NeoQ, el valor agregado al LAMP
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NeoQ permite cuantificar la evolucién en tiempo real de las reacciones de kits LAMP
que utilizan absorcién colorimétrica. Permite al operador clasificar reacciones positivas
y negativas, suministrando mucha mds informacién que sdlo el "end point" o estado
final de la reacciéon. La tecnologia NeoQ se basa en un dispositivo éptico-electrénico
con software incluido y el know-how necesario para que el adoptante pueda fabricarlo
a escala comercial y distribuirlo como acompafiamiento para la interpretacién de los
resultados de los tests colorimétricos basados en tecnologia LAMP. NeoQ revaloriza
todos los tests colorimétricos en solucién, tanto para diagndstico de COVID19, como
otras enfermedades que puedan diagnosticarse mediante la deteccidn molecular de
cualquier otro virus o fragmento de acido nucleico para los cuales se especifique la

amplificacidn LAMP, e.g. Dengue, Chagas, zoonosis, enfermedades de los cultivos, etc.
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OPTIMIZACION PARA LA PRODUCCION Y PURIFICACION DE PROTEINAS DE INTERES
BIOTECNOLOGICO EN SEMILLAS DE ARABIDOPSIS THALIANA.

Mora, Emilia*?; Ibafiez, Itati?; Gudesblat, Gustavo™.

1 CONICET-Universidad de Buenos Aires, Departamento de Fisiologia, Biologia Molecular y Celular -
Instituto de Biociencias, Biotecnologia y Biologia Translacional (IB3), Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, Intendente Giiiraldes 2160, Buenos Aires, Argentina. 2CONICET -Universidad de Buenos
Aires, Instituto de Quimica Fisica de los Materiales, Medio Ambiente y Energia (INQUIMAE),
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Intendente Gliiraldes 2160, Buenos Aires, Argentina.

La papa es un alimento tradicional en nuestro pais, se consumen aproximadamente 60
kg/céapita/afio. Los principales virus que afectan a este cultivo son virus de la papa Y (PVY), el virus
de la papa X (PVX), y el virus del enrollamiento de la hoja de la papa (PLRV). PVY es un virus que
posee un genoma de ARN de cadena simple de unos 10 kb, infecta principalmente a solanaceas y
causa grandes pérdidas de rendimiento en los cultivos de papa, tabaco y pimienta. La deteccidn de
PVY en papas semilla es obligatoria por el SENASA. Actualmente las pruebas de deteccidn se realizan
a mediante kits de ELISA importados, a través de la inmunodeteccién de la proteina de la capside
(CP) del virus con anticuerpos policlonales o monoclonales.

Las plantas constituyen un sistema de bajo costo y facilmente escalable para la produccion de
proteinas recombinantes como anticuerpos o sus fragmentos, aplicables al desarrollo de sistemas
de diagndstico. En particular, se las ha empleado con éxito para la produccién de nanoanticuerpos
(NAcs) en semillas. En este proyecto proponemos generar NAcs capaces de reconocer a la proteina
CP de PVY, y producirlos a bajo costo en semillas de la planta Arabidopsis thaliana. Tales anticuerpos
se utilizaran para el desarrollo de sistemas de inmunodiagndstico basados en ELISA u otras técnicas
que utilicen anticuerpos, como biosensores o ensayos de flujo.

Hasta el momento se logré expresar la proteina CP en bacteria Escherichia coli, 1a cual sera utilizada
para inmunizar una llama y realizar una biblioteca inmune a partir de la cual se podran seleccionar
los genes codificantes de NAcs especificos mediante la técnica de biopanning.
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La presencia de toxinas de cianobacterianas en agua dulce constituye un problema de salud
publica en aumento, que afecta especialmente a los paises en desarrollo, donde el alto
costo de los métodos disponibles dificulta los programas de monitoreo. Los ensayos de
inhibicion de fosfatasas (PPIAs) son métodos sensibles con bajos requerimientos de
instrumental, que permiten la cuantificacion de las cianotoxinas mas frecuentes, las
microcistinas (MC). En este trabajo implementamos un kit de PPIAs (CIANOTOX), partiendo
de la expresion de Proteina Fosfatasa 1 (PP1) hasta la validacién con muestras de
floraciones algales de Argentina. Para ello, optimizamos la expresion y liofilizacién de PP1,
y las condiciones de ensayo. Se realizaron analisis de robustez y posibles interferencias.
Ademas, evaluamos los métodos de lisis de cianobacterias mas utilizados y determinamos
que el calentamiento durante 15 minutos a 95 °C es simple y adecuado para este ensayo.
Luego, realizamos ensayos de recuperacion de MC en muestras de agua de tres cuerpos
de agua de Argentina, lo que resultd en una recuperacion que va del 77 al 115 %. El limite
de deteccién (LOD) fue de 0,4 pg/L y el rango lineal es de 0,4 pg/L - 5 pug/L. Finalmente,
evaluamos 64 muestras ambientales en las que se midieron MC por ELISA con un
contenido de 0 pg/L a 625 pg/L. CIANOTOX mostro una excelente correlacion (coeficiente
de correlacion de Pearson = 0,967), sin falsos negativos ni falsos positivos por encima del
valor guia de la OMS de 1 pg/L (tasa total de falsos positivos de 0,11). Actualmente,
estamos adaptando CIANOTOX a un dispositivo portatil, para la deteccion de MC in situ.



LIGANDOS DE RECEPTORES TIPO TOLL CON ACTIVIDAD ANTIVIRAL FRENTE
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Introduccién: Existe una necesidad de antivirales frente a SARS-CoV-2 por multiples
razones. Si bien se han obtenido vacunas, es de especular que no eviten que la circulacion
viral continle, y hay un porcentgje, aunque bajo, de vacunados que requieren
hospitalizacion. Ademés, podrian surgir variantes que favorecerian su evasion de la
respuesta inmune. Por otro lado, los coronavirus seguirdn circulando entre hospedadores
animales, y entonces es de esperar la emergencia de nuevas poblaciones virales. Por |o
tanto, resulta indispensable € desarrollo de antivirales como una estrategia complementaria
contra SARS-CoV-2 y que, ademas, presenten actividad de amplio espectro frente a los
coronavirus para estar preparados frente a una nueva pandemia. Los ligandos de receptores
tipo Toll (TLR) han sido previamente evaluados exitosamente en diversos modelos de
infecciones viraes. En ese sentido, nosotros hemos caracterizado la actividad anti-RSV del
agonista TLR7 imiquimod (IMQ), y se ha descripto que la administracién de un agonista
TLR2/6 presenta actividad antiviral en hurones infectados con SARS-CoV-2. Objetivo:
Evaluar la actividad antiviral delos ligandos de TLR contra el coronavirus canino (CCV) y
SARS-CoV-2, in vitro. Metodologia: La citotoxicidad de los compuestos en las células
cau-3 (células epitelides de adenocarcinoma de pulmén humanas) y CRFK (células
epiteliales de rifion de gato) fue evaluada por € método de MTT, y la actividad antiviral
por un ensayo de inhibicion del rendimiento viral. La expresion de las proteinas viraes
spike (S) y nucleocapside (N) fue analizada por Inmunofluorescencia Indirecta (IFI).
Resultados: En las células cau-3 y CRFK infectadas con SARS-CoV-2 y CCV,
respectivamente, y tratadas con distintos ligandos de TLR (Pam2CSK4, TLR2/6; poly
(I:C), TLR3; LPS, TLR4; IMQ, TLR7; resiquimod, TLR7/8; CpG ODN, TLR9), se
observo una reduccion de los titulos virales dependiente de la concentracién en las células
tratadas con IMQ. Ademas, IMQ no present0 efectos toxicos en todas las concentraciones
evauadas. Asimismo, se detectd una reduccion de la expresion de las proteinas virdles N y
S en las células calu-3 infectadas con SARS-CoV-2 y tratadas con IMQ respecto de las
células sin tratar. Por otro lado, los tratamientos en simultaneo con inhibidores (KT520 y
H89) o estimuladores (Forskolinay AMPc) de la via de PKA, o inhibidores de la via de
NF-xB (BAY 11-7085), no afectaron la actividad antiviral de IMQ frente a SARS-CoV-2y
CCV. Conclusiones: IMQ exhibe actividad antiviral frente a SARS-CoV-2 y CCV,
posiblemente de manera independiente de las vias de sefiaizacién PKA y NF-«B.
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La administracion oftalmica de farmacos tiene un rol clave en e tratamiento de patol ogias
oculares frecuentes como son el glaucoma, la degeneracion macular, las infecciones, etc. Si
bien existen diferentes vias de administracion (tépica, intravitrea, periocular), todas
comparten una misma limitacion, baja biodisponibilidad de |os activos farmacol 6gicos en su
sitio de accion. Los enfoques farmacéuticos basados en nanoestructuras disefiadas a partir
de polimeros mucoadhesivos son estrategias emergentes para e tratamiento eficaz de las
enfermedades oculares. El quitosano (QS) es un polisacarido lineal compuesto de cadenas
de B-(1-4)-D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina. Este polimero se caracteriza por ser
biocompatibl e, biodegradable, mucoadhesivo, no toxico, antimicrobiano, con solubilidad en
multiples medios. Por esta razon, los nanosistemas a base de QS son atractivos en el area
biomédica como vehiculo paralaliberacion controlada de compuestos farmacol 6gicos. En
nuestro laboratorio, hemos disefiado nanogel es (NG) abase de QS argentino de alto PM (300
KDa) y 81,5% de desacetilacion, mediante € proceso de gelificacion ionica empleando
como agente reticulante tripolifosfato de sodio (TPP) en unarelacion QS: TPP de 3:1. El
objetivo del presente trabajo fue obtener pardmetros reoldgicos de los NG-QS disefiados.
Los NG presentaron un tamafio promedio de 170,3 £ 1,3 nm y un indice de polidispersidad
de 0,16 + 0,03. Los NG-QS resultaron ser inocuos para la linea ARPE-19 dd epitelio
pigmentario de laretina humana (ATCC® CRL-2302™). Diluciones 1:10, 1:100, 1:1000 del
QS libre (control) y de los NG-QS (3,75 mg/ml ambas disoluciones), pH 5,5 fueron
dispuestas en € plato inferior de un redbmetro Paar Physica (MCR 301) con esfuerzo de corte
controlado Se empled lamodalidad cono y plato (CP 50), gap de 0,099 mm. Latemperatura
fue controlada a 25 °C por un sistema Peltier (Viscotherm VT2, Paar Physica) y se registro
laevolucion del esfuerzo de corte en funcion de la velocidad de deformacién desde 0 a 300
s?. Los datos recol ectados permitieron identificar diferencias en el comportamiento de flujo
entrelasdilucionesde QSy NG-QS. El QS, en todas | as concentraciones eval uadas, presento
un comportamiento newtoniano. La viscosidad varié con la concentracion, siendo n= 6,24
[mPass] para 3,75 mg/ml. Los NG-QS (3,75 mg/ml) mostraron un comportamiento
pseudoplastico con un valor de viscosidad n= 15 [mPa.s] a 50 s™. Todas |as diluciones de
NG-QS fueron newtonianas, siendo la viscosidad n= 1 mPas. La caracterizacion se
completo con barridos de frecuenciatradicionales. Tanto los NG-QS, como ladilucion 1/10
de QS se comportan como geles (G’>G’’) en todo el rango de velocidad analizado (0,1 a100
sh), indicando firmeza y rigidez. En conclusion, los resultados reoldgicos permitieron
interpretar que e sistema de NG-QS se encuentra organizado en suspension acuosa,
conocimiento relevante para el disefio de nanomedicinas oftal micas.

Palabr as clave: Quitosano, nanogeles, viscosimetria, reologia oscilatoria.
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Lainvestigacion del Cannabis como fuente de nuevos compuestos aptos para uso médico ha atraido
un fuerte interés de la comunidad cientifica, y s bien en los Ultimos afios se han producido avances
sustanciales en cuanto a la actividad de los cannabinoides, una descripcion detallada de sus
mecanismos molecul ares de accion sigue siendo aln unatareapor completar. Destacando su compleja
farmacologia, lalista de los blancos moleculares de |os cannabinoides se ha expandido enormemente
mas dla de los receptores de cannabinoides candnicos. Entre ellos, hemos centrado nuestro estudio
en d receptor de glicina (GlyR), un canal i6nico implicado en la modulacion de las respuestas del
sistema nervioso, incluida la sensibilidad al dolor periférico. En este trabajo informamos € uso de
métodos computacionales para investigar posibles modos de unién entre GIyR y uno de los
principales cannabinoides, A9-tetrahidrocannabinol (THC). Después de obtener una primera pose
para la unién de THC a partir de una simulacién de docking molecular dirigida, se evaud la
estabilidad del complejo GlyR/THC mediante simulaciones por dindmica molecul ar, encontrando un
sistemaatamente dinamico, pero apartir del cua pudo identificarse un modo de union representativo,
caracterizado por lainteraccién especifica con dos residuos transmembrana. Complementariamente,
evaluamos € papel del colesterol de membrana en esta interaccion y establecimos positivamente su
relevancia paralaunion de THC a GlyR. Por ultimo, € uso de simulaciones de dindmica molecul ar
restringida nos permitio refinar la descripcion del modo de union y del efecto del colesterol. En
conjunto, nuestros hallazgos contribuyen a conocimiento actual sobre e modo de unién de GlyR-
THC y proponen un nuevo punto de partida para futuras investigaciones sobre como los
cannabinoides en general, y e THC en particular, modulan la percepcion del dolor en vista de sus
posibles aplicaciones clinicas.
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Desarrollo de un ELISA competitivo indirecto multiespecie para la deteccion
de anticuerpos contra el virus de la hepatitis E
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El virus de la hepatitis E (HEV) es un virus zoonético y emergente causante de hepatitis
aguda. La serologia para el HEV es de gran importancia tanto en estudios
epidemiolégicos como para controlar la transmisién de la enfermedad. Recientemente,
obtuvimos nanoanticuerpos (VHHSs) contra la proteina de capside (ORF2) del HEV
genotipo 3 (HEV-3) para desarrollar un ELISA competitivo (cELISA) que permita
detectar inmunoglobulinas (Ig) humanas y de distintas especies animales.

ORF2 HEV-3 fue expresada y purificada usando la resina NiNTA. Después de inmunizar
una llama con ORF2 soluble, se construy6 una libreria de VHHSs y se seleccionaron los
VHHs especificos para ORF2 mediante la técnica de pannig con display en fago. Los
VHHs anti-ORF2 fueron expresados en E. coli TG1, evaluados por ELISA indirecto y los
clones positivos enviados a secuenciar. Se expresaron y purificaron 10 VHHSs anti-ORF2
seleccionados segtn la regién hipervariable determinante de complementariedad 3
(CDR3). Se puso a punto el cELISA considerando: concentraciones de ORF2 y de VHHE,
agentes bloqueantes, diluciéon de suero y de Ac secundario (anti-HisHRP). Para la
validacién del cELISA (cut-off, sensibilidad, especificidad, AUC, grado de concordancia,
precision y limite de deteccion) se emple6 un panel de sueros caracterizados con el kit
DIAPRO. Finalmente, se analizaron 62 muestras de pacientes con hepatopatias y sueros
de diferentes animales: cerdo, jabali, ciervo y ratén.

Mediante analisis ROC (Caracteristica Operativa del Receptor) se determiné una
sensibilidad de 97,4 %, especificidad 95,8 %, cut off de 69,16% y buena capacidad
discriminativa debido a un AUC (area debajo de la curva) de 0,976. La variabilidad intra
e interensayo calculado mediante el coeficiente de variaciéon (CV) fue < 10% y <15%,
respectivamente, lo que indic6 que el inmunoensayo es preciso. El indice kappa fue de
0,93 indicando un buen grado de concordancia con respecto al kit comercial; aunque su
limite de detecciéon fue menor que el kit DIAPRO. Con el cELISA se determiné una
seroprevalencia de 8% en pacientes con hepatopatias (5/62). También fue posible
diferenciar muestras seropositivas y negativas en todos los animales testeados.

Reportamos por primera vez la aplicacion de VHHs contra el HEV-3 en un
inmunoensayo y desarrollamos un cELISA multiespecie para detectar Ig anti-HEV-3 que
puede ser usado tanto en humanos con fines epidemiolégicos como en el dmbito
veterinario para prevenir y controlar la transmisién zoonética por el HEV-3.



Titulo: Desarrollo de un ELISA sandwich basado en nanoanticuerpos anti-NS1 para la deteccién
temprana de individuos infectados con dengue.
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Resumen:

El dengue es una enfermedad viral causada por los 4 serotipos de dengue (DENV 1-4), la cual es
transmitida principalmente a través de la picadura de mosquitos hembra de Aedes aegypti. Cada
afio se producen alrededor de 390 millones de infecciones y 20.000 muertes en mas de 125
paises donde la enfermedad es endémica. La notificacion temprana de los casos de dengue,
luego de una infeccion primaria o secundaria, es crucial para la identificacion de los brotes, el
inicio de una respuesta oportuna y el seguimiento del paciente infectado. La proteina no
estructural 1 (NS1) del virus representa un biomarcador temprano de la infeccién ya que se
secreta al torrente sanguineo desde células infectadas durante los primeros dias del inicio de los
sintomas.

Teniendo en cuenta la importancia de la deteccién temprana de los casos de dengue, se han
seleccionado nanoanticuerpos (VHHs) dirigidos contra la NS1 de los 4 serotipos. Los VHHs
corresponden a la regién variable de los anticuerpos de cadena pesada de camélidos y poseen
ventajas en comparacion con los anticuerpos monoclonales, como alta afinidad, especificidad,
estabilidad y solubilidad, y bajo costo de produccién. En este trabajo proponemos desarrollar
un ELISA sandwich utilizando VHHs para la deteccidn temprana de individuos infectados con
dengue.

Para la obtencidon de los VHHs anti-NS1 se inmunizaron dos llamas y posteriormente se
construyé una biblioteca desde la que se seleccionaron 11 VHHs Unicos mediante la técnica de
panning con display de fagos. Los VHHs fueron modificados para mejorar su capacidad como
anticuerpos de captura y/o deteccidén. En particular, se generaron VHHs fusionados a una
secuencia de pegado a plastico (VHH PSW) y VHHs biotinilados para ser usados como moléculas
de captura; y VHHs fusionados al dominio Fc unido a HRP (VHH HRP) o a la fosfatasa alcalina
(VHH PAL) para deteccion. Se estudid asi la capacidad de los 11 VHHs de capturar la NS1 de los
4 serotipos de DENV en diferentes condiciones: segun el tipo de placa, con o sin pegado a
plastico, utilizando diferentes agentes bloqueantes y distintas concentraciones de NS1.

Se determind que el VHH 14 fusionado a PSW es capaz de capturar hasta 50 ng/pocillo de NS1
utilizando como agente bloqueante BSA 1%. Estas condiciones serdn utilizadas para determinar
el/los VHHs de deteccion. Posteriormente, se estudiard la capacidad para detectar NS1 en
sobrenadante de células infectadas y se determinard la sensibilidad y especificidad del ensayo
diagnostico utilizando muestras de suero de pacientes sanos e infectados con dengue.

En este trabajo demostramos que es posible seleccionar, caracterizar y modificar VHHs que
reconocen la NS1 de los 4 serotipos de DENV de manera sencilla y con altos rendimientos. El
desarrollo de un kit diagndstico basado en nanoanticuerpos que permita la deteccidon temprana
de individuos infectados con dengue y que sea estable a diferentes temperaturas permitiria el
uso del mismo en areas donde no se cuente con refrigeracién. Ademas, los altos rendimientos
de produccion de estos VHHs en sistemas bacterianos disminuirian los costos de produccion.
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Las terapias orales pueden presentan dificultades, como la hepatotoxicidad inducida por farmacos, por 1o que
evitar la metabolizacion hepética de primer paso puede llevar a mejor cumplimiento de los tratamientos. Se
han explorado sistemas transdérmicos que son no invasivos y administrados por €l propio paciente, 1o que
mejora €l cumplimiento del tratamiento, y puede favorecer la liberacion del farmaco durante largos
periodos.[1,2] En este sentido, las estructuras formadas por las diferentes fases LC pueden actuar como
hospedadores de moléculas hidrofilicas, hidrofdbicas o anfifilicas, ubicandose en diferentes &reas de la
estructura supramolecular,[3] favoreciendo la liberacion controlada de principios activos. En este trabajo
exploramos completamente un diagramaternario agua-aceite-surfactante en presenciay ausenciadeisoniacida
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laminar, de malla/mesh, rectangular/ribbon y hexagonal (Figura 1), lo que demuestra que el sistemaen estudio
tiene una amplia versatilidad. Por otro lado, se ha demostrado que laincorporacién del analito no cambialas
propiedades de CL de las emulsiones. Ademas, hemos visto como agunas de las fases de LC sufren una
transformacion de fase alo largo del tiempo. Por g emplo, entrelos 15y los 20 dias algunas fases rectangul ares
sevuelven laminares. Finalmente, |os resultados preliminares muestran una dependenciadelafase LC presente
con la concentracion de andlito difundido a través de una membrana biol 6gica.
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La continua busqueda de nuevos agentes antivirales ha llevado a una creciente cantidad de
investigaciones basadas en el ensayo de productos naturales como fuente de compuestos
lideres para el desarrollo de sustancias con 6ptima efectividad. En este marco, las algas
marinas son una importante fuente de polisacaridos sulfatados, compuestos polianiénicos
con actividad inhibitoria de la multiplicacion de varios virus envueltos de relevancia en la
salud humana, como el virus herpes simplex (HSV). En este trabajo se estudiaron diversos
galactanos derivados del alga roja Grateloupia indica quimicamente modificados mediante
sulfatacion y esterificacion con diferentes reactivos a fin de mejorar su actividad
antiherpética. Para ello, se evalu¢ inicialmente la citotoxicidad en células Vero de los
galactanos designados G401, G402, G402D, G403 y G404 empleando el método de MTT, a
fin de establecer la concentracion citotoxica 50% (CCs). Luego, la actividad antiviral se
cuantificd determinando la concentracién efectiva 50% (CEsy) mediante ensayos de
formacion de placas del virus HSV tipo 1 (HSV-1) cepa F. Aunque todos los galactanos
mostraron capacidad de inhibir la infecciéon de HSV-1 en células Vero, el compuesto G402,
producido por extraccion y sulfatacion en un solo paso con acido
clorosulfénico/piridina/DMF, fue el mas efectivo con una CE;, de 0.36 £ 0.01 pg/mly un
indice de selectividad (relacion CCs,/CEs,) > 952. Asimismo, mostré un amplio espectro de
accion antiherpética con valores de CEg, similares frente a HSV tipo 2 (HSV-2) y variantes
de HSV-1 resistentes a aciclovir, droga en uso clinico para las infecciones humanas con
HSV. Al estudiar el mecanismo de accion de G402 frente a HSV-1, se observo la actividad
antiviral maxima cuando el galactano (10 pg/ml) estuvo presente en la adsorcién del virus a
la célula (99.99 % de inhibicion en la formacion de placas) y s6lo se produjo una reduccion
del 50 % en el efecto citopatico viral si se lo adicionaba en la internalizacion posterior a la
adsorcion. Estos resultados senalan la posibilidad de obtener moléculas bioactivas a partir
de fuentes abundantes de origen natural mediante modificaciones quimicas que
incrementen su potencial terapéutico.
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Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas disease, the most prevalent
human parasitosis in Latin America, for which no vaccines or appropriate drugs are available.
The routine diagnosis of this disease is based on the detection of antibodies against T. cruzi,
using conventional serological techniques that present limitations in terms of their
reproducibility, sensitivity and specificity. Therefore, the development of new tools or
strategies for optimization of diagnosis of T. cruzi infection is of great interest. In our
laboratory we develop and evaluate new diagnostic tools for Chagas disease, based on
neoglycoconjugates containing, on one hand the epitope a-D-Galp-(1—3)-B-D-Galp (1,
disaccharide a-gal), which is recognized by anti-a-galactosyl lytic antibodies present in sera
of chronic chagasic patients,’ and on the other hand, antigenic peptides, whose structures
are based on parasite mucin-associated surface proteins in mammal stages.? The purpose is
to improve the response of certain peptidic antigens, currently used as reagents for the
serodiagnosis of Chagas disease, in mixed serological neoglycoproteins containing both
epitopes, simultaneously.

We synthesized disaccharide 1, derivatized with a spacer arm with an amino group (2),
useful for conjugation. To obtain 2, precursors 4 and 5 were proposed. Acceptor 5 was
prepared from tolyl B-D-1-thio-Galp through a sequence of reactions that did not require
intermediate purifications. By glycosidation of 4 with 5, disaccharide 3 was stereoselectively
obtained in good yield, which was later activated to introduce the 6-aminohexyl spacer arm.

o0 o OB oBn OBn_0Bn OAc_OTBDPS
0 0 § ;O NH
OH j— OAc O
HO OH BnO OTBDPS - BnO ogcm3 HO STol
OH O BnO 0 OBn OBz
0o O(CHz)sNH2 3 o STol 4 5
2 OH OBz

Compound 2 was conjugated to BSA and antigenic peptides, by the dialkyl squarate method,
obtaining neoglycoconjugates 6-BSA and 6-peptides. Their immunoassays against anti-a-
Gal antibodies developed in chronic chagasic patient sera, using the indirect ELISA
technique, will be discussed.

o o OH , —
):E OH o . . . OH o N . . 3.:. |
g MO OMe Hom OH on j:/( BSA o Peptides O é ;OA\H M j:f » &
%9??;;?,_{7 oH O&O(CHz)GNH OMe  Buffer Borax-POy4- O&O(CW)GNH NH-R
. on (0.1 M) pH 9 6-BSA R= BSA OH ‘ SR ,-
6-peptide R= antigenic peptide
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La amiloidosis es una enfermedad severa poco frecuente que afecta en el mundo 1 en
10000 personas. Se produce cuando proteinas circulantes normalmente solubles sufren un
plegamiento incorrecto y se acumulan como depdsitos fibrilares insolubles en diferentes partes
del organismo causando principalmente dafio cardiaco, renal o neurolégico.

El tejido blanco, asi como la progresién y la severidad de la enfermedad dependen de la
proteina que forma el depésito fibrilar. La identificacion de esta proteina es central para
determinar la terapia adecuada. Se han descripto alrededor de 30 proteinas amiloidogénicas

Las fibras amiloides son visibles con una birrefringencia color verde manzana en
microscopios con luz polarizada en preparados de tejidos fijados con formalina y embebidos en
parafina (FFPE) tefidos con Rojo Congo. El “gold standard “de la identificacion de la proteina
amiloide es el denominado LMD/MS que consiste en una microdiseccion laser del material
birefrigente tefiido con Rojo Congo y posterior andlisis de ese material por espectrometria de
masa en tandem’.Este ensayo fue desarrollado en la Clinica Mayo por Ahmet Dogan.
Actualmente se realiza en muy pocos lugares del mundo; ninguno en America Latina. En un
convenio con el grupo Amiloidosis del Hospital Italiano de Buenos Aires y el IBYME/Conicet el
CEQUIBIEM esta desarrollando esta técnica diagnostica para poder ofrecerla luego en el pais y
en América Latina.

El primer conjunto de muestras consisti6 en muestras patologicas de corazon (9),
cavidad oral (2), higado (1), laringe (1), recto (1) y 3 muestras control de corazon. Las muestras
provistas por el HIBA consistieron en preparados histopatoldgicos tefiidos con Rojo Congo, y
trozos de biopsias fijadas y embebidas en parafina. En el IBYME, se puso a punto la
microdiseccion laser; en el CEQUIBIEM, se estandardiz6 el protocolo de extraccion de las
microdisecciones (9 muestras), y de los trocitos de biopsias fijados (14). Las 14 muestras
patolégicas y las 3 muestras control fueron analizadas por nano HPLC, acoplado a un Orbitrap
(QExactive) de Thermo Scientific. En todos los casos el HIBA disponia ya de un diagnéstico de
la amiloidosis de cada paciente, a partir de datos clinicos y datos de laboratorio e histopatolégicos

Los resultados fueron muy promisorios. En 6 de las 9 muestras analizadas por LMD/MS,
se detecto la proteina amiloidogénica. En las 14 muestras de biopsias analizadas directamente
por LC/MS se detecto la proteina amiloidogénica. En todos los casos se pudieron identificar las
5 proteinas que en la literatura se describen como “signature”, y que acompafian a la fibra
amiloide (Apolipoproteina A-IV. Apolipoproteina A-l; Apolipoproteina E, Serum amyloid
y.Vitronectina).

Llama mucho la atencion que se hayan podido detectar las proteinas amiloidogénicas
con tanta abundancia en las muestras de biopsia, en las cuales las fibras amiloides se encuentran
diluidas respecto al andlisis en muestras LMD/MS. Esto sugiere que debe haber en estos tejidos
una acumulacion granular de estas proteinas; esto ha sido sugerido en la literatura pero no
reportado en experimentos de por espectrometria de masa.

El desarrollo de esta técnica diagndstico aun aguarda el analisis de mas muestras
patolégicas provenientes de otros tejidos asi como de muestras control para cada tejido.

'Dogan, A.(2017) Amyloidosis: Insights from Proteomics. Annu Rev Pathol. 24(12):277-304.
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RESUMEN

Las hojas y los tallos de remolacha (un subproducto alimenticio) representan la mitad del peso fresco de la
remolacha cultivada y poseen compuestos bioactivos valiosos (betacianina y compuestos fendlicos). El uso
de la encapsulacién como técnica para proteger dichos compuestos ha sido previamente estudiado y
analizado. En este trabajo, se utilizaron cdpsulas previamente optimizadas para el desarrollo de tres
alimentos con dichos agregados: galletas dulces, delicias turcas y caviar molecular. La evaluacidn sensorial se
realizd con 100 consumidores a los cuales se les aplicé una encuesta con pruebas descriptivas de intensidad
de los atributos, pruebas afectivas y asociacidén de palabras. Como resultados se obtuvo que para el caviar
molecular predomina la categoria de agrado en relacién con la apreciacién visual, atribuible al color de las
capsulas -que ademas fue clasificado como justo (en la escala JAR)-. Sin embargo, los atributos relacionados
con el gusto no estuvieron categorizados en el agrado y fueron penalizados por los consumidores, por lo que
deberian ser mejorados para que el caviar sea aceptado como alimento per se. Al evaluar tanto las galletas
como las delicias turcas conteniendo las capsulas, estas fueron aceptadas por los consumidores en mayor
proporcién que el caviar, mostrando relaciones de agrado no solo en atributos de color sino en gusto.
Ademas, la percepcién de las capsulas en los productos no representé un problema a la hora de la aceptacion.
Al hacer una valoracion global de los alimentos y de acuerdo con los resultados de la evaluacion sensorial,
los atributos fueron descritos en su mayoria como justos para los alimentos formulados y anclados como
agrado para los consumidores. Ademas, en comparacién con sus homélogos sin capsulas, los alimentos
presentaron una mejor aceptabilidad y agrado a la hora de calificarlos en la satisfaccion global, de acuerdo
con las respuestas de la encuesta abierta y en consonancia con el vocabulario empleado por los
consumidores, que permite inferir una aceptacion por parte de estos. La prueba de penalidades indicé que
para las galletas no se observaron atributos de mejora, probablemente debido a que se partié de un producto
muy conocido y habitual en su consumo; diferencia que se veia en las delicias turcas, al ser un alimento mas
innovador y menos conocido en el mercado argentino, aunque es importante destacar que dicha penalizacion
no generd sensaciéon de rechazo. Finalmente, los alimentos fueron evaluados por digestiéon in vitro
mostrando que hay un contenido significativo de compuestos fenélicos que son liberados (y plausibles de ser
absorbidos) en el intestino, con bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos de alrededor de 80%,
conservando su capacidad antioxidante (medida por ABTS+. y FRAP). Se puede concluir que la inclusién de
las capsulas con extracto en ambos alimentos conduce a un aumento significativo del contenido de
compuestos fendlicos y de la capacidad antioxidante. Estos resultados permiten generar sistemas mejorados
de alginato de Ca(ll) con propiedades funcionales prometedoras para el desarrollo de ingredientes y
alimentos funcionales.

Palabras Clave: biopolimeros, aceptacidon, subproductos, antioxidantes, digestion.
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Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the agent responsible for the tuberculosis disease (TB) has
been historically one of the deadliest infectious human pathogens. Mtb is characterized by its
capacity to enter into a dormancy state that allows it to persist in an individual for years. This
latent condition makes direct detection of bacterial components difficult and results in a
significant obstacle for diagnosis. We have previously generated a fusion protein (Fp) of CFP10
and ESAT6 antigens that can be used for detecting Mtb infected individuals in an IGRA test. We
have also demonstrated that the antigen Rv2626¢ allows to discriminate individuals with an
established latent tuberculosis infection (LTBI) from tuberculosis patients (TBP), recently
infected subjects (RI) and healthy controls (HC). Here, we analyzed levels of circulating IgG
antibodies against Fp in these mentioned study groups. We used Fp to sensitize ELISA plates
and measured IgG specific antibodies in plasma samples. We first observed that levels of IgG
antibodies against ESAT6 and CFP10 could differentiate TBP and HC (O.D. TB = 0.67 + 0.09;
O.D. HC = 0.14 £ 0.03; ****p<0.0001) with ROC analysis showing 54.2% sensitivity and 81.5%
specificity for a cut-off value of O.D.: = 0.21. Furthermore, anti-Fp IgG levels were able to
distinguish asymptomatic individuals positive for QuantiFERON®-TB Gold Plus (QFT) or
tuberculin skin test (TST) from TB patients. Surprisingly, Rl QF T+ subjects showed significantly
higher levels of IgG against Fp than LTBI (O.D. RI = 0.45 + 0.1; O.D. LTBI = 0.15 + 0.03;
**p<0.007) and, in a similar manner, individuals with low and high cellular immune responses
against Rv2626c¢c could also be differentiated by levels of IgG against Fp. In summary, our
findings suggest that Fp could be used to detect specific IgG antibodies in serodiagnostic tests
to identify TBP and individuals at risk of developing active TB.
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Studies of IgM-antigen (Ag) interaction focused on epitope mapping and cross-
reactions are important issues in the design of vaccines and diagnostic kits. In
previous research, it was observed that IgM isotype antibodies (Ab) are
encoded by germline genes with few or no mutations, being of low to medium
affinity compared to IgG isotype Abs. In this work, chicken egg lysozyme (HEL)
as Ag model has been used, since it was widely studied, from the structural
and physicochemical point of view, both in its free form and bound to Ab. Our
goal is to characterize the structure of the epitopes recognized by anti-HEL
monoclonal (Mabs) IgM Fvs, on HEL surface. Two populations of anti-HEL IgM
were obtained: one by intraperitoneal immunization with complete Freund's
adjuvant and another by intrasplenic immunization (without adjuvant). In both
groups, the average of affinity constants obtained by means biosensor SPR
experiments, was about 106 M-1 (published in previous presentations). To
identify residues that are part of putative epitopes recognized by both IgM
groups, we use immunoinformatic techniques such as: homology modeling of
the Fvs IgM and docking experiments. Primary sequences of anti-HEL IgM VH
and VL regions were modeled by homology modeling at three web server
portals: AbodyBuilder, abYmod and SI Repertoire Builder. The assessment of
obtained models was performed by QMEAN-Disco and SAVESv6.0 online
servers. Docking experiments were performed at HADDOCK, ClusPro and
AbAdapt servers. As a first approach, we studied a set of anti-HEL IgM that,
according to ELISA and Biosensor SPR competitive assays, would recognize the
same epitope or epitopes with a high overlapping degree on HEL surface. Such
epitope would be the same or in the vicinity of that recognized by the anti-HEL
IgG F.9.13.7 and the recombinant ScFv F1F9, which contains the HEL catalytic
site. The epitope or epitopes near the catalytic site present certain rigidity
since are formed mainly by alpha helix secondary structures. Also, adjacent to
that epitope a second epitope is recognized by IgG D44-F10 and IgM
antibodies such as HEL2. This particular epitope involves beta strands and
disordered structures. The identification of the residues that comprise the first
epitope formed mainly by alpha helices was easier to perform than those from
the second epitope. However, it was observed that the results obtained with
the docking servers depend on the structural conformation of IgM Fvs used in
the in silico experiments. Better results, consistent with those obtained in
ELISA and SPR biosensor experiments have been acquired with modeled IgM
Fvs by the SI Repertoire Builder server more than with those modeled by
AbBuilder platform. At the same time, better results were obtained by
performing in silico experiments with servers HADDOCK and AbAdapt than
ClusPro. Further experiments with the models from all anti-HEL IgM Fvs will
give statistically more confident results.
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Las vesiculas extracelulares (VEs) son de tamafio nanométrico y estan compuestas por
una bicapa lipidica con componentes citosélicos como &cidos nucleicos (ADN, ARN) y
proteinas. Lo que hasta el momento esta claro es que estos nanovehiculos bacterianos son
producidos constantemente y se les ha atribuido participacidn en la comunicacién la microbiota-
hospedador (comunicacién interreino).

Nuestros resultados indican que en las VEs producidas por Lacticaseibacillus casei
BL23 tienen un tamafio de 50 + 3 nm y su concentracion varia a lo largo de las fases de cultivo,
segun lo indican los resultados obtenidos por Nano Tracker Analysis. A su vez, contienen ADN,
ARN y proteinas y por andlisis protedmicos demostramos que el contenido proteico no es
estocastico y hemos identificado proteinas asociadas a la actividad probiética’. A su vez,
resultados de Microscopia Confocal mostraron que las VES, son internalizadas por la linea
celular de epitelio intestinal Caco-2 y su contenido de ARN se libera en el nicleo, mientras que
su membrana permanece en el citosol. Por otro lado, resultados con las VEs de la bacteria
Bacillus subtilis 168, cuyo tamafio fue de 115 + 27 nm, mostraron que son internalizadas y
transportadas desde la cara apical a la basal de manera tiempo dependiente (Microscopia
Confocal y Nano Tracker Analysis). Las VEs intactas fueron transportadas en un lapso de
tiempo de entre 60 y120 min con una eficiencia de absorcion del 30%. A su vez, demostramos
que el transporte de las VEs a través de la monocapa de células polarizadas es dosis-
dependiente (Nano Tracker Analysis). Por otro lado, las VEs bacterianas no afectaron la
proliferacion celular, ni la viabilidad, ni presentaron efectos citotoxicos en las células de la linea
celular Caco-2°.

El transporte a través del epitelio intestinal podria ser el primer paso que le permitiria a
las VEs bacterianas llegar al torrente sanguineo para luego poder ser transportadas y liberar su
contenido a los tejidos y 6rganos extraintestinales donde ha demostrado el efecto benéfico de
los probidticos®. A futuro, la expresion y encapsulacién de pequefios ARN, proteinas y/o
antigenos en las VEs de bacterias probiéticas podria representar una novedad cientifica con
aplicaciones en nutraceuticos y terapias clinicas (Fig. 1).
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Fig. 1. Ventajas biol6gicas y potencial uso de las VEs bacterianas para uso terapéutico
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Antimicrobial peptides (AMPs) have attracted importance as new potential
drugs due to the advantages that they exhibit regarding conventional antibiotics.
These compounds are characterized by having a broad antimicrobial spectrum and
multiple mechanisms of action, which hinders the development of resistance in
microorganisms. Despite the above, the clinical use of this type of compounds is
limited due to their short half-life, mainly because they are susceptible to
degradation by proteases. Therefore, a proposed alternative to overcome these
disadvantages is the immobilization and/or encapsulation of peptides on
biocompatible carriers. Based on works described in the literature and previous
experience of our group, we focused on the design of two different carrier systems:
1) rigid mesoporous silica nanoparticles (MSNPs) with or without a chitosan shell
to allow for covalent immobilization of the peptide, and 2) alginate (a natural
biopolymer) nanogels (ANGs). Unlike biopolymers nanogels, MSNPs are physically
and chemically stable and their physicochemical properties can be tuned to allow
for a controlled release of their content and they offer the possibility of surface
functionalization allowing the active targeting of different cell populations. On the
other hand, for several biomedical applications such as formulations meant for
intravenous route administration, the possibility of having a stable aqueous solution
of ANGs is far more promising.

Taking into account the above, this work presents the design, synthesis,
characterization and bioactivity of bioconjugates composed of the Ib-M6
antimicrobial peptide immobilized both on ANGs and MSNPs. This peptide has
been reported as bioactive against gram-negative bacteria such as Escherichia coli
0157:H7, presenting a half maximal inhibitory concentration (IC50) in the range 6-
9 uM. The bioconjugates Ib-M6/ANGs were prepared by direct crosslinking of the
negatively charged alginate polymer with Ca’" cations and the Ib-M6 peptide,
which exhibits a net charge +6, in aqueous medium. The MSNPs were synthesized
by a sol gel process, using tetraethoxysilane as silica precursor, and then the
peptide was incorporated by adsorption in aqueous media (Ib-M6/MSNPs) or the
MSNPs were coated with chitosan (1% w/w in acetic acid 2% v/v) and the
immobilization of |Ib-M6 was carried out by the formation of an amide bond



between carboxyl groups of the peptide and amine groups of chitosan. The as-
prepared nanocarriers and the Ib-M6 bioconjugates were characterized by DLS,
SEM, FT-IR, and SAXS. The antibacterial activity of the Ib-M6 bioconjugates was
evaluated by the microdilution procedure using a synthetic aqueous sample
contaminated with Escherichia coli O157:H7. The antibacterial activity of the free
Ib-M6 peptide and the three different nanocarriers were also performed for
comparative purposes. The results showed that it was possible to reach a high
percentage of inhibition of the growth of E. coli O157:H7 after 24 h with the
designed nanocarriers, which also confer protection against protease attack

(trypsin).
Keywords: Bioconjugates, Co-precipitation method, Chitosan
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El hipotiroidismo es considerado como una de las enfermedades endémicas mas

comunes, en la que la glandula tiroidea no logra cumplir su funciéon al producir
insuficiente T4 1. Durante la etapa neonatal, en la cual continda el desarrollo y
maduracion cerebral, las hormonas tiroideas tendran un rol fundamental. La tiroxina (T4)
deriva en triyodotironina (T3) en los tejidos periféricos y ésta sera la encargada de
desencadenar la regulacion génica que involucra a proteinas requeridas en la regulacion
de la respiracién celular, termogénesis, crecimiento y diferenciacion celular=.
La levotiroxina sddica (LTX) actia como terapia de reemplazo para estos casos donde
la secrecion de T4 es inadecuada y cuya funcion implicaria el normal desarrollo del
sistema nervioso central en infantes. Si bien se encuentran disponibles numerosas
formulaciones de administracion oral de LTX, no existe aun una formulacién apropiada
para la administraciébn de este activo en pacientes neonatos, debido que la dosis
utilizada se encuentra en una concentracion de 10-15ug/kg/dia. Como respuesta a esta
necesidad, nuestro grupo de trabajo ha desarrollado minicomprimidos orodispersables
(MCODs) de LTX, que presentan un tamafio menor a 3 mm y una rapida disgregacion
al ser colocados en la cavidad oral, lo que los hace apropiados para este grupo etario y
permiten una adecuada dosificaciébn mejorado la eficacia terapéutica del tratamiento.

Antes de ser administrados, estos minicomprimidos deben cumplir con todas los
pardmetros requeridos por la autoridad sanitaria. Entre estos pardmetros se encuentra
el perfil y ensayo de disolucion. Dado las pequefias concentraciones de LTX utilizadas
en los MCODs (10 y 15ug/comp) y a las bajas concentraciones con las que se cuenta
una vez disuelto el MCOD en el vaso de disolucion, fue necesario desarrollar y adaptar
un método que sea selectivo y altamente sensible para poder llevar adelante el ensayo.

El analisis se llevé a cabo por un método por HPLC-MS/MS donde la columna
cromatogréfica utilizada fue Hypersil GOLD C18 (100mm x 2.1 mm, tamafio de particula
de 3um) de Thermo Scientific. Se empleé un método isocratico Metanol: Acido férmico
0,05% (55:45) con un flujo de 0,3 mL/min. La temperatura de la columna se mantuvo a
25°C y el volumen de inyeccion fue de 5uL. La deteccién se llevo a cabo mediante un
espectrometro de masas en tdndem con ESI como fuente de ionizacién. Se trabaj6 en
modo SIM [M+H]+ y en modo SRM (transicién 777,60731,6) ambos en modo positivo.
Parametros como temperatura de vaporizacion, gas carrier, temperatura del capilar y
energia de colision, entre otros, fueron optimizados mediante infusion directa de 1ppm
de estandar.

Mediante este método, se logré obtener el perfil de disolucion de los MCODs
donde se observé que antes de los 2 minutos se producia la liberacion del 100% de
activo.

! Braverman LE, Cooper DS (Ed). (2013) Introduction to Hypothyroidism. In Braverman LE, Cooper DS
(eds.). Werner &Ingbar’'s: The thyroid: a fundamental and clinical text. 10th ed. Philadelphia: Lippincott
Williams & Wilkins; Pags.523-5.

2Vella, Kristen R.; Hollenberg, Anthony N. (2017). The actions of thyroid hormone signaling in the nucleus.
Molecular and Cellular Endocrinology, (), S0303720717301697-. d0i:10.1016/j.mce.2017.03.001.
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La OMS estima que aproximadamente el 67% de la poblacién mundial menor a 50 afios
se encuentra infectada con Herpes Simplex Tipo 1 (HSV-1) y un 13% con Herpes Simplex
Tipo 2 (HSV-2). El aciclovir y andlogos de nucledsidos relacionados pueden tratar las
infecciones por HSV, pero presentan alta probabilidad de generar resistencia. Debido a
la urgencia por encontrar nuevas terapéuticas antivirales, nuestras investigaciones se
han focalizado en el estudio de moléculas de origen natural. Demostramos que
extractos semipurificados obtenidos a partir de hojas de Melia azedarach L inhiben la
multiplicacién de virus DNA y RNA, en ausencia de citotoxicidad. Asimismo, inhiben la
replicacion de los virus HSV-1 y HSV-2 en modelos de infeccion murina. Con el objetivo
de obtener un potencial fitomedicamento de accién topica contra el herpesy para hacer
mas sustentable la obtencion de los extractos, comenzamos a trabajar con 4 clones de
plantines de M. azedarach L. micropropagados in vitro. Las extracciones de los plantines
se realizaron con acetato de etilo, se les evaporo el solvente y luego se resuspendieron
en medio de cultivo. Se obtuvieron 4 extractos correspondientes a cada clon: R, E, J1y
J2. Se evalud la citotoxicidad de los extractos en células Vero tratadas durante 48 horas,
mediante la técnica de MTT. Los valores de CCsp obtenidos fueron: 518 pug/mL (R), 690
ug/mL (E), 265,5 pug/mL (J1) 796,1 pug/mL (J2). Seguidamente, se evalud la actividad
antiviral mediante un ensayo de rendimiento viral a las 24 horas p.i. y posterior
titulacién por formacién de placas. Se determinaron las CEsp frente a los virus HSV-1
KOS: 59.61 pg/mL (R) 21.89 pg/mL (E) 13.71 ug/mL (J1) 242.3 pg/mL (J2); HSV-2 G: 101.6
ug/mL (R), 157.3 ug/mL (E), 8.21 pg/mL (J1), 389.9 pug/mL (J2); HSV-2 MS: 17.14 pg/mL
(R),20.14 pg/mL (E), 10.71 pg/mL (J1), 22.31 ug/mL (J2). De la misma manera evaluamos
la actividad antiviral frente a dos cepas de HSV-1 TK- y se determinaron las CEsg, HSV-1
B2006: 54 pug/mL (R), 0,28 pug/mL (E), 0,26 pg/mL (J1), 25,12 pug/mL (J2); HSV-1 Field: 44
ug/mL (R), 10,5 pug/mL (E), 5,84 pg/mL (J1), 42,4 pg/mL (J2). Por otro lado, se evalué la
inhibicion de la replicacion de HSV-1 KOS en células de retina humana (H-RPE) producida
por el extracto del clon J1 obteniéndose la CEso 0,47 ug/mL.

Se comprobd que los cuatro extractos de los clones de plantines evaluados presentan
actividad antiviral tanto contra los virus HSV-1 como HSV-2, siendo el CJ1 el mas activo.
Asimismo, todos inhiben las cepas de HSV-1 TK- resistentes al aciclovir. Debido a estos
resultados tan alentadores, actualmente estamos tratando a los plantines con distintos
elicitores para aumentar la produccion de metabolitos secundarios y asi su bioactividad.
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Las glicoproteinas tipo mucinas son componentes principales en la superficie del protozoo T.
cruzi, agente etioldgico de la enfermedad de Chagas. Los oligosacaridos en las mucinas estén unidos O-
glicosidicamente a la proteina via a-GIcNAC gque se encuentra sustituida, a su vez, con residuos de 3-
Gap y B-Gaf dependiendo de la cepa. En la cuticula interna de la ampolla rectal del insecto vector
triatomino, se adhieren las formas epimatigotes constituyendo un paso critico para su diferenciacion en
formas tripomastigotes metaciclicos, atamente infectivas. Los ensayos de adhesién ex vivo en presencia
de oligosacaridos sintetizados quimicamente como a-bencil glicésidos por parte de nuestro grupo
permitieron la identificacion de la estructura trisacaridica bencil B-D-Galp(1—6)-[p-D-Gaf(1—4) ]-D-
GlcNAca (1) como determinante de adhesion [1]. En este trabajo, presentamos la sintesis de un analogo
del trisacarido 1, € bencil glicésido B 2, con € objetivo de estudiar la influencia de la configuracion
anomeérica de la unidad de GIcNAc en la adhesién ala cuticula interna de la ampolla rectal de Triatoma
infestans. El compuesto 1 se habia sintetizado mediante la introduccion de una unidad Galp en OH-6
primario seguido de una unidad Galf en OH-4 de un derivado de GICNAc [2]. Sin embargo, esta estrategia
no fue exitosa para su andlogo B 3. Por ese motivo, se llevé a cabo una estrategia alternativa cambiando
el orden de introduccion de las unidades de glicosilo. Se protegié e OH-6 de 3 con un grupo sililo
(TBDPS) y luego se siguié una secuencia de glicosilacion de 4-OH de 4 con un donor de Galf,
desproteccion de la posicion 6 de 6 y glicosilacion del 6-OH con un donor de Galp. Se discutiran los
resultados de | as estrategias.

BzO _0OBz
ccl 0 HO _OH
Bz00 O\ﬂ/ s Bzoggrw o
OR BzO oBz NH TBDPSO BzO 2 HO o
O Q OH
HO
Bzg%osn BzO 5 fz‘o‘i?/ggo&g/oan S HOo ﬂo%%/Rz
AcNH BzO AcNH
—_—
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ABSTRACT

BACKGROUND

The group is working on the development of an enzymatic colorimetric biosensor based on
the inhibition of the Ser/Thr phosphatase PP1. The objective is to improve the biodetection
of the cyanobacterial toxin microcystin-LR (MC-LR) in water samples.

RESULTS

From the 6270 possible variants of PP1, we filtered 129 candidates that incremented both
affinity and stability according to a FoldX Stability and Autodock Vina rigid docking compared
to wild-type. Those 129 were reduced to 19 after full-flexible active site docking stage. From
them, 3 variants were chosen for in vitro evaluation (p.Q249Y; p.D197F; p.S129W).
Site-directed mutagenesis were performed on PP1 plasmids with the Q5 Hot Start kit (NEB).
E.coli BL21 were transformed with the mutated plasmids and each recombinant mutant
protein was expressed and purified. They were evaluated in stability (by fluorescence
spectroscopy), activity (pNpp dephosphorylation measured at 405 nm), and affinity to MC-LR
(percentage of inhibition compared to wt). Although 2 of the 3 proteins (p.S129W; p.Q249Y)
showed less affinity or significantly less activity, one of the 3 proteins (p.D197F) not only
showed significantly more affinity to MC-LR than wild type, but also presented significantly
more activity in solution. The proposed mechanism is due to the increment in hydrophobicity
(ASP to PHE) of the hydrophobic pocket of PP1, where MC-LR “Adda” aromatic residue
buries.

CONCLUSIONS

In order to obtain PP1 variants that perform better in an activity assay used for MC-LR
biodetection, we conducted a saturated-mutagenesis bioinformatic screening. 3 variants
were chosen for in vitro evaluation. One of the proteins (p.D197F) not only showed
significantly more affinity to MC-LR than wild type, but also presented significantly more
activity in solution.
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The gastric H,K-ATPase is a membrane protein located in the parietal cells of the
stomach, responsible for acidifying gastric juice. Driven by ATP hydrolysis, the
H,K-ATPase couples H* extrusion to the uptake of K*. The reaction cycle of the
H,K-ATPase includes the interconversion between two main states of the enzyme, E1
and E2. The ion binding sites alternate between being exposed toward the cytoplasmic
side (E1, with high affinity for H*) and the extracellular side (E2, with high affinity for K*).
The H,K-ATPase is the molecular target of different drugs for the treatment of diseases
related to acid secretion. The presence of a hydrophobic pocket exposed to the
extracellular medium was determined from the analysis of the protein structure. Such a
pocket has been proposed as the potential interaction site of compounds belonging to
two families of inhibitors: the classic proton pump inhibitors (PPls) and the acid pump
antagonists (APAs), recently marketed in Asia.

This work aims to evaluate the effect of [H*] on the competition of K* and APAs
(vonoprazan and tegoprazan) for the binding to the extracellular side of the gastric
pump. We measured enzyme activity and the kinetics of E1-E2 conformational changes
using a non-compartmentalized preparation in order to evaluate the conditions that
increase the potency of APAs. To explore the contribution of individual amino acids to
ligand binding, we performed a prediction of pKa values in both states.

We found that APAs bind preferentially to the luminal-facing E2 state; binding to the
cytoplasmic side of the enzyme also occurs, even though with low affinity. Data were
fitted by non-linear regression to a minimal model that adequately describes the
interaction between the H,K-ATPase, APAs and K* at different pH. Our results suggest
that the competition between K* and H* could explain the increased potency of APAs at
acidic pH, as an alternative to the protonation of the inhibitors, which is currently the
only proposed explanation.

Keywords: H,K-ATPase, kinetic, conformational states, inhibitors.
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Introduccion

A pesar de que mas de un millén de nifilos menores de nueve afios estan afectados por la infeccion
con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) (1), los medicamentos especificamente
destinados a este grupo etario son escasos. Por ello, es una practica general el empleo de
comprimidos destinados a los adultos, que son fraccionados y molidos manualmente para ser
administrados a los nifios. Esta practica genera incertezas en la dosis administrada y en su
biodisponibilidad. Entre las maximas prioridades en el tratamiento de las infecciones pediatricas
por HIV se encuentra el desarrollo de formulaciones que sean seguras, eficaces, aceptables, con
Optima farmacocinética y dosificacién, particularmente con sistemas de administracion novedosos.
También se buscan estrategias o intervenciones que mejoren la adherencia al tratamiento (2). Los
comprimidos dispersables para suspension oral resultan una alternativa interesante, ya que estas
formas farmacéuticas se desintegran en unos pocos segundos en contacto con el agua (3).

Objetivos

Desarrollar comprimidos dispersables pediatricos para suspensién oral, basados en la asociacion
de tres ingredientes farmacéuticos activos de accion antiviral zidovudina (AZT, 60 mg), lamivudina
(8TC, 30 mg) y nevirapina (NVP, 50 mg)

Metodologia

Se prepararon distintos comprimidos, mediante la técnica de compresion directa, aplicando un
disefio experimental. Se realizaron estudios farmacotécnicos de los mismos en cuanto a su
aspecto, geometria, dureza, tiempo de desintegracién y friabilidad. Se seleccioné la formulacién
con las mejores caracteristicas a la que se le determiné la uniformidad de contenido y su disolucion
(aparato Il de la USP, paletas, en medio HCI 0,1 N). La concentraciéon de los tres antivirales se
determiné mediante cromatografia liquida de alta performance con detector de arreglo de diodos.

Resultados y Discusién

La formulacion seleccionada contenia los tres principios activos y los excipientes dextratos,
crospovidona y estearil fumarato sodico. Los valores obtenidos de tiempo de desintegracion de 13
s, de friabilidad del 0,4% y de dureza de 12 kp resultaron muy adecuados. La formulacion cumplia
con los requerimientos de uniformidad de contenido y de disolucion, liberandose mas del 80 % de
los tres principios activos luego de una hora.

Conclusiones

Los comprimidos dispersables para suspension oral desarrollados y caracterizados cumplen con
los requisitos preestablecidos y podrian constituir un aporte en el tratamiento de las infecciones por
VIH en nifios, ya que se adaptan a los requerimientos de dosificacion y a las dificultades de
deglucion de la poblacién pediatrica, mejorando asi la adherencia terapéutica.

Referencias:
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Los envenenamientos causados por artrépodos venenosos tales como arafias, escorpiones y
lepiddpteros son un problema sanitario emergente en las dareas rurales principalmente.
Lonomia obliqua es un lepiddptero venenoso perteneciente a la familia Saturniidae. El
contacto con las espiculas de la oruga de esta especie causa un dolor instantdneo en la zona de
contacto. El cuadro clinico puede evolucionar a una coagulopatia con hemorragias v,
eventualmente, falla renal y muerte del individuo. El Unico tratamiento existente en el mundo
para contrarrestar las complicaciones sistémicas de este envenenamiento es el antiveneno
Lonomia producido por el Instituto Butantan de Brasil, el cual es producido en caballos
hiperinmunizados con el veneno obtenido a partir de las espiculas de la oruga de L. obliqua. En
Argentina no se dispone de un recurso terapéutico propio y efectivo para dar respuesta a este
evento de Salud Publica.

La proteina activadora de protrombina (LOPAP) y la proteina activadora del Factor X (LOSAC)
son dos componentes muy importantes del veneno de L. obliqua, siendo responsables de los
principales disturbios hemostaticos causados por el mismo en el ser humano. El objetivo del
presente trabajo fue desarrollar un proceso biotecnoldgico basado en el sistema Baculovirus-
Larvas de insecto para producir ambas toxinas recombinantes para su potencial aplicacién
como inmundgenos en reemplazo del veneno en la produccidon nacional de un antiveneno
Lonomia.

LOPAP y LOSAC fueron expresadas en larvas de ultimo estadio de Rachiplusia nu 'y Spodoptera
frugiperda. Los baculovirus recombinantes contenian bajo el promotor de poliedrina el gen de
cada toxina fusionado a una etiqueta de histidinas. El rendimiento alcanzado por gramo de
larva en S. frugiperda fue de 54,5 ug para LOSAC y de 46,9 ug para LOPAP. Las larvas fueron
procesadas y las proteinas recombinantes purificadas mediante Cromatografia de Afinidad de
lones metdlicos inmovilizados (IMAC). Las fracciones de elucidon fueron estudiadas por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién en Fase Reversa (RP-HPLC) y el grado de pureza
alcanzado fue de 85,6% para LOSAC y 70% para LOPAP. Ambas toxinas recombinantes
purificadas demostraron tener actividad procoagulante sobre plasma humano y, ademas,
fueron eficientemente reconocidas por el antiveneno de Lonomia producido por el Instituto
Butantan de Brasil. Los resultados permiten concluir que el proceso de produccidn
biotecnoldgico de LOSAC y LOPAP en larvas de insectos fue eficiente, abriendo la oportunidad
de su utilizacién para suplementar o reemplazar al veneno L. obliqua en la produccién del
antiveneno.



DISENO DE UN ENZIMOINMUNOENSAYO QUE PERMITA LA SEROTIPIFICACION DEL VRUS DEL
DENGUE EN SUEROS DE PACIENTES INFECTADOS BASADO EN UNA ESTRATEGIA INTEGRADA PARA
LA EXPRESION Y PURIFICACION DEL DOM Il DE LA PROTEINA E DEL DENV FUSIONADOS A
HIDROFOBINAS.
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Introduccion. El virus del dengue (DENV) presenta cuatro serotipos (1-4) antigénicamente
diferentes. El dominio Il (Domlll) de la proteina E, contiene multiples epitopes neutralizantes que
son serotipo-especificos, y carece de otros que desencadenan anticuerpos no neutralizantes de
reactividad cruzada. Recientemente ha sido descripta una secuencia consenso para el Domlll, del
DENYV, la cual demostrd capacidad de generar una respuesta inmune contra los 4 serotipos. En
trabajos previos se produjo las distintas variantes del Domlll fusionados a hidrofobinas que
permite una purificacion en sistemas de dos fases acuosas y una inmovilizacién directa por
adsorcién del producto en placas multiwell usadas en técnicas de ELISA.

Objetivos. El objetivo del presente trabajo es presentar una estrategia integrada produccion,
purificacién e inmovilizacidon de un antigeno del DENV para el disefio de un enzimoinmunoensayo
qgue permita detectar anticuerpos contra Dengue y ademas poder diferencias los diferentes
serotipos.

Metodologia. Los antigenos se produjeron en sistemas de larvas de insectos y P. pastoris. Los
sueros empleados fueron serotipificados por una técnica de micro neutralizacién por reduccién de
placas.

Resultados. Con el fin de evaluar los ELISA in house desarrollados, se construyeron curvas ROC
segln cada serotipo y sistema de expresidon de los antigenos de sensibilizacidn, a partir de las
absorbancias para los sueros obtenidas en los ELISA clasificados como verdaderos positivos y
verdaderos negativos segln el ensayo de neutralizacion, considerado gold standard.

Conclusiones. Los ELISA in house, demostraron una exactitud general aceptable, a excepcién del
que utiliza el antigeno DomlIl4HFBI expresado en larvas de insecto, el cual no demostré capacidad
de discriminacidn. El ELISA in house puesto a punto en donde se utiliza el antigeno Domlll-
consenso-HFBI expresado en P. pastoris presenté la mayor exactitud global, demostrando la mejor
performance entre los ensayos evaluados.
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Deteccidon de biomarcadores proteicos a partir de un
método rapido basado en aptameros/CRISPR-Cas
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Los métodos de diagndstico clinico son esenciales para la identificacion, tratamiento y
prevencion de muchas patologias, siendo en algunos casos el determinante entre la vida o la
muerte del paciente. El diagndstico de varias enfermedades o formas de una enfermedad es un
desafio debido a que muchos sintomas son inespecificos, el diagndstico involucra biopsias
invasivas o costosas técnicas de secuenciacién de ultima generacién. Avances en el campo de la
metabolémica y protedmica han generado nuevas oportunidades para identificar moléculas
pequeias y proteinas que funcionan como biomarcadores de la enfermedad. Asi, a través de la
identificacion y obteniendo los perfiles de concentracidn de estas moléculas que difieren entre
los pacientes que presentan la enfermedad de los que no, es posible encontrar biomarcadores
presentes en las etapas tempranas que permitan predecir cdmo se desarrollard la enfermedad.
Debido a ello es necesario el desarrollo de nuevas tecnologias que permitan la deteccidn y
cuantificacion de estos biomarcadores de manera rapida y sensible.

Los sistemas CRISPR/Cas son poderosas herramientas de edicion de genes debido a su capacidad
para reconocer y manipular con precision los acidos nucleicos. En los ultimos afios, ademas de
la funcién de edicién de genes, también muestran una gran promesa en aplicaciones de
biodeteccidon debido a su actividad secundaria de clivar ADN simple cadena (1, 2) y a la
posibilidad de acoplar ésta con diferentes formas de deteccion fluorescente y electroquimica
(3-5). En este trabajo hemos disefiado y puesto a punto un método de deteccidon y cuantificacion
de biomarcadores de origen proteico (en particular, trombina) basado en aptameros altamente
especificos a éstas proteinas que permiten regular la actividad secundaria de CRISPR-Cas 12 y
cuantificar el analito en concentraciones del picomolar de manera fluorescente (Figura 1). La
incorporacién de las técnicas de amplificacién aumenta en gran medida la sensibilidad y
disminuyen los tiempos del ensayo. Por otro lado, el uso de aptameros permite la deteccién muy
selectiva y amplia el rango de targets detectables, expandiendo el uso de la tecnologia
CRISPR/Cas, a analitos que no son acidos nucleicos, y permitiendo adaptar la misma estrategia
a multiples proteinas con solo cambiar la secuencia del aptamero.
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Figura 1: Esquema del sistema basado en Aptameros/CRISPR-Cas
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En la actualidad la falta de formulaciones que se adecuen a la necesidad de determinados grupos etarios, como los pacientes
pediatricos, es un problema frecuente a nivel mundial. Por lo que esta terapéutica debe ser cubierta por la formulacion y elaboracion
de medicamentos que la industria farmacéutica no produce, sea por la complejidad de realizar ensayos clinicos o por la falta de
rédito econdmico; o alguna otra causa que impida al paciente acceder al medicamento en tiempo y forma. Esto sucede con el acido
ursodesoxicolico (UDCA), el cual se encuentra disponible en las formas farmacéuticas para adultos: comprimidos y capsulas. Ante
la imposibilidad de ingerir comprimidos, los padres se ven obligados a colocar el contenido del mismo en agua para administrarselos
a sus hijos. Sin embargo, esta practica, dada la insolubilidad del UDCA en agua, disminuye notablemente la cantidad ingerida. Esto
lleva a una terapéutica huérfana, siendo las formas farmacéuticas liquidas recomendadas para su administracion en estos casos,
reduciendo los errores en la dosificacion y ayudar a la adherencia al tratamiento. E1l UDCA, también conocido como ursodiol, es un
acido biliar secundario que se sintetiza en el higado y estd presente en pequefias cantidades en la bilis humana (1-2%). E1l UDCA
reduce el contenido de colesterol de la bilis, por lo que se administra para disolver célculos biliares (litolitico), como coadyuvante
en el tratamiento de enfermedades hepdticas colestasicas y como terapia de puente para el trasplante hepatico. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo es desarrollar formulaciones liquidas huérfanas (suspensiones) de UDCA, evaluar la estabilidad
fisicoquimica y microbioldgica de las suspensiones a tres temperaturas durante 120 dias y realizar un estudio preliminar de la
biodisponibilidad oral relativa.

Se desarrollaron dos suspensiones de UDCA de 25 mg/ml, una de ellas se formuld con un vehiculo completo, incluyendo
humectantes y agentes de suspension, edulcorantes, tampones y conservantes; la otra, con un nimero minimo de excipientes. Para
evaluar la estabilidad fisicoquimica de UDCA las muestras se envasaron en frascos de vidrio de color &mbar de 30 ml, rotulandose
y almacenandose a tres temperaturas (5°C + 3°C, 25°C £ 2°C/ 60% HR + 5% HR y 40°C £ 2°C/ 75% HR % 5% HR) con un periodo
de evaluacion de 4 meses y la toma de muestra a los intervalos de 7, 14, 30, 60, 90 y 120 dias. Los parametros fisicoquimicos
evaluados fueron apariencia, pH, resuspendibilidad, volumen de sedimentacion, tamafio de particula y reologia, y el contenido de
UDCA en cada suspension se determind mediante HPLC-UV. las suspensiones fueron evaluadas in vivo en ratas para la
determinacion de los pardmetros farmacocinéticos, tales como, concentraciones plasmaticas maximas (Cmax), tiempo hasta la Cmax
(Tméx) y el IAUCO0-12 h) que representa el aumento en el area por encima de la linea de base después de la ingestion de UDCA.

Se lograron desarrollar dos suspensiones orales de UDCA con vehiculos adecuados para permitir una correcta medicion de
la dosis. Ambas suspensiones mostraron adecuada estabilidad fisica, quimica y microbiolodgica. Mostraron una distribucion
unimodal del tamafio de las particulas, lo que se tradujo en una distribucion homogénea. Asi, se garantiza la dosis correcta cuando
se administra a pacientes pediatricos. Ambas suspensiones, SA y SB, pueden conservarse a temperatura ambiente y en la heladera
durante al menos 120 dias y a 40°C durante 90 y 120 dias, respectivamente. El UDCA present6 una biodisponibilidad oral relativa
similar cuando se administr6 a través de las formas SA o SB, sin diferencias significativas. Se demostr6é que cuando se carga UDCA
en suspensiones como SA y SB, su biodisponibilidad oral fue notablemente mayor comparada con una tableta comercial que se
dispersa en agua para facilitar la administracion oral a los nifios.

Las suspensiones desarrolladas demostraron ser seguras y adecuadas y son ideales para uso pediatrico por su aceptabilidad,
administracion precisa de la dosis y adherencia al tratamiento. A su vez, se pueden almacenar en un hospital pediatrico o en la

farmacia sin condiciones especiales de conservacion, siendo una potencial transferencia a la farmacia hospitalaria y oficinal.



Deteccion de autoanticuerpos del receptor de folato alfa: implicancias
para posibles tratamientos en el trastorno del espectro autista
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El trastorno del espectro autista (TEA) agrupa diversos sindromes que ocurren durante el
neurodesarrollo, con una incidencia en la poblacion de hasta el 2% y con un diagnostico
generalmente tardio. Se asocian al autismo variadas comorbilidades que pueden empeorar con
el tiempo si no hay un tratamiento adecuado. Se ha reportado una deficiencia cerebral de folato
en personas que presentan autismo. Diversas investigaciones demuestran que esta deficiencia
se produce en algunos casos, aproximadamente en un 75%, por una baja actividad del receptor
de folato alfa (FRa) debido a la presencia de autoanticuerpos (FRa autoantibodies, FRAA) que
impiden el buen funcionamiento.

El objetivo principal del proyecto es generar herramientas para el estudio y determinacion
de autoanticuerpos contra el receptor FRa. Se destaca el desarrollo de reactivos para
desarrollar un kit de deteccién de FRAA aplicando la técnica de ELISA y la generacion, a través
de herramientas computacionales, de modelos estructurales del complejo FRa-anticuerpo que
permitan estudiar su interaccion y cémo la misma repercute en el funcionamiento del receptor.

Para poder complir con los objetivos del proyecto se utilizard un pldsmido que permite
expresar el FRa en células eucariotas. Las proteinas se purificaran segun un protocolo
establecido y se analizaran las fracciones obtenidas mediante Western Blot y tefiido de geles
con coomassie blue brillant para determinar concentracion, pureza e identidad de la proteina en
estudio. Posterior a la expresidon de FRa se buscara determinar la presencia de FRAA utilizando
un protocolo basado en la técnica ELISA. Se sensibilizaran placas con diferentes diluciones del
FRa recombinante y se bloquearan los sitios sin reaccionar. Para la puesta a punto del ensayo
se agregaran diluciones de un fragmento de anticuerpo humano (VH) cuya secuencia esta
disponible para sintesis y que sera previamente expresado utilizando un sistema procariota. Una
vez establecido el sistema, se utilizaran diluciones de plasma o suero de pacientes y se
incubaran durante 2 h a temperatura ambiente. Luego de los lavados correspondientes, se
detectara la presencia de VH o FRAA utilizando anticuerpos anti-his o anti-human (segun
corresponda) acoplados a la peroxidasa HRP y se utilizara el reactivo TMB para realizar la
lectura correspondiente. Las muestras de pacientes se obtendran por contribuciones voluntarias
con el debido consentimiento informado y los donantes recibiran de forma gratuita el resultado.

El trabajo se complementara con métodos computacionales. Para el modelado estructural
se tomara la estructura cristalografica del FRa y el VH humano se modelara utilizando Alphafold.
Luego de tener ambas estructuras, se usara la herramienta Colabfold para obtener el complejo
estructural receptor/anticuerpo. A partir de la estructura del complejo y de las partes por
separado, se realizaran simulaciones extensas de dinamica molecular clasica utilizando el
paquete de programas AMBER. Recolectada la informacion, se analizaran cambios
estructurales y dinamicos, con presencia y ausencia de sustrato. También se evaluaran
interacciones y sitios de unién claves para la interaccion entre ambas proteinas.

Como resultado del proyecto esperamos generar un método de deteccion de FRAA que
facilite el diagnostico a bajo costo. Ademas, esperamos generar resultados de estudios
computacionales del complejo receptor-anticuerpo que a futuro permitan definir los mecanismos
de accion de los FRAA.
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Caracterizacion estructural de derivados del acido quinurénico y estudio del
comportamiento como ligandos de iones lantanidos como potenciales sondas
fluorescentes

Oppezzo G.A., Shmidt M.S., Guerberoff C.L., Arceo I., Di Salvo F., Blanco M.M.

El acido 3-hidroxiquinurénico (3-HOKA), un derivado hidroxilado en posicion 3 del acido quinurénico
(acido 4-quinolinona-2-carboxilico), presenta una intensa fluorescencia a 474 nm y un alto rendimiento
cuéntico de fluorescencia (®f : 0,73).! Debido a estas caracteristicas y a la ausencia de efectos citotdxicos
significativos,’ resulta una molécula muy atractiva como sonda fluorescente en aplicaciones bioldgicas.
Conjuntamente, un importante nimero de compuestos de coordinacién de iones lantdnidos son empleados
para la marcacién celular en estudios por biocimdgenes, entre otras aplicaciones. En particular, los sistemas de
Eu(lll) y el Th(ll) son los mas utilizados, debido a sus bandas de emisién finas y definidas® Teniendo en cuenta
que los derivados del 3-HOKA contienen grupos funcionales tales como hidroxilo fendlico, carboxilo y amino,
adecuados para establecer uniones de coordinacién con iones metdlicos, se considerd la posibilidad de
conjugar las propiedades fluorescentes del 3-HOKA con aquellas de los lantanidos mediante la sintesis de una
nueva familia de compuestos coordinacion.

Por un lado, se llevé a cabo la cristalizacion y el estudio estructural por DRX de monocristal de una serie
de derivados del acido quinurénico (KYNA) incluido el 3-HOKA. El estudio cristalografico aportdé informacién
estructural adicional y complementaria a los estudios de caracterizacion y propiedades reportados
recientemente.!

Por otro lado, se utilizé al 3-HOKA como ligando para la obtencién de compuestos de coordinacion de
iones lantanidos. Se exploraron diferentes variables de sintesis, tales como concentracién, anién de la sal
utilizada como compuesto de partida (EuCls.6H,0, TbCls.6H,0, GdCls.6H,0, La(NOs)s.6H,0), relacion
estequiométrica, pH, base empleada, solvente, temperatura y la presencia de ligandos auxiliares (acido oxalico,
acido trimésico). Se emplearon sintesis del tipo hidro y solvotermal, empleando instrumental especifico. Se
ensayaron variedad de solventes y condiciones para mantener los complejos en soluciéon y promover su
cristalizacién, con el objetivo de elucidar su estructura por DRX de monocristal. En todos los casos se evidencia
la formaciéon de compuestos de coordinacién de forma inmediata, observando la apariciéon de precipitados
color amarillo, que se distinguen del ligando aislado, o una coloracién amarilla intensa en el caso que
permanezcan en solucién. Si bien hasta el momento no se ha logrado obtener material cristalino adecuado
para llevar a cabo el estudio estructural por DRX de monocristal, se han empleado diferentes técnicas de
caracterizacién, como DRX de polvos, FTIR y andlisis elemental sobre los sélidos obtenidos. La similitud
observada en los espectros IR y en los difractogramas de polvos de los complejos obtenidos a partir de las sales
de cloruros de Eu(lll), Gd(lll) y Tb(lll) empleando las mismas condiciones de sintesis, podria asociarse con
sistemas isoestructurales. Para los derivados de La(lll), se observa un diferente patron de sefiales lo que indica
que la presencia del anidn en el material de partida juega un rol importante en el sistema resultante. Los
estudios fotofisicos estan en proceso.
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Las responsables de diseminar un tumor primario localizado en un érgano determinado hacia otros distantes,
son las Células Tumorales Circulantes (CTCs) al infiltrarse en la sangre periférica del paciente. Este proceso
compuesto de varias fases conocido como metdstasis, es el responsable de mds del 90 % de los fallecimientos
asociados al céncer. La deteccién de pocas unidades de CTCs en volimenes de sangre extraidos de un paciente y
su correcto recuento, permitirfa realizar una deteccién temprana del tumor y/o conocer la evolucién de una terapia.
Es por ello que desarrollamos este filtro cuyo objetivo primario es aportar un dispositivo para biopsia liquida basado
en las propiedades fisicas de las células tumorales (tamafio y deformabilidad) . Este sistema estd compuesto por
una bomba de jeringa, dos descartables, un portafiltro de disefio propio y una membrana porosa microfabricada
mediante la técnica electroplating, cuya seccién circular es de 1 cm de didmetro, con mds de 200.000 poros y
cuyos didmetros varian entre 8, 10 y 12 um. Los ensayos de pasaje de medio de cultivo y células a través de la
membrana porosa, fueron llevados adelante empleando las lineas celulares correspondientes a linfoma de Hodkin
clasico: KMH2, UH01 y L1236, y tuvieron como objetivo primario estudiar la performance de captura del sistema.
Aunque fue concebido como un dispositivo para diagndstico, puede ser adaptado para funcionar como cell sorter
ademds de dejar abiertas las posibilidades de modificarlo para ser utilizado con el fin que se desee.
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La nanotecnologia es una ciencia emergente que involucra la manipulacion de la materia a escala
nanomeétrica. Estos materiales se utilizan con fines comerciales ya que se incorporan a los articulos de uso
cotidiano a un ritmo cada vez mayor. Se incluyen dentro de esta ultima categoria productos
farmacéuticos, cosméticos, alimentos, y productos para el hogar, entre otros. Las propiedades Unicas
fisicoquimicas que hacen que las nanoparticulas (NP) sean tan atractivas desde el punto de vista
comercial, podrian a su vez estar asociadas con efectos potencialmente peligrosos. Por ello, el estudio del
potencial toxicolégico de los nanomateriales hizo que una rama particular de la nanotecnologia, la
nanotoxicologia, emergiera unos aflos después de que comenzaran los primeros desarrollos
nanotecnoldgicos. En este sentido, la nanotoxicologia avanzé en el desarrollo de estrategias especificas
para evaluar las interacciones de las NP con sistemas bioldgicos, siendo su objetivo principal dilucidar si
las propiedades de las NP producen efectos no deseados en el medio ambiente o los seres vivos.
Numerosos estudios han evidenciado que diferentes NP pueden presentar propiedades fisicoquimicas
diferentes, como composicién, tamafio, forma, carga o recubrimiento, y esto afecta no solo su interaccion
con otros materiales, sino también tienen su biodistribucion y unién con los sistemas. En lo que refiere a
los posibles mecanismos toxicoldgicos iniciados por la exposicién a NP, los estudios in vivo como in vitro
muestran que la toxicidad de las NP estd estrechamente asociada con la capacidad de aumentar los
niveles de especies activas del oxigeno intracelulares modificando el estado redox celular, y/o los niveles
de mediadores proinflamatorios (Figura 1). Tanto el pulmdén como la piel constituyen las principales vias
de entrada de NP, ya sea por el uso directo de las mismas o por su presencia en el ambiente. Este trabajo
resume la importancia de una caracterizacion fisicoquimica exhaustiva y la importancia de establecer una
correlacion entre estas propiedades y los efectos toxicoldgicos en los sistemas bioldgicos, con especial
énfasis en las NP de origen inorganico como las de plata, oro, hierro y niquel tanto en modelos in vivo
como in vitro. Los resultados presentados contribuyen a la comprensién de los mecanismos subyacentes
en el aumento de patologfas asociadas a la exposicién a NP en el sistema cardiorrespiratorio y la piel. A
nivel pulmonar, las caracteristicas fisicoquimicas de las NP le confieren la capacidad de alterar el
metabolismo del O,, iniciando dafio oxidativo y cambios del epitelio pulmonar que llevarian a alteraciones
en la funcion pulmonar. Ademas, la respuesta a nivel local puede generar una respuesta fisiopatoldgica
en o6rganos a distancia mediante una respuesta sistémica. Los resultados sugieren que las NP de oro
serian mas seguras mientras que, en las de plata, hierro y niquel deberia tenerse en cuenta la dosis y el
tiempo de exposicion.
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Figura 1: Factores principales que inducen estrés oxidative como consecuencia de la exposicion a NP. Los mecanismos por los
cuales las NP inducen la formacién de especies activas del oxigeno esta relacionada con factores relacionados a las NP y la
interaccion con sistemas bioldgicos. Luego de ser internalizadas en las células, las NP general especies activas del oxigeno como
consecuencia de la interaccién con la mitocondria y la NADPH oxidasa (NOX). Sumado a esto, la interaccion de las NP con las
células estimula una respuesta inflamatoria a través de la sintesis de mediadores proinflamatorios como IL-1R, IL-6 and TNF-a.


mailto:mgarces@ffyb.uba.ar

Diseifio y caracterizacion de peliculas comestibles orodispersables de acido ursodesoxicdlico

aplicadas a la farmacoterapia pediatrica
Boscolo Oriana'?, Sabrina Flor'?, Silvia Lucangiolil‘z, Ana Rojasz'3

'Universidad de Buenos Aires, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Departamento de Tecnologia Farmacéutica, Ciudad
de Buenos Aires, Argentina.

Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Tecnologicas (CONICET), Buenos Aires, Argentina.

*Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Departamento de Industrias

- ITAPROQ (CONICET, UBA), Ciudad Universitaria, C1428BGA - Ciudad de Buenos Aires, Argentina.

El acido ursodesoxicolico (UDCA) es un agente terapéutico utilizado inicialmente en la disolucion de calculos
biliares. Actualmente se lo aplica al tratamiento de enfermedades colestasicas cronicas, produciendo una mejora en los
pardmetros bioquimicos, sintomas clinicos, principalmente el prurito, y la remision a largo plazo de los sindromes
colestasicos y, en algunos de ellos, representa la terapia de puente para el trasplante. Quimicamente, el UDCA es un
acido biliar. Los acidos biliares (AB) son compuestos esteroides, derivados hidroxilados del acido 5B-colan-24-oico,
sintetizados en el higado. Las formulaciones comerciales de UDCA se encuentran disponibles en comprimidos y
capsulas con concentraciones de UDCA las cuales no son aptas para pacientes pediatricos. En la actualidad las formas
farmacéuticas solidas convencionales son prescriptas para nifios desde los 6 afios en adelante debido a problemas en la
deglucion, en la dosificacion, asi como también el riesgo de asfixia. Debido a esto, el objetivo de este trabajo consistio
en el desarrollo y caracterizacion de peliculas comestibles buco-dispersables u orodispersables (PODs), las cuales
consisten en una pelicula delgada que, cuando simplemente se la coloca en la cavidad oral del paciente, se humecta
inmediatamente con la saliva, se desintegra rapidamente y se disuelve para liberar el medicamento.

Se desarrollaron PODs a dos concentraciones diferentes de UDCA, 25 mg/ml y 50 mg/ml, mediante la técnica
de casteo (casting) seleccionando adecuadamente el polimero, plastificante, conservante y aromatizante para la
obtencion de peliculas flexibles. Se realizaron tres lotes de peliculas por concentracion, se distribuyeron en desecadores
protegidos de la luz y se almacenaron a 25°C al vacio sobre soluciones saturadas de MgCl, de actividad de agua conocida
(aW°) para mantener una humedad relativa constante del 33,3% para el equilibrio de la pelicula. Por otro lado, las
peliculas fueron caracterizadas determinando el pH de las soluciones formadoras de peliculas, las coordenadas del color
de la pelicula en el espacio CIELab (colorimetro Minolta CM-508d, Japon), esto es, la luminosidad L* (0% negro -
100% blanco), a* (-a* verde y +a*rojo) y b* (-b* azul y +b* amarillo). El contenido y uniformidad de dosis de UDCA
presente en la matriz polimérica se determiné mediante técnicas de HPLC-UV vy se realiz6 un control microbiolégico.

Las peliculas desarrolladas resultaron ser visualmente translicidas y blanquecinas-tenuemente amarillentas
(a*=-1.010.0; b*= +14+1; L*= 87+1%). El contenido inicial de UDCA en las peliculas de 25 mg y de 50 mg fue de
24,6 mg de UDCA por pelicula con una eficiencia de carga del 96,6% y de 49,6 mg de UDCA por pelicula con eficiencia
de carga del 97,3%, respectivamente. En cuanto al ensayo microbioldgico, se observo ausencia de E. coli y < 10
UFC/pelicula de aerobios totales, hongos y levaduras.

Se lograron desarrollar peliculas orodispersables a dos concentraciones diferentes de UDCA, las cuales
resultaron flexibles, seguras, de aspecto homogéneo y con una adecuada eficiencia de carga para ambas concentraciones.

Por lo expuesto, las peliculas de UDCA pueden ser potencialmente utiles para ser administradas a pacientes pediatricos.
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Las remolachas Beta vulgaris contienen betalainas, las cuales son polifenoles con
poderosa actividad antioxidantes y antiinflamatoria. Las betalainas se clasifican en dos
grupos: betacianinas (coloracién rojo-violeta), y betaxantinas (coloracion amarillo-
naranja). El extracto de remolacha se ha utilizado como pigmento en las industrias
cosmeética, farmacéutica y alimenticia. La betanina (BET) es un pigmento natural que se
encuentra de manera abundante en extracto de remolacha y que posee propiedades
beneficiosas para el organismo dada su gran capacidad antioxidante y anti-inflamatoria.
Ademas, se destaca por ser soluble en agua y estable en el rango de pH 3-7. No
obstante, es susceptible a la luz y a los cambios de temperatura, lo cual limita su uso en
las industrias alimenticias y farmacéuticas. Los bioactivos, como la betanina, pueden ser
preservados utilizando diversas técnicas de encapsulacién, lo que contribuye a
protegerlos del medio que los rodea hasta su liberacion controlada. En este caso
realizamos la encapsulacion de BET con quitosano (QS). Este biopolimero se caracteriza
por ser biocompatible, biodegradable, no téxico, antimicrobiano, con solubilidad en
multiples medios y mucoadhesivo. En este trabajo, se empled un QS de alto PM nacional
obtenido a partir de la desacetilaciéon de la quitina extraida del exoesqueleto del
langostino Pleoticus muellieri. Se desarrollaron diferentes nanoformulaciones (NFs) de
QS por entrecruzamiento con tripolifosfato de sodio (TPP) mediante la técnica de
gelificacion ionica. Cada una de las NFs fueron sometidas a un proceso de ultrasonido
durante 10min (Cole-Parmer, 750W, 20KHz, A = 20%). Luego, a través del analisis por
dispersién dindmica de la luz (DLS; Malvern Zetasizer) se determiné el tamafio medio de
particulas presentes en las NFs cargadas con BET en funcién de la relacion QS:TPP. Los
valores fueron: NF-2:1 (130.3 + 7.9nm?), NF-3:1 (157,2 + 5.6nm®), NF-4:1 (170.1 #
2.5nm°®), NF-5:1 (182.3 = 4.1nm¢). Por su parte, la NF-3:1 per se presentaba un tamafio
significativamente mayor a su equivalente con bioactivo encapsulado (170.3 = 1.3nm°).
Cabe destacar que todas las NFs presentaron un perfil de monodispersidad con Pdl
bajos (NP: 0,16 + 0,03; NP-BET: 0,22 + 0,02; p<0,01). Por otra parte, se determino la
eficiencia de encapsulacién (%EE) de la BET de manera indirecta cuantificando su
absorbancia (A = 536, Jasco V-570 UV-Vis) en el sobrenadante de las NFs previamente
centrifugadas (9000 rpm, 10min). Los %EE fueron: NF-2:1 (15 + 92), NF-3:1 (40 £ 3°), NF-
4:1 (41 £ 4°), NF-5:1 (42 + 5°). A partir de los datos obtenidos, se eligié trabajar con la
NF-3:1 considerando que es la que permite maximizar el %EE al mismo tiempo que
presenta el menor tamano con respecto a las otras NFs. Asi, se determind que la NF-3:1
presentaba un potencial { de +37,6 £ 6,7, el cual disminuyd significativamente en
presencia de BET (+28,1 = 5,2; p<0,01). El analisis de ultraestructura (TEM) permitio
identificar particulas con formas esféricas. Como conclusion, las NFs desarrolladas por
nuestro grupo serian optimos sistemas de proteccion y suministro de este bioactivo.
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En los ultimos afios, el desarrollo de sensores no enzimaticos de glucosa ha sido de gran interés debido a
gue éstos presentan ventajas por sobre aquellos que emplean sistemas bioldgicos para el sensado tales
como: versatilidad en el disefio de fases de reconocimiento, rapidez de respuesta, bajo costo y facil
miniaturizacién. Por otra parte, el uso de impedancia como método de transduccién de la sefial permite
mejorar significativamente la sensibilidad de la deteccién. En el presente trabajo, se expone el desarrollo de
nuevos sensores de glucosa para el control de la diabetes, basados en dos estrategias de medicién (figura 1):
por un lado, se trabajé en la inmovilizacion, sobre la superficie de electrodos de oro, de &cido fenilborénico,
cuya interaccion con la glucosa produce el bloqueo de la sefial de una cupla redox externa (Estrategia de
Blogueo). Por otro lado, mediante la electrodeposicién de nanoparticulas de niquel sobre electrodos impresos
de grafito, se desarroll6 una metodologia donde el principio de sensado se basa en la oxidacion directa de la
glucosa sobre la superficie del electrodo, catalizada por la cupla NiOOH/Ni(OH), (Estrategia Catalitica)®.

A partir de la Estrategia de Bloqueo se logré la cuantificacion de glucosa considerando los valores de Rct
surgidos del ajuste del modelo (y = 18,716 Q.mM™ x + 53,263 mM; R? = 0,985) para el rango de
concentracion de glucosa de 0 a 6,6 mM (0-130 mg/dL).

Por su parte, la Estrategia Catalitica permitié la obtencién de un sistema de sensado basado en el registro
del valor de ZI a una frecuencia de 0,1 Hz, con una curva de calibracién y = 0,218 Q*.mM*x + 0,292 Q* (R2 =
0,991, rango 0-2 mM). Asimismo, la inclusion de nanoparticulas de oro en la superficie del electrodo
contribuyé con un aumento significativo en la sensibilidad. El sistema pudo ademas aplicarse a la
cuantificacién de glucosa en muestras de saliva artificial.
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Figura 2. Prototipo sensor de glucosa
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Figura 1. Esquema de estrategias de medicion de glucosa

Los resultados demuestran que ambos sistemas son factibles de ser aplicados a la cuantificacién de glucosa
en el rango de concentraciones fisiologicas, sin empleo de enzimas y con elevada sensibilidad y selectividad y
bajo costo (dispositivo prototipo actualmente en construccioén, figura 2). De esta manera, el uso de la
impedancia como técnica de transduccion de la sefal permitiria alcanzar el objetivo de desarrollar plataformas
multideteccion que lleven a la cuantificacion de diferentes analitos, cada uno a su frecuencia 6ptima, sobre un
mismo dispositivo?.
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Trypanosoma cruzi es el agente etiolégico de la tripanosomiasis americana. El
nimero de personas infectadas con T. cruzi disminuyé de 18 millones (1991) a 6 millones
(2010), pero sigue siendo la enfermedad parasitaria mas prevalente en las Américas. Por
otro lado, Toxoplasma gondii es un parasito Apicomplexan oportunista responsable de
la toxoplasmosis, que es capaz de infectar a humanos y animales de sangre caliente
afectando a mas de mil millones de personas en todo el mundo. La quimioterapia actual
para la enfermedad de Chagas y la toxoplasmosis esta insatisfactoria y existe una
necesidad critica de desarrollar nuevos medicamentos seguros. Por ejemplo, la
guimioterapia de la enfermedad de Chagas sigue siendo deficiente y se basa en dos
drogas descubiertas empiricamente: nifurtimox (Lampit®, Bayer-El Salvador) vy
benznidazol (Abarax®, Elea-Argentina), que no estan aprobados por la FDA en los
Estados Unidos, donde solo estan disponibles en los CDC bajo protocolos de
investigacion. Sin embargo, el benznidazol fue recientemente aprobado por la FDA,
pero solo para uso pediatrico. Nuestro objetivo a largo plazo es encontrar
medicamentos alternativos para el tratamiento de estas enfermedades parasitarias. Se
ha informado que las enzimas del camino de isoprenoides son excelentes objetivos
farmacoldgicos contra pardsitos patégenos. Por ejemplo, los bifosfonatos tienen
actividad contra el crecimiento de T. cruzi dirigida a la farnesil difosfato sintasa de T.
cruzi (TcFPPS). La escualeno sintasa de T. cruzi (TcSQS) demostrd ser un target
interesante para el disefio de fdrmacos. Los selenocianatos de ariloxietilo son potentes
inhibidores de la proliferacion de T. cruzi dirigidos a TcSQS, actuando también en T.
gondii. T. gondii no sintetiza colesterol y lo importa del huésped, lo que sugiere que los
inhibidores del SQS del huésped podrian afectar potencialmente el crecimiento de T.
gondii. Nuestra hipdtesis es que la via isoprenoide constituye un objetivo importante
para el tratamiento de enfermedades parasitarias. Para probar esta hipdtesis, nuestros
objetivos especificos son: investigar el efecto de los bifosfonatos contra TcFPPS y
TgFPPS, y contra las células de T. cruziy T. gondii, y realizar estudios SAR para ayudar al
disefio de farmacos; estudiar el efecto del ariloxietil selenocianatos contra TcSQS, vy
también contra T. cruziy células de T. gondii.
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El empleo de tecnologias aditivas, particularmente el empleo de la impresion en tres
dimensiones (3D), en el campo médico refleja el advenimiento de soluciones innovadoras a
diferentes problematicas que se han implementado globalmente desde los uUltimos 20 afios.
Ante las posibilidades que evidencia este avance tecnoldgico, se observa una vacancia del
recurso en el pais. Se colige, por lo tanto, necesario reconocer la importancia de la fiabilidad y
seguridad de los procesos y materiales implementados en la fabricacién 3D y en el

funcionamiento adecuado de los productos resultantes.

Desde investigaciones recientes se ha indicado que en el 2019 la implementacién de
impresiones 3D en el campo médico de mayor recurrencia fue la de proétesis craneofaciales,
seguida de protesis. La produccion tradicional de dispositivos médicos usualmente requiere de
procesos costosos y de equipos de compleja utilizacién. La impresién 3D puede reducir el costo
del producto final, el tiempo de fabricacién y problematicas de descarte de residuos con su
consiguiente impacto ambiental entre otros factores de la produccién. En consideracion de las
oportunidades de generar acceso a nuevos tratamientos, la impresion 3D puede permitir la
fabricacidn de productos médicos o sus componentes para ser incorporados mediante

evaluaciones de rigor.

Una posibilidad es disefiar y fabricar, mediante impresion 3D, posibles productos médicos o
componentes de éstos, en particular un tapdn para baldn gastrico que pueda ser colocado en el
extremo opuesto a la valvula y se degrade al alcanzar el periodo de 6 meses de colocado. Ante
la minima degradacidn del tapdn, el baldn se vaciaria espontdneamente. Luego se esperaria que
pasara a través del piloro hacia los intestinos y se excrete naturalmente. De esta manera se evita
tener que realizar una endoscopia o intervencidn quirurgica para el retiro del balén utilizando
los balones actualmente existentes en el mercado local. Estos ensayos podrian ser en un fututo

actividades de transferencia tecnoldgica.

Otra opcién es la de disefar y desarrollar biomateriales, aplicables en la elaboracién de
andamios en tres dimensiones, los cuales tendran un potencial empleo como apdsitos
multifuncionales para optimizar el proceso de cicatrizacion de heridas y que contengan activos

terapéuticos con efectos antimicrobianos y angiogénicos.



