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INMUNOLOGIA
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para la determinacion de la proteina FABP-I aplicado a
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2. Instituto de Investigaciones Bioquimicas de La Plata (INIBIOLP),
Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de La Plata
(UNLP)- CONICET, La Plata.

3. Inmunologia, Departamento de Bioquimica Clinica, CIBICI-CONICET,
Facultad de Ciencias Quimicas-UNC, Cérdoba

RESUMEN

La proteina intestinal de unidn a acidos grasos (FABP2 o I-FABP), ha sido propuesta
como un marcador temprano y especifico de dafio de la mucosa del intestino delgado en
la enfermedad celiaca (EC). Las concentraciones circulantes elevadas de I|-FABP se
asocian con grados crecientes de atrofia de las vellosidades intestinales y con la pérdida
de la integridad de la barrera epitelial intestinal. Por lo tanto, esta proteina se podria
utilizar como una herramienta mas en el diagndstico y seguimiento de esta patologia.

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar un enzimo-inmuno ensayo (ELISA)
competitivo, para lograr una deteccion altamente sensible de I-FABP, y cuantificar esta
proteina en muestras de suero de pacientes con EC. Para ello, se sensibilizé una placa de
ELISA con la proteina pura, y luego se aplicé una mezcla de anticuerpo especifico anti I-
FABP y competidor (proteina recombinante). Con el agregado de un anticuerpo 2rio y el
sustrato correspondiente de la enzima del conjugado, se pudo revelar la reaccién. Se
realizd una curva de calibracidn con 6 concentraciones de I-FABP, en un rango de 4,12 a
140 ng/ml.

Mediante ensayos de inhibicion, se pudo corroborar cémo concentraciones
crecientes de la proteina I-FABP purificada, redujeron la unién del anticuerpo anti I-FABP
a la I-FABP adsorbida a la placa, dando como resultado menor sefial de absorbancia, a
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mayores concentraciones de |-FABP y evidenciando asi la competencia del anticuerpo
primario especifico por los sitios de unién al antigeno entre ambas proteinas: la I-FABP
pegada a la placa y la I-FABP pura en solucién.

INTRODUCCION

La barrera intestinal es un elemento crucial para limitar la penetracion de las
bacterias del lumen y estd integrada por el epitelio, el mucus, la IgA secretoria (IgAs) y
proteinas y péptidos antimicrobianos, que inhiben y regulan el crecimiento de las
bacterias en la proximidad del epitelio (1). Las células epiteliales promueven la absorcion
de agua y nutrientes y las proteinas de unidn estrecha sellan el espacio entre las células
adyacentes (2). El epitelio se renueva cada 5-7 dias y la alta tasa de recambio de este
tejido sirve como mecanismo protector para remover células danadas o infectadas (1,
3).

La microbiota intestinal es en gran parte de naturaleza simbidtica (4) y cumple una
funcién especifica en el mantenimiento de la integridad estructural de la barrera, en la
inmunomodulacién (5) y en diversos procesos como la descomposiciéon y absorcion de
nutrientes, la produccion de vitaminas y hormonas y la prevencién de la colonizacién
por patogenos (4,5). Muchos de los efectos tréficos y estimulantes de la microbiota se
atribuyen a los productos derivados de la actividad metabdlica (6).

La gran especializacidon del sistema inmune residente en la mucosa intestinal ha
posibilitado adaptaciones para cumplir funciones opuestas: permitir la coexistencia con
la microbiota sin provocar inflamacidn franca y a su vez, proporcionar una respuesta
efectora acorde a distintos tipos de patdgenos. En el estado de homeostasis, el epitelio
intestinal absorbe nutrientes y previene la translocacidn de bacterias luminales. La
reaccion inmune excesiva estd regulada por mecanismos que mantienen el perfil no
inflamatorio y contribuyen a la preservacidn de la mucosa intestinal (1,7). Cambios en la
composicion, funcionamiento o actividad metabdlica de la microbiota (disbiosis) se
asocian a alteraciones en la permeabilidad epitelial que promueven el ingreso de
antigenos o estimulos a la ldmina propia (LP) y provocan un incremento de sefiales
estimulatorias que comprometen la integridad epitelial y pueden llevar a inflamaciones
cronicas. Estos efectos estan asociados a la patofisiologia de una variedad de
desdrdenes gastrointestinales (8). Asi, la incrementada permeabilidad de la barrera
intestinal contribuye a la patogénesis de la enfermedad celiaca (EC), a las enfermedades
inflamatorias intestinales (Ell), al sindrome de intestino irritable (Sll) y a la alergia
alimentaria (1). Por lo tanto, la evaluacion de la permeabilidad intestinal y los
mecanismos moleculares relacionados, podrian convertirse en un parametro interesante
a considerar en la practica clinica para estudiar y monitorear estas enfermedades (9).

Se han propuesto varios biomarcadores plasmaticos y urinarios para medir la
permeabilidad intestinal y la pérdida de la integridad de la barrera en las Ell, como las
proteinas de unién estrecha (TJs), la citrulina y la calprotectina (1, 10). Sin embargo,
estas pruebas no serian lo suficientemente especificas porque muchas condiciones
alteran la permeabilidad del intestino en general (11, 12).

La proteina que une acidos grasos o lipocalina intestinal (FABP) representa el 2% de
las proteinas citosdlicas de los enterocitos maduros del intestino delgado y grueso (13).
Es una proteina citosdlica pequefia (14-15 kDa), soluble en agua que une con alta
afinidad los acidos grasos de cadena larga (FA) y otros ligandos hidrofébicos y participa
en la captacién y el tréfico de lipidos (14, 15). En el intestino se detectan tres tipos de

Bitacora digital / Facultad de Ciencias Quimicas (UNC) I2



P

Sve
Secretaria de F' LM v Eesiclad
Ciencia y Tecnologia e UNC
It ¢ >
Cncias Quimicas

Naclona

Bitacoradigital aculted d

FABP: la FABP intestinal (I-FABP) localizada predominantemente en el yeyuno y menos
en el colon, la FABP hepatica (L-FABP) presente en el higado, rifidn e intestino, y la
proteina de union a acidos biliares ileal (II-FABP) de localizacidn exclusiva en el ileon (13-
15). Los enterocitos procesan los productos de hidrolisis de los lipidos de la dieta y las
FABP son criticas para esta actividad (14).

Su deteccion en suero se asocia a la ruptura de la membrana de los enterocitos por lo
gue podria ser un marcador sensible del dafio epitelial (9, 13, 14). Los niveles basales de
la I-FABP reflejan el recambio fisioldgico de los enterocitos (4), pero tras la destruccion
celular, esta proteina se libera facilmente a circulacién sistémica (13). Los niveles
elevados en sangre o en orina indicarian dafo de la barrera intestinal, con relevancia
prondstica para la actividad de la EC (16). Dado que I-FABP esta altamente expresada en
la extremidad de las vellosidades, se la ha propuesto como un marcador temprano de
dafio intestinal en EC (17) y sus niveles séricos podrian servir para discriminar pacientes
con EC de individuos controles sanos. En el suero de pacientes con dieta libre de gluten
(GFD), los niveles de I-FABP son similares a controles, por lo que esta proteina podria
emplearse para el seguimiento de la respuesta al tratamiento en EC (16). Por otra parte,
individuos con sensibilidad al gluten no celiacos (NCWS) que muestran una variedad de
sintomas en respuesta a la ingestion de trigo y cereales relacionados, pero sin
marcadores seroldgicos, histoldgicos o genéticos de la EC, presentan altos niveles de I-
FABP circulantes que se correlacionan fuertemente con los niveles de proteina que une
LPS (LBP) y CD14 soluble (sCD14) (18). Estos hallazgos sugieren un vinculo entre el dafio
de las células epiteliales intestinales y la activacion inmune sistémica en respuesta a
productos microbianos trastocados (19). Es atractivo intentar implementar métodos de
deteccion de esta proteina ya que existe la necesidad de biomarcadores no invasivos
que reflejen los diferentes cambios de la mucosa intestinal.

La I-FABP puede medirse con alta sensibilidad en plasma, suero y orina utilizando un
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) (20). Estos ensayos se apoyan en
tres caracteristicas bioldgicas fundamentales: la extraordinaria especificidad de los
anticuerpos, el elevado poder catalitico y la alta especificidad de las enzimas, de forma
gue se consigue una elevada sensibilidad y detectabilidad en la técnica, lo que tendria
una gran aplicabilidad en el diagnéstico clinico (21). Existen ensayos tipo ELISA sandwich
no competitivo para FABP basados en el uso de dos anticuerpos monoclonales, el de
captura y el detector que reconocen diferentes epitopes de la proteina (22-24). Dadas
las caracteristicas de la I-FABP detalladas anteriormente, seria relevante y util, poder
estandarizar un ensayo para medir con alta sensibilidad y especificidad los niveles de
esta molécula en muestras de suero en nuestro medio. Considerando los elevados
costos de los kits comerciales y la dificultad de adquirirlos regularmente nos propusimos
realizar un ELISA competitivo adaptado de un trabajo previo, en el que se desarrollé un
ELISA competitivo aplicado al control de alimentos aptos para celiacos (25), empleando
un Unico anticuerpo especifico anti I-FABP.

MATERIALES Y METODOS
Antigeno

Obtencion y purificacion del antigeno (I-FABP recombinante de rata)
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El antigeno se obtuvo en el laboratorio de la Dra. Cérsico (UNLP); se expresé ADNc de
I-FABP de tipo salvaje de rata (con 90% de homologia con la proteina humana vy
codificado en el plasmido pET-11a) en la cepa BL21 (DE3) de Escherichia coli (26).

Lisis celular

El pellet de bacterias se tratdé con buffer de lisis TEK hipoténico (10 mM Tris, 1 mM
EDTA y 40 mM KCl), y se lisé en un sonicador de punta Branson en un bafio de agua-
hielo. Los restos de pared celular y complejos supramacromoleculares se descartaron
centrifugando a 10000 rpm, 30 min a 42C. Se colocé inhibidor de proteasas y DNAsa para
eliminar ADN interferente. El pellet se conservd para SDS-PAGE (verificacion de pureza
de la proteina en cada paso del proceso) y al sobrenadante se le agregd 10 ml de
(NH4)2S04 saturado y se incubd toda la noche a 49C, en agitacion para solubilizar la
proteina.

Purificacion

La muestra se centrifugd a 10000 rpm durante 30 min en una centrifuga refrigerada,
recuperandose las I-FABP en la fraccidn soluble. La purificaciéon involucré dos pasos
cromatograficos: exclusion por tamafio secuencial (Sephadex G-50) seguido de
cromatografia de intercambio anidnico (DE-52), y finalmente delipidacién usando una
columna Lipidex-1000.

Separacion proteica

Columna G-50 Sephadex — Exclusién por tamaiio secuencial

Para el lavado de la columna se utilizd buffer fosfato (PO4 10 mM, KCl 150 mM,
pH=7,4) como eluyente; se reguld un flujo de 1ml/min y se sembraron
aproximadamente 25 ml de sobrenadante. Se recolectaron los volimenes eluidos con
un colector de fracciones y se midié la absorbancia a 280 nm para evidenciar la proteina.
La I-FABP eluyé como un pico importante luego de la mezcla de proteinas presentes en
el volumen muerto de la columna. Se separaron los tubos de interés en donde habia I-
FABP y los 15 ml resultantes fueron dializados toda la noche a 42C con 1000 ml de buffer
Tris PO4 10 mM pH= 8,5.

Columna Whatman DE-52 — Cromatografia de intercambio i6nico

El pool de I-FABP se eluyé usando buffer fosfato pH= 7,4 a través de una columna de
intercambio anidnico DE-52 (GE Healthcare) de modo de eliminar el ADN contaminante.
Con el pool de proteina se realizé un espectro de absorbancia de 200 a 300 nm de modo
de evidenciar la ausencia del pico de acidos nucleicos a 260 nm.

Columna Lipidex 1000

Finalmente, en el Ultimo paso de purificacidn se hizo la delipidizacién de la |-FABP
pura utilizando una columna rellena con Lipidex 1000 (hidroxialcoxi-propil-dextran Tipo
IV, Sigma) que retiene todos los sustratos hidrofébicos. Se reguld un flujo de 0,5 ml/min
a 379C, con el mismo buffer fosfato pH=7,4. Se sembrd toda la muestra obtenida de la
corrida cromatografica de intercambio idnico (Columna DE52), previa concentracion de
la proteina purificada en un dispositivo concentrador de presién positiva (Millipore) para
alcanzar una concentracion superior a 1 mg/ml, con el objetivo de prolongar la vida util
a-80°C.
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El volumen sembrado fue aproximadamente de 7 ml y se usd buffer fosfato. Las
fracciones obtenidas se midieron a 280 nm para determinar en qué tubos se encontraba
la I-FABP. La proteina obtenida se alicuotd y se conservo a -802C.

Anticuerpos

Anticuerpo 1rio

Se usé un anticuerpo (Ac) anti I-FABP comercial de conejo (ITT 5874. Polyclonal
Antibody Biosciences Geno Technology Inc., EEUU) que detecta I-FABP humana, de rata
o de ratdn; concentracion 1 mg/ml.

Anticuerpo 2rio

Se usé un Ac anti IgG de conejo conjugado con peroxidasa (Anti rabbit IgG-
peroxidase, Sigma A0545; solucién en 0,01 M en buffer fosfato pH 7,4 conteniendo
0,05% de metilisotiazolinona como conservante), generosamente aportado por la Dra.
Lilian Canavoso.

Muestras y sujetos en estudio

Se trabajo con muestras de suero almacenadas en la seroteca del Sanatorio Allende,
de pacientes y controles adultos, recolectadas por venopuncién y conservadas a -202C
hasta el momento de su utilizacion.

Criterios de inclusién: pacientes adultos de entre 18 y 60 afios de ambos sexos, con
EC o algun trastorno gastrointestinal.

Criterios de exclusion: Pacientes deficientes en IgA sérica.
Grupo 1: Pacientes recientemente diagnosticados con EC, triple positivos para Ac anti-
transglutaminasa tisular, Ac anti-gliadinas deaminadas y Ac anti-endomisio. Biopsia
intestinal positiva (N=24).
Grupo 2: Pacientes con EC diagnosticada, en tratamiento (EC-GFD), triple negativos para
Ac anti-transglutaminasa tisular, Ac anti-gliadinas deaminadas y Ac anti-endomisio
(N=24).
Grupo 3: Pacientes controles, con sintomatologia gastrointestinal, no celiacos, triple
negativos para Ac anti-transglutaminasa tisular, Ac anti-gliadinas deaminadas y Ac anti-
endomisio (N=24).

RESULTADOS
1. Caracterizacion de la I-FABP recombinante.

La obtencidn y purificacion del antigeno (I-FABP recombinante de rata) se hizo como
se describi6 en Materiales y Métodos. Luego de la purificacion, se calculd Ia
concentracidn en base a la absorbancia a 280 nm utilizando como coeficiente de
extincion molar, € I-FABP= 16900 (27). La pureza de las proteinas purificadas se evalud
mediante una corrida electroforética en un gel de SDS-PAGE 15% (Figura 1).
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Figura 1. Evaluacion de la pureza de la I-FABP recombinante de rata. A) SDS PAGE y tincién con azul
Coomasie. La flecha muestra la I-FABP en los tubos de las fracciones colectadas de mayor pureza de
proteina.

2. Espectro de I-FABP

La Figura 2 muestra el espectro de absorbancia de la I-FABP (solucién al 1% v/v) en el
rango 240-320 nm donde se observa la estructura conservada de la proteina I-FABP a
280 nm de longitud de onda. Este control se realizé ya que transcurrié un periodo de
almacenamiento a -80°C mayor del planificado originalmente.
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Figura 2. Espectro a 280 nm de la I-FABP recombinante.

3. Optimizacion de variables experimentales:

Para la implementaciéon del ensayo de ELISA se determinaron los siguientes
parametros:
a) Concentracion dptima de I-FABP purificada a inmovilizar en la placa que permita
tener una sefial detectable
b) Tipo de material de la placa para desarrollar el ensayo
c) Dilucién 6ptima del Ac anti I-FABP
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a) Concentracion optima de I-FABP a inmovilizar

La concentracidon dptima de I-FABP a inmovilizar se evalué6 mediante el método de
saturacidn con peroxidasa (25). Se utilizaron diferentes concentraciones de I-FABP (4,4-
280 ng/ml) y una concentracion fija y saturante de peroxidasa (1 mg/ml) la cual se
adsorbe en los sitios no ocupados por la proteina en la placa. La actividad enzimatica se
detectd con una solucidn reveladora de TMB (Orgentec, Diagnostika GmbH, Mainz,
Alemania) que se incubé al resguardo de la luz durante 5 min. La reaccién se detuvo con
una solucidn acida de H2SO4 y se midié la absorbancia a 450 nm. La seial generada fue
inversamente proporcional a la cantidad de I-FABP inmovilizada. La concentracion
Optima de I-FABP para sensibilizar la placa de ELISA fue de 100 ng/ ml (Figura 3).

16 ‘ Concentracién Abs
L4 (ng/ml)
s Li 0 1,34
=
£ 0 4,4 0,621
§ 0,6 - 8,8 0,321
0,4 “\ 17,5 0,349
0’; ~ ¢ * 35 0,309
‘ 70 0,104
0 50 100 150 200 250 300
Concentracion IFABP (ng/ml) 140 0,114
280 0,11

Figura 3. Determinacion de la concentracion dptima de I-FABP para sensibilizacion de la placa de ELISA

b) Tipo de material de la placa para desarrollar el ELISA

Se probaron dos superficies sélidas diferentes: placas de poliestireno convencionales
o de poliestireno luego de irradiacion gamma donadas generosamente por el Dr.
Chamley (28). En el caso de las placas convencionales, con todas las diluciones de la I-
FABP evaluadas se observaron absorbancias similares, sin diferencias significativas. Sin
embargo, con el material irradiado, a mayor concentracién de I-FABP las absorbancias
debidas a la peroxidasa adsorbida fueron menores (datos no mostrados). Se pudo
determinar asi que la I-FABP no se une de igual manera a cualquier superficie siendo las
placas de poliestireno con irradiacion gamma las que mostraron mejor adsorcion vy
desplazamiento de la peroxidasa, por lo que los restantes ensayos se hicieron en este
tipo de placas.

c) Dilucién 6ptima de conjugado
En placa de poliestireno segin punto b) se inmovilizé I-FABP 100 ng/ml, se bloqued
con albumina sérica bovina (ASB) al 3% en PBS-Tween y se probaron diluciones seriadas
del Ac 1rio (1:500 a 1:32000) en PBS 1x, pH=7; luego de la incubacién (1 hora a 372C) se
realizé el lavado correspondiente y se agrego el Ac 2rio (diluciones: 1:3000 y 1:6000) y
se incubd 1 hora mas a 372C. Se realizaron los lavados y se adicioné la solucidon
reveladora de TMB. Se frend la reaccidn con solucién de H,SO, y se midid la absorbancia

Bitacora digital / Facultad de Ciencias Quimicas (UNC) |7
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a una longitud de onda de 450 nm. En todos los casos (antigeno y Acs) el volumen usado
fue de 50 pl por pocillo.

En base a las absorbancias obtenidas con las diluciones analizadas y a los menores
niveles de background (datos no mostrados), se seleccionaron como 6ptimas para el
ensayo la dilucién 1:500 para el Ac 1rio y 1:5000 para el Ac 2rio.

4. Inhibicion usando I-FABP recombinante soluble

Para establecer la inhibicion de los sitios activos del Ac 1rio se sensibilizé la placa con
I-FABP (100 ng/ml) y se realizd una curva de calibracién con 6 concentraciones de I-
FABP, en un rango de 4,12 a 140 ng/ml; la placa se incubd con el Ac 1rio sélo (representa
el 100% unidn), el Ac 2rio sélo (blanco de reaccién) o el Ac 1rio luego de una incubacidn
a 37°C por 60 min con las 6 concentraciones conocidas de I-FABP (Figura 4).

y=-0,004x + 1,093 | Concentraciéon  Abs
R2=0,828
0 1,524
%,g 4,4 1,3
"1 Lﬁ\ 8,8 1,254
»n 0,8
2 06 g — — 17,5 1,16
0,4 35 1,156
0,2
0 y y 70 0,868
0 50 100 150 140 0,751
Concentracion IFABP (ng/ml) Bco. 0,237

Figura 4. Ensayo de inhibicién usando |-FABP recombinante

La ecuacion de la regresion lineal obtenida fue y = -0,0047x + 1,0939 en el rango de
0-140 ng/ml de I-FABP.
El R2 obtenido fue 0,8285.
El coeficiente de correlacion para este grafico fue r =-0,9102.

5. Valoracidn de las muestras de pacientes con EC

Se sensibilizaron placas de poliestireno irradiadas con 50 pul de una solucién de I-
FABP 100 ng/ml. Para la determinacidn de I-FABP, se realizaron diluciones del suero de
los pacientes 1/10, y se incubaron 50 pul de esas diluciones con 50 pl del Ac 1rio dilucion
1/500, en tubos individuales por una hora a 372C. Posteriormente, 50 ul de cada dilucion
se colocé en la placa de ELISA previamente sensibilizada y bloqueada y se incubé por 1
hora a 379C. El Ac 2rio diluido 1:5000 se incubé una hora a 37 eC y se continud con el
ELISA como se describid anteriormente.

Para poder evidenciar la utilidad del ensayo propuesto, se trabajo con tres grupos de
pacientes: celiacos al diagnédstico, virgenes de tratamiento; celiacos tratados y pacientes
no celiacos. A todos se les midié la I-FABP y luego con los datos obtenidos se procedio a
calcular el porcentaje de inhibicion del ensayo (Tabla 1). Se hicieron 3 experimentos
similares empleando en cada caso 8 sueros por grupo.
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Tabla 1. Inhibicidn con muestras de los grupos en estudio

Pacientes Triple Pacientes Triple Pacientes No
Positivos (N=8) Negativos (N=8) Celiacos (N=8)
% de Inhibicién
Experimento 1 70,88 + 25,54 76,42 + 31,16 72,29 + 11,16
Experimento 2 76,21 + 14,67 86,63 + 14,55 74,42 + 16,56
Experimento 3 59,08 + 17,90 73,96 + 10,17 69,87+ 15,95

DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un ELISA competitivo para la deteccién y
cuantificacidon de I-FABP en muestras de suero de pacientes con EC, pacientes celiacos
en tratamiento, y pacientes con algun trastorno/sintomatologia intestinal, con patologia
celiaca descartada.

Los enterocitos de la parte superior de las vellosidades son el sitio inicial de
destruccién en numerosas enfermedades intestinales (16). La I-FABP podria usarse como
un marcador de lesion dada su alta especificidad y abundancia en este tejido, y su
liberacion rapida a circulacion después de la lesion de la mucosa del intestino delgado
(24).

Para la realizacidn del ensayo se obtuvo la proteina I-FABP recombinante purificada,
con una banda uUnica en un SDS-PAGE, con una concentracién de 0,2 mM. El espectro
mostré un pico a 280 nm que corresponde a 2 triptéfanos (en posicion 6 y 82) y dos
clusters de cadenas laterales aromaticas, uno formado por Fen47, Fen62 y Trp82 y el
segundo que involucra Tyrl4, Fen17, Tyrl17 y Tyrl19 (29).

Para el ensayo propuesto, se pudo determinar la matriz sélida mas adecuada a
utilizar, la concentracién dptima de antigeno para sensibilizar la placa, asi como también
la dilucion de los Acs primario y secundario que generaron una mejor seial de
absorbancia. Se pudo corroborar, ademds, mediante ensayos de inhibicidn, cémo
concentraciones crecientes de I-FABP purificada, generaron un buen desplazamiento del
complejo Ac anti-I-FABP-I-FABP soluble, dando como resultado menor sefial de
absorbancia, a mayores concentraciones de I-FABP. Se pudo evidenciar claramente, la
competencia por los sitios de unidn al antigeno, del Ac primario especifico, con ambas
proteinas: I-FABP pegada a la placa e I-FABP en solucion, generando mayor disociacion
del Ac primario unido al antigeno pegado a la placa.

Se han desarrollado ensayos tipo ELISA sandwich no competitivo para FABP basados
en el uso de dos Acs monoclonales, el de captura y el detector que reconocen diferentes
epitopes de la proteina (22-24). En uno de estos ensayos, el ELISA no mostré ninguna
reactividad cruzada con otros tipos de FABP e indicd excelentes caracteristicas
cuantitativas como reproducibilidad, linealidad de dilucion y recuperacion, indicando
gue con esta metodologia se podrian medir con precisién las concentraciones séricas de
I-FABP (24). A su vez, las curvas de calibracién emplearon un rango de 0 a 50 ng/ml de I-
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FABP, con un aumento de la absorbancia dependiente de la concentracion (22). Ademas,
estos autores determinaron el valor de referencia de I-FABP circulante en suero en una
poblacion sana, que fue de 2,0 ng/ml o menos, y esto no se vio afectado por sexo y/o
edad (26) o 1,6 pg/L (24). El limite de deteccion fue lo suficientemente bajo para
permitir la determinacién precisa de las concentraciones de FABP en individuos sanos, y
a su vez el rango amplio de medicidn usado permitié que las muestras de pacientes
incluyan a mas del 90% de las concentraciones de FABP informadas en muestras
patoldgicas (23, 24). En base a estos reportes previos, en este trabajo se selecciond un
rango de 4,12 a 140 ng/ml de I-FABP para la calibracion.

El ELISA competitivo, con inmovilizacion de la proteina pura en la placa fue adaptado
de un trabajo previo (25), en el que se desarrollé6 un ELISA competitivo aplicado al
control de alimentos aptos para celiacos. El método actual del Codex Tipo | para el
analisis del gluten es el método ELISA R5 Méndez, que se calibra con el estandar de
gliadina del Grupo de trabajo de prolamina (PWG) y es utilizado por los sistemas de
control oficiales en toda Europa (30). El anticuerpo R5 es producido contra omega-
Secalin de centeno con un limite de deteccion de 3 mg / kg de gluten y un rango de
cuantificacion de 5-80 mg / kg de gluten. Se pueden utilizar dos tipos de ELISA R5:
sandwich y competitivo. El ELISA tipo sandwich R5 ha servido como prueba estandar de
la industria alimentaria para el gluten, pero no es eficaz para identificar fragmentos
hidrolizados mientras que el ELISA competitivo R5 es mds sensible a los pequeios
segmentos de proteinas que se encuentran en los alimentos fermentados.

En el ELISA competitivo disefiado, esperabamos, en base a estos alentadores ensayos
previos con la proteina purificada, encontrar diferencias significativas entre los grupos
seleccionados de pacientes, que determinaran una disparidad entre individuos con la
enfermedad recién diagnosticada, e individuos en tratamiento y controles. Sin embargo,
los valores de absorbancia obtenidos en las muestras de pacientes, no mostraron
diferencia significativa alguna entre los grupos, siendo en todos los casos, valores de
absorbancia bajas, que se corresponderian con altas concentraciones de proteina.

Uno de los factores que podria haber influido, es la gran concentracién de proteinas
de los sueros, ya que usamos diluciones 1:10, pudiendo haber interacciones no
especificas con los Acs que impidieran la unién especifica con el antigeno adsorbido la
placa. Otra limitacion de nuestro ensayo podria ser el uso de un Ac policlonal, ya que
algunos autores han reportado que utilizando sélo un tipo de Ac policlonal de conejo
para medir concentraciones de I-FABP los resultados no resultaron satisfactorios en
términos de sensibilidad y especificidad (31). Los compuestos enddgenos que interfieren
comunmente con los inmunoensayos clinicos incluyen hemoglobina, bilirrubina vy
paraproteinas y pueden producir resultados falsamente aumentados cuando los
interferentes entrecruzan los Acs de captura y detector y simulan la presencia del
analito, lo que podria haber ocurrido con las muestras del grupo no celiaco (32). La
combinacion de Acs monoclonales y policlonales seria mds adecuada para el uso en la
investigacion y la quimica clinica de I-FABP porque de esa manera se reconocerian
epitopes nativos y desnaturalizados, lo que seria fundamental en muestras de sangre
(31).

Otro factor a tener en cuenta es que quiza en los pacientes en tratamiento, los
niveles de I-FABP persistieron altos, a pesar de la ausencia de atrofia de las vellosidades
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y los niveles negativos de IgA-tTG. Esto seria indicativo de dafio intestinal de bajo grado,
incluso después del inicio del tratamiento. En este sentido, el dafio de la mucosa en la EC
en edad adulta es de recuperacion lenta e incompleta (13). De acuerdo con esto, en un
estudio de la I-FABP en pacientes con Ell usando un ELISA “in house”, se demostré que
los niveles plasmaticos de I-FABP no difirieron entre la enfermedad endoscépica activa y
la remision tanto en la enfermedad de Crohn como en la colitis ulcerativa. Sélo cuando
se empled una estricta combinacién de clinica con bioquimica para estratificar a los
pacientes se observé una reduccion de la I-FABP en colitis activa (33). Notablemente,
estos autores determinaron valores de I-FABP (mediana de 125 y 147 pg /ml) en
enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa mas bajos que los informados en pacientes con
EC no tratados y con atrofia de las vellosidades. Empleando un ELISA “in house”
altamente especifico que detecta selectivamente I-FABP humana, se fijé un valor de cut-
off de 382 pg / ml para discriminar entre pacientes con EC y sin EC (13). Estos autores
encontraron niveles séricos de I-FABP significativamente elevados en pacientes con EC
no tratada (mediana: 691 pg / ml); en individuos controles con sospecha de EC y prueba
de Acs negativa, la concentracidn de I-FABP fue 178 pg / ml, surgiendo que esta proteina
podria aportar una distincion fisiopatolégica entre EC y las Ell. En otro estudio, se
observé un nivel significativamente mayor de I-FABP en pacientes con EC y una buena
correlacién entre el nivel de I-FABP y la anomalia de las vellosidades, pero los valores de
I-FABP no mostraron un patrén especifico (34). Estos autores usaron kits comerciales y
propusieron un valor de corte 6ptimo de I-FABP> 1100 pg / mL para indicar la presencia
de una anomalia vellosa de grado Marsh > 2 con una sensibilidad del 39,7% vy
especificidad del 95,5% (34). Por otra parte, en un meta-andlisis evaluando la relevancia
de la I-FABP como biomarcador de obstruccién intestinal por estrangulamiento, se
demostré un alto grado de heterogeneidad entre los 8 estudios incluidos, lo que se
atribuyé a diferencias en la condicién de los pacientes y el momento de la coleccion de
muestras de sangre, los Acs usados para el ELISA y el tamafio de la muestra (14).

A pesar de no haber podido desarrollar el ensayo por inhibicion es importante
continuar trabajando en la implementacion de una alternativa local, ya que los kits
comerciales son casi inaccesibles para su uso clinico. En resumen, para poder utilizar la
determinacion de I-FABP en suero en la practica clinica, se necesitan mas estudios que
involucren un gran numero de muestras y procedimientos validados, para poder
contrastar los resultados de la nueva técnica, frente a un ensayo “gold estandar”, que
permita realizar una comparacién de métodos, ademas de valorar una poblacion mas
grande de pacientes para tener una muestra mas representativa de lo que realmente
podria estar ocurriendo en los distintos trastornos.
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ABSCESO HEPATICO Y BACTERIEMIA POR Schaalia
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Milagros. Especialista en bacteriologia clinica; Calgaro, Maillen.
Especialista en bacteriologia clinica. Laboratorio de microbiologia
clinica. Hospital San Martin. Presidente Peron 450.Parand, Entre Rios.

Resumen

Se presenta un caso clinico de un absceso hepatico con bacteriemia por Schaalia
odontolytica, bacilo Gram positivo del género Actinomyces, que es miembro de la
microbiota habitual del tracto orofaringeo humano y bajo ciertas circunstancias puede
actuar como patdégeno oportunista. Esta especie es una causa poco frecuente de
actinomicosis abdominal. Debido a su curso insidioso y a la naturaleza inespecifica de los
sintomas que produce, es importante su diagndstico diferencial para el abordaje del
tratamiento adecuado. Se destaca en el caso presentado, la cirugia abdominal previa e
inmunosupresion de la paciente como factores para la sospecha de microorganismos
oportunistas y para la incubacidn prolongada de los cultivos, contemplando la necesidad
del uso de técnicas moleculares como herramientas diagndsticas.

Abstract

Presented here is a case of hepatic abscess with bacteremia due to Schaalia
odontolytica, Gram-positive bacilli of Actinomycesgenus, which is a member of the
human oropharynx tract and under certain circumstances, can act like opportunistic
pathogen. This specie is an infrequent cause of abdominal actinomycosis. Because the
insidious course and the nonspecific nature of the symptomes, its differential diagnosis is
crucial for the accurate treatment. On this particular case, is highlighted the previous
abdominal surgery and immune suppression stand out as factors for the suspicion of
opportunistic pathogens and for the prolonged incubation of cultures, considering the
need to use molecular techniques as diagnostic tools.

Palabras clave: absceso hepatico, actinomicosis, Schaalia odontolytica
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Introduccion

La actinomicosis es una enfermedad crdnica invasiva producida por bacterias del
género Actinomyces, caracterizada por la formacion de abscesos, trayectos fistulosos y
fibrosis tisular. El compromiso hepdatico es de baja incidencia y el aislamiento de Schaalia
odontolytica como agente causal, un hallazgo poco frecuente (1,2,3).

Schaalia odontolytica (ex Actinomyces odontolyticus) es un bacilo Gram positivo o a
menudo Gram variable, recto o ligeramente curvo con filamentos delgados con
ramificaciones, anaerobio estricto o facultativo, no esporulado, no acido resistente e
inmovil. Se pueden observar con frecuencia como bastones mas cortos dispuestos en
empalizada u otros arreglos difteroidales (2,4).

Este microorganismo de baja virulencia, forma parte de la microbiota habitual del
tracto orofaringeo y ha sido aislado del tracto genitourinario en pacientes que utilizan
dispositivos intrauterinos (4). Es considerado un patdgeno oportunista, que bajo ciertas
circunstancias en la que existe disrupcion de la integridad de mucosas, puede
diseminarse por via hematégena y simular otras enfermedades como procesos
malignos, tuberculosis o nocardiosis. Constituyen importantes factores de riesgo,
cirugias abdominales y pélvicas, pobre higiene dental, inmunosupresién, enfermedades
del tracto biliar, uso de dispositivos intrauterinos por tiempos prolongados y el abuso de
drogas intravenosas (1,5,6,7).

Actinomyces spp son susceptibles a los betalactdmicos, y especialmente a la
penicilina G o amoxicilina. Su combinacidn con inhibidores de betalactamasas
constituyen el tratamiento de eleccidn. En individuos alérgicos a la peniciling,
eritromicina, clindamicina y doxiciclina han sido reportados como alternativas efectivas.
Metronidazol, fluorquinolonas y aminoglucdsidos tienen escasa actividad. La reseccion
quirdrgica de tejido infectado o el drenaje de abscesos permitirian acortar el
tratamiento antibidtico y prevenir las recurrencias (3,6,8).

Presentacion de caso clinico

Paciente femenina de 52 afios de edad que ingresa a la guardia del Hospital San
Martin de Parana por un cuadro dolor abdominal epigastrico de 48 horas de evolucion
de tipo continuo e intenso asociado a ictericia mucocutanea, coluria, hipocolia y
malestar general.

Presenta como patologia de base adenocarcinoma de vesicula biliar y niega habitos
toxicos. Como antecedente, refiere haber sido sometida a una cirugia por su
adenocarcinoma 6 meses atras, en la cual se procedié a la reseccién de la misma y se
realizd quimioterapia. Ademads, se encontraba en tratamiento con ciprofloxacina por un
periodo de 2 semanas por una complicacion del procedimiento con bacteriemia por
Escherichia coli, la cual también fue recuperada en liquido biliar.

Al momento del ingreso, la paciente se encontraba afebril y los examenes de
laboratorio revelaron: leucocitosis, anemia, hepatograma y coagulograma alterados.

Se realiza ecografia y TAC de abdomen que evidenciaron lesién hipodensa en
hipocondrio izquierdo sugestivo de un absceso hepdtico. Se toman muestras de
hemocultivos y se practica drenaje percutdneo del absceso hepdtico recuperandose
material purulento que se envia para su cultivo. Se rota el esquema antibidtico a
ampicilina-sulbactam por via intravenosa.

Los dos frascos de hemocultivos se positivizan a las 48 horas de incubacién y en la
coloraciéon de Gram de los mismos se observan bacilos Gram positivos difteroidales,
algunos con ramificaciones cortas, tincidon de Ziehl Neelsen y de Kinyoun negativas. En la
coloracion de Gram del absceso hepatico se observan bacilos Gram positivos
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difteroidales asociados a una flora polimicrobiana con caracteristica de anaerobios
(Figura 1).

Los cultivos de ambas muestras en agar sangre y agar chocolate se positivizan a las
72 horas de incubacién en atmosfera enriquecida en diéxido de carbono al 5%,
recuperandose colonias de blancas a grisaceas, pequefias, con aspecto rugoso y seco, no
beta-hemoliticas (Figura 2). Se realizan las siguientes pruebas bioquimicas para
diferenciar del resto de bacilos Gram positivos ramificados, prueba de catalasa negativa,
ausencia de pigmento amarillo, metabolismo fermentativo, gas de glucosa negativa,
prueba de CAMP reversa negativa, presencia de halos de inhibicién a vancomicina y
penicilina, pruebas de indol, esculina y ureasa negativa. Con estas pruebas no fue
posible identificar a nivel de género y especie, por lo que se informa de manera
preliminar como grupo Actinomyces, Actinobaculum, Arcanobacterium.

Los cultivos se envian al Instituto Malbran donde se realiza espectrometria de masas
por metodologia MALDITOF-MS y se identifica como Shaalia odontolytica (ex
Actinomyces odontolitycus).

A los 45 dias de comenzado el tratamiento antibidtico la paciente fallece por su
patologia de base por lo que no fue posible establecer la evolucidn del tratamiento.

p

Figura 1 Figura 2

Imagen 1: coloracién de Gram del absceso hepatico: bacilos Gram positivos difteroidales
asociada a flora polimicrobiana.
Imagen 2: colonias blanco-grisaceas del cultivo en agar chocolate del absceso hepatico.

Discusion y conclusiones

La actinomicosis abdominal continda siendo una enfermedad poco frecuente o
subdiagnosticada que puede simular otras enfermedades inflamatorias o procesos
neoplasicos. Su curso insidioso, sumado a los sintomas inespecificos con que se
presenta, hacen que su diagndstico sea un desafio (9,10).

Los sintomas mas frecuentes son fiebre, dolor abdominal y pérdida de peso y puede
presentarse con leucocitosis, aumento de enzimas hepaticas y signos de inflamacidn
sistémica (10, 11). Si bien son sintomas inespecificos, estuvieron presentes en nuestro
caso.

En las técnicas por imagen, puede observarse como una lesién hipodensa o como
multiples abscesos, siendo necesario distinguirla de procesos malignos y otras
enfermedades granulomatosas (10, 11, 12). En escasas ocasiones es posible arribar al
diagnostico sin realizar el procedimiento quirurgico (5, 6). En este caso, pudo
identificarse de manera prequirdrgica la lesion como un absceso y obtener muestra para
su cultivo.

La posibilidad de una infeccidon actinomicdtica debe sospecharse ante presentaciones
abdominales atipicas, particularmente si existe historial previo de cirugias o
traumatismos abdominales (3, 13). Aunque la actinomicosis hepatica no se sospechaba

Bitacora digital / Facultad de Ciencias Quimicas (UNC) I3




P

Secretaria de F' LM Univessidad
Ciencia y Tecnologin o UNC Univessidad
It e
Cncias Quimicas

Naclona

Bitacoradigital aculted d ' S e

inicialmente, fue determinante el diagnostico microbiolégico en las muestras de absceso
y hemocultivos.

El mecanismo de patogénesis es aun desconocido, pero existe evidencia de que el
dano previo de la integridad de mucosas es necesario para que se produzca la infeccion
(3), situacidn que podria haber sido la causa en este caso debido a que la paciente fue
sometida a cirugia abdominal y quimioterapia. El compromiso hepatico y la bacteriemia
ocurrieron probablemente por diseminacion hematégena a través de la vena porta
desde otro sitio de infeccion (3, 12, 13).

El diagndstico definitivo esta basado en el cultivo microbioldgico, sin embargo, el
aislamiento y la identificacion ocurre en la minoria de los casos. La falla en su
recuperacion puede atribuirse a tratamientos antibidticos previos, a la inhibicién por
otros microorganismos presentes, las condiciones de cultivo o tiempos de incubacién
inadecuados (1, 10, 11). Aunque la paciente se encontraba en tratamiento con
ciprofloxacina al momento de la obtencion de las muestras, no interfiri6 en la
recuperacion del agente patdgeno ya que tiene pobre actividad contra Actinomyces spp.

La coloracién de Gram de las muestras es mas sensible que el cultivo, especialmente
en pacientes que han recibido tratamiento antibidtico (1,10,11). Las técnicas de
coloraciéon de Kinyoun y Ziehl Nielsen negativas permitieron descartar en primera
instancia nocardiosis o tuberculosis y la observacién de bacilos Gram positivos en la
tincidon de Gram, establecer el diagnostico probable de actinomicosis.

Debido a que es un microorganismo fastidioso en cuanto a las caracteristicas
nutricionales y a su lento desarrollo, son necesarios medios enriquecidos y tiempos
prolongados de incubacion para su recuperacion. (1,2)

La identificacion de bacilos Gram positivos poco frecuentes en las infecciones clinicas
suele ser compleja con los métodos convencionales disponibles en un laboratorio
microbioldgico clinico. En este caso, fue necesario recurrir a la técnica de espectrometria
de masas MALDITOF que actualmente constituye una metodologia certera y rdpida de
identificacion (1,14).
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Resumen

En esta comunicacidon se ha abordado diferentes temas implicados en el desarrollo de
nuevos tratamientos y vacunas aplicadas a patologias desarrolladas en el ser humano tal
como las producidas por virus. En este contexto se han presentado y discutido
diferentes estrategias utilizadas, las cuales contemplan desde el disefio de moléculas
pequeinas hacia mayores estructuras quimicas y nuevas Nano-estructuras. En particular
se ha discutido estudios para el tratamiento del Corona Virus; los cuales permitieron el
planteo de los principales mecanismos de accién de farmacos y Nanoparticulas con
funcionalidades especificas. En esta direccion se ha destacado la importancia de la
Bioconjugacion de moléculas y variables Nano-arquitecturas para la incorporacién
dentro de células y desarrollo de vacunas. Ademas, se ha tratado sobre el desarrollo de
tratamientos combinados en base a diferentes estrategias aplicadas. En este mismo
sentido, finalmente se han presentados diferentes estudios y desarrollos actualmente
en progreso, relacionados con el disefio de Nanoarquitecturas funcionales o
Multifuncionales, con potencial implicacion en tratamientos avenir.

Abstract

In this communication it was addressed different themes and topics implicated in the
development of new treatments and vaccines applied to pathologies developed in
humans such as by Virus. In this context, it was presented and discussed different
strategies used, which were contemplated from the design of small molecules, towards
higher sized chemical structures and new Nanoarchitectures. In particular, it was
discussed varied studies developed for the Corona Virus treatment; which afforded to
the main mechanisms of action of pharmacophores and targeted functional
Nanoparticles. In this direction, it was highlighted the importance of Bioconjugation of
molecules and variable Nanoarchitectures for their incorporation within cells and for the
development of vaccines. Moreover, it was discussed about the development of
combinatory treatments based on different applied strategies. In similar manner, finally
it was presented different studies and developments actually in progress related with
the design of functional and Multifunctional Nanoarchitectures with potential
implications in future treatments.
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1.Introduccion

La Nano-, y Biotecnologia puede generar nuevas alternativas en diferentes aspectos para el
desarrollo de nuevas terapias y generacién de vacunas. En este sentido existen muchos
desarrollos a ser realizados desde el disefio de moléculas pequefias, hacia mayores dimensiones
moleculares, contemplando Biomoléculas tales como péptidos, proteinas, oligonucledtidos
naturales y sintético. Estas nuevas estructuras deben ser desarrolladas tanto como en
condiciones completamente controladas al igual que en sistemas In Vitro e In Vivo; para luego
pasar hacia otra escala de Bio-ensayos en busqueda de realizar la evaluacion del efecto deseado.

Estas apreciaciones de manera muy general intentan mostrar el complejo y multifactorial
desafio a desarrollar. Sin embargo, es importante destacar que actualmente existen diferentes
estrategias para el tratamiento de patologias producidas por agentes infecciosos Bioestructuras
tales como virus. Es asi que actualmente debido a la aparicion del “Corona Virus” se han
replanteado diferentes necesidades en variados aspectos para dar tratamiento al conocido SARS
CoV-2. Por ejemplo, se debe considerar desde la interaccidon con los receptores de la proteina
especifica incorporada en el Corona Virus implicada en la adhesién en la membrana celular, y
posterior introduccion hacia el citoplasma, en donde se producen nuevas interacciones. En este
sentido es necesario nuevos estudios relacionados en la deteccién de los mecanismos
involucrados en cada una de las etapas mencionadas. De esta manera, se podria inferir mas
acerca de su proliferacién tanto “In Vitro” e “In Vivo” en tiempo real. Asi, nuevos farmacos o
alternativos tratamientos combinatorios de diferentes drogas y sus respectivas estrategias
podrian plantearse’ en base a las etapas en el desarrollo de la enfermedad. Para comenzar el
conocimiento de las principales estructuras quimicas involucradas en la interaccion, tal como la
proteina especifica del Corona Virus fue fundamental para el planteo de soluciones en la
deteccion y tratamiento. Es alli, en donde se puede mencionar la importancia de la composicidn
de amino-acidos en base a la mutacion del Virus, la cual produce modificaciones en las regiones
alifaticas hidrofdbicas, estructuras aromaticas neutras, grupos sulfuros y tioles, grupos
carboxilos e hidroxilos con variables propiedades hidrofilicas. Asi, luego de la internalizacion,
interacciones extras se desarrollan las cuales estdn presentes hasta la misma replicacion del
RNA. De esta manera en cada una de las etapas, surgen nuevas oportunidades para proponer
nuevas estrategias desde un punto de vista de la Nanotecnologia, Nanomedicina y
Biotecnologia. En este contexto, el desarrollo de nuevas vacunas y nuevos tratamientos
alternativos cobran importancia®.

2. Estrategias para el disefio de vacunas y nuevos tratamientos en base al control de
moléculas hacia la Nano-escala

En este sentido se puede mencionar diferentes estrategias evaluadas para el desarrollo de
nuevas vacunas y tratamientos de Coronavirus en diferentes niveles de avance de la
enfermedad. Por ejemplo; i) utilizacién de anticuerpos con variados objetivos tales como desde
la deteccidn, separacidn, y liberacidn controlada de Farmacos; ii) administracion de antigenos;
iii) bloqueadores de receptores moleculares; iv) uso de particulas del tipo Virus no infectivos o
inocuos; v) péptidos y proteinas con aplicaciones tales como agentes de Bioconjugacién vy
desarrollo de vacunas; vi) estrategias basadas en material genético tal como vacunas en base a
acidos nucleicos; vii) desarrollo de vectores virales con respuestas inmunes como vacunas; y Viii)
otras estrategias combinatorias’. En todas las anteriores posibilidades igualmente deben
tenerse en cuenta las variaciones intrinsecas de cada uno de los medios bioldgicos involucrados.
En este contexto se debe resaltar el tiempo implementado en la generacién de conocimiento
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fundamental para luego poder desarrollar un estudio aplicado tales como los mencionados “In
Vitro” e “In Vivo” de manera de comprender diferentes mecanismos involucrados y eficiencias
de vacunas y tratamientos del COVID-19".

En esta direccidn, tal como para los Corona Virus, se encuentra un enorme trabajo de
Investigacion y desarrollo de Vacunas y nuevos tratamientos en diferentes fases de su
aplicacion. Se puede mencionar la evaluacion de respuestas de anticuerpos neutralizantes
mediante el disefio apropiado de estructuras de proteinas’; y RNA codificando el antigeno del S-
2P de la proteina especifica del Corona Virus®. Ademds, la posibilidad de la utilizacién de agentes
quimicos, nuevos Nanomateriales, y mezclas sintéticas de coadyuvantes’ y aplicaciéon de
tratamientos combinados son tenidos también en cuenta®.

Aun asi, luego del desarrollo de una vacuna es necesaria la evaluaciéon de la misma en

diferentes poblaciones debido a posibles rechazos en base a variaciones biolégicas entre las
mismas’. Y en esa direccién, aun si hay unas pocas vacunas desarrolladas ya aceptadas e
incorporadas en el mercado, continua en discusion acerca de nuevas aplicaciones y nuevas
estrategias para efectos mas eficientes’® ™. Es por ello que durante el transcurso de la evolucién
bioldgica de la enfermedad permanece el desafio y necesidad de la evaluacién continua de las
estrategias propuestas al igual que la contemplacion de modificaciones o mutaciones en el
mecanismo de la enfermedad™*™.
Se pueden plantear nuevos tratamientos emulando mecanismos de accién ya conocidos al igual
que proponer otros. En base a este conocimiento y mediante un acompafiamiento de desarrollo
y sintesis de nuevos agentes quimicos, Nanoplataformas funcionales, y agentes Bioldgicos se
puede plantear nuevas estrategias de accidon controladas y direccionadas especificamente.
Ademads; es importante mencionar que con el advenimiento de la Biotecnologia nuevas
estrategias basadas en sistemas Nano-Bio- hibridos podrian evaluarse para la incorporacion en
células (Figura 1).

Nano-emisores (NPs)

V¥

Agentes Quimicos

y Bioldgicos

Moleculas
Péptidos, Biomaléoulas

Prateinas, Polimeras
Receplors, Anticuerpos

E\b RN Uy

Nl 2

o

Agente Bioldgico agresivo V)
por ejemplo; Vires) NPs Molecularmente

y Blo-conjugadas

Figura 1. Mecanismos de accion de un potencial agente Bioldgico en una Célula o Micro-organismo Uni-celular; y
aplicacion de diferentes tratamientos en base a Moléculas, Biomoléculas, y Nanoplataformas Bio-conjugadas.
Situacién (A) contempla mecanismos superficiales y (B) dentro de la Célula. El agente Bioldgico contiene cargado
vectores toxicos (vector representado con linea curva roja y flecha azul). Los mecanismos de acciéon de farmacos,
agentes Bioldgicos, y Nano-farmacos corresponden mediante la utilizacidon de i) antigenos y anticuerpos unidos a
Moléculas Orgdnica Laser, y Nanoparticulas Luminiscentes, ii) Moléculas con interacciones especificas, iii)
Nanoparticulas modificadas con Moléculas con interacciones especificas, iv) Biomoléculas sintéticas y naturales, v)
Péptidos y proteinas. Reproduccion by Bracamonte at al. @2021.

Bitacora digital / Facultad de Ciencias Quimicas (UNC) I5



mailto:al.@2021

Itad de Naclona

Cias Quirmicas de Cordoba

Secretaria de F' LM v Eesiclad
Ciencia y Tecnologin e UNC
Cw

Bitacoradigital

En las diferentes vias de incorporacién de una determinada Bio-estructura patoldgica tal
como los Virus, existen diferentes interacciones especificas las cuales deben ser consideradas
para el disefio de un nuevo tratamiento o vacuna. Las mencionadas deben ser consideradas para
dirigir el tratamiento de una manera especifica. En este sentido se puede mencionar la Inmuno-
modulacién contemplada para el tratamiento guiado por la Inmuno-patologia de la infeccién del
SARS-CoV-2". De manera similar, se debe tener en cuenta para la aplicacién de otras estrategias
tal como para el bloqueo de sitios especificos implicados en el desarrollo de una infeccion™. De
esta manera se puede dirigir el desarrollo e Investigacidon hacia el diseno y sintesis de nuevas
estructuras quimicas, Biomoléculas y Nanoarquitecturas. Es asi que la Biodeteccién, diagndstico
y aplicacién de nuevos tratamientos especificos puede ser considerado como una actividad
constante y perenne de desarrollo e Investigacién aplicada; en donde las Ciencias fundamental y
Aplicada estan muy cercanas y superpuestas.

3. Importancia de la Bioconjugacién en la Nano-escala.

La bioconjugacién implica la unién de una molécula a otra, generalmente a través de un
enlace covalente, para crear un complejo formado por ambas moléculas unidas entre si. En la
mayoria de los casos, al menos una de las moléculas es de origen biolégico o es un fragmento o
derivado de una biomolécula.

La importancia de la bioconjugacién radica en la capacidad de producir un material hibrido
que retne las propiedades y la funcionalidad tnicas de ambos materiales'” *%.  Asimismo, las
excelentes propiedades que poseen las nanoparticulas pueden potenciarse mediante la
conjugacidn con biomoléculas, lo que permite el aprovechamiento de la especificidad natural
del componente biolégico, mientras que la NP proporciona una mayor estabilidad y con
frecuencia mejora las propiedades bioldgicas de la biomolécula en comparacién con su estado
nativo. Debido a la amplia variedad de metodologias utilizadas para la conjugacién de
biomoléculas existen innumerables aplicaciones de los bioconjugados obtenidos’.

En los Ultimos afos, tras el avance de las nuevas tecnologias, existe un creciente interés en el
desarrollo de nanomateriales para aplicaciones bioldgicas. En este sentido, la nanomedicina se
ha centrado en el desarrollo de vacunas, dispositivos de diagndstico, sistemas de imagenes
ultrafinas, dispositivos médicos invasivos y no invasivos, especialmente para el diagndstico
temprano para la deteccién y el tratamiento de numerosas enfermedades®.

Varios tipos de nanoparticulas se han desarrollado para potenciales aplicaciones clinicas y
biomédicas; como por ejemplo, nanoparticulas poliméricas, nanotubos de carbono, silice,
nanoparticulas de plata, nanoparticulas de oro, puntos cuanticos, nanoparticulas magnéticas,
etc. Estas estructuras son frecuentemente utilizadas como plataformas para sistemas de
administracion de farmacos, ya que pueden bioconjugarse con farmacos y/o biomoléculas con el
objetivo de mejorar la biocompatibilidad, la biodisponibilidad y la farmacocinética®'.

Algunas vacunas conjugadas con proteinas ya han sido aprobadas para la inmunizacion
masiva, como es el caso de las vacunas conjugadas contra la fiebre tifoidea (Typbar-TCV® y
PedaTyphTM) que consisten en la bioconjugacién de antigenos del polisacarido Vi y proteinas
del toxoide tetanico®.

Una vacuna basada en bioconjugados ha entrado en ensayos clinicos de fase Il en Cuba, en la
cual Valdes-Balbin y col. conjugaron SARS-CoV-2 RBD (dominio de unién al receptor) con toxoide
tetanico. Este bioconjugado indujo una potente respuesta inmune en animales de laboratorio®.

En este sentido, se espera que con los avances en nanotecnologia, y a través del desarrollo
de nano-vacunas conjugadas se logre una mayor eficacia y seguridad, respecto a las vacunas
actuales, en la prevencidn y tratamiento de patologias.
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4. Conclusiones y perspectivas Futuras

En esta comunicaciéon se discutido sobre los diferentes mecanismos involucrados para la
evaluacion de vacunas y nuevos tratamientos a enfermedades, tal como por ejemplo Ia
generada por el Corona Virus. En ese sentido se destaca la participacion de variadas estructuras
guimicas para interacciones especificas, al igual que anticuerpos y antigenos; y otras
Biomoléculas tales como péptidos, RNA, y DNA, etc. También es importante mencionar el diseiio
y evaluacién de Nanoestructuras Bio-conjugadas con una funcién especifica o multi-
funcionalidades dentro de las cuales se pueden contemplar, reconocimiento, bloque de sitios
activos, incorporacion dentro de células, deteccion, activacidon de sistemas de Nano-Fotdnicos,
liberacion controlada de luz no-cldsica, y de fdrmacos, entre otras. Ademas, en base al control
desde la escala molecular hacia la Nano-, y Micro-escala se puede generar variados Nano-
dispositivos, Micro-dispositivos con potenciales usos en Biofoténica y Nanomedicina®. En estas
perspectivas, se pueden mencionar recientes publicaciones con alto interés, valor agregado, e
interés cientifico y tecnoldgico tales como desarrollo de Micro-jeringas para la liberacion de
Nano-vacunas en base a ADN (Acido Desoxirribonucleico) para combatir el COVID-19%. Ademas,
a partir del concepto de Nano-plataformas Luminiscentes o con respuesta Opticamente activa e
Inteligente producidas para diagnodstico y tratamiento (conocidas del Idioma Inglés, como del
tipo Lab. On Particles)®®. Es asi, que se puede mencionar el desarrollo de Moléculas Foto
sensibilizadoras y Nanoestructuras afines para la generar respuestas de sistemas Nano-Opticos
altamente sensibles en sistemas Micro-, y Nano-fluidicos”” ?®.  Ademas, con la posibilidad de
desarrollar estrategias para la destruccién de Bioestructuras tales como tumores®™. Y en este
contexto se debe destacar la importancia de la precisién y exactitud de los nuevos tratamiento
debido a los posibles efectos colaterales, los cuales pueden llegar a problemas tan serios como a
nivel Neuroldgico®. Y es alli, en donde se debe destacar la importancia e implicacién de
Investigacion y desarrollo en Bioconjugacion de Farmacos, Nano-farmacos, Nano-vacunas y
nuevas Nanoplataformas Multi-funcionales.
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Degeneracion Macular Asociada a la Edad: importancia del
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Resumen

La degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) es una patologia multifactorial donde
se produce la degeneracién de la macula, region de la retina de mayor densidad de
fotorreceptores, la cual genera la pérdida de la vision central. La DMAE es una enfermedad
cronica, que afecta mayoritariamente a adultos mayores de 65 afnos. Sus mecanismos
patogénicos no son conocidos en su totalidad, por esa razon profundizar su estudio es
fundamental para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos. En este sentido, los
animales de experimentaciéon son una herramienta valiosa ya que nos ofrecen la
posibilidad de estudiar multiples procesos que se llevan a cabo durante esta patologia.
Entre las diversas especies actualmente utilizadas, se destacan ampliamente los roedores,
aunque ninguna de ellas logra reproducir en su totalidad las etapas de la patologia tal y
como ocurre en los seres humanos. En esta revision, intentaremos exponer las virtudes y
limitaciones de los diferentes modelos animales disponibles en la actualidad, para
mejorarel entendimiento de los mecanismos de la DMAE asi como para aplicar en el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para su prevencion y tratamiento.

Abstract
Age-related macular degeneration (AMD) is a multifactorial pathology where macula, high
photoreceptor region of the retina, suffers a degeneration causing loss of central vision.
AMD is a chronic disease that mainly affects adults over 65 years old. Its pathogenic
mechanisms are unknown plenty, therefore it is important to deepen the study of its
pathogenic mechanisms in order to develop new therapeutic agents. In this sense,
experimental animals are a valuable tool since they offer us the possibility of studying
multiple processes during the pathology. Among the various species currently used,
rodents widely stand out, although none of them allow to fully reproduce the stages of the
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pathology as it occurs in humans. In this review, we will try to expose the virtues and
limitations of the different animal models available today, to improve the understanding of
the mechanisms of AMD as well as their application in the development of new therapeutic
strategies for its prevention and treatment.

Palabras Claves Degeneracidn macular asociada a la edad, Modelos Animales,
Neovascularizacion, Coroides, Retina.

Resumen grafico
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Introduccién

La degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) es una afeccidn progresiva que
se manifiesta de manera gradual en un alto porcentaje en personas mayores de 50 afios
(1). Esta enfermedad constituye la principal causa de ceguera severa e irreversible en los
paises desarrollados, y la tercera en todo el mundo (2). En los préximos 20 afios se espera
un incremento mayor al 70% en la prevalencia de las enfermedades directamente
relacionadas con el envejecimiento tal como es la DMAE (3,4).

La Macula es el area central de la retina donde la densidad de fotorreceptores es
mayor, lo cual proporciona la agudeza visual que permite al ojo percibir detalles finos y
pequefios (4).Esta regién de la retina se especializa en la captaciéon de las imagenes que
ocupan el centro de nuestro campo visual, para luego ser transmitidas a través de las
células ganglionares una sefial eléctrica al cerebro (5).

La DMAE se la clasifica en DMAE seca y DMAE neovascular. En el primer caso, se
produce la formacion de depésitos de lipidos, proteinas y debris celulares denominados
Drusen, en la interfaz del Epitelio Pigmentario Retinal (EPR) y la membrana de Bruch, lo
cual induce un déficit en el aporte nutricional por parte del EPR hacia los fotorreceptores.
En el segundo caso, se generan neovasos desde la vasculatura coroidea que invaden la
retina mediante la ruptura de la membrana de Bruch y causan el desprendimiento de la
retina con consecuente degeneracion de fotorreceptores y déficit visual (6).

En la actualidad existen tres hipdtesis acerca de su patogénesis. Una de ellas, la “teoria
hemodinamica”, plantea que el depdsito de lipidos en la esclera y en la membrana de
Bruch induce un endurecimiento del tejido y particularmente de los vasos coroideos de
manera similar a la ateroesclerosis, disminuyendo el flujo sanguineo y aumentando la
presion de los coriocapilares, lo cual culmina con la Neovascularizacién Coroidea (NVC)
(6). Otra, sostiene que hay una disfuncién del EPR en la que el estrés oxidativo sumado a la
activacion del complemento, estimulan la sintesis de factores proinflamatorios y
proangiogénicos(7). Finalmente, otra corriente de pensamiento hipotetiza que un estado
inflamatorio crénico del microambiente ocular induce la activacién células inflamatorias
residentes y el reclutamiento de las células circulatorias, o promoviendo la sintesis y
secrecion de factores angiogenicos (8). Sin embargo, los mecanismos patogénicos exactos
y la secuencia temporal en la que estos tienen lugar son atin desconocidos.

La relevancia del estudio de la DMAE radica en que esta es una patologia crénica en la
que los sintomas comienzan siendo leves o imperceptibles, hasta culminar con la pérdida
de la vision sino se tratan a tiempo (4). Por tal motivo el uso de modelos animales que
reproduzcan algunos los aspectos mas importantes de la patologia, proporciona una
herramienta importante para la comprension de los mecanismos bioquimicos, celulares y
moleculares involucrados en la progresion de la patologia, asi como en el desarrollo de
nuevos tratamientos.

Modelos experimentales de DMAE
Como ya se menciond, hay multiples mecanismos moleculares y celulares que estan
involucrados y conocer mas acerca de ellos favorecera el desarrollo de nuevos agentes
terapéuticos. Con este objetivo, el uso de animales de experimentacion constituye una
herramienta clave para su investigacion. Aunque hasta el momento ain no existe ningin
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modelo que reproduzca la patologia tal y como ocurre en los humanos, hay una amplia
variedad de modelos que permiten evaluar diferentes aspectos por lo quela seleccién de
cada una de ellos dependera de sus virtudes y debilidades. Si bien, se han establecido
modelos en primates, cerdos, conejos, ratas y ratones, los roedores son los mas utilizados
por su bajo costo de mantenimiento, facilidad de reproducir la patologia parcialmente,
pero en tiempos cortos sumado a la posibilidad de ser modificados genéticamente. Sin
embargo, la principal desventaja anatomica de esta especie es que carece de macula. A
pesar de ello, se ha descripto que el area central de la retina de roedores posee una mayor
concentracion de bastones, un tipo de fotoreceptores (5). Por el contrario, los grandes
animales tienen a su favor la cercania genética con los humanos, pero los costos, manejo,
manipulacion genética y tiempo de desarrollo de la enfermedad hacen que su uso sea muy
limitado.

Para el estudio de la DMAE seca hay una amplia variedad de modelos que se pueden
utilizar dependiendo cudl sea el mecanismo que se desea investigar. Como se menciond
anteriormente, es una patologia que tiene un fuerte componente inflamatorio (9). Se cree
que el complemento podria tener implicancia en la formacion de los depositos Drusen, por
lo tanto, hay ratones transgénicos que sobreexpresan C3 asi como ratones deficientes para
los receptores de C3a y C5a entre otros. A su vez, para estudiar el rol de las quimiocinas y
el reclutamiento de células mononucleares, se puede optar por ratones deficientes para
CFH, CCL2, CCR2, CX3CR1. Por otro lado factores externos tales como la dieta o el
tabaquismo son fuentes de estrés oxidativo y también pueden desencadenar la DMAE. En
relacion a este tltimo mecanismo, existen modelos de ratones con dietas ricas en glucosa
y/o lipidos o ratones genéticamente modificados en los genes CTSD, CP o APOE, asi como
en marcadores de estrés oxidativo tales como SOD1 y SOD2 (10,11,12). Sin embargo, en la
mayoria de estos modelos los ratones muestran cambios en la retina luego de 12-24 meses
de edad, generando una dificultad experimental para evaluar distintos tratamientos.
Existen otros modelos donde el dafio retiniano se produce de forma aguda, inducidos por
la inyeccién sistémica de yodato de sodio, un oxidante especifico del EPR (13), o por una
exposicidn prolongada a luz de alta intensidad (14) pero en este caso los cambios son muy
diferentes de los cambios crénicos y progresivos que se encuentran en la DMAE humana.
En estos ultimos afos se ha desarrollado un modelo que genera alteracion del flujo
sanguineo coroideo mediante una por la remocion del ganglio cervical superior (15)

Respecto al estudio de DMAE neovascular, el modelo mas utilizado es el denominado
neovascularizacion coroidea inducida por laser de fotocoagulacién (16), donde se realizan
la induccidn por dafio térmico de un laser sobre el EPR que irrumpe la integridad de la
membrana de Bruch. Este modelo permite evaluar el componente inflamatorio y
neovascular a cortos tiempos 7-14 dias y se puede realizar tanto en primates como en
roedores (16). También existe un modelo quirtrgico de NVC en el que se inyecta Matrigel
en el espacio subretinal, la cual es una sustancia rica en proteinas de la matriz extracelular
y sustancias proangiogénicas que favorecen la neovascularizacion, este modelo puede ser
aplicado en cerdos conejos y también en roedores (17).

Es importante resaltar que los animales de experimentacion, principalmente ratones,
constituyen una herramienta fundamental e irremplazable para el estudio de las
caracteristicas de la DMAE. Destacando su facilidad de manipulaciéon asi como la
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posibilidad de estudiar la gran cantidad de variables que participan en esta patologia tan
compleja en tiempos cortos. Es necesario continuar avanzando en el conocimiento de la
patogénesis, para que el desarrollo de modelos mas especificos y terapias novedosas sea
posible.
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Nuevas estrategias para la recuperacion de fibras
nerviosas lesionadas

Por Dra. Marta Lapid Volosin

Trasplantes de microglia o de células de medula ésea y novedosos mecanismos para
estimular la formacion de mielina promueven la recuperacion de axones dafados.

Los déficits funcionales ocasionados por lesiones del sistema nervioso central (SNC) y
periférico (SNP) se deben principalmente a la interrupcion de las conexiones axonales.

Traumatismos, infecciones, bloqueo del aporte sanguineo y compresion por fractura
6sea o tumores son las causas principales de las lesiones de las fibras nerviosas. Como
consecuencia la zona inervada pierde funcionalidad, por ejemplo, los musculos se
debilitan o paralizan, la sensibilidad es anormal o hay dolor. En la actualidad los
tratamientos consisten en aliviar los sintomas y establecer compensaciones o
reeducaciones neuroldgicas diversas.

Restaurar la funcion perdida con nuevas y originales estrategias terapéuticas es uno de
los principales desafios de la neurociencia contemporanea.

En la frontera de la investigacion

Cuando se produce el corte parcial o total de una fibra nerviosa, es decir se cortan los
axones, se interrumpe la conduccién nerviosa y si estos no se reparan ocurre la muerte
gradual de las neuronas.

El Dr. Zhigang He (Boston Children’s Hospital, Boston, MA, USA) y sus colaboradores
estudian en roedores los mecanismos celulares y moleculares de la regeneracion vy
recuperacion de axones lesionados por compresion o crush del tracto corticoespinal y
del nervio dptico, dos vias del SNC.

Neonatos vs adultos

Los axones del tracto corticoespinal nacen de neuronas localizadas en la corteza
cerebral y se dirigen hacia la médula espinal. Estas fibras estdn vinculadas a
movimientos voluntarios especializados de las extremidades y el tronco. Cuando sus
conexiones axonales se interrumpen, se produce por debajo de la lesion, debilidad
muscular total (plejia) o parcial (paresia) y torpeza de los movimientos finos del lado del
cuerpo donde ocurrié el dafio medular.

En neonatos las neuronas del SNC mantienen una fuerte capacidad de crecimiento lo
que genera un ambiente permisivo para la reparaciéon y regeneracidn de axones
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lesionados. Por el contrario, en mamiferos adultos la medula espinal dafiada forma una
cicatriz que consiste en varios tipos de células gliales y no se produce regeneracion
espontanea del axon.

Para He y sus colaboradores esta diferencia era un desafio a resolver. Conocer coémo
la médula espinal del neonato respondia a una lesién y organizaba su cicatrizacidon podia
dar solucion a la limitacion en el adulto.

Una de las caracteristicas de la cicatrizacidon es la acumulacién de diversas células
gliales que colaboran con el proceso de curacidn, entre ellas la microglia, las células
inmunitarias residentes permanentes del SNC. Estas células son las encargadas de
eliminar deshechos tdxicos y, ademas, proporcionan un andamiaje para ciertos aspectos
del desarrollo neural y para la recuperacion de una lesion.

El crush de la médula espinal en ratones neonatos induce una curacidn sin cicatrices
mediada por la microglia, lo que facilita el crecimiento de los axones de proyeccién larga
a través de la lesion (Yi et al. Nature, 2020),

Mediante la técnica de secuenciacion de ARN unicelular (scRNA-Seq), que
proporciona el perfil transcripcional de miles de células individuales, se analizaron, en
una muestra heterogénea de células, qué genes se expresan, en qué cantidades y cdmo
se diferencian a nivel de una sola célula. Con esta metodologia se encontré que la
activacion de la microglia en neonatos es transitoria y tiene al menos dos funciones
claves para lograr la reparacion libre de cicatrices: una secrecion inicial de fibronectina,
una proteina de adhesidon que permite la formacidon de puentes de unién entre los
extremos cortados de los axones y la liberacién consecuente de moléculas inhibidoras
que favorecen la resolucion de la inflamacion.

Un trasplante de microglia neonatal en el area lesionada de ratones adultos logré
restablecer las conexiones y mejorar la reparacidn y regeneracién de los axones, lo que
confirmé la importancia de estos hallazgos.

La mielina y el nervio éptico

La mayoria de los axones del sistema nervioso estan rodeados de una vaina de
mielina, una combinacion de proteinas y sustancias grasasque funciona como una capa
aislante. La vaina de mielina permite que los impulsos eléctricos se transmitan de
manera rapida y eficiente a lo largo del axén. En el cerebro y en la medula espinal la
mielina la producen células gliales especificas: los oligodendrocitos.

Los axones mielinizados del nervio dptico, que se ubica en la parte posterior del ojo,
son un modelo éptimo para estudiar los mecanismos que controlan la mielinizacidn.
Estos axones transportan impulsos nerviosos sensoriales desde neuronas de la retina
hacia los centros visuales del cerebro. Si se dafian puede provocar disminucion de la
visién o incluso ceguera.

Aunque son multiples las estrategias conocidas que promueven el crecimiento
robusto de los axones del nervio dptico después de una lesidn, estos axones
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regenerados permanecen amielinicos por mecanismos aun desconocidos. El equipo de
He (Wang at al. Neuron, 2020) examind los posibles mecanismos que regulan este
proceso.

Un tratamiento combinado

Los receptores GPR17 son moduladores de la mielinizacidn en el SNC, como sensores
del dafio local de la vaina de mielina desempefian un papel en la reconstruccién y
reparacion de las dreas desmielinizadas por procesos inflamatorios en curso.

En condiciones fisioldgicas, los receptores GPR17 presentes en las células precursoras
de oligodendrocitos (OPCs, por sus siglas en inglés) son los responsables de su
diferenciacidn y posterior maduracion. Por el contrario, cuando se dafian las neuronas el
numero de estos receptores aumenta y se convierten en mediadores de los procesos
desmielinizantes.

En el modelo del nervio dptico lesionado, He y su equipo mostraron que las OPCs
experimentan una proliferacién transitoria pero no se diferencian en oligodendrocitos
maduros competentes para la mielinizacion. Esto se debe a dos mecanismos bien
definidos: el bloqueo de la primera etapa de la diferenciacién de las OPCs por una serie
de sefiales intrinsecas de los receptores GPR17 y la interferencia causada por la
activacion sostenida de la microglia que impide su maduraciéon a oligodendrocitos
capaces de mielinizar.

El siguiente paso fue bloquear el efecto de los GPR17 con varios compuestos, entre
ellos Montelukast, un antiinflamatorio que se utiliza en el tratamiento del asma y las
alergias estacionales. Aunque esta droga resulto ser efectiva, solo un 15% de los axones
pudieron ser remielienizados. Este porcentaje se elevé al 60% al combinar Montelukast
con PLX3397, un compuesto que remueve la microglia de la zona dafada. Es decir, que
con la co-manipulacidn de factores intrinsecos (GPR17) y extrinsecos (microglia) se logré
una mielinizacion robusta de los axones regenerados.

Estos mecanismos reguladores dependientes del estadio de diferenciacion de las
OPCs serian una excelente estrategia para abordar una eficiente mielinizacién de novo
en lesiones del SNC, que incluso podrian extrapolarse a otras enfermedades como la
esclerosis multiple que en su estado mas avanzado desarrolla fallas en el proceso de
formacion de mielina.

Ultimos hallazgos

Los hallazgos de sus ultimos estudios llevaron a He a proponer que para lograr la
reparacion y regeneracion completa se necesita combinar ambas estrategias: “Es
necesario conseguir el control temporal de la microglia activada — como en el neonato —
para retornar a un estado homeostatico rapido y espontaneo, crucial para un proceso de
reparacion libre de cicatriz y, es fundamental abordar los muiltiples pasos y mecanismos
regulatorios necesarios para lograr una (re) mielinizacion eficiente”, afirma He.
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Puesto que una regeneracion exitosa de los axones no conduce en forma directa a la
recuperacion de la funcionalidad, es critico aumentar la capacidad intrinseca de
crecimiento y mejorar el entorno alrededor de los sitios de lesion.“En efecto, comenta
He, en estudios previos demostramos que los axones regenerados son capaces de
formar contactos sindpticos funcionales pero sin una recuperacion completa de la
funcidn. Considerando la capacidad plastica del SNC, soy optimista que estos hallazgos
son un gran aporte para conseguirlo”.

Un escenario similar es el de los bebés recién nacidos que tienen conexiones
neurales casi completas, pero que aun asi tardan algun tiempo en poder caminar y
hablar. Para He la mielinizacién es uno de los factores que permiten que los bebés
caminen / hablen y que los animales neonatos lesionados se recuperen. Fue
contundente al afirmar: “Para el desempefio conductual, es clave coordinar diferentes
partes del SNC y esto es particularmente importante para los adultos que tenemos
cerebro grande y médula espinal larga”.

La pregunta que ronda apunta al entrenamiento de rehabilitacion como terapia
crucial para revertir los efectos de la lesion. “Cada una de estas estrategias por si sola
puede no dar lugar a la recuperacién, porque esto probablemente requiere muchos
cableados diferentes (como conexiones de axones y mielinizacion) y software
(programas de aprendizaje), solo espero poder tener pronto respuestas concluyentes
para estas preguntas”, finaliza.

El dialogo con el Dr. He se dio en el marco de la reunion Anual de la Sociedad
Argentina de Investigacion en Neurociencias (Octubre, 2020) donde el Dr. He dicté una
de conferencia plenaria.

Otra mirada desde Argentina

Al igual que en el laboratorio del Dr. He, en el Instituto de Quimica y Fisicoquimica
Bioldgicas (IQUIFIB, UBA-CONICET, Argentina) la Dra. Patricia Setton-Avruj y su equipo
buscan estrategias para promover la remielinizacién y la regeneracion morfoldgica y
funcional en modelos experimentales de degeneracién por trauma del SNP.

Las células mononucleares de medula ésea (BMMC por sus siglas en inglés)
constituyen una poblacién heterogénea con potencial para promover la regeneracion de
tejidos. Con elegantes experimentos (Pifiero et al. Transgenic Res, 2018), Setton y su
equipo demostraron que las BMMC, de forma espontdanea o después de ser
trasplantadas, migran de modo exclusivo hacia el lado del nervio lesionado y se localizan
en la cercania de los axones y de las células de Schwann, formadoras de mielina en el
SNP.

Con esta informacion se propusieron evaluar el impacto sobre la regeneracion,
recuperacion de la funcion nerviosa y modulacién del dolor de un trasplante sistémico
de BMMC en un modelo por compresion del nervio ciatico. La lesion de este nervio del
SNP, que se origina en la zona inferior de la columna y se extiende hacia las
extremidades, puede producir la pérdida total o parcial de la funcion motora y sensitiva
del miembro afectado y causar inflamacion y dolor.
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El estudio (Usach et al. Transplatation, 2017) se realizé en ratas adultas a las que se
les administrd, por la arteria caudal, BMMC autdlogas aisladas inmediatamente después
de la lesidon del nervio. A diferentes tiempos de supervivencia, se realizaron analisis
histoldgicos, inmunohistoquimicos, bioquimicos y conductuales que mostraron la
eficiencia del trasplante para corregir alteraciones morfoldgicas y funcionales que
resultan de la lesién y evitar la aparicion del dolor neuropatico. Ademas, las BMMC
fueron excelentes reguladoras de la respuesta inmune, con la ventaja que pueden
transdiferenciarse a las células residentes del tejido dafiado y reemplazar las que
mueren como consecuencia del proceso degenerativo.

El alto potencial de las células para la regeneracién se debe a dos factores claves:
liberan factores tréficos y modulan la respuesta inmune que se asocia a la inflamacion
producida por la lesién. Aunque los mecanismos especificos que subyacen a los efectos
beneficiosos de las BMMC en el nervio expuesto a la lesién no se conocen aun, este tipo
de trasplantes se estdn utilizando en ensayos clinicos para el tratamiento de
cardiopatias, traumas cerebrales o accidentes cerebrovasculares.

Los resultados estimulan a avanzar en la evaluacidon de terapias regenerativas con
células multipotentes adultas que tienen entre sus ventajas su baja inmunogenicidad y
la facilidad de acceso para su administracion por maniobra no invasiva de células
provenientes del mismo paciente, cuyo uso no tiene cuestionamientos éticos.

Mirada a futuro

¢éComo encuentran los axones en regeneracion las rutas correctas para formar
sinapsis y asi lograr sus objetivos funcionales? ¢éEn qué medida podria restaurarse la
recuperacion funcional mediante estos enfoques basados en la regeneracion? ¢Podrian
otras estrategias, como el entrenamiento para tareas especificas, mejorar la
recuperacion funcional después de una lesidon? ¢Cual es el alcance de las células madres
adultas para restablecer circuitos neuronales dafiados en el SNC y con ello eliminar los
sintomas de una enfermedad? Estas son algunas de las preguntas cuyas respuestas
estableceran importantes principios para que la medicina regenerativa ayude en la
proteccion o regeneracion de tejidos u drganos dafados.
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