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Never at rest

tortured by energy

wasted prodigiously by the sun
poured into space.

A mite makes the sea roar.

Deep in the sea

all molecules repeat

the patterns of another

till complex new ones are formed.
They make others like themselves
and a new dance starts.

Growing in size and complexity
living things

masses of atoms

DNA, protein

dancing a pattern ever more intricate.
Out of the cradle

onto dry land

here it is standing:

atoms with consciousness;
matter with curiosity.

Stands at the sea, wondering: |

a universe of atoms

an atom in the universe.

-Richard Feynman (modificado)
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1. Resumen

El desarrollo de nuevos vectores de vacunas con capacidad adyuvante y seguros es
actualmente una necesidad en el campo de la vacunologia. El uso de nanoparticulas ha
generado interés en aplicaciones biomédicas debido a su versatilidad en cuanto a
composicidn quimica, area superficial, tamafio y propiedades texturales. En este trabajo se
disefid y se desarrollé un nuevo vector vacunal, consistente en particulas de silice
mesoporosas con bicapas lipidicas con fosfatidilinositolmandsidos (PIMs), que son patrones
moleculares aislados de Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium bovis BCG. Analisis
por microscopia electrénica, espectroscopia Raman, FTIR, y potencial zeta fueron utilizados
para la caracterizacion del vector, encontrandose que se obtiene una correcta decoracién
con una bicapa lipidica. Esta decoracion le confiere a la particula una carga anidnica, la cual
se asocia a una baja interaccidn con membranas celulares; sin embargo, nuestros andlisis
mostraron que las particulas PIM@SBA-15 condujeron a una rapida interaccién con células
fagociticas. Dicha interaccion esta dada por la union de las particulas PIM@SBA-15 con el
receptor de reconocimiento de patrones TLR2, como era esperado para una estructura con
PIMs, los cuales son conocidos como agonistas de TLR2. Por microscopia confocal y
marcajes fluorescentes se observé la expresion de marcadores de la via fagolisosomal, los
cuales indican que nuestras particulas PIM@SBA-15 siguen dicha via, asociadas con
vesiculas involucradas en la presentacion de antigenos. Ademas, mediante inmunoensayos
el vector muestra una sobreexpresion de las citocinas IL-1B y TNFa, indicando su capacidad
para activar una respuesta proinflamatoria. Finalmente, experimentos de viabilidad celular
indicaron una alta biocompatibilidad del vector con respecto a células humanas. En
conjunto, estos datos revelaron que el vector desarrollado, PIM@SBA-15, constituye un
sistema biocompatible pero capaz de activar la respuesta inmunitaria innata, y capaz de
conducir cargos al blanco de vacunas proteicas: por la via fagolisosomal de presentacién de
antigenos. Considerando el alto poder de encapsulamiento de su nucleo inorgdnico
nanoporoso, este trabajo incita a la realizaciéon de mayores investigaciones de las particulas

PIM@SBA-15 como una nueva clase de acarreador vacunal.
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V. Abstract

The use of nanoparticles has generated interest in biomedical applications due to their
versatility in terms of chemical composition, surface area, size, and textural properties. In
this work, a new vaccine vector was designed and developed, consisting of mesoporous
silica particles with lipid bilayers with phosphatidylinitolmanosides (PIMs), which are
molecular patterns isolated from Mycobacterium tuberculosis and Mycobacterium bovis
BCG. Analysis by electron microscopy, Raman spectroscopy, FTIR, and zeta potential were
used to characterize the vector, results shows that a complete decoration with a surface
lipid bilayer is obtained. This surface lipid bilayer gives the particle an anionic charge, which
is associated with a low interaction with cell membranes, however, our studies showed that
the particle PIM@SBA-15 led to a rapid interaction with phagocytic cells. This interaction is
given by the attachment of PIM@SBA-15 particles with the pattern recognition receptor
known as TLR2, this is expected for a surface decoration with PIMs, which are known as
TLR2 agonists. By confocal microscopy and fluorescent markers, the expression of the
phagolysosomal pathway markers was observed, which indicate that our particles
PIM@SBA-15 follow this pathway, associated with vesicles involved in antigen presentation.
In addition, with immunoassays the vector shows an increment in the expression of the
cytokines IL-1B and TNFa, indicating the ability of the vector to trigger a pro-inflammatory
response. Finally, cell viability experiments indicated a high biocompatibility of the vector
with respect to human cells. Together, these data showed that the vector developed,
PIM@SBA-15, constitutes a biocompatible system but also capable of activating the innate
immune response, and able of driving cargo to the protein vaccine’s goal: by the
phagolysosomal route of antigen presentation. Considering the high encapsulation power
of its nanoporous inorganic core, this work encourages further investigation of PIM@SBA-

15 particles as a new class of vaccine carrier.
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V. Capitulo |

A. Introduccion

El concepto de inmunidad es bastante familiar, ya que puede estar asociado a la idea de
mantenerse sano o con salud al enfrentarse a diferentes enfermedades infecciosas, pero
también es afin a la idea de estar exento de pagar algin impuesto o de hacer alguna tarea

desagradable.

La palabra inmunidad deriva del latin “immunis”, integrada por “im” prefijo que denota
negacion, y “munus” = servicio. Inicialmente hasta el siglo XIX, el término inmunidad se
aplicaba usualmente a quien estaba exento de prestar un servicio, carga o condena. Marcus
Annaeus Lucanus (39-65 AD) se permitio el uso de licencias poéticas para usar la palabra
immunes en su poema épico “Pharsalia”, donde describe la resistencia de la tribu Psylli del
norte de Africa a las mordidas de serpiente. La idea pudo haberse derivado de la diferencia
entre una persona comun la cual era susceptible a una enfermedad, y una persona inusual

que estaba protegida o inmune! (From Immunity to Autoimmune Disease, A Historic Trail,

s/f).

El sistema inmunitario nos mantiene con buena salud constantemente, y solo cuando el
sistema presenta una falla es que nos volvemos susceptibles a ciertas enfermedades. En
general, el sistema inmunitario es notablemente efectivo considerando que infecciones

severas o recurrentes son bastante raras. Sin embargo, a veces se presentan infecciones

! Antoinette Stettler rastred el primer uso del término immunitas o immunis en contexto de una enfermedad
en el siglo X1V, cuando Colle escribié “Equib us Dei gratia ego immunis evasi” (Por la gracia de Dios sali ileso),
refiriéndose a una epidemia de peste la cual él no se podia enfermar de nuevo.
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serias, o un dano derivado de la respuesta inmunitaria. De nuestro sistema de defensa
humano, el sistema innato se caracteriza por estar presente en todos los organismos
metazoos, asi como el que presenta una respuesta rapida en contra de los patdégenos. La
gran mayoria de los organismos sobreviven mediante el mecanismo de defensa del sistema
innato; solo los vertebrados evolucionaron un sistema alternativo para la eliminacion de
patdgenos, el cual se denomina el sistema adaptativo (Beutler, 2004). Aun asi, existen un
pufiado de patégenos de dificil control, por poseer mecanismos de virulencia que logran
evadir la respuesta inmunitaria, tales como la variabilidad antigénica del virus de la
influenza, o el cardcter multifactorial de patégenos como el bacilo causante de la
tuberculosis. También los nuevos patégenos, o patégenos emergentes (organismos que
pueden causar enfermedad), crean un nuevo reto para el sistema, en especifico aquellos

que saltan de una especie para infectar a humanos (virus del ébola, SARS-CoV 2).

1. Elsistema inmunitario humano

El sistema inmunitario se puede considerar como un sistema encargado de mantener la
homeostasis en el cuerpo. Por lo tanto, en la presencia de un organismo invasor, este

sistema es activado para eliminarlo.

Muchas veces, la primera barrera es constituida por la piel, la cual tiene un rol bastante
importante en la defensa del huésped contra bacterias y virus. Por ejemplo, los virus
necesitan una célula viva para poder reproducirse, pero en la parte mas externa de la piel

hay una capa de células muertas que previene el acceso a numerosas infecciones
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(Klenerman, 2017). La piel representa una barrera fisica externa bastante efectiva para
algunos patdégenos, pero el sistema inmunitario continda dentro del cuerpo. El tracto
respiratorio y los pulmones estan protegidos con una membrana mucosa. Los pulmones
contienen unas células de revestimiento (epitelio) bastante delgadas para permitir el
intercambio de gas. Estas células presentan una caracteristica fisica la cual es llamada
barrera mucociliar, constituida por pequefios pelos los cuales trabajan en grupo, ayudando
al movimiento continuo de la mucosa que recubre las vias respiratorias hacia arriba y hacia

afuera del pulmén (Abbas et al., 2018).

Las células distintivas del sistema inmunitario (leucocitos, globulos blancos) son generadas
en la médula ésea, junto con los glébulos rojos y las plaquetas. Los subtipos de leucocitos
son altamente diversos, y cada uno tiene funciones especificas, pero se pueden dividir en

dos tipos, los linfocitos y las células mieloides.
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FIGURA 1. ESQUEMA DE HEMATOPOYESIS DEL SISTEMA INMUNITARIO
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Las células mieloides son las que se desarrollan en la médula ésea, y los linfocitos son
aquellas que se desarrollan en estructuras linfaticas. Los érganos linfaticos incluyen el timo,
los nodos linfaticos, y el bazo (Abbas et al., 2018; Sompayrac, s/f). En el caso de las células
mieloides, estas se desarrollan en la médula dsea y salen completamente formadas, para
transitar por todo el cuerpo con la capacidad de responder a una infeccién o dano de tejido
donde sea que lo encuentren. Las células mieloides son tradicionalmente consideradas
como el sistema inmunitario innato. Algunas de las células mas estudiadas del sistema
innato son los neutrdfilos, los macrofagos, células dendriticas y las células asesinas
naturales. El sistema innato presenta una funcién fundamental para la activacién del
sistema inmunitario, el cual es reconocer lo propio de lo no propio, y de ello lo patogénico

vs lo no patogénico.
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FIGURA 2. GRAFICO GENERAL DE LA RESPUESTA INMUNITARIA. LAS CELULAS DEL SISTEMA INNATO SON
ACTIVADAS 1) AL DETECTAR LA PRESENCIA DEL PATOGENO Y FAGOCITAN AL PATOGENO. DESPUES LAS
CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENO (CELULAS DENDRITICAS, MACROFAGOS, ETC.) QUE HAN
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FAGOCITADO Y DEGRADADO AL PATOGENO 2) MIGRAN HACIA LOS NODOS LINFATICOS. EN LOS NODOS
LINFATICOS SE ENCUENTRAN LA MAYORIA DE LAS CELULAS DEL SISTEMA ADAPTATIVO (CELULAS BY T), Y SE
INICIA EL PROCESO DE 3) PRESENTACION DE ANTIGENO. FINALMENTE, EL SISTEMA ADAPTATIVO MADURA
UNA 4) RESPUESTA ESPECIFICA HACIA EL PATOGENO, MEDIANTE ANTICUERPOS Y CELULAS T EFECTORAS.

El sistema inmunitario no estd limitado a solo unas cuantas células especializadas con
funciones discretas, se ha propuesto que el sistema estd incorporado en todas las células
del cuerpo. Al dia de hoy se ha reportado que los gldbulos rojos actian como centinelas y
cuentan con unos receptores para detectar la presencia de ADN libre de células (Lam et al.,

2021, p. 9; Lelie, 2021).

2. Vacunas y adyuvantes

El origen de las vacunas usualmente se presenta como el 14 de mayo de 1796, donde
Edward Jenner inoculé a un nifio de 8 afios, llamado James Phipps. Utilizé el fluido de las
ampollas de la mano de una lechera llamada Sarah Nelmes infectada con viruela bovina.
James Phipps presenté sintomas leves, pero se recuperd sin problema, y para julio del
mismo afio Jenner retd al nifio con una cepa de viruela humana, comprobando su hipoétesis
de proteccién. Fue en este momento donde ocurrid el nacimiento de las vacunas y de la
inmunologia. Phipps no contrajo la enfermedad y este procedimiento eventualmente fue
descrito como vacunacién por Louis Pasteur, en honor a la vacuna de Edward Jenner. Sin
embargo, antes de este gran suceso, la variolizacidn ya estaba establecida como una forma
de defensa contra esta enfermedad (Riedel, 2005). La variolizacién protegia a las personas
de la viruela, y consistia en tomar pus de una ampolla del paciente con viruela, y se aplicaba

en personas no infectadas en alguna pequefia herida o rasguio. Este procedimiento tiene
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sus inicios en India y China? (Boylston, 2012); sin embargo, fue popularizado por la escritora
y poeta Lady Mary Wortley Montagu. Lady Mary presencié y escribid sobre este
procedimiento contra la viruela, y en 1718 sometié a su hijo y en 1721 a su hija a la
variolizacion.

La variolizacion ayudd dramaticamente a reducir la fatalidad inducida por la enfermedad;
sin embargo, este procedimiento presenta altos riesgos. Debido a que se necesitaban
personas infectadas con viruela para poder inocular a otras personas, esto acarreaba riesgo
de nuevos brotes en la poblacidn. El uso de la variolizacion también podria causar Ila
enfermedad al paciente, asi como la transmisidon de otras enfermedades durante este
proceso de persona a persona. A pesar de ello, la historia de la variolizacién eventualmente
llevé a uno de los logros médicos mas importante para la humanidad, la erradicacién de la
viruela en 1980, y por supuesto el desarrollo de las vacunas para mas enfermedades
infecciosas.

El impacto de las vacunas en la salud global es incuestionable; enfermedades como el
sarampion, rubéola, paperas, difteria, tétanos, polio y la fiebre amarilla, son controladas
gracias a las vacunas (Peek et al., 2008; Zhao et al., 2014). A través de la historia, la mayoria
de las vacunas han sido desarrolladas utilizando organismos vivos atenuados, ya que tienen
la ventaja de producir una respuesta inmunoldgica robusta. En las ultimas décadas, debido
a su seguridad y a su bajo costo, la investigacién se ha enfocado en el desarrollo de

subunidades microbianas para vacunacion.

2 Se sugiere que el origen de la variolizacion fue en India y China. Sin embargo, algunas afirmaciones reclaman
que la inoculacién fue inventada alrededor de 1000 a. D. por un monje budista taoista, al ser una practica que
involucraba mezcla de medicina, con magia y hechizos se consideraba tabu y no hay registro escrito.

19



TABLA 1 DESARROLLO Y CLASIFICACION DE VACUNAS.

Afiode @ Usadas

Tipo de vacunas i : rafico:
P - desarrollo:  contra: SLCULL
. i : Viruela, BCG, .- )
Vivas atenuadas 1798 ; MMR 5 \"

Rabia, tifoidea,

Inactivadas o muertas 1896 Hep A ‘ ]‘

Toxoide | 1923 Difteria, tétanos | "8'3
) | ' HepB, Hep §.{ N\
Subunidad 5 1970 " AJnfluenza Q \
| particula tibo vi e . HepB, ! ¥
| Particula tipo virus, vesiculas de | i " Menigococo | Q
: capa externa g Vet g Grt?po B
Vector viral 2019 Ebola
: | : —
mRNA . 2021 | SARS-CoV-2 |
I : R R— w

En general, esta estrategia necesita el uso de componentes adicionales que permitan la
induccion de una inmunidad protectora. Estos componentes adicionales, llamados
adyuvantes, son estructuras moleculares, macromoleculares o sistemas que despiertan una
reaccion del sistema inmunitario (Correia-Pinto et al., 2013). Entre los componentes
fundamentales para la correcta activacién del sistema inmunitario se encuentran las células
presentadoras de antigenos (APCs por sus siglas en inglés), cuyas funciones incluyen la

identificacion de microorganismos via sus receptores de reconocimiento de patrones (PRRs
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por sus siglas en inglés) que reconocen a los patrones moleculares asociados a patégenos

(PAMPs por sus siglas en inglés) (Zhao et al., 2014).

El objetivo general de las vacunas es la activacidén de una respuesta inmunitaria especifica
hacia un antigeno. Sin embargo, las vacunas no pueden llegar a este objetivo sin activar
adecuadamente el mecanismo de deteccidn de patdgenos del sistema inmunitario innato.
Por lo tanto, los adyuvantes se afiaden en algunas vacunas para aumentar su efectividad
activando al sistema inmunitario. La palabra adyuvante procede del latin adiuvare que
significa ayudar o auxiliar, y se define como cualquier sustancia que mejora o modula una
respuesta inmunitaria hacia un antigeno. Los adyuvantes mas utilizados hoy en dia son las
sales de alumina; sin embargo, nuevos adyuvantes organicos han sido aprobados para su
uso en vacunas. Las sales de aliumina consisten en precipitados de hidréxidos de aluminio o
fosfato de aluminio a los cuales los antigenos son adsorbidos. Este adyuvante promueve
una mejor respuesta humoral del huésped hacia la vacuna, pero no promueve una
respuesta celular adecuada (Coffman et al., 2010; Karch & Burkhard, 2016). Ademas, este
tipo de adyuvante presenta algunos efectos secundarios como el desarrollo de granulomas,

eventos alérgicos, y el estimulo para la produccidn de anticuerpos IgE (Bastola et al., 2017).

Se han separado los adyuvantes en dos categorias: vectores de entrega y potenciadores
inmunoldgicos (O’Hagan & Valiante, 2003). Los adyuvantes denominados como vectores de
acarreo son aquellos que contienen el componente de las vacunas y dirigen la vacuna hacia

las células presentadoras de antigenos (APCs, del inglés antigen-presenting cells). Los
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adyuvantes denominados como potenciadores inmunoldgicos son aquellos que activan las
células del sistema inmunolégico mediante sus receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs, del inglés pattern recognition receptors). Este tipo de adyuvantes puede referirse a
aquellas sustancias capaces de mimetizar patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs, del inglés pathogen associated molecular pattern), los cuales activan al sistema
inmunitario innato. El sistema inmunitario reconoce y responde al encontrase a los PAMPs,
y al presentarse un antigeno especifico, esto promueve una respuesta robusta del sistema
inmunitario de tal manera aumentando y modulando la respuesta inmunitaria adaptativa.
Ejemplos de estos tipos adyuvantes que activan receptores del sistema inmunitario innato
y promueven una respuesta inmunitaria, son algunos componentes que se encuentran en
la capa externa de la membrana bacteriana como lipopolisacaridos de Gram-negativas,
liposomas, RNA de doble hélice y CpG no-metilados que contienen DNA (Reed et al., 2009).
Algunos adyuvantes orgdnicos actualmente aprobados para su uso en los Estados Unidos
de América son los motivos CpG 1018, la emulsién agua-aceite MF59 c.1, sustancias basadas
en escualeno, y liposomas que contienen el monofosforil lipido A (MPLA) y extractos

purificados de la planta Quillaja saponaria QS-21.

3. Receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs):

La habilidad de detectar PAMPs esta presente en casi todas las células del cuerpo. En células
especializadas del sistema inmunitario, algunos conjuntos celulares en este aspecto

presentan un arsenal mas efectivo que otras (Vijay, 2018). Por ejemplo, los monocitos, los
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cuales son muy abundantes y circulan en la sangre, son capaces de migrar al tejido donde
se diferencian a macréfagos. Los monocitos también pueden diferenciarse en células
dendriticas, las cuales poseen una superficie ondulada e involucionada con un arreglo de
detectores de PAMPs para reconocer un sinfin de patogenos (Abbas et al., 2018). Estas
células son capaces de detectar el peligro usando multiples receptores, y una vez que se
activan, coordinan efectivamente la respuesta del sistema inmunitario. La deteccion de
PAMPs se lleva a cabo por receptores codificados desde la linea germinal, lamados PRRs
(Mogensen, 2009). Actualmente se han identificado una gran variedad de PRRs, de los
cuales algunos ejemplos son los receptores de reconocimientos de manosas (MBL, DC-SIGN,
MR), los receptores lectina tipo-C (CLR), los receptores tipo toll (TLR), los receptores NOD
(dominios de oligomerizacion de union a nucledtidos), y los receptores tipo NOD, entre
otros (Kumar et al., 2009, 2011). Estos receptores pueden ser expresados en la superficie
celular, en compartimentos celulares, secretados a circulacién sanguinea o encontrarse en
el citoplasma. Los PRRs se encuentran en células del sistema inmunitario y reconocen a los
PAMPs como sefiales de microbios patogénicos. Entre los adyuvantes de mayor potencial
inmunoldgico se encuentran aquellos capaces de activar células presentadoras de antigeno

a través de receptores tipo Toll (Leo et al., 2011).

4.  Receptores tipo Toll (TLR)

Un mecanismo que tiene una gran historia evolutiva y se ha mantenido como un
componente critico para la defensa inmunitaria humana, son los receptores tipo Toll (TLR,

del inglés Toll-Like Receptors). Estos fueron reconocidos originalmente en la mosca de la
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fruta por Nisslein-Volhard y Wieschaus (toll es un vocablo aleman que significa chido)
(Klenerman, 2017). Estos receptores juegan un rol bastante importante en el desarrollo
embrionario de la mosca. Se observé que el insecto era mds susceptible a infecciones por
hongos al presentarse mutaciones en el gen toll que provocaban una ausencia de la proteina
Toll. Se encontrd que estos receptores iniciaban la respuesta inmunitaria contra hongos
mediante la liberacion de proteinas antimicrobianas y la activacién de células inmunitarias.
Esto llevd a la conclusiéon de que Toll es una proteina capaz de inducir inflamacién, y
promover una respuesta contra infecciones (Belvin & Anderson, 1996; Lépez Marin &
Valdemar Aguilar, 2018). Los humanos presentamos proteinas homélogas de ellas, por lo
gue se han denominado como los receptores tipo Toll, los cuales activan y sefializan una

respuesta inmunitaria.

Los receptores tipo Toll son PRRs que estan presentes en diferentes tipos de células, y que
ayudan a reconocer diferentes PAMPs de bacterias, hongos, virus y parasitos (Lahiri et al.,
2008). El descubrimiento de estos receptores fue el cual le dio una gran importancia al
sistema inmunitario innato en el desarrollo de vacunas y adyuvantes. En los humanos se
tienen detectados 10 tipos de TLRs, los cuales pueden detectar la presencia de PAMPs y de
patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs) (Tang et al., 2012). Estos receptores se
expresan en diferentes tipos de células del sistema inmunitario innato, como los
macrofagos, neutrofilos, células dendriticas, células NK y granulocitos. Funcionalmente se
pueden dividir los TLR con respecto a donde se encuentran en la célula: existen TLR
membranales (heterodimeros de TLR2/1 y TLR2/6, TLR4, TLR5 y TLR10) expresados en la

superficie celular (Jiménez-Dalmaroni et al., 2016), y TLR intracelulares (TLR3, TLR7, TLR8 y
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TLR9), los cuales se localizan en el reticulo endopldsmico (Johnsen et al., 2006, p. 3; Latz
etal.,, 2004, p. 9), endosomas (Lahiri etal., 2008) y lisosomas (Barton etal.,, 2006;

Chaturvedi & Pierce, 2009).

Los TLR son proteinas transmembranales tipo |, las cuales contienen un motivo rico en
leucina extra membranal, encargada del reconocimiento de PAMPs, un motivo
transmembranal y una parte con dominio TIR (Receptor Toll-IL-1) en el citosol, que activa la
cascada de sefialamiento. Una vez activado el TLR por su agonista, se reclutan proteinas
coactivadoras, como MyD88 y TRIF las cuales, a través de sus dominios intra citosdlicos,
inician la cascada hasta la secrecidn de citocinas proinflamatorias, quimiocinas y péptidos
antimicrobianos (Kawai & Akira, 2011). El proceso de internalizacidon es suficiente para
alterar el mecanismo de sefalizacion proinflamatorio. Los receptores activados son
acumulados cuando se forman los fagosomas, resultando en un enriquecimiento de la
cascada de sefializacion (Ozinsky et al., 2000). Algunos reportes han concluido que la
activacion de TLR2 y TLR4 promueve el reclutamiento de mitocondrias hacia los fagosomas

y el incremento de la produccion de ROS (West et al., 2011).

5. Patrones moleculares asociados a patdogenos
(PAMPs)

Entre los PAMPs mds potentes se encuentran los lipopolisacdridos (LPS), los cuales forman
parte de la capa externa de algunas especies de bacterias, particularmente de las Gram
negativas. Los LPS son detectados incluso en concentraciones bastante bajas a través de los

TLRs, especificamente del TLR4 (Chaplin, 2010; Holst et al., 1996; Tang et al., 2012). La
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activacion del TLR4 es una sefial de peligro que induce en las células dendriticas la secrecion
de citocinas, lo cual produce el reclutamiento de mas células del sistema inmunitario e inicia
una serie de respuestas llamadas proinflamatorias. Si se elimina la infeccién de la bacteria
en cuestién, y los LPS desaparecen, el sistema regresa rapidamente a la normalidad. En
sangre, en el caso de que la situacién no esté controlada y la bacteria esté demasiado
dispersa, se presenta un cuadro de sepsis. Un ejemplo seria una infeccién debida a
meningococos no controlada efectivamente, desencadenando una respuesta por LPS que
puede llevar a consecuencias fatales (Klenerman, 2017). Se ha propuesto utilizar LPS como
un adyuvante en vacunas; sin embargo, debido a que es una endotoxina se considera
riesgoso debido a su toxicidad. El derivado del lipido A de Salmonella minnesota (MPLA), se
considera un agonista de TLR4, asi como el LPS, pero mas seguro y es preferentemente
propuesto como adyuvante. A pesar de que el adyuvante MPLA es menos tdxico que el LPS,
estos presentan diferentes efectos inmunoldgicos, y en algunos casos son mucho menos
efectivos para despertar correctamente el sistema inmunitario (Demento et al., 2011).
Algunos ligandos de TLRs han sido explorados como adyuvantes de nano vacunas (Demento
et al., 2011; Leo et al., 2011).Sin embargo, la alta toxicidad de los ligandos mas comunes, de

tipo lipopolisacaridos, ha originado el interés de explorar ligandos de TLRs distintos.

Los primeros TLRs fueron identificados en el ano 1998, entre ellos el TLR2, el cual tiene una
gran importancia en la inmunidad de los vertebrados. Hasta la fecha es el Unico TLRs que
presenta heterodimeros funcionales con otros tipos de TLRs, asi como con otros receptores.
Se ha reportado que los TLR2 tienen una capacidad de deteccién de una gran variedad de

PAMPs, los cuales incluyen moléculas de toda la filogenia microbiana incluyendo a virus,
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hongos, bacterias y parasitos. El reconocimiento del ligando especifico y sefializacion en los
TLR2 ocurre mediante la heterodimerizacidon con TLR1 y TLR6 (Oliveira-Nascimento et al.,
2012). Estos TLRs tiene un médulo de repeticiones ricas en leucinas los cuales, al estar con
su heterodimero, forman un complejo de forma “m” con un ligando, el cual estabiliza ambos
receptores. Si el ligando entre el TLR2 y TLR1/6 no se presenta, los heterodimeros no podran
interactuar entre ellos y por lo tanto la cascada de sefializaciéon no se iniciard (Jiménez-
Dalmaroni et al., 2016; Oliveira-Nascimento et al., 2012; Tang et al., 2012; Vijay, 2018). Los
ligandos de TLR2 incluyen fracciones de moléculas con diacil y triacilglicerol, proteinas y
polisacaridos. Se han reportado ligandos enddgenos para los TLR2, llamados “alarminas”,
los cuales indicarian dafio en tejido, necrosis o células potencialmente cancerigenas. Dentro
de esas alarminas se encuentran las proteinas de choque térmico, fragmentos del acido
hialurénico, y defensinas beta-3 humanas, entre otras (Oliveira-Nascimento et al., 2012).
Esta diversidad bioquimica que el TLR2 tiene para reconocer patdgenos ha presentado un
interés. Nuestra propuesta para activar al sistema inmunitario es la utilizacion de los

fosfoinositidos con manosas (PIMs), ligandos de TLR2 presentes en micobacterias.

6. Fosfatidil-inositol mandsidos, ligandos de TLR2

La mayoria de los ligandos de TLR2 son moléculas anfipaticas presentes en pared celular de
varios patégenos. Los PIMs representan moléculas que han sido ampliamente utilizadas en
la practica clinica, ya que forman parte del bacilo de Calmette y Guérin (BCG), una
micobacteria no patogénica que constituye la actual vacuna contra la tuberculosis, la cual

ha sido también utilizada como inmunoterapia contra el cancer de vejiga (Morales et al.,
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2017). En forma aislada, los PIMs han sido descritos como activadores y reguladores de la
respuesta inmunoldgica, ademas de permitir el reconocimiento de la micobacteria por
células fagociticas, asi como de células no-fagociticas. Dentro del campo de las vacunas, los
PIMs resultan interesantes, ya que al ser agonistas de TLR-2 son un factor clave de las células
del sistema inmunitario innato para producir una respuesta proinflamatoria, pero menos
exacerbada que la promovida por TLR4, y util para una variedad de respuestas anti-
infecciosas. Los receptores del sistema inmunitario innato llevan informacién acerca de la
naturaleza del microorganismo que se estd identificando (Stuart & Ezekowitz, 2005). Ciertos
receptores como los TLRs modulan la respuesta inmunoldgica para el tipo de amenaza
detectada. La importancia del primer contacto con el objetivo de las células fagociticas
activa dos eventos de suma importancia denominados, “probando y sintiendo” (Underhill
& Goodridge, 2012). Por medio de ciertos receptores de membrana, como los TLRs, el
fagocito “prueba” el objetivo, mientras que la exploracién fisica del objetivo, “sintiendo”,
se debe a la membrana plasmatica. Los TLRs activan la cascada de sefializacion de NF-kp via
la proteina MyD88 de los receptores y esto es suficiente para promover la produccién de
citocinas proinflamatorias; sin embargo, la exploracidon fisica toma una parte muy
importante para la decision de internalizar el objetivo. Los seuddépodos dan informacién
acerca de las propiedades fisicas del objetivo y como proceder para internalizar (Aderem &

Underhill, 1999; Underhill & Goodridge, 2012).
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7. Vacunas fabricadas mediante nanotecnologia

La nanotecnologia ofrece la oportunidad de disefiar nanoestructuras conmensurables con
sistemas bioldgicos, variando su composicion, tamafio, forma y propiedades superficiales.
Diferentes tipos de nanoparticulas han sido propuestas para el desarrollo de nano vacunas,
tales como nanoparticulas inorganicas, nanoparticulas poliméricas, liposomas, complejos
inmunoestimulantes, emulsiones y particulas pseudo virales, entre otras (Doherty et al.,
2016). A través de la nanotecnologia es posible obtener particulas de tamafio comparable
con componentes celulares, pudiendo entrar a células por medio del método de
endocitosis, por pinocitosis o inclusive a través de interacciones ligando-receptor. Uno de
los objetivos buscados a través de la nanotecnologia es el mimetismo de bacterias, para
generar construcciones capaces de ser fagocitadas de una manera mads eficiente por
macréfagos, y llegar a los nédulos linfaticos, donde habitan las células T y B del sistema

inmunoldgico, es decir al sitio blanco de una vacuna.

Entre las particulas de materiales inorganicos que han despertado interés como
acarreadores de farmacos destacan las silices mesoporosas. Estas particulas constituyen un
excelente acarreador, ya que han sido utilizadas debido a su alta area superficial, asi como
a la posibilidad de sintetizarlas con poros de talla adaptable para aplicaciones biomédicas
(Mehmood et al., 2017). Por estas razones, las silices mesoporosas podrian servir como
acarreadores de vacunas de subunidad, las cuales presentan ventajas como: aumento en la
entrega de antigeno por células presentadoras de antigenos (APC, del inglés antigen-

presenting cells), liberaciéon controlada de antigenos y modulacién de una respuesta
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inmunoldgica (Baranov etal.,, 2021; Oyewumi etal.,, 2010). Formulaciones a base de
particulas de silice ya han sido reconocidas por la administracion de alimentos y medicinas
de los EE.UU. (FDA) como seguras, y actualmente ya se encuentran en fase clinica para
administraciéon intravenosa (Benezra et al., 2011; Diab et al., 2017). Su biocompatibilidad
ha sido extensivamente estudiada, llegdndose a la conclusién de que estas estructuras se
encuentran entre las opciones mds seguras para su uso en humanos, aunque cabe
mencionar que la toxicidad de las particulas es dependiente de su concentracion (Zhou

et al.,, 2018).

Entre las estructuras de silice, las estructuras mesoporosas (con poros de diametro de 2 a
50 nm) destacan debido a su gran capacidad de adsorcién. Las silices mesoporosas permiten
obtener un alto porcentaje de encapsulamiento, lo cual es muy importante ya que influye
sobre la habilidad para retener y proteger el cargo, es decir el producto acarreado hacia un
tejido. Hasta ahora, los tipos de silice mesoporosa reportados para la liberacién de farmacos
corresponden principalmente a dos tipos, particulas esféricas con didametros de 100 a 500
nm (particulas MCM-41), y particulas porosas con talla y morfologia bacilares (particulas
SBA-15) (Mehmood etal., 2017). En los ultimos afos, algunos fenédmenos bioldgicos
complejos han sido facilmente imitados al exhibir moléculas biolégicamente activas en la
superficie de silice mesoporosa. Por ejemplo, la matriz de radicales semiquinona con
proteinas imidazoles en silice permiten la interaccion para que los centros de reacciones
fotosintéticas puedan ser estudiados (Christoforidis et al., 2008). En otro trabajo, se ha
reportado arreglos de membranas con citocromo c oxidasa sobre silice mesoporosa, los

cuales reproducen el intercambio de protones impulsado por redox a través de la
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membrana celular, dando lugar a corrientes idnicas hacia el citoesqueleto basado en silice
poroso. Por su parte, Liu y colaboradores (C.-M. Liu et al., 2019) reportaron el uso de
nanoparticulas de silice las cuales, al ser decoradas con membranas de células cancerigenas,
liberaron satisfactoriamente fdrmacos quimioterapéuticos en el sitio tumoral. En conjunto,
estos ejemplos demuestran la propiedad de la silice mesoporosa como un soporte para

bicapas de membrana en un sistema coloidal biomimético.

Como puede deducirse de esta informacion, las cualidades de encapsulamiento, variaciones
superficiales y la biocompatibilidad de estas estructuras las posiciona como un material
prometedor para el desarrollo de vacunas. Sin embargo, hay pocos estudios encaminados

a explotar la versatilidad de la silice para fines de vacunacién.

A medida que la tecnologia avanza, el uso de adyuvantes es de suma importancia para
estimular la respuesta inmunitaria innata, que a su vez conduce a una mejor inmunidad
adaptativa. La inmunidad hacia los patégenos a los cuales estamos expuestos es lograda
gracias a la integracién de los dos brazos de la respuesta inmunolégica. Aunque el objetivo
general de las vacunas es la activacidon de la inmunidad especifica a un antigeno, no se
puede lograr este objetivo sin antes activar el mecanismo de deteccion de patégenos de la

respuesta innata (O’Hagan & Valiante, 2003).

VI. Planteamiento del problema

Se ha explorado el uso de nanoparticulas para vacunacién por DNA recombinante, asi como

para acarrear proteinas en vacunas de subunidad, pero pocos trabajos han explotado el uso
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de nanoparticulas para vacunacion junto con la posibilidad de introducir adyuvantes, es
decir elementos que promuevan la respuesta inmunitaria innata a través de

nanoestructuras biocompatibles que desplieguen patrones asociados a patdgenos.

Los liposomas son conocidos como excelentes vectores de entrega debido a propiedades
tales como facilidad de sintesis, alta biocompatibilidad, variabilidad en su formulacién,
posibilidad de orientar hacia un objetivo especifico, y un alto tiempo en circulacién. Sin
embargo, una vez que se obtienen los liposomas es dificil controlar la fuga del material
encapsulado debido a la permeabilidad de la membrana, o por el cambio en la distribucion
de tamafio. La estabilidad también se ve afectada debido a degradacion oxidativa asi como

hidrolitica al almacenarse (GCagdas et al., 2014).

Las nano vacunas se componen de particulas las cuales tienen moléculas o antigenos para
lo cual se desea una respuesta inmunitaria. Estas vacunas ofrecen algunas ventajas las
cuales incluyen la entrega de antigenos a sitios especificos, aumentan la biodisponibilidad
de antigenos y reducen un posible efecto secundario. El desarrollo de nano vacunas, o de
vacunas utilizando nanoparticulas, ha incrementado debido a su capacidad de inducir una
inmunizacion efectiva a través de la activacion enfocada de una respuesta inmunitaria. Se
enfocan en dos areas de investigacion, en las cuales se utilizan como sistemas de acarreo o
para el desarrollo de adyuvantes para vacunas. Los adyuvantes actlan para estimular y
aumentar una respuesta inmunitaria hacia un antigeno, en algunos estudios se proponen
ciertas nanoparticulas capaces de inducir una respuesta similar o mejor que las sales de
alimina (el adyuvante mds utilizado en vacunas para humanos). Se sugiere que las

propiedades fisicoquimicas tales como tamafio de particulas pueden aumentar la ingesta
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de antigeno o estimular a células presentadoras de antigenos. La estrategia de usar
particulas las cuales tiendan a ser de tamafio comparable a algunos patdégenos, asi como
nanoparticulas que mimetizan a un patégeno ha generado interés en el desarrollo de
vacunas. El uso de inmunomoduladores y antigenos encapsulados en nanoparticulas de
PGLA, ha demostrado aumentar la respuesta celular hacia el antigeno comparado contra la

entrega del antigeno soluble (Zaman et al., 2013).

Las vacunas de nueva generacion las cuales utilizan mRNA y un vector de entrega de
nanoparticulas lipidicas presentan un avance en seguridad, asi como en su efectividad. Los
acidos nucleicos presentan un gran potencial para modular la expresidn de proteinas in vivo,
pero el uso de ellos sin un vector de entrega presenta algunas desventajas. La entrega de
acidos nucleicos sin un vector de entrega resulta en una baja internalizacidn en células, asi
como una en una degradacién rapida y eliminacién via renal. Debido a que necesitan un
vector de entrega, se han utilizado las nanoparticulas lipidicas para encapsular y entregar
los acidos nucleicos a su objetivo. Usualmente estas nanoparticulas lipidicas estan
compuestas por un 1) Lipido catidnico, el cual facilita la absorcién del vector para entregar
el cargo, asi como un 2) fosfolipido el cual provee estructuray estabilidad a la nanoparticula,
3) colesterol el cual promueve la fusién con la membrana celular y también 4) un lipido
anclado al polietilenglicol el cual reduce el agregado de nanoparticulas (Kauffman et al.,
2015; Rijkers et al., 2021). La sintesis de estas nanoparticulas se ha llevado a cabo con la
tecnologia de microfluidica. Esta tecnologia puede producir una variedad de micro
acarreadores (micro geles, particulas core-shell, microesferas, etc.) y nano acarreadores

(particulas poliméricas, nano emulsiones, nanoparticulas lipidicas) en los cuales diferentes
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moléculas se pueden acarrear hasta llegar al destino celular deseado (Khan et al., 2015). A
pesar de tener ciertas ventajas en el desarrollo de micro o nano acarreadores, esta
tecnologia presenta una gran limitante y es la produccidn a nivel industrial. Debido a que
estos equipos por lo general manejan variables a una microescala, esto a menudo indica
que las nanoparticulas producidas son usualmente algunos mililitros por hora y esto hace
que su produccién a gran escala no se considere viable (Y. Liu etal., 2022). Una de las
particulas candidatas que recientemente han generado interés son las silices nanoporosas
Santa Barbara Amorfa-15 (SBA-15). Estas particulas usualmente son sintetizadas bajo
condiciones acidas promoviendo un auto-ensamble entre especies de silicio y un
copolimero de tres bloques como un agente director. Las particulas de silice mesoporosas
presentan ventajas tales como tamanfio y forma controlable, alta area superficial, diametro
de porosidad adaptable, ademas de ser de facil funcionalizacién y biocompatibles (J. Liu
et al., 2009). Una de las capacidades de estas particulas es la posibilidad de modificar su
superficie mediante su funcionalizacion con componentes organicos e inorganicos.
Recientemente, se ha demostrado un gran potencial al decorar su superficie con otros
componentes biocompatibles, el cual ajusta la interaccién en un ambiente biolégico (Davis
et al., 2007; C.-M. Liu et al., 2019). Esto permite un control sobre las propiedades fisicas y
guimicas del material, de este modo permitiendo el anclaje de un antigeno, un adyuvante,
o un objetivo molecular para el reconocimiento inmunoldgico innato, y asi optimizar la
magnitud y la direccidn de una respuesta inmunolégica (Demento et al., 2011). Se han
reportado algunos avances en la investigacidon de la SBA-15 como un adyuvante, los cuales

demostraron que la SBA-15 despertd una respuesta similar o mejor al adyuvante de
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incompleto de Freund en ratones BALB/c (Carvalho et al., 2010). También se han utilizado
las particulas de silice mesoporosas como acarreadores de albumina, y demostraron ser un
adyuvante extremadamente efectivo capaz de generar una respuesta humoral y celular de
la respuesta inmunitaria. En estos estudios también se abordd la biocompatibilidad de esta

particula para futuros usos en biomedicina (Mahony et al., 2013).
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VII. Hipétesis

La construccion de particulas de silice con recubrimiento biomimético con PIMs del
complejo M. tuberculosis resultard en una preparacion coloidal que incluye un material
reconocido por su alto poder de encapsulamiento, y que tendra la capacidad de activar

mecanismos de inmunidad innata a través de TLR-2.

VIll.  Objetivos

A. General

Desarrollar un sistema de acarreo de vacunas basado en silice mesoporosa y en bicapas
lipidicas, con mimetismo de superficies bacterianas, biocompatible in vitro y que tenga la

capacidad para activar la respuesta inmunitaria innata.

B. Particulares

1. Sintetizar particulas de silice mesoporosa de una talla mayor a 800 nm para
provocar la internalizacion exclusiva en células fagociticas.

2. Purificar patrones moleculares asociados al complejo M. tuberculosis reconocidos
como ligandos de TLR2, particularmente glicolipidos de la familia de fosfatidil-

inositol-mandsidos (PIMs).
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Disefiar y producir un sistema de silice mesoporosa cuya superficie despliegue
lipidos de envoltura celular de M. tuberculosis.

Caracterizar las particulas de silice biomiméticas en cuanto a nanoestructura,
morfologia, talla, potencial zeta y propiedades texturales.

Desarrollar métodos que permitan confirmar la decoracidon de particulas de silice
con moléculas bioactivas de origen bacteriano.

Evaluar la biocompatibilidad de particulas de silice biomiméticas en cultivos
celulares in vitro (mediante método MTT en una linea celular primaria de
fibroblastos humanos).

Evaluar el comportamiento in vitro de macréfagos derivados de monocitos THP-1
con particulas hibridas control (PC@SBA-15) y particulas PIM@SBA-15.

Explorar la capacidad del vector para activar la respuesta inmunitaria innata por
medio de la activacién de los TLR-2.

Caracterizar el destino intracelular de las particulas de silice biomiméticas en

macréfagos derivados de monocitos THP-1.
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IX. Material y Métodos

A. Sintesis de la silice mesoporosa SBA-15

El material mesoporoso de silice SBA-15 se sintetizdé de acuerdo con el procedimiento
descrito por Flodstrom y Alfredsson (2003), modificado por Nava y colaboradores (2007).
Se utilizé el copolimero de tres bloques Pluronic (BASF, EQ20-PO70-EQ20, P123) como agente
director de la estructura y tetraetil ortosilicato (TEOS, 98%, Aldrich) como la fuente de silice.
En una sintesis tipica, el copolimero de tres bloques se disolvidé en una solucién de agua y
HCl 4M (HCI, J.T. Baker, 36.6%) con agitacidon constante y a una temperatura de 35°C.
Posteriormente, se agregd a la solucién anterior la cantidad de 10 ml de TEOS y la reaccién
se mantuvo a 35°C con agitacion constante durante 24 h. Una vez transcurrido este tiempo,
la mezcla de reaccidn se transfirid a un bote de polipropileno y se calenté a 80°C durante
24 h sin agitacion. Después de la sintesis, el sélido obtenido se recuperd por filtracion, se
lavd varias veces con agua destilada, se secé a 110°Cy finalmente se calciné a 550°C durante
4 h para eliminar el molde organico. La funcionalizacién superficial de las particulas de SBA-
15 para cationizarlas se realizé por el método de post-sintesis (ex-situ), es decir a partir de
la SBA-15 previamente sintetizada, y se siguid el procedimiento descrito por Hernandez-
Morales y colaboradores (Hernandez-Morales et al., 2012). Brevemente, las particulas de
SBA-15 se dispersaron en una solucion de 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) (precursor de
los grupos funcionales -NH3) en etanol. Se recuperd el sélido por filtracidn, se lavé con agua
desionizada, y se seco, primero a temperatura ambiente, y posteriormente a 110 °C por 18

horas.
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B. Funcionalizacion de particulas SBA-15
aminadas con isotiocianato de fluoresceina (FITC)

El fluorocromo FITC se diluyé en DMSO a una concentracion de 1 mg/ml, preparando una
solucion stock de acuerdo con las recomendaciones del fabricante (FITC, Sigma-Aldrich).
Para la funcionalizacidn, se suspendieron particulas SBA-15 cationizadas en agua destilada
estéril a una concentracion de 1 mg/ml y se anadid 50 pl de la solucidn stock de FITC. Se
agité suavemente la mezcla de particulas con FITC, y se incubd durante 3 horas a
temperatura ambiente en la oscuridad. Finalmente, la muestra se centrifugd a 4000 rpm
por 1 min y se descarté el sobrenadante. Para lavar el producto, se colocéd 1 ml de agua
destilada estéril y se repitid el proceso de centrifugacion 2 veces mas. Las particulas de SBA-

15 funcionalizadas con FITC se mantuvieron en la oscuridad a 4°C hasta su uso.

C. Obtencidén de fosfatidil-inositol mandsidos
(PIMs) de M. tuberculosis

Los lipidos de M. tuberculosis fueron obtenidos en el Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM a partir de células inactivadas de la cepa H37Rv. A partir de este
extracto se obtuvieron los lipidos anfipaticos de M. tuberculosis, se separd la muestra total
de lipidos por cromatografia de adsorcidn en columna abierta. Los lipidos se disolvieron en
un volumen minimo de cloroformo. La solucidon se colocé en una columna de Florisil, malla
100 (Biotecna Corp., Miami, FL.). Se eluyeron con cloroformo, seguido por eluciones con
porcentajes crecientes de metanol en cloroformo (5, 10 y 12% vol/vol), vy

cloroformo/metanol/agua (60:12:1 y 60:35:8, v/v/v). Cada fraccidn fue transferida a un
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matraz de bola, el solvente evaporado en rotaevaporador y conservada a -20°C en
atmoésfera inerte. Se obtuvieron de la fraccion mds polar los PIMs, los cuales consisten en
un conjunto de homdlogos que varian en nimero de residuos de manosas y el numero y
estructura de sus cadenas de acidos grasos. Se analizé la fraccidén por cromatografia en capa
fina en placas recubiertas de gel de silice (0.25 mm de espesor) desarrollados con los
siguientes solventes: 1) cloroformo/metanol (9:1 v/v), 2) cloroformo/metanol/agua
(60:30:6 v/v/v) y finalmente cloroformo/metanol/agua (60:35:6 v/v/v). Las reacciones se
realizaron in situ mediante el revelado con antrona al 0.2 % en H,S04 a 110°C para azUcares,
0.2% de ninhidrina en acetona a 110°C para amina primaria, y azul de molibdeno a

temperatura ambiente para visualizar los fosfolipidos.

D. Cultivo de M. bovis BCG cepa México

Se cultivé Mycobacterium bovis BCG cepa México en caldo de cultivo Middlebrook 7H9
(Sigma-Aldrich, USA, M0178) con glicerol (0.004%, vol/vol) a pH 6.6. Eventualmente, el
medio fue suplementado con albumina, dextrosa y catalasa (Middlebrook ADC, Sigma-
Aldrich, USA, MO0553). El cultivo se mantuvo durante 25 a 28 dias o hasta obtener
crecimiento en fase exponencial visualizado por el crecimiento en forma de pelicula en la
superficie del medio. Finalmente, los cultivos fueron inactivados por autoclave a una

temperatura de 121°C por 25 min.
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E. Obtencion de fosfatidil-inositol mandsidos
(PIMs) de M. bovis BCG cepa México

Los lipidos se extrajeron de células inactivadas de M. bovis BCG cepa México por incubacién
en una mezcla de cloroformo/metanol (1:2, v/v) a 50°C por 2 horas, seguido de otra
extraccion con cloroformo/metanol (2:1, v/v) bajo idénticas condiciones. Los extractos
combinados fueron secados en rotaevaporador. El residuo se separd en una mezcla de
cloroformo/metanol/agua (4:2:1 v/v), después de la separacion de fases, se recupero la fase
organica que contiene los lipidos y se evapord por rotavapor. El extracto se suspendié en
cloroformo, y se colocé en una columna de Florisil 100 mesh (Biotecna Corp., Miami, FL).
Las eluciones se realizaron utilizando cloroformo, y concentraciones en aumento de
metanol en cloroformo (5, 10, 12 y 35% v/v), y finalizando con cloroformo/metanol/agua

(60:12:1y 60:35:8 v/v/v).

F. Preparacion de liposomas con PIMs de M.
bovis BCG y M. tuberculosis

Se prepararon liposomas de PIMs de una fraccion obtenida de M. bovis BCG y M.
tuberculosis mediante el método de deshidratacidon/rehidratacion. Se mezcld
fosfatidilcolina (PC) con los PIMs obtenidos de M. bovis BCG en una relacion de 1:1 (w/w).
Los lipidos fueron disueltos y mezclados usando una solucién de cloroformo/metanol (90:10
v/v). La mezcla de lipidos se secd con corriente de nitrégeno en un bafio seco a 50°C, y se

colocd la muestra en un desecador por 10 min al vacio. Los lipidos fueron suspendidos en
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agua a una temperatura de 50°C (1 mg/ml), pasando la suspensidn varias veces a través de
una aguja calibre 23, para obtener los liposomas multilaminares grandes. Inicialmente se
obtuvieron liposomas multilaminares grandes (MLV) con una concentracién de 1 mg/ml.
Para ello, en un frasco de centelleo de vidrio previamente pesado, se colocaron los lipidos
en distintas proporciones, de acuerdo con la Tabla 1. Para eliminar rastros del solvente se
colocaron las muestras en un desecador por 10 min al vacio. Para la preparacion de
liposomas marcados con fluorescencia, se utilizé el fosfolipido DHPE-rodamina (Lisamina™
Rodamina B, Life Technologies) a una concentracion de 0.01 mol Rho-PE/mol de lipidos. Se
mezclaron los lipidos con 500 pul de cloroformo/metanol (90:10 v/v). Una vez terminado
este proceso, los liposomas fueron filtrados 8-10 veces a través de un filtro de 0.4 um a fin
de extruir la muestra y obtener liposomas unilaminares grandes (LUV). Cada muestra se

mantuvo en refrigeracion a 4°C.

TABLA 2 PROPORCION DE LiPIDOS PARA LA FORMACION DE LIPOSOMAS UNILAMINARES.

Nombre de PIMs del complejo M. Fosfatidilcolina
muestra tuberculosis (PC)
PC 5 mg
PC+PIMs 2.5mg 2.5mg
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G. Preparacion de particulas hibridas
SBA@liposomas

Se pesaron 2.5 mg de nanoparticulas de silice (aSBA-15), y se les colocd 2.5 ml de agua
destilada. Enseguida, se agregaron 2.5 ml de LUV con los lipidos de M. tuberculosis, y se
agitd suavemente con una punta de micropipeta. Se incubd a temperatura ambiente por 25
min con agitacion ocasional, posteriormente se centrifugd a 4000 rpm por un minuto y se
descarté el sobrenadante. Se colocaron 2.5 ml de agua destilada para resuspender y se

conservo a 4°C. La concentracion de silice en el material resultante es de 1 mg/ml.

H. Caracterizacion estructural de las muestras

1. Microscopia Electrdnica de Transmision

Se tomaron muestras para observacién en TEM de liposomas mezclados con lipidos de M.
tuberculosis; todas fueron diluidas en agua destilada a 1:500 v/v. Las muestras fueron
depositadas sobre una rejilla de cobre malla 200, recubierta con Formvar (Cat. 01800-F de
Ted Pella, Inc). Las rejillas fueron secadas en un desecador durante 10 min. Se contrastaron
las muestras con tetradxido de osmio el cual fue utilizado para fijar los liposomas y que no
perdieran su morfologia. La observacion fue realizada en un microscopio electrénico de

transmisién JEM-1010 (Jeol Co., Peabody), trabajando a 200 kv.
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2. Microscopia Electronica de Barrido

La morfologia superficial de SBA-15 y funcionalizacién de SBA-15 aminada con liposomas
dopados con M. tuberculosis se observd mediante un microscopio electronico de barrido
(SEM) marca Hitachi, modelo SU8230. Se prepararon las muestras realizando una dilucién
de 1:500 en agua destilada, y se colocaron en un portamuestras de cobre, el cual se secd al

vacio en un desecador.

3. Potencial Zeta

Las muestras fueron diluidas (1:100) en 1 ml de agua destilada las cuales se colocaron en
celdas DTS1070 (Malvern Instruments Ltd., United Kingdom). Las mediciones de movilidad
electroforética fueron realizadas por triplicado en un analizador Malvern Zetasizer Nano Z
el cual tiene una potencia de 100 VA, y un Laser He-Ne 633nm, max. 4mW, y un rango de

medicién de 3.8 nm-100 micras (didametro).

4. |sotermas de adsorcion-desorcion de N, a 77°
K

Las propiedades texturales de la SBA-15 se determinaron mediante las isotermas de
adsorcion-desorcidon de N2 a 77 K en el equipo autosorb (Quanthachrome iQ2 USA). El drea
especifica de la muestra se calculé con la ecuacién de Brunauer-Emmett-Teller (B.E.T)

utilizando los datos de la isoterma de adsorcidn en el intervalo de presiones relativas de
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0.03<P/P°<0.3 (Brunauer et al., 1938). La distribucién del tamafio de poro se calculé por el
método de Barret-Joyner-Halenda (B.J.H.), utilizando los datos de la isoterma de desorcién.
El volumen total de poro se estimd a partir de la cantidad de nitrégeno adsorbido a la

presion relativa de 0.98.

5. Caracterizacion de lipidos de M. bovis BCG

cepa México
La fraccidon con PIMs fue suspendida en cloroformo/metanol (9:1 v/v) y eluida en una
columna Sep-Pack (Water Corp, Milford MA, USA). Se realizaron eluciones de cloroformo,
seguidas de un incremento en porcentajes de metanol en cloroformo (1 y 5% vol) y
cloroformo/metanol/agua (60:12:1 y 60:35:8, v/v/v). Las fracciones obtenidas fueron
analizadas mediante cromatografias en capa fina (CCF) en placas de Silica-gel 60 Fs4 (E.
Merck, Darmstadt, Germany) se eluyé con cloroformo/metanol/agua (60:35:8 v/v/v). Se
revelaron las placas con antrona al 2% en H,SO4 a 110°C para detectar azUcares y azul de
molibdeno para detectar los lipidos que contienen fosfato. La fraccion con PIMs se analizo
con CCF en 2-D para resolver mejor los lipidos de las primeras cromatografias. Se utilizaron
dos sistemas de eluyentes perpendiculares a cada corrida, 1) cloroformo/metanol/agua
(60:30:6 v/v/v) en la primera direccién y 2) cloroformo/metanol/agua (60:35:8 v/v/v) en la
segunda direccion. Se revelaron las placas con antrona al 0.2% H,SO4 a 110°C para revelar
azlcares, también se utilizé el azul de molibdeno a temperatura ambiente para visualizar

los componentes con grupo fosfato.
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|.  Interaccion de particulas hibridas con cultivos
celulares

1. Cultivo celular de monocitos de origen
humano THP-1

Se utilizaron monocitos de origen humano de la linea THP-1, incubados a 37°C en una
atmdsfera con 5% CO,. Se mantuvieron en medio RPMI 1640 suplementado con piruvato
de sodio (1 mM), aminoacidos no esenciales (0.1 mM), HEPES (25mM), 2-mercaptoethanol
(0.05mM), 10% de suero fetal bovino (FBS), penicilina (100 IU/ml), y estreptomicina (0.1
mg/ml), a 37°C en una atmdsfera al 5% en CO,. Para llevar a cabo los ensayos de interaccién
celular con particulas hibridas, se cultivaron 2 x 10* células en placas de 24 pozos con
cubreobjetos que contenian una capa de gelatina al 0.5 % o de poli-D-lisina al 0.1 mg/ml.
Posteriormente, los monocitos fueron diferenciados a macrdfagos estimuldandolos con
forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) 162 nM durante 72 h. Después del tiempo de
incubacién, se removié el medio RPMI 1640 suplementado con PMA, cambiandolo por
medio fresco por un periodo de 24 horas antes de cada ensayo. Después de cada
experimento, las células fueron fijadas con 500 ul de paraformaldehido al 4% durante 15
min, lavadas con PBS 1X, marcadas con anticuerpos y DAP| como se describe mas adelante,
y montadas sobre un portaobjetos con una solucidon de montaje (Fluoroshield with DAPI,
Sigma F6057). Para los experimentos de interaccidn células-particulas, se utilizé una

densidad de 0.2 mg de particulas hibridas por ml.
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2. Microscopia de contraste diferencial de
interferencia (DIC)/Nomarski

Las observaciones de microscopia confocal de células vivas fueron realizadas en un
dispositivo usando la técnica DIC/Nomarski en un microscopio invertido (Olympus IX81,
Tokyo, Japan) con un lente objetivo PlanApo 60x/1.40 NA (Olympus, Japan) de inmersidn
en aceite, a una temperatura de 37 °C en la platina. Las imagenes fueron adquiridas con una
camara con dispositivo de acoplamiento multiplicador de carga de electrones (Luca R,
Andor, UK) con 1002 x 1004 pixeles. Los ensayos consistieron en una serie de adquisiciones
de 31 cuadros consecutivos con intervalos de 5 segundos entre cuadros. Las imagenes
obtenidas fueron analizadas con el software Imagel. Solo se ajusté contraste y luminosidad

para visualizacidén éptima.

3. Andlisis de expresion de receptores y proteinas
en macrofagos THP-1 por fluorescencia y
microscopia confocal

La interaccion de particulas hibridas con macréfagos THP-1 fue analizada utilizando un
microscopio invertido Zeiss Axio Observer 7 Confocal Laser Scanning LSM880 (Carl Zeiss,
Jena, Germany), equipado con laser de argdn, Diodo Azul y Helio-Nedn. Se utilizé un lente
objetivo de 63x (EC Plan-Neofluar-Zeiss) con una apertura numérica de 1.4 en aceite. Todas
las muestras celulares fueron previamente fijadas con paraformaldehido al 4%, y se marcé
con azul fluorescente el DNA por el compuesto 4 ‘,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Se utilizé

el anticuerpo primario anti-TLR2 (ab9100, Abcam) y un anticuerpo secundario conjugado
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con el fluorocromo FITC, ambos diluidos 1:1000 en PBS 1X. Se tomaron imagenes a
diferentes planos en el eje Z (Z-Stack). Para las pruebas de internalizacidon de particulas
hibridas con macréfagos THP-1 se realizaron ensayos por 15, 30, 60 y 180 min en medio
RPMI suplementado y una concentracién de 0.2 mg/ml de particulas hibridas. Se realizé
una permeabilizacion de los macréfagos THP-1 con Triton X-100 al 0.1% seguido de lavados
con PBS 1x. Se utiliz6 un anticuerpo anti-Rab5 (ab218624) rabbit anti-mouse como
anticuerpo primario, y un anticuerpo secundario Alexa Fluor 594 nm (ab150084), ambos
diluidos 1:1000 en PBS 1X. También se utilizd un anticuerpo anti-LAMP1 (ab25245) como
anticuerpo primario, y un anticuerpo secundario Alexa Fluor 405 nm (ab175673), ambos
diluidos 1:1000 pL. Todas las imagenes se analizaron mediante el programa Carl Zeiss Zen
3.0 SR (Black) y se realizaron procesos de imagen de intensidad maxima de proyeccion, asi

como reconstruccion en 3-D.

4. Andlisis de la expresion de TLR2 en
macrofagos THP-1 por citometria de flujo

Para analizar la expresién de los TLR en macréfagos THP-1 en interaccion con particulas
hibridas, se utiliz6 el citdmetro (BD FACSVerse™ Cell Analyzer, USA). Para llevar a cabo los
ensayos de interaccién celular con particulas hibridas, se cultivaron 5 x 10° células en placas
de 24 pozos para posteriormente, ser diferenciados a macréfagos estimulandolos con PMA
162 nM durante 72 h. Después del tiempo de incubacion, se removié el medio RPMI 1640
suplementado con PMA, cambiandolo por medio fresco por un periodo de 24 horas antes

de cada ensayo. Se realizd ensayo con diferentes tratamientos, particulas PIM@SBA15 y
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control para estimular a los macréfagos THP-1. Como inductor de TLR-4 se utilizé el
lipopolisacarido de Escherichia coli B55:05 (LPS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a una
concentracién de 10 ng/ml. Como inductor de TLR2 se utilizé zymosan A de Saccharomices
cerevisiae (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 5 ng/ml. Los macréfagos THP-1 fueron
tratados con estos agonistas y las particulas hibridas por 6 horas a 37°C con 5% de CO,.
Transcurrido el tiempo de incubacion se midio la expresion de TLR2 en macréfagos THP-1,
por citometria de flujo, utilizando un anticuerpo primario TLR2 (ab9100, Abcam) y un
anticuerpo secundario conjugado con el fluorocromo FITC, ambos diluidos 1:1000 en PBS

1X.

5. Andlisis de citocinas generadas en macrofagos
THP-1 tratados con particulas hibridas
Se caracterizé la produccion de citocinas en los macréfagos THP-1 tratadas con particulas
control (PC@SBA-15) y PIM@SBA-15. Se analizaron los sobrenadantes de los macréfagos
sin tratamiento, tratadas con LPS, Zymosan, PIM@SBA15 y particulas control. Se utilizaron
kits comerciales para la determinacion de TNF-a (ab18141), IL-6 (ab178013) e IL-1b
(ab214025, Abcam, Cambridge USA,) dentro de las primeras 6 horas de incubacién

utilizando las instrucciones del fabricante.

6. Caracterizacion de particulas hibridas
mediante espectroscopia infrarroja

Se caracterizaron las muestras de las particulas hibridas PIM@SBA-15, PC@SBA-15 y

aSBA15 mediante espectroscopia infrarroja. Para la caracterizacién de muestras por
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espectroscopia se depositaron 50 puL de cada muestra en un portamuestras de vidrio
recubierto con papel aluminio liso. Posteriormente se secaron las muestras al vacio por 30
min para su andlisis en el espectroscopio Senterra Il (Brunker, Optik GMBH) con una fuente
ldser de 785 nm. Se utilizd6 una potencia de 1 mW con un tiempo de integracion de 4
segundos y un total de 8 repeticiones por punto. También se analizaron por espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). Se empled un equipo Brunker Vector 33 con

una configuracion ATR para FTIR-MIR de 4000 a 400 cm™2.

7. Sintesis de nanoparticulas de oro con
Concanavalina A (AuNp@ConA)

Se realizo la sintesis de nanoparticulas de oro con Concanavalina A de acuerdo al protocolo
ya establecido del laboratorio de nanobio-éptica (Vazquez Ibarra, 2019). Brevemente, se
sintetizaron las particulas de oro empleando el método convencional de Turkevich-Frens
con algunas modificaciones. La sintesis nos permite obtener nanoparticulas de oro de entre
18-25 nm de diametro. Se utiliz6 HAuCls como precursor de oro y citrato de sodio al 1%
como agente reductor. Para sintetizar las nanoparticulas se utilizé un volumen de 15 ml de
una solucién de HAuCls 0.25 mM, y posteriormente se llevod a ebullicion. Se agregd 750 uL
al 1% de citrato de sodio gota a gota a la solucién. La sintesis se llevd a cabo bajo
condiciones de agitacion constante y ebullicion por 10 min. El color de la sintesis cambia de
amarillo a un rojo vino, el cual confirma la formacién de nanoparticulas de oro. Finalmente,

la suspension resultante se dejé enfriar a temperatura ambiente.
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La concanavalina A fue activada al diluirla en PBS 1X suplementado con 1 mM de CaCl, y
MnCl; y mantenida a -20°C hasta su uso. Para la fisisorcion de la proteina sobre las
nanoparticulas, se consideré una relacién de AuNp:ConA de 1:10 (w/w), incubando la

mezcla por 48 h a 4°C.

8. Caracterizacion de particulas PIM@SBA15 con
AuNp@ConA

Se estudid la afinidad de las AuNp@ConA con las particulas PIM@SBA15 mediante la
espectroscopia Raman y la espectroscopia de superficie mejorada Raman (SERS). Las
muestras fueron preparadas incubando las particulas hibridas con AuNp@ConA en una

relacion 1:1 w/w e incubadas por 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente se

realizé la preparacion de muestra para espectroscopia.
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X. Capitulo 2

A. Resultados y discusion

1. Caracterizacion y funcionalizacién de
particulas SBA-15

a) Propiedades texturales (XRD, BET)

El desarrollo de nanovacunas ha ganado interés debido a reportes en la habilidad de inducir
una inmunizacion efectiva, mejorando la orientaciéon y activacion de una respuesta
inmunolégica. Se han estudiado sistemas de acarreo y adyuvantes para el desarrollo de
vacunas y tratamientos terapéuticos contra el cancer o enfermedades infecciosas. En este
trabajo se propone una vacuna utilizando un acarreador basado en particulas de silice
mesoporosa, decoradas con lipidos de superficie bacteriana para despertar una respuesta

inmunitaria.

La silices mesoporosas la cual posee poros cilindricos ordenados hexagonales y una pared
gruesa en sus poros, asi como una estabilidad termal e hidrotermal, se ha propuesto como
un acarreador eficiente (Carvalho et al., 2010). Las silices porosas ordenadas pueden ser
sintetizadas con una variedad de tamafio de poro, arreglo de poro, asi como con diferentes
tamafios y formas. Esto permite que estas particulas presenten una alta drea superficial
para el cargo de antigenos, y al modificar su carga superficial permite la internalizacion de
diferentes tallas las cuales puedan ser internalizadas por células fagociticas (Foged et al.,

2005). El material mesoporoso de silice denominado SBA-15 se sintetizé de acuerdo con el
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procedimiento descrito por Flodstrom y Alfredsson (2003) y modificado por Nava vy
colaboradores (2007). Una vez obtenida la sintesis de SBA-15, se realizaron pruebas de
caracterizaciéon fisicoquimica y morfolégica mediante diferentes métodos analiticos. El
método de adsorcidn/desorcion de nitrégeno a bajas temperaturas, es una herramienta
comun para medir el drea superficial y distribucién de tamafio de poros de un material. El
método se basa en el fendmeno de adsorcidn fisica de gases en la superficie interna y
externa de un material poroso. Ademas de poder determinar el area superficial, se puede
utilizar este método con el andlisis de BJH para determinar el area de poro, asi como la
distribucién de tamafio. Esto confirma la presencia de un material ordenado mesoporoso,
caracteristico de una particula de SBA-15. Ademas, se realizd un andlisis mediante el
método de BET, el cual indicé un drea superficial de 849 m?/g y un volumen total de poro

de 1 cm3/g, asi como un promedio de didmetro de poro de 4.9 nm.
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FIGURA 3. A) ISOTERMAS DE ADSORCION-DESORCION DE N DE SBA-15 Y B) DISTRIBUCION DE DIAMETRO DE
PORO DE LAS PARTICULAS SBA-15, DE ACUERDO CON EL METODO DE BET
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b) Morfologiay Tamafio

Con la finalidad de comprobar la morfologia y formacion de una estructura mesoporosa, las
particulas SBA-15 se observaron mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) vy
Microscopia Electrdnica de Transmision (TEM). Los resultados que se muestran en la figura
4, en donde se observan particulas con una estructura de forma bacilar y con un tamario
aproximado de 1-1.3 um de largo (Figura 4a). También se observa la presencia de
mesoporos hexagonales, como se esperaba para una estructura tipica de la SBA-15 (Figura
4b). Una caracteristica deseada de este material es su alta area superficial y el tamafio de
sus poros. Estos poros ofrecen la oportunidad de encapsular o adsorber diferentes tipos de
moléculas como DNA, fadrmacos, proteinas, fluorocromos y péptidos. El tamafio de la
particula es una caracteristica importante ya que, de acuerdo con Zhao et al (2014),
particulas de 0.5 a 5 um tienden a ser internalizadas por células profesionales fagociticas,

entre ellas las células dendriticas o macréfagos (Huang et al., 2020).
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b)

FIGURA 4. IMAGEN OBTENIDA POR SEM DE LAS PARTICULAS SBA-15 SINTETIZADAS A) INDICANDO CON
POLIGONOS PUNTEADOS UN RODILLO DE FORMA BACILAR DE ALREDEDOR DE 1 uM DE LARGO, Y B) LOS
NANOPOROS HEXAGONALES ORDENADOS DE LA SBA-15

c) Cationizacion de las particulas aSBA-15 (FTIR,
Potencial Zeta)

Uno de los pardmetros que afectan la estabilidad y las posibles interacciones de una
particula es el potencial zeta, que es una medida de la movilidad electroforética de las
particulas en un medio determinado, y ofrece informacién sobre la carga de las particulas

en la interfase particula-medio. En este trabajo, para realizar la funcionalizacion de

particulas SBA-15 con lipidos anidnicos, se realizd una funcionalizacién con grupos amino,
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cargados positivamente. En la figura 5a) se muestra el potencial zeta de la particula de SBA-

15 original y de la particula SBA-15 aminada (figura 5b).

El potencial zeta promedio de la particula SBA-15 original es de -0.537 mV, es decir una cifra
gue se aproxima al valor neutral esperado. Como esperado, la funcionalizacion de la
particula SBA-15 con APTES confirid a las particulas una carga positiva de su potencial,

guedando con un valor de potencial zeta de +11.8 mV.
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FIGURA 5. POTENCIAL ZETA PARTICULA A) SBA-15 v B) SBA-15-NH,. CADA COLOR REPRESENTA UN
ANALISIS INDEPENDIENTE DE LA MUESTRA BAJO LAS MISMAS CONDICIONES.

La interaccion de las particulas con los liposomas confirié a la estructura supramolecular

una carga negativa de su potencial quedando un valor promedio de -8.09 mV. Se ha
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reportado el escape endosomal de nanoparticulas, por un cambio de carga superficial (de
aniodnicas a catidnicas) en compartimientos acidos de endosomas. Uno de los grandes retos
para la entrega de farmacos, DNA, o RNA, es evitar que sean degradados en los
compartimentos endosomales. Se han desarrollado sistemas de entrega de farmacos que
evitan la degradaciéon endosomal mediante el uso de liposomas y materiales poliméricos.
Una de las vias de escape endosomal es mediante la desestabilizacién de membrana,
utilizando liposomas catidnicos, los cuales promueven una interaccidn electrostatica con la
membrana anidnica del endosoma y de esta manera escapando del endosoma (Lalani &
Misra, 2011; Rayamajhi etal.,, 2020). En general, los liposomas formados con lipidos
catiénicos monovalentes tienen una mejor eficiencia de transfeccién in vitro e in vivo. De
acuerdo con lo reportado, se sugiere que tienen una mayor internalizacién en células
debido a una interaccién idnica no especifica y que los proteoglicanos en la membrana
celular juegan un papel importante en este proceso (Mounkes et al., 1998). Al igual, estos
lipidos catidnicos promueven un escape endosomal por el mecanismo de par de iones. En
este caso, los lipidos catidnicos forman pares de iones con los lipidos anidénicos (como la
fosfatidilserina) que se encuentran en la membrana del endosoma, permitiendo el
desensamble y la liberacidn del cargo. Ademas, este mecanismo de par idbnico promueve la
fusion de membrana del endosoma con el liposoma, liberando el cargo en el citoplasma

(Rehman et al., 2013; Xia et al., 2016).

La construccidn final fue sometida a diferentes pH especificos para evaluar la estabilidad de
las particulas hibridas. En la figura 6, se muestran las cargas de su potencial; a pH 5, las

particulas hibridas cambian su potencial negativo a uno positivo con un valor promedio de
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2.43 mV. Las particulas hibridas pudieran escapar facilmente al citosol, como ha sido
reportado con nanoparticulas de PLGA que también contienen grupos protonables que
influyen en su carga superficial (Panyam et al., 2002). De acuerdo a lo descrito por Panyman
y Labhasetwar, esto causa que las particulas interactien con la membrana del endosoma y

permite el escape de ellas al citosol (Panyam et al., 2002; Panyam & Labhasetwar, 2003).

2.43 —A— SBA15@PC
31 —=— SBA15@PIM

Potencial Zeta (mV)
N

1 1 1 I
pH 4 pH 5 pH 6 pH 7
FIGURA 6. POTENCIAL Z DE PARTICULAS DE SBA-15 DECORADAS CON PIMs DE M. TUBERCULOSIS,
REALIZADOS EN PBS 1X A DIFERENTE PH. LA LINEA ROJA REPRESENTA LOS VALORES DEL POTENCIAL ZETA

OBTENIDOS DE LAS PARTICULAS PIM@SBA-15 Y LA LINEA NEGRA LOS VALORES DE PC@SBA-15. LA
GRAFICA MUESTRA LOS VALORES OBTENIDOS DE UN EXPERIMENTO POR TRIPLICADO.
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2. Caracterizacion estructural de las particulas
hibridas SBA 15-liposoma

a) Caracterizacion de componentes y estructuras
membranales (lipidos de BCG, liposomas)

Las nanoestructuras hibridas son producidas a partir de SBA-15 y liposomas con PIMs
obtenidos de M. bovis BCG, esquematizado en la figura 7. Los liposomas fueron formulados
con una mezcla de PIMs y PC en una relacion peso de 1:1, también se formularon liposomas
solo de PC como control. Los liposomas de PC mezclados con PIMs se analizaron mediante
cromatografia de capa fina, método que demostré la presencia de las sefales caracteristicas
de PC, asi como de los PIMs de micobacterias. Uno de los métodos mas comunes para la
adherencia de particulas con una capa bilipidica, es por un recubrimiento espontaneo entre
particulas y liposomas. Los liposomas recubren a la superficie de las particulas de silice
debido al intercambio electrostatico entre la silice y cargas opuestas de los liposomas
(Butler et al., 2016; J. Liu et al., 2009). Al estar en contacto los liposomas con las particulas
de silice, el area de contacto entre la superficie de los lipidos y del sustrato se incrementa,
debido a las fuerzas de adhesion. Esto lleva a la formacién de una capa lipidica al
presentarse este proceso continuamente, hasta su completa decoracién. Las interacciones
electrostdticas juegan un papel determinante en la formacidn de estas capas lipidicas en
sustratos como la silice (Mornet et al., 2005). Se analizo el potencial zeta de los liposomas,
el cual presentd un valor negativo de -49.7 mV, atribuido a la presencia de fosfoinositido

anidnico. Debido al potencial zeta de los liposomas, se procedié a cationizar la SBA-15 con
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grupos amino para mejorar la interaccion entre ellos, dando lugar a enlaces electrostaticos

entre el grupo amino, con carga positiva, y los liposomas, con lipidos de carga negativa.

aSBA-15

PIM@SBA-15

—

PC@SBA-15

aSBA-15

Liposomas de fosfatidilcolina

FIGURA 7. ESTRATEGIA PARA EL RECUBRIMIENTO DE UNA PARTICULA MESOPOROSA CON LIPOSOMAS QUE
CONTIENEN PIMS O LIPOSOMAS CONTROL
El extracto de lipidos totales de BCG fue separado por cromatografia en columna de fase
solida, posteriormente una porcién de la fraccién la cual contiene los PIMs fue purificada
usando una columna de gel de silice pre-empaquetada (Sep-Pak, Waters Associated, USA).
El volumen purificado de PIMs de BCG fue analizado mediante cromatografia en capa fina
en 1-D, y las 5 fracciones obtenidas se revelaron con antrona y azul de molibdeno para
confirmar la presencia de PIMs purificados. En la figura 8 tenemos en la fila 1 la sedal
obtenida de los PIMs no purificados, en donde se presentan las sefiales caracteristicas de
los PIM2 a PIM5 en los dos revelados, e identificado con una flecha amarilla un glicolipido

no identificado se presenta sélo en el revelado por antrona. En la fila 2 y 3 tenemos las
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eluciones que presentan sefiales de los PIMs. En la fila 2 se observa las sefiales
caracteristicas de PIMs (PIM2-PIM5) confirmados por el revelado de antrona y azul de
molibdeno. En la fila 3 se presenta una pequefia sefial de PIM2 junto con la sefial del
glicolipido no identificado. De las especies de glicolipidos mas predominantes en
micobacterias son los PIM2 y PIM6; los PIMs y los fosfatidil-inositol contribuyen casi al 56%
de todos los fosfolipidos en la pared celular (Abrahams & Besra, 2018). De acuerdo al patrén
de corrimiento previamente reportados de los PIMs de M. tuberculosis y M. bovis BCG, se
establece que PIM1 y PIM2 son los mas preponderantes seguido por PIM6 (Alexander et al.,
2004; Gilleron et al., 2001; Kremer et al.,, 2002; Torrelles et al., 2006; Villeneuve et al.,
2005). La sintesis de lipidos de micobacterias como los PIMs se ha descrito para el
desarrollo de métodos de diagndstico, vacunas e inmunoestimulantes (Holzheimer et al.,
2021). Se han elaborado PIMs sintéticos (Ainge et al., 2006) o miméticos los cuales han sido
reportados y estudiado para evaluar su capacidad en modular la respuesta inmunitaria

(Holzheimer et al., 2021).
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b + 1 * t +

FIGURA 8. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE PIMSs DEL BCG CEPA MIEXICO. LA ELUCION SE LLEVO A CABO
CON UN SOLVENTE POLAR CLOROFORMO/METANOL:AGUA (60:35:8 V/V/V) Y SE REVELO LA PLACA A) CON
AZUL DE MOLIBDENO Y B) CON ANTRONA. EN LA LINEA 1 SE COLOCARON PIMS SIN PURIFICAR Y EN LAS
LINEAS 2-6 SE COLOCARON LAS FRACCIONES OBTENIDAS DE LA PURIFICACION DE PIMs. EN EL CARRIL L1 SE
MUESTRA UN GLICOLIPIDO NO FOSFORILADO DE ESTRUCTURA DESCONOCIDA (FLECHA AMARILLA).

Los liposomas fueron los primeros sistemas de entrega de farmacos trasladados
exitosamente a aplicaciones clinicas. Los fosfolipidos son lipidos anfipdticos que se
ensamblan automaticamente en bicapas lipidicas o liposomas. Dentro de los fosfolipidos
comunmente utilizados en sistemas de entrega de farmacos, la fosfatidilcolina (PC) ha sido
reportada como un lipido excelente para la formacién de liposomas. Este lipido puede ser
mezclado con otros lipidos para modificar las caracteristicas de los liposomas, tales como la
presencia de grupos funcionales, su carga eléctrica, o la introduccién de polimeros
hidrofilicos que protegen al liposoma de ser degradado o reconocido por leucocitos. Debido

a que los liposomas de fosfatidilcolina no activan una respuesta proinflamatoria en el
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sistema inmunitario (Treede et al., 2007), al ser dopados con lipidos obtenidos a partir de
micobacterias despertaran una respuesta inmunoldgica. Recientemente algunos lipidos de
la pared micobacteriana han sido utilizados como inmunomoduladores en vacunas (Agger,
2016). Esto incluye a los fosfoglicolipidos denominados fosfatidilinositol manésidos (PIMs),
son comunmente encontrados en los lipidos “extraibles” de la capa externa bacteriana.
Ademas, estudios recientes han demostrado que son capaces de levantar una respuesta
celular inmunoldgica. En condiciones fisioldgicas, la capa externa es comunmente el primer
contacto entre la pared bacteriana y el sistema inmunolégico. El interés en los PIMs
aumenté debido a que se observd que el PIM2 forma el sitio de anclaje para diferentes
arreglos de glicolipidos y lipoglicanos (incluyendo a LM y LAM) en la pared celular
bacteriana. Los liposomas se construyeron combinando fosfatidilcolina con los PIMs
purificados en una relacion de masas 1:1. De esta manera se logré la construccion de
liposomas con aspecto redondo, muy similar a la estructura que forman los liposomas a
partir de PC (Figura 9 a). Al visualizar los liposomas mediante TEM, se observa un diametro

aproximado de 200 a 250 nm (Figura 9 b)).

a) b)

100 nm 200 nm

FIGURAS 9. TEM DE LIPOSOMAS UNILAMINARES DE PC con PIMs DE BCG
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Para saber si las particulas de SBA-15 desplegaban lipidos se realizé un anadlisis mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). Este método utiliza radiaciéon
infrarroja la cual se hace incidir sobre una muestra, donde parte de la radiacién es adsorbida
por la muestra y el resto se transmite. La sefial resultante es detectada, y produce un
espectro que representa la “huella digital” molecular de la muestra. En esta técnica, las
vibraciones de una molécula se deben a la presencia de grupos funcionales especificos. En
la figura 10 se observé que las particulas denominadas como PIM@SBA-15 y PC@SBA-15
mostraron sefiales caracteristicas del material de silice, asi como sefiales caracteristicas de
los lipidos, confirmando el recubrimiento de las particulas con estas biomoléculas. En la
Tabla 3 se muestra las bandas obtenidas de las particulas hibridas por espectroscopia

infrarroja.

TABLA 3 BANDAS CARACTERISTICAS DEL MATERIAL ANALIZADO POR ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Bandas Tipo de vibracién
1 950 Si-OH
2 1234 R-POy
3 1562 R-NH:
4 2854 CH;
5 2962 CH;
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FIGURA 10. CARACTERIZACION DE PARTICULAS PIM@SBA-15. EL ESPECTRO DE ABSORCION FTIR DE LAS
PARTICULAS HiBRIDAS MUESTRAN SENALES DE LOS GRUPOS FUNCIONALES DE LA ESTRUCTURA INORGANICA
(SiLICE) Y DE LOS LiPIDOS. LOS RECUADROS B) Y C) REPRESENTAN LA MAGNIFICACION DE LAS BANDAS DE
ADSORCION DE 1500-1640 Y 2800 A 3200 cM™® DE LA PARTICULA ASBA-15. GRAFICA REPRESENTATIVA
DE TRES EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES.

b)  Caracterizacion y funcionalizacion de
particulas SBA-15

La EDS es una técnica analitica semi cuantitativa empleada para el estudio elemental o
caracterizacién quimica de una muestra. Estd basada en el principio de la energia
caracteristica de los rayos X emitidos por cada elemento, los cuales son inducidos al
someter la muestra a una radiacién ionizante, especificamente al haz de electrones en un

microscopio electroénico.

Para confirmar la presencia de lipidos sobre la superficie de las particulas se procedié a

hacer un andlisis por EDS de la muestra, y asi revelar la presencia de los elementos
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presentes. En la figura 11, se muestra el mapeo de las particulas aSBA-15, asi como de las
particulas hibridas PIM@SBA-15. La imagen obtenida de las particulas PIM@SBA-15 sugiere
fuertemente la presencia de un recubrimiento que contiene carbono en su superficie dado
el aumento importante en la sefal de este elemento colocalizado con el silicio. En la figura
11 a) se muestra el analisis de los elementos presentes en aSBA-15; se detectd la presencia
de carbono en bajas proporciones cuando Unicamente el isopropil del grupo funcional
aminado esta presente, pero significativamente aumentadas cuando se presenta el analisis
de particulas con liposomas. En la figura 11 b) se analizé la muestra PIM@SBA-15 la cual se
observa que hay mayor abundancia de carbono en las muestras decoradas, los cuales estan
presentes en las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos. Se observan sefales de carbono,
cuya abundancia se correlaciona con las estructuras de la SBA15 visualizadas por
microscopia. Estos analisis en conjunto sugieren fuertemente una decoracion exitosa de la

SBA-15 que despliegan en su superficie lipidos con PIMs.

A0 55 MAG: 22.0kx HV: 15KV WE: 15mem

FIGURA 11. MAPEO DE RAYOS X EMITIDOS POR LOS ELEMENTOS PRESENTES EN LAS PARTICULAS A) ASBA-
15y B) PIM@SBA-15. SE MUESTRA EN ROJO LA SENAL DE SILICIO, Y EN VERDE LA SENAL DE CARBONO.
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La particula denominada PIM@SBA-15 se analizd por microscopia electronica de
transmisidn (Figura 12), mostrando que la particula tiene un recubrimiento en su superficie.
Debido a este recubrimiento, las caracteristicas superficiales de la particula ya no son
visibles. Estos andlisis en conjunto muestran una decoracion exitosa de la SBA-15 que

despliegan en su superficie lipidos con PIMs.

b)

200 nm

FIGURA 12. CARACTERIZACION DE PARTICULAS PIM@SBA-15. IMAGENES DE TEM A) MUESTRA SBA-15
(NO RECUBIERTA), B) PARTICULA DE SBA-15 DECORADA CON LIPOSOMAS CON PIMS DESPUES DE TINCION
NEGATIVA.
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3.  Produccion de particulas hibridas aSBA15-
liposomas

a) Desarrollo de estrategias de analisis de
particulas hibridas SBA-15-liposomas

Aunque los analisis arriba descritos apoyan fuertemente la decoracién exitosa de particulas
SBA-15 con liposomas, era necesario contar con mayor evidencia de la decoracidn de
particulas de silice con lipidos bioactivos (PIMs). Asimismo, el contar con un método capaz
de asegurar la funcionalizacién y calidad de cada lote producido por estas particulas hibridas
seria sumamente valioso. Para ello, en este trabajo se implementd un andlisis novedoso,
basado en la afinidad de PIMs por la lectina Concanavalina A, y unas nanoparticulas
funcionales previamente desarrolladas en el laboratorio de Nanobio-éptica para andlisis de
espectroscopia Raman de superficie mejorada (SERS, por sus siglas en inglés Surface
Enhanced Raman Spectroscopy): las nanoparticulas de oro funcionalizadas con

Concanavalina A (Vazquez Ibarra, 2019).

La espectroscopia Raman detecta los modos vibracionales de grupos funcionales en las
moléculas, de tal manera que puede funcionar como una herramienta de analisis molecular.
El efecto Raman surge de la interaccién de un haz de luz (fotones) con la materia que esta
siendo investigada. Durante esta interaccién, los fotones pueden perder o ganar energia
igual a la energia vibracional molecular. De los fotones incidentes, solo unos cuantos (1 de
cada ~108) experimentan el efecto Raman, al perder energia con los modos vibracionales

moleculares de la muestra (Jarvis & Goodacre, 2004). Estos fotones que experimentan este
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efecto son los que se detectan para obtener el espectro de la muestra. Toda macromolécula
presenta un espectro Raman con sefales especificas. Las vibraciones moleculares en
algunos grupos funcionales pueden ser tipicas de ese grupo en particular, y no se ven
afectadas por el resto de las moléculas o por el ambiente. Estas vibraciones caracteristicas
del espectro son utilizadas para la identificacidon instantanea de ciertos grupos funcionales
en biomoléculas. El uso de la espectroscopia Raman para analisis de biomoléculas presenta
las ventajas de ser rapido, no destructivo y se necesita poca preparacién de la muestra

(Niaura, 2000).

Aunque el espectro Raman nos proporciona informacion estructural, la complejidad de las
biomoléculas puede afectar el andlisis. El espectro puede contener mucha informacién
consistente de muchas sefales o bandas que se sobreponen, dificultando su interpretacion.
También debido a que el efecto Raman es bastante débil, usualmente altas concentraciones
de las biomoléculas son requeridas para tener un buen espectro. Afortunadamente, el
analisis SERS ha generado interés como una técnica bioanalitica prometedora, combinando
la informacidn estructural presente en Raman con una deteccidn ultrasensible (Jia et al.,
2018). Se han reportado estudios de biomoléculas que algunos nanomateriales proveen un
incremento de su sefal Raman, incluso a concentracidon micro y nanomolares (Niaura,
2000). Este incremento de senal se debe al campo electromagnético cercano que ocurre
entre moléculas y superficies de nanoestructuras de metales nobles, usualmente oro y
plata. Cuando los fotones interactlan con las nanoestructuras metalicas, modos localizados
de plasmon de superficie son excitados y se induce un evanescente pero fuerte campo

electromagnético en la superficie de las nanoestructuras. Si existe una molécula cerca de la
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estructura metadlica las sefiales Raman de esa molécula son aumentadas, esto se debe a que
el efecto SERS es dependiente a la distancia (Jarvis & Goodacre, 2004; Nguyen et al., 2017).

El objetivo molecular debe estar muy cerca para poder generar el incremento de la senal.

Consecuentemente, se planted el disefio y construccién de una nanoparticula de oro y su
funcionalizacién con una lectina que reconoce de manera especifica carbohidratos.
Brevemente se sintetizd nanoparticulas de oro por el método de Turkevich, y se funcionalizé
con Concanavalina A la cual es una lectina de origen vegetal. Las nanoparticulas de oro al
estar expuestas a las proteinas tienden a formar una estructura denominada como corona

proteica, esto le confiere al nanomaterial una nueva identidad bioldgica.

b) Deteccidn mediante SERS y particulas
funcionales

Se utilizaron estas nanoparticulas de oro funcionalizadas con concanavalina A (Au@ConA)
para detectar la presencia de carbohidratos (manosas) en las particulas hibridas mediante
el analisis por SERS. Se realizaron incubaciones de las particulas PIM@SBA-15 y PC@SBA-15
con las particulas Au@ConA. A pesar de que las manosas tienen una presencia importante
en patdgenos, es el monosacdrido menos estudiado y existe poca literatura del estudio de

ellos por espectroscopia.

Basado en los resultados obtenidos y resultados de otros reportes, la region entre 1000-700
cm™ es donde se presenta la sefial caracteristicamente de las vibraciones de los grupos
funcionales C—Cy C—C—H. Esta region es donde se observan las sefales caracteristicas

de los carbohidratos. En la figura 13 se observa el promedio de 5 espectros obtenidos
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después de la incubacién con Au@ConA y las particulas PIM@SBA-15, PC@SBA-15. Se
evidencia que dentro del rango donde se detectan los carbohidratos, las particulas
PIM@SBA-15 muestran sefiales caracteristicas dentro de la region de carbohidratos. En
cambio, las particulas PC@SBA-15 y las Au@ConA solas, no presentan sefales especificas a
los azucares. Esto confirmando una decoracion superficial de las particulas PIM@SBA-15
con un glicolipido y demostrando la diferencia de nuestra particula control. Las lineas
punteadas de color negro muestran las bandas 776, 826 y 893 cm™ pertenecientes a
carbohidratos a-piranosas, y se describen en el libro de Infrared & Raman Characteristic
Group Frequencies de George SAcrates. Las lineas de color morado en 982 y 1147 cm™ son
las sefiales caracteristicas de la proteina ConA, las cuales pertenecen a el anillo aromatico

de la fenilalanina y al modo vibracional de C—C respectivamente.

TABLA 4 BANDAS CARACTERISTICAS DE LOS CARBOHIDRATOS ENCONTRADOS EN PIM@SBA-15 Y DE LA
CONCANAVALINA A

Bandas Tipos de vibracion
1 776 Vibracion de anillo a-piranosa
2 826 C—H vibracion caracteristico de a
3 893 C—H ecuatorial
4 982 Anillo aromatico fenilalanina
5 1147 C-C vibracion
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FIGURA 13. CARACTERIZACION DE PARTICULAS PIM@SBA-15 POR SERS. LAS LINEAS PUNTEADAS NEGRAS
SON LAS BANDAS PARA CARBOHIDRATOS, Y LAS BANDAS DE COLOR MORADO PERTENECEN A LA
CONCANAVALINA A. GRAFICA REPRESENTATIVA DE TRES EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES.
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4. Potencial de particulas hibridas SBA-15-
liposomas para fines de vacunacion

a) Evaluacion de biocompatibilidad de las
particulas hibridas en cultivos celulares in vitro en
linea primaria de fibroblastos gingivales

Estudios encontrados en la literatura sugieren que las nanoparticulas de silice son
biocompatibles y se degradan con el tiempo en el cuerpo. Estudios de citotoxicidad /In vitro
han concluido que la toxicidad de ellas aumenta conforme a su concentracion. La
morfologia y la carga superficial pudieran ser factores importantes que afecten el destino
de las particulas en seres vivos. En este trabajo se evalud el efecto de la decoracidn con
liposomas que contienen PIMs sobre la citotoxicidad de las particulas SBA-15 aminadas

convencionales (aSBA-15).

Se realizo6 el ensayo colorimétrico con sales de tetrazolio (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5 difeniltetrazolio) MTT para evaluar la viabilidad celular. Este compuesto soluble en
agua y con color amarillo es reducido debido a la actividad metabdlica de las células, las
cuales convierten al MTT en formazano (Keong & Halim, 2009). Esta reaccion es catalizada
en su mayoria en la membrana externa de la mitocondria e involucra las enzimas
oxidorreductasas dependientes del NAD(P)H (Berridge & Tan, 1993; Mosmann, 1983, p.);
solo las células metabdlicamente viables pueden reducir el MTT. Por lo tanto, la produccidn
de formazano es proporcional al nimero de células viables y se mide la absorbancia de la

soluciéon de formazano por métodos espectroscdpicos (Morgan, 1997).
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Para los estudios de biocompatibilidad se utilizd un cultivo primario de fibroblastos
humanos (Contreras et al., 2010). Estas células son los residentes abundantes en tejido
conectivo, y son comunmente utilizadas para evaluar la toxicidad de los materiales

(Pizzoferrato et al., 1994; Soares et al., 2018).

El uso de nanoparticulas de silice se ha propuesto debido a su biocompatibilidad y a que se
degradan en el cuerpo con el tiempo. Los efectos de nanoparticulas mesoporosas sobre
células han mostrado que dosis mayores o iguales a 0.5 mg/ml arrojan resultados de alta
toxicidad al usar este modelo en monocapa, mientras que la mortalidad causada por dosis
menores han sido consideradas como aceptable (Hudson et al., 2008). En este trabajo, las
particulas aminadas sin recubrimiento de liposomas, aSBA-15, presentaron una toxicidad
dependiente de la dosis, como esperado. En cambio, los ensayos mostraron que las
particulas recubiertas con liposomas (PIM@SBA-15 y PC@SBA-15) resultaron de una

biocompatibilidad mucho mayor (Figura 14) (Durfee et al., 2016; LaBauve et al., 2018).
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FIGURA 14. ENSAYOS DE BIOCOMPATIBILIDAD DE CULTIVO PRIMARIO DE FIBROBLASTOS A 24 HORAS DE
TRATAMIENTO CON ASBA-15, PC@SBA-15 Y PIM@SBA-15. ENSAYO COLORIMETRICO MTT. ANALISIS
POR T STUDENT P<0.05. LOS DATOS SON EL PROMEDIO DE 3 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES EXPRESADOS

COMO MEDIA = SEM.
En la figura 15 se muestran los resultados obtenidos después de 48 horas de incubacidn con
las particulas hibridas y la particula aSBA-15. La particula aSBA-15 muestra una disminucién
en la viabilidad celular dependiente de su concentracion. Estos resultados concuerdan con
otros estudios de la biocompatibilidad in vitro de la SBA-15, donde a concentraciones
mayores a 0.5 mg/ml inhiben el crecimiento celular (Lu et al.,, 2010). Sin embargo, las

particulas PIM@SBA-15 y las particulas control continGan mostrando una buena

biocompatibilidad. A las 48 h de exposicion con particulas hibridas vemos un decremento

75



en el porcentaje de viabilidad celular, aunque en comparaciéon con las particulas no
decoradas, el resultado muestra menor porcentaje de toxicidad. Se ha reportado que una
decoracion superficial con lipidos de las particulas de silice, mejora la biocompatibilidad asi

como su posible uso para una liberacién de fadrmacos controlada (Han et al., 2016).
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FIGURA 15. ENSAYOS DE BIOCOMPATIBILIDAD DE CULTIVO PRIMARIO DE FIBROBLASTOS A 48 HORAS DE
TRATAMIENTO CON ASBA-15, PC@SBA-15 Y PIM@SBA-15. ENSAYO COLORIMETRICO MTT. ANALISIS
POR T STUDENT P<0.05. LOS DATOS SON EL PROMEDIO DE 3 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES EXPRESADOS

COMO MEDIA = SEM.
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b) Incubacién de particulas hibridas con
macrofagos derivados de monocitos THP-1 para
evaluar expresion de TLR-2

Los macrofagos son células heterogéneas que mediante diferentes mecanismos varian su
respuesta a un estimulo, y usualmente se pueden caracterizar como M1 (activacion clasica)
o M2 (activacion alternativa) (Chanput et al., 2014a). La caracterizacién de la activacion de
los macrdfagos se puede realizar mediante diferentes ensayos como el aumento en la
expresidon de factores de transcripcion (NFkB, AP-1, INF, etc.), la produccién de citocinas
pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1b, IL-6, |I-8 e IL-12), el aumento en la expresion de PRRs (como
los TLR y los NOD), ademas de por su actividad fagocitica y la actividad de especies reactivas

de oxigeno (Chanput et al., 2014a; Genin et al., 2015).

Los receptores TLR2 reconocen una variedad de PAMPs, como de bacterias Gram-positivas
y negativas, lipoproteinas y peptidoglicanos, entre otras moléculas (Akira et al., 2006). Se
ha descrito que, tras la infeccion de micobacterias, el receptor TLR2 que se encuentra
expresado en células del sistema inmunitario innato, detecta la presencia de los PIMs (Vijay,
2018). Los PIMs han demostrado ser una de las estructuras moleculares principales en
micobacterias. Esta activacion de los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) del
sistema inmunitario innato promueven la activacidon de eventos celulares , tales como el
estallido respiratorio, la internalizacion por fagocitosis, y la produccidon de citocinas pro-
inflamatorias (Guerin et al., 2010; X. Liu et al., 2006). En este trabajo se realizaron ensayos

para determinar la produccion de citocinas proinflamatorias, la expresiéon de PRRs
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especificamente los TLR2, y la internalizacion por fagocitosis para determinar si los PIMs

promueven eventos celulares previamente descritos.

Los monocitos THP-1 son tratados con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) para iniciar
adherencia a la caja de cultivo y diferenciacién a macrofagos THP-1. Esto permite obtener
macrofagos derivados de monocitos THP-1, para utilizarlos como un modelo de macréfagos
humanos derivados de monocitos circulantes, ya que presentan una capacidad fagocitica y
expresion de receptores y un perfil de expresién de comparable después de estar expuesto

a un agonista de TLR (Chanput et al., 2014b, 2015).

T — * Incubacidn de particulas hibridas con
RPMI 1640 .
bl ins macréfagos THP-1 para evaluar
expresion de TLR2 por microscopia
Descongelar Poner par confocal
linea de pozo 2% 10¢ Incubacién con
T monocitos [ manocitos 0.2 mg/ml de
THRT THP-1 & & @ particulas ah o &
— @ — 200 00e ) _ o
__ * Incubacién de particulas hibridas con
macréfagos THP-1 para evaluar
Se cultivan monocitos de la Dejar incubado con 162 AM Remover medio expresion de TLR2 por citometria de
linea celular THP-1 con medio de PMA por 48-72hy 24 RPMI con A
suplementado RPMI 1640 a horas con medio fresco particulas fijar fl ujo
37°Cy 5% de CO; con PRA 4%
* Produccién de citocinas
proinflamatorias de macréfagos THP-1
* TNFa
* IL-6
- * IL-1B

FIGURA 16. DIAGRAMA DE FLUJO PARA OBTENER MACROFAGOS DERIVADOS DE MONOCITOS THP-1 Y LAS
PRUEBAS BIOLOGICAS DESARROLLADAS
La construccidn de particulas biomiméticas PIM@SBA-15 fue disefiada para desplegar en su
superficie PIMs. Con el objetivo de evaluar la interaccidon de las particulas hibridas con

fagocitos, macréfagos derivados de monocitos THP-1, se utilizaron particulas de aSBA-15

78



que desplegaban PIMs en liposomas que recubrian las particulas, y el fosfolipido PE
conjugado con rohdamina fue también anadido para fines de marcaje por microscopia de

fluorescencia.

Se realizd un andlisis confocal para observacién de particulas (marcadas con Rho-PE) y se
utilizd un anticuerpo anti-TLR2 para detectar la presencia de este receptor en los
macrofagos. En la figura 17 y 18, se muestra una microscopia de macrofagos THP-1 en
presencia de particulas con lipidos bacterianos (PIM@SBA-15) y particulas control
(PC@SBA-15) durante seis y doce horas, respectivamente. Se observa en la figura 17 que,
en presencia de particulas PIM@SBA-15, hay una mayor expresion de los receptores TLR2
de los macréfagos. Los macréfagos muestran una clara colocalizacidn de las sefiales de los
TLR2 con las particulas PIM@SBA-15. Por otro lado, la expresion de TLR2 en os macréfagos
tratados con particulas PIM@SBA-15 es incrementada después de 6 y 12 h (figura 18), con
respecto a lo encontrado en las particulas control PC@SBA-15. Mas aun, los macréfagos
incubados con particulas PIM@SBA-15 muestran vesiculasde gran tamafio (resaltadas en

circulos amarillos), sugiriendo una actividad lisosomal importante.
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Nomarski DAPI + Rho-PE Merge

PC@SBA-15

PIM@SBA-15

Ry

Eﬁ%&r 5 ek B
FIGURA 17. INTERACCION DE PARTICULAS PIM@SBA-15/ PC@SBA-15 DURANTE 6 HORAS CON
MACROFAGOS THP-1. MARCAJE DE NUCLEO CELULAR CON DAPI (AzUL), BICAPA LIPIDICA SUPERFICIAL EN
PARTICULAS CON RHO-PE (R0JO) Y RECEPTOR TLR2 coN FITC (VERDE). DENTRO DE LOS CIRCULOS
AMARILLOS SE MUESTRA VESICULAS DE GRAN TAMANO. IMAGEN DE MACROFAGOS THP-1 UTILIZANDO

MICROSCOPIA DE NOMARSKI (DIC) CON LENTE OBJETIVO 63X. LA BARRA BLANCA CORRESPONDE A 20 uM.

Nomarski DAPI + Rho-PE Merge

PC@SBA-15

PIM@SBA-15

FIGURA 18. INTERACCION DE PARTICULAS PIM@SBA-15/ PC@SBA-15 DURANTE 12 HORAS CON
MACROFAGOS THP-1. MARCAJE DE NUCLEO CELULAR CON DAPI (AzuL), BICAPA LIPIDICA SUPERFICIAL EN
PARTICULAS CON RHO-PE (R0JO) Y RECEPTOR TLR2 coN FITC (VERDE). DENTRO DE LOS CIRCULOS
AMARILLOS SE MUESTRA VESICULAS DE GRAN TAMANO. IMAGEN DE MACROFAGOS THP-1 UTILIZANDO
MICROSCOPIA DE NOMARSKI (DIC) CON LENTE OBJETIVO 63X. LA BARRA BLANCA CORRESPONDE A 20 uM.
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Para confirmar el aumento en la expresién de TLR2 en macréfagos THP-1 en interaccidn con
PIM@SBA15, se analizd por citometria de flujo. Como criterio de eleccion se evalué el indice
medio de fluorescencia (IMF) para evaluar la expresidon de TLR2 en macréfagos THP-1. Para
realizar este andlisis se obtuvo una ventana de tamafio (FSC-H) vs granularidad (SSC-H) para
delimitar nuestra poblacion y excluir restos celulares. En la poblacion de interés se realizo
el analisis de la intensidad de fluorescencia para TLR2. Se evalud la expresién de TLR2 en
macrofagos THP-1 tratados con con LPS, Zymosan, PIM@SBA-15 y PC@SBA-15. En la figura
19 se muestran los resultados obtenidos de la incubaciéon de macréfagos THP-1 con
particulas PIM@SBA-15. Se observa un incremento significativo de la expresién de TLR2 con
respecto al grupo control, y también con respecto a las particulas PC@SBA-15. Se ha
reportado que los TLR2 y TLR4 contribuyen significativamente en la interaccién y respuesta
inmunitaria contra M. tuberculosis. La activacion de estos receptores via PAMPs, como los
PIMs aqui utilizados, activan cascadas de sefializacidn las cuales subsecuentemente pueden
activar factores de transcripcién como NFkB y genes asociados a citocinas pro inflamatorias

(Talat Igbal & Hussain, 2014).
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FIGURA 19. ANALISIS POR CITOMETRIA DEL EFECTO DE PARTICULAS HiBRIDAS EN LA EXPRESION DE TLR2 EN
MACROFAGOS THP-1. A) ESTRATEGIA DE ANALISIS UTILIZADA A PARTIR DE LA POBLACION “IMACROPHAGES”
EN EL DOT PLOT FSC-A/SSC-A. B) DE ESTA POBLACION SE ANALIZO LOS MACROFAGOS THP-1 FITC+. c) EL

ANALISIS DEL INCREMENTO DE LA INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA SOBRE LOS MACROFAGOS THP-1 siN

TRATAMIENTO (CTL) Y CON DIFERENTES TRATAMIENTOS. D) ANALISIS POR T STUDENT P<0.05. LOS DATOS

SON EL PROMEDIO DE 6 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES EXPRESADOS COMO MEDIA + SEM.

c) Produccién de citocinas proinflamatorias de
macrofagos derivados de monocitos THP-1

La activacidn de TLR por sus respectivos agonistas, es un evento que desencadena vias de
sefalizacion que resulta en la produccidn de citocinas. Estas citocinas pueden activar a otras

células del sistema inmunitario y modular la respuesta de la inmunidad adaptativa.
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Se analizé la produccién de citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-6 e IL-1B por el método de
ELISA en macroéfagos THP-1 tratados con particulas hibridas y se comparé con la produccién
de citocinas inducida por agonistas de TLR. Se evalué la produccidn de citocinas tomando el
sobrenadante después de 6 horas de incubacién con los diferentes tratamientos. Los
resultados en la figura 20 estan expuestos como la media + SEM de 3 experimentos
independientes. La diferencia significativa en la concentracidn de citocinas fue evaluada por
analisis de varianza (ANOVA) con el ensayo comparativo multiple de Dunnett. Para TNF-a
se observé que las particulas PIM@SBA-15 indujeron una produccién de este factor con una
diferencia significativa comparada contra el grupo control. Asi mismo se ve que el agonista
de TLR-4, el LPS también induce un aumento en la produccién en las primeras 6 horas
(p<0.0001, ANOVA). Se ha demostrado la importancia del TNF-a para la induccién temprana
de quimiocinas y el reclutamiento de leucocitos. El TNF-a también contribuye en la
formacion de granulomas y se expresa altamente dentro de granulomas en individuos con
tuberculosis (Roach et al., 2002). Se observd también la expresion de la citocina IL-1B con
las particulas PIM@SBA-15, asi como con las particulas control (PC@SBA-15). Otros autores
han reportado que las particulas de silice inducen la liberacién de IL-1B por la via
dependiente de la caspasa-1 via la activacién del inflamasoma NALP3 (Carvalho et al., 2010).
La citocina IL-1B se ha asociado con el reclutamiento de neutrdfilos; ademads, estd
interleucina esta encargada de regular la expresion de E-selectina en ellos para iniciar
procesos de migracién (Lee et al., 2010). La secrecion de citocinas proinflamatorias como el
TNFa e IL-1B son requeridas para la activacion de una respuesta inmunitaria innata, la cual

modula el reclutamiento, activacion y adherencia de células fagociticas (Ott et al., 2007). En
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conjunto, estas citocinas proinflamatorias modulan la respuesta innata lo cual podria llevar

a la activacion de una respuesta inmunitaria adaptativa.
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FIGURA 20. EXPRESION DE CITOCINAS POR MACROFAGOS THP-1 BAJO DIFERENTES TRATAMIENTOS. POR EL
METODO ELISA SE EVALUO LA PRODUCCION DE TNF-A, IL-18B, IL-6 COMPARANDO CON LA PRODUCCION DE
CELULAS SIN NINGUN TRATAMIENTO Y CON AGONISTAS DE TLR-4 Y TLR-2. LOS DATOS SON EL PROMEDIO
DE CUATRO EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES EXPRESADOS COMO MEDIA = SEM. ANALISIS POR ANOVA
MEDIANTE EL ENSAYO DE COMPARACION MULTIPLE DE DUNNETT’S.

d) Destino intracelular del vector adyuvante
PIM@SBA-15 en macroéfagos derivados de
monocitos THP-1

La endocitosis involucra la formacion de vesiculas intracelulares las cuales se pueden
transformar en diferentes compartimentos endociticos. Estos compartimentos se
transforman de endosomas tempranos a endosomas tardios y luego a lisosomas, y esto
debido a una serie de pasos de maduracién y fusion. Existe una teoria que explica el proceso
de internalizacion, llamado el modelo de maduraciéon. En este se propone que los
endosomas y su contenido permanecen juntos y maduran para luego fusionarse con

lisosomas (Shearer & Petersen, 2019).

La internalizacion de patégenos en los endosomas fagociticos es un componente de

importancia de la respuesta inmunitaria innata. Después de formarse el endosoma, estos
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adquieren propiedades microbicidas mediante el proceso de maduracién de fusiéon
secuencial. Se piensa que las proteinas Rab GTPasas inician la secuencia de eventos de
maduracién y fusién de endosomas. Rab5 se ha detectado en endosomas tempranos,
donde reside de manera transitoria y Rab7 se presenta en etapas posteriores de
maduracion, en los endosomas tardios. Rab 5 se propone como la proteina que direcciona
la fusién al endosoma temprano, y también se ha descrito que las sefiales que activan a
receptores fagociticos direccionan a Rab5 a fagosomas nacientes. La supervivencia de M.
tuberculosis en células fagociticas se debe a la habilidad del bacilo para bloquear Ila
maduracién del fagolisosoma. Se ha reportado que los PIMs estimula la fusién a endosoma
temprano, estimulando la produccion de Rab5 (Garcia-Vilanova et al., 2019; Vergne et al.,
2004). Aun no se han identificado proteinas Rab que se localicen después del endosoma
tardio, en los fagolisosomas; sin embargo; la proteina de membrana asociada a lisosoma
(LAMP-1, por sus siglas en inglés) se conoce como un marcador de lisosomas (Vieira et al.,
2003). En este trabajo se utilizaron anticuerpos contra Rab5 y LAMP-1 para estudiar la
localizacion de ellos cuando estan macréfagos THP-1 en contacto con particulas hibridas.
Se utilizaron particulas de SBA-15 recubiertas con liposomas. Las particulas PIMs@SBA-15
fueron evaluadas in vitro. Se utilizé el anticuerpo anti-Rab 5 para detectar la presencia de
esta proteina intracelular en macréfagos y su expresion al estar con particulas hibridas
marcadas con FITC. En la figura 21y 22, se observa una microscopia de macréfagos THP-1
en presencia de particulas PIM@SBA-15 y particulas control, durante 15 y 30 min,
respectivamente. En los primeros 15 min de interaccién con particulas PIM@SBA-15, los

macréfagos muestran un aumento en la expresion de Rab 5 al estar interactuando con
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particulas PIM@SBA-15, en cambio, los macréfagos con las particulas control muestran
poca expresion de Rab5. Después de 30 min de interaccion los macréfagos con particulas
PIM@SBA-15 siguen mostrando una sefal intensa de Rab5 en comparacién con las

particulas control.

DAPI + NOMARSKI RAB 5

PC@SBA-15

PIM@SBA-15

FIGURA 21. INTERACCION DE PARTICULAS PIM@SBA-15/ PC@SBA-15 DURANTE 15 MINUTOS CON
MACROFAGOS THP-1. MARCAJE DE NUCLEO CELULAR CON DAPI (AzuL), RAB5(R0OJO) Y PARTICULA
HIBRIDA CON FITC (VERDE). IMAGEN DE MACROFAGOS THP-1 UTILIZANDO MICROSCOPiA DE NOMARSKI
(DIC) CON LENTE OBJETIVO 63X. LA BARRA BLANCA CORRESPONDE A 20 pM. IMAGEN REPRESENTATIVA DE
3 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES.
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DAPI + NOMARSKI RAB 5 Merged

PC@SBA-15

PIM@SBA-15

FIGURA 22. INTERACCION DE PARTICULAS PIM@SBA-15/ PC@SBA-15 DURANTE 30 MIN CON
MACROFAGOS THP-1. MARCAJE DE NUCLEO CELULAR CON DAPI (AzuL), RAB5 (ROJO) Y PARTICULA
HIBRIDA CON FITC (VERDE). IMAGEN DE MACROFAGOS THP-1 UTILIZANDO MICROSCOPiA DE NOMARSKI
(DIC) CON LENTE OBJETIVO 63X. LA BARRA BLANCA CORRESPONDE A 20 pM. IMAGEN REPRESENTATIVA DE
3 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES.

Se observé también la expresidn de la proteina LAMP-1 en macréfagos THP-1 en interaccidn
con particulas hibridas PIM@SBA-15. Se realizé este experimento incubando las particulas
PIM@SBA-15 por 3 horas con los macréfagos THP-1, en donde se observé un incremento
en la seiial de LAMP-1. En la figura 23 se observa cdmo la sefial de LAMP-1 colocaliza con la
particula PIM@SBA-15, la cual contenia Rho-PE en su bicapa lipidica superficial para su
identificacion por microscopia confocal. En macréfagos THP-1 los resultados obtenidos con
las particulas PIM@SBA15 muestran que se expresa el marcador de endosoma temprano a
15 min de incubacién; sin embargo, a 3 horas de incubacién con las particulas PIM@SBA15
aumentan la expresién del marcador del endosoma tardio. La expresion de esta proteina
asociada a endosomas tardios nos presenta una perspectiva de direccidon del sistema de

adyuvante PIM@SBA-15 hacia la presentacién de antigenos via el complejo mayor de
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histocompatibilidad-Il (MHC-II, por sus siglas en inglés Major Histocompatibility Complex-
).

Las células presentadoras de antigeno presentan un antigeno que ha sido fagocitado. Para
ellos los patégenos (o sus antigenos) son fagocitados y procesados por la via endocitica, es
decir que son fragmentados dentro de vacuolas hasta generarse péptidos pequenos, los
cuales son cargados por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad Il (Irvine
et al., 2015). Mediante el MHC-Il se presentan los epitopos a células T cooperadoras, las
cuales son capaces de activar al sistema innato y adaptativo mediante la produccion de
citocinas (Karch & Burkhard, 2016). La presentacion de antigenos peptidicos por las
moléculas MHC-II hacia los linfocitos cooperadores CD4* es una funcidén critica, ya que los
linfocitos CD4* producen citocinas, las cuales modulardan otras funciones del sistema
inmunitario adaptativo (Wu et al., 1995). Tomando en cuenta los resultados anteriores, del
potencial zeta de la particula PIM@SBA15 a diferentes pH, el destino intracelular permitio
analizar la posible via de entrega de moléculas de la particula. Como observamos en estos
resultados, la particula al ser internalizada y encontrada en endosomas tardios, donde el
pH se encuentra entre 4 y 5, la entrega de péptidos es posible considerando el destino
intracelular. En contraste, si la particula hubiera escapado del endosoma, péptidos, DNA, o
RNA podrian ser liberados en el citoplasma y ser presentados mediante el MHC-1 a células

T citotdxicas (Jahanafrooz et al., 2020).
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Nomarski+ Rho PE Rho-PE LAMP 1 Merged

PC@SBA-15

PIM@SBA-15

FIGURA 23. INTERACCION DE PARTICULAS PIM@SBA-15/ PC@SBA-15 DURANTE 3 HORAS CON
MACROFAGOS THP-1. MARCAJE DE LAMP1 (AzUL) DENTRO DE LOS CIRCULOS AMARILLOS Y PARTICULA
HIBRIDA CON RHO-PE (R0JO). IMAGEN DE MACROFAGOS THP-1 UTILIZANDO MICROSCOPIA DE NOMARSKI
(DIC) CON LENTE OBJETIVO 63X. LA BARRA BLANCA CORRESPONDE A 20 M. IMAGEN REPRESENTATIVA DE
3 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES.
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Xl. Capitulo 3

A. Conclusiones

Se sintetizaron particulas SBA-15 de un tamafio aproximado de 1 a 1,3 um de largo, de

forma y talla similares a las de un bacilo.

A partir de los lipidos totales de Mycobacterium tuberculosis y de Mycobacterium bovis BCG
se obtuvieron fracciones con lipidos anfipaticos. Se identificaron lipidos caracteristicos de
M. tuberculosis y M. bovis, y se obtuvieron PIMs del extracto total de lipidos. Estos lipidos
han sido reconocidos como PAMPs, y son capaces de activar células del sistema

inmunoldgico innato.

Utilizando fosfolipidos convencionales (PC) y lipidos de micobacterias (PIMs), se encontrd
una proporcion adecuada para la formacion de liposomas unilaminares bioactivos de

manera reproducible.
Mediante cambios quimicos superficiales en las particulas SBA-15 (cationizacion mediante

la introduccién de grupos amina), se promovid el ensamblaje de liposomas con PIMs

(anidnicos) para la formacién de particulas hibridas.
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Los ensayos de biocompatibilidad en células primarias de fibroblastos humanos gingivales
(HGF), muestran biocompatibilidad de las particulas hibridas y una menor toxicidad con

respecto a las particulas sin recubrimiento.

Se mostré que las particulas PIM@SBA-15 interactuan con receptores TLR2 de macrofagos

THP-1, promoviendo la sobre-expresion de los mismos en la superficie.

Se mostrod que la presencia de PIMs en la decoracion de particulas SBA15 induce claramente
la produccion de citocinas proinflamatorias, tales como Il-1b y TNFa, a 6 horas de

incubacion.

Los analisis por microscopia confocal de fluorescencia de particulas PIM@SBA-15 en
macréfagos derivados de monocitos THP-1 mostraron que el destino intracelular de esta
nanoconstruccion coincide con la ruta tipica para el procesamiento de antigenos
fagocitados: a los 15 min de incubacidn, las particulas colocalizan con Rab5, indicando un
aumento en la expresion de este marcador de endosomas tempranos, mientras que a las 3
h de incubacidn, las sefiales mostraron una colocalizacion con la proteina LAMP-1, tipica de

endosomas tardios.

Los resultados obtenidos durante este trabajo soportan la idea de un posible uso de la
particula PIM@SBA-15 como un sistema inmunoestimulante que podria ser utilizado como

vector de entrega con actividad adyuvante.
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B. Perspectivas

La vacunacion es una de las armas mas poderosas contra enfermedades infecciosas. Es
indudable el efecto que ha tenido en el ser humano, y cdmo ha ayudado a la longevidad de
la especie. En el drea de vacunas, existe la necesidad de vacunas de subunidad que pudieran
ser utilizadas para poblaciones en riesgo, asi como de vacunas y/o refuerzos vacunales que
permitan reducir costos, para ser aplicadas a poblaciones amplias. La nanotecnologia
permite el desarrollo de opciones libres de agentes viables, es decir de mayor seguridad,
pero capaces de incluir la variedad de elementos necesarios para montar una respuesta
inmunitaria efectiva: antigenos presentados en un formato coloidal, biomimético, y
patrones reconocidos por el sistema innato. Considerando los resultados obtenidos en este
trabajo, es necesario seguir evaluando los efectos que se pudieran presentar al usar estas
nuevas particulas. Entre los eventos a evalular se incluyen la capacidad del vector para
entregar su contenido, determinar la eficacia para la entrega de distintos antigenos, asi
como definir la dosis ideal para tener un efecto protector in vivo (empleando modelos
animales de patologias definidas). Esto permitiria dar pautas sobre la posible via de entrega
de las particulas hibridas, asi como explorar posibles reacciones colaterales. La ruta para
poder obtener un vector vacunal o un adyuvante es usualmente bastante riguroso, pero es

a través de estos proyectos que nuevas opciones podrdan salir a la luz.
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ABSTRACT

Tuberculosis. is the top infectios disease worldwide and the development of 4 vaccine and disgnostic tools to contrel the disease is a priority
thai reqrires a betier :|ndnnu:.mdrng nof the factors mendved im0 the pathngt-nmi';- of Myrohucferium feberrulosiz, the intections agent It is
knawm that hacterial cell surface components are relesed, mieract with immume cell receptors, and may traffic toward host cell sructures
Many of these compounds are lipids that have been associabed with mycolucterial viralence. However, their hydoophobic mature las fre-
quenly hanspered thelr biclogical study. Lo this woedk, sfica particles were coated with functlonal lipids to abtain a colloldal etspired
system basad on nonhydrosaluble ghycolipids. Myeobacterivm fuberadasis phosphatidylinositol mannosides (PIMs), known te inferasct with
recepdnrs of innate immune cells, were porified from the M. fubermidosts FETRy type straim, and nsed o prepane i'z.rp: umlameellar ||r|mmtmr.1
in combination with switterionic phmphatidﬂ chnline. Then, bacillary-like Sanda Barbara Amarphoas- 5 [(SBA-15] silica particles were cat-
fomieed and the vesiche lusion method was used W promaote the attschasent of anionic PLM-containing lipid bilagers. Thesmogravimetric
analysiz, x-ray diffeaction, N, sdsorption-desorption [sotherm analysls, Foarier transform infrared spectroscopy, dectnon microsoopy, and
zeta potential analyses were used oo characterize the matersals obtained, The s-prepared PIM-containing colloids, named FIM@ESRA-15,
shimweed hi.m:mnp:rihili_r!.' toward human fibrohlasts and were foand to colocalize with Tall-like receptor (TLR)2 apan their imoushation with
THP1 -devived macrophages. Furthermore, the particles induced the formation of preadopods and wene internalized into phagocytic cells. In
all, these data supges the wsefildnes of PIMESEA-15 particles 1o better comprehend the imteractions between immune cells and PIMs.

Publizhed wrder Beerese by AVS. Rrips: dodorg/ 10,18 155%, D00 68

LINTRODUCTION thie Iobogy of M. noherculoss is stll necessary. The rain festune of
this microbe is its cell envelope, an assembly of complex ghamsoon-
ugates, pmlc'in':. and Ilpid: ot h.ig;i'l m'ig;intl structures. © Tt has

Infections dissmses cise hundreds of millions of diszhalities
each year, almg with most infant deaths around the world." At i
present, the most deadly infectios killer is Mycobacterium fubercy-  been demunstrated that detinct strains of M. fibermipsis have dif
Tosis, the causal spent of tuberculosis, o disease loked to thousands ferent lgid backgrounds, which are related to different Lnununoge-
of deaths cach dl-.:,- Many efforts are underway for the develop- micity and virulence. - Up to 20 of the M, heherutases cell dry
ment of taals against twherculosis, imcluding new waccine formula mass oornesponds 1o cell envelope Lipids,” including free compo
tioms and friendly diagnostics, However, a betier understanding of — pents that are rdeased from the baclll and traffic into host cell
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membranes. Ooe of Ui oain Hpid clsses in mypcobacteda corne-
sponds o the cell surface  phasphatidyl-inosiol - mannosides
(PIsis), which are known to be distributed virmally all aver the
hacierial fenre .-icmmd.ing in rnull:rpl.c stindaes, Plkls represent @
key factor in the ouestalk between mycobacteria and host immune
cells, They are identilicd as some of the most appealing immune
aclivabors for the development of vacdnes and i:lll:uuuul]lv_mlpus.
thongh contradictory effects have been reported as well It has
heen estahlished that PTMs ane ru:n-gﬂm:d and bound by Toldl-11ka
Heceptor {TLH)2, a protein locded at the surface of phaw.u:g.‘li.:
cells, thereby activating intracellubir sigoals and leading o nobias
prolnfammatory  responses.” ' Stmllarly, PIMs are believed to
srongly influence the fate of phapocytosed bacteria apon their
Interaction with varlous cell surface recepbors, A better under-
standing of PIMs as activators of innate immunity is thenefore
needed, especiully due 1w their volvement in current develop-
ments of vaccines and mmunothorapies. L this regard, the
Ingerest of PIMg as hiologically active compounds is (impeded by
the unavailability of advanced model systems allowing their study
within a biomimetic context. Up to now, most functional stulses of
myoobactenial lipiads have oot been addressed i patusal seflings,
sach a8 i cells preincubated onte lipid-coated palymicrs or with
lipids added nusing toxic solvents In this work, the prepars-
tion af FIM-displaying biomimetic constnacts was considered by
wiing supparted lipid bilayers, e, hybrid partides composed af an
organie core sumrounded by preformed Gpid bilayers.” Whale dil-
forent meaterials have proved to be wseful for supporting lipkd bilay-
ere, mesoparmns silica was herein selected because of the unigoe
fetures in supporting hismimetic cnats. namely, (1) 0 mesocefinlar
scale, i, a structure bridging the nanometer scle of pores with the
microaneter ocll-ldke scale, (2) biocompatibitity, as denonsirated by
numcrous experimental studies i wiero and i v, as well as by the
emergenoe af silica-hased nancdmigs under cinical human trials,

Elwouatomghy T8

b) "
g +f-3§-«-> o wp (R

{EQ)z0(P Y7ol EQ) 20 TEQS

&ve scitation.orgjournalibip

£3) the ey fusdtnalbstion of silica surfades b optimibze oading
and adsocption, giving rise to partces that largely escood the
foading capaciry of tmditional lipasomes,  and (4) kw cost

In recent yeams, some cnrn]'-lr.'x hmlrg'u:al p'lwmrn have
been readily mimicked throogh ligsd bilagers supported on meso
porous silice ' To name a fee examples, Nordlund and colleagues
e ArTays al L:r!m.]mnm' © omidase 1o n:p:ml.ua.‘u the redaz-idriven
proton exchange across cell membranes, allowing the transport of
sons from the particle surface toward the oposkeleton-like porous.
silica. " Tawr their part, Liv and co-warkers reported the ue of silica
sanopartichs thal, wrapped with cancer ool meinbrass, elfectively
deliversd chemotherapeotic drogs I a tumor site.” The colloidal
PIM-displaved constnist was prepared as schematized in Fig |
Briefly, PIMs were parified from mycobacteria and used to prepare
lipusmes; then, the vesicle fasion method was used o support the
tipid bilayer on mesoporous silica. Because the new construc was
developed for the mimicry of bacierial surfaces, the bacillary-Tke
Santa Barbara Amorphous-15 (5BA-15) mesoporoes sillcn was
used s the innr!;.mjc SUppars. Chamactermation of silica, Ii.'pn
somme, ancl hybridd materials was performed  through  electron
microscopy, dynamic light sctlering (DLS), eeta polential mes-
surements, FTIR spectroscopy, and x-ray diffractometry. Finally,
the biocompatibility of the hybrid particles was assessed and their
imteraction  with haman  immune cells was  investigated by
Momarski and confocal micmsoepy.

Ii. EXPERIMENT
A, Bynthasis of mesoporaus 5BA-15

The 5BA-15 mesoporos: sifica was synthesizsd nsing the i
lalack Lup.ll!_rulur Pluroinic  EO20-POTO-EOX, PI23  (BASE
Ludwhgshafen, Gormany) & the disecting agent and tetracthyl
arthosilicate (TEOQS), according to the method of Flodstrdm and

4!
=

LipEusIE
with PIMg

MM dizploying Fybrid
mananartics

5BA-15

FiG: 1, Prapamben of omimets mesnpomius S8 parkcles with PMs. (3) Baclralmismicking Iposomes wes prepared wihh Ipid hayers of phosphaltyinasiol sama-
shdes (FIME) (mannosss depicled Be ma Rexagons) and prosphatidvicholine (pofar Resacs depiclsd 85 blus sphemsh. Mycobactenal oall srwelopes am compased of mul-

i eyers ihal inclode i plasma membrane: (P, ppidogtycan (PG). snshmogsiicton (AG), & mon sxemal liod bksyer knoen as

, and & ouler

TpuemeTitnng
byer {OL], whes Plds am lypically Sspipeet ™ Pikds were purfied dom M. béeruinss cells and used in prepare Sposomes: (b} SBA 15 shicy parides wes synhe-
siznd and () @ sef-assombly apprmach wees usan o e construction of hytnd PM-dsplasng paricies:
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Alfredson s medifed by Hermdile-Momabes e al ™" Briefly,
the polymer was dissalved in @ mixtune composed of 1125 mi of
water and 75 ml of 4M HCI and incubated under stirring at 35 °C,
Then, B mil of TEOS was added dmpwisc o the mixture, shaken for
1 min, anad allowed o react for 24 b at 3570 under Eunl.lu n'rrnug,
The vbamed gel was ransferred 0 o polypropylene botle and
autoclived for 24k at 88°C The prodisct was washed with water
and dred in air at room temperature for 72 b, Finally, the organic
L:ranl.tr was el 'rhrru.lp;h calcinagion at 500°C dor 4 h, and
washer in 4% peroxide/$% ammonium hydrocide and 4% pem-
idettAN HOL as desceibed by Davis and colleagues,”’ o promaote
the formation of wable bilvers onto the mesulting hydrophilic
sirface

B. Amine functionalization of 5BA-15

The 5BA-15 parficles were cstionized by o previowsly
deserabed pm\.'mlun:.. Briefly, 1.0g of the purticles was dispersed
in a solation of 3-ambnopropy] tricthoxysilane (AFTES) 1o absolute
cthanal at an APTESTEQS mtio of 0,31 (malimol). Then, the
reactinn was stopped by gently adding de-innized water and was
kept under agitation for 45 min, The nesultant cationined silica was
filtered, washed with demnbed water, dried @ room leogseritune,
and then heated at 110°C for 24 h

. PIMs from Mycobacterium tuberculosis

Tnactivated cells of M. teberculosis 1737 Ry were ohtained from
the Biosafety Level-1ll labormlory at the Institute of Biomedical
Hesearch, Universidad Nacional Awtdnoma de Méxioo. Total lipals
were obtained through the Folch extraction wsing chlooform/
mathanal misturcs, as provionsly deseribed.” The pooled and con-
cemtrated lipid extracts wene fractionated by adsorption chromatog-
rphy in an open colomn of Forisl and eloted with 3-column
volume-dutions of chlomform, follewed by mixtures of methanod
In chloraforna (5, 10, and 12% w'v) and chloroformemethanod:water
(612 and G358, wiviv) Each fraction was evaporated to
drymess in a oty evaparator and stored in an inert atmosphene at
—m'i:muﬂmThcﬂhh.muﬂsﬁnt[nﬂzmmL e

avs scitstian.orplournalflp

dehydration-rebydration methad. Brielly, the Lipids were dissolved
i chlorofornemethanc] (91, vol'vol] and evaporsted o drymcss
under a nitrogen. stream. followed by a vacuum desiceator treat-
ment for 30 min. Liposames imtended for cell culture experments
were prepared in gerile conditions within a laminar flow cbinet.
Then, the lipids were suspended in water (1 mgy'ml) al 3 empera-
e of 30°C and passed several tmes through a 22-gaoge needle.
Large unilamellar vesicles were obtained by repefitive extrasion
(6-7 times] through 45 m polycarbomate pore membmnes using
a mini-extmder {Avanti Prodoas Inc, St Daal, FL, USAL The
sanples were kept at 4°C antil we, Fluomseent Libeled liposoanes
were progared by the addition of 0% thodamine B coupled 10
glyeerophosphatidyl ethanalamine (Rho-PE. Invitrogen, Carlshad,
CALUSA),

E. Preparation of liposome-coated silica particles

The SBA-15 particles (2.5 mgl were suspended in 25ml of
distilled water. Then, 2.5ml of Lposonses wene added. The sample
was gently shaken with o micropipet tip and incubated at room
tempentuore for 25 min with sccsional shaking. Afterwands, the
incubation mediom was eliminated after centrifugation at 4000 rpm
for 1 min, The resulling hybeid pacticles were neswspended in
2.5 ml of distilled water and kept at 4 °C unti] wse. Liposonies com-
pesed af either PCoor o mixture of BC and PEMs were used.

F. X-ray diffraction

5:||.|]|-qu|¢ A-ray diffractbon (XHD wus wied Lo determine
the phases present in the SBA-15 particles. Diffraction patterns
were recorded using o MiniFlex, Rigaku Daffractemeter (Rigakn,
Co,, Tokya, lapan) wirh 2 28 scanning i the 28 mnge of (.5°-%0"
at 30 kY and 15 mA

G. Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy

FTIE specurcscopy was conducied I Spectoam Two
Instrument (Perikin Elmer, Waltham, MA, LISA) by the transmit-
tance hani in the wavenumber region between 400 and

varying in the number of manmose residoes and the number and
structuee of Bty acyl chalns, were obtained in the most polar frac-
tiom, as confirmed by thindayer chromatography (TEC) on silica
pl conbedd ;i.adcs. (0,25 mm thickness) with the hlhwim!
salvent systernss {1} chloroform:methanol (90:10, walivad], (2] chlo
rofoetemethanolwater (603EG, saltvalival ), and (3) chlorolorm:
methanalwater (50:35:8, wolfvolival), In sty resctsons wene por-
formied with 0.2% anthrone v Ha50 ac LI0°C for sapars, (02%
ninhydrin in acetone at 110°0 for primary amines; the molybde-
num blue spray reagent was used al room temperature for visuabiz-
g phosphate-containing Lipids. TLC analysis of lplds extraced
from the hwhrid particles was developed in the sobvent (3] and
visualized using the molybdennm blue spray neagend.

D. Liposome preparation

Liposmes were prepared with egg wlk pheosphatidylcholine
(PG + purified FIMs (al a weight ratio ol 50:50) of with PC alone
foomtrol liposomes), MultiBanellar vesiches were prepancd using the

00 ™ The samples were prepased by drop-casting e samples
onte alominam foils, allowed to dey at room emperature,. The
samples were washed with [0 in order to eliminate inframed
ahmrptinn I:q.- F0, and d.r:]'mrirad. antn the attenumted total reflec
tance cell with no further preparatinn.

H. Electron microscopy

High-resalutlon scannlng ebectron microscogy (SEM) analyses
were conducted by placing dried samples onto aluminom specimen
stubs and observed in a Fitachi SUE2N) instroment (Hitachi Ltd..
TM.:.-u. lapan). Transmissien electron micrsoupy | TEM]  was
carried oot with a JEM-1010 equipment (JEOL, Peabody, MA)
coupled tooa 729 Bloscan 1= 1 wide angle maltiscan GO camera
{Gatan Tne., Omon, UK) All samples (approximately 5] were
placed on Formvar-coated mppergrid.s (Ted Pella, Inc., R:dd:ins,
), treated for negative staining with 2% wmanyl acetate ot 8"
for 15min, washed with distilled water, and dried before their
abservation,
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L Physicochemical characterization

it assalynes of base (B4 IR partiche e oo
ductald = g Q800 TUGA betrament [TA Intrusents, Noew Casthe
DE. USA) o o beuting reie of 10 U/een, fhan 2070 b0 50070
ming an Ny wmosphore with & fow rte of 60 mifmin. The
Brupsucr-Emmwett-Teller (RET) specift wirface ares, Sepo of
SEANS parches was meciared usng e adsorption desorption
hﬁmdﬁ;n-ﬂ&'ﬁm-‘? b 3 equip
[Amteiey Paar, FL, USA), The pone sor diatributhon was caloulated
by the Barnctt=foyner=Habends (BH) mathod Zeta potential mes-
iremments of bare and functionalisad SAA-1% particles were deter-
mined by clectophoretc mobility & 25°C wsing 3 Tetasirer
NanalS metrement (Malvern Isatraments Ll UK)L The sume
eqapment wes med 10 measure the hadrodynamic desmeter of
contmol and PIM-contalning LUVe Theee neplicste mensanements
were performed for cach sample.

1. Cytotoxicity tests

T gt naight (nte the biocompatbility of the construct,
eomtred, and PIM- funetlonalieed SIA- LS pamtiches were tested using
thee i Replimmenbaglidulmmnd 3oyl 3 Sl pheptamadinm hanids
(BT wssay (Sigma-Aldrich], Primary linman gingival Gbroblast™
were culluped o 37°C in Mewell plates (0 the Dulbecoo-modified
Fagle medium) sipplomented with fetml bovine serum (10% wlival),
penicillin (106 TU mil | and streptosmyein (0,0 mgfmil ) in a humidsfied
atmsphere with 5% 00y Cells were grown for 24 b, using an
bduial dennity of 15000 cells bn | ml per well. Then, SBA-15 pani-
dlew wiere sdded at Incroasing concentraions, as indicated below,
After 8K h-incubation period. the mellun was discanded and
replaced with o solation of MTT in the » miestimm
(00l » 05 mghml ), mcubated for 4l 2 37, and the colarimet

FALA for 77 b Allerwand:, the mwlimm wan dsconded swl msrs-
phages mere inoshated b the fresh sopplomentod medmen for 24 b
Then., Rha-PE Libelod slcs pemides were sdded & 8 conaentration
of 0.2 g/, and incobated for 1, 6. or 120 Afer incubation, ol
m-ﬂn’ﬁﬂnﬂ,iﬂ-ﬁhﬂﬂ-ﬂldm'
1% for 13 min, washesd fwice with PBS, labeled with and-TLR2
antibody {ab100, Abcaes, Cambeidge, UK) aisd goal antl-tsmise
FITC secondary antibody (abT064, Ahcam). Samples were kepr in
m:4fnﬂm1,nihlhﬂminsaﬂﬂm
zmuumm:cﬂze-.mtm.-.im-u.
multilinesl argen? laser. Images wiene obtudmed wiil duts of diffier-
oot imterference contmst (ERCHNomarskd, groen fluosnticencs
(FITC-laheted TLR2) ane red fluorescence (Rha-PE labeled parni-
cles) analyses using the 7 stack mode. Mean fHuonescence images of
differvnt cells were analyred inr put-isasia]  soltwone, using an
Antothreshohd plogin ﬂm.a:mu{l.:l.nlu.uhzmﬂpﬂl al TLR2
expression was obamed from oclls ar various incubation periods n
the presence of control or PIM@SBA-15 particles

M. Macrophage pseudopodia extension and
phagocytosis of particles

TIHP | -derived macmphages were grsm in 25 mm-dameter
covenslips at an initial dersity of 25 000 cells/m| aml incubatad with
particles 3t a concentration of 0.2 mg/md, Then, cell-particle lnter-
actions wene assessed wing @ thermostaric halder ar 37 %C for
microscopic ohservation. The differential terference contrast
(D) Nomarski technigee was performed on an inverted micm-
sOpE lmrlh}nu LR, Tcl.‘_fu, lagan) with a Plln.n\pu Bl ] A0 NA
ol inmersion objective kns (Olympos, Japan). The images were
soquired  with an elecron-mustiplying  charge-coupled  device
camera (Lnca B Andor, UK) with 1002 x 1004 pivels. The ahservs
tinns d of a series of 31-frame-lony time-lapse acquisitions

ric pemction was measurod w10 nm folowing the fatar s
it ctons

K. Macrophage culture
The imumortal hasinain monogyic-deived THISL ool line was
o §o obtain TLEZ macrophape-like adherrnt ocdls.
Maonocytes were culmered o0 RIPMI 1640 sipplementod modiom with
i pyreneate || enAl), nonessenrial sreme acds (001 mM), 4.02
Wllm“w—ﬁm whil (HFPES) (75 mAl)
(D% mbl), 10% nactvaied el bovine serum,
p-ml-:umlwnl] and sopionmycin 1) mg'ml) ot 37°C in an
incziumor with ¥ (T, The nosadheres THIP. | adls were goown
Hltﬂﬂﬂlﬂ?-‘wtllﬂ‘uﬂrﬂﬁitdf—r—mb_l
wenirifupau o 1300 rpem for 4 min, ol $ 0 10 Gl wone allowed
o malan onle Ihmen deocter, polatinieed covendips by sdding
IGLinM phorbol  12.mmretae | baoiate (PMA) for T2h
Afcraants, the medarn wa discardod ard - .
e 1w the Ferh spplementnd mndasm e 16 b

L TLRZ sxpression assessment in THP- 1 derived
macrophagoes

Tin amalysr the exprossion of TLRZ dus b PIMNESDA- 15 mter
mcthos, 1.2 % 10" nomswrent THI 1 ol were sllowad 10 mature
o M mm-dameter gelatinieal covendips by mbding 1621 oM

with o 55 imerval between consecutive frames. The lmages were
analyzed using the pduse softwase. Oaly the contrast and lumdino-
ity were adjusted for optimal vissalizstion.

liL RESULTS AND DISCUSSION
A SBA-15 particles

For SRA-15 preparaiion, te tilodk copolymeés Plomic 123
wad usad as ihe disocling agent, and [HS wes awd s 1he sllica
pevcuarsor. ot the fine tanshiley of mesopoms silice, panmsls
wene characterived 0 ooefirm that sive, morpholegy, and teviursl
m—d:a!hp_m-mmheuihlh:w
srocture ~ — The o D paraswien are nportanl bocause they
axe knowm o disoa parkde imternalicastion into. phagocyts odls
only, Om the other hand, the textural propertes of e
sifica are of special intewes i a fpid bibyer s W he adbernd
For the reporied sractors, TGA shawed a firg ndlacion poing =
4530 correspoading o the physkcal desorption of waler male-
culcs, ' and @ socond, mose subde ks of material wesght, bwove
ML, wnriboted to shos debypdmaylstion [Fig Sl Te
n-!mﬂ--ﬂmmhhumdlme
ibows three diffraction peshs o 18S090°, L35, and LN,
assigrod a8 the (0003, (1ID), and (200} BbT neffoctions. respoctively
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s

[Fig. 2L}, inwdicating the presence of p6 mm bidinsensional plane
fugalted ¥|1mg|:'7| mrprlnn-rlrmrpnnn sotherms were p&rﬂ'rrmu;'d
in order o determine the textumal pmr\c'rrir.'i of the partacles. This
analysis showed a type IV isotherm curve, with a hysteresis lop
showing paralle adsorption/desorplivn branches [Fa 2100 These
data alse conflrmed the presence of well-ondered two-dimensional
musopares, which are typical of 5BA-15 silice, and the BET analysis
of M ac‘.snrprmn-dﬁ.orrﬂmn data medicated o srface anca of
R4 m::'g. a bodal pore molume of 1.1 |:rr|.1|'|.l. antd an average meso

pore dismeter of 49 mn [Fe 2000, inset]. Although variations i
the synthetlc procedures may allow the preparation of pamicks
with different parcsitics, it has been observed that very large pores,
such as those of porous pold, may prevent a proper fusion of lipo
sTLCH,  giving rise o huwn:gen:uui lipid hilayers through the
vesicle Tusion metlad,” Therefore, the anabyses of particles ind-
catid the presence of standand SBA-15 fatures, which are b line
with the application of mesoporous silica as a lipid bilayer sopport

FTIE amalysis was emphoyed o frther charcterize the
CRA-15 rd.rnrlu:'s. Bare SAA-15 purrlrlr-.: vielded the frp-q\r:m‘l FTIR
bands for onmodified silics struchures | Fig (d), black Fine].
Signals assigned o symmetric and asymmetnic Si—{—5i stretching
were observed 2t BOLT cn™" and 10693 Lin ™", nespectively. A band
at 16346 cm™" was attributed 1o the bending vibration of physi-
sorbed water, whercas a broad band with maximal sbsorption
apprn";lmnk'l:( Hd:l:rrn." was .135;.g,n¢|1 b h:.'dmw] ETIS, Hecanse
the partiches were designed to support anismic lipid bilayers, a
surface caliomization was performed Uroagh AFTES functionalica-
thome The resuliing aminated sifica (aSBA-15) showed absorption
hands of MH, groups. at 1470 and 1583 cm™, following APTES-SI
finkape.

The morphokigy of SBA-15 was analyzed by SEM. As shawn
Pl M), the muterial is composed of uniform baclliry -slegped
rods with aversge siees of approaimately 1-13am 0 kngth and
Wo—4ionm  in width, Additionally, the SEM  images also

Bininarpnases 15{4), Juliug M00; dor 10,11 168 DODGNES
Putlished under itense by &S
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FIG. 3 SEM microgaphs & difesnl magnilcios o SBA-15. A baolary
shaged rod of i, | ymelengis (@) and the S8A-13 hexagonal order of pores (2)
am cicaked by dolind pohgons

confiimed the prsence of hesagonal mesopons [Fig ]
Noteworthy, postsynthesis sllica functsonalization wy I'TES &
kmswwn f0 Iincrease the sre of the material ina n-1r|ﬁ|[11-|:.ul1| wary
in regard o pore and particle dimensi as the length of the
attuchid aminopropyd groug is anly 0.5 wn length.

B. Preparation of PIM-containing liposomes

miosis was fmctionated

To wet PIME, o lipid extrmce of M. fube
through norsal phase dhmamatography. Five faosns of increasiing
potarity were obtalned, a5 visualized by TLC anal (Fig 4L A
high palar eluate [ fraction Mo 5], res typical TLO pattern
fur the whole Ermily of FIMs, consisting of hemologs bearing two
L gix supar dooieties and di- and ees-0-scdaad visians.” The
Uiy oi of PIMs was achicwed 1t gh in st
chemi SUEAT AR
IF £ } .l|11g|'n|r.1l':!. actiie p"lm_,r:h.'ullrl:.l than-
aming was al udentitied as a mnor component of the fraction, as
revealed by both the mobiliy and e pesitive reactivily ko nindy-
drin {# & botiom, frst Tanch This misuse of p|rlr>p]Il:l||pldE L]
a5 the M. hulercadnsis

av=scitation.orgounalbip

W ok e R =

—  sSovent B
-
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— Solvent C

FIG. & TLC ansyee of Bpes vom M. fubsrcadosis HITRY, Top: factions of
incressing polarly slulsd will sdlves] A [acolsr). Bollom: the boacive high
pokanty fachon motins P sluesd wih 3 polar sohen! sysinm: Facion Mo 5
gawe nevririne {lane 1) and antne {lane 2| reactye spole. The fypicsl chio-
magraphy petiem of PME s vEsalired on 3 Wo-dmensiocal eolvenl
petan o a plate revesled wits e aslhose eagenl (nn )

As purt ol o highly heterogenesus, fimily of Bpids, with a
waryig number of sugas and farty wols, PLMs ane known o
PrescnT EeOmerrical shages other Than <ylinders. Mos of them
helong to inverse cone-shaped Hpids " For this reason, the forma
tiomn of [iposesmaes with pure PIMs may be hampered, as we con
firmed aflter Galed allemmjss o pmﬂ.".u.r virsaibes ELH e iHire
Lipids. PIM-dasplaying vedcles wend thus prepared using 4 mix
of epg yolk IPC [ ata 1: welght ratho. The TEM amsalys:
the PIM-containing liposumes || | exh d large unilame]
(LUVs) of approximately nm  dssmeter,
Imteresigly, PIAM-comaining liposomes  exlibited an atypical
saugh surface, which wae attrbated to the heteropeneons sizes of
::|nl.1-' nieads Thieir average h:.'rll'.'gil.'n..'.n.' dianieber was estinded
thronegh THE apalysis at M5nm [T |

Further confirmatior of the presence of PIMs in the lipid ves
cles was oblained throwgh FTI and zeta potential  analyses
tune of PEMs and PC the FTIR spoctrum of
bsgrption hands cotrespomding to baoth Tipids

kr  vesicles

Composed of a
ilpr-;.r.rnﬂ whiom
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FIG. & Chasciensbon ol Pl-cmianng liposormes. (1) TEM image of a Pldconlsning liposome. (h] DLS anales of PIM-mabtiseg Eosome posulslon. (£) FTIR
ﬁmrﬂi‘qmm Pids (magenia). and fame unilameliar wsicies composad of PC asd Pk (gmen) (d) and o) Lh.;ﬂk.amniﬂ“mnmr.m"lﬂkw

490 ew™

[Fig. 5cl]. The assignment of peaks to vibrations dee to specilic
functbonal groups was made accondlng 10 ger FTIH abearption
catalogs using pure PIMs and PC 54_'1:ph5 [k meagenita and
blse ;p¢\1'1| Far hath 'I|'|u1;. ='nnaI< £ 111pn11: n1.1r.c-|-. 2855 and
3930 em were atfriturted bo the .1.5I il anr|<'.'|1'|rn|:"r|. am‘. SYTTH
mmelric vibrations, whercas the signal al 1735 an™ was nlespe
as the C=0 stretching band. The spoctrum of standard PC showed
.1h:nrpr|nn hands at (069 109H cm™ aned 122001290 oo™, which
were attributed to the P07 symmetrical and  andi-symmetrical
stretchis The absorption signal at 970 em~" and the
weak shoukler peak 2t M90cm™ were asigned 1o the N—CH,
asymamitric vibmbioa of PC When lipesomes foromsed of BC+ PIMs
were analyzsed, the combined FTIR signals of PIMs and PC were
ohserved |Fi 1. s confirming the presence ab haoth
lipads in the vesicls. Furthermore, the presence of PIMs was con
liratse] by zeta potential analyses, which showed visicles with a negs-
the charge af —397mY, duc W the highly anionic newre of
ph-m,*'sl'ncun wibide proaps i PEMs (Fep in b ar) Fur..LII'.'. TLC
analysis was performed with lipids extracted from liposomes,
showing that both mycobacterial PIMs and PCowere released from
vesicle lipid eutmcts (Fig 51 b e sapplenentary material ),

i

C. PiM-displaying SBA-15 particles

The wesicle fusbon approach was employed w amach
!'I_\.I-.'\|:||:r|ln||'|_|1_ !||'-|L1 hilayers ta silica surfaces i'nn:; this method,

the formation of & rted lipid bilayes
ym-.ldl:d that & number of conditions are fulfilled in terms of pearti-
cle topography and surface coerge. In partioulbsr, i@ has boen
naticed that the Presene of attractive forces between the Imrganic
core and the vesicles & af special interest so that a sufficient
tenssom in the liposome can exceed e hais threshold for vesicle
ruptare, To address this the amine functionalizstion of SBA-15
particles was performed 1o promaote @ srong electostatic inteme-
tion between the protonated amines on mesaoporouas silica and the
negatively charged PlMs, ring
AU o bikayers bsas been the formation of dl:rupl-\.ﬂ mem-
brane patches when luge poss are present i e support sierbie,
as has been evdenced wsing poroues pald. As presented abowe,
SAA-15 silica bears 4.% nam-diameter-pores, thus ?mn.'ld'.ns a suit
able topegraphy for the formation of PIM-liptsome coating. In
spile of this, thene exists the possibility thal unbsoben liposomes
andior heterepenoous lighd composstions are peesent (o the Anal
fipid coat, which may influesce the particlés biological features.
such as hingomipatibility,  The wse of complementary characteriza
tion approaches, such as quarty arystal micmbalance with dissipa
tion o aboiic force microscopy, could prondide ferther clues on
these lssues,

Amomg  the  various  characterization
employed, the determinatinn of particle »

can b casily pecformed

An additional concern for p

'.m:hnn]ln:-: herein
potential, the presence
af PIMs optical signals (by TTIR spectroscopy), and ultmstrctural
changes were wied im onder W confiem  the  dentity wof
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FIG. 6 Zels potengd endyes of bas SBA-15 parfcks (Mack bar), amins-
nclonafired 58415 parfides (e bar], Pilb-containing |posomes (bl bar)
oo PREGEAL-15 hybod consiruds {gresn barl

_ |ut||'|g colloids. Zeta pl‘ll.rnllu| u:‘lul_r:r: of bare, amine-
nalized, ':lpnsnrur coated SBALS Tmrl:rlr-c s shown in T
Rare SRA- 15 particles showed a reta potential value dose o zem
aller the wsding procedores usex] 1o aditain pru:ullah:\l silannls
As cxpedted, the functionalizstion of SBA-15 with amine groups
prosuced a clamge of weta potentild to + LB mY, denanstrsing
the cationic nature of the functionalized partscies, After the coating
with liponsomes, the los ot :'tpc:-:.rd catimnic rh_trp-: was clearly
transduced imn et potential valses of 033 mY por PC-bilayer
cmitingg, wiwl —B1mV in e case of FIM-containing coating,
Fierther confieming the presence of negatively chasged phosphoino-
sitides in PIMBSBA-15 particles

FTIR analysis of lipkl-coated particles confirmed the presence
of functional groups of silica, including signals at 798 and

! attribuled o SI—0—%i and Si—OH vibeations, and
= '

861 cm

poaks of amine groups &t 1470 and §538cm™ [Fig -7l
The presence nf I-;l ds was also confirmed by ::gmlq attribted 10
CH. antisymmetnc and symmetric vibratims of liposome acyl
5.8 cm™!, featuring maodecubar fngerprints of
mally, uhtrstroctural anslyses of e and
where the

dlsaing at 2854 and 242
both PO and PIMs
lipid-costed SBA-15 particles ane shown In Flg

ordered pore arrays can be visualized for bare particles
whereas the onating of lipnsomes in PIM@SRA- 1S pars
civvered the stlica pores, which were m visible anymorne |

D. Biscompatibility of PIME@ESBA-15 particles

To the best of our kowledge, this (s the first time that amy
silica sracture has been used a3 a support for lipld blleyers with
mycohacterial lipids. As stated above, PIMs have been described with
warius biskogical effects, and binoompatibility tess of the novel con
struct were needed. Wi usal primary human gingival Gbeoldasts and
the MTT cytoncicity assay. The amine-functiosalized SBA-15 was
foand o induce a decresse in the wabibity of homan colls in a diose-
dependent manner, with mortality mtes above 25% at a concentra
tiom il 0.3 magml | 8). This fineking agresd with ather bincumpat
ibility reports of mesoporoas silice, where towdc effecs of silic have
been found @ doscs abowve 2mp'ml Contrasting with this,
Irnm|:1r'-'(\|rn1 pamr_lus shonwed far less srgnﬁr.qm effects on o2l

avs.scltation.orgfoumnalbip
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PG 7. Chiscieiraton of PIMESRA-15 padides. TEM image of tare (3) and
Pilll fipnsnme-comierd S5B&-15 {o) afer nogathve saning. The FTIH speciem (5]
auhinds e sl abomiion bands of amine-funcionaized 5BA-15 com and
melyene yhealons of 1he loosoms cosling (nests).

activity, which s not \.'.lml-king_. since the madificataon of surfaces
has been clearly identified as one of the main fadors influencing
nanopuriicde bivconmpatibiliy.” 10 has been ound, for indance, that
the adsorption of proteins from blobogical Jukds may  greatly
enhance the oo ar .|_:|r;.1'.‘ and the safety of imorganic p.‘urrlrl.ls.
Although there are a few meports aboat the effects of lipesome
coating on the properties of mesoporous silica, their biocompatibality
Bas been founed 1o be incressed ugon lipal-costing, a Gl alisibated
go the -.'nl'h'o.llul.g of the silanod ETOps = Ao |ran'sa|1I|l.'. the
presence of FPIhs dad mot .'h.m_uc the mitigation of Fmr._u'lr ioxicity
abserved with the contrd fiposome, thus saggesting gocd biocom
patibility of PIM@ESEA-13.

E Interaction of PIMESBEA-15 particles with immune
cells

It tiss been establishod that, upon an infection, mycobacterial
PIMs bind TLRZ, 2 receptor of Innate ||11r|1||r|ir:. in |'|1.1r:'nplu.gcs.
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Biointerphases

Fureally, live-cell imaging was performied in order to ook for
possible chanpes in the morphalogy and phagocytic behaviar of
nmnphzgﬂ crprmnd {7}) P'IM-nrm!a'min!: parrid:s. Momarski /DI
micrscopy amalysis is shown for macrophages exposed (o control
PUESEA-15 partiches (Fig. 53, video 1 in the supplementary mate-
rial" ") and 1o bicactive FIM@SBA-15 particles (Fig. 53, video 2 in
the supplementary material ). These recordings support @ differen-
tal :|1:I:i'|.'.i|:|.I of Plhl-d.ix.plnrmg 'par';in:l:u an the innate behavior of
nmrrph:_gu:. which displayed the formation of pseudopods, along
with pleagocylic processes in o matter of minutes, whenas oo bider-
acthong  were  observed  between macrophages  and  control
PCHEEAA-15 constriscts,

IV, CONCLUSIONS

Pinds, e bivactive molecular signalures of M. fuberculois,
were sucoessfully prepared within biomunetic Lpid bilayess sup-
ported on mesoporons silica. The hybrid  constrscts,  named
PIMaErSEA . 15, were found 1o colocalize with TIR2 pmh:ins, alsa
provoking the increxse in the expression of these receptors in
THE-1 dirived macrophages. As sugeested by Ui, PIMESEA-15
partlches were found 1o indece the formatkon of pscudopods in
Iiving macrophages, leading to particle phagocytosis in a matter of
mamuates upan their incubation, Alingether, these data support the
usefulness of PIM@SEA-15 partides in madeling the interaction of
mycobacterial PIMs and imeome cells within a biombmetic
approach. Further rescarch (s eocouraged o explore the adjuvant
potential of FIM@SEA-15 in the development of vacane carrlers.
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Funally, live-cell bmaging was performed in onder to Jook for
possile changes in the morphobogy and phagocytic behavior of
macraphages exposed to PIM-contaiming particles. Momarski/TiC
micnwcopy anmalysis is shown for macrophages exposed o contml
POEREA 15 purtides (Feg. 53, video 1 in the supplementary inale
rhal™') and 1o bioactive FIMaESBA-13 particles (Fig. 53, video 2 In
the supplementary material ). These recerdings support & differen-
al .n:tirity of FIM-d.ispla:nris r.\:rtidﬂ an the innate behavior of
macraphages, which displayed the fermation of peeudopods, 2long
with plagscylic processss ina malter of Qinules, whereas oo biler-
actlons  were  observod  between  miacrophages  and  control
PCESRA-15 constructs.

V. CONCLUSIONS

PiMs, the bamctive molecular signatures of M ubercrlusis,
were successfully prepared within blommetic lipid bilayers sup-
ported om mesopoross silics, The hrbrd  constrscts, named
PIMESAA- 15, were found to codocalize with TLR2 |1mtr:ir|=. alsn
pronoking the increase in the expression of these receptors in
THP-1 derived macrophages. As suggesisd by this, PIMESBA-15
partichs were found to induce the formation of pseudopods in
living macrophages, leading to particle phagocytosis in a matter of
minutes apon their incubation, Altogether, these data suppart the
uscfulnes of MIME@ERA 15 partida in modeling the interuction of
mycobacterial PIMs and imoume cels within & bomimetic
approach, Further research 5 eocowraged o explore the adjuvant
potential of FIM@SEA-15 in the development of vaccme carriers,
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Ahstract

Tuberculosis (TB), historically the most dgnificant casse of human morhidity and monality, has retomed & e top infections disease
wordwide, under circumstances worsened by the COVID-19 pandemic's devastating effece on public health, Although Mycobaceeriun
nibe rentfosis, the caussl agent. has been known of for mone than a cevtury, the development of tools o control it hes been larpely neglected.
With the advancement of nanctechnology, e possibility of engineering tools at the nanoscale creates unique opporunities o exploit any
molecular type. However, litle attention has been paid o one of the major attributes of the pathogen, nepresemtad by the atypical coat and i=
abundant lipids, In this review, an overview of the lipids encountened in M. nddse resadosis ond indemnest in exploiting them for the development of
TE contro] tools are presented, Then, the amalgamation of nanoiechnology with my cobacterial Bpids from both reported and fisture works are

dizonssead.
D 2023 Elsevier Inc. All rights resemved.

Keywonde Tuberculimia: Nammesdicome; O0VID 1% Mycohoctenal lipds

[ntroductbon

With the decline of COVID-19 cases and deaths, tuberculosis
(TH), the deadlisst disesse in human history, is once again the
major infectious killer worldwide. According o the last epornt of
the World Health Organization { WHO) on TB. M. tubercudosis,
the causal agemt of TH, cmsed 10 million new cases and 16
million deaths in 2021, just below those attibuted to OOV ID-19
dunng its deadliest :pc.n:.l Unfortunately, with the focus on
halting coronavims infecton, contml measures against TH have
been senously neglected, with devastating effects, Deaths caused
by TB increased for the first time in a decade. while the mimber
of diagnoses, reports and treatments fell to unexpected levels
COme of the major ohstacles to the contml of TB is the complexity
af the life cycle of M. fuberculsizz in most people,
M. tuberculosis infection is efficiently confined inside a lung

* Comesponding suthors.
Ermugil anddressex mzn sk anan Seneiunemms (R, Mamsekaran),
Il e i (LML L dipesz-Msrin i

it leon o 1801 (H 67 nema NF23.1 (0653
15499603440 A Blsevier Inc. All nghts reserved

gmnuloma, resulting in a latent stage that may last for decades or
until death; however, under immunosuppressive conditions, the
imfective node turns imto a highly contagious mespiratory dis-
ease * Although M. mbercuiosis was identified more than a
century ago, tools to prevent, disgnose and treat the disease at i
multiple stages are scarce. On the other hand. M. tuberculosis =
only the main spedies involved in human TH, as closely related
specics, namely M. africannm, M. canenti, M. bovis, mnd
M. maprae, ar hang identified more and mome in human TH
cases in various comtries.** It is noteworthy that the different
lineages of these species, which are part of the M. mubercnlosis
complex (MTC),* display phenotypic differences that should be
comsidered in the design of control measures.

The cument vaccine consists of a live attenusted mycobac-
terigl strain, the so-called Baallus Camette-Guénn (BOG),
which mduces pmtection against the most severe forms of TH,
espedally inchildren, but it is highly meffective against adult T8
in the highly infectious, spreading st.ng:." MNew vaccine candi-
dates are curently being explored, with proposals ranging from
recombinant BOG or pomising  attenusted  mycobacterial
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strains, ™ to mucleic acids camied by novel nanostructured plat-
forms.” 1tis expected that new vacanes may be svailable durmg
the next decade, for which nanotechnology would represent an
imponant component. Reganding diagnostics, more etforts are
needed to addmss the detection of both latent and active TB
promptly in the most affected populntons. While the develop-
ment of affordable methods for detecting active cases is one of
the top targets in public health, since it would significantly im-
pact the spread of the disease,'” diagnosis of the latent infective
form is also needed to focus on personalized medicine and epi-
demiological measures.” As pomted out above, millions of
cases of active TB go undiagnosed each year, leading to unac-
ceptuble preventable deaths. Some survey reports indicate that
only 2 % of active TB cuses ae curenty disgnosed.'™ At
present, the most common methodology used to detect active TH
is spurtumEmesr micmoacopy, 4 traditional smear test that rguies
skilled personnel and the manipulation of the pathogen. With no
appropriate methodologies for diagnosis, the most affected set-
tmgs warldwide frequently misinterpret TH symptoms {such as
fewer, chest pain, weight loss or night sweats ) with those of other
common diseases. One of the top priorties in TH research is
therefore the development of friendly and low-cost disgnostic
platforms, a challenge to which nmotechnology seems the nai-
ural akermative. On another side. a poor understanding of the
interactionships between M. mbercwlosis and host cells is now
limiting the enginesring of tools to fight against TH. The biology
of the hacilhs is exiremely complex: both activators and sup-
pressors of immunity an: expressed by the pathogen in a still
poory comprehended spatiotemporal way. In this regand, the
poential of nanotechnology to engineer biomimetic tools at the
appropriate sizes, tevtores, md forms would be of the highest
interest as well.

Fat: the molecabar key feature in the tuberde bacillus

TB discase is probably as old as humans are. Tubarculosis-
like pathologics have been found in ancient mastodons, and
M. tuberculosis DNA has been identified in o Pleistocene
hison.'*™ In hominids, there is data supporting that early
M. mhercwlosis progenitors might have been infecting individ-
mals as long as three million years ago.™ The question arises,
theretore, about the basis for such infective success, with the
tubercle hacilli apparently surpassing mankind's evoltion. From
a molecular pomnt of wiew, M. mberaulosis is 2 highly complex
micmorgnmism that invalves multiple pathogenesis facoms, with
proteins, lipids and glycns of the highest specificity. "~ Al-
though all molecular types in M. tubercwlosis have been found to
be involved in pathogenesis. we can affirm that the most out-
standing feature of the bacillus is, with no doobt, the unusual
waxy composition of the cell coat. Indeed, the extemely fatty
mat of M. mberculosis importintly  delayed the consistent
staming {and visualization) of the bacilli for Robert Koch o
fimally report his discovery in 1882, " Again, it is because of the
highly impermeable cell wall that mest common antibiotics fail
kil the hacilli, leading tolate use of chemotherapy agninst TH,
a5 compared to other bacterial diseases. In 1998, the fimst anno-
tated genomic sequence had revealed that M. mberoulosis con-
tmins examples of every known lipid and polyletide hiosynithetic

systern, including all those found in bacteria, mammals and
plants." The amount of fatty material in M. fuberculosis is uge
as well: ax o basis for comparison, e variety of enrymes in-
volved in fatty acid metabolism in the twbencle hacillus is 5-fold
greater than that in £, colf, giving nise to lipid content {ca 40 %
of the cell dry mass =y panllded only by oleaginous microalgne
when subjected to stress. ™ Many studics have sddressed the
ultrastmcture of M. mberculosiz cell-walls through vanous mi-
cmscopy technigues. " To dake, we know that mycohactera
am coated by a structure with a thick poly zaccharde netarork and
at least two lipid bilavers. Impaortantly, lipids with no covalent
linkage to this structure are known to he exported outside of the
bacterial cell during infection.™ In Fig. 1, a model based on
those reports i= depicted.

From a stctuml point of view, mycobacterial lipids show
some of the mast aty pical features, including skelatons up to 80C
in length, polymethyl branches, or fatty esters whose mpture
must be achieved thrmough umusually heavy lytic procedunes, ™
That ts why the presence of mycobactenial lipids has been used as
2 hallmark, along with DNA. in the identification of TB in an-
cient remains. ™ Mot surprisingly, the encounter between such
onginal chemicals and human cells allows 8 set of infemections
such as their meogmition by cell surface receptors, the nse in
antibodies during active infections, or the disruption of cell
membranes upon the liberation of the so-called “fre” lipids, ™
While the mechanisms linked to biological effeds of mycobac-
tenal lipids on host cells are poorly understood, growing evi-
dence highlights their importance in pathogenicity (see Box 1)
For instance, the delipidation of mycobacterial cells has been
associated with both immune activation and suppression™; from
gene mmnipulation experiments, we know that the impairment of
hicsynthetic lipid pathways may lead to a tremendous decline in
vimlence of mycohacterial straims 47 regandmg individual
lipids, some of them have been recognized for activating innute
immune mechanisms (through the mvolvement of pattern rec-
ognition receptors), and others are spedfically recognized by T
cells via the CD1 antigen presentmg moleaale, = Altogether,
these cumulative data have shaped mycobactenal Ipids as cen-
tral actors m TH disease.

From this knowledge, the applicahility of lipids in tools
against TB appears evident, especially for the development of
diagnostics, vaccines or fmmmne stmulators. Myoobactenal
lipids have been descaribed as among the most vahmhble reagents
for TB immunodiagnosis.® They have also been proposed as
wvaluable biomarkers of infection.® Opportunities to obtain
mycobacterial lipids either from altemative ‘hacterial soures ™
* or through synthetic approaches ™ have been described, and
chemical probes for taggmg my cobactenial lipids are availible as
well.*® However, working with lipids has not been an essy txk,
especially at bench-to-hedside levels or lrge-sale applications,
For many years, the biological smdies of lipids have imvolved
cumbersome procedures, In some studies, lipids were put in
contact with cells in the form of films at the bottom of cell cultune
dishes,*** Other strategies had inchided the use of either de-
tergentcontaining media,* ' or toxic solvents such as dimethyl-
sulfoxide and ethanol*® Mow, with the advancement of
nmatechnology, o mynad of possibilities has arisen for te de-
sign of bipid-displaying matenals. In this review, pioneenng
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Fig. L A macdel of the cell-wall of M. tuberculoris. The multiple lyers of mycohsciensl cell walls incligle: the plasms
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warks using nanotechnology to explore the hiomedicl apphi-
cations of mycobactenal lipids will be overviewed. General ad-
vanoes in nanoiechnology o fight against TH will be brefly
presented, and the opportmitics to exploit lipids will be dis-

cussed.
Nanotechnology, nanomedicine, and TH

Mmnomedicine is the subcaegory and appliction of nmo-
technology to medicine, a field that represents one of the major
interests in materials science. One of the main factors allowing
these two disdplines to interact easily is the nanostmctumed na-
ture of biology: every biomolecule (protein, lipid, sugar) or bi-
ological sructure m the cell & at the nanometric scale®
Themefore, the potential to cbtan synthetic structres at com-
mensurable scales to those found in cells, and to engineer ma-
tenials at the molecular level, constitutes 2 unique opportunity.
Manotechnology allows for the devdopment of materials sized
from 1 ®© 100 nm in size, with made-to-measure features:
structures with very large surface-to-volume mtios, nanoparous
carriers, or particles showing a highly controlled biodegradation;
their physicochemical properties can be controlled by tailoring
sizes, shapes, chemical composition, stracture, morphology, and
textuml properties, For instance, nanopatticles used in nano-

medicine can be readily fabricated from etther soft (organic md
polymenic) or hand (inorganic) materiak, and the interactions
between such mateniols and cells can be contmlled through
functional chemistres {Fig. 2). Examples an: the use of specific
antibodies for targetmg organs or tssues and the use of coatings
that provide stealthiness vis-a-vis the reticuloendothelial systemn,
both having clear applications in drog delivery, ™ Another ap-
plication of nanotechnolo gy enables the design of materials with
electmchemical conductivity or with optical activity useful in the
development of hiosensors. Related to this, the combined search
for DS and optical activity within a unigue nanomaterial is a
promising strategy being explored for diagnostics, including that
intended for simulmneous im-vivo sensing and therapy, an ap-
proach known as themgnostics. ** Altogether, thess possibilities
have pushed mmdich:asm:mging field in TB msearch,

with expectations E:rnm;:lru'-tmrs in drugdcll\c:l}' dingmosis.

treatment, and momitonng of infection,

The past two decades have wimessed an increasing interest in
the development of nanotech-hased nols agaimst TH. especially
for dmg delivery, biosensing and vaccine applications. Nano-
tech-devices for TB control can be categorized as follows:

(1) Vacdne or vaccing subumits composed of powerful
immune protective protein antigens,
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(2) Dmg camiers imtended to improve the phamacological
features of mti-TH teatments, & compared to tadi-
tional systems.

{3) Biosensoms based on proteins, peptides or nuclec acds
Imavan to bind human biomarkers, including molecular
tarpets from M. mberculosis or mt-M. mberculosis

Nanotechnology -based vaccines against TH

BCG, the only vaccine spproved agamst TH was developed
maome than a century ago. However, the immune msponse to
mycobartenia is not always associated with protection. No better
opticns than BCG huve been found, and a search for novel
strafegics 15 urgantly needed. The use of nanotechnology m anti-
TH waccine development scems promising, as non-replicative
and safe, though immunogenic formmulations may be obtained by
engineenng materials composed of selected antigens, adpvants
and nanocamiers. Momover, the possibilities to target specific
cells, tissues and trafficking pathways through nanotechnology
have been extended to non-proten biomolemles, suwch as
sugm's.m Vacdne developments have recently included only o
hmndful of potens: a 30-31 kDa poten (olso known as
AghSA), the PPE4 antigen, a heat shock protein { HspX), and
twio secreted, shon-length proteine lmown as Culture Filtmte
Protein (CFP)-10 and ESAT4."" Intemstingly, the unex-
pected success of nanotech-based vaccmes developed agamst
COVID-19 might represent a tour-de-force for the development
of novel formulations against other important discases, includng
TH. At present, a variety of vaccine stmtegies are under explo-
ration, including camiers based on viral capsids or virus-like
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= surface charge
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particles (VLF), biomimetic nanoassembliss, and DNA or
mANA vaccines.™ ™ Most of these non-living vaccine alter-
natives include adjuvant components, such as oligomicleotides,
antimicrobial peptides, monophosphoryl lipid A (MPLA) or the
mycobacterial incomplee Freund adjuvant (IFA)™

Drug carriers for ant-TH treatments

With nanotechnology, the free form of o drog can be for-
mulaed into nmo‘micostucures leading to more efficient
treatments than conventional pharmaceutical forms. Many types
of nannstmotimes have heen raplomrd for sotitoheralong D08
including liposomes, solid lipid nanoparticles, nanostructurad
lipid camriems, nano md microetmlzions, as well as vanous kinds
of manopartcles for encopsulatng fimt- or scomd-line antite-
berculesis drugs.*? Importantly, all these nanostructures may
be modified on their surfaces in order to avoid sideeffecs or
increase efficacy. Targeting agants such as DNA probes, pro-
teing, peptides, sacchardes, or lipids, 25 well 5 molecular
mimics (gpiamers or peptide mimotopes) have been wsed o
improve pharmacokinetics, These decorations allow nmotech-
hased DS o inoresse the uptake of drugs in the bloodstream, o
overcome microbial mesistance md to address drug teatments
through different administration mutes. " Nanostrctured lipid
carrers were the fistly DDS approved and have been widely
explored in treatments apninst TH. At present other platforms
am being extensively studied, including polymeric and protein
manoparticks, micelles and lipid complexes® Some systems
have been appmoved for clinical use in the treatment of other
discases, thus leading to thar mtarest in the ficld of TH: this is
the case of polylactic-co-glycolic acid (PLGA) particles, which
mpresent one of the most promising optons for dmg delivery
and have even sturted undergoing dinical trisls, ™ Another in-
teicsling v vel was paupuoscad by Tiousil ol al, whac (ifu-

picin, a fimt line anti-TB dmg, was encapsulated in polymer
nanoparticles that also contained a Fimier resonance energy
transfer (FRET) system to measure drug release in real time.*7 In
conchsion, the availahility of effident DDS for TH treatment
would be a breakthrough, given that the dumtions and schedules
of conventional treatments (3—4 drogs must be given for a 64
month-period) frequently lead to poor patient compliance and
adherenee to rentments, "

Bisensors for TH disgnosi

A wery active ama for the application of nanotechnnlogy
agamst TB 15 in the development of biosensors. Virmually all the
protein antigens invalved in vaccne development have also been
explored as reagents for diagnostic purposes, along with some
valushle diagnostic antigens, namely the AghSH, the MPBE3
antigen, and a lipoglycmn molecule, the Hpumﬁnmmmn.m
Two major strutegies for adive TH disgnosis hove been pro-
posed (Fig. 31 (i) the detection of secreted mycobacterial com-
ponents either in biological fluids (sputum, urine, saliva) or in
exhaled breath particles, and (i) the search for human bio-
markers associmed with the disease, which manly include m-
hemulosis-associated antibodics,

The detection of molecules secrated by M. mberculosis is
promising, since an essential set of compomnds 5 kmown to be
secreted of the early stages of the disesse. This is the cise of the
eary secreted mtigenic target of 6 kiDa (ES AT-6) md the 10kDn
culture filrate pmtan (CFPLO), which are highly specific mt-
gens of M. mberoulos & with genes in loci that have been deleted
from mycobacteria other than M. nberculosis. ' Not surpris-
ingly, various efforts are being undertaken in the development of
CFPI0-ESATh-detecting binsensors, Importantly, the same m-
tigens are cumrently used to look for the presence of blood
mcunn y T-colls i e disgoosis of lacol TS (o wctond wuadly

Host biomarkers.
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Fig. 3. Bismensors todisgnie sotive TH cates sre hawd on the identi lication of either molecul s fingerprint ssonsted early on by the pathogen (prodeing, ipids),
o hriomarke m secreten] by hosd cells dudng sn active infection, sich s mflmmation-ssacistsl mediators o antibodies. Figure oested with Bionender.
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performed through conventional cell assays),"" As mentioned in
the follbowing section, altemative moleculr signatumnes secreted
by M. mberculosis at eatly stages of infections are the cell-sur-
face free lipids, though only ome of them, the lipoar-
shinomannan, has been thoroughly explord and used in
commercialy availible tests. ® Most sensors that detect myen-
hacterial molecules are based on the detection of antigen-anti-
body reactions, ie. they wse specific antibodies for cpturing the
tarpet molorule. Nmotechnology has allowed the development
of very interesting methods o evidence antigen-antibody reac-
tions. Applied to TH diagnosis, transduction strategics include
naked-cye defection through nanogold-hased lneral immuno-
chmmatogmphy,™ optical immunosensors fabricated on liguid
aystals or plasmonic surfaces,™ ™ and a set of electmchermical
immunosensors, which have been based on amperometric,
impedimetric, potentiometric and conductometric  measum-
ments, sometimes fabricated on innovative substrates. ™7 For
their part, DNA-based tests are expenzive and less likely to be
suituhle n point-of-care settings: regandless, the use of whole
penome sequencing has led to the identification of regions as-
sociated with resistance to multiple dmgs in M. mberculosis
clinical isolates, mchuding wingle nucleotide polymorphisms
(SMPs), insertions and deletions.”® Recent studies hove proposed
o targeted sequencing approach for the identification of such
muttations, which has been succemstully achieved in sputum
samples. ™™ Thaefor, the development of nanotechnology-
hased sequencing methods to address this approach constitimtes a
worthy challenge.

On the other hand, the detection of biomarkers seorcted by
host cells is an attractive stmtegy, especially for point-of-care
settings where hiosafety facilities are absent and bacterial-con-
taining samples would pose a risk. Because the spreading and
most commaon presentation of active TB is a chronic pulmonary
disonder assodsted to inflammation, vanous proinflammatory
markem have been explored as o signamne of the disease. Ac-
monling to original md systematic analyses, pood disgnostic
performances am achieved only with multiple mardcers, AT
which have been deteced through proteomic technologies.™
‘The development of mpid tests based on these markers seems
very attmetive; however, because other inflammatory diseases
give rise to increased levels of inflammatory moleaules as well,
the specficity of the tosts can be compromised. Incidentally, two
mcont studics have shown that the divemsity of gut microbiota is
clearly altered during pulmonary TB,™ leading to discriminatory
metabolic profiles in faccal samples hetween healthy and in-
fected individuals, " Although more rescarch & needed to
identify the metabolites with the highest prognostic value, the
disggnostic/monitoring potential is relevant, espacially for smear-
md culture-negative patients.

Among the many molecular interactions known in biology,
mtigen recogniton by mntibodies mpresents one of the
most specfic. During active TB, the constant release of
M. muberoulosis antigens gives rise to antibody msponses of little
value for fighting the disease, though they present 2 great op-
porunity for dingnostics. Antibody msponses azainst the hacill
are known to be o hallmark of TH disease, and ther have been
mtibody signatures specifically associsted with active TB in-
foction, 055 FEED ae for some other discascs, pold-hased

lateral flow immunochromatography has been a common point-
of-care platform in the search for serum sntibodies. The naked-
eye test is based onthe use of colloidal {colored) gold fortag ging
the total antibodies of a human sample, and the immaobilization
of control and test antibodies onto functional ines of lateral flow
chromatography (Fig. 3). The technigue is mpid mnd simple, and
has been used in the development of commerdal serological tests
foor the disgnosis of TH.™ Unforunately, the carly spread of such
tests without imtematonal guidelines led to terrible misdiagnosis
pmblems, The tests were unable to consistenily achieve enough
sensitivity or specificity, and a policy statement published by the
WHO encoumged further research to identify new altematives
for serological tests before they can be mcommended ™ At
present, antibody signatures against seme selected antigens ap-
pear among the best biomarkers to achieve the sensitivity and
spedficty combination accepted by the WHO for a point-of-cane
dingnostic test.™ However, importmt issues remain to be ad-
dmessed. Some of the best protein antigens for mnducing anti-
bodies are those known to evoke strong protective nesponses,
This is the case, for instance, with the CFP10 and the ESAT-6(as
pointed out shove). Thus, the search of antihodies agninst po-
tential components of future vacanes restoins the development
of new dingnostics based on these markers. The heterogeneity of
antihody responses to proteins in human populations represenis
amother problem: it is known that the high polymomphic noure of
antigen-presenting molocules (the MHC moleoules ) leads to very
diffarent anti-protein antibody responses, ™ hampering the
selection of signatures for new tests. Finally, although the use of
nanatechnology conld significantly improve the sensitivity af
serological tests, until now only a few attempts have addressed
the development of novel platforms in the search for tubemu-
losis-associaed antibodies.

Monitoring of TB treatment ootcome

Most of the technologics mentioned above hove also been
explored to monitor the outcomes of TB drug treaments, ™ with
onc of the iop mtonests being the prevention of contact exposun:
to highly infections serosols from adive TH. At present. nano-
technology strutegies are emerging to allow the implementation
of friendly chnigues for TH montonng. One of the most
promising appmaches is the use of nanodevices to concentmte
hiomarkems without requiring special equipment. A great exam-
ple is the use of copper & polymer nunocages that seledively
harvest hiomarkers hefore the application of conventional fm-
munoassays,”’ Additional studies are still needed to specify a
molecular fingemprint of TH treatment success, ™ bt lipids will
pmobably be part of the basis of such o predicive signature,

Corrent advanaes in nanomedicine o exploit mycobacterial
lipids

As described in the st section, fhe possibilities offaed by
nmotechnology for fighting TB are expanding rapidly. How-
ever, most of the explored apprmoaches were hased on molecular
hydrosoluble components of the hacill, while the outstanding
variety and onginality of lipids has been largely neglected
Mycobacterial lipids have qualities that allow them o be wseful
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in different products, as they constitute important drog targets,
highty specific markers of discase and well-described modula-
tors of innate immunity, or highly speafic antigens. Moreover,
the exploitation of lipids as modulators of the immune response
muy kad to developments against additionzl infectious or
chronic diseases, well beyond the field of TB mszarch. During
the pastdecades, the use of polar compounds easily managed in
aquenus solutions has dominated in biomedical research. Now,
the advances in nanotechnology allw for controlled design of
mon-hydrosoluble matedals, In the following ssctions, we over
view the strategies used to exploit M. fuberoulosis lipids in
distnct applicmtions, We present different sections sbout pio-
necring works to exploit lipids through nmotechnology, ac-
cording to the type of application intended. Then we discuss
tending nanotechnology appmaches that should open the gates
to combating TB in the future.

Lipids for varcines and immunotherapies — modulators of te
InHTRE  rEsponse

The copacity for myoobacteda to activate the immune me-
sponss has been meognized since the discovery of the bacllus,
Preparations from killed bacteria and celbwall mycohacteria ane
commonly msed as adjuvints i research and animal imrmomi-
zations,™ ie, s boosters of vaccine immunogenicity, The
chemical stucture of mycobacterial cell-wall components is
particularty original, sometimes with poor likelihood of enzy-
mutic degradation by human cells. They have, for instance,
ambinosyl and galactosyl residues of 5- instead of 6-member
nngs (88 is commaon in mammalian cells), lipopeptides with D-
aminoacids, unique sugar moieties, und very atypical fatty acyl
tnils."™ Including these molecular features, various amphi-
pathic, free lipids have been identified as igands of mnate m-
mune receptomn linked to proinflammatory signaling pathways,
such as the Toll-like receptor (TLR }2, Dectin-2, the DO-SHGN
family of receptors md the Mannose Receptor (MR
M. tubercuiosis lipids wenbfied as ligands of these manmose-
mCognizing recepiors am the lipoarohinomannan (LAM), the
lipomamnnan (LM} md the phosphatidy Hnositolmannosides
{PiMs), all Incated in the M. tubercidosis cell-wall mnd kmown to
be wafficked into phagocytic and toward bystander cell-mem-
branes.” ™™ Other lipids, namely a dimycoloy] mehalose ([DMT)
and some simpler synthetic analogs, are known to bind the C-
type lectin receptor Mincle, another poinflammutory receptor of
innate immunite.**”® On the contrary, some other amphipathic
lipids trom M. mberculosis (or stucuml vanants of those
kmown as immune adivators) ae known o downmodulae m-
mune response mechanisms such as T-cell poliferation. the re-
lease of promflammatory cytokines, the expression of cellular
meeptors, or the phagosomal matumtion pathway, 47"
These molecules ane therefore thought to act as virulence factors
dunng M. miberculosis infections, and they offer apphications for
therapeutics'vaccine interventions, either to increase or down-
modulate the immune responss. In contrmst o heavily proin-
flammatory bioactive lipids, such as the lipopolvsacchandes
from £ coli, '™ mycohacterial proinflammatory lipids are part of
therapeutic preparations cumently in use, including the BOG
vaccine, which is widely used to vaccnate newborns and as

immunotherapy agamst bladder cneer.'"™ While the macm-
molecular bpoglycans, LAM and LM, ar casily manipulated in
water, special mathodologies am needed to use the mom hy-
dmphobic molecukes in biological systems,

At present, some studies have been done to exploit myco-
bacterial lipid immunomodulaios  through nanotechnology.
Using punfied lipids, our group proposed a biomimetic vaccine
camier composed of a PIM-decorated silica-hased mesopomus
stucture,'™® In this work PIMs wore extacted from
M. mbercidosis H37Rv type strain and purfied to formmlate
large unilamellar liposomes along with phosphatidy lcholine.
Then, colloidal PIM-displaying silica was prepared by the ves-
icle fusion method (Fig. 5). The resulting particles were found to
mtemet readily with antigen-presenting cells (THP1-derived
magophages). Both TLR-2 involvement and o mpid particle
mtemalization process were promotad with this colloidal prep-
aration, showing its potential as a subunit vaccine carner.

Lipids and wacdanes — antigens thar specfically acihare the
cellular immune response

Contrary to what was thought for many decades, the vanety
of mtigens mecognized by T-cells to specifically activate the
immune response importintly ncludes non-protein microbial
molecules, namely amphipathic lipids."™ The meognition of
these nonprotein antigens is mediated by CD1, a noncanonical
antigen-presenting molecule, and is involved i the response
aganst a set of micobial pathogens. In M. mebercuiosis, the
lipids identfied a5 CDM-restncted T-cell antigens ane mycolic
acids (MA), gluocose- and glyceml-monomyomlates (GMM,
GrodMM) LAM, PIMs, diacyltmhalose (DAT) and mannosy |-
Ph:ﬂlm)’ct&ﬂﬁ(ﬁ:{MPM}.m“'ﬁm; with fine specificities for
precise structures of the lipid wils %1% We know now that
lipid-specific  T-cells are activated and pmlifemte  opon
M. tubercniosis infection, or after BOG vaccination, sugresting
the nsefulness of myoobactenal lipids as vaccine subunits, along
with the possibility of monitoring latent 1B through the detection
af memaory T cell responses to particular lipids. "™ In view of
this, vanous nanokechnology approaches are being explored to
develop preparations for propery displayed bpids. Shang et al.
prepared micellar nanocamies comprsed of polyethy leneglyool-
polypropylene sulfide copolymers to deliver the highly hydm-
phobic lipid mtigens Mas. "™ A potent T cell response to the
lipid wus found using this approach, although o mixture with
hydmphilic antigens could not be achieved. The design of my-
cohacterial lipid-dsplaying liposomes has been one of the most
explomd and promising stmtegies, espedally since the descrp-
tion of synthetic approaches to obiam mycobacterial lipid ana-
lngs. Liposomes composed of vanous antigemc mycobacterial
lipids, also known as myosomes, have been widey exploned.
Myoosomes have mcluded sulfatides, PiMs and MA svnthebc
analogs, sometimes in combination with protein antigens,' '~

All the studics nsing mycosomes have ked o strong mmune

mses due to the lipid components, either i vitm'"™ or
in vive, T | inncomes decomited with dendritic cell-tar-
geting maolecules have been eported as well. "™ Maoreover, the
use of mycohactenal lipids has been shown to induce a stronger
immune mesponse than that achieved with cumently wsed

129



& T8 Vakdemeorr A i ke et al £ ficine: N

mjvants, such as monophosphoryl lipid A (MPLA) or alumi-
m.""  With another approach, D o ol prepured
M. miberculosis lipid-loaded chitozan nanoparticles, where iso-
lated lipids wene physisothed to the polysacchande matnx, to
chiwin highly immunogenic constructs.”® Finally, o combina-
ton of mycohactenal lipid<ontaining liposomes with inorganic
manostructured carmiers has been proposed by our group. The
msulang hybrid material hos interesting advantnges, namely in-
aemmed stability of the lipid-displaying assemblies, as compared
t liposomes, mnd the ease of cango encapsulation through o
ample adsorpton 'FI‘II'GSS_:EE

1B diagnosis — lipids as markers of disease

As mentionod shove, M. tuberculosis lipids have unique
smctuml features which may lead to the unequivocal detection
of the hacilli in luman samples (Fig. 4). Lipids am known to be
sreted by infected cells, ™ and recent reports have highlighted
tae interest in detecting MA, tuberculostearic acid (TSA) and a
Filcsl:lhati.dyli:l:lsltd ns hiomarkers of M. twberaulosi infec-
ton, " The identification of these lipids can be performed
mpidly in blood, sputum or exhaled breath aemsols; however,
taeir unalyses require sophisticated equipment, such 85 mass
spectometers, a5 well a5 highly trained personnel, Currem
tachnologies are not suitable in the search for hydmphobic
molecules, which are commonly released within lipid micmo- and
nanovesicles. That is why only LAM, 8 hydrosoluble hpoglyan,
hns bewn used us a biomarker of T disease in mpid tests . During
m mfccton, LAM hmkﬂxdiﬂmﬁmﬁmmﬁnﬁ as an offi-
dent marker for urinary LAM-based tests, "™ Commerdal point-
cfcare tests, based on lateral flow assays ame available from
Abbott Disgnostics (Lake Bluff, USA), the AlersLAM test, and
fom Fujifilm (Tokyo, Japan), the “Fujil AM”, These tests use
one or two drops of urine on 2 strip, and polyelonal or mono-
donal antibodies tgged with nanogold to allow naked-eve de-
tertion (Fig. ). Until now, the search for LAM in urine samples
has been the only method recommended by the WHO for TH
dingnosis, specifically m HIV-positive patients. Mem-analyses
mvolving the unne Alerel AM test have shown specificities up
1 9K %, but poor sensitivities (<30 %).'* Therefare the de-
wlopment of improved LAM-based tests & underway, with the
‘FuplAM™ as the first. advanced, next-generation LAM tost
“FuplAM™ is based on the combination of two high-affimity
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antihodies, along with & silver-based amplification step, which
significantly increases test sensitivity (Fig. 6)." One of the
main approaches for improving the LAM-hased test in urine is
identifying determinants of LAM immunogenicity. Becmse
sugar heterogeneity is common throughout M. mberalosis ge-
notypes, the search of key glycan S}iw'p:s and high-affinity
antihodies is currently an objective.

Using a distinct appmach, Hiatt & Cliffel developed a quartz
crystal micobalance (QCM) immunosensor, where anti-LAM
rahbit antibodies were immobilized to capture the lipoghycan
antigen, md mass changes were detected through the osallation
ofthe pezoclectnc maenial, Preliminary binding stdies showed
that using this method, LAM can be detected in <20 min.™" For
ther part. Crawford et al. developed a sandwach immunnassay
by immobilizing monoclonal antibodies against mannose-cap-
pad LAM on a glass-supponed 200 nm-thick gold layer. Then,
the capture lipoglyvean was detectad thmugh surface-enhanced
Raman spectmscopy (SERS Fadive nanoparticles via o second
antihody (Fig. 7). The method showed promising results in a
sm.nl.l! ;ﬂ”ﬂ!ﬁ.ﬂl of sera from TH-positive and healthy individ-
nals.

Recently. n novel interferometry platform was developed to
detect LAM in undiluted urne, The specific capture of LAM is
carried out by using 2 monoclonal antibody and a Mach Zehnder
imerferometer chip, integraed within o micmfluidic chamber, is
used i detect the macromolecular binding. By optimizing sev-
em| parameters, this system reached o lmit of detection in the
range of picogmms (475 pg'ml), encoumging its further ex-
P1clath:m as a pcﬁm-uf-cn s)’:t,m.:m l‘mnﬂ)’, a stmicgy for
enhancing the sensitivity of LAM deection was pmposed
thrmugh a copper complex dye within a hydmgel nanocage, able
to sequester the lipoglycan with a very high affinity, allowing its
further charactenzation through an immunoassay. The echnol-
ogy was able to detect LAM in unnary samples from HIV
negative individuals with aaive TH."™

The interest in LAM a5 2 mseful biomarker of active TH has
promoted the development of interesting techniques for har-
vesting the plycan hiomarker to chtain highly concentrated
samples: using a copper complex dye within palymenc nmo-
cages, Paris et al. developed o haii-chemisiry technigue o har-
vest LAM from urme samples, leading to highly sensitive
detection, which has been applied to other myoobactenal and
host disease biomarkers. ™ For therr part, Zheng et al. identified

Fag. 4. The lateral flow 1
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the presence of LAM in the surface of extracellular vesicles
(EVs) released from bacteria during active TH, then wsed oon-
ventionul EV-recovery techmigues to obtain concentrated sam-
ples whem conventional assays wem performed with preat
semsifivity esubs, '

In addition to the developments described for detecting LAM.
some other studies have addressed optical deection methods for
MA, the long-chnin specitic carhoxylic adds of mycobactenia,
with highly atypical chemical structures.
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tification of MA using silver nanoparticle-mediaied SER S hos been
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mlaied echniques have not been v alidated in clinical specimens yet,
when the mumber of hacterial cells md complexity of the sumples
may be msinctve.

TH diagnosis — the search for TB-associated antibody responses
against lipids

The identification of antibodies m blood or serum from in-
dividuals with active TH stinds out as one of the most suitable
diagnostic technigques  for point-of-cane  settings. Antibody

suspension |

Beod-beating
module

Pz %, Apromsingcloed system for the identificstom of mycobactenisl M As hes heen developed thmugh the combinsiom of @ madule o dsnpt bactensl cellk

with & lgron-a-chip (LOCHSERS device. Figure nejrodhiced with permisdon by ™
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detection may be adapted to 2 variety of nanotechnologies,
through different tmnsduction bivsensing methods, such as
electrochemistry, o variety of optical technmigques (visible and
Raman spectmscopies, intetferometry) and micmbalances.
Methods can be easily adapted to measure antihody classes
found in distinct samples, such as serum or =aliva. However,
dingnostic approaches using antibodies as biomarkes have faiked
=0 far to fit the requirements for sensitivity and spacificity needed
to replace the traditional micmscopy observaton of strined
smears.*’ In our opinion, two main issues are responsible for
such demotivating resulis; (a) the mtigens used as mmmmor-
cagents for antibody ipsts are cither nonspeafic or msutficiant to
provide senstivity by themselves, and (b) there is still & scardty
af technologies for exploiting the variay of non-protein myco-
hacterial antigens to which mtibody msponsss ore known to
appear. Most sarological studies have pointed to the convenicnce
of using multiple antigen codktails, instead of individoal me-
agents. Anti-protein mtibodies ane extremely variable between
individuals, in part due o the polymorphism of the antigen-
presenting molecules involved i their production,™ In contrast
to these facts, mtibody msponse to non-profein lipid mtigens
relies on pmocesses that ame non-significantly polymaorphic noross
hurman populstions, ™ and antibody responses during TH are
stron ger against lipids than pmtanz, " In spite of this, the wse of
nanotechnology 10 exploit the larpe variety of lipid mntigens from
the tubercle bacllus has been poor. Although glycolipids have
been identified among the best ragents to capure antdbodies
assodnted to acive TB, 255490 b ic a lack of methods
mimed at exploiting the non hydmsolble reagents. Reganding
this, the following sedion briefly describes a set of emerging
nanotechnologies through which lipids @n be assessed for the
development of TB control tools.

Emerging nanotechrologies — an opportunity to exploit
M. tuberculosis fpids

‘The classical definition of lipid was “Hydrophobic com-
pounds, which amre soluble in organic solvents as chloroform,
ethers or alcohols™, At present, although lipids are defined ae-
cording to their hiosynthetic and functional issues, " most of
them are indeed hydrophobic. While this feature represents the
hasis of cell individuality and compartmentalization (with lipid
membmnes as our structural divisions), dealing with Lipids in the
labomtory has not been easy, as common methodologies for cell
biology and biochemistry studies ocour in agueous environ-
ments. With advinces in manotechnology, the possibility of
obtaining synthetic matenals or self-assembled armys to produce
wiell controlled nanostmictures is greatly enhancing the potential
0 exploit lipids. Pioneoring works with mycobacterinl lipid-
contuning liposomes hove msulted m | immmmogenic
structures, also known as mycosomes.'" 71 A set of ad-
vances in biophysics and nmotechnology ane opening up novel
possibiliies for the study of lipid-protein mteractons. COne ex-
ample is the use of bicelle systems i.e, lipid hilayer-containin,
disc-like particles produced in the presence of detergents.’
Bicelle structures are useful for mucksar magnetic mesomance
(NME) studies and were useful in studying the location of pro-
teins in the hilayer and the effect of diferent lipids on enzyme

binding in Escherichia coli membrmes.”™” A wmeent work by
Patrick et al. demonstrated the great potential of novel hicelle
stmctumes in the study of protein-lipid interactions in mycohac-
terial mimetic membranes, '** Supported lipid bilayers (SLBs)
constitute another promising approach to the display of lipids in
either fundamental studies or technological applications, such as
dingnostics or targeted thempies. ™" Recent advances have
led to friendly md scalable pmcedures for ohtaining SLB= with
different lipid compaositions and 2 wide variety of solid surfaces,
including pomus, conducting or optical active materials,'“*'**
Using this appmach, our group developed PIM-comtainmg
mycosmmes on the surface of § BA15-4ype mesoporons silica a
bincompatible material, to gencmte a stable lipid-displaying
construct with high loading capahilites, leading 1o spedfic in-
teractions with cells from the innate immune system. "™ In recent
yers, the use of SLBs had been extended to hiogenic extmeel-
Iularvesicles (EVs) i, nanosized lipid vesicles hat, secreted by
cells, better mepresent the complexity of natoml membmnes, 142
This approach has facilitated the development of natuml vesicle-
supported lipid bilayers, where the study of lipid nterfaces
seems promising, and interesting technological applications of
mycobacterial EVs™ may be readily exploited,

Finally, the explorstion of specific materials for the simple
immabilization of mycobactenal lipids (through physisorption or
chemisorption) is waorthy of mention. Cano-Velirquez o al.
poposed a method to monitor anti-amycobactenal antibodies
with drop-casted antigenic hpids on polydimethylsulfoxde
(POMS ), a hydmphobic ransparent polymer commonly used
miniaturizsble devices, along with interferometnc  measure-
ments.** For their part, Das et al. demonstrated the successful
immohilization of M. mberculosiz lipids on chitosan nanoparti-
cles, allowing the production of a powerful immunogenic ma-
terial for vaccine applications.’ ™

Conchasions

Curent knowledge about the biology of M. mberaulosis has
painted to lipids as the key molecular festums of the micobe.
Ortstundm gly abundant and stroctumlly unique, lipid-containing
compmmds of M. mubermulosis are imvolved in cell recognition,
activation or supprssion at various steps of the immune re-
sponse and antigenicity. Biogenic or synthetic lipid anzlogs have
o great potential in the development of tools aganst THB. None-
theless, if the scarch for wols against TB has been neglected for
decades (with a >10{year-old vacane, an inoreasing number of
multidrug resistant strains, and no friendly diagnostic ests for
the most affected populations), the study of lipids is in an even
worse sitmtion. Working with hydmphobic, biactive molecules
has been associmed with cumbemsome steps and technigues
which are not easily implementad at the large scale In contrast,
nanotechnology provides a vanety of strategies allowing for easy
management of kpids: from the production of colloidal stnc-
tures, where lipids can be displayed and managed in agueous
milieux, to the design of hybrid particles where lipid bioactivities
may determine the fore of nanoconstmicts imended for binlogical
systems . Molecular engmeering, as achieved through bottom-up
nanoiechnology, may therefore represent & solution to fmally
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