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Resumen

En este trabajo se desarrolld6 una construccion supramolecular con el fin de

mimetizar una superficie celular bacteriana de M. tuberculosis utilizando una base
inorganica como acarreador, conocida como silice nanoporosa SBA-15 (Santa
Barbara Amorfo No.15), un potencial vehiculo de vacunacion, especificamente
contra la tuberculosis (TB). Se realiz6 una modificacion en la talla de la base
inorganica SBA-15 haciéndola mas corta (300x500 nm) que en el caso de la sintesis
tradicional el tamafio promedio alcanzado es de 300x800 nm. La SBA-15 se
caracterizé mediante la técnica SEM, con lo que se comprobd que la modificacion
de la sintesis no alteré la estructura tipica de la SBA-15. Posteriormente la SBA-15
se funcionalizé con grupos amino 3-animopropil trietoxisilano (APTES), esto con la
finalidad de modificar la superficie de la SBA-15 y crear sitios activos para la
adherencia de liposomas preparados a partir de lipidos bioactivos. La adherencia
de los liposomas se logré con éxito, generando asi la biomimetizacion de la particula
de SBA-15 al antigeno de M. tuberculosis. Esto se corroboré6 mediante analisis de
EDS, TGA, FTIR, Raman y potencial Z. Para la construccién supramolecular de la
SBA-15 funcionalizada los ensambles se realizaron por etapas, esto es, la SBA-15
funcionalizada fue recubierta con liposomas de fosfatidilcolina (PC) obtenida a partir
de yema de huevo (construccion supramolecular tomada como control). La segunda
construccion supramolecular fue realizada con liposomas de fosfatidilcolina en
combinacion con mandsidos de fosfatidilinositol (PC-PIMs), en donde los mandsidos
de fosfatidilinositol (PIMs) fueron extraidos de la micobacteria. Estos recubrimientos
con liposomas pudieron comprobarse mediante TEM, FTIR y potencial Z. Una vez
listas las construcciones supramoleculares se incubaron en plasma humano durante
24 horas y se comprobaron cambios en las propiedades fisicoquimicas mediante
diversas técnicas de caracterizacién. Ensayos de inmunoabsorcién ligado a enzima
(ELISA) detectaron la presencia de anticuerpos en la bio-corona formada en las

construcciones supramoleculares.

Palabras clave: Vacuna, SBA-15, liposomas, M. tuberculosis, plasma humano.
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Abstract

In this project, a supramolecular construction was developed with the aim of

mimicking a bacterial cell surface of M. tuberculosis using an inorganic base as a
vehicle, i.e. SBA-15 nanoporous silica (Santa Barbara Amorphous-15), a potential
vaccination vehicle, specifically against tuberculosis (TB). A modification was made
in the size of the inorganic base SBA-15 making it shorter (300x500 nm) than in the
case of traditional synthesis the average size reached is 300x800 nm. The SBA-15
was characterized by the SEM technique, which showed that the modification of the
synthesis did not alter the typical structure of the SBA-15. Subsequently, the SBA-
15 was functionalized with amino groups 3-animopropyl triethoxysilane (APTES),
this in order to modify the surface of the SBA-15 and create active sites for adhesion
of liposomes prepared from bioactive lipids. Adhesion of the liposomes was
successfully achieved, thus generating the biomimetization of the SBA-15 particle to
the M. tuberculosis antigen. This was corroborated by the analysis of the potential
EDS, TGA, FTIR, Raman and Z. For supramolecular construction of the
functionalized SBA-15, assemblies were performed in stages, first the functionalized
SBA-15 was covered with phosphatidylcholine (PC) liposomes, which was obtained
from the egg yolk (this supramolecular construction was taken as a reference). The
second supramolecular construction was performed with phosphatidylcholine
liposomes in combination with phosphatidylinositol mannosides (PC-PIMs), where
phosphatidylinositol mannosides (PIMs) were extracted from mycobacteria TB. The
final .construction was checked by TEM, FTIR and Z potential. Once the
supramolecular constructions were ready, they were incubated in human plasma for
24-hours and changes in physicochemical properties were checked using various
characterization techniques. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) detected
the presence of antibodies in the bio-corona formed by the supramolecular

constructions.

Key words: Vaccine, SBA-15, liposomes, M. tuberculosis, human plasma.
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Capitulo 1

Introduccion

La medicina es una ciencia en constante desarrollo en donde continuamente
se demandan mejores tratamientos, que sean mas especificos y eficientes en la
cura de enfermedades, por lo que se han desarrollado nuevas herramientas y
procesos que permiten controlar, modificar, preparar, observar y manipular
estructuras bioloégicas a una escala comparable al tamafio de una célula, la escala

nanomeétrica.

Una rama dentro de la medicina es la Nanomedicina, la cual se define como
la aplicacion de la nanotecnologia para la preservacion y mejora de la salud, que
utiliza estructuras moleculares de tamafio nanométrico, y éstas pueden o no ser
revestidas con moléculas organicas de diferente indole, de manera que se puedan
asemejar algun_componente de nuestro organismo, también conocidas como
particulas biomiméticas, por lo cual pueden interactuar como si fueran parte de un
organismo vivo, pudiendo dirigirse a tejidos o células especificas. Estas particulas
pueden llevar algun cargo especifico, lo cual permite tratar diversas patologias,
manipulando células o moléculas dentro del cuerpo (Andrés D., 2015 y Freitas R.
Jr., 1999). Aprovechando las bondades en tamafo que ofrece el nivel nanométrico
y de los conocimientos que se han alcanzado para la manipulacion molecular de
diferentes sistemas, el uso de la nanotecnologia en el desarrollo de vacunas es
cada vez mayor, ya que éstas se pueden fabricar con propiedades especificas. Esto
es, se puede variar su composicion, tamafo, forma y propiedades superficiales,

permitiendo asi, el desarrollo de nanovacunas. Una de las ventajas que presentan



este tipo de vehiculos es que producen una respuesta inmune efectiva, debido a la
orientacién mejorada y la activacion de respuestas inmunolédgicas. Se sabe que
debe garantizar la estimulacion de los efectos 6ptimos hacia un antigeno y que es
necesaria una entrega sostenida o repetitiva a las células inmunes para activar una
respuesta inmune en el organismo. Por lo que es necesaria la produccién deun
vehiculo de vacunacion, que facilite la entrega de antigenos y que al mismo tiempo
actue como potenciador inmunolégico en las células del sistema inmune (Demento
et al.,, 2009). Sin embargo, las propiedades fisicoquimicas de estos vehiculos

influyen en la interaccién con las proteinas plasmaticas y las células inmunolégicas.

Por lo tanto, en esta investigacion se propone evaluar la interaccion de las
proteinas del plasma humano con una particula disefiada para la administracion de
una vacuna de subunidad contra la tuberculosis, basada en la particula de silice
nanoporosa SBA-15 (Santa Barbara Amorfo No.15) y recubierta con liposomas de
lipidos bioactivos de M. tuberculosis para biomimetizarla. Estos lipidos son
estructuras reconocidas por macréfagos, células del sistema inmune, considerados
uno de los blancos principales de vacunacién, por lo que promoverian una respuesta

del sistema inmune al desplegarse en la superficie de la particula.

1.1 Planteamiento del problema

Actualmente las investigaciones se enfocan en las vacunas de subunidad.
Este tipo de vacuna es mas segura, pura y facil de producir que las vacunas
clasicas. Sin embargo, dependen de adyuvantes que asisten para promover una

respuesta inmune robusta (Peek et al., 2008).

En el desarrollo de vacunas subunitarias ha sido un reto la entrega en
particulas y la capacidad de las particulas para activar la respuesta inmune, lo cual
depende de la interaccidén entre la particula y las células dedicadas a iniciar esta
respuesta, es decir, de las células presentadoras de antigeno. Uno de los

principales tipos celulares presentadores de antigeno son los macréfagos, que



podrian degradar rapidamente la construccion sin desencadenarse los mecanismos
necesarios para una respuesta inmune eficiente. Se han descrito una serie de
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs), capaces de activar sefiales
intracelulares del macrofago y de desencadenar procesos para el desarrollo de una
respuesta inmune. Una alternativa para la activacion de macréfagos es el uso-de
patrones moleculares compartidos por microorganismos patégenos (Mogensen,
2009). Algunos reportes han hecho uso de lipopolisacaridos para este efecto

adyuvante en vacunas basadas en la Nanotecnologia (Demento et al., 2009).

El disefio de vacunas con PAMPs especificos de un determinado patégeno,
y mas particularmente del bacilo tuberculoso, se ha estudiado poco. Por lo tanto, el
disefio de una vacuna subunitaria basada en una particula nanoporosa sintética

debe considerar la integracion de elementos capaces de activar los macrofagos.

1.2 Justificacion

Dentro del cuerpo humano, cualquier antigeno, como una bacteria o una
particula seran reconocidos como algo extrafio por el sistema inmune, y en unos
cuantos segundos seran destruidos por células del sistema inmune (Sompayrac,
2012; Puentes y Saldafia, 2015). Debido a esto se recurre al llamado biomimetismo,
al ser recubierta una particula le permitira desplazarse por el organismo
inadvertidamente (Lopez et al., 2013). Lo cual representa una oportunidad de
aplicacién de la nanotecnologia, debido a que emplea estructuras moleculares de
tamafio. nanométrico, comparable con componentes celulares. Ademas, el
mimetismo a partir de la integracion de lipidos bioactivos provenientes de bacterias
puede generar particulas capaces de ser fagocitadas de una manera mas eficiente
por los macréfagos, y llegar a los nodos linfaticos, donde habitan las células T y B
del sistema inmunoloégico, es decir al sitio blanco de una vacuna. Aunado a esto, se

ha descubierto que los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs, del



inglés pathogen-associated molecular patterns) logran activar una respuesta

inmune y se pueden emplear para generar nuevas vacunas.

En este sentido, se podria desarrollar una particula biomimética capaz de
activar al sistema inmune, y al mismo tiempo encapsular biomoléculas que

funcionen como nanovacunas, eliminando todo riesgo de infeccion.

La silice nanoporosa ha sido ampliamente utilizada para el acarreo de
farmacos Wan et al. (2016), Van Speybroeck et al. (2009), Halamova et al. (2010),
Song et al. (2005), e lzquierdo et al. (2009), han empleado el SBA-15 como
transportador y sistema de liberacion controlada de farmacos debido a propiedades
estructurales y rendimiento, asi como, para el desarrollo de nanovacunas debido a

su biocompatibilidad, bajo costo, facilidad de sintesis y caracteristicas estructurales.

Basado en estas aplicaciones en este trabajo se propone utilizar la SBA-15
pero ahora con fines especificos para un vehiculo de vacunacién contra la
tuberculosis. La motivacion se basa en que la tuberculosis (TB) ocasiona muchas
muertes a escala mundial y que la vacuna actual, bacilo de Calmette-Guérin (BCG)

tiene una baja eficiencia (Pai et al., 2016).



Capitulo 2

Antecedentes

En este capitulo se presentan los temas a tratar en este trabajo, asi como
algunos conceptos y una breve revisidn bibliografica de diversos trabajos

relacionados con el presente trabajo.

2.1 Nanotecnologia

La nanotecnologia se define como el desarrollo de la ciencia y la
tecnologia a niveles atbmicos y moleculares en la escala de 1-100 nm, y se emplea
para crear estructuras, dispositivos y sistemas que tengan nuevas propiedades y
funciones. La manipulaciéon de la materia a esta escala de reducidas dimensiones
provee cambios radicales en las propiedades fisicas y quimicas de la materia,
promovidas porque a esta escala se presentan fenémenos relacionados con la

cuantizacién dela energia y los estados electrénicos.

La nanotecnologia esta cada vez mas presente en la vida diaria, productos
y procesos utilizan la nanotecnologia debido a su potencial para resolver
problemas, como la obtencion de recursos energéticos, descontaminacion de
aguas y alimentos. Es una ciencia emergente multidisciplinaria, en ella participan
fisicos, ingenieros, quimicos, bidlogos, médicos, etc., por lo tanto, lo podemos
encontrar en diversas areas (ver Figura 1), como la industria textil, en la
construccién, elaboracion de cosméticos, la electronica, la energia, vy
particularmente en la medicina, donde se han presentado grandes avances en

aplicaciones diagndsticas y terapéuticas.
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2.2 Nanomedicina

Una rama dentro de la medicina es la nanomedicina, la cual se define como
la aplicacion de la nanotecnologia en las ciencias de la salud, con el objetivo de
preservar y mejorar la salud. Durante la ultima época, la nanotecnologia ha sido
parte de los avances en este campo, debido a la efectividad de la pequefia escala,
esto da lugar a nuevos sistemas de prevencion, diagnéstico y tratamientos
terapéuticos de mayor eficacia que los existentes, y para ello utiliza sistemas

capaces de interactuar a escala celular. Tal es el uso de las particulas como 6xidos



metalicos (SiOz2, TiO2), nanotubos de carbono, nanoparticulas de oro, platino, plata,
etc., ya que pueden imitar y modificar procesos biolégicos que pueden brindar
soluciones a las diversas patologias, ademas de funcionar como vehiculos y
soporte, también estas particulas pueden ser manipuladas fisica y quimicamente,
por ejemplo, la Santa Barbara Amorfo No.15 (SBA-15), objeto de este trabajo, que

se expondra a continuacion.

2.3 SBA-15

La silice nanoporosa Santa Barbara Amorfo No.15, mejor conocida como
SBA-15, es una de las particulas de mayor interés en el area de nanomedicina
gracias a sus innumerables ventajas, como su gran capacidad de almacenamiento
debido a su estructura, alta area superficial, biocompatibilidad, estabilidad térmica,
facilidad de sintesis y bajo costo de produccién. Otra de sus grandes ventajas es
modificar sus propiedades superficiales, como el tamafio de poro (4.6 a 30 nm), el
espesor de pared (3.1 a 6.4 nm), y debido a todas estas propiedades es que se ha
empleado como sistema de acarreo y liberacién controlada de farmacos; asi como,
para el desarrollo de nanovacunas. En la Tabla 1 se listan algunas de las

propiedades morfolégicas importantes de la tipica SBA-15.

Tabla 1. Propiedades morfolégicas de la SBA-15

Propiedad Caracteristica
Estructura Hexagonal
Area superficial 800-940 g/m?
Tipo de poro Canales
Diametro de poro 4.6-30 nm
Volumen de poro 1 cm’/g
Espesor de pared de poro 3.1-6.4 nm

La silice nanoporosa es un material ceramico y se sintetiza mediante el
método sol-gel, utilizando como surfactante el acido pluronic P123, el cual es un
copolimero de tres bloques y consta de dos partes dentro de la misma molécula, un

grupo de cabeza hidrofilico y una larga cola hidrofébica, las cuales se agregan y



organizan de manera que evitan el contacto con sus extremos incompatibles, por lo
que actua como agente director del crecimiento de la estructura de la silice; y con
la adicion del agente precursor inorganico de la silice, el tetraetil ortosilicato (TEOS),
las especies inorganicas interaccionan con los grupos de cabeza hidrofilica del

surfactante, generando asi la estructura hexagonal inorganico-surfactante.

En la etapa de madurado la estructura se consolida y finalmente se elimina
el exceso de surfactante por calcinacién para obtener una estructura hexagonal de

poros uniformes de tipo panal, como muestra el esquema de la Figura 2.
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Figura 2. Mecanismo de la sintesis de la SBA-15. Fuente: Flodstrédm y Alfredsson, (2003).

2.3.1 Empleo de la SBA-15 en la actualidad

La SBA-15 se ha consolidado como uno de los materiales mas verséatiles en
la nanotecnologia, debido a sus propiedades que pueden explotarse en las distintas
areas, como se menciond anteriormente en este capitulo. Actualmente una de las

areas de mayor avance cientifico es la nanomedicina. A continuacion, en la Tabla 2



se mencionan diversos trabajos en lo que se ha empleado la SBA-15 dentro de esta

rama.

Tabla 2. Empleo de la SBA-15 en la actualidad

Autor (es) Descripcion

En este trabajo la SBA-15 fue funcionalizada post-sintesis con grupos amino,
posteriormente fue analizada como matriz para la administracion controlada de
farmacos (ibuprofeno y albumina de suero bovino) antes y después de la
funcionalizacién. Se observé la capacidad de adsorcion y la liberacién, ambas
dependientes de las diferentes propiedades superficiales de la SBA-15.
Respecto al ibuprofeno se determiné una liberacion controlada en la SBA-15
funcionalizada en comparacién con la SBA-15 pura, esto debido a la interaccion
ionica de los grupos carboxilo del ibuprofeno y el grupo amino en la superficie de
la SBA-15. Por otro lado, respecto a la albumina de suero bovino se observé una
adsorcién y liberacion mas favorable debido al equilibrio de interaccién
electrostatica e hidrofilica entre la albumina y la SBA-15 funcionalizada.

Administracion Se investigo la SBA-15 modificada con amino (SBA-NH2) como un posible

de farmacos sistema de administracién de farmacos bifuncional para la cefazolina con
propiedades de liberacion prolongada y mineralizacion. La SBA-15 pura se
sintetizé usando el método sol-gel y la funcionalizacion de la superficie se llevo a
cabo post-sintesis. La SBA-NH2 obtenida se caracterizd por una mayor
Szewczyk y eficiencia de adsorcion de cefazolina con liberacion de farmaco prolongada a 7
Prokopowicz dias en comparacion con el SBA-15 pura. La SBA-15 modificada con amino

(2018) también mostro potencial de mineralizacion después de la inmersion en fluido

corporal simulado (SBF), con la formacién retardada de hidroxicarbonato de
apatita en comparacién con la SBA-15 que no liberd la cefazolina de manera
controlada. También se mostré la formacion de una capa de apatita en la
superficie de la SBA-NH2 que imita los minerales 6seos después de 28 dias en
SBF.

Song et al.
(2005)

Prepararon una enzima inmovilizada mediante la incorporacion de lipasa de
pancreas porcino (PPL, 4,6 nm x 2,6 nm x 1,1 nm) en los canales de SBA-15
similar. Se estudiaron las adsorciones fisicas de PPL en el material SBA-15 con
diferentes valores de pH (pH 5-10) y tiempos (0—36 h). Se determiné que se
puede obtener una alta carga de lipasa (926 mg de enzima por gramo de silice),
pero no concuerda con la alta actividad catalitica. Las maximas adsorciones se
. observaron a pH 6,0 y 3 h. El pH 6ptimo de la hidrélisis de triacetina para la PPL
Lietal (2009) | jnmovilizada y libre fue de 7,0. La PPL inmovilizada mostré una adaptabilidad
mucho mejor de la hidrélisis de triacetina en comparacion con la PPL libre
durante un pH de 6.0-9.0. Mientras tanto, la estabilidad térmica del catalizador y
su reutilizacion se probaron realizando ciclos de reaccion posteriores de
hidroélisis de triacetina. La actividad de la PPL inmovilizada se redujo
rapidamente al 40% de su actividad original después de cinco reacciones
discontinuas sucesivas, porque la PPL débilmente adsorbida se lixivié de los
canales.

Inmovilizacion
de enzimas

Prepararon la SBA-15 con tamafios de poro en el rango de 51-56 A utilizando
copolimeros de blogue no iénicos y utilizados para la inmovilizacién de la enzima
tripsina. Los grupos funcionales tiol, cloruro, amina y acido carboxilico se
adjuntaron mediante siloxipropano a la superficie de la SBA-15 mediante dos
métodos, post-sintesis e in situ. Los grupos fenilsiloxano también se
Humphrey et incorporaron utilizando estos dos métodos. Los solidos resultantes se volvieron
al. (2001) porosos y se usaron para inmovilizar la tripsina, dando una retencion variable de
las moléculas de enzima pero en general mayor que en la SBA-15 no
funcionalizada. Se demostré que los resultantes catalizadores enzimaticos
soportados son catalizadores activos y estables para la hidrélisis de N-a-benzoil-
DL-arginina-4-nitroanilida (BAPNA). Los s6lidos preparados al soportar la
enzima en SBA-15 funcionalizada con tiol preparado por sintesis in situ fueron
los mas prometedores. Y se demostré que la tripsina soportada en SBA-15
funcionalizada con tiol es reciclable.




Vacunas

Rasmussen et
al. (2019)

En este trabajo se presentd el caso particular de la hepatitis B, la formulacion
oral en la SBA-15 en un enfoque viable, ya que es capaz de proteger y liberar el
antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg), utilizado en el esquema de
vacunacion. Ademas, en comparacion con el método de administracion basado
en inyeccion utilizado actualmente, se ha observado una respuesta de
anticuerpos mejor o similar. Sin embargo, la informacién sobre la organizacion
de la proteina antigénica sigue siendo desconocida. Por ejemplo, HBsAg es
demasiado grande para entrar en los poros ordenados de 10 nm de la SBA-15y
tiene tendencia a aglomerarse cuando estéa protegido por el sistema de
administracion. Aqui informan sobre la dependencia del pH de la agregacion de
HBsAg en solucion salina usando dispersion de rayos X de angulo pequefio que
resulté en una optimizacién de las condiciones de encapsulacion. Ademas, la
microscopia de rayos X combinada con tomografia de neutrones y rayos X
proporcion6 informacion 3D completa de la agrupacion de HBsAg (es decir,
aglomeracion) dentro de los macroporos SBA-15. Este método permite la
visualizacion de la organizacion del antigeno en el interior del sistema de
administracion, donde el HBsAg aglomerado coexiste con su contraparte,
inmunologicamente eficaz y distribuida uniformemente. Este nuevo enfoque, que
debe tenerse en cuenta al preparar la formulacién, puede ser de gran ayuda
para comprender los estudios clinicos y avanzar en nuevas formulaciones.

Alves et al.
(2013)

Las vesiculas de membrana externa (OMV) son nanoparticulas liberadas en
medio de cultivo durante el crecimiento meningococico resultante de los pliegues
en una membrana celular externa (evaginaciones) y se han indicado como
objetivo potencial para la produccién de vacunas. Este estudio tuvo como
objetivo analizar el uso de Neisseria meningitidis B2443, como vacuna que
utiliza un proceso de fermentacién semisolido basado en ultrafiltracion para el
aislamiento de estos OMV y también verificar el efecto de las silices (SBA-15y
SBA-16). La preparacion de OMV sigue el método sin la ultracentrifugacion que
se sustituy6 por el método de ultrafiltracion usando un filtro de nitrocelulosis que
muestra un poro de 0.025 um. Para la deteccién de la produccién de anticuerpos
se utilizé el método inmunologico de ELISA y el efecto bactericida en suero
utilizando sueros de ratones inmunizados con OMV y nanoparticulas inorganicas
adyuvantes. Ademas, el uso de la prueba de citotoxicidad se realiz6 en funcién
de la captacion roja neutra para la seguridad del uso de la vacuna asociada en
la linea celular NIH-3T3. Se compar6 con la produccién de OMV de cepas de N.
meningitidis cepas B2443 y C2135. Los resultados mostraron que diferentes
cepas de N. meningitidis tienen una cinética de produccién de OMV de diferente
tiempo y cantidad. El uso de la SBA-15 y SBA-16 como adyuvante a 250 ug
para cada ratén fue suficiente para inducir un aumento de la capacidad de la
vacuna (para otros serogrupos) usando un solo OMV extraido de las cepas
B2443. El estudio mostr6 que la metodologia utilizada para la produccion de
OMV es ventajosa desde el punto de vista de la cantidad, el costo y el uso de
esta nanoparticula biolégica. Tanto la silice SBA-15 como la SBA-16 utilizadas
en este trabajo fueron capaces de aumentar el reconocimiento del anticuerpo
contra diferentes cepas que N. meningitidis mostré usando el OMV extraido de
una Unica cepa vacunal.

2.4 Vacunas

La vacunacion es una parte importante de la salud publica, ya que gracias

a las vacunas se ha logrado erradicar, prevenir y controlar enfermedades

contagiosas y mortales.

Las vacunas son productos biolégicos compuestos por microorganismos

destinados a generar una respuesta inmune, cuando el cuerpo detecta los
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microorganismos invasores (antigenos) estimula la produccién de anticuerpos que
actuaran como defensas cuando entren en contacto con el microorganismo que
produce la enfermedad para asi evitar la infeccion y la propagacion. Y si en alguna
otra ocasion el cuerpo se encuentra expuesto al antigeno el cuerpo lo combatira y

sera inmune a la enfermedad.

Existen tres tipos de vacuna: la viva o atenuada, muerta o inactiva, y de
subunidad. La vacuna viva o atenuada consiste en debilitar al patégeno pasandolo
a través de una serie de cultivos celulares o embriones animales, el patégeno crece
en serie, y con cada pasada mejora su replicacion en los cultivos o los embriones,
por lo que va perdiendo la capacidad de reproducirse en células humanas, hasta
que pueda usarse en una vacuna, porque entonces ya no podra replicarse lo
suficiente como para provocar la enfermedad, sin embargo, aun podra ser
reconocido por el sistema inmune y provocar la respuesta para que pueda proteger
en contactos posteriores al patégeno. Por otro lado, existe riesgo de mutaciones
que podrian surgir si el patégeno de la vacuna llegara a reproducirse en el cuerpo y
generar una cepa mas resistente. La vacuna muerta o inactiva consiste destruir la
capacidad del patégeno para replicarse, esto se hace mediante la aplicacion de
calor o productos quimicos, pero de tal manera que el sistema inmune aun pueda
reconocer al patégeno. Por lo tanto, el patégeno no puede replicarse en absoluto ni
crear una cepa mas resistente. Sin embargo, este tipo de vacunas brida proteccion
por menos tiempo que en el caso de la vacuna viva o atenuada, por lo que se
requeriria de algun refuerzo posteriormente. Y por ultimo estan las vacunas de
subunidad, estas consisten en tomar sélo fragmentos del patégeno y presentarlos
como antigeno, por lo que es mas segura y sencilla de producir. Sin embargo, existe
la posibilidad de no tener una respuesta inmune efectiva, por lo que este tipo de
vacunas necesita de adyuvantes o potenciadores inmunoldgicos para crear una

respuesta inmune robusta, sostenida y repetitiva.

A continuacion, se presentan en la Tabla 3 diversas vacunas que se han

desarrollado especificamente para combatir la tuberculosis.
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Tabla 3. Prototipos de vacunas desarrolladas en la actualidad

Autores

Material

Naturaleza de
la vacuna o
antigeno

Animal/Ruta/Dosis

Descripcion

Zhu et

(2007)

Microesferas
de quitosano

Proteina/Fusion
de proteinas

Hambras de ratén
C57BL/6 /
Subcutanea/ Tres
dosis (semana 1, 3
y 9)

Para desarrollar un nuevo sistema de
administracion de la vacuna de subunidad de
tuberculosis prepararon microesferas de
quitosano biodegradables y se utilizaron para
administrar una proteina de fusion, Ag85B-
MPT64 (190-198) -Mtb8.4 (AMM para abreviar),
hecha de tres genes de Mycobacterium
tuberculosis. Las microesferas cargadas de AMM
se caracterizaron primero por su morfologia,
tamario, potencial zeta, eficiencia de carga y
liberacion in vitro. Se inmunizaron ratones en las
semanas 1, 3y 5 por via subcutanea con AMM
formulado en microesferas de quitosano. Tres
semanas después de la ultima inmunizacion, se
examinaron las respuestas inmunes humorales y
mediadas por células. Se demostr6 que las
microesferas unian AMM de manera eficiente
(eficiencia de carga > 99%). Después de la
administracion subcutanea se produjeron niveles
altos de IFN-gamma. Los niveles de IgG
especifica de Ag85B (H + L), IgG1 e IgG2a en
sueros de ratones inmunizados con AMM en
microesferas de quitosano también fueron altos.
Estos resultados indicaron que las microesferas
de quitosano cuando se usan como vehiculo para
la proteina de fusién AMM podrian provocar
fuertes respuestas inmunes humorales y
mediadas por células.

De
Paula et
al.
(2007)

Microesferas
de PLGA

DNA

Ratones y
conejillos de indias
/ Intramuscular /
Tres dosis con
intervalos de dos
semanas

Para inducir respuestas inmunes protectoras y
terapéuticas contra la tuberculosis
coencapsularon el ADNhsp65 y el adyuvante
trehalosa dimilato (TDM) en microesferas de poli
(acido-lactico-co-glicélico) (PLGA)
biodegradables. También se desarrollaron una
formulacion de vacuna de refuerzo principal de un
solo disparo basada en una mezcla de dos
microesferas PLGA diferentes, que presentan una
liberacion mas rapida y lenta de DNAhsp65 y la
proteina hsp65 recombinante, respectivamente.
Estas formulaciones se probaron en ratones y en
conejillos de indias en comparacion con la
eficacia y la toxicidad inducida por la preparacion
de ADN desnudo o BCG. La formulacién de
refuerzo Unico de un solo disparo present6
claramente una buena eficacia y una patologia
pulmonar disminuida tanto en ratones como en
conejillos de indias.

Lima et

(2003)

Microesferas
de oro

DNA

Ratones BALB/c /
Pistola génica e
intramuscular / Tres
dosis con intervalos
de dos semanas

En este trabajo determinaron un mejor método de
introduccion de hsp65 (gen que codifica la
proteina micobacteriana) para la eficacia de la
vacuna contra la tuberculosis, evaluaron la
inmunogenicidad y la proteccion del ADN-hsp65
administrado por bombardeo con pistola génica o
inyeccion intramuscular de ADN desnudo.
Obtuvieron como resultado que la inmunizacién
por pistola génica indujo una respuesta inmune
con dosis de plasmido 100 veces mas bajas que
las requeridas para la inmunizacion
intramuscular. Sin embargo, en contraste con la
inmunizacioén intramuscular, que fue protectora en
estos estudios, la inmunizacion con pistola génica

12




no protegié a los ratones BALB/c contra la
infeccién por provocacion.

Wang et

(2010)

Liposomas

DNA

Ratones C57BL /6
/ Oral / Tres dosis
con intervalos de

dos semanas

Para aclarar que la vacuna de ADN encapsulado
en liposomas funciona eficazmente como un
sistema de administracién de vacunas para
evocar respuestas inmunes intestinales de la
mucosa, en este trabajo se construy6 un ADN de
Mycobacterium pcDNA3.1 (+) (vector de
expresion) / Ag85A y se encapsul6 en un
liposoma. Se observé que el antigeno de proteina
Ag85A se expresaba sustancialmente en el
epitelio, las células microfold (células M), las
células dendriticas (DC) y los parches de Peyer
(pp) del intestino delgado, respectivamente,
después de la administracion oral en ratones 3
veces con intervalos de 14 dias. Los datos
indicaron que la vacunacion oral con el ADN
liposomal-pcDNA 3.1 (+) / Ag85A es capaz de
inducir respuestas inmunitarias humorales y
celulares de la mucosa especifica de antigeno.
Especialmente, el compartimento celular en el
epitelio del intestino delgado juega un papel clave
en la regulacion de la respuesta inmune para
eliminar la tuberculosis. Estos hallazgos tienen
una comprension importante y posibles
implicaciones para el disefio de nuevas
estrategias basadas en la vacuna oral de ADN
sobre la regulacion de la respuesta inmune en la
proteccion contra la tuberculosis. Es claramente
necesario un estudio adicional para mejorar la
efectividad de las vacunas de ADN Ag85A contra
la TB en comparacién con BCG.
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De la
Torre et
al.
(2009)

Liposomas

DNA

Ratones BALB/c /
Intramuscular /
Cuatro dosis con
intervalos de dos
semanas

Presentan un estudio comparativo de las
propiedades fisicoquimicas, la citotoxicidad in
vitro y la produccién de anticuerpos in vivo de
ADN con complejos de superficie en liposomas
EPC Egg Phosphatydilcholine) / DOTAP (1,2-
oleoil-3-trimetil amonio propano) / DOPE (L-a-
dioleoil fosfatidil dietanol amina), 50/25/25%
molar, respectivamente, y DOTAP / DOPE
(50/50% molar). El estudio tuvo como objetivo
correlacionar el comportamiento biolégico y las
propiedades estructurales de los portadores de
lipidos. Usaron DNA-hsp65, cuya accién desnuda
como vacuna genética contra la tuberculosis ya
ha sido demostrada. Ademas, el ADN-hsp65 con
complejo de superficie en liposomas EPC /
DOTAP / DOPE (50/25/25% molar) fue eficaz
como una vacuna antituberculosa de dosis Unica.
Los resultados obtenidos mostraron que la
inclusion de EPC estabilizé la estructura DOTAP /
DOPE, produciendo una temperatura de fusion
mas alta y un potencial zeta mas bajo. Se
identificaron semejanzas en las morfologias en
ambas estructuras, aunque una fraccion mayor
de ADN cargado no se uni6 electrostaticamente
en EPC/DOTAP / DOPE. EPC también indujo
una importante reduccion en la citotoxicidad,
similar al DNA-hsp65 desnudo. La respuesta
inmune adecuada conduce a una produccién de
anticuerpos del isotipo IgG2a, incluso para el
DOTAP / DOPE citotoxico. Sin embargo, la
produccion de anticuerpos se detecto a los 15y
30 dias para DOTAP / DOPE y EPC / DOTAP /
DOPE, respectivamente. Por lo tanto, la
produccion de anticuerpos in vivo no se
correlaciona con la citotoxicidad in vitro ni con la
estabilidad estructural sola. El efecto sinérgico de
la estabilidad estructural y la union electrostatica
del ADN sobre la superficie de las estructuras
explican los efectos inmunolégicos. Al ajustar la
composicion para generar el empaquetamiento
adecuado y la interaccion catiénica de lipidos /
ADN, permitieron la optimizacion de las
formulaciones de liposomas para la inmunizacion
requerida o la terapia génica. De manera
especifica, los resultados contribuyen a los
estudios sobre la terapia de tuberculosis y la
vacunacion.

14




Sosunov
etal.
(2007)

Liposomas

Péptido

Ratones
C57BL/6JCit (B6) /
Intravenosa /
Diariamente
durante 5 dias

Las bacteriocinas (Bcn) son péptidos naturales
que son secretados por varias bacterias
taxonémicamente distantes y ejercen actividad
bactericida contra otras especies bacterianas. En
este estudio se evalué su capacidad para inhibir
el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis
H37Ryv virulento. Se aislaron y purificaron cinco
Bcn diferentes de sobrenadantes de cultivo
bacteriano, se determin6 su secuencia de
aminoacidos y se evalu6 la actividad contra
micobacterias en tres modelos diferentes: cultivos
de micobacterias in vitro, infeccién in vitro de
macroéfagos de raton e infeccion de dosis altas in
vivo de ratones endogamicos. En el modelo in
vitro, cuatro de cada cinco Bcn exhibieron una
actividad antimicobacteriana mas fuerte que
concentraciones iguales de un antibiotico
antituberculoso ampliamente utilizado, la
rifampicina. Estos Ben no eran toxicos para los
macro6fagos de raton a una concentracion de 0.1
mg / L. Pura Ben no inhibié el crecimiento de
micobacterias dentro de los macréfagos cuando
se agregé a 0.01-0.1 mg / L, lo que sugiere que a
concentraciones fisioldgicamente tolerables estas
moléculas no penetran a través de la membrana
de las células eucariotas. Sin embargo, cuando
se administra como un complejo con liposomas
de fosfatidilcolina-cardiolipina, Bcn5
(seleccionado como compuesto modelo debido a
su citotoxicidad y actividad antimicobacteriana)
demostrd capacidad tanto para inhibir el
crecimiento intracelular de M. tuberculosis como
para prolongar la supervivencia de los ratones en
un modelo de tuberculosis aguda. Dado que el
mecanismo de la actividad bactericida de Bcn
difiere del de todos los antibiéticos de uso comun,
su posible participacion en terapias complejas de
TB merece un estudio mas profundo.
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Meerak
et al.
(2013)

Nanoparticulas
de quitosano

DNA

Ratones BALB/c /
Subcutanea y
refuerzo intranasal
/Tres dosis, una
subcutanea y dos
intranasales de
refuerzo con
intervalos de dos
semanas

Las vacunas de ADN son una nueva generacion
prometedora de vacunas que pueden provocar
una respuesta inmune usando ADN codificando el
antigeno de interés. Sin embargo, la eficacia de
estas vacunas todavia necesita ser mejorada. En
este estudio investigaron el efecto de la autofagia,
el cual es un mecanismo esencial para la
supervivencia celular y para mantener la
homeostasis celular durante el estrés a través de
la descomposicion de componentes citosélicos y
organulos dafiados para analizar el aumento de la
eficacia de una vacuna de ADN candidata contra
Mycobacterium tuberculosis (MTB). Se empled
quitosano de bajo peso molecular para
encapsular el ADN plasmidico que contiene un
gen que codifica el antigeno MTB 85B (Ag85B)
para inducir la autofagia tras la vacunacion con
ADN. Para ello coencapsularon el plasmido que
contiene Ag85B con un plasmido codificador. Los
plasmidos encapsulados por particulas de
quitosano se usaron para la inmunizacion
subcutanea y como refuerzo intranasal en
ratones. Después de la vacunacion de refuerzo,
se midio la respuesta inmune humoral en los
sueros de los ratones. La vacuna de ADN con la
construccién inductora de autofagia produjo
niveles de anticuerpos especificos de Ag85B
significativamente mas altos que el grupo de
control tratado con el plasmido Ag85B solo. Con
base en la evidencia presentada, concluyeron
que incorporar un elemento inductor de autofagia
en una vacuna de ADN puede ayudar a mejorar
la respuesta inmune.

Aguilo et
al.
(2015)

MTBVAC

Viva atenuada

Ratones recién
nacidos C57 / BL6 /
Intranasal / Dos
dosis con intervalo
de cuatro semanas
/

MTBVAC es la primera y Unica vacuna viva
atenuada basada en un aislado humano de
Mycobacterium tuberculosis desarrollado como
estrategia de reemplazo de BCG en recién
nacidos que ha entrado en los primeros ensayos
clinicos en adultos humanos. En este trabajo,
caracterizaron la seguridad, inmunogenicidad y
eficacia protectora de MTBVAC en un modelo de
ratones recién nacidos. Los datos indican
claramente que MTBVAC es seguro para ratones
recién nacidos y no afecta el crecimiento de los
animales o el desarrollo de 6rganos. Ademas, los
ratones vacunados con MTBVAC al nacer
mostraron una inmunogenicidad mejorada y una
mejor proteccion contra el desafio de M.
tuberculosis en comparacién con BCG.

2.4.1 Patrones Moleculares Asociados a Patogenos (PAMPs)

Recientes investigaciones han sugerido que una alternativa en el disefio de

vacunas para lograr la activacion de macréfagos del sistema inmune es el uso de

patrones moleculares compartidos por microorganismos patéogenos (PAMPs, del

inglés Pathogen Associated Molecular Patterns), capaces de activar sefales

16




intracelulares y de desencadenar procesos para el desarrollo de una respuesta
inmune, ya que el sistema inmune cuenta con receptores especializados en la
deteccién de patdogenos tales como bacterias y virus llamados receptores que
reconocen patrones (PRRs). Estas proteinas se expresan en células presentadoras
de antigeno como las dendriticas y macrégafos, y son un punto clave en el sistema

inmune innato. Los PRRs se clasifican en cuatro tipos:

- Receptores tipo Toll (TRL)

- Receptores tipo NOD (NLR)

- Receptores de lectinas tipo C (CLR)
- Receptores tipo RIG-1 (RLR)

Estos se localizan estratégicamente en la membrana celular (ver Figura 3),
donde hacen el reconocimiento de bacterias, en el endosoma, donde reconocen

invasores intracelulares como virus, y en el citoplasma.
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Figura 3. Esquema de la ubicacion de los PRRs en la membrana celular. Fuente: Zaru (2018).
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Hasta el momento se conocen en mamiferos 11 tipos de TRLs, cada uno
especializado en el reconocimiento de PAMPs de bacterias, hongos, parasitos y
virus:

- TRL1, 2, 4 y 6 unen lipidos bacterianos

- TRL3, 7 y 8 detectan ARN viral

- TRL9 reconoce ADN bacteriano

- TRL5y 10 detectan proteinas bacterianas o de parasitos

Cada TRL adapta la respuesta inmune a el tipo de patégeno que reconoce
(Zaru, 2018), por lo que una estrategia en el desarrollo.de nanovacunas es el
despliegue de PAMPs en la superficie. Algunos autores. como Willey et al. (2012)
han sugerido el empleo de vesiculas como los liposomas que contengan PAMPs de
tal forma que la presentacion del antigeno ocurra en un contexto biomimético (Lépez
y Valdemar, 2018), y asi asegurar la activacién del sistema inmune innato. En la

Figura 4 se muestra el esquema de respuesta de este principio.
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Figura 4. Esquema de la respuesta inmune empleando PAMPs. Fuente: Lopez y Valdemar (2018).

2.5 Liposomas

El uso de liposomas en la actualidad es amplio, uno de los usos mas

relevantes es la administracion de medicamentos y moléculas debido a su
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funcionalidad y versatilidad que le proporcionan su centro acuoso, multicapas,
forma, etc., como se pudo observar anteriormente en este capitulo (ver seccion 2.4).
Esos sistemas son vesiculas esféricas formadas por un nucleo acuoso y rodeadas
por una bicapa de fosfolipidos, como se muestra en la Figura 5. Los fosfolipidos
cuentan con una cola hidrocarbonada e hidrofobica, y una cabeza polar hidrofilica,

que ayudan a crear esa estructura de bicapa.

fosfolipido
i Sopve
Iposoma hldmﬂc}\ o\q %00 o % o cabeza polar
oy °o
e ©
- o g - region apolar
° )
o (-]

ooo © interior
hidrofébico

Figura 5. Esquema de la formacién del liposoma. Fuente: Diaz (2011).

Se pueden producir liposomas de tamafo variado, por lo cual se les pueden
dar diferentes aplicaciones. En la Figura 6, se pueden apreciar los tamafios en lo
que se pueden variar los liposomas y el nombre que se les asigna, para vesiculas
de 1 a 5 micras se les conoce como MLV (del inglés Multilamellar Large Vesicles),
de 80 a 400 nm se les conoce como LUV (Large Unilamellar Vesicles) y por ultimo
estan los SUV (Small Unilamellar Vesicles).

1-5um O O 80-400nm O  30-40nm
O -

' (@)
o
- O

MLV LUV SUV

Figura 6. Tipos y tamafios de liposomas. Fuente: Diaz (2011).
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Los liposomas tienen la ventaja de fusionarse con otras bicapas, como la
membrana celular, lo que permite la liberacion de su cargo al interior de una célula

en regiones especificas del organismo a lo largo de cierto tiempo (Diaz, 2011).

2.6 Particulas en el organismo

El destino de una particula en el interior de un organismo depende de la
respuesta del hospedero (L6pez y Valdemar, 2018). Para aplicaciones biomédicas,
el reconocimiento de éstas por el sistema inmune constituye uno de los principales
problemas, ya que el sistema inmune reconoce facilmente y destruye el material
extrafo (antigenos) que entra en la circulacion del cuerpo en cuestion de segundos.
Ademas, otro evento que influye en el destino de la particula es la formacién de la
llamada bio-corona de proteinas (ver Figura 7), ya que al entrar la particula al
organismo interactua con las moléculas presentes en los fluidos biologicos y éstas
pueden llegar a alterar las propiedades fisicoquimicas de las particulas
drasticamente. También, en este sentido, se han desarrollado particulas inspiradas

en la naturaleza, llamadas particulas biomiméticas.

Proteinas plasmaticas
&®
8y

&

Particula Particula-Biocorona

Figura 7. Esquema de la formacion de la bio-corona. Fuente: Modificado de Corbo et al. (2016).

2.6.1 Biomimetismo

Hoy en dia se han desarrollado materiales biomiméticos, estos imitan
estructuras y funciones bioldgicas, ya que, en ausencia de camuflaje, las particulas
interactuan con proteinas de la sangre que reducen drasticamente la vida media de

la particula (Banu et al., 2014). Por lo tanto, para evitar una rapida destruccion es
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necesario el mimetismo, para asi evitar ser reconocidas al instante y puedan llegar
a cumplir su objetivo dentro del organismo. Como se menciond anteriormente, el
empleo de liposomas con fines médicos ha sido altamente estudiada, debido a que
este tipo de sistemas se asemeja a una membrana celular, ya que cuenta con capas
lipidicas que funcionan como interfases separando un interior acuoso de un-exterior
también acuoso, ademas, los componentes lipidicos son comunes en todos los
seres vivos, por lo tanto, los liposomas pueden ayudar a biomimetizar una particula

dentro del organismo.
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Capitulo 3

Hipotesis

El plasma humano contiene proteinas capaces de adherirse a todo tipo de
superficies; de ocurrir, la unién de proteinas plasmaticas sobre una construccion
supramolecular, disefiada para vacunacién, provocara cambios drasticos en sus
propiedades superficiales, lo cual tendra un efecto critico sobre la interaccion

particulas y las células.
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Capitulo 4

Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar la influencia del plasma humano sobre las propiedades
superficiales de una construcciéon supramolecular, disefiada para activacion de

células del sistema inmune, basada en silice nanoporosa y lipidos bioactivos.

4.2 Objetivos especificos

e Sintetizar SBA-15 corta mediante el proceso de sol-gel.

e Sintetizar liposomas unilaminares grandes (LUVs) a partir de lipidos de M.
tuberculosis.

e Obtener una estructura biomimética basada en particulas nanoporosas
SBA-15, y ‘que despliegue en su superficie lipidos bioactivos de M.
tuberculosis.

e Caracterizacion de la estructura biomimética.

e Analizar los efectos en la superficie de la particula biomimética con la
formacion de la bio-corona sobre la estructura cuando ha sido expuesta a

plasma sanguineo.
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Capitulo 5

Material y Metodologia

5.1 Sintesis de la silice nanoporosa SBA-15

En el presente trabajo se emplea la metodologia desarrollada por Flodstrém
y Alfredsson (2003) para la sintesis de la SBA-15, en donde se utiliza como agente
director de la estructura el surfactante Pluronic-P123, el cual se disuelve en una
solucion de acido clorhidrico (75 ml) 4M .y agua desionizada (112.5 ml), con
agitacion constante a 35°C. Una vez disuelto el P123, se inicia el proceso de sol-
gel mediante la adicion del precursor.de la silice, el tetraetil ortosilicato TEOS (8
ml). Esta reaccidén se realiza por 24 horas a 35°C y con agitacion constante.
Transcurridas las 24 horas se efectua el proceso de madurado, colocando el gel
obtenido en un recipiente de polipropileno (PP), se tapa y se coloca en la mufla
durante 24 horas a una temperatura de 80°C sin agitacién. Al terminar se deja
enfriar y se recupera el sélido por filtracion. Se seca a temperatura ambiente y
posteriormente a 110°C por 18 horas a una rampa de calentamiento de 2°C/min.
Finalmente, se calcina a 550°C por 4 horas a una rampa de calentamiento de
1°C/min. Enla Figura 8 se muestra un esquema del proceso de sintesis de la SBA-
15.
fe A
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Figura 8. Diagrama de la sintesis de la SBA-15.
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5.2 Funcionalizacion de la SBA-15

Una vez obtenida la SBA-15 se funcionaliza con grupos amino, como lo
describe Hernandez et al. (2012). La SBA-15 (2.3 g) se dispersa en una solucion de
3-aminopropil trietoxisilano (APTES, 2.9 ml) precursor de los grupos funcionales -
NHz en etanol (31 ml). La cantidad de APTES se calcula para obtener 0.3 moles de
APTES por cada mol de TEOS. La reaccion se realiza a temperatura ambiente por
60 minutos. Posteriormente, se adiciona agua desionizada (44 ml) y se mantiene en
agitacion por 60 minutos mas. Se recupera el sélido por filtracién y se deja secar a
temperatura ambiente, y posteriormente a 110°C por 18 horas. En la Figura 9 se

muestra un esquema de la interaccion de la SBA-15 con el grupo amino.

-

- NH,

Figura 9. Esquema de la funcionalizacién de la SBA-15 con el grupo amino. Fuente: Doustkhah et al. (2019).

5.3 Preparacién de liposomas

Los lipidos son suspendidos en agua a una temperatura de 50°C (1 mg/ml),
pasando la suspension varias veces a través de una jeringa con aguja calibre 23,
asi obteniendo los liposomas multilaminares grandes (MLV). Una vez terminado
este proceso, los liposomas son filtrados 9 veces a través de un filtro de 0.4 ym a
fin de extruir la muestra y obtener liposomas unilaminares grandes (LUV), los
liposomas se mantienen en refrigeracion a 4°C, en la Figura 10 se esquematiza el

proceso de preparacion de liposomas.
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Figura 10. Esquema de preparacion de liposomas.

5.4 Preparacion de particulas biomiméticas

Las particulas de SBA-15 aminadas son incubadas con los liposomas para la
obtencion de la particula biomimética. Para ello se agregan en la misma proporcion,
miligramos de SBA-15 aminada y mililitros de liposomas (1:1). Luego se incuba a

temperatura ambiente por 20 minutos con agitacion ocasional.

Pasados los 20 minutos se centrifuga a 4000 rpm durante un minuto. Se
extrae el sobrenadante y se suspende el pellet en tantos mililitros de agua destilada
estéril como al inicio. Se refrigera a 4°C. Todo este procedimiento se lleva a cabo
en condiciones de esterilidad en campana de bioseguridad. Posteriormente estas

particulas biomiméticas se ponen en contacto con el plasma humano.

5.5 Incubacion de particulas en plasma humano

Se procede a centrifugar plasma a 14000g por 5 minutos en un tubo Falcon,
enseguida se depositan 500 ul del plasma centrifugado en una placa de cultivo
estéril con 24 pozos y se agregan 500 pl de la suspension de SBA-15 recubierta de
liposomas a una concentracién 2 mg/ml y se incuban durante 24 horas a 37°C. Este
procedimiento se realiza en condiciones estériles, utilizando material esterilizado en

autoclave y manipulando dentro de una campana de bioseguridad.

Pasadas las 24 horas de incubacién se procede a remover la bio-corona

suave de las construcciones supramoleculares. Para ello se toman las
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suspensiones que se encontraban en los pozos y se trasvasan a tubos eppendorf
estériles, se centrifugan a 13000 rpm durante 5 minutos a 4°C, se extraen con
cuidado de la centrifugadora y se lleva a la campana de bioseguridad para retirar el
sobrenadante, se agrega PBS 1X estéril para el lavado, se hacen tres lavados. Al
final se resuspenden las construcciones en PBS 1X y se trasvasan a otro tubo

eppendorf.

5.6 Técnicas de caracterizaciéon
Se emplean diversas técnicas de caracterizacion en este trabajo, como son:

e Difraccion de Rayos X (XRD).

e Termogravimetria (TGA).

e Microscopia electronica de barrido y espectrometria de dispersion de energia
de Rayos X (HRSEM-EDS).

e Microscopia electronica de transmisién (TEM).

e Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR).

e Espectroscopia micro-Raman.

e Potencial Z.

e Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA)

A continuacion, se presenta una breve explicacién de cada técnica empleada.

5.6.1 Difraccion de Rayos X

Este analisis se llevé a cabo en un difractémetro Rigaku, modelo Ultima IV, a
bajos angulo para confirmar que la estructura de la SBA-15 no es afectada al hacer
la modificacién en la sintesis para hacerla mas corta y tampoco al incorporar el
grupo amino APTES a su superficie. En este tipo de analisis no es necesario hacerle

nada a la muestra.
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5.6.2 Termogravimetria

El analisis de termogravimetria (TGA) se emple6 para ayudar a determinar
las moléculas presentes en la superficie de la estructura a partir de las temperaturas

de degradacion.

Mediante esta técnica se analizaron la SBA-15 y la SBA-15 aminada.

5.6.3 Microscopia Electronica de Barrido y Espectrometria de
Dispersion de Energia de Rayos X (SEM-HR-EDS)

Mediante esta técnica se analizaron las estructuras SBA-15 en un
microscopio JEOL JSM-6060 LV para observar su morfologia. Para ello se
espolvorea un poco de la muestra en un porta-muestras de cobre previamente
pulido y limpio, para eliminar contaminantes se sumerge el porta-muestras en un
bafio de acetona y se sonica durante 5 minutos, al termino se extrae del vaso con

ayuda de unas pinzas y se pone a secar al ambiente por algunos minutos.

Posteriormente se coloca cinta de carbén doble cara o pegamento liquido
sobre alguna de las caras del porta-muestras y se fija la muestra. Enseguida se

coloca en el porta-muestras en el portaobjetos del equipo para el analisis.

5.6.4 Microscopia Electrénica de Transmisiéon (TEM)

Se analizaron las particulas biomiméticas y posteriormente estas mismas
después de ser incubadas en el plasma humano para observar los recubrimientos,

las muestras fueron diluidas (1/200) en agua.

Para el analisis se depositan 5 pl de la muestra sobre una rejilla de cobre y
posteriormente ésta se coloca en el desecador al vacio por 15 minutos para fijar la
muestra. Se utilizé acetato de uranilo al 2% como agente de tincién para obtener un
mayor contraste en las imagenes de TEM. Para teiir las rejillas se sumergen en una

solucién de acetato de uranilo a 80°C durante 10 minutos dentro de placas Mazzini.
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Posteriormente se lavan las rejillas en agua desionizada para retirar el exceso

del acetato de uranilo, y se deja secar.

Las muestras fueron observadas en un microscopio Hitachi SU8230.

5.6.5 Espectroscopia de Transmision de Infrarrojo con Transformada de
Fourier (FTIR)

Esta técnica se empled para caracterizar todas las construcciones, para
obtener las bandas de los grupos funcionales presentes en la superficie de las

construcciones a partir de sus frecuencias de vibracion.

Para este analisis se coloca una pelicula de aluminio sobre un porta-muestras
de vidrio y se vierten 50 pl de la muestra a analizar, se afnaden 50 pl de 6xido de
deuterio (proporcion 1:1) para minimizar la sefial de agua en el analisis. Se pone a

secar en el desecador al vacio durante 10 minutos para fijar la muestra.

El espectrémetro es de mediano infrarrojo (600-4000 cm™') modelo Spectrum

two Perkin Elmer.

5.6.6 Espectroscopia micro Raman

Esta técnica ayuda a complementar la informacién obtenida mediante la
espectroscopia de infrarrojo, ya que proporciona informacién quimica y estructural
de las moléculas presentes en la superficie de la estructura a partir de los modos
vibracionales detectados al hacerle incidir un haz de luz a la muestra. Para este
analisis no es necesario hacerles ningun tratamiento previo a las muestras. En el
caso de las muestras en polvo (SBA-15 corta pura y SBA-15 corta aminada), sélo
se espolvorea un poco de la muestra con ayuda de una espatula sobre un porta-
muestras de vidrio, se aplana y se lleva al equipo. Para el analisis se empled un haz
de luz roja de 633 nm, con un nivel de potencia del laser de 7 mW, un tiempo de

exposicién de 10 segundos y 3 exposiciones para cada una.
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5.6.7 Potencial Z

Se analizaron las construcciones para obtener su potencial eléctrico, para lo
cual se diluyeron las muestras (1:100) en 1ml de agua destilada. Este analisis se
llevé a cabo a temperatura ambiente, con agua como medio dispersante con un pH
de 7. Las diluciones se colocaron en celdas DTS1070 (Malvern Instruments), que
posteriormente se colocan en el equipo para las mediciones. Las mediciones se

realizaron por triplicado en un analizador Malvern Zetasizer Nano Z.

5.6.8 Cuantificacion de proteinas por el método de acido bicinconinico
(BCA)

Mediante este analisis se determinaran las cantidades de proteinas

presentes en cinco muestras diferentes de plasmas humanos.

Para realizar curva de calibracién de la albumina sérica bovina (BSA), la cual
es una proteina estandar, primero se mantiene a temperatura ambiente durante 15
minutos, se pesan 2 mg de la BSA, y se disuelve en 1 ml de solucién salina isoténica
(SSI= NaCl al 0.9%) y se procede a elaborar las diluciones que se indican en la

Tabla 4 en tubos eppendorf:

Tabla 4. Diluciones de BSA

| de ..
Nt?;b?f ul de H20 BSA 2 C°“(‘r’:;‘lt;f‘l)°'°"
mg/ml)
0 100.0 0.0 0.000
1 93.8 6.2 0.125
2 875 125 0.250
3 75.0 25.0 0.500
4 625 375 0.750
5 50.0 50.0 1.000
6 25.0 75.0 1,500
7 0.0 100.0 2.000
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Posteriormente se prepararan las diluciones de los plasmas (1/50) en tubos
eppendorf, los plasmas y estas diluciones deben estar a 4°C mientras se realiza el

procedimiento.

Una vez listas todas las diluciones (BSA y plasma) se colocan 10 pl de cada
dilucion en los pozos de una microplaca de titulacién de 96 pozos Thermo NUNC
maxisorp, de acuerdo con el arreglo de la Figura 11, cada dilucién se hace por
triplicado. Enseguida se prepara la solucién de color, 4.9 ml de acido bicinconinico
(BCA) Sigma B9643 + 100 pl de solucion de sulfato de cobre (1) al 4% Sigma C2284,

se agregaran 200 pl a cada pozo, por lo tanto, se prepara al doble esta solucion.

Después de haber agregado el acido bicinconinico a cada pozo, se incuba
por 30 minutos a 37°C, y se cubre la placa con papel aluminio. Posteriormente se

lee la placa a 562 nm para obtener la densidad 6ptica en cada pozo.

] g 1d b 12

) . 2. 6 6 . 6 '1" » Y @ vituciones Bsa
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Figura 11. Arreglo de diluciones en microplaca.

31



5.6.9 Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima (ELISA)

El ensayo ELISA ayuda a determinar la presencia de anticuerpos en las
construcciones supramoleculares, lo cual indicara la formacion de la bio-corona de

proteinas, y la posible respuesta inmune que se busca.

Estos ensayos se realizan en microplacas Thermo Nunc MaxiSorp de 96
pozos. Lo primero es preparar BSA al 3% en PBS 1X (1.5 g de BSA en 50 ml de
PBS 1X, se disuelve sin agitar) para bloquear los pozos con la BSA, la cual se
incubara durante una hora a 37°C. Luego de la incubacién se procede a retirar la
BSA vy realizar 3 lavados con PBS 1X. Después de esto se agregan 100 ul de la
suspension con construcciones supramoleculares (diluciones si asi lo requiere).
Posteriormente la placa se centrifuga a 2500 rpm durante 6 minutos, esto para lograr
fijar las particulas en los pozos. Una vez centrifugada la placa se procede a extraer
el sobrenadante para descartarlo, y se agregan 100 pl de anti-lgG conjugado a la
peroxidasa de rabano (HRP, enzima) diluido con BSA al 0.3% en PBS 1X (1:50, 000
0 1:25 000, 1 pl en 50 ml 0 25 ml) en cada pozo empleado. Después de agregarse
el conjugado se procede a incubar durante 2 horas a 37°C. Transcurridas las dos
horas se centrifuga nuevamente a 2500 rpm durante 6 minutos, se extrae el
sobrenadante y se agregan 100 pl de BSA al 0.3% en PBS 1X para el lavado (x3),
y se centrifuga a las mismas condiciones cada vez. Después del ultimo lavado se
procede a agregar 100 ul del sustrato ABTS (2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-
6-sulphonic acid)), solucién 9.1 mM en el buffer de ABTS, el cual se prepara
inmediatamente antes de usar. Se incuba al abrigo de la luz durante el tiempo
necesario, y posteriormente se lee la microplaca a 415 nm en un lector de
microplacas Varioskan. En la Figura 12 se muestra un esquema del proceso en que

consiste un ELISA.
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Figura 12. Esquema del ELISA desarrollado.

33



Capitulo 6

Resultados y discusion

En este capitulo se presentan los diversos resultados obtenidos mediante
las técnicas de caracterizacidon mencionadas en el capitulo anterior, asi como una
breve discusion de los resultados basandose en resultados obtenidos por otros

autores en trabajos similares encontrados en la literatura.

6.1 Analisis de difraccion de Rayos X

Se realiz6 el analisis de rayos X a bajos angulos a la estructura aminada
para comprobar si la estructura tipica de la SBA-15 no es alterada a partir de la
modificacion de la sintesis ni de la funcionalizacién, en la Figura 13 se muestran
los resultados de este analisis. Se observa una difracciéon de mayor intensidad
alrededor 26=1°, y otras dos de muy baja intensidad aproximadamente a 26=1.7 y
1.9°, estas tres difracciones corresponden a las reflexiones con indices hkl/ (100),
(110) y (200), respectivamente, los cuales son caracteristicos de la SBA-15,
asociados con una simetria hexagonal bidimensional p6mm de sus poros, como

indican Hernandez et al. (2012) en su trabajo.
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Figura 13. Patrén de difraccion de Rayos X a bajos angulos de la SBA-15 corta aminada.

6.2 Analisis de termogravimetria

En la Figura 14 se puede apreciar el resultado del analisis de
termogravimetria de la SBA-15 aminada, en donde se observa una pérdida de peso
del 12% aproximadamente, la cual inicia inmediatamente con el incremento de la
temperatura. En la curva de la segunda derivada se muestran 2 puntos de inflexion
a 45y 250°C, los cuales se deben a la deshidratacion y deshidroxilacion de la SBA-

15, respectivamente, como mencionan Hernandez et al. (2012) en su trabajo.
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Figura 14. TGA de la SBA-15 corta pura.

En la Figura 15 se muestra el TGA de la SBA-15 aminada, este analisis se
llevd a cabo bajo las mismas condiciones que la SBA-15 pura. Se present6 una
pérdida de peso considerable de alrededor del 20%, también se muestran tres
puntos de inflexion a 60, 300 y 400°C aproximadamente, los primeros dos puntos
podrian deberse a la deshidratacion y deshidroxilacion, como en el caso de la SBA-
15 pura, y el punto a 400°C debido a la descomposicion los grupos amino y etileno
como lo reportan Hernandez et al. (2012), sin embargo, en comparacion con este
trabajo los puntos estan desfasados hacia la derecha, este desfasamiento podria
deberse a que en el caso del trabajo de Hernandez et al. (2012) emplean la SBA-

15 tipica, y no la corta como en el presente trabajo, lo cual podria estar afectando

la estabilidad térmica de la estructura.
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Figura 15. TGA de la SBA-15 corta aminada.

6.3 Micrografias electrénicas de barrido y mapeo por espectrometria de

dispersion de energia de Rayos X

En las micrografias de barrido de la Figura 16 se puede apreciar la estructura
tipica de la SBA-15, la cual no es alterada al acortar la particula, ni al incorporar el
grupo amino a la superficie, continta teniendo el arreglo hexagonal de poros y los

canales.

El largo de las particulas es de aproximadamente 300 nm, mientras que el

ancho es menor a los 100 nm.
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Figura 16. Micrografias electronicas de barrido de la SBA-15.

En la Figura 17 mediante la espectrometria de dispersién de energia de
Rayos X se puede observar la presencia de silicio y oxigeno en la superficie de la
SBA-15, como se esperaba, ademas se mostro la presencia de nitrogeno y también
se detectd la presencia de carbono, debida al grupo amino (3-aminopropil-
trietoxisilano) de la funcionalizacién, sin embargo, este ultimo elemento no se

mapeo.
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Figura 17. Mapeo por espectrometria de dispersion de energia de Rayos X de la SBA-15 aminada.

6.4 Micrografias electrénicas de transmisién

En la Figura 18 se aprecian las micrografias obtenidas por microscopio de
transmision de electrones de las construcciones con liposomas de fosfatidilcolina
PC antesy después de incubarse en plasma, en la figura a) se logra ver en contraste
la SBA-15 y el exitoso recubrimiento de ésta, en la figura b) se observa ya una
aglomeracion de construcciones con material bilégico adherido, lo cual nos da un

indicio de la formacion de la bio-corona.
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a) b)

200 nm 200 nm

Figura 18. Micrografias electronicas de transmision de la construccién supramolecular con liposomas de PC a)
antes de incubarse en plasma, b) después de incubarse en plasma.

En la Figura 19 se muestran las micrografias de transmisién de electrones de
las construcciones con liposomas de PC-PIMs antes y después de incubarse en
plasma en la figura a) se observa en contraste la SBA-15 y el recubrimiento, en la
figura b) se observa el material biolégico adherido a las construcciones y

aglomeracion de estas.

b)

100 nm 50 nm

Figura 19. Micrografias electronicas de transmision de la construccion supramolecular con liposomas de PC-
PIMs a) antes de incubarse en plasma, b) después de incubarse en plasma.

40



6.5 Espectro de infrarrojo

En el espectro de infrarrojo se observa el resultado de la interaccién entre la
radiacion infrarroja y la muestra analizada. El espectro es una representacion de los
estados perturbados (modos vibracionales) producidos al hacer un barrido en todo
el intervalo de longitudes de onda en el infrarrojo medio. En el eje de las abscisas
(o de las X) estan representados todos los valores del intervalo de longitud de onda
del infrarrojo medio, en nimero de onda (cm™). Mientras que en el eje de las
ordenadas (o de las Y) estan representados los valores de la intensidad de

absorcion.

Cada sefial en el espectro de infrarrojo representa un modo vibracional

especifico de grupos libres en la superficie del material.

En la Figura 20 se presentan los espectros IR obtenidos para la SBA-15 pura
y la SBA-15 funcionalizada con el grupo amino. En el espectro de la SBA-15 pura
se presentan las bandas tipicas en 800 y 1080 cm™', que corresponden a las
vibraciones simétricas y anti-simétricas del enlace Si—O-Si, ademas de la banda en
960 cm, la cual se asigna a la vibracion del grupo silanol (Si—OH). También se
muestran sefiales de agua en 1640 cm™' (H-O-H), y en 3350 cm™! en donde el agua
interactua con los grupos silanol por puente de hidrégeno, como mencionan

Hernandez et al. (2012) en su trabajo.

En el espectro de la SBA-15 aminada podemos observar un cambio en el
perfil del grafico, por lo que intuye que existen cambios en la superficie de la
estructura de la particula aminada. Las bandas esperadas para el grupo amino se
lo reportado por Hernandez et al. (2012) e Imbert et al. (2009), son en 950, 1558 y
3270 cm-1. Mientras que para los grupos metilenos se esperan en 1927 y 1882 cm-
1 aproximadamente. Cabe mencionar que, dada la forma de adquisicion de datos
del grafico, no son perceptibles las sefales para estos grupos. El ensanchamiento
de la banda alrededor de 960 cm-1, asi como la disminucidn en la intensidad de las

sefales de las bandas correspondiente a 1080 cm-1 y en 800 cm-1 indica que los
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estiramientos -Si-O-Si- son menos importantes debido al recubrimiento por los

grupos amino.

Transmitancia (%)
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——— SBA-15 pura

| |
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Figura 20. Espectro IR de la SBA-15 pura y aminada.

Tabla 5. Datos del espectro IR de la SBA-15 pura

NUmero de onda [cm™'] Vibracion caracteristica
800, 1080 Si-O-Si
960 Si-OH
1640 H20
3350 H
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Tabla 6. Datos del espectro IR de la SBA-15 aminada

NUmero de onda [cm™'] Vibracién caracteristica
800, 1080 Si-O-Si
960 N-H
1640 H20

En la Figura 21 se muestran los espectros IR de las construcciones
recubiertas con liposomas de PC y PC-PIMs, donde se detectaron bandas
caracteristicas de lipidos (ver Tabla 7), las aparentes diferencias entre ambos
espectros es el desfasamiento de la banda ~1080 cm™' (PO2’), y las transmitancias
que en el caso de la construccion con liposomas de PC son mayores. La asignacion
de las bandas se hizo en base a lo reportado por Soliman et al. (2015) y Socrates
(2001).

Cabe sefialar que en estos espectros ya no se muestran bandas
caracteristicas de la SBA-15 ni el grupo amino, por lo que las estructuras han

quedado totalmente recubiertas con los liposomas, tal como se mostraron en las

imagenes de TEM.
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Figura 21. Espectros infrarrojos de las construcciones supramoleculares de PC y PC-PIMs.
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Tabla 7. Datos de los espectros IR de las construcciones supramoleculares
de PC y PC-PIMs

Numero de onda [cm™] Vibracién caracteristica
970 (CHs)sN*
1080 POz estiramiento asimétrico
1575 COO- estiramiento asimétrico
2928 C-H estiramiento

A continuacion, en la Figura 22 se muestran los espectros IR de las

construcciones supramoleculares incubadas en plasma.

Las asignaciones de las bandas se hicieron en base a lo reportado por
Peraman et al. (2014), Vijaya et al. (2016), Hashad et al. (2017) y Socrates, (2001),
Se puede observar que ambos espectros son muy similares, y todas las sefales
pertenecen a proteinas del plasma humano, ya no se detectan sefales
pertenecientes a lipidos, por lo que podemos inferir un buen recubrimiento de las
construcciones con proteinas del plasma humano y la formacién de la bio-corona,

en la Tabla 8 se enlistan las bandas identificadas.
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Figura 22. Espectros infrarrojos de las construcciones supramoleculares de PC y PC-PIMs con plasma.

Tabla 8. Datos de los espectros IR de las construcciones supramoleculares de PC y
PC-PIMs con plasma

Nimero de onda [cm™] Vibracién caracteristica
625 Amida IV
1040 Amida IV
1400 CHsvibracion de flexion simétrica de proteinas
1545 Amida Il N-H, C-O
3400 N-H estiramiento asimétrico de amidas secundarias de
proteinas

6.6 Espectros Raman

A continuacion, se presentan los espectros Raman obtenidos para las
nanoestructuras.

45



En la Figura 23 se muestra el espectro Raman obtenido para la SBA-15, en
donde se pueden observar las sefiales caracteristicas de las principales moléculas
presentes en la superficie de la SBA-15, en la Tabla 9 se enlistan estas sefiales, las
cuales se determinaron a partir de los reportado por Cattaneo et al. (2016), Zhaohua
et al. (1999) y Valdemar (2017).
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Figura 23. Espectro Raman de la SBA-15 corta pura.

Tabla 9. Datos del espectro Raman de la SBA-15 corta pura

Numero de onda [cm™] | Vibracién caracteristica
486 y 604 Anillos siloxano (Si-O-Si)
795y 825 Enlaces siloxano (Si-O-Si)

980 Silanoles (Si-OH)
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En la Figura 24 se muestra el espectro Raman de la SBA-15 aminada, en
donde se detectaron bandas caracteristicas de la SBA-15 pura y bandas
pertenecientes al grupo amino, en la Tabla 10 se listan estas bandas, las cuales
fueron asignadas en base a lo reportado por Larkin (2017), Cattaneo et al. (2016),
Hernandez et al. (2012) y Zhaohua et al. (1999)
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Figura 24. Espectro Raman de la SBA-15 corta aminada.

Tabla 10. Datos del espectro Raman de la SBA-15 aminada

Numero de onda [cm™'] | Vibracién caracteristica
486 Anillos siloxano (Si-O-Si)
980 Silanoles (Si-OH)
1040 Si-O-Si
1300 C-N
2900 Estiramiento NH:
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6.7 Potencial Z

La SBA-15 es una particula de carga neutra, como indica Valdemar (2017)
en su trabajo; al incorporarse el grupo amino a la superficie de la particula se protona
y su potencial eléctrico después de esta funcionalizacién es de aproximadamente
10.0 mV como se puede observar en la Figura 25, donde se muestra el resultado

del analisis de potencial Z de la SBA-15 aminada.

Zeta Potential Distribution
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0 10 20
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Figura 25. Potencial Z de la SBA-15 aminada.

Posteriormente, cuando la particula aminada se incuba con liposomas y de
PC y PC-PIMs para biomimetizarla, el potencial eléctrico de la particula cambia, se
obtienen potenciales eléctricos negativos, en la Figura 26 se muestra el resultado

del potencial Z de particula recubierta con liposomas de PC, el cual es de -30.4 mV.
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Figura 26. Potencial Z de la SBA-15 funcionalizada y recubierta con liposomas de PC.

Cuando la particula funcionalizada se recubre con liposomas de PC-PIMs
el potencial eléctrico de la particula es de -43.9 mV, como se muestra en la Figura

27 que aparece a continuacion.
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Figura 27. Potencial Z de la SBA-15 funcionalizada y recubierta con liposomas de PC-PIMs.

Los cambios obtenidos en el potencial eléctrico por la presencia de PC o
PC-PIMs indican cambios en la superficie de la particula de SBA-15 aminada,
haciendose mas negativo el potencial eléctrico cuando los PIMs estan presentes,

sugiriendo asi la construccién supramolecular del sistema.
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6.8 Cuantificacion de proteinas

Se llevdé a cabo la cuantificacidon de proteinas por el método del acido
bicinconinico como se describio en el capitulo 5. El analisis se realiz6 a cinco
diferentes muestras humanas, en dilucién 1/50, en la Figura 28 se muestra el
analisis, y posteriormente se presenta la determinacion de la cantidad de proteinas

presentes en cada una de las muestras.

1.5
Y =0.4665"X + 0.1201
€ 1.0-
o
B
© A LC S
o 0.5 ,
a BSA
Diluciones 1/50
0.0 | T | |
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
BSA (mg/ml)
Figura 28. Cuantificacién de proteinas por BCA.
E 1/50: 59.39 g/L A 1/50: 65.90 g/L S 1/50: 74.67 g/L
L 1/50: 68.74 g/L C 1/50: 70.94 g/L

La cantidad normal de proteinas totales en plasma humano de es de
alrededor de 60 hasta 88 g/L, como indican Simon et al. (2016) en su libro, por lo

que estas cantidades de proteinas se encuentran dentro del rango.
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6.9 Ensayos de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA)

Inicialmente se

realiz6 un ELISA de diferentes diluciones de

las

suspensiones con las construcciones supramoleculares (diluciones 1mg/ml, 1/2, 1/4

y 1/8), donde se procedié como se indicé en el capitulo anterior. La lectura de la

microplaca mostré las densidades 6pticas que se muestran en la Figura 29. En este

analisis se observé una nula respuesta colorimétrica debida a la ausencia de

anticuerpos en los pozos de control, SBA-15 pura incubada en plasma para la

formacion de bio-corona, y en las construcciones supramoleculares recubiertas solo

con liposomas, tanto en el caso de PC, como PC-PIMs. Por otro lado, como se

esperaba, hubo una respuesta colorimétrica debida a la presencia de anticuerpos

en los pozos con construcciones supramoleculares de PC y PC-PIMs después de

haberse incubado en plasma para la formacién de la bio-corona.
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Figura 29. Densidades opticas a 415 nm de las construcciones supramoleculares en el primer ELISA.

Posteriormente se realizdé un segundo ELISA, en donde se emplearon sélo

diluciones

a

1/2 de las diferentes
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supramoleculares, y se realizaron por triplicado. En la Figura 30 se muestran las
densidades Opticas obtenidas de la lectura de la microplaca, en donde nuevamente
se mostroé una respuesta colorimétrica debida a los anticuerpos en el caso de las

construcciones supramoleculares PC con plasma, y PC-PIMs con plasma.
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Figura 30. Densidades épticas a 415 nm de las construcciones supramoleculares en el segundo ELISA.
En base a estos resultados podemos confirmar la adherencia de una gran
cantidad de proteinas, entre ellas anticuerpos, ademas los resultados de TEM
anteriormente mostrados también nos dan informacion de la formacién de esta bio-

corona de proteinas.

6.10 Trabajos futuros

Sin lugar a duda existe muchisimo trabajo por delante para lograr el
desarrollo de la vacuna, existen numerosas técnicas por emplear para definir a

detalle este sistema supramolecular, desde cdmo es que se va ensamblando, su
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comportamiento en distintos medios, su carga eléctrica, el tamafo de la particula,

pruebas in vitro, pruebas in vivo, etc. Por ejemplo:

El analisis de DLS sera necesario para determinar el tamafio de las
construcciones, ademas que también dara un indicio del espesor del recubrimiento

de liposomas y del espesor de la bio-corona.

El uso de la electroforesis podra ayudar a determinar las proteinas que se

estan adhiriendo a la construccion supramolecular.

Una herramienta importante que también podra ayudar a definir el
ensamblaje de este sistema es la simulacibn mediante algun software como el
LAMMPS o Gaussian.

El empleo de marcadores bioldégicos una vez que se inicie con pruebas in

vitro.

Todo esto generara nuevo conocimiento y quiza nuevos caminos para llegar

a la meta de este proyecto

Ademas, todo este trabajo es relevante para publicaciones en revistas

indizadas, lo cual sera uno de los siguientes pasos.
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Capitulo 7

Conclusiones

A partir del analisis de Rayos X a bajos angulos se logré determinar que a
pesar de la modificacion a la sintesis tradicional de la SBA-15 su estructura de
canales hexagonales no fue alterada aun después de la funcionalizaciéon con el

grupo amino.

En el analisis TGA de la SBA-15 pura se observd una leve pérdida de peso
debido a la presencia de agua. Por otro lado, en el TGA de la SBA-15 aminada se
observaron tres puntos de inflexién que no han sido definidos claramente, al parecer
existe un desfasamiento de estos puntos, lo cual podria deberse a una mayor

estabilidad térmica de la SBA-15 corta en comparacion con la SBA-15 tradicional.

A pesar de haber hecho una modificacion a la sintesis de la SBA-15 para
hacerla mas corta, su estructura tipica no es afectada, como se pudo observar en
las imagenes de SEM, donde se observan los canales y los poros hexagonales,
ademas, se pudo observar un tamafio de particula de alrededor de 300 nm, y ancho

menor a los 100 nm.

En las imagenes de EDS se detectd la presencia de silicio y oxigeno, debido
a la SBA-15, ademas se detectd nitrégeno y carbono, debido al grupo amino,
aunque este ultimo no se maped. Cabe destacar que la funcionalizacion de la SBA-
15 es de suma importancia, ya que al ser una particula de carga neutra la
funcionalizacion, en este caso con los grupos amino, ayudd a que los liposomas

tuvieran una mejor interaccion con la SBA-15.
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En las micrografias de TEM se observaron en contraste los recubrimientos
bien definidos de la SBA-15 aminada con los liposomas de PC y PC-PIMs. Y
después de la incubacion en plasma se observo en las micrografias la aglomeracion

de las construcciones.

En los analisis de IR se pudieron detectar bandas caracteristicas de la SBA-
15 y del grupo amino en las estructuras funcionalizadas. Por otro lado, después del
recubrimiento con liposomas todas esas sefales desaparecierony se detectaron
bandas pertenecientes a los fosfolipidos, como se esperaba. En el caso de las
particulas incubadas en plasma se detectaron bandas caracteristicas de proteinas,
por lo que se determind la formacién de la bio-corona de proteinas, ademas de lo

que se pudo observar en las micrografias de TEM.

Los analisis de microRaman de la SBA-15 y la SBA-15 aminada
complementaron la informacion que se habia obtenido inicialmente en los analisis
de infrarrojo, donde se detectaron sefiales caracteristicas de ciertos grupos

funcionales presentes en la superficie de estas estructuras.

El analisis de potencial Z nos ayudd también a confirmar la presencia del
grupo amino en la superficie, debido a que la SBA-15 es una particula de carga
neutra y al incorporarle el grupo amino post-sintesis, su potencial eléctrico cambia
a 10mV. Ademas, en los resultados de este analisis se observé un cambio en el
potencial eléctrico después de incubar las particulas con los liposomas, ya que paso6
de un potencial eléctrico positivo a un potencial negativo, en el caso de las particulas
con sélo PC el potencial eléctrico fue de -30.4, y en las particulas con PC-PIMs fue
de -43.9.

Los ELISA permitieron detectar la presencia de anticuerpos en la bio-corona
formada en las construcciones supramoleculares, sin embargo, para explorar
diferencias de proteinas que forman la bio-corona en las construcciones con PC y

PC-PIMs se requeriria de analisis proteicos por electroforesis y/o espectrometria de
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masas. También se podrian explorar diferencias de comportamiento ante células,

por ejemplo, toxicidad y farmacocinética.

El tema de la vacunacion es un tema muy polémico, debido a las diversas
posturas que se asumen a partir de la situacion mundial que se ha vivido a lo largo
de la historia, algunas situaciones se han convertido en mitos, pero para otros se
han vuelto realidades. La vacunacién es un descubrimiento sumamente importante,
gracias a esto se han salvado millones de vidas, debido a la erradicacion y control,
sin embargo, algunos individuos se rehusan a tomar éstas como medida preventiva
a las enfermedades infecciosas que pueden llegar incluso a una pandemia, se debe
tomar conciencia de que siempre existe un riesgo de contagio y de diseminacion.
Recientemente se ha sabido de epidemias en algunos paises, paises que no toman
la suficiente importancia a este tema, es entonces cuando el problema se hace mas

grave y se convierte en un problema mundial.

Una de las mayores dificultades para encontrar vacunas eficaces contra las
enfermedades es que no existe una herramienta inmunolégica que pueda predecir
la eficacia de una nueva vacuna en estudio, lo que obliga a que sean probadas en
largos y costosos estudios, tanto en animales como con miles de voluntarios,

especialmente en paises endémicos con alta incidencia de enfermedades.

El empleo de PAMPs en la generacion de nuevas vacunas es una excelente
alternativa, ya que es mas seguro y sencillo emplearlos, ademas de que es posible

lograr la respuesta inmune que se busca.

El empleo de liposomas es también una gran herramienta en el area de
nanomedicina, y este conocimiento esta siendo explotado debido a sus
innumerables propiedades, como el biomimetismo, el acarreo y encapsulamiento de
moléculas, y en este mismo sentido también el empleo de nanoparticulas, como la
SBA-15, también ayudan a crear sistemas de administracion terapéutica, ya que

gracias a sus tamanos nano se tiene una mejor interaccion a escala celular.
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Finalmente, la Nanotecnologia es una ciencia con gran potencial en
muchisimas areas, este trabajo se enfocd en el area de nanomedicina, sin embargo,
también se han hecho grandes avances cientificos en diversas areas, como la
electronica, ambiental, en materiales, y las innumerables aplicaciones para cada
unos de ellos, ya que es una ciencia multidisciplinaria, por lo que seguramente
seguiran surgiendo nuevos inventos que ayuden mejorar y encontrar soluciones en

los diversos ambitos.
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Anexo |

Una apreciacion simple de la inmunologia

Yo: “Inmunidad, ¢qué pasa? ¢ Por qué tengo 40 grados de fiebre?”

Inmunidad: “Puse pirégenos al torrente sanguineo que alcanzaron el centro
de termorregulaciéon en el hipotalamo, yeso cambidé el punto  de equilibrio hacia
la produccioén de calor”.

Yo: “jAl diablo con la fisiologia! 4 Para qué tanto?”

Inmunidad: “Se ha detectado una invasién de un virus que no puede existir durante mucho
tiempo a una temperatura de 40 grados, por lo que puse pirégenos al torrente sang...”

Yo: “4Y yo? jTampoco puedo existir durante mucho tiempo con 40 grados de fiebre!”
Inmunidad: “Se ha detectado una invasién de un virus que...”

Cerebro: “Terminen la conversacién, apago la conciencia como el proceso que consume
mas energia en el cuerpo, todavia necesitamos calentarnos hasta 41 grados”.

Yo: “; Para quée?”

Inmunidad: “Se ha detectado una invasién de un virus que...”

Cerebro: “Inmunidad, ya no puede oirte. Solo esto... no voy a calentar hasta los 42”.
Inmunidad: “Se ha detectado una invasion del cerebro que...”

Cerebro: “Bueno, me has convencido, parlanchin”.
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Yo: “Hola chicos”.
Cerebro e inmunidad en coro: “Pero, ;como es eso?”
Yo: “Les presento a paracetamol”.

Paracetamol: “Hipotalamo, podrias reducir la sensibilidad de tus receptores alos
pirbgenos?”

Hipotalamo: “Facil”.

Inmunidad: “Y qué, ¢ podrias hacerlo?”

Virus: “Siii! 37.2! Viviréeee!

Inmunidad: “jPero no! jHigado!”

Higado (se distrae del ahorro de glucégeno): “; Qué?”
Inmunidad: “Activa el citocromo P450”.

Higado (bostezando): “; Cual?”

Inmunidad (aturdido): “; Hay varios?”

Higado (poniéndose gafas, hablando enuntono de mentor): “Los citocromos
se encuentran entodos los reinos de organismos vivos, se conocen mas de 50 mil
variantes diferentes de la enzima, y ahora voy a nombrar a todos...”

Inmunidad: “Para, no hables de todo. ¢ Qué hay en contra del paracetamol?”

Higado (revisando los manuales): “Bueno... CYP2E1 y CYP3A4, pero depende de lo que
hagamos: glucuronizacion, sulfatizacion o N- hidroxilacion, porque sidebemos tener
en cuenta los siguientes puntos...”

Inmunidad: “; Te estas burlando de mi? Activa todo”.

Higado: “; Estas seguro?”
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Cerebro: “Mmm... Inmunidad, el higado tiene razén, hablémoslo”.
Inmunidad: “jCallense los dos! Yo estoy a cargo de la Operaciéon ‘Infeccion’. Entonces,
higado, activa los citocromos. Cerebro, desconecta a este idiota”.

Yo: “No funcionara: ya tengo 36.6".

N-acetil-p-benzoquinoneimina: Hola a todos. (Saca unas tijeras y comienza a cortar los
hepatocitos).

Inmunidad: “;Y este quién es?”

Higado: “... y en este caso, alrededor del 15 % del paracetamol ira por este camino, como
resultado de lo cual obtendremos un metabolito alquilante extremadamente activo
y poderoso llamado... Ah, ya esta aqui. Inmunidad, resuélvelo”.

Inmunidad: “; Por qué estoy?”

Higado: “Bueno, tu insististe”.

Inmunidad: “No sé nada de esto, tengo un virus, tengo mi tarea”.

Higado: “Oye, cerebro, ¢ quieres una insuficiencia hepatica aguda?”

Cerebro: “; Eres tonto? jPor supuesto que no!”

Higado: “Entonces piensa qué haremos con la N-acetil-p-benzoquinoneimina”.

Cerebro (revisando la memoria a largo plazo en el hipocampo): “jActivemos glutatién!”
Higado (mirando los manuales): “Oh, jverdad! Hay grupos sulfhidrilo alli. jExcelente!
N-acetil-p-benzoquinoneimina: “Eh, paren, es irreversible”.

Higado: “Lo sé. Glutation, jataca!”

Glutatién: jMuerdo!

Virus: “Ya estoy en cardiomiocitos”.
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Yo: “Inmunidad, ;qué pasa?”

Inmunidad: “No sé nada, tengo las manos atadas, la temperatura es normal, resuélvanlo
ustedes mismos”.

Yo: “;Y cuanto necesitas?”

Inmunidad: “Al menos 38.5".

Yo: “Cerebro, ¢ podemos devolverlo como estaba?”

Cerebro: “Bueno... 4 Hipotalamo?”

Hipotalamo: “Si, ya podemos, el higado ha desarmado todo el paracetamol”.
Higado (cosiéndose otro parche): “Me esforcé mucho, por cierto”.

Yo: “Bueno, cuando me recupere, te daré glucosa de unos pasteles”.
Higado (sonador): “Me hago otra bodega para glucégeno”.

Pancreas: “Escucho todo”.

Hipotalamo: “38.5".

Inmunidad: “Bueno, jahora termino con él'”. (Acelera la sintesis de anticuerpos, activa los
linfocitos asesinos).

Virus: “jOh!”.
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Anticuerpos (cubriéndolo al Virus): “Nuestro tesoro”.

Macréfagos: “jMuerdo!”

Linfocitos asesinos: “i{Bam!”

Virus: “Volveré...”.

Inmunidad: “Ni lo suefies, me acuerdo de ti".

Hipotalamo: “Bueno, ;,se puede devolver el punto de equilibrio?”
Todos en coro: “jSe debe!”

Yo: “Uh. Lo lograron”.

Inmunidad: “Invasién de bacterias detectada. jPirégenos, preparense!”

Todos: “; Pero sera posible?”

¢,Coémo luchas contra un resfriado? ;Inmediatamente comienzas a tomar los antipiréticos
o esperas a que el sistema inmunitario haga frente a la enfermedad?

Autor: Alexey Vodovozov
llustradora: Anna Syrovatkina
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