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Abreviaturas

Abreviatura

ML
UM

pum

DMEM

FcyRII

HCT116

INBL

MLV

mL

PBS

RPMI 1640

LUV

SUV

uv

Significado

Microlitro
Micromolar

Micrometro

Medio Eagle modificado de Dulbecco
Receptor CD16

Linea celular de colon

Linea celular cervicouterina

Litro

Vesiculas multilaminares

Mililitro

Soluciéon Amortiguadora de Fosfatos
Medio Roswell Park Memorial Institute
Vesiculas Unilaminares Grandes
Vesiculas Unilaminares Pequeiias

Vesiculas Unilaminares
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1. RESUMEN

Los liposomas son nanoportadores de diversas moléculas, han demostrado ser una
opcion viable para la administracion de tratamientos oncolégicos debido a sus
caracteristicas, ya que existe una mayor biocompatibilidad y tienen una administracion
localizada y controlada. Estos sistemas de administracion se componen principalmente
de lipidos que pueden tener cargas o ser neutros. Por ello en el presente proyecto de
tesis se realizé la comparacion de dos métodos de sintesis para la obtencion del lipido
cationico espermidil-colesterol, que se utiliza como precursor para la fabricacion de
liposomas. En el Laboratorio de Oncologia Celular se disefiaron estos dos métodos que
son nombrados como Lipido A y Lipido B, sin embargo, se realiz6 una modificacion al
método B; en el cual se dej6é en reposo la reacciéon durante 18 horas, con ello se
determind que el producto tiene menos impurezas y se obtiene un mayor rendimiento

de reaccion del 69.92%.

Posteriormente los productos A y B fueron utilizados como lipidos cationicos para la
fabricacion de liposomas, a su vez se caracterizaron por citometria de flujo, obteniendo
como resultado dot plots e histogramas comparativos que reflejan que ambas

nanovesiculas tienen el mismo tamafio y complejidad.

Se evalud la estimulacién a la aparicién en la superficie celular del receptor FcyRIII
(CD16) en las células tumorales de cérvix mediante citometria de flujo, en la cual se
obtuvo que ambos tipos de liposomas tienen el mismo comportamiento y presentan una
expresion del receptor sin tener una actividad citotdxica para las células. Se realizaron
otros ensayos como cierre de herida (wound healing) y capacidad clonogénica,
utilizando la linea celular HCT116 debido a que el proyecto se continud en el Instituto
de Investigacién, Desarrollo e Innovacién en Biotecnologia Sanitaria de Elche (IDIBE),
esto para confirmar la seguridad de los liposomas fabricados con el espermidil-
colesterol B sintetizado; se observo que el lipido catidnico no interfiere en la capacidad
de migracion ni de crecimiento celular, por lo cual con todos los resultados
comparativos entre ambos productos (Lipido Ay B), los liposomas fabricados muestran

seguridad y eficacia como sistema de administracion para tratamientos futuros.




2. INTRODUCCION
En la actualidad se continla con la investigacidbn para desarrollar sistemas de
administracion de farmacos, recientemente se han utilizado liposomas. Los liposomas
son vesiculas producidas a partir de moléculas anfipaticas o fosfolipidos y tienen
grandes ventajas en cuanto a su estructura, composicién y disefio; por lo que

proporcionan una absorcién de forma localizada y controlada en el sitio de accion.

Los lipidos catidnicos se componen principalmente de tres partes: la cabeza polar, el
enlazador y una cola hidrofobica. Actualmente se han disefiado una gran variedad de
estos lipidos, mediante la combinacién de sus principales estructuras, utilizando
ésteres, carbamatos, amidas, poliaminas, derivados de colesterol, entre otros. Por ello
Gao y Huang desarrollaron un lipido catiénico usando un agente derivado del colesterol

en el cual demostraron mayor eficiencia y menor toxicidad en el tratamiento liposomal.

La sintesis del agente cationico espermidil-colesterol se basa en el método de Gao
Huang y una patente expirada de Aronex Pharmaceuticals, Inc.; sin embargo, el equipo
del Laboratorio de Oncologia Celular de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza
ha realizado modificaciones en este procedimiento, por ello se han desarrollado dos

métodos de produccion clasificAndose como Lipido A y Lipido B.

En las investigaciones previas de este laboratorio han encontrado que el producto de la
sintesis del Lipido B tiene mayor rendimiento, sin embargo tiene un comportamiento
inadecuado en las células; por ello es importante fabricar los liposomas con ambos
productos de sintesis, caracterizarlos en cuanto a tamafio y complejidad mediante
citometria de flujo y evaluar su actividad biol6gica en una linea celular, asi mismo se
determinara cual de ambos métodos produce el lipido espermidil-colesterol con mayor
rendimiento, eficiencia de transfeccion celular y menor toxicidad para que sea utilizado

como materia prima en la produccion de liposomas.




3. FUNDAMENTACION TEORICA

3.1. LIPIDOS CATIONICOS

Los lipidos estan conformados por grupos no polares (en general con un alto contenido
de carbono e hidrogeno, tiene la propiedad comun de ser relativamente insolubles en
el agua y solubles en solventes no polares.?

Los lipidos catidénicos son moléculas sintéticas que forman una bicapa, su carga puede
pasar mediante los poros nucleares y estan constituidos por cadenas de 12 a 18 atomos
de carbono y cationes de aminas. Se clasifican en ionizables y cargados
permanentemente: a su vez se diferencian en que los primeros tienen una carga
insignificante a pH fisiolégico, pero estan completamente cargados a pH acido. Esta
caracteristica reduce las interacciones electrostaticas con componentes cargados en la
circulacién sanguinea.?

Una vez en las células, las aminas, en grupos de cabeza de lipidos catidnicos
ionizables, se protonan gradualmente con la disminucion del pH. Con el aumento de la
carga de cationes de lipidos, las interacciones entre los lipidos y la membrana
plasmatica aumentan, facilitando la transfecciéon y migracion del ADN hacia el nlcleo.?
La bicapa lipidica es la asociacién molecular que adoptan los lipidos anfipaticos que
tienen una forma molecular cilindrica, como la fosfatidilcolina, el diametro de la region
polar es muy parecido al de las cadenas hidrocarbonadas. Como los extremos de la
bicapa quedarian expuestos a un ambiente acuoso, la bicapa se cierra y forma una

vesicula llamada liposoma (Es la forma basica de todas las membranas biol6gicas.?

Cada lipido tiene una temperatura de transicion (Tc) en la que ocurre el cambio de
estado. Los liposomas con lipidos que tienen una Tc inferior a la temperatura ambiente
son liquidos y las que tienen una Tc superior son solidos. La Tc se da mediante las
interacciones de Van der Waals entre las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos, por

lo que depende de la longitud y la instauracion de estas cadenas.?
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Fig.1. Representacion de la reaccion para la obtencion del lipido catiénico Espermidil-

Colesterol.

3.2. LIPOSOMAS

Los liposomas son vesiculas esféricas que actualmente se utilizan como
transportadores de farmacos, algunas de sus ventajas al administrarse son: su
excelente biocompatibilidad y biodegradacion sin toxicidad e inmunogenicidad, ya que
se componen de fosfolipidos y colesterol; son capaces de proteger el farmaco de la
exposicion directa al sistema circulatorio, pueden contener enzimas, hormonas,
vitaminas, antibiéticos o citocinas. Asi mismo, pueden tener un objetivo especifico ya
que pueden ser elaborados con ligandos, anticuerpos monoclonales o materiales
sensibles al microambiente.

Estructuralmente los liposomas estan compuestos por fosfolipidos en una solucién
acuosa. La bicapa lipidica tiene una cola hidrofébica y una cabeza hidrofilica, con ello
se forma una molécula anfifilica. La composicion por lipidos afecta el tamafio de
particula, rigidez y fluidez. La cabeza hidrofilica usualmente puede contener una carga
negativa, positiva o zwitterionica, ya que alguno de estos grupos le da estabilidad.

Se clasifican en categorias basadas en su tamafio y el nimero de bicapas:
multilamelares y unilamelares, a su vez estas Ultimas se dividen en vesiculas
multilamelares grandes y pequefias. En los liposomas unilamelares la vesicula tiene

una Unica bicapa de fosfolipidos que encierra la solucién acuosa.




En los liposomas multilamelares, las vesiculas tienen una estructura de cebolla.> 34

Cabezas hidrofilicas
Liposoma

Colas hidrofébicas

Cabezas hidrofilicas

Fig. 2 Liposoma y corte de la bicapa lipidica. Obtenida Yu H. et al.2021 3

Tipos de liposomas

El tamafo de los liposomas puede variar desde vesiculas muy pequefas (0,025 pm)
hasta de otras mas grandes (2,5 ym). Ademas, los liposomas pueden tener una o mas
bicapas. El tamafio de la vesicula es un parametro exacto para determinar la vida media
de circulacion de los liposomas y el nUmero como el tamafio de las bicapas afectan la
cantidad de farmaco encapsulado en los liposomas. A partir de su tamafio y nUmero de
bicapas, los liposomas son clasificados también en una de las siguientes dos
categorias: Vesiculas multilaminares (MLV) y Vesiculas Unilaminares (UV). Dentro de
las UV encontramos dos categorias mas: Las Vesiculas Unilaminares Grandes (LUV)
y Las Vesiculas Unilaminares Pequefias (SUV). En los liposomas unilaminares la
vesicula soélo es una esfera hecha de una sola bicapa de fosfolipidos mientras que en
los liposomas multilaminares tienen una estructura como la de una “cebolla”, es decir,
diversas vesiculas unilaminares formaran dentro de otra una estructura de esferas

concéntricas separadas por capas de agua.®




Tabla 1. Clasificacion y nomenclatura de liposomas en funcién del tamafio y la

lamelaridad.®
Abreviatura Nombre Tamafo
completo/lamelaridad
MLV Vesiculas multilaminares > 0,5 um
oLV Vesiculas oligolamelares 0.1-1 um
uv Vesiculas unilamelares Todos los rangos de
tamanos
SuUv Vesiculas unilamelares 40 - 100 nm
pequeias
LUV Vesiculas unilamelares > 400 nm
grandes
GUV Vesiculas unilamelares >1pum
gigantes
MVV Vesiculas multivesiculares >1pum

Componentes de Liposomas

Su estructura consiste en tres partes importantes: la cabeza, enlazador y una cola.
(Fig.7)

La cabeza juega un rol importante en la interaccién con la membrana celular, su
composicién quimica puede influir en su mecanismo de absorcién; algunos compuestos
mas utilizados para conformarla estructuralmente son: sales cuaternarias de amonio,
aminas, guanidina, compuestos heterociclicos.

En particular los lipidos que contienen poliaminas (PAs) han surgido como

transfectantes prometedores, sin embargo, las poliaminas ramificadas tienen menos




problemas en cuanto a su plegamiento, por lo que tienen mayor estabilidad.®

Las poliaminas pueden obtenerse de manera enddgena a partir de L-arginina ya que
es el precursor principal a partir de su conversion a ornitina a través de la enzima
arginina descarboxilasa y posteriormente se convierte a putrescina, esta a su vez sera
metabolizada a espermidina y espermina. También, pueden obtenerse de manera
exdgena por medio de la alimentacion, leche materna y formulaciones lacteas.

En las legumbres y vegetales se puede encontrar la espermidina, los alimentos que
contienen un gran porcentaje de esta amina son: germen de trigo, soja, algunos hongos,
nueces y semillas. Participa en la mayoria de las funciones celulares, incluida la
activacion de la autofagia, la estabilidad del ADN, la transcripcion, la traduccion y la
apoptosis.

Estos compuestos se han relacionados con importantes procesos fisiolégicos, como la
proliferacion y viabilidad celular, la nutricion y la fertilidad. También han sido vinculadas
con el sistema nervioso en el cual son abundantes, y se ha sugerido que pueden actuar
como neurotransmisores. En el sistema inmunolégico, también se ha asociado a las
PAs con funciones inmunoestimuladoras relevantes en la diferenciacion, activacion y
reclutamiento de células inmunes. Ademas, estos compuestos desempefian un papel
importante en la modulacién de las reacciones inflamatorias y se han planteado

diferentes mecanismos por los que pueden ejercer funciones antiinflamatorias. 7 8°

H
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Fig. 3. Estructura de Espermidina. Obtenida de Sigma-Aldrich

Enlazador

El enlazador provee ciertas caracteristicas al lipido como la carga general, impedimento
estérico, la flexibilidad conformacional de la molécula anfifilica. Los grupos utilizados
como enlazadores son éteres, ésteres, carbamatos.

Cuando se utiliza un enlazador de carbamato los lipocomplejos tienen una mayor

estabilidad, asi mismo, tienen excelentes propiedades de transfeccion y menor




toxicidad, un inconveniente de este grupo es que pueden sufrir una hidrélisis ya que
son sensibles a los cambios de pH. Gao y Huag sugirieron que las esterasas
intracelulares escinden rapidamente los enlazadores, de tal manera se biodegradan
una vez que han entrado en la célula, estos autores propusieron el uso del carbamato

en su lipido catiénico denominado DC-Chol.1% 11

HsC,

CHsJ
J L—<CH3
Cﬂ CH;

J ool
/N Jl\ N
HsC \/\H 0 &

Fig.4. Lipido catidonico DC-Chol. El area resaltada muestra el enlazador. Obtenida de
Gao X, 1991.
Parte Hidrofoba

Los derivados de colesterol son esteroides que se utilizan con mas frecuencia en la
preparacion de liposomas, ya que el colesterol modula la permeabilidad de la
membrana, cambia la fluidez y mejora la estabilidad de las membranas bicapa en
presencia de fluidos biolégicos como la sangre y el plasma. La region hidrofilica del
colesterol es el grupo hidroxilo y la parte hidrofébica la constituye el nucleo
ciclopentanoperhidrofenantreno. Su region polar es muy pequefia, por ello no forman
bicapas lipidicas por si solo. El colesterol en liposomas hace que se presente una
temperatura de transicion cercana a la temperatura ambiente, provoca una disminucion
en la fluidez de la bicapa y en la permeabilidad a solutos hidrofilicos, asi confiere una
gran estabilidad al liposoma.!




Fig. 5. Colesteril Cloroformiato.Obtenida de NINGBO INNO PHARMCHEM CO., LTD.
En un estudio realizado por Malaekeh B. se sintetizaron las poliaminas mediante la
reaccion de cloroformiato de colesterol y tres oligoaminas diferentes en presencia de
trietilamina. La oligoamina se disuelve en diclorometano anhidro, el cloroformiato es
agregado lentamente a una temperatura de 23°C-25°C con agitacion durante toda la

noche. Los productos que obtuvieron se muestran en la Fig. 7
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H,NH,CH,CHN
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Fig. 6. Estructura del (2-dimetilamino-etil)-carbamato éster de colesterol (DC-Chol),

(2amino-etil)-carbamato éster de colesterol (derivado 1), (4-amino-butil)-carbamato
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Fig. 7. Estructuras quimicas de lipidos catiébnicos DOTMA vy estructuras de los tres
segmentos que conforman los liposomas. Obtenido de Lipids and Lipid Derivatives for
RNA Delivery.

Etapas de preparacion de liposomas

Todos los métodos de preparacion de los liposomas implican cuatro etapas basicas:
1. Secado de lipidos de disolvente orgéanico.

2. Dispersion del lipido en medios acuosos.

3. Purificacion del liposoma resultante.

4. Andlisis del producto final. 13
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Métodos Generales de Preparacion de Liposomas

1. Método de hidratacion de pelicula delgada (método Bangham):

Consiste en disolver en un solvente organico adecuado todos los lipidos y el farmaco,
posteriormente se evapora el disolvente a presion reducida para crear una pelicula de
capa delgada, se hidrata con una solucion tampén acuosa. El cambio de tamafio de los
liposomas, los tipos de lamelaridad y las distribuciones de particulas se pueden
controlar mediante extrusion a través de membranas de policarbonato de tamafios de

poro especificos 0 mediante el uso de sonicadores de bafio o0 sonda.

2. Evaporacion en fase reversa

En este método, se parte de una disolucion de los fosfolipidos en éter etilico que se
mezcla con una fase acuosa en una relacion de volumenes 1:3 (fase organica/fase
acuosa). Esta mezcla se emulsifica por sonicacion obteniéndose una suspension de
micelas invertidas. A continuacion, se elimina el éter a presion reducida (= 300 mm Hg),
produciéndose al mismo tiempo una agregacion de dichas micelas que conduce a la
formacion de una estructura tipo gel, la cual finalmente acaba por romper cuando se
sigue incrementando el grado de vacio aplicado (= 700 mm Hg) para lograr la completa
eliminacién del disolvente organico. En todo este proceso las monocapas lipidicas que
constituyen las micelas se sitdan lo suficientemente cerca unas de otras, como para dar
lugar a las bicapas lipidicas que constituyen la pared de los liposomas.

Las vesiculas formadas de esta manera son de tipo uni u oligolaminar, con un tamafio

medio en torno a 500 nm, aunque bastante heterogéneo.

3. Método de eliminacion de detergente

En un disolvente organico se disuelven los lipidos y un tensioactivo de alta
concentracion critica de micelas, se obtiene una pelicula delgada después de la
evaporacion suave del solvente, el tensioactivo se elimina mediante dialisis,
cromatografia de exclusiéon, adsorcion en perlas hidrofébicas o dilucion. Formando una

vesicula de liposomas LUV.

11



4. Método de deshidratacion-rehidratacion

Es un método en el cual no se utilizan solventes organicos para formar LUV por
sonicacion. Se basa en la dispersion directa de los lipidos a bajas concentraciones en
una solucion acuosa que contiene farmaco, posteriormente se realiza la sonicacion. La
deshidratacion se da mediante la evaporacion con nitrégeno para crear una pelicula

multicapa que atrapa las moléculas del farmaco.

4. Método de Calentamiento

Es una técnica libre de disolventes organicos, los lipidos se hidratan directamente con
una solucion acuosa y se calientan durante no menos de una hora por encima de la
temperatura de transicién de los fosfolipidos usados en presencia de un 3- 5% de
agente hidratante como glicerina o propilenglicol. Los agentes hidratantes actian como
estabilizadores y aditivos isotonizantes que evitan la coagulacién y sedimentacion de

las nanoparticulas. 1415

Mecanismo de transporte a través de liposomas.

Los estudios in vivo e in vitro de los contactos con las células han demostrado que la
principal interaccion de los liposomas con las células es la simple adsorcion (mediante
interacciones especificas con los componentes de la superficie celular, fuerzas
electrostaticas o por hidréfobo débil no especifico) o después de la endocitosis (por
células fagociticas del sistema reticuloendotelial, por ejemplo, macréfagos y
neutréfilos). Este mecanismo se puede apreciar de manera general en la Fig.8. °
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1. Small molecules, e.g. TPP,
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Fig. 8. llustracién del blanco mitocondrial de un sistema de liberacion liposomal. Hu Y.
et al. 2017

3.3. CITOMETRIA DE FLUJO

El citometro de flujo es un sistema para analizar el movimiento de las células o
particulas mediante la corriente de un fluido que atraviesa por un laser. Las sefiales son
inducidas a partir de la dispersion de la luz y la fluorescencia emitida por las particulas
microscopicas.

Dos parametros intrinsecos en la citometria de flujo (no dependientes de la
fluorescencia, pero muy importantes en la evaluacion celular) son el conocido bajo las
siglas de FSC (Forward Scatter Channel) que nos informa del tamafio celular y el SSC
(Side Scatter Channel) que nos informa de lo que se conoce como complejidad
(rugosidad celular, granulosidad celular). Las células pueden ser marcadas por
fluorocromos conjugados a anticuerpos o marcadores fluorescentes de membrana,

citoplasmaticos o nucleares.®
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Fig. 9. Esquema de un citbmetro de flujo. Obtenida de: Laser Focus World.Gefvert B.

Componentes del Citometro de Flujo

Banco Optico

Son los componentes que estabilizan y alinean la fuente de luz y el objeto de
iluminacién.

Sistema de Fluido

Esta compuesto por un depdsito de liquido llamado flujo envolvente, el cual proporciona
un vehiculo para dirigir las particulas a través del sistema de flujo. Generalmente suele
ser una solucién amortiguadora con componentes adecuados para las particulas que
se analizan, las particulas entran en contacto hasta después de ser analizadas por ello

en ocasiones se utiliza agua destilada a menos que tenga un andlisis especifico.

Sistema Electrénico

Los fotodetectores convierten las sefiales de luz en impulsos eléctricos. A los tubos
fotomultiplicadores se le aplican voltajes para que la cascada de electrones resultante
del impulso de luz original se convierta en una corriente lo suficientemente grande para

ser detectada.l’

Fluorescencia

La fluorescencia es producida mediante la excitacion de las células con un laser que
emite un haz de luz, posteriormente se recolecta la incidencia del haz de luz. El equipo
cuenta con filtros que seleccionan la longitud de onda correspondiente a la medicion de
la fluorescencia. Para medir la fluorescencia en citometria de flujo se utilizan

fluorocromos que se unen a los anticuerpos de interés, estos compuestos excitan un
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tipo de laser especifico del equipo. Los mas utilizados son fluoresceina (FITC),
ficoeritrina (PE), complejo peridina-clorofila-proteina (PerCP), 6-carboxifluoresceina,
entre otros. Los fluorocromos tienen una longitud de onda especifica de absorcion y

emision de fluorescencia.l’- 18

3.4. CULTIVO CELULAR

Es una técnica en la cual a partir de una muestra de algun tejido es procesada para
aislar las células que lo componen y se colocan en un medio con sustratos y
condiciones ambientales favorables para su preservacion e incluso puedan continuar

con el ciclo celular. Existen dos tipos de cultivo:

e Cultivo celular primario: Los cultivos primarios consisten en células que se
adquieren de un organismo vivo y se mantienen en crecimiento in vitro.
e Cultivo Continuo: Se componen de un solo tipo de célula que se propaga en serie

para un namero limitado de divisiones celulares.

Morfologia del cultivo:

e Cultivos en monocapa: las células crecen adheridas sobre un soporte sélido
(plastico o vidrio). El anclaje al sustrato es un prerrequisito para la proliferacion
celular. Es el método utilizado para la mayoria de las células excepto para las
hematopoyeéticas.

e Cultivos en suspension: las células se encuentran dispersas en el medio de
cultivo. Su crecimiento no depende del anclaje. Este tipo de cultivo se restringe
a las células hematopoyéticas, células madre, lineas celulares transformadas y
células tumorales. Alcanzan la confluencia cuando el nimero de células es

grande y los nutrientes son insuficientes.® 20
La formacién de una linea celular a partir de un cultivo primario implica que:

e Aumenta el numero de células obtenidas

e Acaban predominando uno o dos tipos celulares: los que tienen mayor tasa de
crecimiento la poblacion celular se hace uniforme y homogénea

e Sus caracteristicas se conservan durante las sucesivas generaciones y, si se

conservan en nitrégeno liquido, de forma indefinida.?!
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3.5. ANTICUERPOS Y RECEPTORES FC

Las inmunoglobulinas (Ig) son un tipo de proteinas denominadas glicoproteinas, parte
especifica del complejo receptor de células B (BCR, por sus siglas en inglés). Cuando
una sustancia extrafia al organismo, denominada antigeno, interactiia con la membrana
del linfocito B, desencadenando una respuesta que incluye la activaciéon de mas
linfocitos inmunes que atacan al antigeno. Ademas, funcionan como moléculas
circulantes secretadas por las células plasméaticas provenientes de la activacion, la
proliferacion y la diferenciacion de dichas células B.

Las inmunoglobulinas se dividen en dos fragmentos idénticos conocidos como Fab
(fragmento de unidn al antigeno, por sus siglas en inglés) que son los que se unen al
antigeno, y en un fragmento que posee la propiedad de ser facilmente cristalizable
denominado Fc (fraccion cristalizable). La formacion de puentes disulfuro internos en
las cadenas da como resultado la obtencién de dominios proteicos globulares,

caracteristico de todos los miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas.?? 23

{
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Fig. 10. Los fragmentos Fab se obtienen cuando las regiones variables de las cadenas
pesadas (VH, por sus siglas en inglés) y el primer dominio constante de las cadenas
pesadas (CH1, por sus siglas en inglés) se asocian con los dominios constante y
variable de las cadenas livianas (VL y CL, por sus siglas en inglés), las regiones dos y
tres de las cadenas pesadas (CH2 y CH3) forman la Fc. Esta region cumple con
funciones efectoras, tales como transporte placentario, potenciacion de la fagocitosis

(opsonizacion) y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC, por sus siglas
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en inglés). Obtenida de Bermudez K. et al. 2019.

En algunos mecanismos de defensa, es importante la participacion de la fraccion
cristalizable Fc, como el proceso de citotoxicidad dependiente de anticuerpos
inmunomediada (ADCC). Este proceso comienza con el reconocimiento de un antigeno
expresado en la superficie de la célula diana por inmunoglobulinas especificas. El
dominio Fc se une a los receptores Fcy (FcyRs) expresados en las células efectoras
inmunitarias, lo que desencadena la liberacion de granulos citotoxicos hacia la célula
diana o0 aumenta la expresion de los receptores de muerte en la superficie celular. Por
ejemplo, los linfocitos citoliticos naturales (NK-natural killer) al expresar su receptor
CD16 activado por ADCC, genera sefiales que hacen que el linfocito NK descargue las
proteinas de sus granulos que matan la célula opsonizada (es decir la célula esta
cubierta por particulas llamadas opsoninas que facilitaran su fagocitosis como se puede

observar en la siguiente figura.?3 24

Citotoxicidad
Natural (NC)

Fc/R (CD16)

G
(A

Fig. 11. Citotoxicidad dependiente de anticuerpos. Obtenida Inmunosalud.Pefia J.,
2023.

Tipos de Receptores FC
Existen 3 diferentes clases de receptores que reconocen las regiones Fc de IgG (FcyR),
la IgA (FcaR) y la IgE (FceR). En los seres humanos existen a su vez tres clases de

receptores para IgG (FcyR):
e FcyRI (CD64)

e FcyRIl (CD32)
e FcyRIlI (CD16)
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Los receptores Fc mencionados anteriormente, se caracterizan por una cadena a de
glucoproteinas que se unen al anticuerpo y que tiene dominios extracelulares
homodlogos a los dominios de las inmunoglobulinas. Los FcyR se expresan de forma
constitutiva en diferentes tipos de células, esto se debe a la agregacion de los FcyR en
la superficie celular con la consecuente transduccion de la sefial y la activacion del
receptor inmunitario (ITAM) o tirosinas de inhibicion del receptor inmunitario (ITIM). El
receptor FcyRIIl se expresa en monocitos, macréfagos, células Natural Killer (NK) y
algunos linfocitos T. En la siguiente figura (Fig. 11) se muestra una tabla de las

caracteristicas mas relevantes de estos receptores y sus isoformas.??

FeyRi FeyRI-A FcyRII-B2 FeyRII-B1 FeyRIll FeeRll FcaRI
Receptor Fca/pR
(CDs4) | (D32 | (@32 | (032 corg) | PRl (cD23) (cD89) i
Estructura o 72kDa| @ 40kDa o 50-70kDa | o 45kDa o 55-75kDa
dominio imem
B lectina a 70kDa
or 33kDa é?z
¥ yol Ny 9kDa 3 N ¥ 9kDa D
M | | W 1 H L H |
I I 1 I T
H 'jDomlmo [ij ] H U H N H
tipo y (Jrmm
Unién lgG1 lgG1 lgG1 lgG1 lgG1 IgE IgE IgA1, IgA2 IgA, IgM
10°m! 2x10°M1 [ 2x 10T | 2x105M7 | Sx10PMT | 100MT | 2-7x 10 M 107 M 3x10°M°
Ordende | )0G1=(gG3 | 1)IgGI 1)lgG1=lgG3| 1)lgG1=IgG3| 13G1=IgG3 (trimer) lgAT=IgA2 | 1)IgM
afinidad 2) 9G4 2)1gG3=IgG24  2)IgG4 2) IgG4 2-7x 1060 2) Igh
3)lgG2 3) 1lgG4 3)1gG2 3)lgG2 {(monomer)
Tipo celular| Macrofagos | Macrofagos | Macrofagos | LinfocitosB | CelulasNK | pagiocits | Eosinofilos | Macrofagos | Macrofagos
Neutrofilos Neutrdfilos | Neutrofilos | Mastocitos | Eosindfilos | gagsfiios Linfocitos B | Eosinafilost | Linfocitos B
Eosindfilos Eosinofilos Eosinofilos Macrofagos Neutrofilos
Plaquetas Neutréfilos
Células de Mastocitos
Langerhans
Captacion > 2y o > .
Efectode la| Eimuiacion Captacion Captacion | No captacion Induccion de Secrgmon Desgranulacion Captacion Captacion
ligadura Acivaciende | Liberacion de | Inhibicion de | innibicion ge | |2 Malanza | de granulos Fhiockin e
la explosion granulos | la estimulacion | |3 estimulacion| (€&1u1as NK) la matanza
respiratona (eosindfilos)

Induccion de
la matanza

Fig. 12. Receptor Fc.Obtenida de inmunologia basica. Abul K. Abbas

En el caso del receptor FcyRIIl (CD16), en el cual se centrara el siguiente proyecto, se
ha demostrado que existen dos formas codificadas por dos genes vinculados que se
encuentran en el locus FCGR (del inglés, Fc gamma Receptor), una forma
transmembrana con una cola citoplasmética de 25 aminoacidos llamada CD16A
(FcyRIIIA) y una forma glicosilfosfatidilinositol (GPI) llamada CD16B (Fc¥RIIIB). Las
dos formas son tan similares que sus secuencias extracelulares difieren en tal solo seis
aminodacidos, su region extracelular comprende dos dominios de la superfamilia de

inmunoglobulinas de tipo C2.24 25
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Fig. 13. Estructura de las dos isoformas de CD16: CD16A es un receptor
transmembrana que se asocia a moléculas adaptadoras, y CD16B esta anclado a la
membrana celular mediante un glicosilfosfatidilinositol (a-GPI). Obtenida de Bermudez
K. et al. 2019.

3.6. ENSAYO DE CIERRE DE HERIDA (WOUND HEALING)

El ensayo de cierre de herida estudia la migracion celular in vitro. Se basa en la
observacion de la migracion celular desde una herida realizada en la monocapa celular,
se controla a medida que se capturan imagenes inmediatamente después de la
creacion de la herida, asi como en puntos de tiempo determinados durante el cierre de
la herida, posteriormente las imagenes se comparan para calcular la migracion celular.
De igual manera depende del tipo de células ya que algunas migran hacia la herida
como poblaciones débilmente conectadas (fibroblastos) o como laminas de células
(células epiteliales y endoteliales).

La migracion de las células esta regulada por la matriz extracelular (MEC) debajo de
las células como por los factores solubles, asi como las interacciones intercelulares en
el caso de las células endoteliales y epiteliales.

La mayoria de las veces, las células se cultivan en placas de Petri pequefias o en placas
de 6 a 96 pocillos de acuerdo con los protocolos estandar de laboratorio hasta que
forman un monocapa adherente compacta de células, en la que se forma un rasgufio o
una herida, la mayoria de las veces de forma lineal o circular. Este rasgufio o herida se
puede crear de varias maneras; la mayoria de las veces se genera a mano de forma

secuencial en pozos individuales utilizando una pipeta, un raspador de células o
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automaticamente a través de varios dispositivos comerciales o de fabricacion propia. A
continuacion, se procede a la obtencion de imagenes de células vivas en condiciones
de incubacion definidas mediante microscopia de lapso de tiempo en campo brillante o
espectro de fluorescencia, lo que permite el estudio de la migracion celular como un

proceso dindmico registrado como un conjunto de informacién espacial y temporal.26 27
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- Optical

Physical exclusion
Chemical and enzymatic
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Fig. 14. Esquema del ensayo cierre de herida. Obtenida de CytoSMART, 2023.

3.7 CAPACIDAD CLONOGENICA

Se basa en analizar la capacidad de cada célula para someterse a una division ilimitada
y poder convertirse en una colonia. El ensayo clonogénico es el método de eleccion
para determinar la muerte celular después de un tratamiento con radiacion ionizante o
para determinar la eficacia de otros agentes citotoxicos. Solo una fraccion de las células
sembradas retiene la capacidad de producir colonias. Antes o después del tratamiento,
las células se siembran en diluciones apropiadas para formar colonias en 1 a 3
semanas. Las colonias se fijan con glutaraldehido o etanol, se tifien con cristal violeta
y se cuentan usando un microscopio estereoscopico. Ademas, este ensayo también se
ha desarrollado para detectar el origen de las células cancerosas aisladas de tumores
y lineas de células cancerosas.

En un tumor, sélo unas pocas células conservan las caracteristicas de células troncales
tumorales, aquellas que tienen la potencia para sufrir alteraciones epigenéticas que
conducen a la division celular asimétrica e iniciar la tumorogénesis. Este método ayuda
a evaluar la capacidad de las células derivadas de tumores propagadas in vitro o las
células troncales cancerosas de lineas celulares para convertirse en un nuevo tumor

tras el trasplante en un receptor in vitro.?8 2°
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4. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Los lipidos catidnicos son agentes primordiales para la generacién de
nanoacarreadores como sistemas de administraciéon farmacéutica, por ello se han
desarrollado combinaciones entre los grupos funcionales que conforman sus partes
hidrofobas, hidrofilica y el enlazador. No obstante, en algunas investigaciones se ha
demostrado que los lipidos basados en poliaminas como la espermidina o espermina
como parte polar tienen una transfeccion mayor, al igual que el uso de una cola
hidrofébica de colesterol. Ademas, si el enlazador es de carbamato puede estabilizar el
lipido en el sistema circulatorio mientras que se degradan en moléculas mas pequefas
con una toxicidad mucho menor.

En 1991 Gao y Huang desarrollaron un método para la produccién de liposoma, en esta
investigacion realizaron la sintesis de un lipido catidnico derivado de un colesterol
utilizando cloroformiato de colesterol y N, N-dimetil etilendiamina a 0°C obteniendo un
rendimiento del 21.8% de 3BN- ([N, N-dimetilaminoetanol)-carbamoil colesterol.
Posteriormente en 1997, Aronex Pharmaceuticals, Inc. patenté un transportador
anfipético en el cual la sintesis del lipido se realiza mediante la reaccion de espermidina
o espermina y cloroformiato de colesterol en cloruro de metileno y N, N-
Diisopropiletilamina a temperatura ambiente durante 2 horas.

En el Laboratorio de Oncologia Celular de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza
se desarrollaron dos 6rdenes de produccién para obtener espermidil- colesterol,
basandose en el método de Gao-Huang y la patente expirada de Aronex
Pharmaceuticals, Inc. La primera sintesis se clasifica como Lipido A mientras que la
segunda Lipido B.

En las investigaciones previas realizadas por el Laboratorio de Oncologia Celular, se
ha determinado que en la produccién del lipido B, se obtiene un rendimiento mas alto;
a pesar de ello el comportamiento del producto es inusual ya que es mas agresivo para
la transfeccion causando disrupciones en la membrana celular blanco mientras que el
Lipido A no presenta este comportamiento.

Por tal razon, en el siguiente proyecto se realiz6 una comparacién de ambos productos
y meétodos de sintesis; fabricando liposomas con el lipido A y lipido B; se evaluo la
estimulacién a la aparicion de receptores CD16 de la membrana de la linea celular
INBL, asi mismo se realizaron ensayos citotoxicos complementarios en la linea celular

HCT116, debido a la colaboracion con el Instituto de Investigacion,Desarrollo e
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Innovacién en Biotecnologia Sanitaria de Elche (IDIiBE), Alicante, Espafia, de cierre
de herida y capacidad clonogénica para determinar cudl de los dos compuesto es mas

eficaz, eficiente y seguro para la produccion de estas nanovesiculas.

5. HIPOTESIS
Se han encontrado diferencias en el rendimiento y comportamiento bioldgico de los
productos de la sintesis del lipido catiénico espermidil-colesterol por el método A y B,
en el presente trabajo se sintetizara el lipido catidnico utilizando ambos procedimientos,
se fabricaran liposomas utilizando los productos Ay B para analizar su comportamiento
biolégico mediante la estimulacion de los receptores FcyRII(CD16) en las membranas
celulares de lineas tumorales y se espera analizar las posibles diferencias en el

comportamiento biolégico debido a los procesos de sintesis.
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6. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar y comparar dos métodos de produccion del lipido catiénico espermidil-
colesterol, clasificados como Lipido A y B, mediante la fabricacion y evaluacion
biolégica de liposomas preparados con los productos obtenidos de ambos métodos,
para determinar cual tiene un mayor rendimiento y que cumpla con los pardmetros de

eficiencia, eficacia y seguridad.

6.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar epermidil-colesterol establecidos en las érdenes de produccion del
Laboratorio de Oncologia Celular

e Fabricacion de los liposomas utilizando como materia prima los Lipidos Ay B

e Realizar la caracterizacion de los liposomas por medio de citometria de flujo

e Evaluacién de la actividad biolégica de los liposomas con ambos lipidos

catidnicos mediante la estimulacion de una linea celular

e Determinar un método de sintesis adecuado para la produccion de liposomas y

realizar su orden de produccién que asegure su reproducibilidad.

23



7. DISENO EXPERIMENTAL

Finalidad del Estudio: Descriptiva

Tipo de Estudio: Experimental

Secuencia Temporal: Transversal

Cronologia de los hechos: Prospectivo

Poblaciéon de Estudio: Espermidil-Colesterol sintetizado por la orden de produccién
PNO-LOCE-240222, PNO-090822, PNO-LOCE-100323 y PNO-090323, en el

Laboratorio de Oncologia de la FES Zaragoza.

Variables

e Independientes

Control negativo de células INBL
Espermidil-Colesterol (A 'y B)

Estimulo con liposomas (A y B)

e Dependientes

Expresion del receptor CD16
Capacidad de crecimiento celular en la siembra de colonias

Cierre de la herida realizada en las células HCT116
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8. MATERIAL Y METODOS
8.1. MATERIALES
> MEDIOS DE CULTIVO

e DMEM Gibco ™
e RPMI 1640 Laboratorios MICROLAB S.A. DE C.V.

> LINEAS CELULARES

e La linea utilizada se denomina INBL, la cual fue establecida previamente por el
Laboratorio de Oncologia de la FES Zaragoza a partir de un carcinoma
epidermoide de cuello uterino compuesto por células grandes no queratinizadas
de tumores metastasicos tipo IVB.

e Lalinea celular HCT116 se aisl6 del colon de un hombre adulto con céncer de
colon de morfologia epitelial.

> ANTICUERPO
CD16 Anticuerpo (3G8) PE: sc-19620. Santa Cruz Biotechnology, USA.

8.2. METODOLOGIA

e Sintesis de Espermidil Colesterol A

Se realizé conforme al procedimiento maestro para espermidin-colesterol establecido
por el Laboratorio de Oncologia Celular, brevemente se realizé una reaccion donde se
afiadié espermidina (Sigma Aldrich®), mas colesteril cloroformiato (Sigma Aldrich®),
con cloroformo y se dejé reaccionar durante una hora posteriormente se realizaron
lavados con una mezcla de cloroformo-metanol 1:1 y agua destilada. Se obtuvo un

sélido viscoso de color amarillo.
e Sintesis de Espermidil Colesterol B

Se realiz6 conforme al procedimiento maestro para espermidil-colesterol establecido
por el Laboratorio de Oncologia Celular, de manera general se afiadié espermidina
(Sigma Aldrich®) y colesteril cloroformiato (Sigma Aldrich®) en cloroformo en bafio de

hielo, se dej6 reaccionar durante 3 horas. La reaccion se dejo en refrigeracion durante
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18 horas. Después de transcurrir este tiempo, se vertié una solucion de hidroxido de
sodio 0.1 M, posterior a este paso se dejé reaccionar durante una hora. Al paso de este
tiempo se realizd una extraccidén con solucion salina al 50% y agua destilada. Al obtener

la fase organica se recuper6 un producto solido de color blanco.
e Fabricacion de liposomas

Se realizé mediante dos métodos de produccion conforme a la orden de produccion de
liposomas establecido por el Laboratorio de Oncologia Celular, se pesaron 1.35 mg de
espermidil colesterol del lote PNO-090822 y del lote PNO-LOCE240222,
posteriormente se afiadio fosfatidilcolina (Sigma Aldrich®), con ayuda de una Jeringa
Hamilton de 25 pL, y cloroformo grado molecular, se agitdé mediante un vortex y se seco
mediante una corriente de nitrégeno, se afiadié una solucién de fosfatos y se soénico
con ayuda del equipo Avanti Sonicator (Avanti Polar Lipids, Inc., Alabaster, AB, EE.
UU.) . Después, se afiadio 5 mL de solucion de PBS y se acondicionaron 1.5 mL de
liposomas en tubos Eppendorf® para su posterior refrigeracion. La estabilidad del
liposoma es de 7 dias en refrigeracion.

El método utilizado en la Universidad Miguel Hernandez de Elche en el Instituto de
Investigacion, Desarrollo e Innovaciéon en Biotecnologia Sanitaria fue la fabricacion de
liposomas por fase reversa en el cual, se pesaron 1.35 mg de espermidil colesterol del
lote PNO-LOCE-100323 y del lote PNO- 090323 y se colocaron en un matraz forma
corazén esmerilado con dos bocas, también se afiadio fosfatidilcolina (Sigma Aldrich®)
y cloroformo, se utiliz6 para secar una corriente de argon, posteriormente se afiadid
solucion de fosfatos y éter etilico. En una campana de extraccion, se conectaron las
mangueras a los conectores esmerilados del matraz y una de ellas se conect6 a una
bomba de vacio para extraer el disolvente mientras se agita durante 45 segundos,
posteriormente se vuelve a agitar durante 45 segundos. Al formarse la pelicula lipidica
se afiadieron 5 mL de solucion de fosfatos para obtener la suspension liposomal y se

acondicionaron en tubos Eppendorf® de 5 mL.
e Caracterizacion de Liposomas

Se tomd un tubo Eppendorf® acondicionado con liposomas Ay B, se colocaron en tubos
para citometria de flujo y se afiadio solucion de fosfatos para su posterior lectura en el
citometro y su caracterizacion en forward scatter (FSC) y side scatter (SSC) para

analizar el tamafio y complejidad de los liposomas fabricados con ambos lipidos
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cationicos en el Citometro de flujo Cytek™ Aurora.
e Evaluacién Biologica de los lipidos Ay B

Se cultivaron en 9 cajas Petri de 60 mm 1x10° células en cada una con medio RPMI sin
suero durante 24 horas, se etiquetaron 3 cajas para control, 3 para lipido A y 3 para
lipido B, al dia siguiente se afiadieron los tratamientos con una concentracion de 300
MM de liposomas A y B en sus respectivas cajas, se incubaron durante 30 minutos; al
terminar el periodo de incubacion se retiro el tratamiento y se lavaron con una solucion
de fosfatos. Se obtuvo el botdn celular de cada caja en un tubo Eppendorf® de 2 mL,
se afadieron 5 pL de anticuerpo anti-CD16 (3G8) PE (sc-19620. Santa Cruz
Biotechnology, USA) y 100 uL de PBS; se incubaron durante 45 minutos a temperatura
ambiente en la oscuridad. Al finalizar el tiempo se realizé un lavado del botén celular y
se fijaron las células con paraformaldehido al 4%. Se leen las muestras en el citbmetro
Cytek™ Aurora.

e Capacidad Clonogeénica

En el ensayo de capacidad clonogénica, se sembraron 2x10°2 células de HCT116 por
pocillo en placas de 6 pozos y se aplico el tratamiento de liposomas preparados con
espermidil-colesterol B, durante 24 horas, utilizando 6 concentraciones diferentes: 0
MM, 37.25 uM, 75uM, 150 pM, 225 uM y 300 uM. Al dia siguiente se retird el tratamiento,
se adicioné medio nuevo y se dejaron incubar por 7 dias a 37°C. Después, se retiro el
medio y se afiadio etanol absoluto frio al 70% durante 10 minutos para fijar las células.
Al pasar el tiempo, se afladié 1 mL de cristal violeta, se dejo6 tefiir durante 10 minutos,
se realizaron lavados para retirar el excedente de colorante y se realizé el recuento de

colonias en la placa.

e Cierre de Herida (Wound Healing)

Para la técnica de cierre de herida se sembraron dos placas con 5x10* células por
pocillo en placas 96 pozos, al tener una confluencia del 100% se procedi6 a realizar el
ensayo afiadiendo la sonda Hoechst, para tefiir el ADN celular y obtener una imagen
precisa de la herida, posteriormente se realizaron heridas mediante la ayuda de la
pipeta multicanal con puntas de 100 pyL en cada pocillo. Se anadié el tratamiento con
liposomas a una concentracion de 150 uM y se coloco en el equipo Cytation 5 tomando

fotografias cada hora por 24 horas.

27



9. RESULTADOS

e Sintesis de Espermidil-Colesterol

En el Laboratorio de Oncologia Celular de la FES Zaragoza se ha disefiado un
procedimiento para la fabricacion de liposomas catidnicos, ya que estos favorecen la
interaccibn membranal debido a su carga positiva.Asi mismo, el laboratorio ha obtenido
dos métodos de sintesis para la produccion del lipido catiénico llamado espermidil-
colesterol.Por ello en este trabajo se realizé una comparacion de ambas sintesis del
lipido clasificandolas en Lipido A y Lipido B. El proceso de purificacion en el método B
es mas efectivo y tiene un mayor rendimiento.

Tabla 2. Rendimiento de la reaccién obtenido en la sintesis de espermidil-colesterol por

dos métodos diferentes.

Sintesis Rendimiento promedio de reaccion
Lipido A 35.97%
Lipido B 69.92 %

e Caracterizacion de los liposomas

En los resultados de la caracterizacion de liposomas se observan los dot plots de ambas
nano vesiculas con los diferentes productos de las sintesis (Fig. 14).

Las poblaciones analizadas muestran el mismo tamafio y existe una pequefia variacion
en la complejidad al observarse en el histograma comparativo (Fig. 16), sin embargo,
no es significativa. Por ello se puede decir que al utilizar el espermidil colesterol

producido por cualquiera de los métodos
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Fig.15. Caracterizacion de los liposomas fabricados con lipidos A y B respectivamente,

representados en dot plots.
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Fig. 16. Histograma comparativo de tamafio (derecha) y complejidad (izquierda) de los

liposomas fabricados con Lipidos Ay B.
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e Estimulacion del receptor CD16 con liposomas vacios Ay B

A continuacion, se presentan los histogramas comparativos obtenidos por citometria de
las células INBL control negativo sin marcador, INBL basal marcadas con anticuerpo
anti-CD16 sin estimulacion, células INBL estimuladas con lipido A y B durante 30
minutos y marcadas con anticuerpo anti-CD16.Cada ensayo representa una repeticion
del experimento en las mismas condiciones anteriormente explicadas. El
desplazamiento promedio obtenido al estimular las células tumorales es de 14.79% con
el Lipido Ay 17.10% con el Lipido B, por lo cual se concluye que esta linea celular
expresa el receptor CD16. (Fig. 17.)

ENSAYO 1 ENSAYO 2

100 =

100 =

Comp-PE-A :: CD16 Comp-PE-A :: CD16
Tratamiento Eventos Tratamiento Eventos
INBL control negativo 15981 INBL control negativo 15981
. INBL basal 12088 . INBL basal 11522
INBL estimuladas con lipido A 13877 INBL estimuladas con lipido A 12974
INBL estimuladas con lipido B 14156 INBL estimuladas con lipido B 12052

30



ENSAYO 3 ENSAYO 4

100 =

80 =

Comp-PE-A :: CD16 Comp-PE-A :: CD16
J Tratamiento Eventos Tratamiento Eventos
INBL control negativo 15981 INBL control negativo 15081
. INBL basal 14156 . INBL basal 14139
INBL estimuladas con lipido A 12568 INBL estimuladas con lipido A 13213
INBL estimuladas con lipido B 11899 INBL estimuladas con lipido B 11085

Fig. 17. Histogramas obtenidos de los diferentes ensayos realizados para la evaluacion
de la estimulacion del receptor CD16 en INBL, utilizando un control, células basales,

células tratas con liposomas A y células tratadas con liposomas B

e Ensayo Cierre de Herida

Se realizd el ensayo cierre de herida para corroborar la seguridad de los liposomas
empleando el lipido espermidil-colesterol B en la linea celular HCT116, las se muestra
el control y una imagen con tratamiento(Fig. 18).Se puede observar en la figura D que
la migracién celular no se ve afectada por los liposomas y existe un mayor crecimiento
celular cerca de la herida al compararse con la imagen en el tiempo O con tratamiento,

con este resultado se confirma que los liposomas no son citotoxicos.
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Fig. 18. Imagen de las heridas realizadas en la linea celular HCT116, donde A) herida
control en el tiempo O; B) herida control en 24 horas; C) se aplicé tratamiento de

liposomas con lipido B en el tiempo 0 y D) se muestra la herida con tratamiento a las
24 horas.
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Fig. 19. A) Gréfico de % de apertura de la herida vs tiempo del control y tratamiento; B)

Grafico del area de la herida vs tiempo del control y tratamiento.
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e Capacidad clonogénica

Los resultados obtenidos en el ensayo de capacidad clonogénica, al ser tratadas con el
tratamiento de liposomas B, muestra una disminucion en el tamafio y diametro de las
colonias al compararse con el control, sin embargo, no existe una diferencia significativa
entre el crecimiento y tamafo de las colonias a las diferentes concentraciones del

tratamiento.
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Fig. 20. Gréfico de doble eje representando el diametro promedio de las colonias

formadas vs concentracién y % de formacion de colonia vs concentracion.
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10. DISCUSION

Los liposomas son sistemas de administracion de farmacos que han demostrado tener
mayor efectividad en tratamientos contra enfermedades inmunitarias y oncoldgicas, ya
que tienen una mejor absorcién del farmaco en las membranas, administracion
localizada, liberacion controlada, entre otras ventajas. Por lo tanto, la investigacion para
mejorar los métodos de fabricacion sigue en marcha.

Los compuestos que han resultado mas eficientes y eficaces para la produccion de
liposomas son los esteroides como el colesterol, un enlazador que sea del grupo
carbamato y una poliamina como la espermidina ya que mejoran la estabilidad en las
bicapas lipidicas. La espermidina presenta un sistema de carga positiva que fortalece
la interaccion hidrofébica. (Zou-Yu et al., 2022)

En el Laboratorio de Oncologia Celular de la FES Zaragoza se ha disefiado un
procedimiento para la fabricacion de liposomas cationicos, ya que estos favorecen la
interaccion membranal debido a su carga positiva. Asi mismo, el laboratorio ha obtenido
dos métodos de sintesis para la produccion del lipido catiénico llamado espermidil-
colesterol. Por ello en este trabajo se realizé una comparacion de ambas sintesis del
lipido clasificAndolas en Lipido A y Lipido B.

La reaccion para obtener este lipido se basa en la formacion de una amida mediante la
sustitucion del haluro de acilo en el colesteril cloroformiato por el nucledéfilo del grupo
amino presente en la espermidina. Para optimizar la sintesis A se recuperd el
cloroformo utilizado mediante un rotavapor, mientras que en las sintesis B se vio
favorecida al dejar la reaccion durante 18 horas en refrigeracion con los reactantes;
espermidinay colesteril cloroformiato. Al transcurrir este tiempo se realiz6 la purificacion
con hidréxido de sodio, ya que en la reaccion se liberan iones hidronio, finalmente se
realizaron lavados con agua y solucién salina para eliminar los rastros de impurezas. El
rendimiento promedio obtenido en la sintesis B fue de 69.92% mientras que en la
sintesis del lipido A fue de 35.97%, por lo que la reaccion para obtener el lipido B es
mas eficiente.

Posteriormente al obtener los productos de ambas sintesis se realizaron liposomas,
debido a que el lipido catiénico necesita estar conjugado al liposoma para estimular e
incrementar la expresion del receptor FcyRIll (CD16) en la linea celular INBL. (Urias S.,
2016)
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En los resultados de la caracterizacion de liposomas se observan los dot plots de ambas
nano vesiculas con los diferentes productos de las sintesis (Fig. 15), las poblaciones
analizadas muestran el mismo tamafio y existe una pequefia variacion en la
complejidad al observarse en el histograma comparativo (Fig. 16), sin embargo, no es
significativa. Por ello se puede decir que al utilizar el espermidil colesterol producido por
cualquiera de los métodos planteados en este experimento, son funcionales para el
disefio liposomal.

En investigaciones previas por la Unidad de Investigacion en Diferenciacion Celular y
Céncer de la FES Zaragoza se establecié que la linea celular INBL es capaz de
expresar el receptor CD16 al estimularse con liposomas encapsulados con
fosfatidilinositol (CoronaOrtega et al., 2019), sin embargo, en esta investigacion el
objetivo era determinar si los liposomas realizados con los lipidos cationicos vacios
tienen el mismo efecto para desencadenar esta respuesta inmunitaria.

Se ha demostrado que la via de absorcion de nanoparticulas lipidicas en células de
carcinoma de cuello uterino estda mediada por endocitosis, especificamente el proceso
macropinocitosis, en el cual las células absorben una cantidad elevada de liquido
extracelular formando una vesicula de 0.5 a 10 pm de didmetro llamado
macropinosoma, en la cual podrian ser captados los liposomas. (Makvandi et al. 2021).
Siendo asi un sistema de liberacién localizado para transportar tratamientos
oncoldgicos.

Al explicar lo anterior los liposomas empleados, es posible que al incorporarse a la
membrana celular, mediante la macropinocitosis anteriormente explicada, podrian
activar la via de sefializacién del receptor FcyRIll, como se puede observar en los
histogramas obtenidos por citometria de flujo ,el desplazamiento promedio obtenido al
estimular las células tumorales es de 14.79% con el Lipido Ay 17.10% con el Lipido B
(Fig. 17), por lo tanto si existe una expresion de receptores Fc en la linea celular INBL.
La presencia del receptor FcyRIIl en la linea celular INBL es una respuesta adquirida
por las células para evadir el sistema inmunoldgico antitumoral y activar vias de
proliferacion celular. (Diaz A, 2014) que podria ayudar en investigaciones futuras a
desarrollar tratamientos para combatir el cancer cervicouterino utilizando como blanco
estos receptores.

Se realizaron estudios complementarios como el ensayo de cierre de herida y

capacidad clonogénica en colaboracion con el Instituto de Investigacion, Desarrollo e
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Innovacién en Biotecnologia en Elche, Alicante, Espafia para corroborar la seguridad
de los liposomas producidos por el lipido catidnico espermidil-colesterol B, se utilizo la
linea celular HCT116, derivada de cancer de colon para los experimentos, ya que no

se contaba con la linea celular INBL.

El ensayo de cierre de herida (wound healing), consiste en romper mecénicamente la
monocapa confluente, dejando asi un area sin células, a través del tiempo la apertura
va cerrando ya que las células en el borde del dafio, que no estan inhibidas por el
contacto, van desplazandose. En los resultados obtenidos (Fig 18) se puede comparar,
en las fotografias obtenidas por el equipo en el tiempo 0 y 24 horas (A y B) contra las
imagenes tratadas con liposomas a las 0y 24 horas (C y D), la herida continla abierta,
sin embargo, existe una mayor confluencia celular cerca del borde de la herida superior.
No obstante, no se logr6 observar el borde inferior de la herida debido a que el enfoque
fotografico no fue correcto por la falta de mantenimiento del equipo. Al realizarse las
mediciones de area correspondientes a la apertura de la herida, se determiné que se
realizd una herida de mayor diametro en las células con tratamiento de liposomas como
se puede visualizar en el grafico B (Fig. 19)

En el grafico comparativo A (Fig. 19), la tendencia del porcentaje de cierre de la herida
es la misma en el control y en el tratamiento con liposomas conforme pasa el tiempo,
por ello se puede decir que los liposomas fabricados con el espermidil-colesterol B no
influyen en la migracién celular, lo cual nos indica que no tiene un efecto citotoxico en
las células.

Los resultados obtenidos en el ensayo de capacidad clonogénica, al ser tratadas con el
tratamiento de liposomas B, muestra una disminucion en el tamafio y diametro de las
colonias al compararse con el control (Fig. 20), sin embargo, no existe una diferencia
significativa entre el crecimiento y tamafio de las colonias a las diferentes
concentraciones del tratamiento. La diferencia entre el control y los tratamientos puede
deberse al proceso de fabricacién de liposomas, ya que en estas pruebas se fabricaron
mediante el método de fase reversa y se utilizd un lote de produccion diferente para
cada ensayo, por ello existe una mayor probabilidad de que contengan restos de los
solventes utilizados en su fabricacidbn que pueden provocar una respuesta negativa

hacia las células.
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Al compararse los resultados obtenidos se establece que los liposomas realizados con
espermidil-colesterol A y B tienen un tamafio y complejidad adecuado para utilizarse
como nanotransportadores, asi mismo ambos expresan el receptor CD16; el lipido B
no tiene un comportamiento citotdxico como se planteaba al inicio del proyecto, ya que
se demuestra con los ensayos complementarios de cierre de herida y capacidad
clonogénica que no afecta el ciclo celular de la linea celular HCT116.

Por lo que ambos lipidos catidénicos espermidil-colesterol A y B pueden ser utilizados
como sistemas de administracion seguros, eficaces y eficientes para la investigacion
de tratamientos oncologicos. Asi mismo, el espermidil-colesterol obtenido por la sintesis
B muestra un comportamiento estable y seguro al interactuar con las células, por ello
es mas conveniente utilizarlo para la fabricacién de liposomas, ya que el producto tiene

un mejor rendimiento y se utiliza una menor cantidad de solventes para su produccion
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11. CONCLUSIONES

Al compararse ambas formulaciones de liposomas mediante los ensayos biolégicos se
puede decir que los lipidos espermidil-colesterol obtenidos por las sintesis A y B tienen
comportamientos similares, ya que al utilizarse como precursores de liposomas
muestran el mismo tamafo y complejidad, de igual manera estimulan las células
tumorales de cérvix para expresar el receptor FcyRIIl.

El lipido B no muestra una actividad perjudicial hacia las células como se puede
corroborar con los ensayos de cierre de herida y capacidad clonogénica. Asi mismo, en
la reaccion del método B se obtiene un mayor rendimiento y no genera una gran
cantidad de residuos como en el método A. Por ello se podria concluir que el lipido B

puede ser utilizado con seguridad para la produccién de sistemas liposomales.

12. PERSPECTIVAS

Para tener un amplio conocimiento del lipido catidnico espermidil-colesterol, se podria
realizar un analisis de cromatografia liquida de alta resolucion acoplado a masas para
determinar los componentes que estan presentes en los productos de las sintesis Ay
B, analizar si los niveles de trazas de impurezas son bajos y asi mismo establecer una
ficha técnica del compuesto mediante la determinacién de sus propiedades

organolépticas y fisicoquimicas.
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