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RESUMEN

El virus del PRRS (PRRSv) estd distribuido de manera mundial, presentando gran
variabilidad genética y antigénica con un marcado incremento de la virulencia, siendo
reconocida como una enfermedad econdmicamente devastadora. Las vacunas han sido una
herramienta poco util para controlar el problema por lo que este estudio representa una buena
oportunidad de generar nuevas alternativas de tratamiento. El desarrollo de nuevas
tecnologias que permitan combinar las ventajas de la nanomedicina con la medicina
tradicional, es un campo prometedor. Estudios recientes reportaron que nanoparticulas
lipidicas solidas con GA disminuyen la infectividad del PRRSv en células MARC-145, sin
embargo se reportd que éstas también inducen cambios en la morfologia celular (Vrbin etal-2016)
por lo que en esta investigacion se plantea la evaluacion del efecto de dos acarreadores
nanoparticulados que permitan conservar la morfologia celular y por lo tanto ser usados como
vehiculo de agentes antivirales como el GA, para sentar las bases a estudios que permitan a
la comprension del mecanismo de accion de este compuesto antes, durante y pos infeccion

sobre la infeccion del PRRSv.

Dos diferentes ‘“Nanoparticulas transportadoras de farmacos” fueron elaboradas, de
naturaleza lipidica y polimérica respectivamente, con talla nanométrica (menos de 1000 nm)
y capacidad de incorporar al &4cido glicirricinico. El margen de seguridad para la
administracion de los sistemas fue determinado con base en la viabilidad celular a diferentes
tiempos de exposicion (24-96h) en cultivos MARC-145. Siendo las nanoparticulas
poliméricas con 4cido glicirricinico el sistema mas estable, tanto en el mantenimiento de su

talla nanométrica, asi como el menos citotoxico en comparacion con el sistema lipidico.

Se logro la infeccidn exitosa de los cultivos MARC-145 con 2 diferentes muestras de PRRSv
cepa americana, una de origen vacunal y la otra proveniente de un aislado de campo.
Mediante RT-PCR se determind que todos los cultivos que presentaron cambios en su
morfologia, fueron positivos a la deteccion de PRRSv, por lo que las modificaciones en la
estructura celular sugieren la presencia de un proceso de replicacidn viral activo. Se obtuvo
un modelo de infeccidon confiable para la evaluacion detallada de las modificaciones del

citoesqueleto por el efecto de nanosistemas en la infeccion in vifro por PRRSv.



ABSTRACT

The PRRS virus (PRRSv) is distributed worldwide, presenting great genetic and antigenic
variability with a marked increase in virulence, being recognized as an economically
devastating disease. Vaccines have been an unhelpful tool to control the problem, so this
study represents a good opportunity to generate new treatment alternatives. The development
of new technologies that allow combining the advantages of nanomedicine with traditional
medicine is a promising field. Recent studies reported that solid lipid nanoparticles with GA
decrease the infectivity of PRRSv in MARC-145 cells, however it is reported that these also
induce changes in cell morphology (Urban, et al.2016), which is why this research raises the
evaluation of the effect of two nanoparticle carriers that allow to conserve cell morphology
and therefore be used as a vehicle for antiviral agents such as GA, to lay the foundations for
studies that allow the understanding of the mechanism of action of this compound before,

during and post infection on PRRSv infection.

Two different "drug transport nanoparticles" were elaborated, of lipid and polymeric nature
respectively, with nanometric size (less than 1000 nm) and ability to incorporate
glycyrrhizinic acid. The margin of safety for the administration of the systems was
determined based on cell viability at different exposure times (24-96h) in MARC-145
cultures. Being the polymeric nanoparticles with glycyrrhizinic acid the most stable system,
both in the maintenance of its nanometric size, as well as the less cytotoxic in comparison

with the lipid system.

Successful infection of MARC-145 cultures was achieved with 2 different samples of
PRRSV American strain, one of vaccinal origin and the other one from a field isolate.
Through RT-PCR, it was determined that all cultures that showed changes in their
morphology were positive for the detection of PRRSv, so that modifications in the cellular
structure suggest the presence of an active viral replication process. A reliable infection
model was obtained for the detailed evaluation of cytoskeletal modifications due to the effect

of nanosystems on in vitro infection by PRRSv.



ABREVIATURAS

°C Grados centigrados

ul Microlitro

ABP Proteinas de union a actina

ADP Adenosin difosfato

AG Acido glicirricinico

ATP Adenosin trifosfato

BSA Albumina sérica bovina

DAPI Colorante del inglés "Di Aminido Phenyl Indol”
DMEM Medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DSC Calorimetria diferencial de barrido

ECP Emergencia de focos de dafio

FA Faloidina

GRAS Del ingles "Generally Recognized as Safe"

h Horas

H202 Peroxido de hidrogeno

H>0d Agua destilada

hpi Horas post infeccion

M Molar

MARC-145 Células clon of MA-104 rifiéon de mono verde africano
MEB Microscopia electronica de barrido

mg Miligramos

min Minutos

mM Milimolar

MTT [3- (4,5-dimetil tiazol-2-il)-bromuro de 2,5-difenil tetrazolio]
mV Milivolts

nm Nandmetros

NPs Nanoparticulas

NPDC Del ingles “nanoparticles drug carriers”
ORFs Del ingles “open reading frame”

PAMs Macrofagos alveolares porcinos

PBS Soluciéon amortiguadora de fosfatos

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa

Pi Post inoculacién/infeccion

PNPs Nanoparticulas poliméricas




PRRS Sindrome respiratorio y reproductivo porcino

PRRSv Virus del “Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino”
RK13 Células de rifion de conejo

RN Rojo neutro

rpm revoluciones por minuto

RPMI Medio de cultivo “Roswell Park Memorial Institute”

SLN Nanoparticulas lipidicas solidas

Sn Sialoadhesina

TA Temperatura ambiente
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. INTRODUCCION
La amenaza de las enfermedades virales se ha convertido en una de las principales
preocupaciones de los productores y las autoridades sanitarias, debido a sus efectos
devastadores.*®"® 1977 T os virus son agentes infecciosos intracelulares obligatorios formados
por una cubierta proteica llamada cépside, que rodea el material genético. Algunos virus
tienen ademds una envoltura lipidica proveniente de la célula que infectd previamente
rodeando su capside.“i¢% 2010 Entre las enfermedades virales en los cerdos se encuentra el

virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSy).Meredith, 1995

1.1 Sindrome Reproductivo y Respiratorio del Cerdo

El Sindrome Reproductivo y Respiratorio del Cerdo (PRRS) también llamado sindrome de la
oreja azul, es una enfermedad que afecta a los cerdos domésticos, causando importantes
pérdidas en la industria porcina por su efecto devastador en el area de produccion, Zmmerman,
2006

Anteriormente se le denomind como “la enfermedad misteriosa del cerdo”, siendo
reconocida clinicamente por primera vez en 1987 en Carolina del Norte, Estados Unidos v
1991 " manifestandose epidemias similares el mismo afio en Canad4, y mas tarde en Japén
(1989), Alemania (/990), en Holanda, Espafia, Francia y el Reino Unido (/997), en
Dinamarca (/992) y posteriormente en la mayor parte del resto del mundo donde se crian
cerdos. Meredith. 1993 By 1991 fue identificado el agente causal en Europa y se propuso como
denominacion internacional “sindrome reproductivo y respiratorio porcino” (“PRRS” del

inglés “Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome ™). Cllins, 1992

El PRRS posee una distribucion geografica mundial (Fig. /), es considerado una enfermedad
enzootica de la mayoria de las regiones donde existe la produccion porcicola, convirtiéndose
en una de las enfermedades mas importantes, desde el punto de vista econdmico, en la
produccion intensiva de cerdos en América del Norte, Europa y en Asia, presentando en este
ultimo continente un aumento significativo en los ultimos afios. Australia, Nueva Zelanda,

varios paises de Europa, parte de Africa y la India son actualmente libres de la enfermedad.

Wensvoort, 1993
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Fig 1. PRRS El origen del virus Vs. Situacion actual de su distribucion. Los paises coloreados de rojo

representan las zonas de principales brotes, los paises en color verde corresponden a las zonas libres de la

enfermedad. Mateu, 2012

1.1.1 Agente causal

El PRRS es causado por un virus del orden de los Nidovidales y miembro de la familia
Arteviridae del género Artevirus. Entre las propiedades importantes de los arterivirus, desde
el punto de vista clinico, estd su capacidad para producir infecciones desde asintomaticas-
persistentes hasta graves-mortales; su capacidad de replicacion en macréfagos y la

considerable plasticidad de su genoma, Plagemann, 1992

El PRRSv posee de 40 a 70 nm de diametro con una envoltura lipoglicoproteica de forma
esférica presentando una capside icosaédrica de 20-30 nm que engloba a una molécula de
RNA lineal de cadena sencilla, poliadenilado y de polaridad positiva, con un genoma de 15-
kb y contiene ocho marcos de lectura (ORF’s) denominados ORFla, ORF1by ORFs 2 a 7 en
sentido 5’ a 3’que codifican proteinas virales especificas. “2vanagh.1996; Wootion, 2002 Dyehido a que
el PRRSv es un virus RNA su genoma cambia continuamente por lo que surgen rapidamente

a ¢an. 2016 g6 desconocen el niimero total de

cepas heterdlogas causando alta variacion genétic
cepas y su relacion seroldgica. “2vanagh. 199 [ 4 variacion considerable en la virulencia parece
explicar el amplio espectro de manifestaciones clinicas de la enfermedad. A!ina, 1997: Can, 2016;
Domingo, 1997 ebido a la diversidad genética y antigénica del virus, este se agrupa en dos

serotipos principales: el tipo europeo (virus de Lelystad) y el tipo americano (VR-2332). Molitor

1997
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Fig 2. Estructura viral. Esquema de los componentes estructurales del PRRSv (imagen modificada) M- 2012

El virién del PRRSv contiene tres proteinas estructurales mayores o principales; GP5, M y
N (Fig. 2). La proteina N es altamente antigénica y es el componente principal de la
nucleocapside, se localiza en el nucléolo de la célula huésped. Posee una region conservada

en los aislados americanos y europeos. Rowland. 2003

El PRRSv posee un tropismo celular restringido tanto in vivo como in vitro. El virus fue
aislado en cultivos primarios de macrdfagos alveolares porcinos (PAMs), que junto a
monocitos sanguineos porcinos son usados para la propagacion viral in vitro. Infecta a
macrofagos alveolares, epiteliocitos respiratorios y células del epitelio bronquial, asi como a
macrofagos de bazo, higado, islotes pancreédticos, timo y microglia segin estudios de
hibridacidn in situ. Therrien, 2000; Delputte, 2002; Patton, 2008

A nivel in vitro existen clonas celulares permisivas de origen no porcino como las MARC-
145 y CL2621, derivadas de la MA104 de rifién de mono verde, que son empleadas para la

propagacion viral de cepas vacunales y de campo. Therrien, 2000

Se ha determinado que el PRRSv entra a la célula por endocitosis mediada por clatrina
durante la internalizacion interviene un receptor heparansulfato, el cual interactia con los

acidos sialicos de la superficie del virién, mediados por el receptor CD169 (sialoadhesina),

12



por lo que los mecanismos de unién son un factor determinante de su tropismo celular, Terrien:
2000 Una vez endocitado la membrana viral se fusiona con la membrana del endosoma
liberando el ssRNA viral en la célula, iniciando la traduccion de poliproteinas replicasa /a y
lab, las cuales son proteinas no estructurales que ensamblan complejos de replicacion y
transcripcidon (R7C) que aumentan la eficacia de la replicacion viral. La cadena de -RNA es
usado como plantilla para la sintesis de RNAm de cadena sencilla, permitiendo la expresion
de genes que codifican para proteinas estructurales, finalmente los nuevos genomas se
ensamblan en las nucleocapsides en el reticulo endoplasmico (RE) del huésped y luego los

viriones se liberan se liberan a través de la exocitosis. <im: 2000

El heparansulfato y la sialoadhesina (S7) son componentes esenciales en la union e
internalizacion viral, sin embargo, existen otros factores, esenciales para la infeccion
productiva, dado que la expresién de Sn en células no permisivas al PRRSv, permite la
internalizacion del virus pero no su desnudamiento, ni la liberacion del genoma o la
produccién de virus infecciosos, por lo que la union del virus a las células huésped no
necesariamente conduce a una infeccion productiva. Terrien 2000; Delputte, 2007 T a9 cepas europeas
del PRRSv son aisladas de manera mas exitosa en PAMs, mientras que la gran mayoria de
cepas norteamericanas pueden ser aisladas en subpoblaciones establecidas de células de

mono, destacando en este rubro la linea MARC-145. Benfield, 1999

La replicacion del PRRSv en células MARC-145 ha sido ampliamente estudiada, estas
células carecen de receptores tipo heparansulfato, pero poseen receptores ricos en cisteina
denominados CD163, que se encuentran expresados naturalmente en PAMs. ¥1ipe. 2013 Ep Jos
cultivos MARC-145 se detectan antigenos del PRRSv después de 10-20 horas post infeccion
(hpi), la emergencia de focos de dafio (ECP) a partir de las 48 h con un crecimiento
logaritmico que termina con la muerte de la mayoria de las células después de 3-4 dias. “2n:
2006

Los efectos citopaticos se observan de las 36 a las 48 hpi, caracterizdndose por redondeo
celular, aglutinacién y lisis con una marcada granulacion posterior a la destruccion de la

monocapa. Benfield, 1999
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Fig 3. Mecanismo de infectividad del PRRSv. 1)El PRRSv se une a la membrana celular mediante el receptor

CD163, 2) Proceso de internalizacion mediante clatrina, 3) Formacion del endosoma temprano, 4) Endosoma

tardio, 5) Liberacién particula viral. "¢ 2015

La infectividad del PRRSv involucra una unién mediada por receptor y una internalizacién
regulada por clatrina (Fig. 3). ?hn2 2015 Existen dos fases reconocidas en la infectividad de
cultivos MARC-145. Durante la fase primaria de la infeccion aguda (20 a 22 hpi) y una fase
secundaria de infeccion logaritmica (48 a 72 hpi) que finaliza con la muerte de la mayoria de
las células. La fase primaria afecta a un porcentaje bajo de la poblacion, conformado por
células con una posible permisividad innata al virus libre. En la etapa secundaria se lleva a
cabo la afectacion de la mayor parte de la poblacion, estd caracterizada por ser una
transmision dependiente del contacto célula-célula demostrada en cultivos confluentes cuya
trasmision viral es dependiente de un citoesqueleto intacto, ya que existe una disminucion de

la infectividad correlacionada con expresion reducida de actina. “afruny. 2006

1.1.2 Signos clinicos
Los dos grupos principales de signos clinicos asociados con la presencia del PRRSv son el

reproductivo y el respiratorio. White. 1991

En los animales jovenes los signos mas comunes son de tipo respiratorio, mientras que en los
animales adultos las manifestaciones clinicas predominantes son de tipo reproductivo, los

cuales poseen una repercusion econdmica negativa importante en los centros de produccion
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pecuaria. Meredith, 1995 1 a5 cerdas y los verracos presentan signos clinicos como anorexia,
somnolencia y fiebre, que van de leves a severos. ¥ 1993 Las hembras presentan abortos,
mortinatos, infertilidad generalizada con incremento en el numero de lechones débiles y

mortalidad predestete. La presencia de cianosis en orejas, vulva y cola es habitual. APna. 1997

Los efectos a la exposicion al PRRSv en diversas etapas de la gestacion son variables, durante
los primeros dias no existe evidencia de susceptibilidad embrionaria a la infeccion, siendo
durante el segundo y tercer tercio de la gestacion el periodo critico de infeccion
transplacentaria, en el cual la presencia del virus en los tejidos fetales se manifiesta. W@ 2015
En los verracos la disminucion en la libido y pobre calidad seminal, expresada en volumen,
motilidad y concentraciéon espermatica, con aumento de anormalidades de los

espermatozoides, perjudican el potencial reproductivo de los machos. Existen dos formas de

transmision del virus por contacto directo con cerdos susceptibles y por via vertical a los

fetos Zimmerman, 2006

1.1.3 Tratamiento y control del PRRS

No hay un tratamiento especifico para esta enfermedad. Sin embargo, se han establecido una
serie de estrategias para tratar de controlar la aparicion del sindrome. ©°% 2! Una alternativa
para combatir a esta enfermedad es la vacunacion; sin embargo, hay reportes de que las
vacunas inactivadas comerciales no confieren proteccion cuando se administran a cerdos que
han sido desafiados. M'@"¢ 2010 De] mismo modo, las vacunas vivas modificadas actuales, se
han asociado con un gran nimero de problemas como excrecion del virus vacunal, infeccion

persistente, proteccion incompleta y reversion de la virulencia. 100 2013

Se ha reportado que algunos virus explotan el citoesqueleto de las células del huésped en
formas fascinantes para facilitar aspectos importantes de su ciclo como puede ser la entrada,
replicacion, transporte, egreso y difusion intercelular. Los mecanismos mediante los cuales
la infeccidn de un virus induce alteraciones en las células son diversos, desde el resultado del
empleo de la maquinaria celular para su propio beneficio hasta las respuestas producto de

una acci(')n Citoh’tica Delorme-Axford, 2011
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1.2 Citoesqueleto

El citoplasma de una célula eucariota es organizado espacialmente por un citoesqueleto, el
cual es una red compleja de filamentos proteicos que participa en un gran nimero de procesos
bioldgicos esenciales como dar forma, fortaleza y soporte a la célula, participa en la
adherencia de los organelos para la organizacion celular, asi como controlar eventos de
segregacion de cromosomas en células hijas hasta su separacién durante la division celular,
transporte intracelular, comunicacion intercelular y migracion, en respuesta a estimulos

externos e internos adoptando una nueva conformacion.”berts 2012

El principio basico para el funcionamiento del citoesqueleto es la polimerizacion en donde
subunidades proteicas se unen de manera no covalente, en forma lineal, para conformar los
filamentos proteicos, este evento es dinamico debido a que las subunidades presentan eventos
constantes de polimerizacion y despolimerizacion. El citoesqueleto estd constituido por tres
tipos de filamentos proteicos: los filamentos intermedios, los microtibulos y los filamentos

de actina Alberts, 2012

1.2.1 Filamentos intermedios

Son polimeros estables, cordiformes de gran resistencia a la tension y estables, compuestos
por proteinas fibrosas que confieren resistencia mecéanica a las células. Los filamentos
intermedios se localizan debajo de la membrana nuclear y distribuidos en el citoplasma. Se
agrupan en 4 familias:

- filamentos de queratina

- filamentos de vimentina

- neurofilamentos

- laminas nucleares. Alberts. 2012

1.2.2 Microtubulos

Son tubos proteicos huecos, largos y relativamente rigidos de aproximadamente 25 nm de
didmetro, que se ensamblan y desensamblan con rapidez. Sus subunidades estan formadas
por dimeros de tubulina (constituidos por 2 isoformas o y [ tubulina) estrechamente unidas

pOI' enlaces no covalentes Pollard, 2008; Cooper, 2009 y Alberts, 2015
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En general, se originan del centrosoma (centro organizador de microtubulos) y se extienden
hacia la periferia celular. El extremo / es el extremo +, siendo este extremo al que mas -
rapido se afiaden los dimeros de tubulina y el otro extremo (denominado extremo -) con un
crecimiento mas lento. El centrosoma que esta cerca del nucleo cuando la célula no esta en
mitosis, organiza la disposicion que irradian hacia la periferia a través del citoplasma y posee
unos anillos de y tubulina que son el punto de partida para el crecimiento o nucleacion del
microtubulo. Ya que los dimeros de of tubulina se agregan al anillo con una orientacion
especifica, estos anillos y la concentracion de dimeros de o/ tubulina permiten que la célula
controle de manera dindmica su polimerizacion y despolimerizacidn, asi como los sitios en
donde se forman. Las proteinas motoras que se mueven sobre los microtibulos y participan
en el transporte intracelular son las cinecinas y las dineinas, las cuales poseen un extremo
globular en contacto con el microtibulo y una cola en la cual se determina el tipo de carga a

transportar Alberts, 2012

1.2.3 Filamentos de actina

Se encuentran presentes en todas las células eucariotas y conforman tanto estructuras estables
como temporales. Sus hebras poseen alrededor de 7 a 8§ nm de didmetro, estan formadas por
dos cadenas de actina globular asociadas de manera helicoidal. Esta proteina estd constituida
por 375 aminoacidos (43 kDa). Los filamentos de actina, al igual que un microtibulo, poseen
una polaridad estructural conformada por un extremo + y un extremo - Los filamentos de
actina crecen por agregados de monomeros de actina, siendo el mas activo el extremo +. La
hidrélisis de ATP a ADP, en un filamento de actina reduce la fuerza de unién entre los

monomeros y la estabilidad del polimero, favoreciendo su despolimerizacion. AlPerts 2012

Debajo de la membrana plasmatica se forma la corteza celular rica en filamentos de actina
unidos entre si por proteinas como la filamina, que entrecruza los filamentos en forma de una
malla que sostiene a la membrana plasmatica confiriéndole resistencia mecanica, los
filamentos de actina pueden o no estar unidos al fosfatidilinositol bisfosfato (P/P2) de la
membrana celular a través de proteinas como ezrina, radixina, moesina formado estructuras
conocidas como dominios de membrana. Esta malla cortical de actina gobierna la forma y

las propiedades mecanicas de la membrana plasmatica y la superficie celular, siendo por ello
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una estructura altamente dindmica. La reorganizacion de los filamentos de actina en el
interior de la corteza es la base molecular de las modificaciones de forma y locomocion de

las células Cooper, 2009; Alberts, 2015

1.2.3.1 Estructuras de actina
Los filamentos de actina pueden formar estructuras estables como las microvellosidades o
estructuras dindmicas y de reconocimiento que crecen y retraen a gran velocidad, como los

lamelipodios, filopodios y pseudopodos (Fig.4). Pefilipi. 1999

Cuando las células migran se polarizan, formando dos zonas (polos) con caracteristicas
estructurales y funcionales diferentes. En el polo anterior se forma una extension aplanada
de la membrana plasmatica que dirige el avance de la célula, mientras que el polo posterior
es una zona de contraccidn para el desplazamiento de la célula, este tipo de movimiento se
conoce como ‘“‘ameboideo”, en el cual se distinguen tres fases: protrusion (formacion del
lamelipodio), adhesidn (fijacion del lamelipodio al sustrato) y contraccion (retraccion del

polo posterior para desplazarse hacia adelante). P°!'ard. 2008; Alberts, 2015

Los lamelipodios son estructuras delgadas y laminares, que contienen una red densa de
filamentos orientados cerca de la membrana plasmatica que se forman durante la migracion
celular en la parte frontal de la célula (horde lider). En los lamelipodios se encuentran haces
de actina formando redes en forma de malla y dendriticas. Las redes en forma de malla se
estructuran por el entrecruzamiento de los filamentos de actina mediante proteinas como la
filamina. Las redes dendriticas se forman por filamentos de actina que polimerizan a partir
del complejo Arp2/3, conformado a su vez por las proteinas relacionadas a actina (4rp2 y
Arp3) y varias proteinas accesorias que forman un centro de nucleacion de filamentos de
actina y que se encuentra unido a filamentos de actina preexistentes, estas redes dendriticas
empujan el borde lider del lamelipodio durante la fase de protrusion de la membrana en el

movimiento ameboideo que se presenta en la migracion celular, Pefilippi. 1999
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Los filopodios son estructuras estables, capaces de mover moléculas en un transporte
mediado por miosina, formar estructuras relacionadas con la comunicacion célula-célula

como “‘citonemas % nanotubos ”' Sherer, 2009; Roy, 2015 Alberts, 2015

Los filopodios son proyecciones digitiformes tanto en el borde lider de un lamelipodio como
en otras zonas de la superficie celular. Sus dimensiones van de 0.1-0.3 nm de ancho a 5-10
pm de largo, formadas por un haz laxo de 10 a 20 filamentos de actina orientados con sus
extremos + hacia afuera (haces paralelos). 21°" 2015 Pueden emitirse de forma individual o
en gran numero, incluso por todo el perimetro de la célula. Los filopodios son sensores de
microambiente (hasados en actina) permitiéndole a la célula interactuar tanto con el medio
extracelular como con otras células, siendo las estructuras del contacto inicial para responder

Passey, 2004 y Heckman, 2013 Estas estructuras

a fendmenos de atraccién o repulsion entre ellas.
también regulan el anclaje de todos los tipos celulares a su blanco permisivo y a partir de
ellas pueden formarse estructuras especializadas como las microvellosidades en las células
epiteliales y los estereocilios estructuras mecanosensibles a través del flujo de iones,
localizadas en el oido interno. Passey: 2004y Heckman, 2013 T g filopodios son estructuras estables,
capaces de mover moléculas en un transporte mediado por miosina, formar estructuras
relacionadas con la comunicacion célula-célula como “citonemas y nanotubos ™. Sherer 200%
Roy. 2015 También en la membrana se forman estructuras en forma de copa (pseudopodos)
sostenidas por redes de filamentos de actina, utilizados por los macréfagos durante la

fagocitosis Alberts, 2015

Las fibras de estrés o tension son estructuras conformadas por 10 a 30 filamentos de actina
que forman haces contréctiles, estdn constituidos por haces antiparalelos (filamentos
dispuestos con su extremo + en direcciones opuestas), interconectados por proteinas como
[-actinina, entre los filamentos se unen proteinas motoras de la familia de las miosinas que
permiten el deslizamiento de los filamentos entre si formando estructuras contractiles. Dentro
de las estructuras celulares en las que participan las fibras de estrés estan las adhesiones
focales en donde la célula se une al sustrato, en estos sitios se localizan las integrinas,
proteinas de membrana que se unen a proteinas de la matriz extracelular, las fibras de estrés

se unen a las integrinas mediante proteinas tales como talina y vinculina que actian como
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mecanotransductores. El anillo contrdctil es otro ejemplo de estructuras en donde participan
fibras de estrés el cual se forma durante la divisioén celular para la separacion de las células
hijas. Alberts: 2015 T a9 fibras de tension son las principales estructuras contractiles en muchas
células animales en cultivo, y se dividen en al menos 4 diferentes categorias: ‘fibras de
tension dorsales y ventrales, arcos transversos y cubierta de actina perinuclear”. Tokander.
2012

Las microvellosidades, de forma similar a los filopodios, tienen un centro de haces paralelos
de filamentos de actina, pero en este caso no son retractiles ya que son estabilizados para
evitar su polimerizacion y despolimerizacién, y de esta forma constituir estructuras
permanentes en la superficie de las células como aquellas del epitelio intestinal (epiteliocitos

con microvellosidades). Aberts: 2015

microeespicula

fibras de estrés

L \ filopodio
corteza celular

Fig 4. Estructuras de actina presentes en la célula. El esquema representa las diferentes estructuras formadas

por el citoesqueleto de actina a nivel citoplasmatico y corteza celular.

1.2.3.2 Proteinas de union a actina

Las proteinas de unién a actina (4BP), regulan el comportamiento fisioldgico de la dindmica
filamentosa de actina, si estas no se encuentran presentes, los filamentos son totalmente

inestables. 9°Un 2015 Algunas de estas proteinas ya fueron mencionadas anteriormente, como

son filamina, complejo Arp2/3, [-actinina, talina y vinculina. P2s5®Y> 2004y Heckman, 2013

La mitad de la actina total estd ensamblada formando filamentos y el resto se encuentra en
forma de mondmeros en el citoplasma. La proteina timosina se une a los mondmeros de
actina libres impidiendo agregarse a los extremos de los filamentos, manteniendo como
reserva los mondémeros de actina hasta el momento en que son requeridos (secuestran los

monomeros de actina). Al contrario de timosina, la profilina se encarga de activar
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mondmeros de actina para que estén listos para agregarse a los filamentos durante la
polimerizacidn, actiian en colaboracidon de proteinas que ayudan a la adhesién de nuevos
monomeros al extremo del filamento en crecimiento, como es el caso de la formina. % La
despolimerizacion y polimerizacion de los filamentos de actina dan las caracteristicas del
estado fisico del citosol, pasando de un estado fluido (so/) a uno viscoso (gel) y viceversa
Pollard, 1986

Las proteinas de caperuza (capping) son un tipo de ABP que se unen en los extremos del
filamento controlando la adicion o pérdida de subunidades. La cofi/ina es una proteina que

segmenta los filamentos y favorece la despolimerizacion de actina. Aberts: 2015

La plasticidad del citoesqueleto de actina es regulada por sefiales extracelulares. Algunos
autores reportan que el citoesqueleto desempefia un papel importante en la entrada y/o
infeccidon de distintos tipos de virus, como complejo receptor y en la transportacion viral

dentro del CitOSOl Delorme-Axford, 2011; Kim, 2006

1.3 Nanomedicina

Debido a la gran variabilidad de efectos inducidos por la vacunacion es importante generar
nuevos tratamientos contra el PRRSy. fuane. 2010 Con base en lo anterior, se vuelve prioritario
el desarrollo de alternativas para combatir el PRRSv, de tal manera que recientemente se ha

empleado para este fin a la “nanomedicina”. V" 2010

La nanomedicina es la aplicacion de la nanotecnologia en las ciencias de la salud, la cual se
define como el desarrollo de ciencia y tecnologia a niveles atomicos y moleculares, en la
escala de aproximadamente 1-1000 nm. Los sistemas a escala nanométrica, estan formados
por al menos dos componentes; uno de los cuales es el principio activo o molécula
bioldgicamente activa y el segundo es el propio sistema que permite una funcidén especial
relacionada con el diagndstico, tratamiento o prevencion de una enfermedad. <" 2098 Dentro
de la nanomedicina se encuentran una gran cantidad de compuestos diferentes, incluyendo

las nanoparticulas transportadoras de farmacos o acarreadores nanoparticulados. Quintanar. 2005
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1.3.1 Nanoparticulas transportadoras de firmacos

Las nanoparticulas trasportadoras de farmacos (NPDC, del ingles ‘“‘nanoparticle drug
carriers”) son sistemas coloidales sdlidos formados por materiales macromoleculares
(biodegradables o no) donde el principio activo (farmaco o material biologicamente activo)
se disuelve, entrapa o encapsula, y/o adsorbe o une; lo que permite mejorar la seguridad y
eficacia de los farmacos, asi como la capacidad para proteger la molécula del farmaco frente
a su eventual degradacion desde el momento de la administracion en el paciente hasta que
alcanza su lugar de accion o absorcion. Estos sistemas permiten trabajar a un nivel molecular

con un rango de 10 a 1000 nm, en al menos una de sus dimensiones. Ving 2006

Las NPDC poseen caracteristicas que determinan su impacto bioldgico, como su
composicion quimica, el tamafo de particula primaria, morfologia y solubilidad, entre otros.
Entre las ventajas del uso de estos sistemas se encuentra su capacidad para atravesar las
barreras biologicas y alcanzar el 6rgano, tejido o grupo celular diana, asimismo llegar a
compartimentos intracelulares y controlar la liberacion de la molécula activa en su lugar de
accion o absorcidon, mejorando problemas asociados con la solubilidad, biodisponibilidad,

inmunocompatibilidad y citotoxicidad de muchos de los medicamentos. 'abr-Milane, 2008

1.3.1.1 Tipos

Considerando la estructura fisica, las NPDC pueden clasificarse en nanoesferas y
nanocapsulas (Fig. 5). Las nanocapsulas son sistemas de tipo reservorio donde el farmaco
estd confinado a una cavidad rodeada por una membrana simple. Las nanoesferas son
sistemas matriciales en donde el farmaco se encuentra disperso por todo el cuerpo de la

partl'cula Couvreur, 1996
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Fig 5. Tipos de NPDC. A: nanocdpsulas y B: nanoesferas. Las imagenes esquematizan un nanotrasportador

esférico, el cual puede concentrar el farmaco en posisicon central (a) o distribuido en todo el sistema (b).

1.3.1.2 Capacidad de carga del farmaco

Idealmente, un buen sistema nanoparticulado debe poseer una alta capacidad de carga con lo
que se reduce la cantidad de material que forma la matriz en la administracion, la carga y la
eficiencia de encapsulamiento del firmaco dependen de la solubilidad en el estado sélido de
¢éste en la matriz, el cual se relaciona con la composicion del polimero o lipido, el peso
molecular y la interaccidn farmaco matriz. La carga del farmaco puede llevarse a cabo por

dos métodos:

1. Incorporacion durante la elaboracidn de las nanoparticulas (método de incorporacion),
2. Adsorcion del farmaco después de la formacion de las nanoparticulas por incubacién con

una solucidn concentrada del fArmaco (método de adsorcién/absorcién). Mohanrai, 2006

1.3.1.3 Propiedades de superficie

En los sistemas nanoparticulados las cargas eléctricas tienen un papel importante en la
interaccion de las particulas lo cual se refleja en la estabilidad fisica del sistema coloidal,
desarrollando un campo eléctrico formado por una carga circundante que consta de una
region interior donde los iones se encuentran fuertemente enlazados en la superficie de la
particula y que se denomina “capa Stem” y una region donde los iones estdn menos

enlazados la cual se le conoce como “capa Gouy . Shang. 1994
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1.3.1.4 Potencial zeta (¥z)

El potencial zeta es utilizado para caracterizar la carga de superficie, reflejando el potencial
eléctrico de las NPDC y es influenciado por la composicion de la matriz y por el medio de
dispersion. Las NPDC con (+/-) 30 mV son estables en suspension y la carga de superficie

previene la agregacion, Riddick, 1968

1.3.1.5 Caracterizacion de las nanoparticulas
Considerando la importancia de las propiedades superficiales y las caracteristicas
fisicoquimicas de las nanoparticulas, éstas deben ser caracterizadas durante su elaboracion,

de tal manera de poder asociar estas propiedades con el comportamiento in vitro/in vivo.

1.3.1.6 Tamafio

El tamafio en los sistemas nanoparticulados determina su destino bioldgico, toxicidad y
estabilidad, asi como la liberacion del farmaco. Las particulas pequefias poseen una mayor
area superficial lo que facilita una rapida liberacion, mientras que en las particulas grandes

la menor 4rea superficial resulta en una lenta difusion del farmaco. G2umet 2008

1.3.1.6.1 Dispersion dinamica de la luz

También conocida como “Espectroscopia de correlacion de fotones” (DLS, del inglés
“Dynamic light Scattering”), mide la fluctuacion de la intensidad de la luz esparcida la cual
es causada por el movimiento browniano de las particulas. Por esta razén, el tamafio de
particula estd influenciado por la interaccion de las particulas con el medio en el que se

encuentran, por lo cual debe conocerse la viscosidad del mismo. faskell, 2006

1.3.1.7 Movilidad electroforética-Velocimetria laser doppler

El “potencial zeta” (Wz) es una propiedad fisica que poseen todas las particulas en
suspension, especificamente en sistemas coloidales. Dicho potencial se obtiene usando la
combinacién de técnica de medicidn: Electroforesis y Velocimetria laser doppler, este
método mide que tan rapido se mueve una particula en un liquido cuando se aplica un campo

eléctrico. Una vez que se conoce la velocidad de la particula y el campo eléctrico aplicado se
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puede obtener el Wz mediante el uso de otras constantes de la muestra analizada (viscosidad

y constante dieléctrica). Haskell, 2006

1.3.1.8 Microscopia electronica de barrido

El microscopio electronico de barrido (MEB, del ingles “Scanning Electron Microscopy™)
es un instrumento que permite la observacion y caracterizacion superficial de materiales,
proporcionando informacion morfologica del material analizado con alta resolucién y
profundidad de campo lo que permite la obtencion de imagenes de apariencia tridimensional.
Durante el proceso la muestra es cubierta con un material conductor (oro o grdfito),
posteriormente se hace incidir un haz de electrones, que al focalizarse sobre la superficie de
la muestra hacen un barrido de ésta; la sefial emitida y la radiacion resultante del impacto se

detecta y Slmpllfica Bootz, 2004

Las nanoparticulas con fines farmacéuticos son elaboradas principalmente con lipidos y

polimeros.

1.3.2 Nanoparticulas lipidicas solidas

(SLN, del ingles “solid lipid nanoparticles”) son consideradas como sistemas de liberacion
prolongada, que emplea lipidos fisiologicamente aceptables para su preparacion. Las
nanoparticulas lipidicas poseen un nucleo sélido lipidico que se estabiliza con tensoactivos
o emulsificantes. Para su utilizacion con fines farmacéuticos todos los excipientes utilizados
en su preparacion deben ser generalmente reconocidos como materiales seguros (GRAS-

Generally Recognized as Safe). V- 2015

1.3.3 Nanoparticulas poliméricas

(PNPs, “polymeric nanoparticles’) Son sistemas fabricados con polimeros que el organismo vivo
no reconoce como material extrafio, son vectores solidos de alta estabilidad. El tipo de polimero
utilizado le confiere propiedades como liberacion controlada, vectorizacidn, transporte de sustancias

hidrofilicas y lipofilicas. Fscalona, 2014
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La nanomedicina en combinacidn con la medicina tradicional, ha permitido el desarrollo de
nuevas y prometedoras investigaciones, como el uso de nanoparticulas transportadoras de
farmacos como vehiculo de principios activos de origen natural para el empleo en distintas
enfermedades de interés en medicina humana y veterinaria, como el “dcido glicirricinico”

(GA Urban, 2015

1.4 Acido glicirricinico

La nanomedicina en combinacion con la medicina tradicional, ha permitido el desarrollo de
nuevas y prometedoras investigaciones, como el uso de nanoparticulas transportadoras de
farmacos como vehiculo de principios activos de origen natural para el empleo en distintas
enfermedades de interés en medicina humana y veterinaria, como el “dcido glicirricinico”
(GA). Urbin. 2015 Bl GA es una saponina triterpénica, principal responsable de la actividad
farmacologica de las especies de Glycyrrhiza, especialmente de la planta regaliz (Glycyrrhiza
glabra) conocida como “raiz dulce”, que es una leguminosa de regiones sub-tropicales,
reconocida por sus propiedades antivirales, antioxidantes y antitumorales entre otras. A2uler
2014

1.4.1 Estructura quimica

Quimicamente el GA es un glicosano triterpenoide activado a nivel de los grupos carboxilos
en las posiciones 5, 10 y 20. Una molécula de acido glicirretinico y dos moléculas de acido
glucordénico forman la glicirricina, saponina que también se encuentra en el extracto acuoso

de Glycyrrhiza glabra. 5°&- 1985

Parte carbohidrato Parte Esteroide

% LOOH

Parte

hidréfilia

O iieanis
Hc’mo
e e

OH\_

Regién carbohidrato
Disacaridos (3)

Grupo ceténico

Parte
hidrofébica

*Acido golacturénico
Fig 6. Estructura quimica del dcido glicirricinico. La estructura quimica ilustra los proncipales grupos
funcionales del principiuo activo, asi como la parciones hidrofilica (porcion carbohidrato) y hidrofébica

(porcion esteroide).
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El GA es un 4cido débil en cuya molécula se encuentran tres grupos carboxilo y cinco grupos
hidroxilos capaces de interactuar con otros grupos funcionales por medio de la formacién de
puentes de hidrogeno (Fig.6). E1 GA presenta propiedades de superficie Unicas en su tipo,
como: actividad interfacial considerable, formacion de micelas y geles rigidos termo-
resistentes y capacidad de actuar como agente emulsificante debido al grupo COOH
facilmente disociable del extremo hidrofébico de la molécula. Posee un sabor altamente dulce
debido a que forma agregados solubles en agua que se unen a los receptores en la lengua de

dicho sabor (Cuadro.I). #ani. 2014

1.4.2 Caracteristicas fisicoquimicas

Formula molecular C12H2016

Peso molecular 822.94 g/mol

Punto de fusion 209 °C

Coeficiente de particion Log K o/w =2.80

(octanol/agua)

Solubilidades Muy soluble en agua caliente, alcohol. Practicamente insoluble en éter
pKa’s pKal =2.76 1} 0.70, pKa2 = 2.81 11} 0.70 y pKa3 = 4.71 11} 0.70

Concentracion micelar 2 a 3 x 10-4 mol/L

critica

Apariencia fisica Polvo fino blanco hasta amarillo claro

Naturaleza quimica Saponina tripenoide de origen natural

Uso terapéutico Posee  actividad  antiviral, antiinflamatoria,  antialérgica,  antioxidante,

hepatoprotectora, entre otras.

Cuadro 1. Propiedades fisicoquimicas del dacido glicirricinico

1.4.3 Propiedades antivirales

La gran atencion recibida hacia las diferentes especies de Glycyrrhiza en la medicina
tradicional y el descubrimiento del GA como principal componente activo en las
preparaciones a base de regaliz ha llevado al estudio de sus propiedades farmacologicas en
los ultimos afios. En diferentes estudios, el GA se ha propuesto como antiviral, actuando

sobre virus in vitro e in vivo, ya que impide la replicacién de virus ADN y ARN, dicha
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actividad antiviral esta ligada a las propiedades generales de las saponinas. Investigaciones
sobre la actividad de GA reportan que el compuesto inhibe el ciclo de replicacion del virus
de Epstein-Barr en una etapa temprana afectando el posible mecanismo de unidn-

penetracion. Hin 2003

1.4.4 Acido glicirricinico y PRRSv
Estudios recientes demostraron que SLN con GA disminuyen la infectividad del PRRSv en
células MARC-145, sin embargo, los autores reportaron que éstas indujeron cambios en la

morfologia de las células, por lo que su efecto sobre la estructura celular no ha sido estudiado.

Urban, 2015

II. JUSTIFICACION
El PRRSv est4 distribuido de manera mundial, presentando gran variabilidad genética y
antigénica con un marcado incremento de la virulencia, siendo reconocida como una
enfermedad econémicamente devastadora. Las vacunas han sido una herramienta poco util
para controlar el problema por lo que este estudio representa una buena oportunidad de
generar nuevas alternativas de tratamiento. El desarrollo de nuevas tecnologias que permitan
combinar las ventajas de la nanomedicina con la medicina tradicional, es un campo
prometedor. Estudios recientes reportaron que SLN con GA disminuyen la infectividad del
PRRSv en células MARC-145, sin embargo se reportd que éstas también inducen cambios
en la morfologia celular U™ 205 por lo que en este trabajo se plantea realizar la evaluacion
del efecto de dos acarreadores nanoparticulados que permitan conservar la morfologia celular
y por lo tanto ser usados como vehiculo de agentes antivirales como el GA, para sentar las
bases a estudios que permitan a la comprensioén del mecanismo de accidn de este compuesto

pre y pos-infeccion con el PRRSv.

M. HIPOTESIS
Si las nanoparticulas de naturaleza lipidica y polimérica conservan la integridad de la
morfologia celular, entonces permitiran su uso como vehiculo del acido glicirricinico para el

desarrollo de nuevos tratamientos contra el PRRSv.
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IV. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de nanoparticulas lipidicas y poliméricas como vehiculo del acido

glicirricinico sobre la morfologia celular pre y post-infeccion in vitro con el PRRSv.

4.2 Objetivos Particulares
o Desarrollar formulaciones de nanoparticulas lipidicas y poliméricas para su empleo
como vehiculo de acido glicirricinico mediante el método de enfriamiento de Ia

microemulsion (homogeneizacion con rotor estator) y emulsificacion-difusion.

J Determinar las propiedades fisicoquimicas y estructurales de las nanoparticulas
mediante la técnica de dispersion dinamica de la luz, microscopia electronica de barrido,
movilidad electroforética-velocimetria laser doppler para la caracterizacion del tamafio de

particula, morfologia, potencial Z.

. Evaluar el efecto de las NPDC sobre las células MARC-145 determinando rearreglos
o alteraciones de los filamentos de actina mediante ensayos de fluorescencia directa y

cambios en la morfologia y estructura celular a través de microscopia de fluorescencia.

. Estandarizar la infeccion in vitro de células MARC-145 determinando el efecto del
GA incluido en las NPDC antes y después de infeccion del PRRSv para establecer si existe

un efecto de tipo preventivo, inhibitorio y/o curativo.

o Evaluar el efecto de las NPDC con y sin GA en células MARC-145 empleando la

tincion de exclusion de azul de tripan para determinar su efecto sobre la viabilidad celular.
o Determinar el efecto de las NPDC con y sin GA sobre la actividad mitocondrial y

lisosomal mediante los ensayos de MTT /3- (4,5-dimetil tiazol-2-il)-bromuro de 2,5-difenil

tetrazolio] y Rojo neutro, para determinar citotoxicidad.

29



V. MATERIALESY METODOS
5.1 Soluciones de GA
Las soluciones de acido glicirricinico se prepararon a partir de una solucion stock de 10
mg/ml de GA en medio RPMI, todas las soluciones y la solucion stock fueron filtradas

empleando un filtro de 0.22 um bajo condiciones de esterilidad.

5.2 Cultivo celular

5.2.1 Linea RK13

La linea RK 13 (rabbit kidney, ATCC CCL37) se empleo tinicamente para la estandarizacion
de las técnicas utilizadas en este trabajo, asi como modelo de estudio sobre el citoesqueleto
de actina y los posibles cambios inducidos por las NPDC. Las células se cultivaron

independientemente en monocapa en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle's Medium).

5.2.2 MARC-145

La linea MARC-145 (clon of MA-104 kidney african green monkey), se utilizd en los desafios
de infeccion con el PRRSv. Las células se cultivaron en medio RPMI (Roswell Park
Memorial Institute medium). Para ambas lineas celulares los medios de eleccion se
suplementaron con 10 %y 2 % de suero fetal bovino (SFB) para crecimiento y mantenimiento
respectivamente y penicilina, 5000 Ul/ml y estreptomicina, 5 pg/ml, manteniéndose los
cultivos en una incubadora humidificada con una mezcla de 95:5 aire/CO; a 37°C, hasta

alcanzar una confluencia de 80-90% para su uso en los distintos experimentos.

5.3 Virus

Se trabajo con dos cepas de PRRSv (VVR2332), PRRSvI fue obtenida a partir de la vacuna
comercial de virus vivo “Ingelvac® PRRS MLV laboratorio Boehringer Ingelheim, y la
PRRSV2 aislado de un brote de campo. El virus se reconstituyé en medio RPMI para su
propagacién en cultivos MARC-145 los cuales al mostrar cambios citopaticos fueron
sometidos a 3 pasos de congelacion/descongelacion para lisar las células y liberar la carga
viral al medio; el medio resultante fue centrifugado a 5000 rpm durante 20 min, se recuperd

el sobrenadante para filtrarlo en una membrana de 0.22 pum y alicuotd bajo condiciones de
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esterilidad para su posterior uso en los ensayos. Posteriormente a la propagacion y

recuperacion del virus, se calcularon los titulos virales.

5.3.1 Titulacion viral

La titulacion del PRRSv se realizé por medio del método de “Reed and Muench”, el cual es
un andlisis bioldgico de punto terminal 50, el cual depende de la medicion de la muerte de
un animal, infeccion o efectos citopaticos en los cultivos, a través de una serie de diluciones.
Para evaluar la infectividad viral, se inoculan diluciones decuples del virus en un sistema de
prueba (embrion de pollo, cultivos celulares o animales). Se cuantifica la infectividad de
acuerdo a la observacidn de las lesiones en el sistema huésped y de efectos citopaticos en
cultivos celulares, expresandose como “Dosis Infectante en Cultivos o Tejidos” (TCID’), en
embrion de pollo “Dosis Infectante Embrion”(DIE’’), o la muerte de animales
experimentales “Dosis Letal” (DL°). El titulo se expresa como 50% de la dosis infectante,
que es el reciproco de la dilucion del virus que produce el efecto en el 50% de las células o
animales inoculados. M- 1981 Células MARC-145 fueron sembradas en placas de 96 pozos,
al alcanzar 90% de confluencia fueron infectadas con 180 pl/pozo de PRRSv (107/) y partir
de esta se llevaron a cabo diluciones del rango de 10! a 10-1°. El titulo se expres6 como

TCID*.

5.4 Elaboracion de NPDC

5.4.1 SLN

Las SLN se prepararon por el método de enfriamiento de la microemulsién a partir de
minilotes (50 ml) 10% (5 g) de lipido s6lido fundido de lauril polioxiglicéridos (Gelucire
44/14 GATTEFOSSE®™), 1.5% (0.75 g) surfactante no ioénico F127 (Sigma-Aldrich®) y 3 %
(1.5 g) de GA (Glycyrrhizic acid ammonium salt, > 95.0%, Sigma-Aldrich®). En el cual la
fase oleosa se adicioné con flujo lento, dentro de un exceso de agua fria (7:50), dispersando
con agitacion a 1500 rpm con un agitador de varilla (IKA® RWW20), hasta lograr la formacion
de nanogotas del lipido. Una vez obtenidas las SLN, se procedid a separarlas por
ultracentrifugacion con dos ciclos de 50 000 rpm (384 871 g) durante 1 h (Optima LE-80K
Beckman-Coulter®), las SLN fueron resuspendidas en 1 ml de agua miliQ (Millipore®, USA-
Bedford, MD) (Fig.7).
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Formacidn de |a microemulsidn: Enfriamignto Separacion:

- Agua agitacién 1200 rpm, 3 min, - 384871 g 1h (dos ciclos)
-Farmaco bafic de agua a 5°C
-Estabilizante
- Lipido
Agitacion 1600 rpm, 5 min, todes
los componentes a 90 °C
e
: &Y

Obtencion de SLN

Fig 7. Método de enfriamiento de la microemulsion. Diagrama de la metodologia empleada para la

generacion de SLN Urbin 2015

5.4.2 PNPs

Las nanoparticulas poliméricas (poli e-caprolactona) se prepararon siguiendo el método
modificado de emulsificacion-difusiéon conforme a lo reportado por Quintanar, 1998. La
saturacion del solvente se realiz6 mezclando partes iguales de agua y acetato de etilo durante
20 min, posterior a la separacion, ambas fases fueron recuperadas de manera independiente,
desechando la interfase, 2 g de Mowiol 4-8 fueron disueltos en 40 ml de la fase acuosa y 400
mg de poli e-caprolactona en 20 ml de la fase organica. La fase acuosa y organica fueron
agitadas a 11000 rpm durante 10 min con un equipo Ultraturax®, al finalizar se les afiadid
100 ml agua miliQ (Millipore®, USA-Bedford, MD) para la posterior evaporacion del

solvente en el rotavapor durante 1h a 40°C y 60 rpm.

Las PNPs se dejaron estabilizando 24 h a 4°C y se centrifugaron a 30000 rpm por 30 min,
para re-suspenderlas en 2 ml de H>O. Finalmente, las PNPs se adicionaron por flujo lento a
una solucidon 20 ml de buffer de acetatos con 37 mg de GA, manteniendo la formulacion en
agitacion magnética a 500 rpm durante 1 h para la absorcion de farmaco. En todas las

preparaciones el agua empleada fue calidad Milli-Q (Millipore®, USA-Bedford, MD) (Fig.8).
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Acetato de etilo Emulsificacion Adicion de 160 mL

+ En 40 mL disolucion de agua destilada rotavapor
H,0d acuosa
St Seo o 0 mi 5% /v d liviil . . desplazamiento del disolvente
atur acion 20'min’ g 5 % p/v de polivini agregaciondel p'o/un(’r'o bajo presion reducida
Disolucion alcohol en nanoparticulas
400 mg del polimero i 11,000 rpm durante 10

minutos (O/)
IC >l

~
1 K
- {4 * &
Centrifugacion -

30,000 rpm/30 min Resuspender pellet

2 lavados pellet. en 10 ml en buffer de acetatos a pH 4.7 Agitacion magnética a 500

Adicionar gota agota a 37 mg de AG en buffer rpm/1h
500 rpm, Centrifugar 20 000 rpm 1 h

Fig 8. Método modificado de emulsificacion-difusion. Diagrama de la metodologia empleada para la

generacion de las PNPs.

5.5 Caracterizacion de las NPDC

Para la caracterizacion de las nanoparticulas se determin6 el tamafio de particula, se empled
la técnica dispersion dindmica de la luz (DLS) usando un contador submicronico de rayos
laser de particulas con dispersion de laser a un angulo de 90° (Nanosizer® N4 Plus) con
longitud de onda de 680 nm durante 3 min a 25 °C, las muestras fueron diluidas en agua
destilada hasta estar en el rango de sensibilidad del aparato. Los datos de la luz dispersada se
analizaron mediante un correlacionador digital en el modo de andlisis unimodal. Se
seleccionaron sdlo las formulaciones con un P/ menor a 1. Las muestras fueron analizadas a
diferentes tiempos; 1, 2, 3, 4, 15 y 30 dias post-elaboracidon, y al finalizar la medicion las
muestras fueron recuperadas para la evaluacion del Potencial Z, mediante micro-
electroforesis laser Doppler, en un equipo Malvern® Instruments Limited R.U Zetasizer
Nano HS (ZEN3600), el cual emplea un laser de He/Ne de longitud de onda de 633 nm y 4
mW. Se realizaron un promedio de 100 lecturas. Las determinaciones se hicieron por

triplicado.

Para el analisis de MEB, las muestras fueron colocadas en una membrana de filtracion con

poro de 0.22 um para ser secadas a 25°C y se colocaron sobre una rejilla para ser cubiertas
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con una fina pelicula de oro (~20 nm de grosor) durante 5 min a 7 amp en un equipo de
Denton Vacuum, para su posterior visualizacion a 25 000x en un microscopio electrénico de

barrido de bajo vacio (JSM-6010LA marca Jeol®).

5.6 Evaluacion de la estructura celular

Para la deteccion de los cambios en la estructura celular, las células se cultivaron en
microplacas de 24 pozos con cubreobjetos circulares de 12 mm previamente esterilizados, a
una densidad de 1x10° células por pozo, hasta alcanzar confluencia del 80-90% para

someterlos a la exposicion con los diferentes tratamientos.

5.6.1 Fluorescencia directa para la visualizacion del citoesqueleto de actina

Para la visualizacion del citoesqueleto de actina las células fueron fijadas con formalina
acuosa al 10% durante 20 min, para su posterior permeabilizacidon con tritébn X-100 al 0.5%,
y se bloquearon con albumina sérica bovina (BS4) al 1% en PBS. Para la deteccion de los
filamentos de actina se utilizo faloidina conjugada con isotiocianato de tetrametilrodamina
(Phalloidin-TRITC labeled, Sigma) (diluida 1:100 en PBS) durante 20 min en cdmara
himeda protegida de la luz, posteriormente se realizaron 2 lavados con PBS 1X y un lavado
final con agua desionizada, para hacer el montaje en portaobjetos utilizando medio de
montaje especial para fluorescencia con 4'6-diamino-2-phenylindole (DAPI) (Ultracruz™
Mounting Medium for Fluorescence, Santa Cruz). Las muestras se observaron y analizaron
con un microscopio de fluorescencia marca Carl Zeiss, modelo Axioscop 40 acoplado a una

camara de color marca Evolution VF.

5.7 Viabilidad celular
Para la determinacion de la viabilidad celular se emplearon las determinaciones de la funcion
mitocondrial y lisosomal empleando los ensayos de MTT (Thiazolyl blue [3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]) y rojo neutro respectivamente.

5.7.1 Ensayo de MTT
Determina la capacidad de las células de convertir las sales de tetrazolio a formazan, por la

accion de la enzima “reductasa succinato-tetrazolio”, la cual es una enzima mitocondrial

34



activa solo en las células viables. La cantidad de colorante producido es proporcional a la

cantidad de células metabdlicamente activas.

Para el ensayo de MTT una vez finalizadas las exposiciones, se afiadio medio de cultivo con
una solucion de MTT (0.5mg/ml) para su posterior incubacidén durante 3 h en un ambiente
humidificado con 5% de CO» a 37 °C. Posteriormente las células fueron lisadas con 330 pl
de DMSO. Finalmente, la intensidad del producto fue analizada por espectrofotometria a 570

nm en un lector de placas de ELISA.

5.7.2 Ensayo de Rojo neutro

El ensayo de rojo neutro (NRU, del ingles “neutral red uptake assay”) es un ensayo de
quimiosensibilidad de supervivencia/viabilidad celular basado en la capacidad de las células
viables para incorporar y unir el colorante supravital rojo neutro. El rojo neutro es un tinte
catioénico débil que penetra facilmente en las membranas celulares por difusion no idnica y
se acumula intracelularmente en lisosomas. Alteraciones de la superficie celular o de la
membrana sensitiva lisosdémica conducen a fragilidad lisosémica y otros cambios que se
vuelven irreversibles gradualmente. Tales cambios provocados por la accion de xenobioticos
resultan en una disminucidon de la captacion del colorante por ello este ensayo permite

conocer si las células han experimentado citotoxicidad particularmente a nivel de lisosomal.

Después de la exposicion a los diferentes sistemas, las células se incubaron con una solucion
de rojo neutro durante 3 h a 37°C, posteriormente, se retird el colorante y las células se fijaron
con una solucion de formaldehido al 0.5%, una vez realizado lo anterior se extrajo el
colorante con una solucion de acido acético al 1% y etanol al 50% para proseguir con una
fase de agitacion a temperatura ambiente durante 10 min, la lectura de la absorbancia se

realizo a 540 nm.

5.7.3 Tincion exclusion de azul de tripan (Tripan Blue)

El azul tripan (7B) (azul diamina, azul niagara, azul vital) es un colorante derivado de la

toluidina que posee la capacidad de tefiir a tejidos y células muertas. En los ensayos de
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citotoxicidad es empleado para evaluar la viabilidad celular por “exclusion de captacion”,

ya que no puede penetrar y tefiir a las células vivas con membranas integras.

Las muestras fueron incubadas con proporcion 1:1 de solucion de azul de tripan al 0.4% (w/v)
durante 10 minutos al empleando un equipo automatizado (7C20TM Automated Cell
Counter, Bio-Rad), en un rango de concentracion de deteccion de 5 x 10*— 1 x 107 cel/ml;
10 ul de la suspensidn celular fueron colocados por duplicado en un portaobjetos con doble
camara de conteo (C20TM counting slides, Bio-Rad). Inmediatente déspues fueron

introducidas en el equipo para su conteo.

5.7.4 Tincion de naranja de acridina (Acridine orange staining)

Las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% en PBS durante 10 min,
posteriormente fueron lavadas tres veces con PBS ¢ incubadas durante 20 min con una
solucion de naranja de acridina al 0.001% en H>O destilada, posteriormente fueron lavadas
tres veces y observadas al microscopio de fluorescencia. Se capturaron imagenes de 10
campos aleatorios para su cuantificacion y evaluacion mediante el software /mage J. La
resolucion nominal de las imagenes fue de 1 pm/5 pixeles para el objetivo de 40x para el
microscopio de fluorescencia Zeiss Axio scope 40® y 1um/2 pixeles para el objetivo 10x del

®

microscopio invertido marca UN/CO®.

5.8 Hematoxinina y eosina (H&E stain)

La coloracidon de hematoxilina - eosina se considera como la técnica de tincion de uso mas
frecuente en el estudio de células, permite tener una herramienta sencilla para determinar si
existe dafio. Consiste en la tincion de los nucleos mediante el colorante hematoxilina,
previamente oxidado y transformado en hemateina a la que se le afiade una sustancia
mordiente para formar una laca (para tal fin se usan sales metdlicas de aluminio, plomo o
fierro). Los nucleos se colorean de azul, azul morado, violeta, pardo oscuro o negro,
dependiendo de los agentes oxidantes y mordientes que se utilizaron. El citoplasma y material

extracelular es tefiido por la eosina, la cual les confiere diversos grados de color rosado.

Después de las exposiciones a los diferentes sistemas, las células sembradas en portaobjetos
circulares fueron fijadas con una solucidn de parafolmaldehido al 4% durante 10 min, lavadas
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tres veces con PBS 1x y cubiertas con una solucién de hematoxilina al 1% por 20 min, al
finalizar el tiempo se procedio a retirar la hematoxilina mediante 3 lavados con PBS 1x y se
cubrieron durante 10 min con eosina, finalmente las células fueron lavadas durante tres

ocasiones con PBS 1x y montadas sobre portaobjetos con resina.

5.9 Captacion celular

La captacidn celular (del ingles, “Cellular uptake ’) SLN-GA y PNPs-GA fueron conjugadas
con el fluordforo Cumarina 6 (C6, de Sigma Aldrich®™), los cultivos fueron expuestos a 50 ul
a los sistemas de NPDC durante 4 h, posteriormente fueron procesados por la técnica de
fluorescencia directa mencionada anteriormente; 10 campos aleatorios por muestra fueron

capturados y analizados para su cuantificacion con el software /mage J.

5.10. RT-PCR

Para la realizacion de la técnica de RT-PCR tiempo real (gRT-PCR, del inglés “Reverse
transcription polymerase chain reaction real”), se emple6 el conjunto de reactivos POCKIT
TM PRRSV-NA (GeneReach Biotech, Taichung, Taiwan), disefiado para la deteccion de dos
de las regiones mas conservadas encontradas en los genes ORF6 y ORF7 en el genoma de
PRRSv. Las muestras fueron procesadas por el método de TRIzol® (Reagent Total RNA

Isolation Reagent, Life technologies).

Los primers empleados para la identificacion de ORF5-7 fueron: “forward 5' TTT GGC
AAT GTG TCA GGC ATC GTG 3'; reverse 5' CCA TTC ACC ACA CAT TCTTCC 3" ™.

5.11 Analisis estadistico y disefio experimental

Los datos obtenidos se analizaron de manera independiente con base a un disefio
completamente al azar. La separacion de medias se efectué mediante las pruebas de Tukey.
Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) utilizando el paquete
GraphPad Prism 7, empleando un nivel de significancia de o=0.05 para distinguir

diferencias entre los grupos. Para el andlisis de imdgenes se empled el software /mage J.
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VLRESULTADOS

Mediante el método de enfriamiento de la microemulsion y emulsificacion-difusion se
obtuvieron las nanoparticulas las cuales fueron resuspendidas en 2 ml de agua destilada y se
procedid a su caracterizacion y posterior esterilizacion con luz UV para su uso en los sistemas
(el tamario de las NPDC fue determinado antes y después de la exposicion a la luz UV para

corroborar se mantuvieran dentro de la talla nanométrica).

Fig. 9. Proceso de preparacion de las NPDC. (a) el panel de 3 imdgenes muestra el proceso se o para la
obtencion de las SLN antes (solucion traslucida), 1ra centrifugacion y obtencion de las SLN al fondo del tub
después del segundo proceso de centrifugado. En el panel (b) se ilustra el proceso para la obtencion de las
PNPs, elaboracion, evaporacion del solvente y la obtencion poscentrifugacion.

Los NPDC fueron elaborados Urbdn et al. (2015) (Fig.9-a)y Escalona et al. (2017) (Fig.9-
b) para su subsecuente medicion mediante la técnica DLS, se determiné que las SLN y PNPs
presentaron un tamafio nanométrico con un pico maximo de intensidad a los 280.31 + 58.73
y 217.43 nm respectivamente y con un indice de polidispersion mayor en las SLN que en
PNPs, sin embargo, en ambos sistemas fue menor a 1, lo cual es indicativo de tamafios

homogéneos (Fig.11-a).

Las SLN sin el farmaco son sistemas inestables los cuales tienden a aglomerarse formando

estructuras de tamafio micrométrico desde las 96 h post-elaboraciéon. En las formulaciones
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con farmaco el periodo de estabilidad se mantuvo en escala nanométrica durante el periodo
de evaluacidn, presentando un ligero incremento en el tamafio de particula directamente
proporcional al tiempo de elaboracidn en las SLN, siendo asi las PNPs el sistema mas estable
en relacion al tiempo. Las condiciones de almacenamiento de las formulaciones fueron a

temperatura ambiente y sin proteccion de la luz (Fig.11-b).

El tamafio nanométrico fue congruente con las micrografias, las cuales evidenciaron
estructuras de tamafio inferior a la micra con la formacion de morfologia tipo esfera (Fig.10;

11-c, d).

o #

. "1
-
- >

.®
e
. .

Muestra B SEI 15kV’ WD12mmSS46 %20000" 1pm

Fig 10. Micrografias de los NPDC. Las imagenes fueron tomadas con el SEM a 15 000y 20 000x, (a,b) SLN,
(c,d) PNPs. En ambos sistemas las micrografias evidenciaron que los nanotransportadotes poseen tamario
inferior a la micra, ast como formas esfericas. Barra= 1 um.
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Fig 11. Caracterizacion de las NPDC. (a) Valores promedio de tamario parcial de particula, indice de
polidispersion y potencial Z de las NPDC. (b) Grdfico de la determinacion del tamario en rango nanométrico
de las SLN-GA y PNPs-GA, mediante la técnica DLS durante un periodo de 30 dias, a temperatura ambiente.
(c-d) Imagen de microscopia electronica de barrido a 25 000x. Micrografias de las SLN-GA (c) y las PNPs-
GA (d). Barra =1 um.

Para determinar el efecto de los transportadores sobre la morfologia celular se realizo la
evaluacion del citoesqueleto de actina. Las células MARC-145 mostraron un patron definido
de los filamentos de actina que dan origen a diversas estructuras protrusivas y contractiles
para proporcionar la fuerza a una serie de procesos celulares vitales, los cuales se extienden
desde la cubierta perinuclear hasta region cortical en el borde externo de la célula, con la
formacion de arcos (Fig./2-a). Los filamentos de actina forman fibras de estrés que dan
soporte a la célula, en el lamelipodio forman una red dendritica en el borde lider y tienen un
papel importante en la mecanotransduccion, caracteristica de células que crecen en estratos

rigidos, y claramente visibles en las células MARC-145 (Fig.12-b, flechas amarilla y verde).
El patrén de actina en cultivos de alta confluencia manifiesta una predominancia a nivel de

la corteza celular y las fibras de estrés extendiéndose por el citoplasma (Fig.12-c, flechas

blancas y azules).
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Fig 12. Citoesqueleto de actina en células MARC-145. Cultivo celular en diferentes etapas de confluencia. (a)
Las células MARC-145 aisladas presentan la formacion de un lamelipodio con una disposicion radial
soportado por fibras de estrés (flecha blanca) y formacion de arcos (flecha amarilla). (b) Formacion de
lamelipodios (flecha amarilla), en el borde lider del lamelipodio se observa una zona enriquecida de actina
(flecha verde), también se puede observar la cubierta perinuclear (flecha azul). (c) Fibras de estrés (flecha
blanca) y corteza celular (flecha azul) en un cultivo celular con 90% de confluencia. Todas las células
mostradas proceden de cultivos sin tratamiento. Técnica de fluorescencia directa, filamentos de actina
marcados con faloidina conjugada con rodamina. Microscopia de fluorescencia 40x. Barra = 10 um.

Para evaluar el efecto sobre la morfologia y estructura de las células MARC-145 que fueron
expuestas a S50ul/ml de las NPDC con y sin farmaco, el firmaco solo y los controles (RPMI
al 5% y H>O> 5mM); durante 24 h se evalud la integridad de los cultivos mediante el
microscopio invertido (Fig. 13), para posteriormente realizar ensayos de fluorescencia directa

con doble marcaje (filamentos de actina y niicleos) (Fig.14).

La exposicion a las SLN sin farmaco afecto la integridad del cultivo celular en relacion al
control, y a los cultivos tratados con el GA (Fig. 13). En la Fig. 13-c¢ se puede observar
pérdida de la integridad de la monocapa, asi como disminucion del volumen celular con un
patrén de células aisladas generalizado, afectando el 80% del cultivo en todos los campos

observados.

Al realizar el marcaje de los filamentos de actina se obtuvieron resultados congruentes con
lo observado en los monoestratos tratados con las SLN sin firmaco ya que se observé que se
afectd de forma severa la morfologia celular con pérdida de la estructura de los filamentos
de actina (Fig.14 SLN, flechas amarillas), mientras que las PNPs con y sin farmaco, las SLN
con farmaco y el farmaco puro mantuvieron patrones muy similares tanto en morfologia
celular como en la estructura de los filamentos de actina en relacion al control, sin cambios

celulares aparentes se conservo la estructura de la corteza celular, lamelipodios y fibras de
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estrés (Fig.14-“actin”’), ademas la presencia de nucleos céntricos y con una morfologia bien
definida (Fig.14-DAPI).

Fig 13. Células MARC-145 expuestas a NPDC. (a) cultivo control; (b) 50 mg/ml de GA; (c) SLN; (d) SLN-
GA; (e) PNPs; (f) PNPs-GA. En el cultivo control (a), y los tratados con PNPs (ef) se observa una integridad
de la monocapa cercana al 100% , mientras que la afectacion de la monocapa se presenta por el tratamiento
con SLN, siendo la formulacion sin farmaco (c) el tratamiento que evidencio el mayor daiio con células
compactadas de forma circular y con un patron aislado (flechas) que evoluciona a zonas acelulares (asteriscos)
por desprendimiento celular.
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Fig 14. Evaluacion del citoesqueleto de actina a la exposicion con SLN y PNPs. Los cultivos fueron expuestos
durante 24 h con los diferentes tratamientos a 50 ul/ml de NPDC Técnica de fluorescencia directa con doble
marcaje, filamentos de actina marcados con faloidina conjugada con rodamina y nuicleos marcados con DAPI.
Las flechas amarillas sefialan zonas de despolimerizacion de la actina, caracteristica de dario severo a la

estructura celular. Microscopia de fluorescencia 40x. Barra = 10 um.
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Para iniciar con las pruebas de viabilidad se realiz6 una curva de absorbancia trabajando con
diferentes poblaciones de células empleando la prueba de MTT. La curva se realizo a partir
de 50 000, 100 000, 200 000, 400 000, 800 000 y 1 000 000 de células, las cuales fueron
contadas previo a su siembra mediante una camara de Neubauer. A partir de las absorbancias
obtenidas se estimd la correlacion entre el nimero de células y su viabilidad mediante una

regresion lineal (Fig.15).

y = 6E-07x + 0.0146

R?=0.9712

200000 400000 600000 800000 1000000 1200000

Fig 15. Curva # células vs. Absorbancia en células MARC-145. Datos obtenidos a partir de 3 experimentos
independientes. Regresion lineal. El andlisis estadistico evidencio una correlacion estadistica entre la actidad
de células y la absorbancia detectada por la cantidad de formazan generado por la actividad mitocondrial,
fundamento de la prueba de MTT.

Mediante la estimacion del indice de correlacion a través de la regresion lineal se logro la
obtencion de concentracion celular vs. absorbancia medida a 590 nm de longitud de onda. Se
determinaron valores de R’ mayores a 0.97, esto permitié tener una curva patrén que sugiere
una prueba confiable que refleja la relacion entre los datos de absorbancia (viabilidad) y la
poblacidn celular (numero de células). Posteriormente a la exposicion a los diferentes
sistemas se realizd este ensayo. Las pruebas de citotoxicidad se llevaron a cabo mediante la
medicion de la actividad mitocondrial, actividad lisosomal (Fig./6-a,b) y evaluacién de
integridad nuclear (Fig.17). La prueba de MTT mostr6 que el rango de concentraciones de
100 a 1.25 pl/ml de PNPs la viabilidad observada estaba por encima del 70 % en relacion a
las células control, condicion que fue similar en el ensayo de NRU (Fig.16-a,b). Las SLN
mostraron un menor margen de seguridad a concentraciones de mayores a 50 pl/ml de SLN-

GA y 5ul/ml SLN, notandose que inducen destruccion de la integridad de la monocapa
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celular. A dosis menores a estas concentraciones la prueba de MTT mostro absorbancias por
arriba del control que expresadas en porcentaje reflejaron un aumento de la viabilidad. Las
células MARC-145 se trabajaron en una confluencia del 90% para los ensayos de
citotoxicidad (Fig.16-c), el ensayo de MTT evidencio la formacién de cristales de formazan
al interior de las células desde la primera hora de exposicion al MTT, hasta el final de la

incubacion a las 4 h (Fig.16-d,e).
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Fig 16. Citotoxicidad de las SLN y PNPs. (a) Medicion de la actividad mitocondrial mediante el ensayo de
MTT, (b) Determinacion de la actividad lisosomal mediante ensayo de rojo neutro. Grdficos expresados en
porcentaje con respecto al control de los distintos tratamientos. Datos obtenidos a partir de 3 experimentos
independientes. ANOVA. *** 0.001, **0.01, * 0.05. (c) Células MARC-145 control, cristales de formazan en
células MARC-14 expuestas a SLN-GA (d) y a PNPs-GA (e). Barra = 100 um.

Las SLN-GA mostraron induccion de dafio nuclear a las 72 h de exposicion con disminucion
de la continuidad de la monocapa (Fig./7-b), resultados congruentes con lo observado en la
Fig.13-c. Las PNPs-GA no evidenciaron pérdida de la integridad celular y nuclear bajo el
mismo esquema de exposicion (Fig./7-c). La capacidad de internalizacién celular de los
sistemas fue medida mediante ensayos de fluorescencia. Durante la elaboracion de las NPDC
se afiadio el fluor6foro cumarina 6, para someter a los cultivos a una exposicion aguda

durante 4 h, el citoesqueleto de actina y los nucleos fueron marcados y observados al
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microscopio de fluorescencia. Los sistemas SLN-GA y PNPs-GA mejoraron los procesos de

internalizacion celular medido indirectamente por desplazamiento de la cumarina 6.

Las NPDC mostraron un marcaje que sugiere su internalizacion en las estructuras celulares,
el cual fue dependiente del tiempo de exposicion, las SLN-GA y PNPs-GA con cumarina 6
evidenciaron un marcaje abundante en la periferia del citoplasma celular (Fig./7-¢,f) en
contraste con el cultivo expuesto a la cumarina 6 libre en el medio, en el cual el fluoréforo

se observaba distribuido de manera uniforme en toda la preparacion (Fig.17-d).

f

Fig 17. Integridad nuclear y captacion celular de las NPDC con GA. Cultivos de células MARC-145 fueron
expuestos a los sistemas nanoparticulados con el farmaco durante 24 h para su posterior tincion con naranja
de acridina para evaluar el efecto sobre la integridad nuclear. (a) Control, (b) SLN-GA y (c) PNPs-GA.
Internalizacion de las NPDC en las células a las 4 h de exposicion mediante el marcaje con cumarina 6. (d)
Cumarina6 libre en el medio, (e) SLN-GA y (f) PNPs-GA cargadas con cumarina 6.Técnica de fluorescencia
directa con doble marcaje, filamentos de actina marcados con faloidina conjugada con rodamina y niicleos
marcados con DAPI. Microscopia de fluorescencia 20x. Barra = 50 um.

Una vez establecida la seguridad de los sistemas se procedié a realizar los ensayos de
infeccidn en los cultivos. Dos muestras de virus cepa americana fueron evaluadas con la
finalidad de establecer la que presentaba el mayor efecto citopatico en las células. La muestra

de PRRSv1 fue obtenido de la vacuna comercial Ingelvac, y la PRRSv2 fue un virus aislado

de una infeccion de campo. Cultivos MARC-145 fueron sembrados a 70% de confluencia en
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3 cajas de 60 mm, la caja 1 fue el cultivo control, la caja 2 se infecté con 500 ul de PRRSv1,
y la caja 3 con PRRSv2, la cual se dejo adsorbiendo durante 1 h a 37 °C. al concluir el tiempo
de incubacion se recuperd el virus y finalmente se afiadié medio RPMI al 3% para seguir el
curso de la infeccion. Al observarse la aparicion de los primeros efectos citopaticos, el medio
de cultivo fue retirado para adicionar 2 ml de medio RPMI sin SFB, las cajas fueron selladas
bajo condiciones de esterilidad con parafilm y sometidas a 3 ciclos de congelacion-
descongelacion para lisar las células y liberar las particulas virales al medio, el cual se
recupero en tubos falcon esteriles y se centrifugd por 20 min a 5000 rpm, al finalizar el
procedimento se recuperd el sobrenadante y se desecho el boton con los restos celulares, el

medio se alicuotd para la infeccidon en ensayos posteriores (Fig.18) .
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Fig 18. Método para la propagacion de PRRSv en celulas MARC-145. Propagacion del virus proveniente de
una vacuna comercial, se llevo a cabo durante 48 hpi en cultivos MARC-145, seguidos de tres ciclos de
congelacion-descongelacion, centrifugado y recuperacion del sobrenadante para finalizar con su esterilizacion
por filtracion con poro de 0.22 um.

La titulacion del virus propagado en las celulas MARC-145 se realizd por el método de Reed

and Muench 1938. El PRRSv propagado presentd un titulo de DIEso=10%"7 (Fig.19-a).
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Fig 19. Citotoxicidad de los PRRSy en células MARC-145. Titulacion por el método de Reed and "Miiench
del PRRSvI propagado. ANOVA de los resultados de citotoxicidad por MTT a las 72 hpi. (a) La prueba de
Reed and Miiench indicé que diluciones menores a la 107 son eficientes para la induccion de efectos citopdticos
en el cultivo. El PRRSvI presento la mayor citotoxicidad comparado con el cultivo control; (b) Efecto
citopadticos de dos PRRSv y el virus propagado y recuperado del 3er pase en células MARC-145. ANOVA, ***
0.001, **0.01, * 0.05 Datos obtenidos a partir de 3 experimentos independientes.

Una vez obtenido el titulo viral se realizé la infeccion en cultivos de células sembradas sobre
cubreobjetos para determinar los cambios morfoldgicos (efecto citopatico) y las alteraciones
en la estructura del citoesqueleto de actina inducidos por el PRRSv. El efecto citopatico
producido por la infeccion con el PRRSv es visible al evaluar los cultivos mediante
microscopia Optica, caracterizandose por la adquisicion de una forma redondeada, pérdida de
la relaciébn nucleo-citoplasma, vacuolizacion, formacion de sincitios, y lisis celular
(desprendimiento general del estrato) afectando la integridad de la monocapa (Fig. 20). Los
resultaron mostraron que 200 x/ de PRRSv1 son efectivos hasta el tercer pase, a partir de
este pase la infectividad se ve disminuida bajo las condiciones experimentales mostradas en
esta investigacion (Fig. 19-b), siendo el virus PRRSv1 el que mostrd el mayor efecto
citopatico destruyendo el 76.8% del monoestrato comparado con el 46.4% de dafio producido

por el PRRSv2 a las 48 hpi, por esta razdn para los estudios de infectividad fue elegido el

PRRSvI.
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Fig 20. Cambios citopdticos inducidos por PRRSv en células MARC-145. La presencia de focos de dafio
fueron observados durante un periodo de las 24 a las 96 hpi. Cultivos MARC-145 control e infectados con
PRRSv 1y 2. Microscopia de campo claro. Imagenes obtenidas a partir de 3 experimentos independientes.

Los cultivos fueron tefiidos mediante la tincion convencional H«E para evaluar la morfologia
durante la infeccion, los cuales se evidenciaron a partir de las 24 hpi (Fig.21). Se observaron
cambios en la morfologia celular, lisis, vacuolizacion y formacidn de sincitios a partir de las
24 hpi (Fig.21-b). El efecto citopatico mayor se presentd entre las 48 y las 72 hpi, en este
tiempo el dafio a la integridad de la monocapa fue superior al 70%, las células adheridas
presentaron un patréon aislado con numerosas vacuolas a nivel citoplasmatico que
proporciona un aspecto granular, pérdida de la relacion nucleo-citoplasma y cambios
morfologicos que van de formas redondeadas (Fig.2/-d) hasta una morfologia de tipo
fusiforme con nucleos picnoticos (Fig.21-e), que finaliza con el desprendimiento por muerte

celular (Fig.21-f).
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Fig 21. Evaluacion morfologica de células MARC-145 infectadas con PRRSYv in vitro. (a) control, (b) 24 hpi,
(c) 48 hpi, (d,e) 72 hpi, (f) 96 hpi, tincion HeE. Las flechas negras seiialan la presencia de niicleos picnoticos,
flechas amarillas seiialan la presencia de material basdfilo de tipo granular a nivel citoplasmadtico, flechas
rojas sefialan las zonas de vacuolizacion.

En las etapas tempranas de la infeccion (24 /pi) 1a evaluacion sobre el citoesqueleto de actina
evidencia la formacion de puentes delgados llamados “citonemas o puentes filopodiales ™.
Estas estructuras conectan a las células entre si a través de mecanismos de adhesion
membrana (Fig. 22).

El aumento en la formacion de citonemas se relaciono con la formacidn de “sincitios”, los
cuales se observan como grupos celulares cuya fusion da origen a células gigantes

multinucleadas (Fig.23-d). Dichas estructuras no fueron observadas en los cultivos control.
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Fig 22. Puentes filopodiales inducidos por PRRSv. La infeccion con el PRRSv induce la formacion de
citonemas en células MARC-145 a las 24 hpi. (a)2 hpi, (b)6 hpi, (c)12 hpi, (d)24 hpi. Las flechas amarillas
sefialan la presencia de filopodios en las células confluentes; las flechas blancas seiialan las zonas de
formacion de citonemas y sincitios. Microscopia de fluorescencia, 40x. Barra 10 um.

La formacion de sincitios marca el inicio de los cambios celulares en los cultivos infectados
a las 24 hpi (Fig.23-a), el periodo de tiempo donde de evidencido el mayor dafio al
monoestrato fueron de las 48 a las 72 hpi (Fig. 23-b,c,d). Una vez establecidos los sincitios
que evolucionan a la formacion de células gigantes multinucleadas (resultantes de la fusion
de varias células como consecuencia del proceso de la infeccion viral), se observa un cambio
en la estructura de las fibras de estrés (disminucion o pérdida de las fibras de estrés) (Fig.23-
d) y de la integridad nuclear (Fig. 24), la cual evoluciona a la muerte de las células entre las
72 y 96 hpi. A las 48 hpi se aprecia un engrosamiento de la corteza celular (Fig.23.b, flecha
amarilla) acompafnado de despolimerizacidn de las fibras de estrés (Fig. 23-b, flecha blanca),
la cual se manifiesta de manera predominante en las células que forman sincitios (Fig. 23-

¢,d, flecha blanca).



Fig 23. Cambios en el citoesqueleto de actina inducidos por la infeccion in vitro del PRRSv. (a)24 hpi, (b) 48
hpi, (c, d) 72 hpi. Microscopia de fluorescencia. 40x, Merge faloidina rodaminada-DAPI. Las células
mostraron un aumento del grosor de la corteza celular (flechas amarillas), con un patron de despolimerizacion
en la actina citoplasmdtica (flechas blancas). A las 72 hpi, se observa el desarrollo de células gigantes, con
estructuras de comunicacion de actina con patron de fibras longitudinales bien definidas (flechas azules).

Los dafios nucleares son notorios después de las 48 hpi, los ntcleos provenientes de las
células que conforman los sincitios toman una posicion central en la célula gigante. La
condensacion nuclear evoluciona en la formacién de multiples y pequefios fragmentos

(Fig.24-c), que con llevan a la lisis celular del 100% al rededor de las 96 hpi (Fig.24-d).
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Fig. 24. Daiio a la estructura nuclear en células MARC-145 inducidos por PRRSv. (a)24 hpi, (b) 48 hpi, (c,
d) 72 hpi. Las flechas amarillas sefialan las alteraciones en la integridad de la morfologia nuclear, que van

desde una fragmentacion hasta una destruccion difusa. Microscopia de fluorescencia 40x; Merge
faloidina/rodaminada-DAPI.

La prueba de qRT-PCR, demostrd la presencia de virus en los cultivos infectados con el
PRRSv, sin sefial positiva en los cultivos control (sin infectar 3 y 6, Fig. 25- flecha azul)
determinando que los cambios citopaticos observados son atribuibles al proceso de infeccion
viral. En los cultivos tratados 4h antes de la infeccion con PRRSv (Fig. 25, linea verde olivo)
el numero de ciclos para lograr la grafica de amplificacion fueron ligeramente mayores que
los infectados sin el pretratamiento con las PNPs-GA (Fig. 25, linea roja), por lo que se busca
realizar nuevos ensayos con diferentes concentraciones de PNPs-GA a distintos tiempos

preinfeccion.
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Fig 25. Curvas qRT PCR vs. PRRSv. Datos de cuantificacion. (a), curvas de amplificacion para cultivos
infectados con PRRSVI, verde olivo y PRRSV2, rojo; (b) pre tratamiento con PNPs-GA, rojo y PRRSVI, verde
olivo. El pretratamiento con PNPs-GA, requirié mas ciclos de amplificacion para dar seiial positiva (linea
verde puenteada) en comparacion del cultivo infectado no tratado con PNP-GA (linea roja punteaday).

Con base en los ensayos de citotoxicidad, células MARC-145 fueron cultivadas hasta 70%
de confluencia en placas de 24 pozos, se adiciond 50 pl/ml de PNPs-GA durante 4h,
concluido el tiempo de incubacion los cultivos fueron lavados 3 veces con medio RPMI 3%
esteril y posteriormente se infectaron durante 1 h con 200 pl de virus de PRRS,
posteriormente el virus fue retirado y se adicioné medio RPMI 3% para seguir el curso de la

infeccidn hasta las 96 hpi y evaluar el efecto (Fig. 26).
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Fig 26. Cultivo de células MARC-145 infectadas con el PRRSv y tratadas con PNPs-GA 78 hpi. Células
MARC-145; a) H:02 30 mM (control positivo), b)RPMI (3% SFB), c¢) PRRSvI, d) PNPs-GA, e) PRRSvI
incubado 24h con PNPs-GA, f) PreTx.4h PNPs-GA-inf PRRSvI. El daiio citopdtico en los cultivos disminuyé
durante la infeccion con PRRSvI inactivado con PNPs-GA durante 24 h pre infeccion (e) y con el pre
tratamiento de PNPs-GA 4 horas pre infeccion de las MARC-145. Microscopia de campo claro. 10X

Con base en la presentacion del mayor efecto citopatico producido por la infeccion in vitro
con PRRSvI, los tiempos 48 y 72 hpi, se emplearon para la determinacion del efecto del

tratamiento con las PNPs-GA sobre la viabilidad celular por el ensayo de MTT (Fig.27).
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Fig 27. Valoracion de la viabilidad en cultivos de células MARC-145 tratadas con GA. Los datos de los
tratamientos con GA no evidenciaron diferencia significativa entre en cultivo infectado con el virus y los
infectados y tratados con GA solo y en las PNPs 48 hpi (a), sin embago si mostraron a las 72 hpi un efecto
protector con diferencia significativa (b). ANOVA, *** 0.001, **0.01, * 0.05 Datos obtenidos a partir de 3
experimentos independientes. Método MTT.
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Los ensayos fueron realizados tambien para la evaluacion de la viabilidad celular
determinada por la tincion de Azul de Tripan. (Fig. 28) El pre-tratamiento durante 4 h con
50 ul de PNP-GA disminuy9 la citotoxicidad determinada por la prueba de MTT en un 38%
en comparacion con las células infectadas no tratadas, mientras el comportamiento de la

viabilidad celular medida por la prueba de azul de tripan fue de 22%.

Fig 28. Exclusion por Azul de tripdn. Efecto del tratamiento con PNPs-GA en cultivos infectados con PRRSv
sobre la viabilidad celular a las 72 hpi fue demostrado también por la tincion de azul de Tripan. (a) células
refringentes que coresponden a células viables del cultivo control, (b) célula tefiida con el colorante en el
cultivo infectado con PRRSv correspondiente a una célula muerta. Células del cultivo tratado con PNPs-GA
4h pre infeccion pon PRRSVI, células viables (refringentes) y muertas (azules) 48 hpi (c) y 72 hpi (d). en la
figura (d) se aprecia un incremento en el nimero y viabilidad celular.

VL. DISCUSION
Este proyecto se enfocod en desarrollar un modelo nanoparticulado que funcione como
vehiculo del 4cido glicirricinico (Fig.6), el cual es un componente de origen natural que ha
demostrado poseer un efecto antiviral (Baltina 2009-2015 y Aguilar 2015), sobre virus como
la influenza A (Harada 2005), virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) y virus de Newcastle
(Baltina 2009, Pompei 1983a, 1980b, 1979c), asi como disminuyendo la replicacion viral de

virus como el del sindrome respiratorio agudo (SARS) como lo reporta Cinatl (2003). Los
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agentes virales son un gran reto a la salud humana y animal, una de las enfermedades con
mayor impacto negativo a la industria porcicola mundial es el Sindrome Respiratorio y
Reproductivo Porcino , siendo reconocida por autores como Albina (1997), Tian (2007),
Zimmerman (2006), Dea (2000), como una de las enfermedades con mayor impacto
economico negativo a nivel mundial. Para el estudio de este enfermedad Kim (1993) y Dea
(1995) reportaron una poblacion derivada de la linea celular MA-104 de rifién de mono verde,
altamente permisiva para la replicacion del virus de PRRS, la linea celular MARC-145, a
partir de ese estudio es considerada como el cultivo de eleccion para la replicacion de este
patogeno. Urban (2015), describieron una disminucion de la infectividad del PRRSv por el
tratamiento con acido glicirricinico en nanoparticulas lipidicas, sin embargo, estos autores
no realizaron estudios sobre la inocuidad de su sistema de transporte. El objetivo de este
trabajo fue establecer un modelo celular que permitiera evaluar la inocuidad de sistemas que
permiten la incorporacion de farmacos de origen natural a modelos nanoparticulados. Estos
nanotransportadores mejoran la farmacocinética por su tamafio nanométrico que les confiere
caracteristicas para atravesar barreras bioldgicas, evitar la prematura degradacion de los
principios activos, entre otros beneficios descritos por autores como /rache (2008). No solo
el tamafio de las nanoparticulas es una caracteristica deseable de estos sistemas, la naturaleza
de los materiales con que se elaboran les confieren propiedades Unicas, tal es el caso de las
SLN las cuales representan un buen sistema de entrega debido a su naturaleza lipofilica
(Mehnert 2001) o las PNPs formadas a partir de polimeros inocuos para el organismo vivo
(Escalona 2014), sin embargo no existe informacion sobre el mecanismo de accion asi como

de los efectos de estos sobre la estructura y la actividad celular interna.

Los sistemas realizados en este trabajo fueron desarrollados y caracterizados apartir de los
trabajos realizados por Urban (2015), Escalona (2017) y Quintanar (2005). Estos sistemas
presentan una capacidad de carga limitada y por la naturaleza de sus componentes son
considerados biodegradables y con baja toxicidad o buena tolerancia en sistemas bioldgicos

segun Garzon (2008).
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La elaboracion de SLN con GA se llevo a cabo por microemulsificacion (cristalizacion de
las gotas de lipido dentro del medio acuoso) de 10% de lipido sélido fundido, 15% de
tensoactivo y 10% de co-tensoactivo empleando un homogeneizador tipo rotor-estator. En la
formulacién el Poloxamero 407 (Pluronic ® F127) y el mismo farmaco acido glicirricinico,
funcionaron como tensoactivos; la razon de ello es que el AG al poseer porciones hidrofilicas
e hidrofobicas en su estructura quimica, y al ser una saponina, se comporta como un agente
activo de superficie (Urban 2015). El tamafio de particula dependioé del uso del tensoactivo
y las condiciones experimentales de elaboracion (femperatura) caracteristicas descritas por

autores como Medina (2010).

Las ventajas de la metodologia empleada fue su bajo costo de elaboracion, no se requiere
uso de solvetes organicos, reproducibilidad y facil escalamiento (Mehnert 2001, Miiller
2000). La principal desventaja que presenta el sistema lipidico comparado con el sistema
polimérico, fue la inestabilidad del mantenimiento de la talla nanométrica durante su
almacenamiento, desarrollando cambios de transicion polimorficas, coalescencia,
formacién de conglomerados y su inevitable gelificacion, los factores anteriores aunado a
su baja capacidad de incorporacion de farmaco debido a la estructura cristalina del lipido
solido (Villafuerte 2008), fueron las bases para elegir al nanotrasportador de origen

polimérico para los ensayos en el modelo celular de infeccion.

La diversidad de tipos celulares con patrones distintivos en la estructura y funcidén permite
su uso en modelos celulares, los cuales proporcionan una herramienta de conocimiento
amplia con aplicaciones variables. Uno de los elementos a considerar en un modelo celular
para establecer cambios en la estructura celular originados por un agente externo, es el
estudio del citoesquetelo. El citoesqueleto es una red dindmica conformada por diferentes

grupos proteicos entre los que destaca la actina.

Autores como Guirardo (2002) describen las funciones mecanicas del citoesqueleto de actina
como las responsables que mantienen la integridad estructural de la célula y funciones no
mecanicas como la regulacion de la arquitectura celular, por lo que la induccién de cambios
morfoldgicos como respuesta a diversas sefiales extracelulares, se encuentran relacionados

con el. Los filamentos de actina permiten hacer una evaluacion de la integridad de la
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estructura celular, en el caso de las células MARC-145 presentaron una clara definicion y
disposicion de las fibras de estrés caracteristicas de células relativamente estables que crecen
en estratos rigidos (Pellegrin 2007, Tojkander 2012 y Pollard 2007). El patrén de actina en
cultivos de alta confluencia manifiesta una predominancia a nivel de la corteza celular y las
fibras de estrés extendiéndose por el citoplasma, lo que puede sugerir una importante
regulacion en la forma celular y su participacion en la formacion de uniones intercelulares y

adhesiones focales, participando también en las vias de sefializacion (Khatau 2009).

Ademas de del estudio del citoesqueleto que permite la evaluacidon de la estructura celular
para determinar la seguridad de los nanosistemas, se encuentran los ensayos de citotoxicidad
los cuales permiten establecer los rango minimos y méximos de las dosis que conforman el

“rango de seguridad” en la administracion de nuevos NPDC en sistemas bioldgicos

Los rangos de seguridad de las SLN y las PNPs con y sin firmaco fueron determinados
mediante los ensayos de MTT, Rojo neutro y naranja de Acridina, siendo las PNPs con y sin
farmaco los sistemas con el mayor rango de seguridad. Las SLN sin farmaco fueron los
sistemas mas citotoxicos con margenes de seguridad muy bajos, 5 pg/mL, la adicién del
acido glicirricinico permite elevar la dosis a un rango méaximo de 50 pg/mL a las 24 horas de
exposicion medido por actividad mitocondrial y lisosomal, lo que parece sugerir que la
concentracion del lipido es crucial para establecer su seguridad, lo anterior nos indica que la
presencia de altos contenidos lipidicos permite una fusion abrupta con la membrana celular
ocasionando desequilibrios osmoticos graves y muerte celular ya que este induce
despolimerizacion de las fibras de estrés, pérdida de la integridad en la corteza celular y
destruccidon nuclear (Fig.13-c, 14), al adicionar el farmaco este se impregna dentro de la
nanoparticula ocupando un espacio en su estructura con la suficiente eficacia para disminuir
la concentracion de lipido que permite mantener a las SLN-GA con margenes de seguridad
10 veces mayores. Por lo cual en el caso de las SLN el margen terapéutico debe estandarizarse
para el transporte de otros farmacos. A dosis inferiores a de 50 pg/mL ambos sistemas no
afectan la morfologia celular y la estructura de los filamentos de actina. La actividad
mitocondrial y lisosomal por arriba del 80%, sugieren que no existe dafio celular (Fig./6-

ab).
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En el caso de las PNPs con y sin fArmaco, no existi6 evidencia de disminucién de la viabilidad
celular por debajo del 80% en relacion al control en el rango de 100 a 1.25 pg/mL. Las PNPs
fueron el nanotrasportador con menor citotoxicidad, esta propiedad podria relacionarse con
su menor tamafio (Fig.l/1-a). Katsumiti (2015) reportd la presencia de efecto citotdxico
dependiente del TPP medido por los ensayos MTT y RNU. La actividad mitocondrial en
cuanto a la reduccion de metil tetrazolio a formazan por la enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa se ve aumentada en las SLN, el formazan es un compuesto impermeable para
la membrana por lo cual se acumula al interior de las células sanas y es facilmente observable
por microscopia de campo claro (Fig.16-de), como lo reportan autores como Mossman
(1983) y Fotakis (2006). El formazan es una sustancia fuertemente lipofilica por lo que el
aumento de la presencia de los cristales en forma de aguja del formazan al interior de las
células tratadas con las SLN-GA, sugiere también la internalizacidon dptima de los sistemas

nanoparticulados, como lo describe Angius (2015).

Durante su elaboracién, las NPDC se conjugaron con el fluoréforo cumarina 6, para someter
a los cultivos a una exposicion aguda durante 4 h para evaluar la internalizacion de las NPDC.
Se hizo la valoracidon del citoesqueleto de actina y los nticleos al microscopio de
fluorescencia. Las SLN-GA y las PNPs-GA conjugadas con cumarina C6 evidenciaron un
marcaje abundante en la periferia del citoplasma celular (Fig./7-¢). La ausencia de las NPDC
conjugadas con la cumarina en todo el espacio existente entre las células es sugestiva de la
captacion de los sistemas nanoparticulados al interior de las células. En las células tratadas
con SLN-GA se observé una predominancia de marcaje distribuidos de forma mas difusa en

el citoplasma y las PNPs mas hacia la periferia.

Las NPDC parecen ser sistemas facilitadores de la internalizacion del farmaco, ya que el
marcaje sobre las células mostrd un patrén dependiente del tiempo de exposicion, datos
similares a los observados por Kim (2016), quienes reportaron la presencia de marcaje
positivo al interior de las células Caco-2 expuestas durante 4 h a NPDC conjugadas con
isiotiocinato de fluoresceina (FITC). Estos resultados sugieren que las SLN y las PNPs
pueden ser usadas como sistemas de suministro del GA ya que con el ensayo de NPDC

conjugadas a cumarina 6 se demostré que el proceso de la internalizacidon del farmaco no
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ocasiond alteracion en la morfologia celular y estructura del citoesqueleto de actina, medido
indirectamente por desplazamiento de la cumarina 6, sin embargo estudios de microscopia
confocal deben realizarse para poder establecer mediante distintos cortes Opticos una
reconstruccion tridimensional de las células y asi poder determinar el sitio exacto donde se

concentra el marcaje.

Los virus en general solo tienen un nimero minimo de genes y por lo tanto, para la
replicacion, deben utilizar la maquinaria de las células infectadas. Como resultado, la
replicacion viral depende estrictamente del huésped, por lo que el funcionamiento 6ptimo del
citoesqueleto esta relacionado directamente con la capacidad de internalizacion viral. Para la
evaluacion del efecto de la infeccion viral sobre el citoesqueleto de actina, se establecié un
periodo de tiempo que va de las 24 a las 120 hpi. En el presente estudio se trabajé con 4
diferentes tiempos (24, 48, 72 y 96 hpi), periodo similar a lo reportado por autores como
Flores (2008) en la infeccidon de virus del PRRS en células dendriticas porcinas y por Du

(2011) en la infeccion de macrofagos alveolares porcinos y células MARC-145.

Los resultados de la observacion de la microscopia de fluorescencia revelan cambios sutiles
en la estructura del citoesqueleto de actina a partir de las 24 hpi caracterizados por la
formacion de sincitios, dichos cambios aumentan en el periodo que comprende de las 48 a
72 hpi, y finalizan con la destruccion de las células a las 96 hpi. Autores como Du (2011),
reportan que en macrdéfagos alveolares porcinos los efectos citopaticos se presentan a las 16
hpi y finalizan a las 24 hpi con la destruccion total de las células, dicho efecto es mas tardio
en los cultivos MARC-145 en la cual reportan efectos citopaticos a las 48 h, tiempo similar
a los cambios en nuestros resultados, seguidos de un periodo predominante de dafio entre las
48-72 hpi, durante el cual se presenta el pico maximo de afectacion como lo reportado por
Zhang (2011) y Howerth (2002) a las 72 h en ensayos similares, finalizando en un

desprendimiento de la monocapa a las 96 hpi, como lo reporta Zheng (2015).
La variacion en la aparicion de los cambios citopaticos en los cultivos se puede atribuir a la

fuente del virus, ya que al provenir de un bioldgico comercial (/ngelvac PRRS MLV,

Boehringer Ingelheim) puede perder infectividad debido a las caracteristicas propias de un
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virus vivo atenuado a través de multiples pases, en este caso realizados en células de rifion

de mono verde Du (2011).

En los ensayos de infeccion, la administracion conjunta (PNPs-GA+PRRSvI) y el
tratamiento 12 hpi (PNPs-GA administrado 12 hpi con PRRSv1) no evidenciaron diferencias
estadisticas significativas con el cultivo infectado (PRRSvI), el curso de la infeccion fue
similar terminando con la destruccion de la monocapa, por lo que el efecto terapéutico de la
administracion conjunta del PNPs-GA-PRRSvI1 y el tratamiento posinfeccion en celulas
MARC-145 quedo descartado, resultado contrario a lo reportado por Duan 2015, el cual
reportd que no existia evidencia de efectos sobre capacidad de penetracion y absorcidn viral
en las celular MARC-145 cuando el virus es tratado con el AG. Estos resultados pueden
explicarse debido a la reconocida capacidad de los nanotrasportadores como estructuras que

mejoran la capacidad de penetracion celular de algunos fArmacos.

En las PNPs-GA, la capacidad de carga del PNPs-GA es de 58.81 £0.14, lo anterior puede
sugerir que la ausencia de efecto en las etapas pos infeccion, administracion conjunta del
virus e inactivacion de la solucion viral, se deba a una insuficiente concentracion del principio

activo en las PNPs-GA.

Adicionalmente se llevo a cabo la incubacion del PRRSv1 durante 24 h con PNPs-GA para
evaluar un posible efecto inhibitorio sobre la capacidad infectiva de las particulas virales, sin
embargo este fue excluido al observarse efectos similares a las células infectadas con
PRRSvI, este mismo efecto inhibitorio fue reportado por Duan 2015 con el GA en solucion.
El mayor efecto antiviral de las PNPs-GA se presentd en las células pretratadas durante 4 h

con PNPs-GA
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VIILCONCLUSIONES

L

II.

II.

IV.

VL

Se desarrollaron dos diferentes nanotransportadores de acido glicirricinico en cultivos

celulares, uno polimérico y uno lipidico.

La caracterizacion fisicoquimica y estructural demostré que las PNPs-GA son
sistemas mas estables y presentan una mayor capacidad de carga de GA que las SLN,
sin embargo la formulaciéon debe ser optimizada para aumentar la capacidad de
transportar el GA, con la finalidad de evaluar una posible potencialidad terapéutica

asociada a la concentracion del principio activo.

Se establecid un modelo celular confiable para el estudio del efecto del PRRSv sobre
el citoesqueleto de las células MARC-145, determinando a las PNPs como los

sistemas mas seguros para el transporte del GA hasta por 72 h.

El modelo celular de infeccién es una herramienta 1util para la generacion de
investigacion sobre los mecanismos de accidon de este virus y la evaluacion de la

efectividad de nuevos sistemas antivirales.
El mejor tiempo para la administracion de las PNPs-GA en los cultivos fue 4 h antes

de la infeccion con el PRRSv, por lo que el desarrollo de esta tecnologia podria

sugerir un efecto terapéutico de tipo preventivo.

Se desarrolld y evalud un nanosistema transportador de acido glicirricinico que
reduce en un 38% el dafio celular inducido por la infeccion del PRRSv en células

MARC-145%*.

*(Ademas, disminuye de 2 a 3 ciclos la amplificacion y deteccion de secuencias del PRRSv por RT-PCR).
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Anexo I1
Determinacion de la capacidad de carga

Eficiencia de Adsorcion (EA) y Capacidad de Carga (LC) de Ammonium Glycyrrhizinate
en las nanoparticulas

La eficiencia de adsorcion y capacidad de carga de las nanoparticulas fueron determinadas
mediante ultracentrifugacion a 20,000 rpm, 10 °C por 30 min. El sobrenadante resultante que
contiene Ammonium glycyrrhizinate no asociado a las nanoparticulas fue medido por HPLC.
El sobrenadante se llevd a un volumen de 250 mL, se tomd una alicuota de 4 mL y se llevd
a un volumen final de 25 mL. 20 pL de la disolucion anterior fueron inyectados en un
cromatografo, columna fase inversa Cig (150mm, 4.6 mm, 5 pum), la fase movil fue una
mezcla de metanol/agua acidificada al 1 % con acido acético glacial (68.5:31.5). la velocidad
de flujo fue de 1 mL/min. La eficiencia de adsorcion (AE) del Ammonium glycyrrhizinate y
la capacidad de carga de Ammonium glycyrrhizinate en las nanoparticulas fueron calculadas

mediante las siguientes ecuaciones:

EA (%) = total de AG — AG libreX 100
(%) = total de AG

total de AG — AG libre
CC (%) = - X 100
peso de las nanoparticulas
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Abstract

The development of technologies that combine the advantages of nanomedicine with natural medicine represents a versatile
approach to improve the safety and efficacy of drugs. Glycyrrhizinic acid (GA) is a natural compound that has a wide range
of biological activities for the treatment of diseases. To establish a safe nanotransport system for this drug, two different
nanoparticles with glycyrrhizinic acid, solid lipid nanoparticles (SLN-GA) and polymeric nanoparticles (PNPs—GA) were
elaborated to obtain nanostructure sizes between 200 and 300 nm. The nanoparticles were evaluated at concentrations of
1.25-100 pl/ml using the MARC-145 cell line to determine the effects on cell morphology, cellular structure (actin fila-
ments) and cell viability (mitochondrial and lysosomal) at 24 and 72 h post-exposure. The safety range of the nanoparticles
was 50 ul/ml, to determine that PNPs—GA had an optimal safety profile and no cytotoxic effects, as there was no evidence of
changes in morphology, internal cellular structures (stress fibers and the cell cortex formed by actin filaments) or viability
under the experimental concentrations and conditions employed.

Keywords Solid lipid nanoparticles - Polymeric nanoparticles - Glycyrrhizin acid - Actin cytoskeleton - Morphologic
changes - Cytotoxicity

Introduction active molecule, and the second is the system which allows
for a special function related to the diagnosis, treatment
Application of nanotechnology to the health sciences has  or prevention of disease (Irache and Nanomedicina 2008)
permitted the development of systems on the nanometric ~ (Fig. la).
scale, which are denominated “nanoparticle drug carriers” The NPDC term includes nanocapsules and nanospheres.
(NPDC). These systems comprise at least two components; ~ Nanocapsules are “vesicular systems” in which the drug is
the first component is the active principle or the biologically ~ located inside of the particle and is usually dissolved in an
oily vehicle. Nanospheres are “matrix-type” systems in
which the drug is dispersed homogenously into the constitu-
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| ) o e L as the chemical composition, size of the primary particle,
Unidad de Investigacién Multidisciplinaria L4 (Morfologia hol d solubili h The ad
Veterinaria y Biologfa Celular), UNAM-FESC, Campus 4, morphology and solubility, among others. The advantages
54714 Cuautitlan Izcalli, Mexico of using these systems is their ability to cross biological bar-
2 Laboratorio de Investigacién y Posgrado en Tiers and reach the organ, tissue or target cell group, arrive
Tecnologia Farmacéutica, UNAM-FESC, Campus 1, at intracellular compartments and control the release of
54714 Cuautitlén Izcalli, Mexico the active molecule at its action or absorption site, thereby
3 Departamento de Morfologfa de la Facultad de Medicina improving problems associated with the solubility, bioavail-
Veterinaria y Zootecnia, UNAM-FMVZ, Mexico City, ability, immunocompatibility and cytotoxicity of many drugs
Mexico (Ramos et al. 2018; Kou et al. 2018; Jabr-Milane et al. 2008).
# Laboratorio de Virologia y Microbiologia de las NPDC with pharmaceutical purposes are mainly elaborated

Enfermedades Respiratorias del Cerdo, UNAM-FESC,

o 8 . with polymers and lipids that are selected as raw material
Campus 1, 54714 Cuautitlan Izcalli, Mexico

Published online: 13 April 2018 pparue cllasice O Springer

Rl malsll 22

72



Applied Nanoscience

Fig. 1 a Drug nanotransporters and b the chemical structure of glycyrrhizinic acid

for the elaboration of the latter concern and are generally
recognized as safe (GRAS) materials (Irache 2008).

Solid lipid nanoparticles (SLN) are considered prolonged
release systems, due to possession of a solid nucleus stabi-
lized with tensoactive or emulsifying elements (Urban 2015,
2010). Miiller et al. (2002) reported that although polymer
nanoparticles (PNPs) were fabricated with polymers, the
organism in vivo did not recognize them as foreign. Thus,
PNPs are highly stable solid vectors that tend to encapsu-
late themselves in the interior of the capsule (Kumari et al.
2010). The development of these systems as a vehicle for
active ingredients of natural origin for application in distinct
diseases of interest in human and veterinary medicine is a
promising field. Active ingredients of natural origin include
glycyrrhizinic acid (GA) (Urban 2015), which is a triter-
penic saponoin mainly responsible for the pharmacological
activity of Glycyrrhiza species (Fig. 1b). In particular, the
licorice plant (Glycyrrhiza glabrata), known as “sweet root”,
is a legume found in sub-tropical regions that is recognized
for its antiviral, antioxidant and antitumor properties, among
others (Aguilar-Rosas et al. 2015; Izutani et al. 2014).

The development of novel drug administration systems
should maintain a high safety range and permit the cells
to monitor the environment and respond to external sig-
nals to survive. Vital physiological processes, such as cell
division, adhesion, polarity, secretion, migration, changes
in shape and ciliary and flagellar movement, are regulated
by diverse signaling pathways and are executed through
cytoskeletal reorganization (Liu et al. 2013). The cytoskel-
eton is a dynamic network composed of different proteins.
The most predominant protein is actin, which possesses
functions related to maintenance of the architecture and
structural integrity of the cell; these functions are mainly
associated with changes in shape and movement through
structures, which is accomplished by filament rearrange-
ments. Thus, the induction of changes in cell form and
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migration in response to diverse extracellular signals is
related to these filaments (Guirado et al. 2002). Actin pre-
sents in a globular/monomeric (G-actin) or filamentous/
polymeric (F-actin) form. Actin monomers and filaments are
attached to an important variety of proteins that regulate and
modify their structures and functions. Actin filaments adopt
distinct types of arrangements, such as bundles (parallel and
contractile) and networks (mesh-like and dendritic). Parallel
bundles are formed by actin filaments that are tightly asso-
ciated and provide support to structures such as filopodia
and microvilli. The contractile axes are composed of tightly
associated antiparallel bundles of actin filaments and provide
support for structures such as myosin (motor protein) that
allows displacement of the filaments among them to form
contractile structures, such as stress fibers or the muscular
sarcomere. The mesh-formed networks comprise intertwined
actin filaments and form the support for the laminar part of
the lamellipodia. The dendritic networks are composed of
actin filaments that polymerize in a branched fashion and
are found at the leading edge of the lamellipodia to produce
membranous protrusions. The cell cortex is composed of a
network of actin filaments bound to a plasma membrane.
These actin filaments can be associated with myosin, which
affords the cortex the capacity of contraction and tenses the
filament network, rendering it more resistant and maintain-
ing cell shape (Hotulainen and Lappalainen 2006; Cooper
and Hausman 2009; Alberts 2014; Tojkander et al. 2012).
Because understanding the processes involved in expo-
sure to NPDC is important, this work aimed to study the
effects of two NPDC on the cell morphology, actin filament
structure and internal cell activity of the MARC-145 cell
line and to assess the possible therapeutic use of an active
ingredient contained in nanotransporters. First, we per-
formed actin cytoskeletal staining of control cultures at low
and high confluence to establish the distribution of the actin
filaments in these cells. Then, two different NPDC were
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elaborated as the GA transport systems. Once the formula-
tions were obtained, they were incubated with the cultures at
concentrations ranging from 1.25 to 100 ug/ml to determine
changes in actin filament structure via a direct fluorescent
technique and the integrity of the internal cellular activity
through the thiazolyl blue [3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide], neutral red and acridine
orange assays.

Materials and methods
Glycyrrhizinic acid solutions

Glycyrrhizinic acid or ammonium salt (GA) (Sigma-
Aldrich®, 99% purity) was prepared from a 10 mg/m] stock
solution of GA in RPMI medium. Dilutions were prepared
to obtain the concentrations of the solutions employed in this
work. All solutions were filtered through a 0.22-pm filter
(Millipore®) under sterile conditions.

Nanoparticles preparation

The SLN were prepared by cooling the microemulsion as
described by Urban (2015) from 10% solid lipid fused lau-
royl polyoxylglycerides (Gelucire 44/14 GATTEFOSSE),
1.5% surfactant poloxamer 407 (Pluronic F-127 cat. P2443)
and 3% GA. The oleous phase was added with a slow flow
in an excess of cold water (1:50) and dispersed with agita-
tion at 1500 rpm in an IKA® RW20 shaker until the forma-
tion of lipid drops and their later precipitation was observed.
Once the nanoparticles were obtained, they were separated
by ultracentrifugation with two cycles at 50,000 rpm for 1 h
in the Beckman-Coulter® LE-80K optimal ultracentrifuge;
then, the SLN were resuspended in 1 ml of water. The PNPs
were elaborated following the method described by Escalona
(2017), which was a modification of the emulsification—dif-
fusion technique described by Quintanar et al. (2005). The
solvent was saturated by mixing water with ethyl acetate for
20 min; after separation, both phases were recovered inde-
pendently and the interphase was discarded. Two grams of
Mowiol 4-8 was dissolved in the aqueous phase with 1 ml of
glacial acetic acid and 150 mg of chitosan. The aqueous and
organic phases were mixed and centrifuged at 11,000 rpm
for 10 min in an Ultraturax® equipment for the subsequent
evaporation of the solvent in the Rotavapor for 1 h at 40 °C
and 60 rpm. The PNPs were left to stabilize for 24 h and
then centrifuged at 30,000 rpm for 30 min and resuspended
in 2 ml of distilled water. Finally, the PNPs were added by
slow flow to a 20 ml solution of water with 37 mg of GA.
The formulation was maintained under magnetic agita-
tion at 500 rpm for 1 h for absorption of the drug. In all
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the preparations, the water employed was Milli-Q quality
(Millipore®, Bedford, MD, USA).

Nanoparticle drug carrier characterization

Partial particle size, polydispersion index and the Z
potential

To determine the partial particle size (PPS), we employed
the dynamic light scattering (DLS) technique (photon cor-
relation spectroscopy, PCS) utilizing the Nanosizer® N4 Plus
laser particle beam submicronic counter with laser beam dis-
persion at a 90 °C angle with a 680-nm wavelength for 180 s
at 25 °C. The samples were diluted in distilled water until
they corresponded to the sensitivity range of the apparatus.
Dispersed-light data were analyzed using a digital correlator
in unimodal analysis mode. Only formulations with a poly-
dispersion index less than 0.5 were selected. The samples
were analyzed at seven different time points post-elaboration
on days 1, 2, 3, 4. 15 and 30. After the measurements were
finalized, the samples were recovered for evaluation of the Z
potential. These previous samples were subjected to Doppler
laser microelectrophoresis in the Malvern® Zetasizer Nano
HS, which employs an He/Ne laser beam 633 nm in length
and 4 mW. We performed an average of 100 readings, and
the determinations were conducted in triplicate.

Analysis of transmission scanning electron microscopy
(SEM)

The samples were processed according to the method
described by Quintanar et al. (2005). Following this method,
the samples were placed on slides containing a 0.22 pm
pore diameter membrane to dry at 25 °C. Then, the sam-
ples were covered with gold plating for 5 min at 7 amps in
a Denton vacuum equipment for subsequent visualization
at 25,000% in a JSM-6010LA model JEOL®-brand electron
microscope.

In vitro evaluation in the cell line
Cell culture

We used the MARC-145 cell line (a clone of MA-104 Afri-
can green monkey kidney cells). The cells were cultured in
RPMI medium (Roswell Park Memorial Institute) medium
supplemented with 10 and 5% fetal bovine serum (FBS) for
the growth and maintenances phases, respectively, and peni-
cillin/streptomycin (5000 IU/ml and 5 pg/ml, respectively).
The cultures were maintained in a humidified incubator with
a mixture of 95:5 air:CO, at 37 °C until the cells reached
90% confluence for use in the experiments. To detect
changes in the cellular structure, the cells were cultured in
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24-well microplates with previously sterilized 12-mm circu-
lar coverslips at a density of 1 x 10° cells per well.

Evaluation of the actin cytoskeleton and nuclei

To visualize the actin filaments and nuclei, we applied the
direct fluorescent double-staining assay. The cells were fixed
with 10% aqueous formalin in a phosphate-buffered saline
(PBS) solution for 20 min and permeabilized with 0.5% Tri-
ton X-100 in PBS. To help reduce nonspecific binding, the
cells were incubated with 1% bovine serum albumin (BSA)
in PBS. To evaluate the actin filaments, the cells were incu-
bated with tetramethyl rhodamine-isothiocyanate (TRITC)-
labeled phalloidin (Sigma-Aldrich®) and diluted 1:100 in
PBS for 20 min in a humid chamber in the dark. Then the
cells were washed twice with PBS and once with deionized
water. Finally, the coverslips were mounted onto slides using
mounting medium with 4'6-diamino-2-phenylindole (DAPI),
to visualize the nuclei (Santa Cruz Biotechnology®, Santa
Cruz, CA, USA). The slides were observed under the Zeiss®
Axio scope 40 fluorescence microscope. The MARC-145
cell cultures were divided into groups that received differ-
ent treatments as follows: GA (pure drug); SLN, PNP, SLN
with GA (SLN-GA); and PNP with GA (PNPs—-GA). For
evaluation of the NPDC, we employed concentrations of 2.5,
5,10, 25, 50 and 100 pg/ml. The positive control cells were
exposed to 5 ul of 30 mM H,0,. The exposure times evalu-
ated were 24 and 72 h.

Cytotoxicity assay

MTT assay For the thiazolyl blue [3-(4, 5-dimethylthiazol-
2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide] (MTT) assay, we
incubated the cells with an MTT solution (0.5 mg/ml in
each well) for 4 h in a humidified atmosphere with 5% CO,
at 37 °C. Then the cells were lysed with 400 pl of dime-
thyl sulfoxide (DMSO). Finally, the intensity of the product
was analyzed by spectrophotometry at 570 nm in a BioRad®
model 550 microplate reader.

Neutral red assay The cells were incubated in a neutral red
(NR) solution at a 33 pg/ml concentration in RPMI medium
for 3 h at 37 °C; then, the colorant was removed, and the
cells were washed with PBS. The colorant was extracted
with a solution of acetic acid and ethanol (1:50), followed
by agitation at room temperature (1:50) for 10 min. Finally,
the absorbance was read at 540 nm. In each experiment, we
utilized H,0, (20 mM) as a positive control for cell death.

Acridine orange staining The cells were fixed with 4% par-
aformaldehyde in PBS for 10 min. Then, they were washed
three times with PBS and incubated for 20 min in a 0.001%
acridine orange solution in distilled water. Finally, the cells
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were washed three times and directly observed under a fluo-
rescence microscope.

Cellular uptake

First, 3 mg of coumarin 6 was dissolved in the AG absorp-
tion phase. The non-adsorbed fluorophore was removed by
ultracentrifugation and washing in both methods. The cul-
tures were exposed to 50 ul of SLN-GA and PNPs—GA with
the fluorophore coumarin C6 for 4 h, and then processed
as described for the direct fluorescence assay. Ten rand-
omized fields per sample were captured and analyzed with
the ImageJ]® software. The nominal resolution of the images
was 1 pm/5 pixels for the 40X objective for the Zeiss Axio
scope 40°® fluorescence microscope and 1 pm/2 pixels for the
10x objective with the UNICO® brand inverted microscope.

Statistical analysis

The data obtained from the experiments were analyzed
independently based on a completely randomized design.
Separation of media was effected by Tukey’s test. The data
were subjected to analysis of variance (ANOVA) utilizing
the GraphPad Prism 7 statistical software package employ-
ing a significance level of @=0.05 to distinguish differ-
ences among groups. For the image analysis, we utilized
the ImageJ® software.

Results

The SLN were prepared via microemulsion cooling
according to the methodology described by Urban (2015,
2010), whereas the PNPs were prepared using the emul-
sification—diffusion method described by Escalona (2017).
Through the DLS technique, we determined that the SLN
and PNPs presented nanometric sizes with maximal peak
intensities at 280.31 +58.73 and 217.43 +11.44 nm,
respectively, with a greater polydispersion index in the
SLN than in the PNPs. However, this index was less than
1 in both systems, which was indicative of homogeneous
sizes (Fig. 2a). The nanometric size was congruent with the
micrographs, which evidenced structures inferior to micro-
metric size with the formation of a spherical-type morphol-
ogy at 25,000x magnification (Fig. 2c, d). SLN without the
drug are unstable systems that tend to agglomerate and form
micrometric-sized structures from 96 h post-elaboration. In
formulations with the drug, the stability period was main-
tained at the nanometric scale during the evaluation period
and presented a slight increase in the particulate size that
was directly proportional to the SLN elaboration time, thus
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a
NPDC PPS (nm) P PZ(mV)
SLN 2803125873 0352040 -8.332:-14.05
PNPs 21743£1144 0174004 067£029

Fig.2 Nanoparticle drug carrier characterization. a Average partial
particulate size (PPS), polydispersion index and Z potential values of
NPDC. a Graph of the size determination in the nanometric range of
the SLN and PNPs via the DLS technique during a 30 day period at

rendering the PNPs with a more stable system time. The
storage conditions of the formulations were ambient tem-
perature without protection from light (Fig. 2b).

To determine the effect of the NPDC on cellular morphol-
ogy, we evaluated the actin cytoskeleton. MARC-145 cells
showed a defined pattern of actin filaments that gave rise
to diverse protrusive and contractile structures to provide
strength to a series of vital cellular processes; these fila-
ments extend from the perinuclear actin cap to the cortical
region of the cell. Actin filaments form stress fibers that
provide support to the cell and play an important role in
mechanotransduction, which is a characteristic of cells that
grow in rigid strata. The filaments are visible in MARC-145
cells, where they form radial longitudinal bundles and arcs
(Fig. 3a). We observed a lamellipodia with an actin-enriched
zone at the leading edge corresponding to a dendritic net-
work (Fig. 3b). The actin pattern observed in a highly con-
fluent culture showed a predominance at the cell cortex level
and stress fibers spreading through the cytoplasm (Fig. 3c).

To evaluate the effects on the morphology and structure
of MARC-145 cells exposed to 50 pl/ml of the NPDC with
and without the drug, the drug alone, and the controls (5%
RPMI and 5 mM H,0,) for 24 h, we conducted direct dou-
ble-staining fluorescent assays (actin filaments and nuclei).

76

b o0
- SLN-GA
7001 . pNPs-GA i
600 —— s s »
so0{
§ 400

ambient temperature. Scanning electron microscopic images taken at
X%25,000 magnification. Micrographs of the SLN-GA (c) and PNPs—
GA (d). Bar=1 um

Only the SLN treatment without the drug induced destruc-
tion of the monolayer, which severely affected the cellu-
lar morphology with a loss of the actin filament structure,
whereas the PNPs treatment with and without the drug, the
SLN treatment with the drug and the treatment with the pure
drug maintained very similar cellular morphology patterns
and actin filament structures compared to those of the con-
trol culture. We did not observe apparent cellular changes,
because the cell cortex, lamellipodia and stress fiber struc-
ture were maintained; in addition to the presence of the cell
cortex, the cells showed centric nuclei with a well-defined
morphology (Fig. 4).

The cytotoxicity tests were performed by measuring the
mitochondrial and lysosomal activity and evaluating nuclear
integrity (Fig. 5). The MTT test demonstrated that the PNPs
concentration range of 1.25-100 pl/ml maintained viabil-
ity above 70% compared to the control cells, similar to the
results obtained with the NR assay (Fig. 5a, b). The SLN
exhibited a lower margin of safety at concentrations greater
than 50 ul/ml of SLN-GA and 5 pl/ml of SLN induced
destruction of the cell monolayer integrity (Fig. 4). At doses
lower than these ranges, the MTT test showed absorbances
above the control that reflected an increase in viability when
expressed as percentages. The MARC-145 cells were used
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Fig.3 Actin cytoskeleton in MARC-145 cells. Cell cultures at differ-
ent stages of confluence. a The MARC-145 cells showed stress fib-
ers with radial arrangement (white arrow) and the formation of arcs
(yellow arrow). b The cells also showed the presence of lamellipodia
(yellow arrow), as well as an actin-enriched zone corresponding to a
dendritic network at the leading edge (green arrow) and a perinuclear

at 90% confluence for the cytotoxicity assays (Fig. 5¢). MTT
assay evidenced the formation of formazan crystals inside
the cells from 1 h of exposure to MTT, until the end of incu-
bation at 4 h (Fig. 5d, e).

SLN-GA induced nuclear damage at 72 h of exposure,
with diminution of monolayer continuity (Fig. 6b), compared
to the control cells (Fig. 6a); these results were congruent
with those shown in Fig. 4. The PNPs—GA did not evidence
loss of cell and nuclear integrity under the same exposure
scheme (Fig. 6¢). The cellular internalization capacity of
the systems was measured by fluorescence assays. During
the elaboration of the NPDC, the fluorophore coumarin C6
was added, to assess the effects of acute exposure of the
cultures for 4 h, and the actin cytoskeleton and nuclei were
stained and observed under the fluorescence microscope.
The SLN-GA and PNPs-GA systems improved the cellular
internalization processes measured indirectly by coumarin
C6 displacement. The NPDC were detected in a pattern that
suggested their internalization into cellular structures, and
the staining was dependent on the exposure time. Coumarin
C6-labeled SLN-GA and PNPs—GA showed abundant stain-
ing on the periphery of the cell cytoplasm (Fig. 6e, f), which
was in contrast to the culture exposed to medium containing
coumarin C6, in which the fluorophore was distributed uni-
formly throughout the entire preparation (Fig. 6d).

Discussion

We centered our attention on the search for a nanoparticulate
model that functioned as a vehicle for GA (Fig. 1a) GA is
a component of natural origin that has been demonstrated
to possess an antiviral effect (Baltina et al. 2009a, b; Agu-
ilar-Rosas et al. 2015) against viruses such as influenza A
(Harada 2005), herpes simplex virus type 1 (HSV-1), and
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actin cap (blue arrow). ¢ Stress fibers (white arrow) and the cell cor-
tex (blue arrow) observed in a cell culture with 90% confluence. All
cells shown are from cultures without treatment. Direct fluorescence
assay, actin filaments stained with TRITC-labeled phalloidin. Fluo-
rescence microscopy at x40 magnification. Bar=10 um

Newcastle virus (Baltina et al. 2009a, b; Pompei et al. 1979,
1980, 1983) and to diminish the viral replication of viruses
such as severe acute respiratory syndrome (SARS) virus,
as reported by Cinatl et al. (2003). Viral agents comprise
a great challenge to human and animal health. One of the
diseases with the greatest negative impact on the porcicul-
ture industry is reproductive and respiratory porcine syn-
drome (PRRS), which has been recognized by the authors
including Albina (1997), Tian et al. (2007), Zimmerman
et al. (2006) and Dea et al. (2000) as one of the diseases
with the greatest negative economic impact worldwide. Kim
et al. (1993) and Dea et al. (1995) reported a population
derived from the MA-104 African green monkey kidney
cell line than was highly permissive for replication of the
PRRS virus (i.e., the MARC-145 cell line). Based on the
results of the study, the MARC-145 cell line is considered
the culture of choice for the replication of this pathogen.
Urbén et al. (2015) described diminution of the infectivity
of the PRRS virus due to treatment with GA in SLN; how-
ever, these authors did not conduct studies on the innocuous-
ness of their transport system. The objective of this work
was to establish a cellular model that allowed evaluation
of the innocuousness of systems to examine the incorpora-
tion of drugs of natural origin into nanoparticulate models.
These nanotransporters improve pharmacokinetics due to
their nanometric sizes, which confer characteristics such as
the ability to cross biological barriers and avoid premature
degradation of the active ingredient, among other benefits
described by authors such as Irache (2008). Not only is the
size of the NPDC a desirable characteristic of these systems,
but the nature of the materials with which they are elabo-
rated also confer unique properties. SLN represent a good
drug delivery system due to their lipophilic nature (Mehnert
and Mider 2001), as do PNPs, which are formed from poly-
mers that are innocuous for living organisms (Escalona and
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Actin DAPI Merge

PNPs SLN-GA SLN GA control

PNPs-GA

Fig.4 Evaluation of the actin cytoskeleton to exposure to SLN and fluorescent assay showed actin filaments stained with TRITC-labeled
PNPs. The cultures were exposed for 24 h to the different treatments phalloidin and nuclei detected with DAPI. Fluorescence microscopy
at an NPDC concentration of 50 pl/ml. The direct double-staining x40 magnification. Bar=10 um
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Fig.5 SLN and PNPs cytotoxicity. a Measurement of mitochondrial
activity with the MTT assay, b determination of lysosomal activity
with the neutral red assay. Graphs expressed in percentages compared
to the controls for each treatment. Data were obtained from three

u PNPs-GA

SLN-GA

‘l |L ' |

independent experiments. ANOVA. **¥p<0.001, cells; **p<0.01,
and *p<0.05. ¢ Formazan crystal formation in MARC-145 con-
trol cell compared to MARC-145 cells exposed to SLN-GA (d) and
PNPs—GA (e). Bar=100 pum

Fig.6 Nuclear integrity and cellular uptake of NPDC. Cultures of
MARC-145 cells were exposed to NPDC with the drug for 24 h, fol-
lowed by acridine orange staining to evaluate the effect on nuclear
integrity. a Control, b SLN-GA, ¢ PNPs-GA. Fluorescence micros-
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copy, X20magnification. Internalization of NPDC into the cells at 4 h
of exposure based on coumarin C6 staining. d Medium-free coumarin
C6, e coumarin C6-labeled SLN-GA, f coumarin C6-labeled PNPs—
GA. Fluorescence microscopy, x40 magnification. Bar=50 pm
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Quintanar 2014). However, to the best of our knowledge, no
information is available on the mechanism of action and the
effects of these particles on cellular structure and internal
cellular activity.

We assessed actin filaments to evaluate the structural
integrity of the cells. In MARC-145 cells, actin filaments
presented a clear definition and disposition of the stress fib-
ers characteristic of relatively stable cells that grew in rigid
strata (Pellegrin and Mellor 2007; Pollard 2007; Tojkander
et al. 2012). The pattern of actin in highly confluent cul-
tures manifests predominance at the cell cortex level with
stress fibers spreading through the cytoplasm, suggesting
important regulation of the cell form and its participation in
the formation of cell junctions and focal adhesions as well
as participation in signaling pathways (Khatau et al. 2009).

The safety ranges of SLN and PNPs with and without
the drug were determined by the MTT and NR assays. The
PNPs systems with and without the drug possessed a greater
safety range. SLN without the drug were the most cytotoxic
system, with very low safety margins (i.e., 5 pg/ml). The
addition of GA raises the dose to a maximal range of 50 pg/
ml at 24 h of exposure as measured by mitochondrial and
lysosomal activity; this finding suggests that the lipid con-
centration is crucial for establishing safety. Additionally, the
latter finding indicates that the presence of high lipid con-
tents permits abrupt fusion with the cell membrane, causing
severe osmotic disequilibria and cell death, due to induc-
tion of actin filament depolymerization, with a resultant loss
of stress fiber and the cell cortex structure and subsequent
nuclear destruction (Fig. 4). The drug is adsorbed inside
the NPDC, where it occupies space in its structure with suf-
ficient effectiveness to diminish the lipid concentration and
permit maintenance of the SLN-GA with a tenfold greater
safety margin. Therefore, for SLN, the therapeutic margin
should be standardized for the transport of other drugs. At
doses less than 50 pg/ml, neither system affects the cellular
morphology and actin filament structure. The mitochondrial
and lysosomal activities were greater than 80%, suggesting
that no cell damage occurred (Fig. 5a, b). For PNPs with
and without the drug, there is no evidence of diminution of
cell viability under 80% compared to the control within the
100-1.25 pg/ml concentration range. The PNPs nanotrans-
porters exhibited less toxicity, which could be related with
their smaller sizes (Fig. 2a). Katsumiti et al. (2015) reported
the presence of PPS-dependent cytotoxic effects measured
by the MTT and NR assays. Mitochondrial activity results
in reduction of methyl tetrazolium into formazan via the
mitochondrial enzyme succinate dehydrogenase, which is
increased in the presence of SLN. Formazan is a membrane-
impermeable compound; thus, it accumulates in the interior
of healthy cells and is easily observed by bright-field micros-
copy (Fig. 5d, e), as reported by authors such as Mossman
(1983) and Fotakis and Timbrell (2006). Formazan is a
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strongly lipophilic substance; therefore, the presence of the
needle-shaped crystals of formazan is increased inside cells
treated with SLN-GA, suggesting optimal internalization
of the nanoparticulate systems, as described by Angius and
Floris (2015).

During elaboration of the NPDC, they were conjugated
with the fluorophore coumarin C6. To evaluate internaliza-
tion of the NPDC, the cell cultures were acutely exposed
to coumarin C6-labeled NPDC for 4 h. We evaluated inter-
nalization of NPDC, as well as the actin cytoskeleton and
nuclear integrity through fluorescence microscopy. The
coumarin C6-conjugated NPDC allowed visualization of the
degree of internalization in the cells; thus, internalization of
the NPDC conjugated with coumarin C6 could be estimated
based on displacement inside the cells by observing the fluo-
rescence emitted by the coumarin C6. Coumarin C6-labeled
SLN-GA and PNPs—GA showed fluorescent staining in
the cell cytoplasm (Fig. 6e, f). The absence of coumarin
Co6-labeled NPDC throughout the entire existing space
among the cells is suggestive of the uptake of the NPDC
systems inside the cells. In cells treated with SLN-GA, we
observed a predominance of staining that was distributed
more profusely in the cytoplasm, and PNPs were observed
to a greater degree toward the periphery. NPDC appear to
be facilitator systems for the drug, because the detection of
coumarin C6-labeled NPDC in the cells revealed a pattern
dependent upon the time of exposure. These data were simi-
lar to the results observed by Kim et al. (2016), who reported
the presence of positive fluorescence in the interior of
Caco-2 cells exposed to fluorescein isothiocyanate (FITC)-
labeled NPDC for 4 h. These results suggest that SLN and
PNPs can be employed as GA-supplier systems. In the assay
with coumarin C6-labeled NPDC, the drug internalization
process did not cause alterations in cellular morphology or
in the actin cytoskeleton structure, measured indirectly by
coumarin C6 displacement. However, confocal microscopy
studies should be conducted to establish a three-dimensional
(3D) reconstruction of the cells using distinct optical cuts
to determine the exact site where the stain is concentrated.

Conclusions

The cooling of microemulsion and emulsification—diffu-
sion methods are optimal for obtaining homogeneous and
spherical nanometric-dimension structures that are lipidic
and polymeric in nature. These structures are employed as
nanotransporters for glycyrrhizinic acid. The structures did
not affect MARC-145 cell integrity and viability at doses
lower than 50 pl/ml, because we did not observe changes
in actin filament structures or in mitochondrial and lysoso-
mal activity. Acridine orange staining suggests that poly-
meric nanoparticles comprise an innocuous system that is
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superior to lipid nanoparticles at 72 h of exposure under
the conditions evaluated in the present investigation. Using
assays with coumarin C6-labeled NPDC, we corroborated
the internalization of GA transported by the NPDC, which
suggested a facilitator role for crossing the cell membrane
and internal transport. MARC-145 cells represented a good
model for evaluation of the morphological, structural and
functional integrity of the cells through the determination
of rearrangements and modification in the actin cytoskeleton
and internal cell activity, the latter with the aim of assessing
the effects induced by the NPDC. The results will be highly
useful for later works evaluating the antiviral effects of GA
transported by NPDC.
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Anexo 11

Nota divulgacion

3

Nanoparticulas, una tecnologia de
impacto en el campo veterinario :

I Samantha Jardon Xicotencatl, Susana E. Mendoza, David Quintanar Guerrero™

Las NPs poseen caracteristicas que determinan su impacto
a nivel biologico, como su composicion quimica, su tamano
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comportamientos fisicoquimicos de la materia a
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se ven modificadas debido a cambios ¢ | estdn enfocadas enlos * ® En el campo de la medicina

de sus propiedades cuanticas en com- % 1 ® veterinaria, las aplicaciones de esta
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inicio a la era de la nanotecnologia. '* ° los nanodispensadores. Los nanofar-

La nanotecnologia es la ciencia que @ @ macos deben sus efectos a la quimica y

estudia el disefio, sintesis, caracterizaciony ~ ® @ @ @ ® ®  estructura propia de las NPs, mientras que

aplicaciones de sistemas cuyas dimensiones son los nanodispensadores son empleados como

inferiores a los 1000 nanémetros (nm). en al menos vehiculos de carga y transporte de principios activos.* # Del maiz,

una de sus dimensiones; estas estructuras con carac-  Diversos investigadores han puesto sus ojos en los

teristicas de on celular y ia en el ambito . y los retos
se P (NPs) este articulo resume de manera general algunos de ellos.
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Productos de origen animal

La nanotecnologia permitira la ge-
neracion de alimentos mas saludables.
palatables. resistentes a enfermedades.
alargando su vida de anaquel sin sacrifi-
car su calidad organoléptica; incluso en
este sentido las NPs pueden mejorar las
condiciones de los productos alimenti-
cios de origen animal. un ejemplo claro
de ello son las investigaciones que bus-
can optimizar la textura de productos
camicos y lacteos, el control de la difu-
sion de gases y oxidacion para prolongar
el tiempo de conservacion, o la_mejora
de la resistencia mecanica aplicables a

s como la cascara de huevo
para plato.9.10 La inocuidad alimentaria
y la conservacin de alimentos parecen
también beneficarse de las NPs, por
ejemplo en el desarrollo de nanotécnicas
que permiten a generacién de materia-
les de contacto con efectos bactericidas.
antimicoticos, que permitan una mejor

ad térmica de los productos.
Estos nanomateriales pueden ademas
tener las funciones de monitoreo, usa-
dos como sondas capaces de detectar
© absorber sustancias téxicas en leche y
Came s

Medicina veterinaria

NPs en contra de agentes infecciosos.
las enfermedades infecciosas los virus.
bacterias y hongos parecen encontrar
un nuevo enemigo, NPs metalicas es-
tan disefiandose para dar frente contra
enfermedades virales, generacion de
nuevas vacunas y mejora de las ya exis-
tentes17 El desarrollo de complementos
nanofuncionales que confieren una pro-
teccion tipo barrera a las celulas contra
infecciones, ya sea absorbiendo o agluti-
nando a los microorganismos facilitando
su expulsion, permite no solo mantener
a los animales en un buen estado de sa-
lud sino también maximizar su potencial
fgenético mejorando su estado sanitario.
La industria veterinaria esta apostando
trabajar en el drea diagnéstica por el de-
sarrollo de sistemas a nanoescala para el
procesamiento rapido de las muestras
con alta sensibilidad y resolucion, lo cual
hara posible la i ion de

ek
wuaN

.LnSanndad
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*Desarrollo
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Produccion pecuaria

La produccion de nanosensores bio-
degradables, implantados en los anima-
les, permiten el monitoreo constante de
su localizacién, mejorando considera-
blemente los procesos de trazabilidad.
¥ no solo eso, investigaciones recientes
buscan mejorar el sabor de las pasturas.
haciéndolas mas atractivas para los ani-
males. La produccion pecuaria podra be-
neficrse del uso de estos sistemas, que
permiten emplear dosis menores de an-
tibioticos que afectan la calidad de la le-
che en los tratamientos convencionales.
asi como mejorar sus planes de medicina
preventiva al permitir la diferenciacion
de animales sanos, vacunados o porta:

dacion en la cavidad nasal 20. esto es
tan solo un ejemplo del potencial para
atravesar bareras anatomicas y vecto-
rizacion, la cual por la especificidad de
descarga de las diminutas dosis de los
principios activos hacia las células dia-
na hacen posible la disminucion de los
efectos adversos con los que se enfren-
tan algunas terapias tradicionales. reper-
cutiendo asi en una mejora del potencial

A pesar de que actualmente existe
un gran vacio en cuanto a la seguridad
del uso de estos sistemas, sus ventajas
parecen ser mayores. Actualmente en
la Facultad de Estudio Superiores Cuau-
titlan, el laboratorio de “Biologia celular
y morfologia veterinaria’ en campo 4
y los de "Investigacion en

Nanotoxicologia

La nanotecnologia posibilits la exis-
tencia de una nueva ruta en el transporte
de farmacos. En modelos animales, na-

tecnologia famacéutica’ y el de “Viro-
logia y microbiologia de las enfermeda-
des respiratorias del cerdo” desarrollan
un modelo celular que permita evaluar
la seguridad de as NPs transportadoras
de farmacos, mediante el estudio del ci-

enl luiares. Estas in-

nes terapéuticos en etapas tempranas
que permitan mejorar el control y dismi-
nuir el impacto econdmico negativo en
los centros de produccian pecuaria.

pudieron ser
directamente desde la nariz al cerebro
a través del epitelio olfativo y los ner-
vios trigéminos, con la ventaja de no ser
afectadas por refiujo mucoso ni degra-

vestigaciones permitiran contribuir al uso
de estos sistemas con un impacto pro-
metedor en el diagnastico, tratamiento.
produccion pecuaria y de alimentos.



Anexo III. Articulo Cientifico (Colaboracion)

Journal of Drug Delivery Science and Technology 52 (2019) 488-499

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Drug Delivery Science and Technology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jddst

Rapamycin-loaded polysorbate 80-coated PLGA nanoparticles: Optimization | m)
of formulation variables and in vitro anti-glioma assessment ey

b,c

Oscar Escalona-Rayo?, Paulina Fuentes-Vazquez®, Samantha Jardon-Xicotencatl™®,
Carlos G. Garcia-Tovar®, Susana Mendoza-Elvira®, David Quintanar-Guerrero™"

# Laboratorio de Investigacion y Posgrado en Tecnologia Farmacéutica, Facultad de Estudios Superiores Cuautitldn, Universidad Nacional Auténoma de México, Ave. 1° de
Mayo S/N, Santa Maria las Torres, Cuautitldn Izcalli, C.P.54745, Estado de México, Mexico

® Unidad de Investigacion Multidisciplinaria L4 (Morfologia Veterinaria y Biologia Celular), Facultad de Estudios Superiores Cuautitldn, Uni
de México, Km 2.5 Carretera Cuautitldn-Teoloyucan, San Sebastidn Xhala, Cuautitldn Izcalli, C.P.54714, Estado de México, Mexico

© Laboratorio de Microbiologia y Virologia de las Enfermedades Respiratorias del Cerdo, Facultad de Estudios Superiores Cuautitldn, Universidad Nacional Auténoma de
México, Ave. 1° de Mayo S/N, Santa Marfa las Torres, Cuautitldn Izcalli, C.P.54745, Estado de México, Mexico

Nacional

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Rapamycin is a promising anticancer agent, but because it has poor water solubility and low bioavailability its
Glioma chemotherapy clinical use is limited. The aim of this study was to develop rapamycin-loaded poly(lactide-co-glycolide) na-
Rapamycin noparticles coated or not with polysorbate 80 for drug delivery to glioma cells. Nanoparticles were prepared

Nanoparticles
Emulsification-diffusion
Surfactant coating
Controlled release

using the emulsification—diffusion method, formulated and optimized through Box-Behnken design, and char-
acterized by DLS, SEM, and DSC. In vitro drug release and stability studies were also performed. The anti-glioma
activity of the optimized nanoformulations was tested on C6 glioma cells by cytotoxicity assay and cytoskeletal
integrity assessment. The respective values for the particle size, polydispersity index, zeta potential, and drug
entrapment efficiency of the optimized uncoated and polysorbate 80-coated nanoparticles were 232 vs. 247 nm,
0.059 vs. 0.103, —16.69 vs. —11.76 mV, 43.7 vs. 28.51%. SEM and DSC analyses revealed that rapamycin was
entrapped into spherical nanoparticles. These nanoparticles showed a biphasic drug release pattern and ex-
hibited satisfactory storage stability for at least three months. Anti-glioma activity studies demonstrated that the
polysorbate 80-coated nanoparticles were more effective than the uncoated ones and the free rapamycin. These
findings suggest that these nanoformulations could be useful in glioma chemotherapy.

1. Introduction

Rapamycin (Rapa), a hydrophobic macrolide derived from the
bacterium Streptomyces hygroscopicus, is an immunosuppressive agent
clinically approved for preventing organ transplant rejection [1,2]. But
recently Rapa was shown to have anticancer properties in several
human cancers, including malignant brain gliomas [3,4]. Rapa's an-
ticancer activity consists of the selective inhibition of the mammalian
target of rapamycin (mTOR), which regulates cell growth, proliferation,
motility, metabolism, and survival [5]. mTOR is found to be over-ac-
tivated in certain cancer cells, so inhibiting it could promote both
apoptotic and autophagic cell death [6]. Therefore, mTOR inhibition is
an effective approach for targeted cancer therapy.

Though Rapa has a high potential for treating cancer, several
challenges to its clinical applicability must be addressed. These include
water insolubility (2.6 pg/mL), low tumor specificity, dose-dependent

* Corresponding author.
E-mail address: quintana@unam.mx (D. Quintanar-Guerrero).
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toxicity, low bioavailability, and rapid systemic clearance [4,7]. Also,
Rapa is pumped out of tumor cells by drug efflux transporters (mainly
P-glycoprotein) that impede its cellular accumulation [8]. These drug
efflux transporters are over-expressed not only in brain glioma cells, but
also in endothelial cells of the blood-brain barrier (BBB), which control
the entry of numerous drugs into the brain [9,10]. Given these condi-
tions, developing nanoparticulate drug delivery systems could be an
excellent strategy for overcoming these problems.

Biodegradable polymeric nanoparticles (NPs) are colloidal particles
that range from 1 to 1,000 nm in diameter and are frequently used as
drug delivery systems. They can pass through biological barriers,
transport drugs to target sites, increase drug solubility and stability, and
reduce side-effects [11]. Because of its broad range of properties such as
biodegradability and biocompatibility, poly(p,.-lactide-co-glycolide)
(PLGA) -an FDA-approved polymer for human applications— has been
widely employed in developing NPs that carry hydrophilic or lipophilic
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