizar targeting
activo sobre macréfagos recubiertos de una monocapa de surfactante
pulmonar, asi como evaluar si el surfactante pulmonar conserva su capacidad

tensoactiva luego de entrar en contacto con las nanovesiculas.
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4.2 Introduccion

La inhalacién de NP a diferencia del delivery parenteral, es una ruta no
invasiva, puede limitar la accion del farmaco en el pulmén durante periodos
prolongados y reducir efectos adversos sistémicos (David Cipolla, Shekunov,
Blanchard, & Hickey, 2014; Haque, Whittaker, McIntosh, Pouton, & Kaminskas,
2016; Rudokas, Najlah, Alhnan, & Elhissi, 2016). Sin embargo, vale la pena
sefalar, que de la amplia gama de material nanoparticulado desarrollado hasta
el momento solo las nanovesiculas lipidicas - seguidas por las micelas
poliméricas y los nanocristales- entran en el portfolio de la industria
farmacéutica (D Cipolla, Redelmeier, Eastman, Bruinenberg, & Gonda, 2011;
Sercombe et al.,, 2015); principalmente por sus métodos robustos de
produccion y su alta biocompatibilidad (Loira-Pastoriza, Todoroff, & Vanbever,
2014). Hasta ahora se ha reunido un conjunto de conocimientos solido, sobre
las caracteristicas farmacotécnicas de las nanovesiculas lipidicas en estudios
preclinicos y clinicos. Sin embargo, se han realizado pocos estudios biofisicos

gue estudian la interaccidon de dichas NP con surfactante pulmonar (SP).

En el Capitulo 3, se han descripto las caracteristicas estructurales de los
ApH, nanovesiculas multifuncionales que, gracias a su contenido
arqueolipidico, ofrecen una plataforma versatil para la administracion de
farmacos. Los ApH combinan dos caracteristicas necesarias para alcanzar el
delivery masivo de farmacos al citoplasma de la célula. 1) Una tasa alta de
captura endocitica, debido a la presencia de LPT que permite el targeting
especifico a macrofagos y células endoteliales -evitando asi el uso de
derivatizacion covalente (Greaves & Gordon, 2009) y 2)- con 2) la capacidad
para responder a la acidez endosomal mediante una transicion de fase, la
fusién subsiguiente con el endosoma y la liberacibn masiva del contenido
interno al citoplasma celular, gracias a su contenido DOPE:CHEMS. Los ApH
también muestran una resistencia estructural superior en comparacion con los
LpH: pueden conservarse durante seis meses de almacenamiento en medio
acuoso y ser nebulizados de manera exitosa. Las nanovesiculas nebulizables

(no pH-sensibles) requieren de colesterol o fosfolipidos hidrogenados para
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hacer bicapas resistentes a la rotura por estrés fisico y a los ataques quimicos
(Clancy et al., 2013; Niven & Schreier, 1990). La fosfatidilcolina hidrogenada,
sin embargo, es cara y puede estar contaminada con is6meros trans altamente
toxicos (List & King, 2016). En resumen, por el disefio de los ApH estos son
excelentes candidatos para realizar una administracion inhalatoria cuyo target
sean macréfagos alveolares y células inmunes. No obstante, estas células
viven en la interfaz aire-sangre, cubiertas por una delgada pelicula de SP
(Hussell & Bell, 2014) que se interpone entre todas las NP respirables y las

células target en los alvéolos.

Durante el ciclo respiratorio, la interface aire/liquido, que se encuentra en
la luz del epitelio alveolar, tiene una tensién superficial (y) que se estabiliza
mediante la difusion de una pelicula rica en lipidos en la interfaz alveolar. Esta
pelicula de lipidos tensoactivos es el SP. Los cambios cuantitativos (por
ejemplo, sindrome de dificultad respiratoria) o cualitativos (por ejemplo,
sindrome de dificultad respiratoria aguda) en la composicién del SP, pueden
conducir al colapso alveolar y la necesidad de soporte ventilatorio. Por lo tanto,
el mantenimiento de la funcion del surfactante es esencial para la respiracion

y, en ultima instancia, para la supervivencia (Perez-Gil & Weaver, 2010).

Los principales componentes del surfactante pulmonar incluyen
fosfolipidos (~ 80% m/m) y lipidos neutros (principalmente colesterol, ~10%).
Dentro de los fosfolipidos, DPPC es el mayoritario con un ~40% m/m (Lopez-
Rodriguez & Pérez-Gil, 2014; Perez-Gil & Weaver, 2010). Ademas de la
composicién lipidica, el SP estd compuesto por cuatro proteinas, si bien su
porcentaje dentro de PS es bajo (~1-2%), su presencia es critica para la funcion
normal del surfactante. Las proteinas A (SP-A) y D (SP-D) pertenecen a la
familia de proteinas colectina. Estan directamente relacionadas con la defensa
innata en el pulmon y reconocen, unen y eliminan los patégenos (Whitsett &
Alenghat, 2015). Las proteinas B (SP-B) y C (SP-C) son pequefas proteinas
hidrofobas que estan profundamente integradas en los fosfolipidos; estas
ayudan a la adsorcion interfacial de las moléculas tensoactivas en la interfaz
aire-liquido y contribuyen a la estabilidad mecanica de las monocapas
interfaciales (Lopez-Rodriguez & Pérez-Gil, 2014).
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Aire Composicion de Surfactante Pulmonar

s 'f& @ oo . )
| 4 " Lipidos saturados Proteinas

(mayoria DPPC)

E
Q
[
[Y
O
(o]
o]
9
4
L]
o
£
\VC

\2ararse
Lt o1

g =
2 AL o
°&;gc < . Lipidos
1 R po ; - _

" 3 & 7 X insaturados SP-B SP-A
égocx‘mj %) \-W b, ,
e ), Lipidos - . 4
'::T C% s insaturados 3 ’ ’
&, ( & negativos
§/ Q. : v & SP-C SP-D
& O el o 1 Vo .. Colesterol
) i — - -
S 4 v

Figura 1. Esquema del surfactante pulmonar y las moléculas que lo componen, en la
interfase aire-agua del alvéolo; por debajo de la monocapa de surfactante se
encuentra el reservorio que producen las células alveolares tipo Il. Modificado a partir
de (Hidalgo, Cruz, & Pérez-Gil, 2017).

La y de un liquido es la energia necesaria para aumentar su superficie en
una unidad de areay, por lo tanto, se expresa en energia por unidad de area o
longitud (mN / m). La y cuantifica la energia necesaria para superar las fuerzas
gue minimizan el area expuesta a un medio que no sea el liquido. Esta se
genera por las fuerzas de atraccion entre las moléculas liquidas. Dentro del
seno del liquido, las fuerzas atractivas actian en todas las direcciones y se
compensan entre las moléculas. Sin embargo, en la interfaz, estas fuerzas
atractivas no se compensan por completo, produciendo una fuerza de atraccion
neta hacia el interior del liquido. Para el epitelio pulmonar, que esta cubierto por
una capa delgada de agua, estas fuerzas juegan un papel importante en la
estabilizacion mecanica y estructural de los pulmones durante el proceso de
respiracion. Si estas fuerzas no se minimizan durante la exhalacion, los
alvéolos mas pequefios tendrian una tendencia a colapsarse debido a que la
tension superficial minimizaria el area expuesta al aire, reduciendo el area
disponible para el intercambio de gases (Lopez-Rodriguez & Pérez-Gil, 2014).
El SP minimiza estas fuerzas de superficie, especialmente los fosfolipidos
colocados en la interfaz, desplazan las moléculas de agua para compensar las
fuerzas atractivas y, por lo tanto, reducir la y. Cuando la interfaz esta totalmente
ocupada por moléculas de fosfolipidos, se alcanza una tension superficial de
equilibrio (yeq). La adicion de mas moléculas de fosfolipidos no disminuye

mas la tension superficial porque la adsorcion y la desorcion de la interfaz
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compensan mutuamente el equilibrio del sistema. Sin embargo, el &rea
ocupada por la superficie alveolar varia continuamente mientras se comprime
durante la exhalacion y se expande durante la inhalacién segun los ciclos

respiratorios. (Lopez-Rodriguez & Pérez-Gil, 2014).

Durante la exhalacion la monocapa de SP se comprime para evitar el
colapso alveolar, el SP reduce la y por debajo de la yeq equilibrio a un valor
minimo [ymin, (de 2-3 mN/m)]; esto lo logra debido a que cambia su
composiciéon especifica de fosfolipidos, y aumenta el porcentaje de DPPC, que
permite un mayor empaquetamiento de la monocapa por sus cadenas
saturadas. Normalmente, el surfactante reduce la y de aproximadamente 70
mN/m (la y de la subfase acuosa) a 24 mN / m (yeq), tensidén que debe mantener
durante la inhalacion (Perez-Gil & Weaver, 2010). Tanto las proteinas SP-B
como SP-C parecen promover la re-expansién y la insercion por
adsorcion de los fosfolipidos desde los compartimentos sub-
superficiales a la interfaz durante la expansién alveolar (Perez-Gil &
Weaver, 2010).

En resumen el papel del SP es facilitar la dinamica respiratoria
disminuyendo la tensién superficial del agua en la interfaz alveolar (Lopez-
Rodriguez & Pérez-Gil, 2014) y para lograrlo tiene al menos tres propiedades
biofisicas esenciales: ser de rapida adsorcion, lograr una tension superficial
muy baja durante la compresion del film, y tener una reposicion eficaz de la

pelicula durante la expansiéon de la monocapa (Possmayer, 2004).

Expansion Compresion
Surfactante «— —_— —_— . —
| O (@
Adsorcion

Figura 2. Film interfacial de surfactante durante la compresion (en la
exhalacion) y la expanién (durante inhalacion). Derecha: la compresion produce una
exclusion selectiva de fosfolipidos insaturados y colesterol de la monocapa hacia el

reservorio interconectado, por un proceso llamado “squeeze out”. Izquierda:
expansion de la interfase y re adsorcion del material del reservorio en la monocapa.
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Ambos procesos son facilitados por las proteinas hidrofébicas SP-B y SP-D. Imagen
modificada de (Lopez-Rodriguez & Pérez-Gil, 2014).

La inactivacion de surfactante es potencialmente mortal y se refiere a
todos los procesos que interfieren con la actividad de superficie del surfactante.
La inactivacion del SP puede ocurrir debido a factores externos (fuga de
proteinas activas de suero, acidos grasos, lisoderivados, proteina C reactiva) o
endodgenos (secrecion alterada de células alveolares de tipo Il) (Lopez-
Rodriguez & Pérez-Gil, 2014). El advenimiento de nuevas técnicas para la
deteccion, produccion y caracterizacion estructural de NP respirables,
permitieron estudiar su impacto en la funcion respiratoria, especificamente en
su interaccion con el SP (Harishchandra, Saleem, & Galla, 2010; Schleh &
Hohlfeld, 2009). Sin embargo ha surgido una amplia evidencia apoyando el
hecho de que la translocacion de silicona oxidada polimérica o metilada, oxido
de titanio (Chhoden, Clausen, Larsen, Ngrgaard, & Lauritsen, 2015),
poliestireno cargado negativa o positivamente (Beck-Broichsitter, Ruppert,
Schmehl, Gunther, & Seeger, 2014) o NP metédlicas, induce la inactivacion de
SP. Las NP de hidroxiapatita inyectadas en la subfase del SP Infasurf por
ejemplo, causa un desplazamiento significativo hacia la izquierda en las
isotermas de compresion dependiente del tiempo; esto quiere decir que se
requiere mas reduccion de la superficie para aumentar la presion superficial,
indicando la inactivacién de surfactante (Fan, Wang, Zhao, Loo, & Zuo, 2011).
Por lo tanto, se debe probar que las NP en contacto con el SP no induzcan la

inactivacion del surfactante.

De este modo, cuando se piensa en formulaciones de NP inhalables se
debe tener en cuenta que estas no soélo tienen que sobrevivir al estrés de la
nebulizacion, al almacenamiento y lograr un delivery de farmacos después de
cruzar una monocapa de surfactante, sino que también se debe garantizar la

seguridad para la funcién respiratoria.
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4.3 Materiales y Métodos

4.3.1 Materiales

El surfactante pulmonar PROSURF fue provisto por la empresa Nialtec

S.A. (Buenos Aires, Argentina).

4.3.2 Preparacion de nanovesiculas

La preparacion de L, ARQ y ApH y LpH se realiz6 como se describe en el

Capitulo 3, Seccién 3.3.2.1.

4.3.3 Preparacion de vesiculas de SP

PROSURF es una suspensién en cloroformo estéril que contiene lipidos
y proteinas extraidas por medio de lavado broncoalveolar de pulmones de
origen bovino. PROSURF se compone de fosfolipidos en un 94,8% (de los que
un 46% es dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)); colesterol 4,4% y proteinas (SP-
B, SP-C) 0,8% (Hager & DePaoli, 2001). El cloroformo fue evaporado a baja
presion y por debajo de 40°C; la pelicula lipidica fue resuspendida en solucion
salina estéril (0,9% NaCl) a 50°C, obteniendo una concentracion de fosfolipidos

final de 30 mg/mL, correspondiente a 41 mM de DPPC (vesiculas de SP).

4.3.4 Caracterizacién de nanovesiculas

La cuantificacion de LT y las medidas de tamarfio promedio, pdi y potencial

( se realizaron como se describe en el Capitulo 2, Seccion 2.3.5.

4.3.5 Preparacion de nanovesiculas marcadas con HPTS/DPX y RhPE

Para preparar las nanovesiculas marcadas con HPTS/DPX y RhPE se

utilizé el procedimiento descrito en el Capitulo 3, Seccion 3.3.2.ii.
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4.3.6 Crecimiento de células J774A.1

Las células J774A.1 fueron crecidas como se describe en el Capitulo 2,
Seccion 2.3.9.

4.3.7 Nebulizacién de nanovesiculas marcadas con HPTS/DPX-RhPE en

células J774A.1 cubiertas por monocapas por SP

La presion superficial (11) se define como el grado en el que una monocapa
reduce la y de una interfaz limpia; denota la fuerza ejercida por una pelicula
interfacial en sus limites de confinamiento lineal, con unidades de
fuerza/longitud (Piknova, Schram, & Hall, 2002). Teq €s la presion superficial
maxima de monocapas comprimidas en una interfaz aire/agua bajo condiciones
de equilibrio. Una compresion adicional induce el colapso de la interfaz
bidimensional y se forman estructuras tridimensionales (Lee, Kim, & Needham,
2001) pero no se produce un aumento en la densidad de la monocapa o en la
presion superficial (Horie & Hildebrandt, 1971; Schirch, Goerke, & Clements,
1978).

Las células J774A.1 se sembraron en placas de cultivo de 24 pocillos a
una densidad de 1,5 x 10° células por pocillo. Después de 24 horas de
crecimiento, el medio de cultivo se reemplazé por 300 pL de PBS. Se extendio
una solucién de SP en cloroformo (3,1 mg/mL) sobre la interfaz acuosa de PBS
para obtener una presién superficial (1) aproximada de 10 t 1 mN/mo 45+ 1
mN/m 11, valor cercano a Tre, la presion superficial de equilibrio de las
fosfatidilcolinas. Se utilizdo un nebulizador Omron NE-U22 de malla vibratoria,
adaptado para reducir el flujo de salida a una velocidad de 5 uL/min, para
nebulizar las suspensiones acuosas de nanovesiculas con una concentracion
de 2,5 mg/mL de LT en la superficie de cada monocapa de Prosurf durante 1
minuto. Luego las células se incubaron durante 3 horas a 37°C, se lavaron,
tripsinaron y resuspendieron en PBS y un total de 1 x 10* células fueron
analizadas por citometria de flujo. Se analiz6 la fluorescencia verde de HPTS
en FL-1, mientras que para la RhPE la fluorescencia roja se analizo en FL - 3.
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Luego se normalizé la fluorescencia a la relacion de HPTS/total de lipidos y de
RhPE/total de lipidos de cada formulacion. La estabilidad coloidal de las
nanovesiculas nebulizadas a través de la monocapa de SP, antes de ser
absorbidas por las células, se determiné midiendo el % de HPTS encapsulado
en los sobrenadantes celulares después de 3 horas de nebulizacion. La captura
y la pH-sensibilidad subcelular de las nanovesiculas doblemente marcadas
RhPE-HPTS / DPX fue seguido por la fluorescencia de RhPE, mientras que la
fluorescencia de HPTS indicé su grado de dequenching subcelular, o pH-

sensibilidad.

4.3.8 Perturbacion mutuade labicapade vesiculas de SP y nanovesiculas:

4.3.8.i Polarizacion generalizada (GP) y anisotropia de fluorescencia (AF)

de Laurdan en vesiculas de SP

El orden vy la fluidez de la bicapa de SP, luego de ponerse en contacto con
las nanovesiculas, fueron evaluados determinando, respectivamente, GP y AF
de Laurdan en las vesiculas de SP. Las vesiculas de SP se marcaron con
Laurdan mezclando 10 pL de una solucién de Laurdan 120 mM en metanol con
un volumen de vesiculas de SP suficiente para obtener una proporcién de 1:20
mol:mol Laurdan:lipidos. Después de 30 minutos, se afiadieron las
nanovesiculas a las vesiculas de SP en una relacion de 1:0,1 PS:nanovesiculas
m:m y la mezcla se incub6 a temperatura ambiente. Se determiné el tamafio
promedio, GP y AF de las bicapas de vesiculas de SP en funcion del tiempo.

GP se calculé utilizando la siguiente ecuacion:

GP = l440 - lago / 1440 + lago Férmula 1

Donde la40 y lago son las intensidades de fluorescencia a Aemision 440 nm y
Aemision 490 nm respectivamente a partir de los espectros de emision entre 400-
520 nm a Aexitacisn 364 Nm (Slitex:5,0 nm y Slitem:10,0 nm. Velocidad de scan: 100

nm/minuto)

AF se calculé mediante el software del fluorométro LS55 Perkin Elmer de

acuerdo con la siguiente ecuacion:
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AF = (10-Glgo) / (lo + 2Gloo) Férmula 2

Donde lo e lgo son las intensidades de fluorescencia a Aemision 440 nm con
Aexitacion 364 nm y el polarizador de excitacion fue orientado a 0 y 90 °
respectivamente. El factor de correccion (G) se obtuvo de la relacion de la
intensidad de emision a 0 y 90 ° con el polarizador de excitacion orientado a 90
° (después de la substraccion de la dispersién de luz).

4.3.8.ii GP y AF de Laurdan en las nanovesiculas

De forma similar, el orden y la fluidez de las bicapas de las nanovesiculas,
luego de entrar en contacto con las vesiculas de SP, fueron evaluados por GP
y AF de Laurdan. En este caso Laurdan fue incubado con las nanovesiculas
durante 30 minutos y el SP se agreg6 luego. Las medidas se realizaron
empleando las mismas condiciones experimentales que en la seccidn anterior
4.3.8.

4.3.8.iii Liberacién del contenido interno de las nanovesiculas

La liberacion de HPTS de las nanovesiculas luego de ponerse en contacto
con las vesiculas de SP, fue determinada en funcion del tiempo. Brevemente,
las nanovesiculas-HPTS-DPX fueron incubadas 1,5 y 20 horas a 25 °C en 10
mM de buffer Tris-HCI con las vesiculas de SP en la misma proporcion que en
la seccion 4.3.8.i. El porcentaje de HPTS liberado se calculé6 como sigue:
(IF/1Friton x-100) X 100. Donde IF es la intensidad de fluorescencia a Aemisisn 515
nmM Yy Aexitacion 413 Nm en cada punto de tiempo, y IFTriton x-100 €S la intensidad de

fluorescencia después de afiadir Triton X-100 al 1% m/v.

Ademas, el tamafio medio de los nanoliposomas y las vesiculas de SP se

determind por dispersion dinamica de la luz.
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4.3.9 Efecto de las nanovesiculas sobre la presion superficial (1r) durante

los ciclos de expansion-compresion

Las isotermas de presion superficial vs area (11 vs A) se realizaron en el
equipo KSV (240 cm? de area) con una balanza de Wilhelmy proporcionada por
una sonda de Platinum (39,24 mm?) (KSV-NIMA, Finlandia). Todo el equipo se
encerrd en una caja de acrilico para minimizar la evaporacion del solvente y
evitar contaminaciones del ambiente durante el estudio. Primero se determino
unaisoterma de compresion para la monocapa de Prosurf. Para ello, se prepar6
una monocapa de SP diseminando una solucion de SP en cloroformo (3,1
mg/mL) en la interfaz acuosa de buffer Tris-HCI 10 mM y se dejé estabilizar
durante 30 minutos. Después de eso se sometid a la monocapa a una

compresién con una tasa de 5 mm/minuto.

La presion superficial es un valor que reporta el equipo y se calcula a

partir de la Formula 3.

T=Yo—Y Formula 3

Donde 1 es la presion superficial de la monocapa, yo es la tension
superficial inicial de la fase acuosa sola (~ 72 mN/m, buffer Tris pH 7,4 con NaCl

0,9 % m:v) y y es la tension superficial medida por el equipo.

Las tasas compresion y expansidon de monocapas de SP fueron de 5
mm/minuto, la 1 target se fij6 en 30 mMN/m (compresion) y la temperatura fue
20 £ 2°C. Las nanovesiculas se inyectaron en la subfase a una concentracion
final de 10 pg/mL cuando la monocapa alcanz6 una 1 de 30 mN/m, al final de
la primera compresion. Después de cada medida, la cuba de KSV se limpio
exhaustivamente con agua ultrapura y se comprobé que la y fuera de 72 mN/m.
La 1 y las barreras fueron controladas por el software NIMA (KSV-NIMA,
Finlandia). Los experimentos de control en ausencia de nanovesiculas también
se llevaron a cabo en las mismas condiciones, extendiendo la misma cantidad

de SP en la superficie.
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Figura 2. a) Esquema del equipo KSV con una monocapa de tensoactivo en la
interfase aire/agua y b) ciclo de compresién y expansion de una monocapa de SP
comprimida hasta 30 mN/m.

4.3.10 Efecto de nanovesiculas en un area constante
4.3.10.i Nanovesiculas inyectadas en la subfase acuosa

Se disemind una solucion de SP en cloroformo (3,1 mg / mL) en una
interfase acuosa de buffer Tris-HCI 10 mM con NaCl 0,9 % m/v para obtener
una presion superficial inicial de 10 £+ 1 mN/m, 30 £ 1 mN/m y 45 £ 1 mN/m
respectivamente, en un equipo Kibron ptrough S (13,6 cm?area, 8 mL subfase)
(Kibron,Finland). Los cambios en la presién superficial de la monocapa de SP
tras la inyeccion en la subfase se registraron en funcién del tiempo, hasta llegar
al valor de una presiéon constante. La concentracion final de nanovesiculas fue
de 0,3 y 10 pug/mL respectivamente. Con el fin de evitar la evaporaciéon del
disolvente y la contaminacion del ambiente durante el ensayo, todo el equipo
fue encerrado en una caja de acrilico. Después de cada medida, la cuba se
limpié exhaustivamente con agua ultrapura y se comprob6 que la y fuera de 72

mN/m. En todos los ensayos, se mantuvo la temperatura a 20 £ 0,5 ° C.
4.3.10.ii Nanovesiculas nebulizadas

Empleando condiciones idénticas que en la seccion anterior 4.3.10.1, las
nanovesiculas fueron nebulizadas durante 1 minuto sobre la monocapa

formada, seguido de una segunda dosis 15 minutos mas tarde. Las dosis
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totales fueron de 0,06 o 1,5 ug de LT. Después de eso se dejo estabilizar la
monocapa otros 15 minutos.

4.3.11 Analisis estadistico

Los analisis estadisticas se realizaron usando el test de Dunnet con
Prisma 6.0 Software (Graph Pad, CA, USA). Valores de p <0.05 fueron
considerados estadisticamente significativos. *p < 0.05; **p <0.01; ***p < 0.001,

****n < 0.0001; n.s. es no significativo (p > 0.05).
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4.4 Resultados

4.4.1 Isoterma de compresion de Prosurf y caracteristicas estructurales

de las nanovesiculas

La isoterma de compresion del surfactante pulmonar Prosurf empleado en
este trabajo mostré una presion de colapso (11¢) de ~60 mN/m (Fig. 4), un valor
similar al 1 del surfactante pulmonar de origen bovino para uso clinico
Sorvanta (Laboratorios Abbott, North chicago, IL) (62 mN /m) y casi 10 mN/M
menor a la del derivado porcino Curosurf (CHIESIUSA.com) y el derivado
bovino Infasurf (ONYINC), (Zhang, Wang, Fan, & Zuo, 2011). Las

caracteristicas estructurales de las nanovesiculas se muestran en la Tabla 1.

70 =

’E\ h Plateau de transcisiéon de
E 60 monocapa a multicapa
E g0 N
E T A
o 40—
[3)
o 30 -
=) 4 Transcision de fase de
(%))
20 — LE de TC
c
°© )
»n 10 -
[3)
o
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0 50 100 150 200 250 300
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Figura 4. Isoterma de compresion expansion de monocapas de Prosurf. A medida
gue la presion superficial aumenta de 10 mN/m a 40 mN/m, ocurre la transcision de
fase liquido expandido a liquido cristalino (LE- TC), luego se caracteriza por un
plateau entre 40 mN/m to 50 mN/m donde los dominios TC y LE coexisten, conocido
como la presion superficial de equilibrio te. Una mayor compresion de re incrementa
la presion superficial de la monocapa; en esta condicion la interfase de monocapas
interactda con bicapas que excluidas en la subfase acuosa (Casals & Cafiadas,
2012; Zuo, Veldhuizen, Neumann, Petersen, & Possmayer, 2008) hasta colapsar a
60 mN /m.
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Tabla 1. Caracteristicas estructurales de nanovesiculas.

Muestra Tamafio Promedio odi Potencial Lipidos Totales
(nm) (mV) (mg/ml)

L 271 + 45 0,37 £ 0,08 -6,6 £0,8 56+1,7
ARQ 179 +49 0,25 + 0,06 -39,1+7,1 72+22
LpH 188 + 18 0,22+0,0 -20,2+9,2 45+272
ApH 174 + 48 0,49+ 0,33 -30,7 £13,0 6,0+1,4

PS 1057 + 293 0,64 +0,18 -205+7,6 30+2,5

Los resultados son el promedio + DS de tres lotes de muestras independientes.

4.4.2 Absorciéon de nanovesiculas nebulizadas y delivery citoplasmético

en macrofagos J774A.1 cubiertos por una monocapa de SP

Como determindé en el Capitulo 3, la ruptura por estrés durante la
nebulizacion induce una pérdida parcial de contenido acuoso de los
nanovesiculas. Luego de nebulizar las diferentes nanovesiculas sobre el
sobrenadante celular, estas se dejaron incubando 3 horas y luego se midio la
cantidad de HPTS encapsulado. Como se muestra en la Tabla 2, mientras que
los nanoliposomas perdieron casi la mitad del HPTS encapsulado, los ApH
conservaron cerca del 75% de su contenido acuoso. No obstante, después de
atravesar la monocapa de SP, no se produjo ninguna pérdida adicional de
HPTS: después de ser nebulizado en buffer o en monocapas de SP a 10 o 45
mN/m, la cantidad de HPTS retenida permanecié sin alterar. Por otro lado,
después de atravesar las monocapas de SP que cubren las células J774A.1,
se observé que las nanovesiculas ARQ y ApH, que contenian arqueolipidos,
fueron capturadas en la extensién mas alta (la sefial mayor de RhPE), seguido
de las LpH, mientras que no se registr6 ninguna captura de L (Fig. 5a). En
consonancia con los resultados obtenidos en el Capitulo 3 sobre el delivery
citoplasmatico de ApH (las células sin monocapa de SP), los ApH mostraron,
nuevamente, el delivery citoplasméatico méas alto, medido a través de la sefial
mas intensa de HPTS. Los ARQ, si bien que fueron capturados en igual medida
gue ApH, no liberararon su contenido acuoso (HPTS) al citoplasma celular
debido a su falta de sensibilidad al pH. También observamos que a 45 mN/m
(valor cercano al e de las fosfatidilcolinas) la captura y posterior delivery
citoplasmatico de ApH parece disminuir ligeramente, en comparacion con aquel

a 0 0 10 mN /m (Fig. 5b). En general, observamos que al menos una fraccion
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de nanovesiculas nebulizadas atraveso la monocapa de SP de manera intacta.
Después de entrar en la subfase, las nanovesiculas fueron capturadas por las
células y procesadas de acuerdo con las caracteristicas estructurales de cada
una. La captura y posterior delivery citoplasmatico, ligeramente menores a Tre,
sugieren que durante el ciclo respiratorio la captura de nanovesiculas
nebulizadas seguiria una relacion inversa con la presion superficial, siendo
probablemente mas baja cuando la monocapa de SP estd completamente

comprimida muy por encima de Tre.

Tabla 2. HPTS encapsulado en nanovesiculas 3 h
después de nebulizar sobre una monocapa de SP
gue recubria las células J774A.1.

HPTS

Sobrenadante Presidn Superficial
encapsulado

celular (mN/m)
(%)

0 47,7 +0,1

L 10 55,7 £1,9
45 61,7 £4,9

0 58,9 +3,9

ARQ 10 475 +81
45 555+15

0 69,2 +4,6

LpH 10 67,5 £2,5
45 63,0 £1,3

0 74,2 +6,4

ApH 10 77,011
45 75,2 £3,6

4.4.3 Perturbacion mutua de labicapa de vesiculas de SP y nanovesiculas

Laurdan es una sonda fluorescente que se incorpora en membranas lipidicas y
es sensible al efecto de relajacion del solvente. Esta sonda detecta las
diferencias en el numero/movilidad de las moléculas de agua asociadas al

esqueleto de glicerol de los fosfolipidos de las bicapas de fosfatidilcolina (Beck-
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Broichsitter et al., 2014; Chong & Wong, 1993; Parasassi, De Stasio, Ravagnan,
Rusch, & Gratton, 1991).
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Figura 5. Intensidad de fluorescencia de RhPE (a) y HPTS (b) dentro de células
J774A.1 luego de 3 horas post nebulizacién de nanovesiculas. Antes de la nebulizacion,
cada pocillo se cubrié con SP con cantidades que corresponden con ~10 0 45 mN/m de
presion superficial, teniendo en cuenta la relaciéon de masa de lipidos/area previamente

determinada en las isotermas de Prosurf.

Tras la excitacion, el momento dipolo de Laurdan aumenta notablemente,
y las moléculas de agua en la vecindad de la sonda se reorientan alrededor de
este nuevo dipolo. Por consiguiente, Laurdan es sensible a las transiciones de
fase de membrana y otras alteraciones a la fluidez de la membrana (Hatrris,
Smith, & Bell, 2001; Sheffield et al., 1995). Cuando la membrana esta en una
fase fluida, la tasa de reorientacién es mas rapida que el proceso de emisiony,
en consecuencia, se observa un desplazamiento de color rojo a Aexcitacion 340
nm desde aproximadamente 435 nm a aproximadamente 480 nm (Sheffield et
al., 1995). Cuando el empaquetamiento de la bicapa aumenta, algunas de las
moléculas de agua son excluidas de la bicapa y la tasa de relajacion dipolar de
las restantes moléculas de agua es mas lenta, llevando a un espectro de
emision que esta significativamente menos desplazado al rojo. La polarizacion
generalizada (GP) cuantifica este desplazamiento al rojo de los espectros de
emision. El "orden" se puede definir como el orden conformacional de las

moléculas de fosfolipidos, (principalmente basado en las cadenas acilo) y la
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“fluidez” como la capacidad de los lipidos de difundir en el plano de la bicapa
y/o rotar (Wilson-Ashworth et al., 2006)). El cambio de fase desordenada a

ordenada representa una pérdida de moléculas de agua de las bicapas.

En particular, el trabajo de (Harris, Best, & Bell, 2002) se demostr6é que
cuando la fluidez de la membrana cambia pero el orden de los fosfolipidos
permanece constante, se podria esperar que la anisotropia fluorescente de
Laurdan (AF) cambie, pero no el valor de GP. Ya que la AF reporta cambios en
la fluidez de la membrana mientras que GP es mas sensible a las variaciones
en el orden de la membrana (Harris et al., 2002), las perturbaciones mutuas en
el orden y fluidez de las vesiculas de SP en contacto con las nanovesiculas se

evaluaron por GP y AF de la sonda Laurdan.

4.4.3.i GP de las vesiculas de SP

El orden de las bicapas (GP), de las vesiculas de SP y de las
nanovesiculas solas fue: vesiculas SP ~ L> [ApH ~ LpH] >>ARQ. Luego de
incubar las vesiculas de SP con las nanovesiculas, el orden de las vesiculas
de SP (comparado con las vesiculas SP solas) fue: vesiculas SP ~ [vesiculas
SP-L]> [vesiculas SP-(ApH, LpH)]> [vesiculas SP-ARQ)]. El contacto con L no
modificé el orden de la bicapa de las vesiculas de SP; ApH y LpH desordenaron
de manera intermedia las bicapas de PS, mientras que el desorden mas alto
fue inducido por ARQ (Fig. 6a).

4.4.3.ii AF de las vesiculas de SP

La AF de la bicapa de SP (inversamente relacionada con la fluidez) (Harris
et al., 2002) y de cada nanovesicula sola fue: vesiculas SP ~ L>ARQ> ApH>
LpH. Luego de incubar las vesiculas de SP con las nanovesiculas, la AF de las
vesiculas de SP (comparado con las vesiculas SP solas) fue: [vesiculas SP-L]>
vesiculas SP ~ [vesiculas SP- (ApH, LpH, ARQ)]. El contacto con L disminuyo
ligeramente la fluidez de vesiculas SP; el resto de las nanovesiculas no tuvieron

efecto sobre la fluidez de las vesiculas de SP (Fig. 6b).
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Figura 6. Laurdan: Polarizacion Generalizada (GP) (a) y Anisotropia de
Fluorescencia (b) de vesiculas de SP solo y después de incubarlas con
nanovesiculas, en funcién del tiempo.

4.4.3.iii GP y AF de las nanovesiculas

Por otro lado, 24 horas después de incubar las nanovesiculas con las
vesiculas de SP, el orden de las nanovesiculas pH-sensibles y de los ARQ
aumento significativamente a valores cercanos a 0,2 (el valor de GP de
vesiculas de SP solas) (Fig. 7a), mientras que la fluidez de todas las

nanovesiculas disminuy6 (Fig. 7b),

En resumen, excluyendo a los L, las nanovesiculas no tuvieron efecto sobre la
fluidez de las vesiculas de SP. Sin embargo, se registrO una perturbacion
mutua en el orden de la bicapa. El mayor desorden en las bicapas de SP fue
inducido por ARQ; LpH y ApH indujeron menos desorden, mientras que el

contacto con L no tuvo ningun efecto. En general, el orden de las bicapas de
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SP parecié desplazarse hacia los valores tipicos para cada tipo de
nanoliposoma, sugiriendo la aparicion de un flujo de lipidos desde
lasnanovesiculas (particularmente de ARQ) hacia las vesiculas de SP. Este
puede ser el motivo del desorden alto en las bicapas de SP incubadas con
ARQ. A su vez, se sabe que los arqueolipidos forman una fase homogénea
con fosfolipidos. (Carrer et al., 2014) y que las bicapas arqueolipidicas exhiben
caracteristicas estructurales peculiares diferentes de las bicapas de
fosfolipidos, ya que aunque son muy entrépicas (desordenadas), muestran una
permeabilidad relativamente baja y una difusidon lateral reducida. (Kitano,
Onoue, & Yamauchi, 2003).

1 o223

|

Laurdan GP
o
o
1

0= T T T T T T 17T T T T T T T T 171

0202620210 0206000 (2408 2> 020000,
[ ERENEY > NQ'L RN AR
Tiempo incubacién (horas)
0.25 =

A e
o =r

0.05 =

Laurdan Anisotroiay
o
N
o
1

00T T T T T T T T T T T T T T T T 17T

Tiempo incubacién (horas)

-8— L +Ps =®— LpH +PS
- —©— LpH
== ARQ +PS =@= ApH +PS
-©— ARQ —©— apH

Figure 7. Laurdan: Polarizacion Generalizada (GP) (a) y Anisotropia de
Fluorescencia (b) en nanovesiculas y despues de incubarlas con vesiculas de SP, en
funcion del tiempo.
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La AF depende de la viscosidad del entorno molecular local, en este caso la
bicapa; y también es inversamente proporcional a la tasa de rotacion de
Laurdan, un parametro directamente relacionado con la fluidez de la bicapa
(Harris et al., 2002).

Los valores de GP y AF de Laurdan de los ARQ indicaron bicapas
desordenadas que tenian una movilidad lateral altamente reducida. Las
vesiculas de SP y las bicapas de los ARQ presentan baja fluidez (alta AF). Sin
embargo, las bicapas de vesiculas de SP estan altamente ordenadas y se
desordenan después de ponerse en contacto con ARQ.

4.4.3.iv Cambios de tamafio de las vesiculas de SP y fuga de

contenido interno de las nanovesiculas

Después de que las nanovesiculas con HPTS-DPX entraron en contacto con
las vesiculas de SP el tamafio medio de las vesiculas de SP permaneci6 sin
cambios (Fig. 8b). Ademas, como se muestra en la Fig. 8a no se registré

liberacion de HPTS de las nanovesiculas.

4.4.4 Efecto de las nanovesiculas sobre 1, durante los ciclos de

compresién-expansion (condicién dinamica)

Al inyectar las nanovesiculas en la subfase acuosa de monocapas de
SP, 1 varié segun cada tipo de estructural de nanovesicula (Fig. 9). El efecto
de L y ARQ se registr6 durante el segundo ciclo de expansion: entre 30 y 0
mN/m (200 cm?) para L y ~ 5 mN/m (175 cm?) para ARQ, la expansion fue casi
idéntica a la del SP solo (Fig. 9a). Desde estos puntos hasta el final de la
expansion, 1T no disminuyé a 0, sino que aumenté a ~ 5 y ~ 25 mN/m,
respectivamente (Fig. 9b, c). Por el contrario, LpH y ApH inmediatamente
afectaron 11 a lo largo de la primera expansion. Entre 30 mN/my ~9 mN/m (150
cm?) para LpH y ~ 12,5 mN/m (150 cm?) para ApH, la expansién fue casi
idéntica a la de SP solo. Sin embargo, desde estos puntos hasta el final de la
expansion, 1 no disminuye a 0, sino que se elevo a ~ 25 mN/m. La segunda
compresion requirié sélo una reduccion del area del 16% (hasta ~ 210 cm?)
para subir de 25 a 30 mN/m (Fig. 9d, e).
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Figura 8. Tamarios e integridad estructural de nanovesiculas, a) Liberacién de HPTS
del interior acuoso de las nanovesiculas y b) tamafios, luego de incubarlas a las 0,5, 6
y 24 horas de incubacién. La liberacion total de HPTS se midié al disrumpir las

nanovesiculas con Triton

En cambio, las monocapas de SP solas requirieron una reduccion de la
superficie del 60% (de 250 a ~ 100 cm?) para elevar T de 0 a 30 mN/m. Esto
signific6 que la insercibn de nanovesiculas pH-sensibles requiri6 una

compresion casi 4 veces menor para alcanzar el valor maximo de 1.

En conjunto, estos resultados sugieren que las nanovesiculas pH-
sensibles fueron adsorbidas rapidamente y que afectaron de manera
pronunciada 1 a un grado de compresion relativamente alto (150 cm?). ARQ y

L se adsorbieron de manera mas tardia y en monocapas mas relajadas (>175
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cm?). De acuerdo con su capacidad para perturbar T, las nanovesiculas se
ordenan de la siguiente manera: ApH = LpH>ARQ>> L. Ademas, se determino
una relacion directa entre la capacidad para insertarse en monocapas mas
comprimidas y el aumento de T1: mientras que componentes de las
nanovesiculas pH-sensibles se insertaron en monocapas mas comprimidas a
150 cm?, los componentes de los ARQ lo hicieron en monocapas menos
comprimidas a (175 cm?), mientras que los componentes de los L necesitaron

monocapas casi totalmente expandidas (200 cm?).

4.4.5 Inyeccion en la subfase vs nebulizacion de nanovesiculas en

monocapas de SP (condicidn estatica)

Dado que se observd que la interaccion entre las nanovesiculas y la
monocapa de SP comenzo6 durante la expansion de la monocapa de SP, se
teste6 como afectaban la 1, la inyeccion de una masa alta (80 ug) y baja (2,4
Mg) de nanovesiculas en la subfase de monocapas de SP expandidas, a una 1t
fija de 10 mN/m. El efecto de 80 ug de nanovesiculas pH-sensibles se observo
después de 15 minutos, con 1T aumentando en un 50% (LpH) y un 75% (ApH)
(Fig. 10a).

En general, los efectos de nanovesiculas inyectadas coincidié con los
datos anteriores sobre compresién-expansion: las nanovesiculas pH-sensibles
fueron adsorbidas mas rapidamente y la T aumento drasticamente. De acuerdo
a su capacidad de perturbar 1T, las nanovesiculas fueron ordenadas de la
siguiente manera: ApH ~ LpH>ARQ ~ L. En una etapa posterior se ensayo el
efecto de las nanovesiculas nebulizadas en monocapas de SP expandida a 10
mN/m. Esta vez se encontr6 que después de 15 minutos, 1,5 pg de
nanovesiculas pH-sensibles fueron suficientes para aumentar m en un ~ 80%
para LpH Yy en un 140% para ApH. Notablemente, los ARQ también aumentaron
T en un 60%. Estos resultados sugieren que la nebulizacion indujo una
diseminacién mas rapida de los lipidos sobre las monocapas y un aumento mas
eficiente de T, alcanzado con ~ 53 veces menos masa que si se inyectase en
la subfase (Fig. 10b). Segun su capacidad de perturbar 17, las nanovesiculas se
ordenan como sigue (de manera similar a aquellas inyectadas durante la

compresion-expansion): ApH> LpH>ARQ> L.

184



Surface pressure (mN/m)

40 =

30 =

20 =

A.Prosurf
= Ciclo 1

=== Ciclo 2

40 =

30 =

20 =

10 =

40 =

30 =

20 =

10 =

C.ARQ

40 =

30 =

20 =

10 =

40 =

30 =

20 =

10 =

~

-

50

Ll v T v T v Ll v 1
100 150 200 250 300

Area (sz)

Figura 9. Isotermas de Compresion-expansion de SP. Las nanovesiculas se
inyectaron en la subfase en la primera compresion a 30 mN/m de presion superficial.
Linea continua: expansion y linea llena: compresion.
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Figura 10. Variacion de la presién superficial de la monocapa de SP luego de 15
minutos de inyeccién en la subfase acuosa (a) o nebulizacién (b) de nanovesiculas. La
presion inicial fue de 10 mN/m.

Finalmente, se probd el efecto de las nanovesiculas nebulizadas en
monocapas de SP a diferentes grados de compresion. Una masa de 1,5 ug de
nanovesiculas generé aumentos menos pronunciados en las monocapas de SP
con 1T a 30 mN/m, siguiendo una tendencia similar a aquella de la monocapa
expandida. Sin embargo, a 45 mN/m no se registraron cambios en 1. Esto
puede interpretarse como un umbral entre 30 y 45 mN/m de 1, por encima de

la cual los monémeros tensoactivos ya no pueden insertarse en la monocapa
(Fig. 11).
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0 10 20 30 40 50
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Figura 11. Variacion de presion superficial de monocapa de SP 15 minutos después
de la nebulizacion de nanoliposomas sobre monocapas con presion superficial inicial
de 10, 30 and 45 mN/m.
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4.5 Discusion

Las nanovesiculas nebulizadas para el delivery de farmacos
citoplasmaticos, tales como los ApH, estan pensadas para ser endocitadas de
manera intacta. En el Capitulo 3 se demostré que los ApH son parcialmente
sensibles a la ruptura por el estrés producto de la nebulizacion, ya que cerca
de un tercio de su contenido interno se pierde. Ademas, recientemente en el
trabajo de (Stetten et al.,, 2016) se muestra que la nebulizacién induce la
liberacién de mondmeros lipidicos de la bicapa de las nhanovesiculas, un hecho
que potencialmente podria conducir a la pérdida del contenido hidrofilico Hasta
ahora, no existen datos disponibles sobre el destino de nanovesiculas
nebulizadas a través de monocapas de SP. La combinacion de la ruptura
debido al estrés de la nebulizacién junto a la potencial barrera fisica del SP,
podria conducir a una disminucion, o incluso a la eliminacién, de la cantidad de

nanovesiculas intactas que accedan a las células.

Sin embargo en la primera seccion de este Capitulo se pudo demostrar
que una fraccion de nanovesiculas sobrevivido a la nebulizacién y posterior
pasaje a través de la monocapa de SP, llevando eficientemente su carga al
citoplasma de los macrofagos J774A.1. En segundo lugar, se llevaron a cabo
algunas determinaciones biofisicas basicas destinadas a caracterizar la
interaccion entre el SP y nanovesiculas para predecir la potencial inactivacion
de surfactante. Primero se determind el tamafio, orden y fluidez de vesiculas
de SP al ponerse en contacto con nanovesiculas de diferente composicion.
Luego se estudio el efecto de nanovesiculas inyectadas o nebulizadas sobre la
presion superficial de una monocapa de SP en condiciones dinamicas y

estaticas.

El primer hallazgo fue que no se produjo un cambio de tamafio de las
vesiculas de SP al entrar en contacto con las nanovesiculas. La reduccion de
tamafio de las vesiculas de SP se asocia a la inactivacion del SP (R. Veldhuizen
et al.,, 1997; R. A. VELDHUIZEN, Li-Juan, HEARN, POSSMAYER, & LEWIS,

1996). Mientras que vesiculas grandes de SP (en el orden de varios
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micrometros de didmetro) representan los componentes con actividad
surfactante de la SP, las vesiculas mas pequefias muestran una adsorcion lenta
e incapacidad de alcanzar una baja y (R. Veldhuizen et al.,, 1997; R. A.
VELDHUIZEN et al., 1996). Las NP de hidroxiapatita por ejemplo, ademas de
cambiar la forma de las isotermas de compresién, inducen la reduccién de
tamafio de las vesiculas de SP (Fan et al., 2011). Este hecho se explica por la
pérdida de proteinas hidrofébicas cationicas B y C (Hochachka & Mommsen,
1998; Possmayer, Nag, Rodriguez, Qanbar, & Schirch, 2001; Rodriguez-
Capote, Nag, Schirch, & Possmayer, 2001) del SP que se particionan en la
superficie de las NP. B y C son proteinas transmembrana que inducen la fusién
vesicular y promueven la formacion de vesiculas grandes y con actividad
surfactante. La pérdida de proteinas B y C induce una 1 de la monocapa del
SP, ya que impide la adsorcion/diseminacién adicional de SP. Tales proteinas
garantizan una re-extension eficiente de la pelicula interfacial durante la
expansion, esencial para mantener la Treq durante la inhalacion (Hochachka &
Mommsen, 1998; Possmayer et al., 2001), y son importantes para minimizar la
energia requerida para expandir la interfaz alveolar y estabilizar el epitelio
pulmonar. La reduccion del tamafio de las vesiculas de SP al entrar en contacto
con agentes deletéreos se considera un indicador significativo de la
degradacion de surfactante (R. Veldhuizen et al., 1997; R. A. VELDHUIZEN et
al., 1996). Aqui no fueron detectados cambios en el tamafio de las vesiculas de
SP, lo que sugiere que, a diferencia de las NP rigidas (“hard”), las
nanovesiculas no indujeron la pérdida de proteinas hidr6fobas de las vesiculas
de SP.

Sin embargo, a pesar de la ausencia de pérdida de proteinas By C, se
encontré una perturbacion estructural mutua entre las nanovesiculas y las
vesiculas de SP. Las nanovesiculas ApH, por ejemplo, disminuyeron
ligeramente el orden de las bicapas de SP, al mismo tiempo que aumentaron
significativamente el suyo. Esto sugirid la existencia de un intercambio de
lipidos entre las vesiculas de SP y las nanovesiculas. Debido a la naturaleza
guimica de las nanovesiculas, tal intercambio puede modificar la fluidez y por
lo tanto las propiedades tensioactivas de la monocapa de SP. Las monocapas
lipidicas que a temperatura corporal estan en fase liquida expandida (LE), como
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DOPC bajo compresion cuasi elastica, colapsan en la 1req. En contraste, DPPC
—el fosfolipido saturado mayoritario del SP- forma monocapas a 37°C que bajo
compresion, se pasan de una fase LE a una fase de estructuras cristalinas (TC),
y no colapsan por encima de e (Gugliotti & Politi, 2001; Rugonyi, Biswas, &
Hall, 2008; Watkins, 1968). Por lo tanto la fase TC es necesaria para evitar el
colapso de la monocapa bajo compresion (Yan, Biswas, Laderas, & Hall, 2007).
En este contexto, agentes fluidificantes, como lisoderivados, acidos grasos o
fosfolipidos insaturados (tales como DOPE en nanovesiculas pH-sensibles)
pueden, por un lado - y con la ayuda de proteinas By C (Lhert, Yan, Biswas, &
Hall, 2007) - ser necesarios para la propagacién/adsorcion normal de SP
(Notter, 1984), y por otro lado, dado que los agentes fluidificantes son
inductores de fase LE, pueden favorecer el colapso de una monocapa
comprimida (Gugliotti & Politi, 2001; Lee et al., 2001). Otro ejemplo del doble
papel desempefiado por los agentes fluidificantes son los lisoderivados tales
como lisofosfatidilcolina, que forman micelas curvadas positivamente que
pueden prevenir la formacion de estructuras Hi por otros lipidos, inhibiendo la
adsorcién del propio SP (Biswas, Rananavare, & Hall, 2007). En resumen, los
agentes fluidificantes inhiben activamente el SP mediante madltiples
mecanismos (Lopez-Rodriguez & Pérez-Gil, 2014). Sin embargo, encontramos
gue ninguna de las nanovesiculas estudiadas (incluso las nanovesiculas pH-
sensibles que contienen DOPE), aumentaron la fluidez de las vesiculas de SP.
Mas bien al contrario, la ligera interaccion con L disminuy6 la fluidez del SP.

Curiosamente, cuando se inyectaron las nanovesiculas en la subfase de
monocapas de SP comprimido a 30 mN/m, afectaron la 1 a lo largo de la
expansion posterior, que en lugar de disminuir a 0 mN / m, creci6. En particular,
las nanovesiculas pH-sensibles inyectadas desplazaron 1 de 0 a 25 mN/m (casi
el valor m de 30 mN /m de la monocapa comprimida de SP sola). Tal
comportamiento sugirid no solo la ausencia de inactivacion, sino la mejora de
la funcidn tensoactiva de la SP. El aumento mas alto de 1 fue causado por
nanovesiculas pH-sensibles, estructuras que por debajo de pH 5,5 -debido al
contenido de CHEMS:DOPE- experimentan una transicion de fase lamelar a
hexagonal Hi (Andresen, Jensen, & Jgrgensen, 2005; Chu, Dijkstra, Lai, Hong,
& Szoka, 1990; Venugopalan et al., 2002). La fase hexagonal Hi mediaria la
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adsorcion/fusién de bicapas sin las proteinas tensioactivas con las monocapas
en la interfase (Biswas et al., 2007; Perkins et al., 1996; Yu, Harding, &
Possmayer, 1984) y probablemente desempefié un papel en la interaccion
entre los ApH, los LpH y la monocapa de SP. Por otro lado, ARQ afecté la 1 en
la segunda expansion y se mostrO6 mas lento y con una cinética menos
pronunciada de adsorcion/fusibn que las nanovesiculas pH-sensibles,
probablemente debido a la falta de fase Hu, al igual que L, que no afectd

durante las dos expansiones-compresiones.

La inactivacion del SP causada por las NP de hidroxiapatita se describe
como un desplazamiento hacia la izquierda dela isoterma de 1 vs. area (Fan et
al., 2011). En otras palabras, la presencia de NP inactivadoras contrarresta el
aumento de 1T inducido por la compresién. Aqui mostramos que, en oposicién
a esto, las nanovesiculas pH-sensibles desplazaron la curva hacia la derecha:
una ligera compresion indujo una T mas alta que en ausencia de
nanovesiculas. El aumento de 1 implicaria una reduccién en el esfuerzo de
expansion mecanica durante la inspiracion. Como se discute mas adelante,

tales resultados alentadores no tienen necesariamente un paralelo fisiolégico.

Finalmente comparamos la capacidad de nanovesiculas inyectadas vs
nebulizadas para alterar la 1 de las monocapas de SP. Nuestros resultados
indicaron que siempre se incrementd T segun la naturaleza quimica,
concentracion, tiempo de contacto y via de administracion de cada
nanovesicula. Las nanovesiculas nebulizadas causaron el mayor impacto en T,
a dosis ~53 veces menores que las inyectadas en la subfase. La razén de este
fenémeno radica en el efecto disruptivo de la nebulizacién en la bicapa de la
nanovesicula. Se sabe que las nanovesiculas DPPC intactas disminuyen
ligeramente la tension superficial del agua, en una medida dependiente del
procesamiento de lipidos (Kim & Franses, 2005; Wen & Franses, 2001). Esto
se debe a la concentracion micelar critica de los fosfolipidos monomeéricos (las
especies dominantes en disminuir la tensién superficial) en equilibrio con
dispersiones acuosas de nanovesiculas es extremadamente baja, entre 10-8-
101° M (Buboltz & Feigenson, 2005; Kim & Franses, 2005; Smith & Tanford,
1972). Lay de la monocapa de SP sélo se ve afectada por nanovesiculas en la

subfase luego de que estas difunden y se rompen produciendo mondémeros
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lipidicos tensoactivos que se incorporan a la monocapa preexistente (Launois-
Surpas et al., 1992). En comparacion con las nanovesiculas que no eran pH-
sensibles, las nanovesiculas pH-sensibles inyectadas en la subfase
aumentaron 11, probablemente debido a la mejor adsorcion/propagacion
permitida por la estructura Hi. El aumento de 11 causado por la inyeccion en la
subfase fue sin embargo mas lento y menos pronunciado en comparacion con
la inducida por la nebulizacion. Esto se debidé probablemente a la ruptura
generada por el estrés de la nebulizacion, responsable de la generacion de
monomeros tensoactivos. En el trabajo de (Stetten et al., 2016) demostraron
que la nebulizacion de vesiculas multilamelares de DPPC puro y de
dimiristoilfosfatidilcolina (utilizando un nebulizador similar al que se utiliza en
este trabajo) rompio las vesiculas y cre6 una gran superficie de pequefias
gotas en las que se pueden almacenar lipidos monoméricos (Stetten et al.,
2016). Sin embargo, los resultados discutidos arriba solo se obtuvieron en
monocapas expandidas a 10 mN/m. Cuando la 1 se incrementd a 30 mN/m el
impacto de las nanovesiculas nebulizadas menos pronunciado, mientras que a

1Te, la nebulizacion no afecto la presion.

Las conclusiones derivadas de estos enfoques experimentales simples
pueden agruparse en tres bloques: en el primer bloque, podemos afirmar que
al menos una fraccion de nanovesiculas nebulizadas permanecieron
estructuralmente estables después de atravesar una monocapa de SP,
manteniendo la capacidad de llevar a cabo un delivery citoplasmatico exitoso.
Esto significaria que es factible el uso terapéutico de nanovesiculas pH-
sensibles nebulizadas para el delivery citoplasmatico dirigido a células target, a
pesar de ser materia sensible a la ruptura (debido al estrés de la nebulizacion
y la interaccién con la barrera de surfactante) a lo largo del camino hacia las
células. En el segundo bloque, se demostré que las nanovesiculas nebulizadas
s6lo pueden aumentar la funcion tensoactiva de una monocapa de SP, cuando
la monocapa esta lo suficientemente relajada por debajo de 1req, esto es, fuera
del rango fisiologico. Esto significaria que es poco probable que ocurra, in vivo,
perturbaciones en la funcién tensoactiva del surfactante pulmonar inducida por
nanovesiculas nebulizadas. Tercero, podemos concluir que si bien in vivo no

ocurriria la insercion de mondémeros en la monocapa de SP, si podria ocurrir el
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paso de nanovesiculas a través de la misma. El hecho de que el delivery
citoplasmatico a través de ApH decreciera ligeramente a través de monocapas
en Tleq, SUGiere que el pasaje de nanovesiculas a través de la monocapa de SP
esta inversamente relacionado con la compresion de monocapa durante el ciclo
respiratorio. Esto significaria que mientras las nanovesiculas nebulizadas
cruzaron la barrera de surfactante independientemente de la insercién de
monomeros, el cruce seria dependiente del grado de compresion de la
monocapa. Junto con los hallazgos de que las nanovesiculas no eliminaron las
proteinas B y C del SP ni aumentaron la fluidez de este, los resultados indican
que en nuestras condiciones experimentales, las nanovesiculas nebulizadas no
inducirian cambios biofisicos que lleven a la inactivacion del SP, abriendo la

puerta a futuros estudios traslacionales mas profundos.
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CAPITULO 5

5. Incorporacion de azitromicina en
nanovesiculas nebulizables
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Los datos experimentales de este Capitulo forman parte del manuscrito en
preparacion:

“Nebulizable azithromicin into anti-biofilm superstable archaeosomes”. Altube MJ, Cutro
AC, Parra FL, Melina Martinez, Paulo Maffia, Morilla MJ, Disalvo AE, Romero EL. Acta
Biomaterialia, 2018.

A partir de este Capitulo se realizaron las siguientes comunicaciones

cientificas:

“Nebulizabled archaeolipid nanovesicles: interaction with pulmonary surfactant”. Altube
MJ, Cutro AC, Parra FL, Morilla MJ, Disalvo AE, Romero EL. Reunién Conjunta de
Sociedades de Biociencias de 13 al 17 de Noviembre de 2017. CABA, Argentina. Poster.

“Nebulizabled archaeolipid nanovesicles: azithromycin incorporation and interaction with
pulmonary surfactant”. Altube MJ, Cutro AC, Parra FL, Morilla MJ, Disalvo AE, Romero
EL. 1st Pan American Congress of Nanotechnology Fundamentals and Applications to
Shape the Future del 27 al 30 de Noviembre de 2017. Guaruja, Brasil. Poster. Ganador
del premio “BEST STUDENT POSTER AWARD- ACS Publications”.
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5.1 Objetivo

El objetivo de este Capitulo fue desarrollar formulaciones de nanovesiculas
nebulizables conteniendo el antibidtico azitromicina para el tratamiento

inhalatorio de infecciones pulmonares donde intervengan biofilms bacterianos.
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5.2 Introduccién

La azitromicina (AZ) es un antibiotico macrélido de segunda generacion con
amplio espectro de accion antibacteriana y actividad inmunomoduladora. La AZ
se sintetizé por primera vez a partir del antibidtico eritromicina y en 1988 se
introdujo al mercado a través de un acuerdo entre la compafiia PLIVA
(Sumamed®) y Pfizer (Zithromax®). Luego del afio 2000, la AZ se convirtio en el
antibiotico lider para el tratamiento de infecciones respiratorias. Zithromax fue el
antibiotico mas vendido en todo el mundo con un pico de ventas por 2.000
millones de ddlares en 2005, para luego declinar debido a la perdida de la
patente y el surgimiento de la competencia por la produccién de genéricos (Jeli¢
& Antolovi¢, 2016; Parnham et al., 2014). Actualmente pertenece a la lista de

medicinas esenciales de la OMS debido a su eficacia y bajo costo (OMS, 2018b).

En la actualidad cientos de empresas farmacéuticas comercializan AZ
alrededor del mundo. AZ ha sido formulada de multiples formas, atendiendo a su
ruta de administracion: tabletas de liberacion inmediata de 250/500/600 mg,
microesferas de liberacién controlada de 2g, polvo para preparar suspensiones
orales, AZ liofilizada para solucién intravenosa y una formulacién oftalmica de

1,5% que se aprob6 en el 2007 (Zuckerman, Qamar, & Bono, 2011).

Teniendo en cuenta la actividad antimicrobiana e inmunomoduladora de la
AZ, tanto la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
Médica (ANMAT) en Argentina, como la FDA han aprobado el uso de AZ para el
tratamiento de: exacerbaciones de EPOC por infecciones bacterianas agudas,
sinusitis bacteriana agua, neumonia adquirida en la comunidad, faringitis,
infecciones no complicadas de la piel y tejidos blandos, uretritis, ulceras genitales
y otitis media (ANMAT, 2016; FDA, 2013b).

5.2.1 Actividad antimicrobiana

La actividad antibacteriana de la AZ es relativamente amplia y si bien es

inferior a la de su precursor, la eritromicina, su mayor estabilidad estructural le

203



da un perfil farmacocinético muy superior. AZ inhibe el crecimiento de bacterias
Gram-positivas, como Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y
Streptococcus pyogenes y bacterias Gram-negativas como Bordetella pertussis
y especies de Legionella, de Chlamydia y muchas bacterias atipicas como

Mycoplasma pneumoniae y Mycobacterium avium complex (Williams, 1991).

Su mecanismo de accion como el de otros antibioticos macrolidos, consiste
en inhibir la sintesis proteica bacteriana, al unirse e interferir con el ensamblaje
de la subunidad ribosomal grande 50S. De esta forma se inhibe el crecimiento
de la cadena polipeptidica naciente. La AZ se une al sitio de salida del ribosoma,
cerca del centro peptidil transferasa (P) en la subunidad 23S, pero en contraste

con otros macradlidos, no lo inhibe (Parnham et al., 2014).

5.2.2 Mecanismo de acciéon inmunomodulador

La actividad antimicrobiana de la AZ se ve facilitada por sus acciones
inmunomoduladoras sobre las respuestas inmunes innatas y adaptativas. El
farmaco parece ejercer una accién bifasica que puede servir para promover la
defensa inicial del huésped contra la infeccién y mas tarde reducir la lesion tisular
y promover la resolucion de la inflamacion (Parnham et al., 2014). Para lograr un
efecto inmunomodulador la terapia con AZ debe durar mas de tres meses y las
dosis usadas ser mas bajas que la concentracién minima inhibitoria (CIM). Sus
efectos se ven incluso en pacientes infectados con bacterias resistentes a

macrolidos como Pseudomonas aeruginosa (Parnham et al., 2014).

En una etapa inicial AZ inhibe el crecimiento de bacterias y factores de
virulencia y desencadena un efecto estimulador sobre neutrofilos y células
epiteliales, probablemente mediado por interacciones con fosfolipidos y las rutas
de sefalizacion de Erk1/2. Luego de 24 horas de tratamiento comienza a inhibir
la actividad de los factores de transcripcion AP-1 y NFkB, y la consecuente
liberacion de citoquinas inflamatorias y mucinas. Los efectos
inmunomoduladores tardios, luego de varias semanas de tratamiento, estan
relacionados con su elevada acumulacién lisosémica y la interrupcion del
transporte de proteinas y lipidos a traves del aparato de Golgi. Esto conlleva un

aumento en la autofagia y cambios en la expresion de receptores de membrana
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gue estimulan a macréfagos al cambio de fenotipo M2. Estos cambios tardios,
particularmente en macréfagos, parecen ser la base de muchos efectos
inmunomoduladores experimentales y clinicos de AZ, que contribuyen a la
reduccion de la frecuencia de exacerbaciones en enfermedades cronicas de las
vias respiratorias (Kanoh & Rubin, 2010). Por estas razones AZ se administra de
manera prologada en el tratamiento de enfermedades cronicas como fibrosis
quistica (FQ), bronquiectasia, bronquiolitis obliterante y EPOC (Kanoh & Rubin,
2010).

5.2.3 Caracteristicas quimicas y biodistribucion de AZ

La estructura quimica de la molécula de AZ es un anillo de lactona de 15
miembros tipo azalida (Fig. 1). Difiere estructuralmente de la eritromicina en la
sustitucion de un grupo metilo por un atomo de nitrégeno en el carbono 9 del
anillo de lactona. Es una base débil debido a la presencia de dos aminas
terciarias, una en el azucar de desosamina y otra como parte del anillo de
lactona. Debido a los valores de pKa de estos grupos amino (pKal ~ 8,7 and
pKa2 ~ 9,3, respectivamente), ésta molécula existe con diferentes cargas
dependiendo del pH de su entorno (Mandic, 2014).

Su solubilidad en agua a 37°C es de 0,07 mg/mL mientras que a 25 °C es
de 0,0025 mg/mL y aumenta significativamente a valores de pH mas bajos
(Aucamp, Odendaal, Liebenberg, & Hamman, 2015). A su vez su estabilidad
guimica es altamente dependiente del pH, luego de 8 minutos a pH 1,2 el 10 %
se degrada perdiendo el anillo de cladinosa, mientras que tarda 3 horas en
degradarse a pH 4,2. La incubacion de AZ a pH 1,5 con fluidos géstricos
humanos genera la degradacion de AZ con una vida media de 25 minutos
(Curatolo, 2011). Pero aun con estos niveles de degradacion es mas estable en

medios acidos que los macrélidos de generaciones mas antiguas.

A pH fisiolégico AZ se comporta como una base débil, esencialmente no
polar y lipofilica con capacidad de penetrar las membranas celulares. Dentro del
citosol, donde el pH interno es alrededor de 0,5 puntos inferior al pH extracelular,
la droga se protona y se acumula intracelularmente. El pH mas bajo de los

lisosomas favorece la ionizacion de la forma di cationica haciendo que la difusion
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fuera de la célula sea muy baja. Dentro de la célula la AZ se distribuye
mayormente en los lisosomas, aunque entre un 30 — 50 % puede hallarse libre
en el citosol (Rothermel, 2003).

Como resultado de su alta acumulacién celular (particularmente en
macréfagos) las concentraciones de AZ alcanzadas en los tejidos, son hasta 100
veces mas altas que en el plasma (Amsden, 2001; Wilms, Touw, & Heijerman,
2006). Por otro lado, aunque AZ se acumula en tejidos -como los pulmones- de
manera eficiente, su ubicacion intralisosomal en macrofagos es responsable de
una disminucion en su actividad dada la acidez de su entorno. Ademas, como
parte de AZ se degrada en el estbmago, su biodispinobilidad es solo de un 30%

de la dosis administrada por via oral (Beringer et al., 2005).

Figura 1. Estructura quimica de azitromicina (AZ).

5.2.4 Fibrosis Quistica (FQ)

La FQ es un trastorno genético autosémico recesivo, causado por
mutaciones en un gen que codifica un canal transmembrana conductor de cloruro
llamado regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica
(CFTR). CFTR se expresa mayormente en el tejido epitelial glandular donde
regula el transporte de aniones y juega un rol importante en la inhibicién del
transporte de Na*. Su disfuncion genera una deshidratacion de la superficie
epitelial y secreciones hiperviscosas (Ratjen et al., 2015). Una de las

consecuencias de la disfuncion de CFTR es que se impide el aclaramiento
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mucociliar en las vias respiratorias hecho que genera la caracteristica clinica
mas importante de FQ: la enfermedad pulmonar. Esta se caracteriza por
secreciones de las vias respiratorias anormalmente gruesas, infeccidon
bacteriana persistente e inflamacion pulmonar (Update in Cystic Fibrosis 2006).
A su vez la disfuncién de las células epiteliales genera una serie de trastornos
en el pancreas (malabsorcién), higado (cirrosis biliar), gldndulas sudoriparas
(choque térmico) y conductos deferentes (infertilidad). La principal causa de
mortalidad es por enfermedad pulmonar cronica progresiva que genera
bronquiectasia, obstruccion de vias respiratorias pequefias y deterioro
respiratorio progresivo y, por lo tanto, es el foco principal de la atencion clinica y
la investigacion (Elborn, 2016; Ratjen et al., 2015)

La incidencia de FQ varia en todo el mundo, siendo mayor su prevalencia
en personas de origen caucésico. En la Union Europea 1:2.000-3.000 recién
nacidos se ve afectado por la FQ y en Estados Unidos 1:3.500 (OMS, 2018a).
En Argentina, en particular en la provincia de Buenos Aires y en la Ciudad
Autonoma de Buenos Aires, la enfermedad afecta alrededor de 1:6.400-7.300
recién nacidos (Grupo Registro Nacional de Fibrosis Quistica, 2014; Registro FQ

Provincia de Buenos Aires, 2018).

En la actualidad la mediana de la edad de supervivencia de una persona
con FQ es de 33,4 afios. Si bien este nimero es bajo, hace solo tres décadas no
se esperaba que un paciente con FQ superara los 15 afios (OMS, 2018a). Este
aumento en la esperanza de vida es producto del desarrollo y la administracion
de farmacos que mejoraron el aclaramiento del moco de los pulmones vy el
tratamiento de las infecciones pulmonares de manera réapida y agresiva, en
combinacion con la correccion de la insuficiencia pancreética y la desnutricion
(Elborn, 2016). Las primeras infecciones que tienen la mayoria de los nifios con
FQ se producen por colonias de Staphylococcus aureus. La infeccién temprana
de S. aureus en vias respiratorias inferiores produce un empeoramiento de la
funcién pulmonar, una nutricibn mas deficiente y un aumento en la respuesta
inflamatoria (Ahmed & Mukherjee, 2016). A medida que se desarrolla la infeccién
hay una co-infeccion con P. aeruginosa. (Ahmed & Mukherjee, 2016; Beaudoin
et al., 2017). Cuando la infeccién con P. aeruginosa se vuelve persistente

provoca insuficiencia respiratoria, requiriendo un trasplante de pulmén o
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causando la muerte de los pacientes. La persistencia de la infeccion se da por
mecanismos adaptativos que eluden la defensa del sistema inmune y resisten la
terapia con antibidticos. EI mecanismo de adaptacion mas importante es la
formacion de biofilms bacterianos (Ciofu, Tolker-Nielsen, Jensen, Wang, &
Hgaiby, 2015; Hgiby, Ciofu, & Bjarnsholt, 2010).

5.2.5 Biofilms

Los biofilms son consorcios de bacterias que crecen inmovilizadas en una
matriz polimérica extracelular que ellas mismas producen (Fig. 2). Si bien los
constituyentes moleculares implicados en el desarrollo de los biofilms
bacterianos varian entre las especies bacterianas, un modelo basico
ampliamente reconocido consta de tres etapas secuenciales: (i) union, (ii)
acumulacion / maduracion vy (iii) desprendimiento / dispersion. Durante la etapa
de union, las células planctonicas se adhieren a superficies y proliferan en
agregaciones adhesivas llamadas microcolonias (también conocidas como
torres o estructuras similares a hongos). A medida que se desarrollan estas
microcolonias, las células bacterianas producen una matriz extracelular (MEC)
que sirve como andamio esencial para establecer esta arquitectura
tridimensional. Al alcanzar una densidad celular especifica, se desencadena un
mecanismo que inicia la degradacion de MEC y se liberan células incrustadas
dentro del biofilm que se dispersan y reinician el desarrollo de biofilm en sitios
distales (Koo, Allan, Howlin, Stoodley, & Hall-Stoodley, 2017; Moormeier &
Bayles, 2017).

La estructura de la MEC dependera de la bacteria, pero en general esta
compuesta por polisacaridos, proteinas y ADN (Fig. 1). Dado que las bacterias
estan dentro de esta MEC, permanecen inaccesibles a los macrofagos y a
antibioticos que no pueden penetrar el biofilm o que son degradados, ya que la
MEC ofrece un ambiente hostil, con pH acido y enzimas degradativas. Ademas
las bacterias dentro del biofilm pueden evolucionar a cepas resistentes o hallarse
en estado de dormancia (Flemming & Wingender, 2010; Hgiby et al., 2010; Koo
et al., 2017).
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Figura 1. Esquema de un biofilm bacteriano y la matriz extracelular (MEC). Imagen
modificada de (Flemming & Wingender, 2010)

P. aeruginosa fue la primera infeccién de biofilm descrita en humanos y en
la actualidad es la mejor estudiada. Sin embargo, también se ha demostrado que
Burkholderia multivorans, Achromobacter xylosoxidans, Stenotrophomonas
maltophilia, especies de Dyella, Mycobacterium abscessus y cepas de S. aureus
mucoides pueden producir biofilms en las vias respiratorias de personas con FQ
(Birtel et al., 2015; Hgiby et al., 2017; Molina et al., 2008).

5.2.6 Tratamiento de enfermedad pulmonar en FQ

El tratamiento recomendado para pacientes pulmonares crénicos por
encima de los seis afios con infeccidn persistente de P. aeruginosa esta basado
en administracion del antibiotico tobramicina por via inhalatoria, agentes
mucoliticos como DNAsas, kinesiologia para poder expectorar el moco y el uso
de AZ. El tratamiento con AZ recomendado es por lapsos de hasta seis meses
con dosis de 250 o 500 mg/dia tres veces por semana por via oral (Flume et al.,
2007). Como la AZ tiene propiedades microbiolégicas e inmunomoduladoras
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reduce algunos de los problemas biol6gicos que causan el dafio pulmonar
progresivo, como la inflamacion crénica. Aunque no es activa contra P.
aeruginosa, en concentraciones clinicamente relevantes, a concentraciones sub-
inhibitorias puede reducir su patogenigidad interfiriendo con factores de
virulencia como factores estimulantes de crecimiento, factores de quorum-
sensing y la produccion de alginato. Como consecuencia AZ disminuye la
formacion de biofilms y aumenta la susceptibilidad a los antibiéticos anti-
pseudomonas (Principi, Blasi, & Esposito, 2015). A su vez se esta evaluando el
impacto que podria tener la AZ sobre las infecciones de S. aureus en personas

co-infectadas o no con P. aeruginosa (Ahmed & Mukherjee, 2016).

El principal inconveniente para el uso prolongado de AZ oral es su
tolerabilidad. Las reacciones adversas que genera con mayor frecuencia son:
molestias gastrointestinales, erupcion cutanea, hepatotoxicidad (aumento
transitorio de enzimas hepéaticas y colestasis) y ototoxicidad (pérdida auditiva
principalmente reversible) (Altenburg, De Graaff, Van der Werf, & Boersma,
2011). El efecto secundario mas grave es la toxicidad cardiaca con una
prolongacion del intervalo QT, lo que aumenta el riesgo de arritmias cardiacas y
muerte subita. En consecuencia, la FDA recomienda evaluar los factores de
riesgo de los pacientes antes del tratamiento con AZ (FDA, 2013a). Estos efectos
secundarios resultan en tasas relativamente altas de interrupcion del tratamiento

o reduccion de las dosis administradas.

La administracion inhalatoria de AZ podria ser una alternativa para
minimizar los efectos adversos sistémicos mientras maximizaria la acumulacion
del farmaco en sitio target de la enfermedad, el pulmén (Hickey, Lu, Ashley, &
Stout, 2006; Siekmeier, Hofmann, & Scheuch, 2014). Su uso por via inhalatoria
ademas, se refuerza por el impacto altamente positivo que tuvo la incorporacién
de antibioticos inhalados como aztreonam, colistina y tobramicina en el
tratamiento de FQ. Se logro reducir la tasa de deterioro de la funcion pulmonar,
la frecuencia de exacerbaciones (lo que derivé en menos hospitalizaciones), la
necesidad de antibiéticos endovenosos y la carga bacteriana en las secreciones
respiratorias (Geller, 2009; Sermet-Gaudelus et al., 2002; Touw, Brimicombe,
Hodson, Heijerman, & Bakker, 1995). A pesar de esto, en la actualidad existe

solo un nimero muy limitado de estudios que investigan la administracién de AZ
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al pulmén mediante aerosolizacion (Ramaiah, Nagaraja, Kapanigowda,
Boggarapu, & Subramanian, 2016; Zhang et al., 2010). Debido a las
caracteristicas quimicas de la AZ, es dificil lograr una suspension acuosa estable
para nebulizacion, por ejemplo, la nebulizacién de una suspension de Zithromax
resultdé en una eficiencia de nebulizacion de solo un 50% de AZ (Hickey et al.,
2006).

5.2.7 Liposomas Inhalatorios

Las propiedades de un antibiotico inhalado se pueden modificar mediante
el uso de sistemas de delivery para mejorar la tolerabilidad, modificar el perfil
farmacocinético (aumentando el tiempo de retencién en los pulmones) y
aumentar la penetracion en biofiims. También las formulaciones de
nanoparticulas inhalables pueden mejorar la solubilidad y las velocidades de
disolucion de los farmacos insolubles en agua, asi como para minimizar el

aclaramiento mucociliar prematuro de los farmacos (Zhou et al., 2015).

En la actualidad hay dos formulaciones de antibiéticos liposomales que
estan en fases clinicas avanzadas para su uso en FQ. Lipoquin es una
formulacién de ciprofloxacina incorporada en liposomas de 80 nm de HSPC con
colesterol, muy estable frente a la nebulizacién, desarrollada por Aradigm
Corporation la cual esta en fase clinica lla (Aradigm Corporation, 2018; Cipolla,
Blanchard, & Gonda, 2016) Arikace es una formulacion que encapsula el
antibiotico amikacina en liposomas neutros compuestos de dipalmitoil-
fosfatidilcolina (DPPC) y colesterol desarrollada por Insmed Inc, que se
encuentra en fase clinica Il (Bulbake, Doppalapudi, Kommineni, & Khan, 2017).
Arikace se administra a los pacientes utilizando un sistema nebulizador que
genera liposomas de ~ 300 nm que penetran el esputo y tienen una semivida
pulmonar prolongada (varias horas) en comparacion con amikacina libre (Clancy
et al., 2013).

Teniendo en cuenta las ventajas que puede proveer el uso de liposomas
para el delivery de farmacos a pulmon, en este trabajo se propuso la
incorporacion de AZ en nanovesiculas con el objeto de conseguir una

formulacion nebulizable de manera eficiente, que provea accion prolongada,
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reduzca efectos sistémicos resultantes de su administracion oral, de potencial
aplicacion en infecciones/ enfermedades inflamatorias crénicas. Debido a la alta
estabilidad de los ARQ nebulizados y su estabilidad coloidal demostrada en el
Capitulo 3, asi como la cantidad de material que puede ser nebulizado y luego
capturado por macréfagos, como fue demostrado en el Capitulo 4 inferimos que
los ARQ podrian funcionar como un excelente sistema de delivery de AZ tanto a

células epiteliales como macréfagos pulmonares.
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5.3 Materiales y Métodos

5.3.1 Preparacién de nanovesiculas vacias y con AZ

La composicion de las formulaciones con AZ fue de HSPC: colesterol: AZ
0,75:0,25:1 m:m [L-AZ(1)], 0,75:0,25:0,4 m:m [L-AZ(2)]; LPT:AZ 1:1 m:m [ARQ-
AZ(1)] y LPT:AZ 1:0,4 m:m [ARQ-AZ(2)]. Estas se prepararon por el método de
resuspension de la pelicula lipidica. Brevemente, las mezclas de lipidos se
disolvieron en cloroformo: metanol 1:1 % v/v y se agreg6é AZ disuelta en metanol.
El solvente se elimind por flujo de N2. El film resultante se resuspendié por
agitacion magnética en buffer Tris 10 mM con NaCl 0,9 % m/v pH 7,4 hasta lograr
una concentraciéon de LT de 10 mg/mL. La suspension obtenida se sonico
durante 1 hora con sonicador de bafio a 80 W, 80 KHz y luego se extruy6 21
veces por dos membranas de policarbonato de tamafio de poro de 800 nm o de
200-100 nm (Merck Millipore Ltd. Cork, IRL) utilizando un extrusor de mesada
(Northern Lipids, Burnaby, Canada). Finalmente las muestras se filtraron por
membrana de nylon estéril de 200 nm en flujo laminar y se almacenaron a 4°C

hasta su uso.

5.3.2 Caracterizacion de nanovesiculas

La cuantificacién de LT y las medidas de tamafio promedio, pdi y potencial

( se realizaron como se describe en el Capitulo 2, Seccion 2.3.5.

5.3.2.i Cuantificacion de AZ

Para cuantificar AZ se realizé una derivatizacion acida segun (Haleem et
al., 2006). Primero se realizd una disrupcion completa de las muestras en
metanol. Luego se agregd acido clorhidrico concentrado y se calentaron a 60°C
en bafio termostatizado con reflujo durante 30 minutos. Se midié la absorbancia
a 482 nm en un fotdmetro Metrolab. Se prepard una curva de calibracion en un

rango de concentraciones de 0,075 - 0,5 pg/mL de AZ en metanol, con pendiente
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de 0,00694 * 0,0009, ordenada de -0,0136 + 0,0272 y un coeficiente de
correlacion lineal R?=0,9866 + 0,0042.

5.3.3 Estabilidad coloidal durante almacenamiento

Las nanovesiculas vacias o con AZ se almacenaron a 4°C durante 2
meses. Una vez transcurrido ese tiempo se registro la presencia o ausencia de
precipitado. Luego se re suspendieron todas las muestras con vortex y se midi6

el tamafio y pdi como se describio en el Capitulo 2, Seccion 2.3.5.

5.3.4 Anélisis térmico

El analisis calorimétrico de las suspensiones de nanovesiculas se realizo
usando un Calorimetro Diferencial de Barrido (en inglés, DSC) Q200 TA
equipado con un Sistema de Refrigeracion (RCS90). Brevemente, 10 mg de
suspensién se colocaron en una capsula sellada de aluminio. Los escaneos se
tomaron desde -50 a 80°C con una tasa de calentamiento de 10°C/minuto
utilizando una capsula vacia como referencia. La temperatura de fusion y la
entalpia se calcularon usando el programa TA Universal Analysis, provisto por
TA Instruments®.

5.3.5 Estabilidad frente a la nebulizacién de nanovesiculas conteniendo AZ

(nanovesiculas-AZ)

Se determind la estabilidad estructural de las nanovesiculas frente a la
nebulizacion. Para ello, en un nebulizador de malla vibradora NE-U22 (OMRON
Healthcare, Japon) se colocaron 2 ml de la una suspension de ARQ-AZ o L-AZ
a una concentracion promedio de AZ de 15 ug/ml. Para realizar la nebulizacién,
se conectd al pico del nebulizador un balon de 50 mL en donde se fue
recolectando el nebulizado condensado. Se midio el tamafio promedio, indice de

polidispersidad y se cuantific6 AZ, antes y después de la nebulizacién.

5.3.6 Cultivos celulares
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Las lineas celulares THP-1 y A549 se cultivaron como se describié en el
Capitulo 3, Seccién 3.3.5.

5.3.7 Viabilidad celular

Se determinaron los niveles de citotoxicidad de AZ libre y las nanovesiculas
vacias o con AZ sobre células THP-1 transformadas a macrofagos o A549 por el
método de MTT.

Se sembraron 4 x 10* células A549 o THP-1 por pocillo en placas de 96
pocillos con MEM suplementado con L-glu y ATB-ATM al 10% de SFB o RPMI
con L-gluy ATB-ATM al 10% de SFB con 100 pg/mL de PMA en el caso de THP-
1. Las células se dejaron crecer durante 24 horas, se descartd el medio de
cultivo, se agregaron diluciones de nanovesiculas en medio con concentraciones
de AZ de 5, 15y 75 pg/mL o de 25, 75 y 225 pg/mL de LT en el caso de las
nanovesiculas vacias y se incubaron durante 24 o 48 hs a 37 °C en una
atmosfera de humedad con 5% de CO2. Luego se midio la viabilidad celular por

el método de MTT como se describe en el Capitulo 2, Seccion 2.3.12.

5.3.8 Cultivo de Staphylococcus aureus

En este trabajo se utilizd una cepa de S. aureus aislada por el Laboratorio
de Microbiologia Molecular de la Universidad Nacional de Quilmes. Esta se
almacend a -80°C en medio LB al 10 % de glicerol. Los cultivos se crecieron en
LB a 37°C con agitacion a 200 rpm durante una noche antes de realizar los

ensayos de actividad antimicrobiana.

5.3.9 Determinacién de Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) vy

Concentracion Bactericida Minima (CBM)

Se determind la CIM para S. aureus por el método de la microdilucién en
placa segun la guia del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
(Wikler, 2009). El cultivo de bacterias se llevé a una concentracion de 5x10°

UFC/mL en medio Mueller-Hinton con ajuste de cationes en la placa. Las
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bacterias se mezclaron con diluciones seriadas de AZ, ARQ-AZ y L-AZ. Luego
de 24 horas de incubacion a 37°C se determiné la CIM al medir inhibicion de
crecimiento por medidas de densidad optica a 600 nm (DOsoo). Para determinar
la CBM se inocularon en placas de agar-LB los cultivos cuyo crecimiento se
habia inhibido y luego de 24 horas de incubacion a 37°C se determiné la CBM al

observar las placas sin crecimiento bacteriano.

5.3.10 Efecto de las concentraciones sub-CIM de AZ libre y en

nanovesiculas sobre el crecimiento de S. aureus

Se incubaron cultivos de S. aureus con concentraciones de 1/2 CIM, 1/4
CIM, 1/8 CIM y 1/16 CIM como se describié en la seccidn anterior. La placa se
incubo a 37°C con agitacion orbital a una frecuencia de 237 cpm y se midié DOsoo
cada una hora en el equipo Cytation™ 5 Cell Imaging Multi-Mode Reader BioTek
Instruments, Inc, Winooski, VT, USA.

5.3.11 Determinacién de Inhibicién de biofilm

Para realizar los ensayos de inhibicion de biofilm se siguid el protocolo
modificado de (Mishra & Wang, 2017). En una placa de 96 pocillos se agregaron
diluciones seriadas de AZ, ARQ-AZ y L-AZ y medio de cultivo S. aureus de forma
de tener 5x10° UFC/mL en medio Mueller Hinton con ajuste de cationes. Luego
de 24 horas de incubacion a 37°C se midio el crecimiento bacteriano por DOsoo.
Se retird el sobrenadante con cuidado de no levantar el biofilm formado y se
realizaron dos lavados con 150 pul / pocillo de solucion fisiologica. El biofilm se
fij6 con metanol durante 15 minutos y se tifio agregando 100 pl de solucion de
cristal violeta de 0,1 % m/v durante 5 minutos. Luego se realizaron dos lavados
con 200 pl de agua destilada y la placa se dej6 secando a 37°C durante 30
minutos. Se agregaron 100 pl de acido acético al 30 % a cada pocillo para
disolver el cristal violeta. Se incubé durante 15 minutos y se homogeniz6 con
micropipeta. Finalmente se midié absorbancia a 595 nm en el equipo Cytation™
5.
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5.3.12 Ensayos de erradicacién de biofilm

Para realizar los ensayos de erradicacion de biofilm se siguio el protocolo
modificado de (Mishra & Wang, 2017). En una placa de 96 pocillos se agreg6 un
cultivo S. aureus con 5x10° UFC/mL en medio Mueller Hinton con ajuste de
cationes. Luego de 24 horas de incubacion a 37°C se retird el sobrenadante con
cuidado de no levantar el biofilm formado y se realizaron dos lavados con 150 pl
/ pocillo de solucion fisiolégica. Se agregaron las muestras de AZ, ARQ-AZ o L-
AZ disueltas en medio Mueller Hinton con ajuste de cationes. Luego de 24 horas
de incubacién a 37°C se midi6 el crecimiento bacteriano por DOsoo. Luego se

midid la cantidad de biofilm al tefiir con cristal violeta.

5.3.13 Ensayos de viabilidad de biofilm

Para realizar los ensayos de erradicacion de biofilm se sigui6 el protocolo
modificado de (Kwiecinski, Eick, & Wojcik, 2009).

Sobre biofilms pre-formados, como se describe en la seccién anterior, se
incubaron las muestras de AZ, ARQ-AZ o L-AZ con concentraciones de AZ por
encima de la CIM, disueltas en medio Mueller Hinton con ajuste de cationes.
Luego de 24 horas de incubacién a 37°C se midié el crecimiento bacteriano por
DOsoo y se determind el porcentaje de bacterias viables dentro del biofilm. Para
esto se descart6 el sobrenadante con cuidado de no levantar el biofilm formado
y se realizaron dos lavados con 150 pl / pocillo de solucién fisiolégica. Luego se
agregaron 100 ul de reactivo de MTT por pocillo y se incubaron a 37°C durante
2,5 horas. Luego se retir6 el sobrenadante y se agregaron 100 uL de DMSO que
se mezclaron por agitacion orbital durante 15 minutos. Se midi6é absorbancia a

570 nm en el equipo Cytation™ 5.

5.3.14 Anédlisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron realizados mediante ANOVA de una
entrada, seguido del test de Dunnet utilizando el software Prisma 6.01 (Graphpad

Software Corporation, San Diego, California, EEUU). El valor p <0,05 se
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consideré estadisticamente significativo. *p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001; ****p
< 0,0001; n.s. no significativo (p > 0,05).
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5.4 Resultados

5.4.1 Caracterizacion de formulaciones

Se prepararon dos tipos de formulaciones de nanovesiculas conteniendo
AZ asociada a la bicapa. Una de las formulaciones emple6é 10 mg/mL AZ y 10
mg/mL de LT (1), la otra con un 60 % menos de AZ, 4 mg/mL (2). Las primeras
Gnicamente se lograron extruir a través de membranas de 800 nm. Las segundas
en cambio pudieron ser extruidas exitosamente a través de membranas de 200-
100 nm. Como se muestra en la Tabla 1, la recuperacion de AZ al final del
proceso de preparacion fue de valores cercanos al 50 % para las formulaciones
de ARQ y de un 35 % para las formulaciones con HSPC: colesterol. Si bien estos
porcentajes son similares, el desvié estandar de las formulaciones (2) fue mucho
menor, lo que nos da la pauta de una mayor reproducibilidad para estas
formulaciones. Las formulaciones (2) proporcionaron mayor cantidad de LT
recuperados, cercana al 80% para ARQ-AZ y de 60 % para L-AZ. Para todas las
formulaciones no se registraron diferencias entre la recuperacion de LT para las
muestras vacias como con AZ, por lo que el % de recuperacidn estaria

relacionado con el proceso de extrusion.

Tabla 1. Caracterizacion de la composicion quimica de las nanovesiculas.

Tedrico Final
Proceso de Recuperacion Recuperacion
Muestra homogenizacion LT AZ AZ LT A7 LT
mg/mL mg/mL | mg/mL mg/mL % %
ARQ(1) 10 0 46+0,4 46+ 4
L(1) Sonicacion- 10 0 3425 34 +25
ARQ- Extrusion 800
AZ(1) nm 10 10 49+x22 54+04 49 + 22 54 +4
L-AZ(1) 10 10 3630 43+x24 36 £ 30 43 £ 24
ARQ(2) 10 0 76+0,1 76+1
L(2) Sonicacion- 10 0 6,2+ 0,5 62+5
ARQ- Extrusiéon 200-
AZ(2) 100 nm 10 4 19+£0,1 7,1+16 48 + 81+11
L-AZ(2) 10 4 1,3+0,2 6,5+0,0 33+ 65+0

Los resultados son el promedio + DS de tres lotes independientes de muestra.

Los tamafos de las formulaciones ARQ fueron cercanos a los 200 nm en

todos los casos, con pdi cercano a 0,2. El potencial { de las formulaciones vacias
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fue de ~-40 mV y de valores de ~-31 mV para las formulaciones con AZ. Los
tamafios de las formulaciones (2) de HSPC:colesterol fueron ligeramente
inferiores- cercanos a los 150 nm- y se registré una disminucion de los valores
de pdi, en tanto el potencial { se mantuvo cercano a -6 mV para todas las

formulaciones Tabla 2.

Tabla 2. Caracterizacion de estructural de las nanovesiculas.

Proceso de Tamafio Promedio , Potencial T
Muestra homogenizacion (nm) pdi (mV)
ARQ(1) 233+ 54 0,24+0,01 -39,7% 0,6
L(2) 375+ 104 0,41 £ 0,04 -6,3+ 0,3
ARQ-AZ(1) 192 + 21 0,26 = 0,00 -31,4+£5,2
Sonicacion-
Extrusiéon 800
nm
L-AZ(1) 260 + 37 059+0,10 -53+ 24
ARQ(2) 182+ 11 0,18 +0,02 -387 +2,0
L(2) Sonicacion- 143 + 4 0,10+0,01 -6,0%0,9
Extrusion 200-
ARQ-AZ(2) 100 nm 168 + 26 023+0,10 -31,2+0,8
L-AZ(2) 172 + 26 0,17 £ 0,08 -7,1 = 2,7

Uno de los principales parametros estructurales que definen la utilidad de
las formulaciones nanovesiculares es su estabilidad coloidal. Utilizamos como
criterio de estabilidad estructural el mantenimiento del tamafio y pdi de la
poblacién, y la permanencia de la homogeneidad macroscépica, sin formacion
de precipitado. Luego de 2 meses de almacenamiento a 4°C las formulaciones
(1) mantuvieron su tamafio aunque aumenté el pdi de las formulaciones con AZ
y se observo la presencia de precipitado en L, L-AZ y ARQ-AZ. En cambio para
el grupo de formulaciones (2) no se observaron cambios en los tamanos, pdi, ni

se observé formacion de precipitado, salvo para la L-AZ (Tabla 3).

Teniendo en cuenta la superioridad de las formulaciones (2), en términos
de mayor estabilidad coloidal y reproducibilidad de los lotes en cuanto a

contenido de AZ y recuperaciéon de LT, se decidié continuar estudiando este
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grupo de formulaciones a las que se continué nombrando simplemente ARQ, L,
ARQ-AZy L-AZ.

Tabla 3. Estabilidad de las formulaciones luego de 2 meses de almacenamiento a 4°C.
Los resultados son de tres lotes independientes de muestra.

Tamafio Promedio . Presencia de
Muestra pdi S
(hm) precipitado*
ARQ(1) 288 + 29 0,26 £ 0,03 NO
L(1) 275+ 14 0,61+0,17 Sl
ARQ-AZ(1) 179+ 14 0,48 +0,9 Sl
L-AZ(1) 203+ 14 0,79+0,8 Sl
ARQ(2) 161+ 14 0,22 £ 0,03 NO
L(2) 175+ 23 0,21 +0,01 NO
ARQ-AZ(2) 179 + 38 0,19 £ 0,04 NO
L-AZ(2) 203 £ 58 0,22+0,12 Sl

S| Se observé formacién de precipitado, NO No se observé formacién de precipitado

5.4.2 Anélisis calorimétrico

El efecto sobre la estructura de bicapa lipidica, de la incorporacion de
moléculas de AZ, se relevo por calorimetria diferencial de barrido. En este
andlisis se inspecciond la existencia de cambios en el perfil de transicion
endotérmico de las vesiculas vacias y con AZ. Para la formulacion ARQ-AZ se
registrd una temperatura de transicion de fase gel a liquido cristalino (Lg—Lud),
2,08 °C inferior a la de las vesiculas vacias asi como una disminucién en la
entalpia de fusion (Tabla 4). Para las formulaciones L y L-AZ no se registro el

pico endotérmico en un rango entre -50 a 80 °C.

Tabla 4. Parametros termodinamicos

Tf AHcal (J/gr

Muestra (°C)* fosfolipido)**
ARQ -23,16 5,868

ARQ-AZ  -25,08 2,607

*Temperatura correspondiente al maximo del pico calorimétrico,
**Entalpia calorimétrica calculada del area bajo la curva
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Figura 2. Termogramas de nanovesiculas

5.4.3 Estabilidad frente a nebulizaciéon

La capacidad de las nanovesiculas de mantener su estructura coloidal
frente al proceso de nebulizacién, se inspeccion6 determinando su tamafo
poblacional, pdi y recuperacion de AZ y LT antes y después de la nebulizacion.
Luego de nebulizar la formulacion de ARQ-AZ se recuperé mas de un 90% de
AZy LT en el nebulizado y se mantuvo el tamafio promedio de las nanovesiculas
aunque aumenté el pdi. Por otra parte, en el nebulizado de L-AZ se recupero
solo un 5% del contenido de LT y no se lograron determinar cantidades
cuantificables de AZ.; su tamafio promedio y pdi aumentaron mas de 6 y 4 veces

respectivamente.

Tabla 5. Estabilidad de las nanovesiculas con AZ frente a la nebulizacién

Pre Nebulizacién Post Nebulizacion
LT AZ LT AZ
(Hg/mL)
ARQ-AZ 300 + 45 18,6 £+ 0,5 290 + 50 16,4 +£0,8
L-AZ 201 + 30 139 +1,9 12+6 < 0,075*

*Inferior al limite de deteccién del método de cuantificacién

222



ETamaﬁo Promedio Q ndi

.
2000 1.0
. v 3
c 1 0.8
~ 1500 1
°
o 0.6
€ Hx o
S 10001 - a
o 0.4
< [o]
© 500 4 02
€ - 0.
© o] o
i —
; : L |
0 % % 0.0
Q,V Ovbo ,‘?/\/ vﬂ’
N NV o
<& T2 >
v v 27
S \
e°® o
N &

Figura 3. Estabilidad coloidal de las nanovesiculas con AZ frente a la nebulizacion

5.4.4 Viabilidad celular

Con el objetivo de evaluar la toxicidad que podrian inducir las
nanovesiculas sobre lineas celulares de origen humano, se realizé un ensayo de
citotoxicidad por el método de MTT incubando las formulaciones a diferentes
concentraciones de LT y AZ. A 24 horas de incubacion con AZ libre o incorporada
en las nanovesiculas no disminuyeron los niveles de viabilidad celular (Fig. 4a'y
c). En cambio, luego de 48 horas de incubacion las nanovesiculas vacias y con
AZ disminuyeron un 20 % la viabilidad de las células A549 con 225 pg/mL de LT.
En células THP-1 transformadas a macrofagos la viabilidad disminuy6 de manera
significativa, entre un 20-40%, con AZ libre desde 5 pug/mL, asi como con ARQ-

AZ y L-AZ a una concentracion de 45 pg/mL de droga (Fig. 4b y d).
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5.4.5 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de las nanovesiculas con AZ y de AZ libre sobre

cultivos la bacteria S. aureus se muestra en la Tabla 6. Hallamos que la CIM fue

de 4 pug/mL tanto para AZ libre como incorporada en las nanovesiculas. Por otro

lado, en tanto AZ libre y L-AZ no tuvieron actividad bactericida, ARQ-AZ tuvo una

CMB de 16 pg/mL. (Fig. 5).
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Tabla 6. CIM y CMB de nanovesiculas con AZ sobre S. aeurus a las 24 hs.

Muestra CIM CBM
(Hg/mL) (Hg/mL)
AZ 4 >32
L-AZ 4 >32
ARQ-AZ

Contro Q,, z&g
e

) |

AZ libre

16 pg/ml

Figura 5. Imagen de microscopia del cultivo de S. aureus utilizado como inoculo.
Imagen de placas luego de 24 h de crecimiento para determinar la CBM, junto con
concentraciones de AZ utilizadas. (n=3)

5.4.6 Crecimiento con concentraciones sub-CIM de AZ

En presencia de una concentracion 1/2 CIM de AZ el crecimiento de S.
aureus plancténica se mantuvo inhibido significativamente durante 20 horas. A
una concentraciéon 1/4 de CIM de AZ, tanto AZ libre como incorporada en
nanovesiculas el crecimiento de S. aureus disminuy6 a lo largo de diez horas.
Por ultimo, a 1/8 de la CIM no hubo diferencias significativas entre el crecimiento
de las bacterias control y las incubadas con AZ (Fig. 6).
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Figura 6. Cinética de crecimiento de S. aureus a concentraciones sub-inhibitorias de
a) AZ libre, b) ARQ-AZ y b) L-AZ. (n=3)

5.4.7 Inhibiciéon de formacién de biofilm

Los resultados mostraron que ni AZ libre ni en nanovesiculas tienen
actividad de inhibicion de formacion de biofim de S. aureus. Las
concentraciones a las que se registré una disminucion en la cantidad de biofilm
formado, también indujeron una disminucion del crecimiento bacteriano (Fig. 7).
A 1/2 CIM tanto AZ libre como en nanovesiculas inhibieron un 50% el
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crecimiento de las bacterias plancténicas. Remarcablemente, en tanto AZ libre
no tuvo efecto sobre la formacién de biofilm, AZ en nanovesiculas inhibié ~ 40%

su cantidad respecto al control.
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Figura 7. Inhibicién de formacién de biofilm de S. aureus con nanovesiculas con AZ y
AZ libre luego de 24 h. a) Crecimiento calculado por DOso Y b) Biomasa de biofilm
medida por tincion con cristal violeta. (n=2)

5.4.7 Actividad anti-biofilm

Luego se relevo la actividad de AZ libre o en las nanovesiculas sobre
biofilms ya formados. En estos casos se evaluaron concentraciones por encima
de la CIM. Observamos que para todas las concentraciones testeadas de AZ, la
cantidad de biomasa de biofilm se mantuvo constante, como se muestra en la
Fig. 8b, aunque la cantidad de bacterias viables dentro del biofilm disminuyé

entre un 70-80 % con AZ libre o en las nanovesiculas (Fig. 8c). En estos ensayos
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la actividad sobre el biofilm no dependié de la concentracién y si bien se encontrd

una inhibicién del crecimiento ésta no fue total.
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Figura 8. Actividad anti-biofilm de S. aureus con nanovesiculas con AZ y AZ libre
luego de 24 h de incubacién sobre biofilm ya formado. a) crecimiento calculado por
DOsoo y b) biomasa de biofilm medida por tincion con cristal violeta. (n=2)
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5.5 Discusion

AZ es una droga poco soluble en agua y por lo tanto requiere del uso de
excipientes como emulsificadores que permitan generar una suspension para su
administracion oral (FDA, 2018) o se debe resuspender en agua con acido citrico
para disminuir el pH del medio y de esta manera solubilizarla para su
administracion endovenosa. Ademas ambas suspensiones tienen una
estabilidad limitada, por lo que solo se pueden almacenar por periodos de
tiempos cortos, como una semana (FDA, 2018). Estas limitaciones en su
formulacion dificultan su administracion por ruta inhalatoria, donde la droga debe
estar en suspension acuosa estable que permita su nebulizacién eficiente. En
este trabajo nos propusimos explotar la estabilidad de los ARQ, para disefiar una
formulacién de AZ estable en suspension acuosa durante largos periodos de
tiempo, no solo durante su almacenamiento sino durante su nebulizacién,

manteniendo a la vez su actividad antimicrobiana, o aun aumentandola.

Nuestros resultados mostraron que Unicamente las formulaciones ARQ-AZ
con 4 mg/mL [AZ] inicial produjeron nanovesiculas de composicion reproducible
lote a lote y estable en el tiempo. Las formulaciones con 10 mg/mL [AZ] inicial
tenian una relacion masa de LT:masa AZ 1:1; probablemente una masa de AZ
demasiado elevada como para asociarse en su totalidad con la cantidad
disponible de bicapa, seria el motivo de su escasa estabilidad. Si bien hay muy
pocos trabajos que abordan la asociacion de AZ a liposomas, nuestros
resultados analiticos coinciden con uno de los pocos reportes previos. En el
mismo prepararon liposomas con el lipido saturado con carga negativa 1,2-
dioctadecanoil-sn-glycero-3-fosfoglicerol (DSPG) y colesterol en una relacion
molar 2:1. Si bien probaron incorporar diferentes cantidades de AZ, concluyeron
gue la Unica manera en la que pudieron retener AZ en la bicapa durante un mes
a 4°C, sin la aparicion de precipitado, fue con un contenido de 4 mg de AZ cada
10 mg de lipidos totales (Oh, Nix, & Straubinger, 1995).

En el analisis térmico de la formulacibn ARQ-AZ se puede observar una

leve diminucion de la temperatura de transicion de fase desde un estado en gel
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a liquido cristalino en comparacion con ARQ sin droga. Esta disminucion de Tf
asi como la disminucion en la entalpia de fusion son indicadores de un aumento
en la fluidez de la bicapa lipidica. Estudios previos mostraron que cuando AZ se
inserta en la interface hidrofébica-hidrofilica de la bicapa de liposomas de 1,2
dioleiol-sn glicerol 3-fosfocolina (DOPC) (Fa et al., 2007) o cuando se incorpora
en liposomas de lipido saturado de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
(DPPC) y colesterol (Solleti, Alhariri, Halwani, & Omri, 2014) genera una
disminucién en el médulo elastico de las membranas. Por estas razones puede
concluirse que AZ esta incorporada en la bicapa lipidica de ARQ. La insercion
de AZ en la bicapa no se pudo comprobar para la formulaciéon L-AZ porque no
se registro el pico endotérmico ni en la formulacion de L-AZ ni en L vacios. Esta
formulaciéon esta compuesta por un 40% de moles de colesterol, que hacen que
la membrana este en Unico estado liquido ordenado (Lo) por lo que desaparece
la transicion de fase (Kitayama et al., 2014).

Remarcablemente, ARQ-AZ y L-AZ mostraron diferencias en estabilidad
tanto durante el almacenaje, como durante la nebulizacién. Esta falta de
estabilidad, manifestada como aparicion de un precipitado, puede tener relacién
con la interaccion de la droga con los lipidos de membrana. ElI { de ARQ
resultante de las cargas negativas de sus abundantes grupos fosfatos es cercano
a -40mV. Los L estan compuesta por HSPC y colesterol. HPSC es una mezcla
de lipidos de soja con una proporcién mayoritaria de DPPC, un lipido tipo
zwitterion sin carga neta. La gran cantidad de cargas negativas de los LPT en
ARQ podria ser responsable de asociaciones electrostaticas con la carga
positiva de AZ. Esto estaria en concordancia con informacion previa en donde
se propone que la AZ penetra la bicapa lipidica, el nitrdgeno del anillo de
desosamina se inserta en el dominio hidrofobico y el anillo macrociclico ocupa la
posicién en la interface hidrofébica-hidrofilica, en esta posicion AZ cargada
positivamente puede unirse por interacciones electrostaticas y neutralizar las
cabezas polares de lipidos cargados negativamente como fosfatidilinositol (J-P
Montenez et al., 1999; Jean-Pierre Montenez et al., 1996). La disminucion en el
potencial ¢ de los ARQ-AZ respecto de los ARQ vacios, podria ser un indicio de
dicha interaccion electrostatica. Por el contrario, no se observaron cambio en el
potencial { de L-AZ y L (Tabla 2).
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Evaluar la estabilidad de las formulaciones durante el proceso de
nebulizacion es clave para lograr que una formulaciéon inhalable sea un sistema
de delivery exitoso (Lehofer et al., 2014). A pesar de que el nebulizador de malla
vibratoria es el tipo de nebulizador mas eficiente para suspensiones acuosas
nanovesiculares, las mismas son sometidas a cierto estrés mecanico como
fuerzas de corte ademas de ser expuestas a la interface aire-liquido. Esto puede
causar la disrupcion de las bicapas, resultando en la fusion de las vesiculas, que
se corresponde con un aumento del tamafo, o la fragmentacion con una
disminucién de su tamafio (Cipolla, Gonda, & Chan, 2013). Si bien las
membranas de HSPC-colesterol al ser muy rigidas pueden soportar bien este
proceso, la incorporacion de AZ cambi6 drasticamente este comportamiento
haciendo que la formulacion quede retenida en el nebulizador y que lo poco que
logré ser nebulizado (~5% de LT) tenga un tamafio en el orden de los um. Por
otra parte la formulacion con ARQ-AZ tuvo una eficiencia de nebulizacién

excelente sin pérdidas significativas de masa y con estabilidad coloidal.

La viabilidad celular se evalu6 sobre dos tipos celulares representativos de
la estructura alveolar. Una fue la linea de células humanas de adenocarcinoma
de pulmén A549, la cual tiene caracteristicas de las células alveolares tipo Il
(Lieber, Todaro, Smith, Szakal, & Nelson-Rees, 1976) y la otra, fue la linea
celular de macrofagos humanos, THP-1. Aunque el tiempo de retencion en los
pulmones de los diferentes tipos de nanovesiculas puede variar dependiendo de
factores como su tamafio y superficie (Ong et al., 2014) en un estudio, sobre el
tiempo de retencion de Arikace en los pulmones, se observé que luego de 48
horas todavia permanecian en los pulmones cerca del 40 % de los liposomas
inhalados (Weers et al., 2009). Teniendo en cuenta esto, es importante evaluar
la citotoxicidad a tiempos largos, ya que los liposomas tienden a tener tiempos
de retencién prolongados en el pulmon. En nuestro trabajo, solo a partir de 48
horas de incubacién se comenzd a registrar una disminucion de la viabilidad
celular; con ARQ-AZ la disminucién fue de un ~20 % en ambos tipos celulares.
En las células THP-1 fue donde se registro la mayor toxicidad para AZ libre (con
5 ug/mL de droga se observé una disminucion de la viabilidad de un 40 %, Fig.
4d), mientras que con la droga incorporada en las nanovesiculas esta toxicidad

disminuyo significativamente. Esta citotoxicidad diferencial de AZ libre en THP-1
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podria tener que ver con que AZ puede ser capturada por estas células de
manera activa y sostenida en el tiempo de manera que se acumula dentro de la
célula (Bosnar, Kelneri¢, Muni¢, Erakovi¢, & Parnham, 2005). Esta acumulacion
ocurre en los lisosomas donde se ha reportado que puede inducir alteraciones,
aun a concentraciones bajas de 5 ug/mL, como formacién de cuerpos lamelares
(fosfolipidosis) (Van Bambeke et al., 1998). Si bien se deberian realizar ensayos
para demostrarlo, la inclusion de AZ en nanovesiculas, podria disminuir su
interaccion con las membranas de endosomas/lisosomas y el consiguiente dafio
que esta genera. Teniendo en cuenta las toxicidades registradas en ambas
lineas celulares concluimos que la formulacion ARQ-AZ se podria utilizar sobre
células macrofagos y celulas epiteliales hasta una concentracion de 15 pg/mL de
AZy 75 pug/ml de LT.

Se han reportado varios trabajos en donde logran una actividad potenciada
del antibiotico al estar incorporado en liposomas, y a menudo ésta se ha atribuido
a la fusién de liposomas con la membrana externa bacteriana (d'Angelo et al.,
2014). En el trabajo de Solleti et al se logré6 aumentar la eficacia de AZ al
incorporarla en liposomas al disminuir los valores de la CIM ocho veces para
algunas cepas de P. aeruginosa, aunque no se encontraron diferencias en las
curvas de crecimiento a concentraciones sub-inhibitorias (Solleti et al., 2014).
Por otra parte también se han reportado estudios en donde la actividad de
antibiéticos aminoglucosidos disminuye al estar incorporados en liposomas, por
ejemplo con liposomas anidnicos se necesitan valores de 4 x CIM para inhibir
por completo el crecimiento bacteriano (Omri & Ravaoarinoro, 1996). En este
trabajo, la actividad antibacteriana de AZ se mantuvo tanto en ARQ-AZ como en
L-AZ obteniéndose una CIM de 4 pug/mL, en el caso de ARQ-AZ se registré un
valor de CBM de 16 pg/mL mientras que la droga libre o en L-AZ no tuvo actividad
bactericida. Al estudiar las curvas de crecimiento con concentraciones sub-
inhibitorias se registro una actividad dependiente de la concentracion de AZ tanto
con la droga libre como incorporada en las vesiculas. Es importante resaltar que
el valor de la CIM esta por debajo de la concentracion citotdéxica de AZ en células
eucariotas a las 48 horas y el valor de la CBM es aproximadamente el mismo.
Por lo que esta formulacidn deberia ser efectiva en matar S. aureus sin dafiar las

células del tejido hospedador.
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Se han reportado resultados dispares sobre la actividad de AZ sobre
biofiims de S. aureus, algunos donde muestran actividad de la droga a
concentraciones sub-inhibitorias (Gui et al., 2014) y otros donde la AZ no logra
inhibir la formacion de biofilm (Molina et al., 2008). La cepa de S. aureus que
utilizamos en este trabajo es considerada una cepa formadora de biofilm
moderada (++), teniendo en cuenta la clasificacion propuesta por (Stepanovic et
al., 2007). En este trabajo se observo un efecto incrementado en la actividad de
AZ incorporada en nanovesiculas respecto de AZ libre. A 1/2 de la CIM tanto la
droga libre como incorporada en nanovesiculas inhibié ~ 50% el crecimiento de
bacterias planctonicas, pero solo cuando se encontraba incorporada en

nanovesiculas logré disminuir la cantidad de biofilm generado un 40% (Fig. 7).

Cristal violeta es un colorante basico que se une a moléculas con una carga
superficial negativa y polisacaridos. Por lo que tanto tifie, tanto las células (vivas
o muertas) como la MEC. Esto hace que sea un método poco eficiente para
evaluar la muerte de las bacterias del biofilm. Para discriminar entre bacterias
vivas y muertas es Util medir la actividad metabdlica dentro del biofilm (Peeters,
Nelis, & Coenye, 2008). Cuando se agrega AZ tanto libre como en nanovesiculas
a concentraciones por encima de la CIM la tincion con cristal violeta muestra que
no hay disminucion en la cantidad de biomasa del biofilm (Fig. 8b). Sin embargo
al evaluar la cantidad de bacterias viables dentro del biofilm podemos ver que
con AZ libre o en las nanovesiculas el biofilm tiene un 70% menos de bacterias
viables (Fig. 8c). Esto indicaria que si bien se mantiene la estructura del biofilm,

se logré disminuir significativamente las bacterias que residen dentro del mismo.
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CAPITULO 6

6. Neutralizacion de toxinas de veneno
mediante el uso de arqueosomas
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Los datos experimentales de este Capitulo forman parte del manuscrito en

preparacion:

“A novel tool to defeat local snake envenoming: archaeosomes as inhibitors of PLA2”
gque se enviara a Journal of Controlled Release
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6.1 Objetivo

El objetivo de este Capitulo fue evaluar la potencialidad de los ARQ como
inhibidores de fosfolipasa PLA2 -enzima con gran actividad en venenos de
serpiente- para utilizarlos como terapia complementaria de antidotos para
envenenamientos producidos por Bothrops neuwidi diporus, la especie de

serpientes con mayor relevancia clinica de la Argentina.
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6.2 Introduccion

6.2.1 Envenenamiento por serpientes: un problema de salud publica a nivel

global

Los venenos de serpiente son mezclas complejas que juegan un rol
adaptativo asociado a la inmovilizacion y digestion de las presas, asi como a un
mecanismo de defensa contra depredadores. Las toxinas en los venenos de
serpiente son mezclas complejas de proteinas que pueden ejercer diferentes

efectos deletéreos en el organismo (Fry et al., 2006).

El envenenamiento por mordedura de serpiente es un problema de salud
publica importante a nivel global. Tal es asi, que desde el afio 2017 fue
incorporada en la lista de las enfermedades tropicales desatendidas de la OMS
(OMS, 2018). Cada afio se producen cerca de 5,4 millones de mordeduras de
serpiente que causan entre 1,8 y 2,7 millones de casos de envenenamiento, de
los cuales producen hasta 140.000 muertes y aproximadamente el triple de
amputaciones y otras discapacidades permanentes. La mayoria de los casos se
producen en Africa, Asia y Latinoamérica con mayor prevalencia en mujeres,
nifios y trabajadores rurales de comunidades pobres con escasos recursos
meédicos (OMS, 2017).

6.2.2 Serpientes de relevancia regional

En Argentina en el periodo de 2007 a 2012 fueron notificados un promedio
de 730 casos por afio de envenenamiento por serpientes. La gran mayoria de
los casos fueron producidos por viboras del género Bothrops spp., conocida
comunmente como “yarara”, en menor numero (menos del 3%) por viboras del
género Crotalus spp. (“‘cascabel”’), y en un porcentaje casi insignificante por
serpientes del género Micrurus (“coral”’) (Ministerio de Salud, 2014). Bothrops
diporus (Bothrops neuwidi diporus), conocida como “yarara chica”, es una de las

viboras venenosas endémicas en Sudamérica. B. diporus es relativamente
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pequeia (las hembras adultas pueden crecer hasta 110 cm de largo) y se la
puede encontrar en los estados del sudoeste de Brasil, en el sur de Bolivia,
Paraguay y en Argentina en las provincias del Nordeste y Noroeste, llegando
hasta la zona del norte de la Patagonia. Debido a su abundancia, amplia
distribucion geografica y a su comportamiento altamente agresivo, B. diporus es
la mayor fuente de mordeduras de serpiente en Argentina, siendo la region del
noroeste la que tiene la mayor tasa de mordeduras (De Roodt, 2014; Dolab et
al., 2014).

6.2.3 Efecto del envenenamiento y toxinas involucradas

Luego del ingreso del veneno al organismo tras mordedura, ocurren dos
procesos simultaneos: a) el desarrollo de efectos toxicos inducidos por las
toxinas del veneno y b) la estimulacion de la respuesta inmune innata y
adaptativa por parte de la victima, con el objetivo de neutralizar y remover las
proteinas del veneno. Cuando la capacidad del veneno de generar dafio local y
sistémico excede la capacidad del organismo de asimilar y responder a la

agresion, ocurre el envenenamiento.

El envenenamiento clasico por Bothrops spp. genera efectos a nivel local y
sistémico. Entre los efectos locales estan la formacion de edema, hemorragia y
necrosis que pueden llevar a la pérdida del tejido y discapacidad permanente.
Las complicaciones sistémicas se manifiestan como hemorragias sistémicas y
problemas de coagulacion que pueden lesionar los rifiones y producir un shock
cardiovascular (Albuquerque et al., 2013; J. M. Gutiérrez et al., 2010; White,
2005). Estos efectos resultan de la accion integrada de varios componentes del
veneno como fosfolipasas, metaloproteinasas y serinprotesas. Las fosfolipasas
(en inglés, PLA2) estan involucradas en los efectos toxicos a nivel local y en la
miotoxicidad (J. M. Gutiérrez & Lomonte, 2013). Las metaloproteinasas,
conocidos como metaloproteinasas de veneno de serpiente (SVMPs en inglés)
son enzimas multifuncionales que causan efectos a nivel sistémico y local, como
hemorragia, inflamacién y activacion de factores de coagulacion e inhibicién de
la agregacién plaquetaria (Moura-da-Silva, Butera, & Tanjoni, 2007). Las

serinoproteasas de veneno de serpiente (en inglés, SVSP), son enzimas del tipo
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trombinas que estan involucradas en los problemas de coagulacién, observados
en la mayoria de los pacientes (Serrano & Maroun, 2005). Adicionalmente
pueden existir proteinas del tipo L-aminoacido oxidasas (LAO), que catalizan la
oxidacion de L-aminoacidos a a-ceto acidos, peréxido de hidrogeno y amonio; y
péptidos vasoactivos (VAP), entre otras (Calvete, 2010). Aunque estas familias
de proteinas estan bien caracterizadas como los mayores componentes del
veneno de Bothrops spp, hay una gran variabilidad en la composicion de los
venenos. Esta variabilidad puede depender de la filogenia, sexo, distribuciéon
geografica y dieta de cada serpiente y esta relacionada con el nivel de expresién
de cada grupo de toxinas mas que con la ausencia o presencia de familia de
proteinas (Sousa et al., 2013). A pesar de la relevancia médica de la especie B.
diporus, recién en el afio 2016 en el trabajo de Gay et al (Gay, Sanz, Calvete, &
Pla, 2015) se presento por primera vez la composicion proteica del veneno. Su
proteoma estd compuesto por toxinas que pertenecen a 14 familias de proteinas,
en donde predominan metaloproteinasas PI- y PIII-SVMP (34,2 % del total de
proteinas del veneno), moléculas de PLA:z (24,1%), péptidos vasoactivos
(15,9%), L-aminoacidos oxidasas (7,4%) y serinproteasas (7,2%). Este perfil de
toxinas esta asociado con el perfil altamente proteolitico, hemorragico y
miotéxico del veneno que genera como principales efectos a nivel local la
formacion rapida de edema, dolor, inflamacién, hemorragia, mio- y

dermonecrosis e hinchazon (Gay et al., 2015).

6.2.4 Terapia contra envenenamientos de serpientes

En la actualidad la Unica terapia cientificamente validada para tratar
envenenamientos de serpientes es la administracion parenteral de sueros
antivenenos (OMS, 2010). Las preparaciones de antivenenos son
inmunoglobulinas o fragmentos de inmunoglobulinas (Fab) capaces de unirse a
las toxinas del veneno y neutralizar sus efectos téxicos. Los antivenenos se
producen al inmunizar animales, en su mayoria caballos, con el veneno de una
0 varias especies, y asi se generan antivenenos monovalentes o polivalentes,
respectivamente. Luego, las inmunoglobulinas enteras o Fab se purifican,
formulan y esterilizan para utilizarse como productos biofarmaceuticos (Leén et

al., 2011).
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Figura 1. a) Imagen de B. neuwidi diporus, b) imagen de obtencion de veneno de B.
neuwidi diporus, ¢) composicién relativa de proteinas (% de proteinas total de veneno)
de B. neuwidi diporus. PLA2 fosfolipasa, VAP,péptidos vasoactivos, LAO L-aminoacido

oxidasa, SVMP metaloproteinasa, SVSP serinproteasa, (Gay et al., 2015). Imagen
provista por Patricia Geoghegan.

El suero antiveneno mas usado en Argentina para el tratamiento de
envenenamientos bothropicos es un fragmento de anticuerpo F(ab”)2 producido
por el Instituto Nacional de Produccién de Biologicos (INPB, Buenos Aires,
Argentina) a partir de veneno de B. alternatus and B. neuwiedi diporus como

immundgenos (de Oliveira, Lanari, Hajos, & de Roodt, 2011; Gay et al., 2015).

6.2.5 Material nano y microparticulado como complemento a la terapia con

anticuerpos

La base de la terapia contra envenenamientos es el uso de sueros; sin
embargo esto conlleva una serie de inconvenientes que deben tenerse en
cuenta. (1) Aun no esta disponible un antiveneno especifico conteniendo un
amplio espectro de anticuerpos requeridos para tratar el envenenamiento por
diferentes especies de serpientes o la misma especie de diferentes lugares
geograficos. La reactividad cruzada de anticuerpos, no implica necesariamente
la ocurrencia de neutralizacién cruzada. Por ejemplo, los anticuerpos del
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antiveneno de Bothrops jararaca reaccionan satisfactoriamente con el veneno de
nueve especies diferentes de Bothrops, pero no son capaces de neutralizar los
efectos producidos por la actividad de fosfolipasas PLA2 ni la formacion de
edema (Ferreira, Moura-da-Silva, & Mota, 1992). (2) El hecho que el antiveneno
esté compuesto por grandes proteinas heterdlogas, genera una alta incidencia
de reacciones adversas asociadas a la activacion del sistema inmune. Esto
depende de la calidad de los antisueros producidos y su nivel de purificacion
(Morais & Massaldi, 2009). (3) Hay casos en los que las manifestaciones clinicas
de los envenenamientos no permiten identificar la especie de la que provenia el
veneno, por lo que deben utilizarse kits para identificar la procedencia del veneno
y poder realizar una correcta seleccién del antiveneno (Leon et al., 2011), (4) la
efectividad del antiveneno se limita al nivel sistémico, al restablecer por ejemplo
la capacidad de coagulacion sanguinea, pero falla al revertir el dafio tisular local.
(5) La disponibilidad de antivenenos en las poblaciones pobres y de mayor riesgo
muchas veces es deficiente (Cruz, Vargas, & Lopes, 2009; Thwin, Samy,

Satyanarayanajois, & Gopalakrishnakone, 2010).

Dado que el uso clinico de antivenenos especificos basados en
inmunoglobulinas no es completamente eficiente, seria interesante impulsar el
desarrollo de plataformas antivenenos con un espectro de aplicacion mas
abarcativo. En este sentido una estrategia novedosa seria el uso de
nanovesiculas/vesiculas cuyas bicapas mimeticen las membranas
celulares, con capacidad de secuestrar e inhibir enzimas como la PLA2
presente en los venenos. Sabiendo que las bicapas liposomales se asemejan
a las membranas celulares, Henry et al demostré la neutralizacion de un gran
namero de enzimas bacterianas, como la fosfolipasa C, con liposomas de
esfingomielina sola o con colesterol (Henry et al., 2015). Teniendo en cuenta que
las PLA2s son enzimas que juegan un rol crucial en la induccién del dafio
local que no es neutralizada por antisueros clasicos, la inhibicion de su
actividad representa una atractiva estrategia adicional que podria ampliar el
alcance del tratamiento del envenenamiento (J. M. a. Gutiérrez & Ownby, 2003;

J. Gutiérrez & Lomonte, 1995; Lomonte, Angulo, Sasa, & Gutierrez, 2009).
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6.2.6 Actividad de PLA:2

La superfamilia de proteinas fosfolipasa A2 se puede dividir en cuatro
grandes categorias: fosfolipasa A2 secretadas (PLA:z), citosélicas (CPLA2),
independientes de calcio (iPLA2s) y asociada a lipoproteina ((Lp) PLA2). Tanto
los venenos de serpiente, como de abejas o0 escorpiones contienen fosfolipasas
secretadas. Este grupo de enzimas tiene una masa molecular baja de unos 13-
15 kDa y cataliza la hidrolisis de fosfoglicéridos (como fosfatidilcolina y
fosfatidiletanolamina) a través del mismo mecanismo. Remarcablemente, a
diferencia de la mayoria de las enzimas solubles, PLA2 son Unicas en que
catalizan preferentemente sustratos agregados incluyendo monocapas de
fosfolipidos, bicapas liposomas y micelas, a través de un fenbmeno que se
conoce como “activacion interfacial”. El sustrato difunde desde la membrana para
entrar al sitio catalitico a través de un canal hidrofobico. La enzima y el sustrato
interaccionan en el sitio catalitico a través de puentes de hidrogeno entre los
carbonilos de los enlaces éster en la posicion sn-1 y sn-2. Luego se produce la
extraccion de un protébn de una molécula de agua seguido de un ataque
nucleofilico en el enlace éster en la posicion sn-2. La molécula de agua se activa
por la presencia de un residuo de histidina o acido aspartico, de manera
dependiente de Ca*? (J. M. Gutiérrez & Lomonte, 2013). Esta hidrolisis da lugar
a la formacién de lisofosfolipidos y acidos grasos. In vivo, uno de los principales
productos de hidrolisis es el acido araquidonico (presente en los fosfolipidos de
las membranas celulares eucariotas) que se metaboliza a eicosanoides (como
prostaglandinas o leucotrienos), por la accion de ciclooxigensas asi como liso-
derivados que pueden producir un gran dafio celular (Burke & Dennis, 2009; Kini,
2003).

Los venenos de Bothrops spp. contienen distintos tipos de PLA:2
responsables de un amplio espectro de actividades toxicas incluyendo
neurotoxicicidad, miotoxicidad, citotoxicidad, actividad anticoagulante y
proinflamatoria. La toxicidad no siempre esta relacionada con la actividad
fosfolipasa. Hay enzimas homologas de PLA2 como las del tipo K49PLA:2
(contienen un residuo de lisina en la posicion 49 en lugar de un residuo de acido
aspartico altamente conservado) que carecen de actividad lipasa, y cuya

actividad no depende de Ca*?. A pesar de ello, este grupo de toxinas genera
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dafos en la membrana plasmatica e induce necrosis del musculo esquelético a
nivel local y sistémico. Si bien su mecanismo de accibn no ha sido
completamente elucidado, estaria involucrada la union de PLA2 con receptores
en la membrana plasmatica que inducen un aumento en la permeabilidad de la

membrana plasmatica (J. Gutiérrez & Lomonte, 1995; Kini, 2003).

La gran abundancia de PLA2 en la composicion del veneno de B. diporus
(24,1%) esta directamente relacionada con la generacion de inflamacion, edema,
mionecrosis y dafio muscular agudo ocurridas en este tipo de envenenamiento.
Del total de PLA2 un 65% corresponde a las formas cataliticamente activas de
las cuales se han identificado previamente dos isoenzimas Pl y Pll (Gay et al.,
2015) con importante actividad de induccién de edema pero no de miotoxicidad
(Daniele, Bianco, Delgado, Carrillo, & Fidelio, 1997). Dentro del grupo de
proteinas homologas de PLA2, sin actividad lipasa, se encuentra la miotoxina |
K49-PLA2. Esta proteina fue estudiada previamente en el trabajo de
(Geoghegan, Angulo, Cangelosi, Diaz, & Lomonte, 1999) en donde se mostré
que ejerce una miotoxicidad muy potente asi como actividad citolitica e induccién

de formacion de edema.

6.2.7 Inhibidores de PLA2

En las uUltimas décadas se han encontrado una variedad de inhibidores
especificos de la actividad enzimatica de PLA2. Una de las estrategias
investigadas es el uso de analogos de sustrato de PLA:2 extraidos de fuentes
naturales (por ejemplo plantas medicinales), popularizados desde antiguo como
medicamentos contra la inflamacién y mordeduras de serpiente. Un ejemplo es
el sesterterpenoide no esteroideo manolide, que se obtiene de esponjas marinas
(Glaser & Jacobs, 1986). La actividad de otros principios como indometacina,
flavonoides, retinoides y anticuerpos que se identificaron como inhibidores de
PLA. también fue explorada. Unicamente manolide, sin embargo, llego a
utilizarse en pruebas clinicas como anti-inflamatorio en pacientes con psoriasis.
Por otra parte el gran problema del desarrollo de drogas analogas de sustrato

como fosfotidilcolinas modificadas, tiene como problema asociado a su sintesis
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la gran lipofilicidad de las cadenas acil sn-1 y sn-2 de los lipidos naturales
(Narendra Sharath Chandra et al., 2007).

6.2.8 Arqueosomas como inhibidores de PLA:?

Estudios previos mostraron que diferentes tipos de arqueosomas
preparados con arqueolipidos polares totales extraidos de las arqueas
Halobacterium cutirubrum, Methanosarcina mazei, Methanococcus voltae y
Thermoplasma acidophilum entre otras, fueron resistentes a la hidrolisis por
parte de PLA2 de veneno de abeja, asi como de lipasa pancreatica (tipo de PLA:2
secretada (Choquet, Patel, Sprott, & Beveridge, 1994; Patel, Agnew,
Deschatelets, Fleming, & Sprott, 2000; Sprott, Dicaire, Fleming, & Patel, 1996).
Esta resistencia puede explicarse considerando que los arqueolipidos estan
compuestos por cadenas de fitalinos saturadas unidas por enlaces éter al glicerol
por una configuracion sn-2,3 (Corcelli & Lobasso, 2006) en lugar de las cadenas
de acidos grasos unidas al glicerol en los carbonos sn-1,2 por enlaces éster de
los fosfolipidos ordinarios. Al carecer de la esteroconfiguracion sn-1,2 y de los
grupos funcionales que participan en la catdlisis, estos: a) podrian no ser
reconocidos por la enzima como ligandos o b) ser reconocidos, pero no
catalizada su hidrolisis; en este ultimo caso podrian funcionar como

inhibidores de actividad catalitica por bloqueo del sitio activo.

En este Capitulo se evaluard a los ARQ como inhibidores de la enzima
PLA2 para usarse como terapia complementaria de antisueros, en el
envenenamiento producido por mordeduras de Bothrops neuwidi diporus. A tal
fin, especificamente en primer lugar se determinard la capacidad inhibitoria de la
actividad de la enzima PLA:z in vitro y la capacidad de ARQ para neutralizar el
efecto citotoxico de un extracto de veneno crudo, sobre diferentes lineas

celulares.
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6.3 Materiales y Métodos

6.3.1 Preparacion de nanovesiculas

Las nanovesiculas con LPT (ARQ) y con HSPC:colesterol 7,5:2,5 relacion
masa:masa (L) se prepararon y esterilizaron por filtracion siguiendo el protocolo
detallado en el Capitulo 2, Seccién 2.3.3.

6.3.2 Preparacion de vesiculas grandes

Se prepar6 una formulacion de ARQ grandes (ARQg) y L grandes (Lg)
usando la misma composicion lipidica que en la seccion anterior. Se formo el film
lipidico en un baldn con flujo de nitrégeno que se resuspendid mediante agitacion
magnética en buffer Tris pH 7,4 con NaCl 0,9 % m/v hasta conseguir una

concentracion final de 50 mg de LT/ml de suspension.

6.3.3 Esterilizacion de vesiculas grandes por autoclave

Las suspensiones de vesiculas grandes se pusieron en frascos de vidrio
con la tapa débilmente cerrada para permitir el contacto de del vapor presurizado
con las muestras. Las vesiculas se autoclavaron durante 15 minutos a 121°C en

un autoclave eléctrico VZ 100 (Villar y Zaurdo S.R.L. Buenos Aires, Argentina).

6.3.4 Caracterizacion de nanovesiculas y vesiculas grandes

La cuantificacion de lipidos totales LT, el tamafio promedio, pdi y potencial

¢ se midi6 como se describe en el Capitulo 2, Seccion 2.3.5.

6.3.5 Inhibicién de actividad de fosfolipasa PLA2

Se midio la capacidad de L y ARQ para disminuir la actividad fosfolipasa de
la enzima PLA2. Para esto se utilizé el kit EnzChek® Phospholipase A2 Assay de
Molecular Probes, Invitrogen (Oregon, USA). Este ensayo permite seguir la
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actividad de enzimas PLAz, extraidas de veneno de abeja Apis mellifera, a partir
de la hidrolisis de un sustrato especifico de la enzima PC-A2 BODIPY. El clivaje
del enlace éster que une al acido pentanoico-BIODIPYFL con el glicerol en la
posicion sn-2 hace que se separen las dos moléculas de BIODIPY y se elimine
el efecto de quenching generado un aumento en la intensidad de fluorescencia
(IF) a 515 nm. Por lo tanto la hidrolisis enzimatica y la cantidad de producto

generado seran proporcional a la IF registrada.

I
CH,CH,"C—NH(CH2)s—OCH;
HC  FoF [CH2e=G—OGH O :
) N’B\N/ 0 CH2O-l|>:-OCHzCH2N(CH3)3
— = / 0
HsC

Figura 2. Estructura quimica del sustrato PC-A2 BIODIPY. La enzima PLA; hidroliza el
enlace éster en la posicién sn-2.

Debido a que PLA:z actiia sobre agregados lipidicos, el sustrato se incorporo
en liposomas (LS). Para esto, se prepararon liposomas por el método de
inyeccion etandlica mezclando diolfosfatidilglicerol (DOPG), dioleilfosfatidilcolina
(DOPC) y el sustrato PC-A2 BIODIPY en wuna relacion de
DOPG:DOPC:PCA2BIODIPY 1:1:0,1 mol:mol segun las indicaciones del kit.

Para medir la capacidad de inhibicion de hidrolisis enzimatica de L y ARQ,
éstos se co-incubaron con PLAz y su sustrato LS. Se agreg6 una suspension de
PLA:z en una placa de 96 pocillos para obtener una concentracion final en cada
pocillo de 0,25 U/mL Luego se co-incubd la enzima con LS y ARQ o L a
concentraciones de 0,25; 2,5; 25; 75y 150 pg/mL de LT y 25 pg/mL de LS. Para
conocer la actividad maxima de la enzima, esta se incubd unicamente con LS.
Todas las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente. Se midio IF a
Aemisisn 515 nm con Aexitacion 460 nm cada 1,5 minutos con el equipo Cytation™ 5
Cell Imaging Multi-Mode Reader.
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6.3.6 Cultivos celulares

Las lineas celulares de fibroblastos de ratdbn L20B y 3T3, y células
musculares de rabdomiosarcoma humano RD fueron provistas por el Centro de
Control de Bioldgicos del Instituto Malbran. Las tres lineas se cultivaron en Medio
Esencial Minimo (MEM), con rojo fenol suplementado con 100 IU/ml de
penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina'y 2 mM de glutamina al 10% de SFB. Las
células se cultivaron a 37 °C en una atmosfera de humedad con 5% de COz.. El

medio de cultivo se cambid tres veces por semana.

6.3.7 Viabilidad celular

Se determinaron los niveles de citotoxicidad de ARQ y L sobre células
L20B, RD y 3T3 por el método de MTT, LDH y Rojo Neutro (RN).

El ensayo de RN se basa en la capacidad de las células viables para
incorporar y retener en su interior el colorante vital RN. Este colorante débilmente
catiénico penetra las membranas celulares por difusion pasiva no iénica y se
concentra en los lisosomas, donde se carga positivamente, debido a la
disminucién del pH del entorno, entonces se une por interacciones
electrostaticos a grupos anionicos y/o grupos fosfato de la matriz lisosomal
donde queda retenido. La captura celular del colorante se puede modificar por
alteraciones en la superficie celular o en las membranas lisosomales, asi como
por la pérdida de capacidad de la célula para mantener los gradientes de pH, a
través de la produccion de ATP. Consecuentemente la cantidad de células
viables es proporcional a la cantidad de colorante retenido, que se cuantifica por
su absorbancia a 540 nm (Repetto, Del Peso, & Zurita, 2008).

Para realizar los ensayos de MTT, LDH y RN se sembraron 2 x 10* células
L20 B, RD y 3T3 por pocillo en placas de 96 pocillos con MEM suplementado
con L-glu y ATB-ATM al 10% de SFB. Las células se dejaron crecer durante 24
horas, se descarté el medio de cultivo, se agregaron diluciones de nanovesiculas
en MEM con concentraciones de 3,7; 11,1; 33,3; 100 y 300 pg/mL de LT y se
incubaron durante 24 0 48 hs a 37 °C en una atmosfera de humedad con 5% de
CO2.
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En el caso del ensayo de RN, luego de transcurrido el tiempo de incubacion
se descartd el sobrenadante celular y se agregd el reactivo de RN (Sigma
Aldrich) a una concentracién de 40 pug/ml de RN en MEM. Se dej6 incubando a
37 °C en una atmosfera de humedad con 5% de CO: durante 3 horas. Luego las
células se lavaron con 250 pl/well de PBS. Se agregaron 100 pl/well de solucion
reveladora (50% etanol, 49% aguay 1% &cido acético) y la placa se agité durante
30 minutos protegida de la luz. Por ultimo, se midié absorbancia a 540 nm en un
lector Multiskan Go marca Thermo Scientific. La viabilidad celular se calculo en

términos de porcentaje de las células control sin tratamiento.

La generaciéon de lisis celular, medida por la cantidad de enzima
citoplasmatica LDH en el sobrenadante celular y el nivel de metabolismo celular
medido por el método de MTT se determin6é como se describe en el Capitulo 2
Seccion 2.3.12.

6.3.8 Determinacion de dosis citotéxica 50 (DC50)

La dosis citotoxica 50 (DC50) es la concentracion de veneno que mata al
50 % de las células en un cultivo in vitro y es un pardmetro que se utiliza para

medir su actividad.

La actividad in vitro del veneno de serpiente se midié en base al protocolo
modificado de (Oliveira, de Oca, Duarte, Diniz, & Fortes-Dias, 2002). Se prepard
una suspension de veneno (SV), para esto se pesaron 2 mg de veneno crudo
extraido de Bothrops neuwiedi diporus que se resuspendieron en PBS hasta
lograr una concentracion de 100 pg/ml de veneno y se filtraron por membranas
de 0,22 um en esterilidad. Se sembraron 2 x 10* células L20B, 3T3 o RD por
pocillo en una placa de 96 pocillos con MEM suplementado con L-gluy ATB-ATM
al 10 % de SFB. Las células se dejaron creciendo durante 24 horas y se descarté
el medio de cultivo. Luego se incubaron diluciones al medio de SV en MEM al
5% de SFB. Luego de 24 horas se determind la actividad citotéxica del veneno
sobre las células por el ensayo de RN y al observar al microscopio el grado de
confluencia de la monocapa y cambios morfolégicos. En este ultimo caso de

registr0 como actividad citotdxica positiva cuando se determiné una grado alto
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de disrupcion de la monocapa medido por una confluencia < al 80% o por

cambios morfoldgicos.

6.3.9 Neutralizacién in vitro de veneno de serpiente B. neuwidi diporus

En este ensayo se evalud la capacidad de las diferentes vesiculas de
neutralizar la citotoxicidad generada por el veneno de serpiente B. neuwiedi
diporus sobre cultivos celulares. Para esto se midio la citotoxicidad por el ensayo
de RN y al observar cambios morfolégicos y disrupcion de la monocapa celular

al microscopio.

Se sembraron 2 x 10* células L20B, 3T3 o RD por pocillo en una placa de
96 pocillos con MEM suplementado con L-glu y ATB-ATM al 10 % de SFB. Las
células se crecieron durante 24horas. Luego se incubaron diferentes
concentraciones de veneno con ARQ, L, ARQgy Lg a 37 °C en MEM al 5 % de
SFB. Luego de 30 minutos de incubacion, las mezclas de veneno con las
diferentes vesiculas se agregaron sobre las células y se dejaron incubando a
37°C con CO:2 al 5%. Luego de 24 horas se determiné la actividad del veneno

sobre las células como se describié en la seccién anterior.

6.3.10 Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos fueron realizados mediante ANOVA de una
entrada, seguido del test de Dunnet utilizando el software Prisma 6.01 (Graphpad
Software Corporation, San Diego, California, EEUU). EI valor p <0,05 se
consideré estadisticamente significativo. *p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001; ****p
< 0,0001; n.s. no significativo (p > 0,05). Para calcular la DC50 se utilizé el
analisis estadistico de Spearman Karber en funcion de los resultados positivos y
negativos obtenidos por observacion. También se calculé con los resultados
obtenidos con el ensayo de RN interpolando en la curva la dosis de veneno

resultante de reducir un 50 % la viabilidad celular.
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6.4 Resultados

6.4.1 Caracteristicas fisicoquimicas de nanovesiculas y vesiculas grandes

Las suspensiones de ARQ y L homogenizadas por sonicacion y extrusion
y luego esterilizadas por filtracion, resultaron de tamafios inferiores a los 200 nm,
indices de polidispersidad bajos (inferiores a 0,3) y un potencial  de -40y -7 mV
respectivamente (Tabla 1). Por otra parte las vesiculas no sometidas a
homogenizacion (vesiculas grandes), resultaron de tamafios promedios muy
dispares: cercanos a los 600 nm (ARQQ) y 4,5 um (L). Ambos tipos de vesiculas
mostraron valores altos de pdi, sin variaciones significativas en potencial
respecto de las nanovesiculas. La esterilizacion de las vesiculas se llevo a cabo
mediante calor humedo, dado su tamafio muy superior a los 220 nm, que les
impediria atravesar los poros de los filtros de esterilizacién. Luego de someter
las vesiculas a un ciclo de autoclavado, sus pardmetros estructurales se
volvieron a determinar. Observamos que los ARQg mantuvieron su tamafio
promedio, pdi y potencial { mientras que los Lg aumentaron significativamente
su tamafio promedio a valores entre 6 — 7 um, aunque no se modificé su pdi y

potencial ¢ (Fig. 3).

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de nanovesiculas y de vesiculas grandes
autoclavadas.

Proceso de Proceso de _Il__ipidlos PTamar;‘jQ pdi Potencial {
Muestra preparacion esterilizacion otales romedio
mg/mL nm mV
Resuspension del film 0,23 +
ARQ  ipidico por agitacién  Filtracion por 90+0.8 18561 559 -398%59
Sonicacién membrana de
Extrusién por Nylon de 200 0,12 +
L membranas de 200 - am 57+1,2 157£29  “jog  6.8%33
100 nm
0,51+
ARQg Calor hiimedo 47,2 +5,3 439+ 21 0.04 -42,7+2,9
Resuspensién del film . ,
lipidico por agitacion 15 TZTU"tSS a 458 +38 6700 + 0,47 + 374009
DA 650 0,13 i

Los resultados se expresan como el promedio + DS de tres lotes independientes.
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Estos resultados muestran una vez mas la mayor estabilidad estructural de
los arqueolipidos frente a altas temperaturas, que los lipidos de fosfatidilcolina

hidrogenados.

. Tamafio Promedio . pdi
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Figura 3. Estabilidad de las formulaciones ARQg y Lg durante la esterilizacién por
calor humedo. Ciclo de autoclavado de 15 minutos a 121°C y 1 atm de sobrepresion.

6.4.2 Nanovesiculas como inhibidores de la enzima PLA?

Con el objetivo de determinar si los arqueolipidos actuaban como
inhibidores, la actividad de la enzima fosfolipasa PLA2, se midi6é en presencia de
nanovesiculas ARQ y L. Cuando la enzima se incub6 con un sustrato conocido
(el lipido LS) y se midio la cantidad de sustrato hidrolizado a lo largo del tiempo,
se observo que durante los primeros 30 minutos, esta aumentaba linealmente.
Observamos después que al transcurrir la reaccion, la enzima hidrolizo cada vez
menos sustrato hasta disminuir por completo su actividad a los 190 minutos de
reaccion, punto a partir del cual la cantidad de producto generado se mantuvo
constante. Esto se explica porque la cantidad de producto generado depende de
la cantidad de sustrato en el medio de reaccion; a medida que el sustrato se

consume, la cantidad de producto generado en un intervalo de tiempo es menor;
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una vez consumido todo el sustrato, la cantidad de producto generada se

mantiene constante.

Como se muestra en la Fig. 4 en presencia de ARQ, la cantidad final de
producto generado disminuy6 en un 29 + 2 %, mientras que en presencia de L
disminuy6 un 15 + 1 %. En el caso de ARQ, la disminucion de la actividad
enzimatica dependi6 de la concentracion de nanovesiculas: a partir de 2,5 pg/mL
se comenzO a registrar una inhibicion que aumenté hasta los 75 pg/ml. Por
encima de esa concentracion de ARQ, no se registré6 aumento de inhibicion. (Fig.
X) Por otra parte en el caso de los L, la inhibicion comenzé a ser significativa a
partir de los 150 pug/mL. A su vez, al calcular el % inihibicion/[nanovesicula] como
medida de efectividad, los ARQ son ~ 4 veces mas efectivos que L inhibir
actividad PLA2

6.4.3 Citotoxicidad de nanovesiculas sobre células RD, 3T3y L20B

Para determinar las concentraciones de vesiculas que se podian utilizar
sobre los cultivos sin dafar a las células, se evalud la citotoxicidad de ARQ y L
sobre las lineas celulares de fibroblastos L20B, la linea celular de fibroblasto 3T3
y de rabdmiosarcoma RD mediante tres métodos: el método de RN, MTT y de

cuantificacién de la enzima LDH.

Al incubar la formulacion de nanovesiculas L durante 24 o 48 horas con las
tres lineas celulares, no se registrd disminucion de la viabilidad celular con todas
las concentraciones testeadas por los tres métodos utilizados (Fig. 5y Fig. 6). Al
incubar durante 24 horas la formulacion de ARQ sobre las células L20B se
registrd una disminucion en la viabilidad celular de un 25% con 300 pg/mL de
nanovesiculas. Sobre las células 3T3 a partir de 100 pg/mL se registré una
disminucién del 75 % de la viabilidad celular por el método de RN, sin embargo
con ésta concentracion se registré un aumento de casi un 50 % en la proliferaciéon
celular por el método de MTT. Sobre las células RD hasta 24 horas de incubacion
no se determind una disminucion en la viabilidad celular ni por el método de MTT
ni por el de LDH aunque con RN se observé una disminucion de un 40 % de la
viabilidad a partir de 100 pg/mL (Fig. 5).
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Figura 4. Actividad de la enzima PLA; medida por IF generada por el producto de
hidrolisis del sustrato LS co-incubada con ARQ y L a diferentes concentraciones. (n=3)

260



Rojo Neutro MTT LDH
1501 150
1004

100+

50

L20B

50 -

Viabilidad celular (%)
Viabilidad celular (%)

Abs 490 nm (u.a.)

0- 0

AN 520 0 AN «'\/500’\'\/ 00
> N >

& QQ QQ &

&P o,'b’\,'b o PSRN o ,&,b’b»»r, \\Q 4\,'»";\,00004&'»"3000
< [é) AN

150 2007

150
100+

100+

3T3

50
50

Viabilidad celular (%)
Viabilidad celular (%)

Abs 490 nm (u.a.)

A QS A N % 0 O 4\":004\/”:00

0 0

\aw%°°$»%°° NN I I RN 50 O AN 500

& L ” & N o PRaRCARNEE %\,%Qn’@%\,,’g%@
0

100 100

50 50

Abs 490 nm (u.a.)

RD
Viabilidad celular (%)
Viabilidad celular (%)

0= 0.0
APPSR TR RO > > >0 SR S TP N
Q\@% RAERPCIFOE SRS A SO %N%QQ%'&%QQ (\\'\" ’\/":.\/00)0‘5’\/":0150
& Q° ®
Lipidos Totales (ng/mL) Lipidos Totales (ug/mL) Lipidos Totales (ng/mL)
Hl ARQ B

Figura 5. Viabilidad celular, determinada por Rojo Neutro, MTT y LDH de las lineas
3T3, L20B y RD luego de 24 horas de incubacion con diferentes concentraciones de
ARQ y L. Diferencias significativas en comparacion con el Control. (n=3)

Luego de 48 horas de incubacion con ARQ, en las tres lineas celulares se
registrd una aumento citotoxicidad. Sobre las células L20B y RD se registraron
aumentos en los niveles de LDH desde 11,1 ug/mL de nanovesiculas. Ademas
por RN se determiné una disminucion de la viabilidad de un 90 % para todas las

concentraciones en RD y con 300 pg/mL para L20B y RD (Fig. 6).

En suma, estos resultados mostraron que la citotoxicidad de ARQ fue
dependiente de la concentraciéon y del tiempo de incubacién. La maxima
concentracion que se pudo utilizar sin afectar la viabilidad celular fue de hasta
33,3 ug/ml para L20B y 3T3, hasta 100 pg/mL sobre células L20B y 24 horas de
incubacion.
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Figura 6. Viabilidad celular, determinada por Rojo Neutro y LDH de las lineas 3T3,
L20B y RD luego de 48 h de incubacion con diferentes concentraciones de ARQ y L.
Diferencias significativas en comparacién con el Control. (n=2)

6.4.4 Citotoxicidad de veneno de B. neuwiedii diporus sobre células RD,
3T3yL20B

La citotoxicidad generada por el veneno extraido de serpientes B. neuwiedii
se evaluo luego de 24 horas de incubacion con las lineas celulares L20B, 3T3y
RD. Para esto se determiné si se producia disrupcion de la monocapa celular asi

como los niveles de viabilidad celular determinados por el método de RN.
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Como se muestra en la Tabla 2 la actividad citotoxica del veneno (actividad
+) se observo a partir de concentraciones de 6,5 pg/mL de veneno. A partir de
los valores obtenidos se pudo determinar utilizando el analisis estadistico

Spearman Karber, la dosis citotoxica 50 (DC50) que fue de 2,5 pg/mL.

Tabla 2. Actividad del veneno de B. neuwiedi diporus sobre las lineas celulares RD,
L20B y 3T3 luego de 24 h de incubacion.

Actividad

Concentracién de veneno (ug/mL) Citotoxica

0,049 | 0,098 | 0,195 | 0,391 | 0,781 | 1,563 | 3,125 | 6,25 12,5 25

X
+ |+ [+ |+

X

+ Cambios morfolégicos o inhibicién del crecimiento con una confluencia inferior al 80
% - Monocapa con una confluencia > 80% cambios morfolégicos

Ademas se determind la viabilidad celular por RN; sobre las células L20B
y 3T3. A partir de 3,75 pg/mL de veneno la viabilidad celular disminuyé de
manera significativa y en las células RD a partir de 0,938 pg/mL (Fig. 7). A partir
de la interpolacion de las curvas de viabilidad se determin6 la DC50 para L20B,
3T3 y RD que fueron de 2,803; 3,285 y de 2,589 ug/mL respectivamente. Los
valores obtenidos fueron coincidentes con el resultado de observacion al

microscopio.
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Figura 7. Viabilidad celular, determinada por Rojo Neutro, de las lineas 3T3, L20B y
RD luego de 24 h de incubacion con diferentes concentraciones de veneno de B.
neuwiedi diporus. Diferencias significativas en comparacion con el Control.

6.4.5 Evaluacién de neutralizacion de veneno con nanovesiculas

Se evaluo la capacidad de nanovesiculas ARQ y L para neutralizar la DC50

y dos veces la DC50 del veneno de B. neuwiedi diporus sobre las lineas celulares
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RD, L20B y 3T3. Las concentraciones elegidas para probar la neutralizacion
fueron las maximas permitidas segun los resultados obtenidos de citotoxicidad
de las nanovesiculas solas: hasta 0,03 mg/ml (o 33,3 ug/mL). En la Tabla 3 se
puede observar que ninguna de estas concentraciones, tanto de ARQ como de
L, logré inhibir la actividad del veneno a la DC50. Como la disrupcion de la
monocapa fue superior al 80 % en todos los casos en donde se incubd el veneno

no se realiz6 la determinacién de viabilidad por RN.

Tabla 3. Actividad de veneno de B. neuwiedi diporus sobre las lineas celulares RD,
L20B y 3T3 luego de 24 h de incubacién con nanovesiculas ARQ y L.

ARQ 0,01 | ARQO0,03| LO,01 L 0,03 V25 V5 Actividad del veneno
mg/ml pg/mi

X -
X -
X -
X -
X +
X +
X X +
X X +
X +
X +
X +
X +
X X +
X X +

+ Cambios morfolégicos o inhibicién del crecimiento con una confluencia inferior al 80

% - Monocapa con una confluencia > 80% sin cambios morfoldgicos

Luego se ensay6 la mitad de la DC50 y se aumenté la concentracion de
ARQ a 0,1 mg/ml (ug/mL) solo con la linea celular L20B para la cual esta
concentracion de ARQ no resultd citotoxica. Al observar las células al
microscopio no se registro efecto de actividad del veneno aun en la DC50. Al
cuantificar la viabilidad celular por RN se pudo determinar que el veneno a la
DC50 disminuyé un 25 % la viabilidad y co-incubar con ARQ a 0,1 mg/mL, la
viabilidad aumento6 un 10 %(Fig. 8).
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Figura 8. Viabilidad celular, determinada por Rojo Neutro de la linea celular L20B
luego de 24 h de incubacién con diferentes concentraciones de veneno de B. neuwiedi
diporus y nanovesiculas ARQ. (n=2)

6.4.6 Evaluacién de neutralizacion de veneno con ARQ grandes

En esta seccion se determind la capacidad de neutralizacion de ARQg
sobre la linea celular L20B a 0,5; 1, 2 y 4 veces la DC50 de concentraciones 0,1;
1y 10 mg/mL de ARQg. Ahora, la turbidez del sobrenadante celular resultante
de las altas concentraciones y elevados tamafios de ARQg, impidié observar la
monocapa de células al microscopio. Por el método de RN se pudo determinar
gue ninguna de las concentraciones testeadas ARQg disminuyé la viabilidad
celular. Observamos aqui que una concentracion de veneno de la mitad de la
DC50, gener6 una viabilidad celular de un 30%, mientras que en presencia de
10 mg/ml ARQg, la viabilidad subio al 80 %. A 10 mg/ml ARQg se logré aumentar
un 20 % la viabilidad para la DC50 (Fig. 9).
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Figura 9. Viabilidad celular determinada por Rojo Neutro sobre la linea celular L20B
luego de 24 h de incubacién con diferentes concentraciones de veneno de B. neuwiedi

diporus y ARQg. (n=2)
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6.5 Discusion

En este capitulo determinamos el efecto de esterilizacion por autoclave
sobre la estabilidad estructural de ARQ y L de gran tamafio. La esterilidad de las
formulaciones liposomales es un requisito para su administracion in vivo,
especialmente por ruta sistémica. Como las vesiculas de gran tamafio no podian
ser esterilizadas por filtracion, se aplico la esterilizacion por calor himedo. Esta
técnica a su vez trae ciertas ventajas sobre la esterilizacion por filtracion, en tanto
pueda ser implementada sin inconvenientes sin perder la estabilidad coloidal
de la muestra, ya que a diferencia de la filtracion, elimina contaminantes como
virus y es un proceso mas rapido para la aplicacion a gran escala (Pattni, Chupin,
& Torchilin, 2015).

Observamos que el autoclavado aumento el tamafio de las vesiculas Lg,
pero no el de ARQg (Fig. 3). Estas diferencias en la estabilidad estan
relacionadas con la estructura quimica de cada lipido. Cuando los lipidos
convencionales se exponen a altas temperaturas se genera una transicion de
fase abrupta de la bicapa lipidica desde un estado gel a liquido-cristalino
(Kitayama et al., 2014). Este es el caso de HSPC con una temperatura de
transicion de 53°C. Este cambio puede dafiar las bicapas lipidicas generando
una pérdida irrecuperable por oxidacion, hidrélisis y agregacion (Pattni et al.,
2015). Por otra parte, desde hace varios afios se esta estudiando la estabilidad
de arqueosomas frente a la esterilizacién por autoclave obteniéndose buenos
resultados en términos de estabilidad fisica (Caimi et al., 2017). Esto se puede
explicar porque los arqueolipidos tienen una temperatura de transicion de fase
mucho menor, entre -20 y -15 ° C, probablemente por la presencia de la cadenas
carbonadas ramificadas (Koga, 2012) por lo que no sufren cambios abruptos en

el estado de las bicapa.

Con el objetivo de tener una primera aproximacion sobre la actividad de los
ARQ como posibles inhibidores de PLA2 se trabajo con un kit comercial que mide
la actividad de PLA2 de veneno de abeja. Si bien las fosfolipasas de abeja y

serpientes tienen diferentes estructuras moleculares, utilizan el mismo
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mecanismo de catalisis (Scott et al., 1990) por lo que es valido utilizarla como
modelo de estudio. Los ARQ lograron inhibir la actividad de 0,25 U/mL de PLA2
a partir de una concentracion de 2,5 pg/mL. Esta inhibicidn fue dosis dependiente
hasta 75 pg/mL donde se logro la inhibicion maxima: 30 % menos de actividad
enzimatica. Por otra parte con la misma concentracion de L no se logro disminuir
la actividad (Fig. 4) y recién con 150 pg/mL se registr6 una disminucién de
actividad del 15%. Si bien con los ensayos realizados no se podria establecer
cual es el tipo de inhibicidn, en principio ambas formulaciones bloquearian el sitio
activo de la enzima de manera permanente ya que en ambos casos parte del
sustrato queda sin hidrolizar. Las diferencias observadas entre formulaciones se
podrian explicar por la falta de enlace éster en los arqueolipidos, grupo funcional
clave durante la catalisis (Scott et al., 1990), que evitarian su hidrolisis (Choquet

et al., 1994) haciéndolos més eficientes inhibidores de la enzima.

Para evaluar la capacidad de ARQ de neutralizar el veneno de serpientes
se decidi6 realizar ensayos in vitro sobre lineas celulares. Los ensayos in vivo
requieren de un numero alto de animales para testear cada una de las
actividades toxicas ademas de causarle un considerable sufrimiento al animal al
inducir necrosis, hemorragias internas, edemas y dolor. Sumado a esto, los
ensayos son caros Yy los resultados muchas veces muestran muy poca o nula
correlacién con el envenenamiento en humanos (de Souza et al.,, 2015;
Theakston, Warrell, & Griffiths, 2003). Estos factores fueron tenidos en cuenta
en el trabajo de(Oliveira et al., 2002), donde se evalué en que extension los
ensayos in vitro reflejaban la toxicidad de los venenos de serpiente in vivo. Para
esto compararon sus resultados con los obtenidos previamente in vivo por
(Sanchez et al., 1992). El método utilizado para medir actividad del veneno fue
determinar la citotoxicidad con RN. Mediante este ensayo determinaron la DC50
de varios venenos de serpientes del genero Bothrops incluido B. neuwidi diporus
y los compararon con los valores obtenidos de (Sanchez et al., 1992) para la
DL50 tanto por por inyeccién intravenosa como por intraperitoneal. Encontraron
una correlacion positiva (p<0,001) entre la DC50 y la mediana de la DL50 por
inyeccion intravenosa (R? = 0,7954) asi como para la LD50 intraperitoneal (R? =
0,6453). Por otra parte, no encontraron correlacion entre la DC50 y la actividad
medida por (Sanchez et al., 1992) en términos de formacion de edema, actividad
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necrotizante y generacion de hemorragia. M&s aun, no encontraron correlacion
positiva para algunas especies de Bothrops. Por esta razon advierten que el
reemplazo de ensayos in vivo por ensayos in vitro solo se debe utilizar en el caso

en donde se observe correlacion entre la DC50 y la DL50 (Oliveira et al., 2002).

Antes de llevar a cabo los ensayos de neutralizacion fue necesario
determinar: a) la DC50 del veneno y b) las concentraciones maximas de ARQ y

L solos que no generaran citotoxicidad.

Se midio6 la DC50 del veneno de B. neuwidi diporus sobre fibroblastos L20B,
3T3 y células de rabdomiosarcoma RD. Los valores, que variaron entre 2,589 -
3,285 pg/mL dependiendo del tipo celular usado, fueron ligeramente inferiores a
los reportados por (Oliveira et al., 2002) sobre células Vero (14,4 + 4,26 ug/mL).
La causa de esta diferencia puede ser la variabilidad en la composicion los
venenos que se observa incluso entre venenos de serpientes de la misma

especie. (Sousa et al., 2013).

La citotoxicidad de ARQ fue dosis dependiente. A las 24 horas, Gnicamente
se vio reflejada por el ensayo del colorante vital RN siendo de 33,3 pg/mL para
las células RD y 3T3 y de 100 pg/mL para L20B (Fig. 5). Como la estructura de
la membrana y el metabolismo celular se mantuvieron éptimos, la disminucion
en la captacion del colorante RN se pudo deber a dafios producidos a nivel
lisosomal (Repetto et al., 2008). El aumento en la citotoxicidad a las 48 horas fue
l6gico debido al aumento en el tiempo de exposicion, en este caso si se detectd
lisis de la membrana celular junto con una disminucién de la captacion de RN
(Fig. 6). La combinacion de estos indicadores hace suponer gue la toxicidad a
este tiempo se debe a un efecto citotoxico a nivel general. Tanto las diferencias
de toxicidad entre ARQ y L como el dafio lisosomal a las 24 horas podrian
ser un indicio de una mayor tasa de captura celular. Tanto en este trabajo
(Capitulo 3 Seccion 3.4.4) como en estudios previos de nuestro grupo (Higa et
al., 2012; Perez et al., 2014) ya se habian probado las diferencias de captura de
vesiculas con arqueolipidos sobre L. Ademas como los ARQ son internalizados
por endocitosis via RS (Capitulo 2 Seccion 2.4.7), su acumulacion exacerbada
dentro del sistema endolisosomal podria generar el dafio observado en la

membrana de los lisosomas.
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Una vez obtenidos los valores de CD50 (2,5 pg de veneno/mL) y las
concentraciones de ARQ y L que no generaron citotoxicidad, se tested la
capacidad de las nanovesiculas de neutralizar la citotoxicidad. Los resultaron
mostraron que en las tres lineas celulares testeadas, no se registro ningun efecto
de inhibicion sobre la actividad del veneno hasta 33,3 pg/ml de ARQ y L (Tabla
3). Estos resultados decepcionantes se mantuvieron hasta los 100 pg/ml ARQ,
(Unicamente determinados sobre las células L20B, la Unica de las tres lineas
celulares que no evidencié disminucién de la viabilidad celular con esta
concentracion de ARQ, a las 24 horas [Si bien a las 48 ocurrié una leve
disminucion de la viabilidad celular, la actividad del veneno se determiné a las
24 horas cuando no alcanz6 a manifestarse efecto citotoxico por parte de ARQ)).
En este caso a una DC50 de veneno, la presencia de tal elevada concentracion
de ARQ aument¢ la viabilidad un 10 % (Fig. 8).

Vale la pena sefalar que los tres tipos celulares utilizados son células no
fagociticas. Sus mecanismos de internalizacion abarcan desde endocitosis
dependiente de clatrina, caveolina a macropinocitosis. Los RS-Al/ll pueden
funcionar como receptores endociticos internalizando ligandos a través de
endocitosis dependiente de clatrina o por endocitosis independiente de clatrina
(por ejemplo, dependiente de caveolina) (Zani et al., 2015). Estos mecanismos
endociticos operan internalizando material nanoparticulado de aproximadamente
120 nm, como las nanovesiculas (Yameen et al., 2014). El tamafio promedio de
450 nm de ARQg restringe significativamente su internalizacion por parte de este
tipo de células: ARQg y Lg Unicamente pueden ser fagocitados. El uso de ARQg
como inhibidores de venenos permite utilizar altas concentraciones de vesiculas,
porque al no ser internalizadas, su citotoxicidad se reducird para con aquellas
células que no sean fagociticas. Si bien no se realizaron ensayos de captura
celular esto se pudo corroborar al determinar la citotoxicidad por RN en donde
no se registré disminucion de la viabilidad hasta 10 mg/ml de ARQg (Fig. 9),
mientras que con 300 pg/ml de ARQ con tamafios de 185 nm disminuyo la

viabilidad significativamente.

La mayor concentracion de ARQg elevo la capacidad de las vesiculas para
neutralizar el veneno: a 1,25 pg/mL de veneno (la mitad de la DC50), la viabilidad

fue de ~30 %; al co-incubar esa dosis de veneno con 10 mg/mL de ARQg la
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viabilidad aumenté al ~80%. A una concentracion de veneno de DC50, la
viabilidad celular fue nula; al co-incubar con 10 mg/mL de ARQg, la viabilidad
celular aumento6 al 20 % (Fig. 9). Es importante resaltar que el valor de la DC50
tiene cierta variabilidad; y en los distintos ensayos y repeticiones hubo casos
para los que para 2,5 pg/mL de veneno se registré una viabilidad celular inferior
(Fig 9) o superior del 50 % (Fig. 8). Estos cambios estarian relacionados con la
variabilidad inherente a la preparacion de las suspensiones de veneno que se

utilizan en cada ensayo.

En el trabajo de (de Souza et al., 2015) se correlaciona la actividad de
enzimas PLA2 con la DC50. La actividad de PLA2 se mide con el kit EnzChek®
Phospholipase A2 Assay utilizado en este trabajo. La actividad de enzimas PLA2
que hay en 2 pg de veneno de serpiente es calculada como porcentaje de
actividad tomando como 100 % la actividad de 10 U/mL de PLA2 de veneno de
abeja. A partir de los resultados obtenidos con venenos de diferentes especies
de Bothrops logran determinar que hay una correlacién positiva (R=0,64) entre
la actividad de PLA2 y la DC50. En nuestro caso, utilizando los valores
reportados en el trabajo e interpolando con la DC50 obtenida en las células L20B
(2,8 ug/mL) se podria inferir que dicha cantidad de veneno tendria una actividad
de 9 U/mL de PLA2. Estos valores indicarian que para inhibir un 30 % la actividad
de PLA2 en el extracto de veneno crudo a la DC50, se necesitarian una cantidad
de ARQ cercana a los 3 mg/ml. Si bien la concentracion de ARQ capaz de inhibir
un 20% la actividad del veneno a la DC50 in vitro determinada en este trabajo es
de méas de tres veces ese valor (10 mg/ml), puede decirse que nuestros
resultados son consistentes, ya que en la citotoxicidad del veneno también
cuentan la actividad de toxinas como las SVSPs y LAOs, que también tienen

una correlacion positiva con la DC50 (de Souza et al., 2015).

Si bien resté evaluar la capacidad de neutralizacion de L a una mayor
concentracion, este resultado solo serviria a fines comparativos y para entender
mejor la actividad de los ARQg. Aunque se observé cierta capacidad de L de
inhibir a la enzima PLA2 de abeja, una de las grandes desventajas de utilizar
vesiculas preparadas con fosfatidilcolina de soja es que la enzima puede utilizar

estos lipidos como sustrato, hidrolizarlos y generar precursores inflamatorios que
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obstaculizarian la resolucion del dafio local durante el envenenamiento (Qin, Qiu,
& Zhao, 2014).

Finalmente, los resultados obtenidos en este Capitulo son auspiciosos,
aunque preliminares, por lo que se continuara ensayando la capacidad de las
nanovesiculas para neutralizar venenos en las lineas celulares restantes, 3T3 y
RD. Asi mismo se buscara estudiar otro tipo de actividad como la capacidad anti-
hemolitica in vitro.
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7. Conclusiones generales
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Esta Tesis doctoral comenz6 con la busqueda de una explicacion para la
elevada tasa de captura de arqueosomas (ARQ) preparados en base a
arqueolipidos polares totales (APT), extraidos de la arquebacteria hiperhalofila
no alcalifilica Halorubrum tebenquichense. Cuando analizados cualitativamente
por ESI-MS, los APT resultaron ser una mezcla de 5 estructuras, algunas de ellas
emparentadas: el analogo arqueol [2,3-di-O-fitanil-snglicerol] de fosfatidilglicerol:
PG, el metil ester de fosfatidilglicerofosfato PGP-Me, la cardiolipina BPG
(fosfolipido dimerico con 4 cadenas hidrofobicas analogo glicerol dieter del
bisfosfatidilglicerol: sn-2,3-di-O-fitanil-1-fosfoglicerol -3-fosfosn-di-O-
fitanilglicerol), los arqueoles diglicosil sulfatados [que derivarian del
manosilglucosil-difitanilglicerol (DGD)]: SDGD5 (1-O-[a-D-manosa-(2"-SO3H)-
(1"—>2")-a-D-glucosal-2,3-di-O-fitanil-sn-glicerol), precursor a su vez de una
segunda cardiolipina, la SDGD5PA (2°-SO3H)-Manp-al,2Glcpa-1-1-[sn-2,3-di-
Ofitanilglicerol]-6-[fosfo-sn-2,3-di-O-fitanilglicerol].

Hipotetizamos en un principio, que el residuo manosilado (y sulfatado)
exhibido por SDGD-5 y SDGD-5PA seria responsable de la elevada captura de
ARQ por células que expresaran el RM. Sobre este supuesto, propusimos refinar
la composicion de los ARQ, considerando que aquellos ARQ cuya composicion
arqueolipidica estuviera enriguecida en SDGD-5 y SDGD-5PA, serian
capturados en mayor extension que aquellos con menos proporcién de dichos
lipidos manosilados. El primer afio de trabajo doctoral se centrd entonces en la
puesta a punto de técnicas que permitieran fraccionar eficientemente los LPT a
escala preparativa en el laboratorio, con objeto de aislar y cuantificar fracciones
de SDGD-5 y SDGD-5PA. Sin embargo, al determinar la captura de los ARQ
enriquecidos en SDGD-5, no encontramos aumento alguno respecto de los ARQ
convencionales. Mucho peor aun, ARQ con una elevadisima proporcion de
SDGD-5 pero carentes de la fraccibn PGP-Me, ni siquiera eran capturados por
células J774A1.

Claramente, esos primeros resultados sugerian que la captura de ARQ
estaba mediada por un receptor que al fin y al cabo no estaba relacionado con
la fraccion glicosilada, sino con la carga eléctrica superficial de los ARQ, una de
cuyas principales diferencias respecto de los liposomas preparados en base a

fosfolipidos de origen animal o vegetal, es su gran potencial Z negativo, en el

281



orden de -35 mV. De hecho, los macréfagos son capaces de poner en marcha
mecanismos de captura endocitica de material particulado eléctricamente
cargado, a través de receptores de polianiones. Como se detall6 en el Capitulo
2, los receptores scavenger reconocen un amplio espectro de materia particulada
polianionica, entre ellos-y gracias a la presencia del arqueolipido de doble carga
electrica negativa PGP-Me- los ARC.

Esta vez, la nueva hipétesis fue confirmada a principios del segundo afio
de trabajo: como se detall6 en el Capitulo 2, descubrimos que a diferencia de
ARQ preparados a partir de arqueolipidos con grupos serina extraidos del arquea
metanogena Methanobrevibacter smithii (Gurnani, Kennedy, Sad, Sprott, &
Krishnan, 2004) nuestros ARQ son capturados por SR, especificamente por el
receptor SR Clase Al/ll, y no por SR involucrado en el reconocimiento de
fosfatidilserina (clase B). Esto abri la puerta a futuros desarrollos de estrategias
de targeting activo a macréfagos incorporando la mezcla de LPT a diferentes
tipos de nanoparticulas pobremente endocitadas, como es el caso del trabajo

recientemente publicado por (Higa et al., 2017).

La confirmacion de que los ARQ de Halorubrum tebenquichense son
ligandos naturales de los SRAI/ll nos permitié especular con la posibilidad de
ingenierizar estas nanovesiculas para conseguir prestaciones especiales que se
sumarian al targeting activo sobre determinados grupos celulares. Asi, tres
conceptos claves mediaron la ingenierizacién de los llamados arqueosomas pH-
sensibles (ApH). El primero, dado que los receptores de corticosteroides se
ubican en el citoplasma, que la actividad de todo corticosteroide puede
incrementarse si se aumenta su concentracion citoplasmatica. El segundo, que
la concentracion citoplasmatica de una droga ingresada en el interior de una NP
endocitada, puede incrementarse si la NP posee un mecanismo de escape
endosomal, que permitiera su vuelco masivo al citoplasma. El tercero, que a

mayor endocitosis de NP, mayor cantidad de droga podra acceder al citoplasma.

Una ingenierizacion cuidadosa, donde reemplazamos cantidades variables
de DOPE en la estructura de un nanovesicula pH sensible DOPE:CHEMS, nos
permitic obtener nanovesiculas multifuncionales que combinaban pH
sensibilidad (mecanismo de escape) con mayor captura endocitica (debido al

reconocimiento por SRAI/Il) por parte de células blanco.
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Gracias a la combinacion de las tres propiedades mencionadas, los ApH
demostraron una mayor capacidad para descargar drogas al citoplasma de las
células blanco, que los nanovesiculas clasicos DOPE:CHEMS. Las ventajas
competitivas de ApH sin embargo, no terminaron alli: también hallamos que ApH
sobreviven después de 6 meses de almacenados en suspension acuosa, a la
nebulizacion mediante malla vibratoria, conservando su estructura coloidal y
tamafo, la mayor parte de su contenido acuoso interno, sin ocluir la malla y

recuperandose mas del 60 % de los arqueolipidos tras la nebulizacion.

Por otra parte, en el Capitulo 2 pudieron determinarse los rangos no
citotoxicos de ARQ sobre la linea celular J774A.1, que presenta la mayor tasa
de internalizacion. Sobre estas células no se encontré toxicidad significativa
hasta 50 pg/mL. La muerte celular causada por ARQ seria de tipo apoptotica:
por ese motivo, podria inferirse que in vivo, la letalidad de ARQ no estaria
acompafada por una respuesta adversa del tipo inflamatoria. Como se demostro
en el Capitulo 3y 5, los ARQ en células epiteliales A549 y macréfagos humanos
THP-1 tampoco afectaron el metabolismo celular a dicha concentracion. Lo
mismo ocurrié con concentraciones similares para las células LB20, 3T3 y RD,

como se determiné en el Capitulo 6.

Como detallaramos en el Capitulo 1, la nebulizacién es una técnica de
administracion de material nanoparticulado inhalable cuya principal ventaja
reside en posibilitar que el material nebulizado contacte directamente sobre las
células target. Nosotros seleccionamos como de interés relevante los
macréfagos alveolares inflamados, células que de otro modo no estarian
facilmente accesibles al material nanoparticulado desde circulacién sistémica (ya
gue deberia atravesar el endotelio vascular y la membrana basal alveolar). En
este contexto, los resultados del Capitulo 3 Unicamente mostraron el éxito de
nuestra estrategia de delivery desde un punto de vista biofisico. Tales
resultados, si bien alentadores, no son suficientes como para asegurar que una
formulacion nebulizable de este tipo pudiera tener efecto terapéutico alguno in
vivo. Obtener datos pre-clinicos con significancia predictiva en humanos es
complejo, si se trata de demostrar un efecto anti-inflamatorio. Es pertinente
sefalar, por ejemplo, que la induccién de inflamacion en roedores no tendria mas

valor experimental que para el campo veterinario. De acuerdo a (Harrison,
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2013), y a (Seok et al., 2013) (este udltimo un estudio multicéntrico donde
intervinieron las Universidades de Stanford, Massachusetts, Harvard, Texas,
Rochester Pittsburgh California, Washington, Toronto entre otras), mientras en
humanos, la respuesta inflamatoria frente a diferentes estresores (trauma,
quemaduras, endotoxinas, asi como infecciones) tiende a seguir un camino
comun, en ratones ocurre algo completamente diferente. Sus respuestas no solo
difieren radicalmente de las humanas (en términos de up o down en la regulacion
de genes, entre otras cosas), sino que difiere de acuerdo con el tipo de estrés.
Humanos y ratones difieren en tipos de genes que se activaran, tiempo durante
el cual se expresaran y en ruta rio abajo. Los ratones no son, por lo tanto, el
mejor modelo a utilizar si se quiere testear la toxicidad y ulterior eficacia

terapéutica de estas formulaciones.

Teniendo esto en mente, y dentro de las muchas incognitas que aun podian
develarse mediante un disefio experimental estratégico, decidimos abordar un
estudio biofisico que nos permitiera estimar el impacto que causarian los ApH
nebulizados sobre la delgada monocapa de surfactante pulmonar que recubre
los alveolos pulmonares. La tecnologia de nebulizacion de nanovesiculas esta
en su infancia, y hasta donde sabemos, nunca se inspecciond lo que ocurriria
con la estructura nanovesicular una vez en contacto con la monocapa de
surfactante. Las pocas formulaciones nanovesiculares hoy en fases clinicas
avanzadas, no estan pensadas para delivery a células alveolares. Por lo tanto,
nunca hubo interés en determinar la permanencia de la estructura nanovesicular
una vez atravesado el surfactante: el antibiotico transportado en nanovesiculas
es capturado por bacterias que estan en la superficie de los bronquiolos,
eventualmente envueltas en un biofilm protector y parcialmente responsable de
Su resistencia a la antibioticoterapia convencional. En nuestro caso, existia el
riesgo que la combinacion del estrés de nebulizacion, mas el contacto con el
detergente superficial, tuviera un efecto deletéreo sobre las nanovesiculas
nebulizadas. Si luego de nebulizados, los ApH eran destruidos antes de ser
capturados por las células inmersas en surfactante pulmonar, la estrategia de
escape endosomal y delivery masivo de antiinflamatorio al citoplasma careceria

de sentido alguno.
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Nuestro esquema experimental detallado en el Capitulo 4 mostré que tras
la nebulizacién de una dosis de ApH sobre una monocapa de surfactante
pulmonar que recubria células J774.A1 como modelo de macrofagos alveolares,
al menos una fraccion de ApH permanece estructuralmente estable y capaz de
ejecutar un delivery masivo de drogas hidrosolubles al citoplasma celular.
Nuevamente estos resultados, aunque auspiciosos, deben ser analizados a la
luz de las restricciones impuestas por el modelo experimental: in vivo, la
monocapa de surfactante se encuentra en equilibrio metaestable con multicapas
presentes en la subfase, que son producidas constantemente por las células
epiteliales tipo Il. Nosotros ignoramos por ejemplo, si en nuestro experimento de
nebulizaciéon la monocapa estatica no fue “agotada” por el contacto con el
material nebulizado: las gotas de agua nebulizadas tienen un tamafio en el orden
de los 2-3 um de diametro, e impactan y atraviesan una delgada pelicula de 2-5
nm de espesor. En cada gota se dispersa una pequefa fraccibn de monémero
lipido separada de las nanovesiculas originales por el estrés de nebulizacion. Es
posible que el impacto mecénico de la nebulizacion haya arrastrado o desarmado
la pelicula de detergente sobre las células. Una forma de averiguarlo hubiera
sido medir la presion superficial antes y después de la nebulizacion, cuestion que
no fue posible debido a que el experimento se llevd a cabo en ausencia de un
mecanismo de medida de la presion. In vivo, es posible que la pelicula de
surfactante fuera arrastrada y repuesta por la constante produccion de

monocapa generada por las células subyacentes.

Una segunda seccién de las medidas biofisicas revel6 la existencia de una
perturbacion mutua entre las nanovesiculas nebulizadas y la monocapa de
surfactante. La perturbacion fue bidireccional, probablemente mediada por las
proteinas hidrofébicas del surfactante, y condujo a aumentos de desorden en la
bicapa del surfactante, que dependieron de la naturaleza quimica de las
nanovesiculas, y que fueron maximos para las nanovesiculas que Unicamente
contenian arqueolipidos. Dado que el objetivo central de la nebulizacién es que
las nanovesiculas atraviesen la monocapa de surfactante para ser endocitadas
-en lo posible intactas- por las células subyacentes, la existencia de esta
interaccién-no buscada- sefiala también el peligro adicional que la funcién

detergente de la monocapa de surfactante fuera perturbada por interaccién con
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los ApH nebulizados. En otras palabras, que la nebulizacién indujera la peligrosa
inactivacion del surfactante, una condicion potencialmente letal, que descartaria
Su uso terapéutico. De hecho en los Ultimos afios, una cantidad sustantiva de
trabajos han mostrado que la inhalacién de una multitud de nanoparticulas de
distinta naturaleza quimica (aunque ninguna de naturaleza “blanda”, como las
nanovesiculas estudiadas en este Tesis) induce inactivacién de surfactante a
distintos niveles. (Hidalgo, Cruz, & Pérez-Gil, 2017).

En la Ultima seccion del Capitulo 4 observamos que, en nuestras
condiciones experimentales, la nebulizacién de ApH, lejos de reducir la presion
superficial del surfactante pulmonar, la incrementa. Aunque el disefio de los ApH
se pensO para ejecutar un targeting activo del material inhalable, su impacto
sobre la monocapa de surfactante, podria interpretarse como una mejora de las
condiciones en las que ocurre el intercambio gaseoso, ya que el esfuerzo
muscular respiratorio necesario para expandir la interfase alveolar, se reduciria
transitoriamente al recibir los arqueolipidos. Esto podria generar un efecto
sinérgico que combine por ejemplo actividad antiinflamatoria con mejora en la

actividad del surfactante.

En su conjunto, estos resultados significan que es posible ingenierizar
nanoestructuras blandas capaces de resistir el estrés de nebulizacién tras el
almacenamiento. Por primera vez hemos observado que en principio, se
mantendrian estructuralmente estables luego de nebulizadas, siendo capaces
de atravesar una monocapa de surfactante para desencadenar una entrega
masiva de droga al citoplasma celular tras ser endocitados. EIl rol de los
arqueolipidos ha mostrado ser critico para la preservacion estructural de las
nanovesiculas, para conseguir su targeting y al menos in vitro a como efecto
colateral, al revés que las NP respirables rigidas, para aumentar la

tensioactividad del surfactante pulmonar.

En el futuro, se necesitardn estudios mas profundos para revelar el
verdadero impacto de la nebulizacion de este tipo de formulaciones. Estudios
llevados a cabo en los clasicos “impactores en cascada” usados para predecir la
profundidad a la que accederan las nanoparticulas inhaladas, no son necesario
en casos como este, porgue la particula [nanovesicula] queda englobada en el

tamafio de la gota de agua nebulizada, que a su vez depende del mecanismo de
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generacion de gota del nebulizador. En otras palabras, en tanto se emplee el
mismo tipo de nebulizador (malla vibratoria), el tamafio de la gota nebulizada
sera el mismo; en nuestro caso, lo suficientemente pequefia como para ser
respirable. Otro tipo de estudio, probablemente basado en un modelo
tridimensional de pulmén que pueda ofrecer el adecuado contexto de dialogo
multicelular ante la llegada de agentes externos durante la dinamica de la

respiracion, debera ser desarrollado a futuro.

En el Capitulo 5, nos planteamos continuar con los estudios de
administracion por via inhalatoria, esta vez de un antibiético. La droga elegida
fue el macrdélido azalide azitromicina (AZ), porque es un farmaco que se
administra en enfermedades crénicas, por ejemplo, en el tratamiento de fibrosis
cistica (FQ), enfermedad tipicamente complicada por la formacién de biofilms
bacterianos. En la actualidad hay varias terapias inhalatorias con antibiéticos
aplicables al tratamiento de FQ, pero aun no se han desarrollado formulaciones
inhalables de AZ. Inferimos que esto se deberia a su caracter hidrofobico que
dificulta su nebulizacién, como lo muestra uno de los pocos estudios que hay al
respecto (Hickey, Lu, Ashley, & Stout, 2006). Teniendo en cuenta esto, se
hipotetiz6 que la su formulacion en ARQ podria en principio facilitar su
nebulizacion. Dado que para poder suspenderse en solucidén acuosa, AZ deberia
particionarse en la bicapa lipidica, se decidi6é formularla en ARQ y no en ApH.
Las vesiculas pH sensibles desarrolladas en el Capitulo 3, se disefiaron para
transportar drogas hidrosolubles en su interior acuoso; estas drogas no afectan
el mecanismo de pH sensibilidad. En cambio, la particion de drogas hidrofobicas
en la bicapa, podria afectar drasticamente la pH sensibilidad, ademas de no

desasociarse facilmente a su forma libre.

Debido a su elevada estabilidad estructural, los liposomas conteniendo
colesterol y lipidos de elevada temperatura de transicion de fase son las
formulaciones nanovesiculares a eleccion para administrarse por ruta inhalatoria
(caracteristicas discutidas en el Capitulo 3). Sin embargo, por lo menos
aplicando las técnicas de preparacion utilizada en este trabajo, liposomas de
tales caracteristicas conteniendo AZ, practicamente no pudieron ser nebulizados
satisfactoriamente. La formulacion de AZ en ARQ (AZ-ARQ) por otro lado, es

ideal, dada la elevada estabilidad de estos ultimos. Los resultados del Capitulo
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3 mostraron que la bicapa de ARQ sufre sin embargo un cierto estrés mecanico
frente a la nebulizacién, resultando una pérdida parcial de su contenido acuoso.
Una formulacién de AZ en ARQ, donde AZ permanece particionada en la bicapa,
no correria riesgos de perderse tras una potencial ruptura del ARQ. Al presente
tenemos resultados preliminares, que mostraron que el tamafio, medido por DLS,
no experimenta cambios significativos, salvo un leve aumento del pdi, tras
nebulizarse. En el futuro, la estructura de los ARQ tras la nebulizacién deberia

explorarse mas exhaustivamente, por ejemplo, por crio-TEM.

Respecto a la actividad antimicrobiana de AZ-ARQ sobre S. aureus
planctonico o en biofilms, al momento no encontramos diferencias significativas
entre AZ libre y AZ-ARC o AZ-en liposomas. Si bien varios trabajos con
antibiéticos han reportado mejoras sustantivas al incorporarlos en liposomas,
estos Ultimos suelen ser liposomas catibnicos que pueden asociarse
electrostaticamente a las membranas eléctricamente negativas de bacterias
(Alhariri, Azghani, & Omri, 2013). Sin embargo, se sabe que los liposomas
catiénicos son altamente toxicos para células de mamiferos, dada su elevada
interaccion no especifica con la membrana celular (Sriraman & Torchilin, 2014).
S. aureus fue empleado como microorganismo modelo para hacer los primeros
ensayos de actividad antimicrobiana de las nuevas formulaciones. Su relevancia
en la patologia FQ sin embargo, es menor que la de bacterias gram-negativas P.
aeruginosa, mucho mas peligrosas en virtud de su resistencia y capacidad para
crecer en biofilms. Se encuentran en curso estudios de la eficacia de estas
formulaciones sobre formas plancténicas y en biofilm de este Ultimo

microorganismo.

En el Capitulo 6 exploramos finalmente, una potencial aplicacién de los
ARQ no relacionada con su impacto sobre células involucradas en la funcion
respiratoria, sino con la naturaleza Unica de sus arqueolipidos. En este Capitulo
sentamos las bases de un nuevo concepto para atacar los envenenamientos
causados por yarara (B. neuwidi diporus), consistente en la neutralizacion local
del veneno mediante nanovesiculas. La actividad de los antisueros esta basada
en la neutralizacion del veneno -una coleccion de enzimas capaces de destruir
tejidos y provocar la muerte de la victima-, con anticuerpos policlonales

heterologos. Los antisueros posibilitan que la victima sobreviva a los efectos
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sistémicos del veneno. Sin embargo, no son eficientes para neutralizar el efecto
local, que puede conducir a la perdida de miembro donde ha ocurrido la picadura.
Su produccion y administracion tienen un grado considerable de complejidad,
ademas del riesgo latente sobre personas alérgicas. Gran parte de la actividad
enzimatica es del tipo fosfolipasa A2, capaz de hidrolizar el enlace éster de la
posicion sn2 de los fosfolipidos, y liberar acido araquidonico, precursor de
prostaglandinas y tromboxanos responsables del dolor y gran inflamacién. La
inflamacion hemorragica se acompafa por actividad mionecrotica, también a
cargo de fosfolipasas no hidroliticas. Considerando que el envenenamiento
ocurre como consecuencia de la actividad de enzimas PLA2 no micaelianas, que
necesitan anclarse superficialmente a sustratos como paso previo al inicio de su
actividad, propusimos que los ARQ podrian actuar como “sustratos insensibles”
ala accion de las fosfolipasas. Aunque los ARQ no fueran sustrato de la actividad
PLA2 debido a su naturaleza estructural (esterecisometria y enlaces éteres),
igualmente podrian actuar como punto de anclaje para la misma. Tal anclaje
podria dificultar su salto hacia sustratos sensibles (células de tejidos de la
victima), disminuyendo la fraccion de PLAZ2 libre disponible para atacar, y
reduciendo la cantidad de acido araquidonico liberado. Los resultados descriptos
en el Capitulo 6 no muestran la desaparicion de la actividad de una enzima PLA:2
modelo (apitoxina de abeja), luego de incubarse con diferentes concentraciones
de ARQ, aunque si, una reduccion de su actividad aproximadamente a la mitad.
Un efecto menos pronunciado se encontrd para la incubacién con liposomas
ordinarios. Aungue modestos, estos resultados sugieren que la interacciéon con
nanovesiculas interfiere con la actividad de la fosfolipasa, y que esta interferencia
podria jugar a favor de una futura terapia anti-veneno que complementara la

actual con anticuerpos neutralizantes.

En una segunda etapa, se buscé evaluar de manera mas directa la posible
neutralizacion del veneno de serpiente de B. neuwidi diporus. El modelo elegido
fue medir la actividad citotéxica por el método de RN sobre cultivos celulares in
vitro, de fibroblastos y células tipo musculares RD, ya que esta especie tiene
buena correlacion entre la DC50 generada por el veneno y la DL50 por inyeccion

intravenosa asi como intraperitoneal. Los ARQ a concentraciones altas de 10y
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50 mg/mL y tamafos grandes (>400 nm) mostraron capacidad de neutralizar en

parte la actividad del veneno sobre fibroblastos.

Si bien es demasiado temprano como para extrapolar estos resultados a
un envenenamiento real, ya que se necesitaria seguir evaluando la actividad de
ARQ sobre células del tipo musculares RD y hacer ensayos de hemolisis, son un
fuerte indicio de que los ARQ podrian complementar una terapia con sueros
antivenenos, al disminuir la actividad PLAzy por lo tanto disminuir los efectos

locales que esta enzima produce.
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