Vol. 1 No.4 2016
[5SN:1390-9347

10natura

Ficocianobilina

Péptidos que atraviesan la membrana celular

/6N - potenciales transportadores de farmacos
S o R 7

e r
Reparacién de la lesion medular

f

ke

mon cglv{ﬁ

ambblnlcuﬁln com

]

. } INTERENATIONAL COMMITTEE «
M 100 = F,ﬂ ICMJE MEDICAL JOURNAL LDHURE-
r.'ﬁ' ﬂf F - -
7 " r
: ,:.ﬁ-,r? : ] &)

scholar |
# ¥ £l : v | . :.--. o . 4 2 ‘;h: ; P 2 l
2 o ( :: toriano de Biotecnologia y Ambien
J . , _I ; P Lt = X h‘.’: .. F




Preg

Ciencias
Agropecuarias

Tecnologla Agropecuaria
SNIES 1850 Registro Calificado

Res. 8684 del 10-07-2014 MEN.

113 creditos [ Presencial / Rgro. Ant.

> Agronomia
SNIES 4443 Registro Calificado
Res. 12935 del 10-10-2012 MEN.
Acreditacion de Alta Calidad
Res. 0748 del 06-09-2012 MEN.
Meodificacion al Programa
Res 17754 del 22-10-2014 MEN.
157 créditos / Presencial / Rgro. Ant.

> Zootecnia
SNIES 53037 Registro Calificado
Res. 14466 del 04-09-2014 M.EN.
156 créditos / Presencial / Rgro. Ant.

Ciencias de
la Educacion

» Licenciatura en Filosofia

Educacioén Religiosa
MNIES 15235 Registro Calificado
Res. 5742 del 13-07-2011 MEN.
167 creditos [ A distancia / Rgro. Ant.

> Licenciatura en

Matematicas

SNIES 15229 Registro Calificado
Res. 6677 del 12-08-2011 MEN.
164 creditos [ A distancia / Rgro. Ant.

» Licenciatura en Educacion
Fisica, Recreacion y
Deportes
SNIES 15233 Registro Calificado

Res. 6136 del 29-07-2011 MEN.
164 creditos / Presencial / Rgro. Ant.

» Licenciatura en Lenguas

Extranjeras
SNIES 91 Reaqistro Calificado
Res. 12954 del 31-12-2010 M.EN.
154 creditos [ Presencial f Rgro. Ant.
> Licenciatura en Educacion
ara la Primera Infancia
NIES 105359 Registro Calificado

Res. 2848 del 16-02-2016 M EN.
164 créditos [ Presencial / Rionegro Ant.

» Licenciatura en

Ciencias Naturales
SNIES 105898 Registro Calificado
Res. 19869 del 18-10-2016 MEN.
164 créditos { Rgro. Ant.

racos

Alma Mater del Oriente Antioquefio

Ciencjas,
Economicas y
Administrativas

> Tecnologia en

Operaciones Financieras
SNIES 104841Reqistro Calificado

Res 12903 del 21-08-2015 MEN.

95 creditos / A distancia

tradicional Rgro. Ant.

> Contaduria Publica
SNIES 13018 Registro Calificado
Res 16741 del 20-12-2012 MEN.
Acreditacion de Alta Calidad
Res 15253 del 23-11-2012 MEN.
165 creditos / Presencial / Rgro. Ant.

» Comercio Exterior
SNIES 1854 Registro Calificado
Res. 7020 del 31-01-2013 M.EN.
Acreditacion de Alta Calidad
Res 16718 del 20-12-2012 M EN.
170 creditos / Presencial / Rgro. Ant.

> Administracion
de Empresas
SNIES Registro Calificado
Res. 10521 del 23-12-2009 MEN.
162 creditos / Presencial / Rgro. Ant.

Ingenierias

> Técnico Profesional en

Programacién Web
SNIES 103704 Registro Calificado
Res 14454 del 04-09-2014 MEN.
62 créditos / Presencial / Rgro. Ant.

> Ingenieria Ambiental
SMNIES 4361Registro Calificado
Res 2703 del 16-04-2010 MEN.
Acreditacion de Alta Calidad
Res 10749 del 06-09-2012 MEN.
173 creditos / Presencial { Rgro. Ant.

> Ingenieria de Sistemas
SNIES 1855 Registro Calificado
Res. 12325 gel 20-12-2011 M EN.
163 creditos / Presencial Rgro. Ant.

> Ingenieria Electrénica
SNIES 20271 Registro Calificado
Res. 9193 del 22-10-2010 MEN.
178 creditos / Presencial / Rgro. Ant.

> Ingenieria Industrial
SMIES 1856 Registro Calificado
Res. 11318 del 06-12-2011 MEN.
160 creditos / Presencial / Rgro. Ant.

Mas informacion sobre los programas ofertados en

e
S

Sector 3, Carrera 46 No. 40B - 50
PBX: + (57)(4) 569 90 90 - Rionegro - Antioquia
NIT. 890984746-7

www.uco.edu.co ( ’universidad.cotolicadeoriente

LUCO

Universidad Catédlica de Oriente
Vigilado Mineducacion

Ciencias de
Salud

> Enfermeria
SNIES 81027 Registro Calificado
Res. 721 del 08-02-2011 MEN.
166 creditos / Presencial / Rgro. Ant.

> Nutricién y Dietética
SNIES 104601 Res 07823
del 01-06-2015 MEN
166 creditos / Presencial / Rgro. Ant.

> Gerontologia
SNIES 1853 Registro Calificado
Res. 14839 del 22-10-2013 ME M.
138 creditos / A distancia con
apoyo virtual / Rgro. Ant.

Ciencias Sociales

> Psicologia
SNIES 8562 Registro Calificado
Res. 9902 del 31-07-2013 MEN.
Acreditacion de Alta Calidad
Res. 8642 del 09-07-2013 M EN.
175 creditos / Presencial { Rgro. Ant.

> Comunicacién Social
SNIES 53045 Registro Calificado
Res. 14892 del 11-09-2014 MEN.
146 creditos / Presencial / Rgro. Ant.

> Derecho :
SNIES 53532 Registro Calificado -
Res. 10542 del 14-07-2015 ME M. =3 <
166 creditos Presencial / Rgro. Ant. ;

Teologia
Huma%idgdes

> Teologia
(Virtual) SNIES 102489
Res. 4979 de 02-05-2013 MEN.
130 creditos / Presencial
Raro. Ant.

> Teologia
SNIES 103450 Registro Calificado
Res. 10638 del 09-07-2014 MEN.
130 creditos academicos
A distancia Rgro. Ant.

IFT y DH MIES

Resolucion MNo. 5201500294628

» Técnico Laboral
Liniero Redes de
Energia Eléctrica

Resolucion MNo.
S201500294925

Derecho ll




Vol. 1No.4 2016

Bionatura

6. cn espafnol o inglés trabajos inéditos de
= = investigaciones basicas y aplicadas en el
campo de la Biotecnologia, la Inmunolo-
~ gia, la Bioquimica, Ensayos Clinicos y otras
disciplinas afines a las ciencias biologicas,
- dirigidas a la obtencién de nuevos conoci-
== - : . mientos, evaluacion y desarrollo de nuevas
- d o d : ! } € * » tecnologias, productos y procedimientos
de trabajo con un impacto a nivel mundial.

Equipo editorial

Editor General / Editorial Manager

Dr. Nelson Santiago Vispo. Profesor / Investigador. Universidad Yachay
Tech, Ecuador.

Consejo Editorial / Editorial Board

Dra. Daynet Sosa del Castillo. PhD. Directora del Centro de Investigacio-
nes Biotecnoldgicas del Ecuador. CIBE-ESPOL

Dr. Dagoberto Castro Restrepo. PhD, Profesor / Investigador. Director
Investigacidn y Desarrollo. Universidad Catdlica de Oriente. Rione-
gro-Antioquia/Colombia

Dra. Thelvia I. Ramos Gémez. MD, Profesor / Investigador. Universidad
de las Fuerzas Armadas - ESPE. Ecuador.

Dr. Oliberto Sanchez. Profesor Asociado. Universidad de Concepcion,
Chile.

Dr. Jorge Roberto Toledo. Profesor Asociado. Universidad de Concep-
cién, Chile.

Dr. Aminael Sdnchez Rodriguez. PhD. Director del departamento de
Ciencias Bioldgicas, Universidad Técnica Particular de Loja

Dr. Manuel Limonta. Prof. PhD. Director: Regional Office for Latin Ameri-
can and the Caribbean International Council for Science (ICSU). Doc-
tor honoris causa Autonomous Metropolitan University of México
City (UAM). Dr. Honoris Causa - Universidad Central Ecuador.

Dra. Consuelo Macias Abraham. Especialista de Il Grado en Inmunolo-
gia, Investigadora y Profesora Titular, Doctora en Ciencias Médicas y
Miembro Titular de la Academia de Ciencias de Cuba. Directora del
Instituto de Hematologia e Inmunologia (IHI), de La Habana, Cuba.

Dr. Eduardo Lépez Collazo. Director IdiPAZ Institute of Biomedical
Research, La Paz Hospital, Espafia.

Dra. Hortensia Maria Rodriguez Cabrera. Profesora Investigadora. Uni-
versidad de Yachay Tech, Ecuador.

Dra. Vivian Morera. Directora de la Carrera de Ingenieria en Biotecnolo-
gia. Universidad de las Américas, Ecuador.

Dr. Eduardo Penton. MD, PhD, Investigador Titular. Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia, Cuba

Dr. Luis Trujillo. Profesor / Investigador. Universidad de las Fuerzas
Armadas - ESPE. Ecuador.

Dra. Celia Fernandez Ortega. Investigadora Titular. Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia, Cuba.

Dra. Lisset Hermida. Investigadora Titular. Centro de Ingenieria Genética
y Biotecnologia, Cuba

Dr. Gerardo Ferbeyre. Full Professor. Département de biochimie. Faculté
de Médecine. Université de Montréal, Canada.

Dra. Marbel Torres Arias. Profesor / Investigador. Universidad de las
Fuerzas Armadas - ESPE. Ecuador.

Dr. Rachid Seqqat. Profesor / Investigador. Universidad de las Fuerzas
Armadas - ESPE. Ecuador.

Dra. Ligia Isabel Ayala Navarrete. Profesor / Investigador. Universidad de
las Fuerzas Armadas - ESPE. Ecuador.

Dr. Tirso Pons. Staff Scientist. Structural Biology and Biocomputing
Programme (CNIO), Espafia.

Dr. Ramén Guimil. Senior Director. Oligonucleotide Chemistry bei Syn-
thetic Genomics, Estados Unidos.

Dra. Maritza Pupo. Profesora investigador. Facultad de Biologia. Univer-
sidad de la Habana, Cuba.

Editor Jefe / Chief Editor

Dr. Julio Pineda Insuasti. Profesor / Investigador. Universidad Técnica
del Norte. UTN, Ecuador, Director / Centro Ecuatoriano de Biotec-
nologia y Ambiente (CEBA).

Dr. Fidel Ovidio Castro. Founder, Profesor investigador. Tecelvet, Chile.

Dr. Che Serguera. French Institute of Health and Medical Research.
MIRCen, CEA, Fontenay-aux-Roses Paris, France

Dra. Olga Moreno. Partner, Head Patent Division. Jarry IP SpA, Chile.

Dra. Luciana Dente. Profesora Investigadora. Universidad de Pisa, Italia.

Dr. Carlos Borroto. Asesor de Transferencia de Tecnologia. Direccién
General at Centro de Investigaciones Cientificas de Yucatan (CICY),
México.

Dr. Javier Menéndez. Manager Specialist Process and Product 5cP.
Sanofi Pasteur, Canada.

Dr. Fran Camacho. PHD Researcher. Universidad de Concepcidn, Chile

Dr. Pedro Valiente. Profesor investigador. Facultad de Biologia. Universi-
dad de la Habana, Cuba.

Dr. Didgenes Infante. Prometeo / SENESCYT. Especialista de primer nivel
en Biotecnologia. Universidad de Yachay Tech, Ecuador.

Dra. Maria Elena Fleitas Mesa. Profesora Investigador. Universidad
Técnica del Norte, Ecuador.

Dra. Georgina Michelena. Profesora Investigador. Organizacion de las
Naciones Unidas. (ONU), Suiza.

Dr. Francisco Barona, Profesor Asociado. Langebio Institute, México

Dr. Gustavo de la Riva. Profesor Investigador Titular. Instituto Tecnoldgi-
co Superior de Irapuato, México.

Dr. Manuel Mansur. New Product Introduction Scientist (NPI) at Elanco
Animal Health Ireland, Irlanda.

Dr. Rolando Pajén. Associate Scientist, Meningococcal Pathogenesis and
Vaccine Researc. Center for Immunobiology and Vaccine Develop-
ment, UCSF Benioff Children’s Hospital Oakland”, Estados Unidos.

Dr. José Manuel Pais Chanfrau. Universidad Técnica del Norte, Ecuador.

Dr. Reynerio Alvarez. Prometeo / SENESCYT. Especialista de primer nivel
en Biotecnologia. Universidad Central del Ecuador, Ecuador

Dra. lleana Rosado Ruiz-Apodaca. Profesor / Investigador. Universidad
de Guayaquil, Ecuador.

Dr. Carlos Eduardo Giraldo Sdnchez. PhD, Profesor / Investigador. Uni-
versidad Catdlica de Oriente. Rionegro-Antioquia/Colombia

MsC. Nubia Yineth Velasquez Velasquez. Profesor / Investigador. Univer-
sidad Catdlica de Oriente. Rionegro-Antioquia/Colombia

Dr. Mario Alberto Quijano Abril. PhD, Profesor / Investigador. Universi-
dad Catdlica de Oriente. Rionegro-Antioquia/Colombia

Dr. Samir Julidn Calvo Cardona. PhD, Profesor / Investigador. Universi-
dad Catdlica de Oriente. Rionegro-Antioquia/Colombia

Dr. Felipe Rojas Rodas. PhD, Profesor / Investigador. Universidad Catdli-
ca de Oriente. Rionegro-Antioquia/Colombia

Dra. Isabel Cristina Zapata Vahos, Profesor / Investigador. Universidad
Catdlica de Oriente. Rionegro-Antioquia/Colombia

Redaccién y Ediciéon / Copyediting and corrections
MSc. José Enrique Alfonso Manzanet.
Mg. Frey A. Narvaez-Villa.
Disefio y Realizacién grafica / Graphic design and production
DI. José Manuel Oubifia Gonzalez.

Index in directory of open access journals




. mulas no lineales, se denominaran figuras y tendran numera-
Instrucciones para los Autores

cidn arabiga consecutiva. Se presentaran impresas en el arti-

Los Trabajos seran Inéditos: Una vez aprobados, no podran culo en paginas independientes y en formato digital con una
someterse a la consideracién de otra revista, con vistas a una resolucion de 300 dpi. Todas se mencionaran en el texto. Los
publicacién multiple, sin la debida autorizacién del Comité Edi- pies de figuras se colocaran en pagina aparte. El total de las fi-
torial de la Revista. La extensién maxima sera 8 cuartillas para gurasytablasascendera a5 paralos trabajos originales y de re-
los trabajos originales, 12 las revisiones y 4 las comunicacio- visién y 3 para las comunicaciones breves e informes de casos.
nes breves e informes de casos, incluidas las tablas y figuras.

Los articulos se presentaran impresos (dos ejemplares). Todas ~ Abreviaturas y siglas: Las precedera su nombre completo la
las paginas se numeraran con arabigos y consecutivamente a primera vez que aparezcan en el texto. No figuraran en ti-
partir de la primera. Estos deben acompafiarse de una versién tulos ni resimenes. Se emplearan las de uso internacional.
digital (correo electrénico o CD) en lenguaje Microsoft Word,

sinsangrias, tabuladores o cualquier otro atributo de disefio (ti- Sistema Internacional de Unidades (SI): Todos los re-
tulos centrados, justificaciones, espacios entre parrafos, etc.). sultados de laboratorio clinico se informardn en uni-
Siempre se ha de adjuntar la carta del consejo cientifico que dades del SI o permitidas por este. Si se desea
avala la publicacién y una declaracién jurada de los autores. afadir las unidades tradicionales, se escribiran entre pa-
Referencias Bibliograficas. Se numeraran segin el orden réntesis. Ejemplo: glicemia: 5,55 mmol/L (100 mg/100 mL).

de mencidn en el texto y deberan identificarse median-
te arabigos en forma exponencial. Los trabajos origina-
les no sobrepasaran las 20 citas; las revisiones, de 25
a 50 y las comunicaciones breves e informes de casos.
En las Referencias en caso de que las publicaciones revisa-
das esten online se debe proveer un enlace consistente para
su localizacion en Internet. Actualmente, no todos los docu-
mentos tienen DOI, pero si lo tienen se debe incluir como
parte de la referencias. Si no tuviese DOI, incluir la URL.

Para facilitar la elaboracion de los originales, se orienta
a los autores consultar los requisitos uniformes antes se-
fialados disponibles en: http://www. fisterra.com/recur-
sos_web/mbelvancouver. htm#ilustraciones%20 (figura)

Los trabajos que no se ajusten a estas instrucciones, se de-
volveran a los autores. Los aceptados se procesaran segun las
normas establecidas por el Comité Editorial. El arbitraje se rea-
lizard por pares y a doble ciego en un periodo no mayor de 60
dias. Los autores podran disponer de no mas de 45 dias para
enviar el articulo con correcciones, se aceptan hasta tres re-
envios. El Consejo de Redaccidn se reserva el derecho de in-
troducir modificaciones de estilo y /o acotar los textos que lo
precisen, comprometiéndose a respetar el contenido original.
El Comité Editorial de la Revista se reserva todos los de-
rechos sobre los trabajos originales publicados en esta.

Tablas, modelos y anexos: Se presentardn en hojas apar-
te (no se intercalaran en el articulo) y en forma vertical
numeradas consecutivamente y mencionadas en el tex-
to. Las tablas se ajustaran al formato de la publicacion
se podran modificar si presentan dificultades técnicas.

Figuras: Las fotografias, graficos, dibujos, esquemas, mapas,
salidas de computadora, otras representaciones graficas y for-

. La Revista Bionatura es un medio especializado, interinstitucional e interdisciplinario, para la divulgacion de desarro-
llos cientificos y técnicos, innovaciones tecnoldgicas, y en general, los diversos tépicos relativos a los sectores involucrados en
la biotecnologia, tanto en Ecuador como en el exterior; asi mismo, la revista se constituye en un mecanismo eficaz de comuni-
cacion entre los diferentes profesionales de la biotecnologia.

o Es una publicacidn sin dnimo de lucro. Los ingresos obtenidos por publicidad o servicios prestados seran destinados
para su funcionamiento y desarrollo de su calidad de edicion. (http://revistabionatura.com/media-kit.html)

o Es una revista trimestral, especializada en temas concernientes al desarrollo tedrico, aplicado y de mercado en la
biotecnologia.

o Publica articulos originales de investigacion y otros tipos de articulos cientificos a consideracidén de su consejo edito-
rial, previo proceso de evaluacién por pares (peer review) sin tener en cuenta el pais de origen.

. Los idiomas de publicacion son el Espaiiol e Inglés.

o Los autores mantienen sus derechos sobre los articulos sin restricciones y opera bajo la politica de Acceso Abierto a
la Informacidn, bajo la licencia de Creative Commons 4.0 CC BY-NC-SA (Reconocimiento-No Comercial-Compartir igual).

Esta revista utiliza Open Journal Systems, que es un gestor de revistas de acceso abierto y un software desarrollado, financiado
y distribuido de forma gratuita por el proyecto Public Knowledge Project sujeto a la Licencia General Publica de GNU.

Nuestros contactos deben ser dirigidos a: Publicacién periddica trimestral
Revista Bionatura: editor@revistabionatura.com

ISSN: 1390-9347 (Version impresa)
Formato: 21 x 29,7 cm cion de los manuscritos enviados.

Esta revista utiliza el sistema peer review para la evalua-

Numero de ejemplares: 1000
ISSN: 1390-9355 (Version electrdnica)
Sitio web: http://www.revistabionatura.com

Instrucciones a los autores en:
http://revistabionatura.com/instrucciones.html



INDICE / INDEX

EDITORIAL

Una vision global de la Biotecnologia en Colombia 165
An overview of Biotechnology in Colombia
Dagoberto Castro — Restrepo

CARTA ALEDITOR /LETTER TO THE EDITOR

Reparacion de la lesion medular mediante trasplante de células aldainoglia e inhibicion de la 167
actividad RhoGTPasa

Repair of spinal cord injury by aldainoglia cell transplantation and inhibition of RhoGTPase activity

Ernesto Doncel-Perrez

INVESTIGACION / RESEARCH

Nimotuzumab en el tratamiento de pacientes con glioma maligno. Comparacion entre estudios 171
pre-registro y pos-aprobacion.

Nimotuzumab for the treatment of patients with malignant glioma. Comparison between pre-registra-

tion and post-approved studies.

Mabel Alvarez, Giselle Saurez, Carmen Viada, Patricia Luaces, Aliuska Frias, Yuliannis Santiesteban,Lazara Garcia, Yane-
la Santiesteban, Amparo Macias, Tania Crombet

Eficacia de las tabletas de Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng (Orégano francés) en pacien- 177
tes con catarro comun: estudio aleatorizado, a doble ciego, controlado con placebo.

Efficacy of Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng (French oregano) tablets in patients with common

cold: a randomized, double-blind, placebo-controlled studly.

Yolanda A Rodriguez-Cambara, Daise Jiménez-Rodriguez, Jorge E Rodriguez-Chanfrau, Midalis Gracial-Serrano, Tatiana
Festary-Casanova, Mabel C Luaces-Argiielles, Joaquina Gémez-Peire, Angela D Tuero-Iglesias, Idrian Garcia-Garcia

HLA-DRB1*1101 allele confer protection for Multiple Sclerosis disease in Cuban population. 183
Alelo HLA —-DRB1*11:01 asociado con la Esclerosis Multiple en poblacion cubana confiere proteccion.

Fernandez-de-Cossio ME , Cintado A, , Nazabal M1, Hanlet C, Diaz T, Villarreal A, Ale M, Grass D, Cervantes-Llanos M,
Pavon-Fuentes N, Benitez JV , Cabrera-Gomez JA, Diaz de la Fe A, Penton-Rol G

Quantification of polysaccharide Vi in the typhoid vaccine VaxTyViTM by sandwich ELISA using a 190
monoclonal antibody.

Cuantificacion del polisacdrido Vi en la vacuna contra la fiebre tifoidea VaxTyViTM mediante ELISA en

sandwich utilizando un anticuerpo monoclonal.

Elizabeth Gonzalez Aznar, Fatima Reyes, Nevis Amin Blanco, Oscar Otero Alfaro, Maribel Cuello Pérez, Fidel Ramirez
Bencomo and Reinaldo Acevedo Groguez

REVISION / REVIEW

Microalgae: An outstanding tool in nanotechnology. 196
Microalgas: Una excelente herramienta en nanotecnologia.
Si Amar Dahoumane, Mourad Mechouet, Francisco J. Alvarez, Spiros N. Agathos, Clayton Jeffryes

Purificacidn y caracterizacion de la ficocianobilina. 202
Purification and characterization of phycocyanobilin.
Alexey Llopiz, a, Ariadna Milian, Gabriela Diaz Dominguez

Péptidos que atraviesan la membrana celular como potenciales transportadores de farmacos.

208
Cell Penetrating Peptides as potential drug carriers.
Ximena Carolina Pulido, Miriam Royo, Fernando Albericio y Hortensia Rodriguez
NOTICIAS Y OPINIONES / NEWS AND VIEWS
Guardian de las alturas andinas. Estado de conservacién actual del condor andino (Vultur 217

Gryphus).
Guardian of the Andean heights. Conservation status of the Andean condor (Vulture Gryphus).

Jorge Simon Tanquero



Centro Ecuatoriano de
Biotecnologia y Ambiente
(CEBA)

El Centro Ecuatoriano de Biotecnologia del Ambiente, fundado en
2009, es una organizacion sin fines de lucro formada por investigadores
y cientificos ecuatorianos e internacionales dedicados al desarrollo de
las tecnologias que permiten el aprovechamiento integral y eficiente de
la Biodiversidad ecuatoriana, principal patrimonio del pais. Se encarga
ademas de proveer el soporte cientifico, tecnoldgico y empresarial a la
BIOECONOMIA ecuatoriana, mediante el analisis de bioprocesos, que
permita el maximo aprovechamiento de la biodiversidad en el marco
del desarrollo sostenible. CEBA mantiene un enfoque cientifico-empre-
sarial, con una filosofia de trabajo por resultados fundamentada en la
competitividad.

CEBA promueve y apoya toda labor encaminada a la preservacion del
medio ambiente y los diferentes ecosistemas participando en proyectos
que buscan estudiar, monitorear o proteger el medio ambiente del mal
uso o la degradacion que implica el accionar humano. Las actividades
de CEBA pueden ir desde realizar campanas informativas utilizando la
plataforma de la Revista Bionatura y conferencias y apoyar la consecu-
cion de proyectos economicos sustentables.

Pineda Insuasti, PhD

tor Ejecutivo
Centro E Biotecnologia y Ambiente

Calle Bo . Teodoro Gémez De la Torre

¢ pineda@ceba.one

C’al_le Bolivar 13 -118 y Ave. Teodoro Gémez,
cebaecuador@gmail.com
Cel. +593995797813

Bionatura + Volumen 1/Numero4 - http://www.revistabionatura.com



http://www.revistabionatura.com

GUCO

Universidad Catolica de Oriente

EDITORIAL

Una vision global de la Biotecnologia en Colombia.

An overview of Biotechnology in Colombia.

Dagoberto Castro — Restrepo

La estratégica localizacion geografica de Colombia le ha
permitido contar con la segunda mayor biodiversidad y ademas
ser uno de los 12 paises megadiversos en el mundo; sin embargo,
como se menciona en el V informe de Biodiversidad en Colombia
es igualmente complejo y fragil ain falta tomar mayor conciencia
sobre la importancia de la biodiversidad y los servicios econé-
micos como parte del desarrollo sostenible. ' En tal sentido, la
biotecnologia se presenta como una oportunidad para afrontar
este reto, para lo cual existen esfuerzos Nacionales liderados por
el Departamento administrativo de Ciencia, Tecnologfa e Inno-
vacién de Colombia - COLCIENCIAS- como son el Programa
Nacional de Biotecnologia con sus lineas de fortalecimiento de la
industria biotecnoldgica, desarrollo y produccién de biocombus-

tibles y el conocimiento, proteccion y aprovechamiento sostenible
de la biodiversidad.

Respecto a la formacion del talento humano en Biotecno-
logia, en Colombia se tienen dos programas de pregrado, ocho
especializaciones, once maestrias y tres programas de doctorado,
que considerando las oportunidades para el pais son todavia de-
ficitarios. En este mismo sentido, se registran 114 grupos de in-
vestigacion reconocidos por Colciencias en temas agropecuarios,
salud, farmacia, ambiental e industrial.

Como oportunidad para el fortalecimiento de la biotecnolo-
gia del pais, el Estado Colombiano ha identificado sectores que
ha denominado de clase mundial, entre los que se destacan la
Chocolateria y confiteria, carne bovina, hortofruticola, acuicola,
lacteo, palma, aceites, grasas y sus biocombustibles asi como los
productos para cosmética y aseo; * por lo tanto, para que estos
sectores sean competitivos se debe tener la convergencia del estado,
las empresas privadas, las Universidades y Centros de desarrollo tec-
noldgico

Recientemente COLCIENCIAS ha promovido el “Proyecto
Colombia BIO” cuyo principal objetivo es propiciar condiciones
para conocer, valorar, conservar y aprovechar sosteniblemente la
biodiversidad del pais, contribuyendo a un desarrollo sostenible y
socialmente inclusivo, cuyos componentes tienen como meta articu-
lar una gran cadena de valor de la biodiversidad y crear condiciones
para ser competitivos.

Por lo tanto, teniendo como referencia la riqueza en recursos
de la biodiversidad, la oferta de formacién académica, el talento hu-
mano a través de los grupos de investigacion, es una fortaleza que
debe ser capitalizada en forma articulada con el estado como ente
gestor y la empresa privada como inversionista, teniendo en cuenta
que el pais cuenta con 157 compaiiias biotecnoldgicas con aplicacio-
nes en los sectores de cosméticos, medicina, industria, agropecuario,
alimentos, ambiente y energia. En este sentido, para generar coope-
racién equitativa y de confianza las Universidades tenemos la tarea
de establecer nuestros propios modelos de negocios, de gestion y de
operacion en el marco de la propiedad intelectual, en un dmbito de
Etica y Responsabilidad Social Universitaria.

En este sentido, la Universidad Catélica de Oriente la Unidad
de Biotecnologia Vegetal ha contribuido al desarrollo de la biotecno-
logia en el pais por mds de 20 afos, con procesos de reproduccion
clonal masiva de musaceas como bananos del grupo “Cavendish”
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donde se han producido mas de 10 millones de plantas con destino a
mercados nacionales e internacionales. En especies forestales se han
realizado investigaciones para la revigorizacién, reproduccion clonal
y el uso de marcadores moleculares para la seleccion y propagacion
de teca, abarco, eucaliptos y pinos. Asi mismo en frutales se han esta-
blecido protocolos para la micropropagacion de ecotipos de mora de
castilla, agraz (mortifo), pifia y el desarrollo de patrones tolerantes a
estrés bidtico y abidtico en especies de tomate de drbol, lulo y aguaca-
te. En el cultivo de la papa se han desarrollado métodos moleculares
para la deteccion de virus, viroides y produccion de microtubérculos
in vitro.

En los ultimos afios se han desarrollado investigaciones en
alianza con el sector farmacéutico para la produccion de metabolitos
secundarios como polifenoles en mortifio (Vaccimium meridiona-
Ie) , fitosteroles en fame, zanahoria y yacén; y eritadenina a partir
del hongo shiitake (Lentinula edodes); asi como un proyecto de in-
vestigacion en Amaryllidaceas, en cooperacién con 11 paises, para la
busqueda de principios activos para el tratamiento de la enfermedad
de Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas.

Mini jardin clonal hidropdnico para la propagacion masiva de plantas
de abarco, teca y eucaliptos reproducidas in vitro.

L
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Repair of spinal cord injury by aldainoglia cell transplantation and inhibition of
RhoGTPase activity

Ernesto Doncel-Pérez*

Una posible terapia para la reparacién de una Lesion de la Médula Espinal (LME) esta en la modulacién eficaz de elemen-
tos moleculares y celulares implicados en el proceso de cicatrizacion glial. Las células de aldainoglia son precursores de
células neurales con una alta capacidad para diferenciarse en neuronas, promueven el crecimiento, la envoltura y mieli-
nizacion axonal de las neuronas residentes. Estas importantes caracteristicas de la aldainoglia se pueden combinar con
la inhibicion especifica de la actividad RhoGTPasa en astroglia y microglia que causan la reduccion de la proliferacion
glial, la retraccién de células astrogliales y la produccién de mielina por los oligodendrocitos. Anteriormente hemos
utilizado modelos de lesién experimental del sistema nervioso central, como la contusién de la médula espinal en ratas
y el ictus lacunar estriatal en ratones; asi observamos que la administracién de glicolipido inhibidor para RhoGTPase o
de células aldainoglia, respectivamente, produjo un aumento significativo de la recuperacion funcional en los animales
tratados. La estrategia de una terapia combinada con propiedades neuro-regenerativas es muy propicia en el trata-
miento de LME por la potenciacién funcional de neuronas y oligodendrocitos, que redundaria en la recuperacién del
ritmo locomotor. Aqui proponemos que el tratamiento de la lesién de la médula espinal con aldainoglia proveniente de
neuroesferas, junto a la administracion local de un inhibidor de RhoGTPasas tendria un efecto aditivo que facilitaria la
recuperacion después de la LME.

DOI. 10.21931/RB/2016.01.04.2

Palabras Clave: Aldainoglia, astrocito, cicatriz glial, CSPGs, médula espinal, mielinizacién, neurona, RhoGTPasa.

ABSTRACT

A possible therapy for repairing a spinal cord injury (SCI) is the effective modulation of cellular and molecular elements
involved in the process of glial scarring. The aldainoglia cells are neural precursor cells with a high capacity to differen-
tiate into neurons and promote growth, ensheathment and axonal myelination of resident neurons. These important
features of the aldainoglia can be combined with the specific inhibition of RhoGTPase activity in astroglia and microglia
that produces a reduction in glial proliferation, retraction of astroglial cells and production of myelin by oligodendro-
cytes. We have been working in experimental models of CNS injury, such as spinal cord contusion in rats and striatal
lacunar infarction in mice; and we observed that administration of glycolipid inhibitor for RhoGTPase or aldainoglia
cells, respectively, produced a significant increase in the functional recovery in treated animals. A therapy that combines
both treatments with neuro-regenerative properties is quite desired in the treatment of SCl because a functional poten-
tiation of neurons and oligodendrocytes, would result in a better recovery of locomotor rhythm. Here we propose that
the treatment of spinal cord injuries with aldainoglia obtained from neurospheres, plus the local administration of an
inhibitor of RhoGTPases have an additive effect that could be facilitate recovery after SCI.

Keywords: Aldaynoglia, astrocyte, CSPGs, glial scar, mielination, neuron, spinal cord, RhoGTPase.

I
Introduction

Después de las enfermedades cardiovasculares y Tras una Lesion en la Médula Espinal (LME),

el cancer, el trauma accidental es la causa principal de
muerte en nifios y adultos jovenes en los paises desa-
rrollados. Las lesiones del Sistema Nervioso Central
(SNC) causan incapacidad laboral, suelen conducir a
una dependencia crénica y con frecuencia se producen
en individuos menores de 45 afos. La recuperacion de
una lesion en el cerebro o médula espinal depende de
la zona dafiada y la extension de la lesion, sin embar-
go; las terapias disponibles en la actualidad se limitan
a proporcionar alivio a los sintomas y realizar rehabi-
litacion.

1Grupo de Quimica Neuro-Regenerativa, Hospital Nacional de Parapléjicos, Servicio de Salud de Castilla La Mancha (SESCAM), Finca La

se producen una serie de acontecimientos celulares y
moleculares muy dinamicos en la zona afectada. Los
macrofagos provenientes de la sangre eliminan el de-
bris celular, comienza el proceso de muerte neuronal
secundaria, células precursoras neurales migran cerca
de la zona dafada, también proliferan y se diferencian
astrocitos que agrandan sus procesos fibrosos, forman-
do una barrera glial entre la zona lesionada y el SNC
no lesionado. Los fibroblastos del tejido conectivo ad-
yacente se dividen y se superponen sobre los astrocitos
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fibrosos, depositando coldgeno, esto completa la formacion
de una frontera que le separa del SNC llamada cicatriz glial. Las
células de esta cicatriz son principalmente astrocitos reactivos,
microglia reactiva, pericitos y fibroblastos que junto a la matriz
extracelular, conforman un ambiente hostil para el crecimiento
axonal. Los astrocitos y la microglia son poblaciones de células
del SNC altamente reactivas y tienen un papel fundamental en la
formacion de la cicatriz glial que estd ampliamente documentado.?

La respuesta de astrocitos a una lesion del SNC también se
caracteriza por la produccién de proteoglicanos tipo condroitin
sulfato (Chondroitin Sulphate Proteoglicans, CSPGs), que pre-
sentan una potente barrera para la regeneraciéon de axones. La
accién inhibidora de CSPG se ha atribuido a la abundancia de las
cadenas de glicosaminoglicanos (GAG) cargados negativamente
que decoran el nticleo proteico y constituyen un sustrato pobre
que repele electrostaticamente los conos de crecimiento axonal.
La protein tyrosine phosphatase sigma, PTPsigma, el leukocyte
common antigen related phosphatase , LAR; asi como el receptor
de Nogo (NgR) han sido identificados como receptores neuro-
nales que funcionalmente interactan con los CSPGs y median
la inhibicién del crecimiento neuronal dependiente de CSPG. La
chondroitinase ABC (chABC) es una enzima bacteriana que di-
giere las cadenas de GAG. La chABC suprime, in vitro, la inhibi-
cién de crecimiento de neuritas dependiente de CSPG; asi como
mejora el crecimiento de neuritas y la recuperacion funcional
después de LME. Por lo tanto, el “targeting” farmacologico de
receptores para CSPGs es una estrategia que ha mostrado algin
potencial para disminuir el secuestro de los conos de crecimien-
to neuronales dependiente de CSPG. Si bien estos estudios han
identificado como posibles objetivos los receptores de CSPG, el
trabajo futuro se inclina hacia el desarrollo de pequefias molé-
culas inhibidoras que alcancen una mejor penetracion y distri-
bucién en el SNC y se consiga llegar de manera mds temprana
y eficaz a la lesion. * En este sentido, hemos trabajado en el de-
sarrollo de glucésidos inhibidores que consigan una inhibicién
especifica y temporal de la astroglia. Esto, a su vez, permitiria una
reduccidn significativa de la produccién de CSPGs, promoveria
el crecimiento axonal y la recuperacién funcional de las neuronas
y células gliales. *

Los derivados de la mielina del SNC constituyen una ba-
rrera para la regeneracion de axones en los sitios de lesion. Los
inhibidores asociados a la mielina (myelin-associated inhibitors,
MAIS), incluyendo Nogo, la glicoproteina asociada a la mielina
(myelin-associated glycoprotein, MAG) y la glicoproteina de
mielina de los oligodendrocitos (oligodendrocyte myelin gly-
coprotein, OMgp) colapsan los conos de crecimiento axonal
e inhiben el crecimiento de neuronas. El “targeting” de estos
factores inhibidores externos ha producido alguna mejora en
la plasticidad axonal y la recuperacion funcional después de le-
si6n del SNC. Adicionalmente, la estimulacién del potencial de
crecimiento intrinseco mediante silenciamiento de reguladores
negativos del crecimiento de genes en neuronas, incluyendo la
phosphatase and tensin homolog (PTEN) y el suppressor of cyto-
kine signaling 3 (SOCS3), puede inducir de manera importante
la regeneracién axonal a larga distancia, después de una lesién del
SNC. ° También, el trasplante de células precusoras neurales en
roedores con la médula espinal seccionada resulta en un creci-
miento significativo a larga distancia de las células trasplantadas. ¢
Estos estudios indican que una estimulacion del crecimiento neu-
ronal intrinseco es capaz de superar la naturaleza inhibitoria de
la lesién en el CNS.

Una pequeia GTPasa, RhoA, que participa en la regulacién
de la actina; asi como su efectora cadena abajo la Rho-kinasa
(ROCK), se han estudiado de forma exhaustiva como mediadores
de la inhibicién del exo-crecimiento neuritico en el SNC. Se ha
demostrado que MATs aumentan los niveles de RhoA activa, uni-
daa GTP. Lainhibicién de ROCK, estimula el exo-crecimiento de
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neuritas sobre la mielina; asi también la infusién de inhibidores
ROCK en la médula espinal lesionada de la rata (Ej: pequefias
moléculas como Y-27632 o fasudilo), mejora la recuperacion de
su sistema locomotor. 7 RhoA se puede inhibir especificamente
con la exoenzima C3 transferasa (C3) de Clostridium botulinum,
la cual ribosila el ADP e inactiva RhoA. El tratamiento de los ani-
males con C3 mejora la recuperacién locomotora en los modelos
de LME por contusién y hemiseccion dorsal. ® Los resultados po-
sitivos con C3 se han trasladado a fase I / II de ensayos clinicos
con Cethrin (BA-210), una forma de C3 que es permeable a las
células. Durante la cirugia de la médula espinal y usando fibrina
como agente sellador, BA-210 se libera a nivel local sobre la du-
ramadre. °

Células precursoras neurales (neural stem cells, NSCs) tras-
plantadas tienen una elevada capacidad para sobrevivir e inte-
grarse funcionalmente en la médula espinal lesionada de roedo-
res. Lo anterior nos sugiere que la naturaleza inhibidora del SNC
lesionado puede ser superada por neuronas con un crecimiento
vigoroso. Se ha demostrado que las NSC trasplantadas en una
médula espinal seccionada extienden largos axones a través de la
materia gris y blanca, estableciendo un puente electrofisioldgico
a través de la lesion. ¢ Las NSC injertadas tuvieron la capacidad
de integrarse en la médula espinal de su huésped; no obstante,
en la mitad de los animales se observd la presencia de colonias
ectopicas de células del donante a lo largo de la médula espinal y
el tronco cerebral. '° Esto nos indica la precaucién que debe man-
tenerse en el desarrollo de terapias con NSC, ya que estas células
implantadas pueden generar tumores y/o conexiones sindpticas
exuberantes que podrian dar lugar a efectos secundarios desfa-
vorables ya sea conductuales o sensoriales, incluyendo el dolor
neuropatico. En general, en los trabajos revisados queda probado
que las neuronas provenientes de NSCs poseen alta potencialidad
de crecimiento; siendo capaces de crecer y diferenciarse exten-
samente en el CNS lesionado, a pesar de la presencia de factores
inhibidores.

Un enfoque novedoso en la terapia para LME es la modu-
lacién de procesos celulares y moleculares implicados en la cica-
trizacion glial. Este enfoque se sustenta en dos elementos funda-
mentales: i) apoyar, preservar y promover el crecimiento axonal
de neuronas residentes o “de novo” y ii) la inhibicion de la acti-
vacién glial y por consecuencia la inhibicion de la cicatriz glial
(Figura 1).

En cuanto al primer elemento hemos trabajado en la obten-
cién de aldainoglia, células gliales que promueven el crecimiento
axonal y se pueden encontrar en diferentes nichos del SNC como el
bulbo olfativo, hipotalamo, hipdfisis o glandula pineal. Estas células
comparten con las células de Schwann (Schwann cells, SCs) del sis-
tema nervioso periférico la capacidad de sobrevivir y proliferar en
cultivo, promover el crecimiento de neuritas, asi como la envoltura
y mielinizacién de axones. Las células que corresponden respecti-
vamente a las zonas del SNC mencionadas son: células de glia de
envolvente olfativa (Olfactory ensheathing cells, OECs), tanicitos,
pituicitos y células pineales intersticiales. Estas se pueden iden-
tificar en cultivo por expresion concomitante de un conjunto de
marcadores inmunol6gicos, tales como la proteina acida fibrilar de
la glia (GFAP), la vimentina, el receptor p75 para NGE vy el recep-
tor de estrégeno tipo a, lo que muestra que poseen propiedades de
SCs y astrocitos. ' Los trasplantes de células aldainoglia tienen un
considerable potencial para el tratamiento de las lesiones del SNC.
Estas NSCs multipotentes se pueden aislar de las mencionadas re-
giones del SNC de mamiferos en diferentes etapas de desarrollo y
cultivarse como neuroesferas en suspension. Después de las sefiales
apropiadas, las células de neuroesferas pueden diferenciarse in vi-
tro a neuronas, astrocitos y oligodendrocitos, aunque su compor-
tamiento después de trasplantadas es variable. Las neuroesferas de
roedores cuando se trasplantan se diferencian predominantemente
a células gliales, mientras que los trasplantes de neuroesferas del
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Reparacion de la lesion medular mediante trasplante de células aldainoglia e inhibicién de la actividad RhoGTPasa

Repair of spinal cord injury by aldainoglia cell transplantation and inhibition of RhoGTPase activity

Cicatriz Glial

-~ Axon mielinizado
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Figura 1. Modelo para la reparacion de la lesion medular mediante tratamiento con aldainoglia derivada de neuroesferas e inhibicion de la actividad
RhoGTPase. Después de una lesion medular, los astrocitos proliferan cerca de la zona daiiada, se agrandan sus procesos fibrosos, producen CSPGs y
forman una cicatriz glial con una cavidad quistica en la médula espinal. Se interrumpe los tractos de neuronas y provoca la retraccion axonal de las
neuronas lesionadas. Los restos de mielina del SNC provenientes de los axones dafiados generan MAIls, MAG y OMgp, que inhiben el crecimiento
axonal e inducen la muerte neuronal (Panel A). La administracion de un inhibidor de RhoGTPasa reduce el tamafio de los astrocitos reactivos e
inhibe su produccién de CSPGs. La inyeccion de células precursoras neurales (neuroesferas) induce su diferenciacién a aldainoglia, que promueve
el crecimiento axonal, la re-mielinizacion y la re-conexion de las vias nerviosas por interneuronas generadas de novo a partir de los precursores

neuronales trasplantados o residentes (Panel B).

cerebro anterior de embriones humanos dieron lugar a una pro-
porcion significativa de neuronas. Nuestro grupo ha reportado que
neuroesferas mesencefédlicas de roedores se diferencian, in vitro,
predominantemente a células con propiedades similares a aldaino-
glia, cuando se expone al medio condicionado por OECs (OEC-
CM). Este medio contiene una mezcla de neurotrofinas (NGE
BDNF) y neurregulinas, que instruye a las neuroesferas hacia cé-
lulas progenitores neurales con fenotipo de aldainoglia. Es por esto
que OEC-CM causa que las células de neuroesferas se diferencien a
células con fenotipo de glia periférica, a juzgar por su expresion de
ARNm y los marcadores de proteinas (GFAP, vimentina, nestina, y
proteinas $100). En ensayos de co-cultivo de aldainoglia marcada
con GFP, con ganglios de la raiz dorsal (dorsal root ganglia, DRG),
se observé migraciéon de aldainoglia-GFP hacia estos ganglios,
invadiéndolos e interaccionando con las neuronas DRG. La inte-
raccion directa aldainoglia-neurona fue necesaria y suficiente para
promover la envoltura, mielinizacién y exo-crecimiento neuritico. 2
La posibilidad de diferenciar las células neuroesferas a aldainoglia
podria satisfacer el déficit de células neurales necesarias en tras-
plantes para reparar grandes lesiones del SNC.

Para conseguir el segundo elemento en este enfoque de tera-
pia SCI conseguimos inhibir de manera especifica las células gliales
no deseadas (astrocitos y microglia), evitando al mismo tiempo no
afectar a otros tipos de células neurales, es decir, las neuronas y oli-
godendrocitos. En los tltimos afios, tomando como base la estruc-
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tura quimica de un inhibidor natural de astroblastos y de la divi-
sién de astrocitomas (neurostatin), hemos estudiado los glucdsidos
inhibidores de la division de glioma. ** Entre los compuestos ensa-
yados, los glicolipidos sulfatados presentaron la més alta actividad
inhibidora de la divisién de glioma humano y de rata. * Resulto in-
teresante observar mediante el uso de la tecnologia de microarrays
de ADN que el gen ARHGDIA fue reprimido de forma significati-
va. El producto de este gen es el inhibidor de la disociacién de nu-
cleétidos de guanina tipo alfa para Rho (RhoGDIa), un regulador
de RhoGTPasas. * Hemos demostrado recientemente que nuestro
sulfoglicolipido afecta a células gliales mediante la interaccion con
la proteina RhoGDIa, provocando un aumento en la expresion de
genes TrkB en las células neurales, la producciéon de mielina por
oligodendrocitos y la promocion del crecimiento axonal de neu-
ronas DRG. Las células astroglial cambian su morfologia y esto
es transducido principalmente por la via de sefalizacion BDNF
/ TrkBT1 / RhoGDlIa, que también es operativo en microglia. La
isoforma TrkT1 corresponde a la forma TrkB truncada del receptor
con un corto dominio citoplasmico de 11 residuos de aminoécidos
en el C-terminal. Este dominio interactiia con RhoGDIa e induce
la afluencia de Ca?* y cambios morfoldgicos en las células de la glia.
La inhibicién de la via de BDNF / TrkB / RhoGDIa en astrocitos
y células microgliales, por secuestro de RhoGDla, fue propuesto
como una nueva diana para el tratamiento de LME. !

Las NSC injertadas podrian integrarse en la médula espinal
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y el cerebro del huésped, pero también estas células implantadas
pueden dar lugar a tumores y dolor neuropatico, segin hemos
mencionado anteriormente. Una combinacion de células precur-
soras neurales y nuestro glucésido antiproliferativo podria salvar
este obstaculo (Figura 1). Las propiedades antiproliferativas de es-
tos compuestos disminuyen el riesgo de crecimiento de tumores
y facilita el movimiento de las NSCs trasplantadas en un entorno
de laxitud astroglial proporcionada por la actividad inhibitoria del
glucésido.

La promocion del crecimiento axonal por la aldainoglia y la
inhibicion de la actividad RhoGTPase en células de la glia residente
ocurren simultdneamente. Hemos observado que la presencia de
sulfoglicolipido potencio el exo-crecimiento del axén en neuronas
DRG, y las células aldainoglia no se vieron afectadas por el glucé-
sido. ! Esto indica que la inhibicién de la actividad era debido al
efecto antiproliferativo del glicésido y no influy6 a otras funciones
en la aldainoglia. El reclutamiento de astrocitos después de la lesion
recae en la proliferacion astroglial; asi el nimero de astrocitos re-
clutados a un sitio de la lesién del SNC se reduce significativamente
en ratones deficientes para RhoGTPase. * En otros escenarios se ha
reportado que una alta actividad RhoGTPase en las células madre
hematopoyéticas (HSC) de adultos esta causalmente vinculada al
envejecimiento de HSC y correlaciona con una pérdida de la po-
laridad en las HSCs en la edad adulta; mientras que la inhibicion
farmacoldgica de la actividad de la RhoGTPasa Cdc42 rejuvenecio
funcionalmente a HSCs adultas, aumento la proporcion de células
polarizadas en la poblacion de HSC adultas y restauro el nivel y la
distribucion espacial de la acetilacion de histonas a un estado simi-
lar al observado en HSCs juveniles. *

Las células de aldainoglia son precursores de células neurales
con capacidad de diferenciarse a neuronas, promover la envoltura,
mielinizacién y crecimiento axonal. La inhibicién selectiva de la
actividad RhoGTPase en astroglia y microglia por sulfoglicolipi-
do especifico reduce su proliferacién celular, induce la retracciéon
de los procesos de células gliales y aumenta de la produccion de
mielina por oligodendrocitos. »'>!¢ Estas son propiedades funda-
mentales en la terapia de LME donde la potenciacion funcional de
neuronas y oligodendrocitos resultara en una mejor recuperacion
del ritmo locomotor. Hemos reportado que ratas con una contu-
si6on moderada de la médula espinal, tratadas con inyeccién espinal
de sulfoglicolipido, mostraron una recuperacién funcional signifi-
cativa. ' Adicionalmente observamos en un modelo en ratén con
ictus lacunar estriatal, que nuevas neuronas derivadas de aldaino-
glia se integraron en los circuitos del SNC del huésped y se logra-
ron establecer contactos sinapticos. ' Estos datos apoyan el uso de
la aldainoglia y los inhibidores de la actividad RhoGTPasa como
herramientas utiles para la terapia en el trauma del SNC, particu-
larmente en el tratamiento de LME.

1
References

1. Garcia-Alvarez, I, et al., Inhibition of glial proliferation, promotion
of axonal growth and myelin production by synthetic glycolipid: A
new approach for spinal cord injury treatment. Restor Neurol Neu-
rosci, 2015. 33(6): p. 895-910.

Bionatura + Volumen 1/Nimero4 -«

2. Bovolenta, P.,, F. Wandosell, and M. Nieto-Sampedro, Neurite out-
growth over resting and reactive astrocytes. Restor Neurol Neuro-
sci, 1991. 2(4): p. 221-8. Chen Z, Trotman LC, Shaffer D, Lin HK,
Dotan ZA, Niki M, et al. Crucial role of p53-dependent cellular
senescence in suppression of Pten-deficient tumorigenesis. Nature.
2005;436(7051):725-30.

3. Kaplan, A, S. Ong Tone, and A.E. Fournier, Extrinsic and intrinsic
regulation of axon regeneration at a crossroads. Front Mol Neurosci,
2015. 8: p. 27.

4. Doncel-Perez, E., et al., Synthetic glycolipids for glioma growth in-
hibition developed from neurostatin and NF115 compound. Bioorg
Med Chem Lett, 2013. 23(2): p. 435-9. Caldwell ME, DeNicola GM,
Martins CP, Jacobetz MA, Maitra A, Hruban RH, et al. Cellular fea-
tures of senescence during the evolution of human and murine duc-
tal pancreatic cancer. Oncogene. 2012;31(12):1599-608.

5. Sun, E, et al,, Sustained axon regeneration induced by co-deletion of
PTEN and SOCS3. Nature, 2011. 480(7377): p. 372-5.

6. Lu, P, et al., Long-distance growth and connectivity of neural stem
cells after severe spinal cord injury. Cell, 2012. 150(6): p. 1264-73.
Michaloglou C, Vredeveld LC, Soengas MS, Denoyelle C, Kuilman T,
van der Horst CM, et al. BRAFE600-associated senescence-like cell
cycle arrest of human naevi. Nature. 2005;436(7051):720-4.

7. Sung, J.K, et al., A possible role of RhoA/Rho-kinase in experi-
mental spinal cord injury in rat. Brain Res, 2003. 959(1): p. 29-38.

8. Boato, F, et al,, C3 peptide enhances recovery from spinal cord inju-
ry by improved regenerative growth of descending fiber tracts. J Cell
Sci, 2010. 123(Pt 10): p. 1652-62.

9. Lord-Fontaine, S., et al., Local inhibition of Rho signaling by cell-per-
meable recombinant protein BA-210 prevents secondary damage
and promotes functional recovery following acute spinal cord injury.
J Neurotrauma, 2008. 25(11): p. 1309-22.

10. Steward, O., K.G. Sharp, and K. Matsudaira Yee, Long-distance mi-

gration and colonization of transplanted neural stem cells. Cell, 2014.

156(3): p. 385-7.

Gudino-Cabrera, G. and M. Nieto-Sampedro, Schwann-like mac-

roglia in adult rat brain. Glia, 2000. 30(1): p. 49-63.

12. Doncel-Perez, E., S. Caballero-Chacon, and M. Nieto-Sampedro,
Neurosphere cell differentiation to aldynoglia promoted by olfac-
tory ensheathing cell conditioned medium. Glia, 2009. 57(13): p.
1393-409.Huang da W, Sherman BT, Lempicki RA. Systematic and
integrative analysis of large gene lists using DAVID bioinformatics
resources. Nat Protoc. 2009;4(1):44-57.

13. Nieto-Sampedro, M., E. Doncel-Perez, and A. Fernandez-Mayor-
alas, Natural, synthetic and semisynthetic glycolipid inhibitors of
glioma growth. Expert Opin Ther Pat, 2004. 14(4): p. 487-97.Gotea
V, Ovcharenko I. DiRE: identifying distant regulatory elements
of co-expressed genes. Nucleic Acids Res. 2008;36(Web Server is-
sue):W133-9.

14. Robel, S, et al., Genetic deletion of cdc42 reveals a crucial role for as-
trocyte recruitment to the injury site in vitro and in vivo. ] Neurosci,
2011. 31(35): p. 12471-82.

15. Florian, M.C,, et al., Cdc42 activity regulates hematopoietic stem cell
aging and rejuvenation. Cell Stem Cell, 2012. 10(5): p. 520-30.

16. Muneton-Gomez, V.C,, et al., Neural differentiation of transplanted
neural stem cells in a rat model of striatal lacunar infarction: light
and electron microscopic observations. Front Cell Neurosci, 2012.
6:p. 30.

11.

—

Recibido: 7 de septiembre de 2016.
Aprobado: 15 de noviembre de 2016.

http://www.revistabionatura.com




Nimotuzumab en el tratamiento de pacientes con glioma maligno. Comparacion entre estudios pre-registro y pos-aprobacién 7m
Nimotuzumab for the treatment of patients with malignant glioma. Comparison between pre-registration and post-approved studies

INVESTIGACION / RESEARCH

Nimotuzumab en el tratamiento de pacientes con glioma ma-
ligno. Comparacion entre estudios pre-registro y pos-apro-
bacion

-
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Nimotuzumab es un anticuerpo monoclonal dirigido contra el receptor del factor de crecimiento epidérmico aprobado para
el tratamiento de Gliomas malignos de alto grado en combinacién con radioterapia. Los estudios pre y pos -registro han
demostrado resultados de seguridad y eficacia equivalentes; no obstante, la magnitud de dichas semejanzas se desconoce.
El presente trabajo compara la supervivencia y el perfil de seguridad de los estudios pre y pos- aprobacion. Se disefi6 una
base de datas integrada, correspondiente a cuatro estudios clinicos, que incluyo 262 pacientes adultos con glioma de alto
grado de malignidad de nuevo diagndstico, expuestos a nimotuzumab (61 pacientes de estudios pre-registro y 201 de
estudios pos-aprobacion). Las medianas de supervivencia para pacientes con Glioblastoma fueron 14.2 y 11.9 meses; mien-
tras que para Astrocitoma anaplasico fueron 43.9 y 21.4 respectivamente, sin diferencias estadisticamente significativas.
Nimotuzumab fue seguro en ambas poblaciones estudiadas, con una baja frecuencia de eventos relacionados. La aparicion
de reacciones dermatoldgicas fue minima y de grado ligero. Nimotuzumab combinado con radioterapia en pacientes con
tumores gliales de alto grado de malignidad confirma su eficacia clinica en términos de supervivencia, tanto en los estudios
pre-registro como en condiciones reales. El perfil de seguridad de nimotuzumab es consistente para ambas poblaciones
estudiadas. Este tratamiento multimodal puede ser recomendado en pacientes con gliomas malignos de alto grado.

Palabras claves: Estudios clinicos controlados, estudios pos aprobacion, terapias dirigidas, nimotuzumab, gliomas de alto
grado de malignidad.

ABSTRACT

Nimotuzumab is a monoclonal antibody targeted against the epidermal growth factor receptor approved for the High-
Grade Gliomas in combination with radiotherapy. Those studies pre and post-marketing have shown results of safety and ef-
ficacy equivalent; but the magnitude of such similarities is unknown. This paper compares the survival and the safety profile
form pre and post-approval studies. We designed a database, corresponding to four clinical trials, which involved 262 adult
patients with high-grade glioma, exposed to nimotuzumab (61 patients from pre-registration and 201 from post-approval
studies). The median survivals for patients with Glioblastoma were 14.2 and 11.9 months; while for Anaplastic astrocytoma
were 43.9 and 21.4 respectively, without differences statistically significant. Nimotuzumab was safe in both populations
studied, with a low frequency of events. The appearance of dermatological reactions was negligible and mild. Nimotuzumab
combined with radiotherapy in patients with High grade glioma tumors confirms clinical efficacy in terms of survival, in real
conditions as pre-registration studies. The safety profile for both populations studied of nimotuzumab is consistent. This
multimodal treatment can be recommended in patients with High-grade malignant gliomas.

Key words: Controlled clinical studies, postmarking studies, target therapies, nimotuzumab, and High- grade glioma.

Introduccion Los gliomas de alto grado de malignidad tienen
. . . una elevada morbilidad y mortalidad entre todas las
] El ghfoma maligno es el tumor cerebral primario malignidades; incluso con un éptimo tratamiento de
més comun en los adultos. Segin la clasificacién de cirugfa, radioterapia (RTP) y quimioterapia (QT), la
la Organizacién Mupdml de 1"1. Salud, los ghomas de supervivencia esperada no sobrepasa los dos anos al
alto grado de malignidad, definidos como Astrocitoma diagndstico, principalmente cuando se asocian a fac-
Anapldsico (AA), grado III y Glioblastoma Multifor- tores de mal pronéstico, como el subtipo histologico,
me (GBM), grado IV representan entre un 45y 60 % la edad avanzada (mayores de 50 afos) y la capacidad
de todos los.tl.lmorles cerebrales y son los que exhiben funcional, segtin indice de Karnofsky (KPS) menor de
mayor agresividad. 70 % entre otros."
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Estos ultimos factores dependientes del paciente se asocian
comuinmente a los que se enfrentan la comunidad médica en la
practica y son generalmente, criterios de exclusion de los estu-
dios clinicos controlados, de alto rigor estadistico, pero con esas
limitaciones en su validez externa, por no ser representativos de
la poblacion real.

Aunque los ensayos controlados son el prototipo de la in-
vestigacion clinica para evidenciar la seguridad y la eficacia de
un farmaco, los estudios clinicos pos-aprobacién (EPA), de no
intervencioén, complementan y amplian la informacién sobre el

Mabel Alvarez, Giselle Saurez, Carmen Viada, Patricia Luaces, Aliuska Frias, Yuliannis Santiesteban, Lazara Garcia, Yanela Santiesteban, Amparo Macias, Tania Crombet

dioterapia, quimio-radioterapia o monoterapia (Tabla 1).

Se realiz6 un anélisis de los datos demograficos segun edad
y sexo y de las caracteristicas de la enfermedad como KPS, subti-
po histologico y tratamiento recibido.

Se compararon los tiempos de supervivencia de los estudios
agrupados en ensayos pre-registro y estudios pos-aprobacion,
segun subtipo histolégico GBM y AA; seleccionando aquellos
pacientes expuestos al tratamiento de nimotuzumab en combi-
nacién con radioterapia o quimio- radioterapia. Se estimé como

Table 1. Estudios clinicos de evaluacién de nimotuzumab en pacientes adultos con glioma de alto grado de malignidad de nuevo diag-

nostico

Codigo del estudio

Pacientes N: 262

Tratamiento recibido

Estudios pre- rezistro (n:61)

EC053°

29 Nimo + RTP

IICRD EC0069**

i

Estudios pos aprobacion (n:201)

Estudio chimico
observacional!

70 Nuno + RTP

Nimo + QRT

IICRD EC114*

131 Nimo (monoterapia)

Levenda: *Solo pacientes tratados con mmotuzumab: Nimo + QRT: Nimotuzumab+ quimio-
radioterapia; Numo+ RTP: Nimotuzumab+ radioterapia.

perfil de seguridad y la eficacia en la practica habitual del nuevo
farmaco, ademds contribuyen a la mejor comprension de su be-
neficio clinico.?

En el caso de las terapias dirigidas a blancos tumorales han
tenido un ritmo acelerado de aprobacidn sanitaria en los tltimos
30 afios; lo cual ha promovido su rdpida introduccion en la préc-
tica médica. Dentro de los mas representativos, se encuentran:
Trastuzumab para cidncer mamario que sobre expresa el oncogén
cERB-2 positivo, Rituximab para Linfoma no Hodgkin con ex-
presion de linfocitos CD 20 positivo, Cetuximab par céncer co-
lo-rectal con expresion de KRAS genotipo salvaje, Imatinib para
la leucemia mieloide cronica con alteraciones del gen BCR-ABL
y para adenocarcinoma de pulmén con mutaciones de receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, siglas en inglés) el
erlotinib y gefitinib.’?

Nimotuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado
que reconoce el receptor del EGFR, con una afinidad intermedia
(10-9M)*, capaz de bloquear al EGFR en su dominio extracelu-
lar e inhibir la proliferacion celular tumoral; ademas promueve
la apoptosis, limita la neo-angiogénesis tumoral® y tiene accién
radiosensibilizante.®

Actualmente nimotuzumab estd aprobado para el trata-
miento de tumores avanzados escamosos de cabeza y cuello, ade-
nocarcinoma de eséfago y pancreas y tumores gliales malignos en
adultos y nifios.”

Particularmente en la indicaciéon de glioma maligno en
adulto existen resultados de estudios controlados pre-registro 8-1°
y estudios pos-registro ''? que demuestran un perfil de segu-
ridad y resultados de eficacia en términos de supervivencia com-
parables. No obstante, se desconoce en qué magnitud son repro-
ducibles los resultados de los estudios conjuntos en condiciones
controladas en relacién con los de la practica médica.

El presente trabajo analiza el perfil de seguridad y eficacia
en términos supervivencia entre los estudios pre-registro y pos-
aprobacion.

1
Materiales y Métodos

Se concibi6 una base de datos integrada de pacientes adultos
con glioma de alto grado de malignidad de nuevo diagnéstico,
que participaron de cuatro estudios clinicos terminados (2 es-
tudios pre- registro y 2 estudios pos- autorizacién). Todos ellos
expuestos a nimotuzumab en esquemas de combinacion con ra-
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tiempo de supervivencia desde la fecha de inclusion en el estudio
hasta la fecha de muerte o de ultimas noticias.

Para evaluar la seguridad se seleccionaron todos los pacien-
tes que al menos recibieron una dosis de nimotuzumab. Se anali-
zaron las proporciones de eventos reportados segun clasificacion
de la CTCAE version 3" y se compararon las frecuencias de esos
eventos adversos segln intensidad, gravedad y relaciéon causal
con nimotuzumab entre los estudios pre registro y EPA.

Se aplicaron estadisticas descriptivas de proporcion en por-
centajes y rangos con un indice de confianza del 95 %, prueba
Chi-cuadrado de Pearson y la prueba exacta de Fisher. Para el
andlisis de supervivencia se usaron las curvas de Kaplan Meier
y test de Log Rank, procesados en el paquete estadistico SPSS,
version 19.0 para Windows.'*

I ——
Resultados y Discusion

El presente trabajo comprueba la validez externa entre los
estudios clinicos pre y pos-aprobacion segtin las caracteristicas
demograficas y clinicas (Tabla 2). Existe correspondencia entre
las variables demogréficas edad y sexo, lo que es coherente con
el comportamiento epidemioldgico de esta enfermedad, mas fre-
cuente en mayores de 50 afios y en hombres que en mujeres.”

En cuanto a la capacidad funcional existe un comporta-
miento semejante entre los estudios pre y pos aprobacion, sin em-
bargo, en los EPA existe un mayor rango de esta condicién, dado
por la flexibilidad de los criterios de inclusion, menos estrictos
que los estudios controlados, pero mds parecidos a la poblacién
real. Ademas, pudieran estar asociados a morbilidades propias de
la enfermedad de base, de la cirugia previa incluso a enfermeda-
des cardiovasculares y metabolicas. !> 12

En referencia a la histologia la poblacién de pacientes con
Glioblastoma multiforme en los EPA fue mayoritariamente sig-
nificativa en contraste con la de los estudios pre registro de igual
diagnéstico. Esto es de esperar dado que en una poblacidn real el
GBM es mas frecuente que el AA.!

http://www.revistabionatura.com
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Variables

Edad (anos)

Sexo

KPS (%)

lipo
histologico

Tratamiento

Mavores o
Igual 50
Menor de 50
Rango
Masculino

Femenino
Mayor o

Igual 70%

Menor 70%

Rango

| GBM
[AA
[OAA

Nimo + RTP

Nimo+

| RTP+OTP

Monoterapina

Estudios pre-
registro
(n=61/100%)

[ 25 (41.0)

36 (59.0)

20-TH

[58(95.1)

3 (4.9)

[ 60-100

30 (49.2)

| 30 (49.2)

1 (1.6)

6l (100)

[0

[0

Table 2. Caracteristicas demograficas y clinicas entre los estudios pre-registro y pos-registro

Total . P
(N=26Z/100%0)

Estudios pos-
aprobacion

(m=Z01/100%)

107 (53.2) 132 (50.4) (010
[ 94 (46.8) 130 (49.6)
[ 17-82 17-82

117 (58.2) 151 (57.6) 0.76
[ 84 (41.8) 111 (42.4) '

180 (94.0) [ 247 (94.3) .00

12 (6.0) 15(57)

PO 1R O 1 OHD

141 (70.1) 171 (65.3) | 0.001

1% (23.9) | 78 (29.8)

12 (6.0) 13 (5.0)

163 (31.1) 224 (85.5) 'nnnl
9.5 [9 G4

29(14.4)

173 ——

[Zo c11.1)

QRT: Nimotuzumab+ Quimio-radioterapia; Nimo+ RTP: Nimotuzumab+ Radioterapia. OAA: Oligoastrocitoma anaplasico.

Por otro lado, en relacién con los tratamientos recibidos,
la mayoria de los pacientes se expusieron a la combinacion del
nimotuzumab y radioterapia; sin embargo, en la prictica (EPA)

nado para recibir nimotuzumab, el tiempo de espera para recibir
radioterapia, entre otras. 12 Toda vez identificada esta desvia-
cidn se propusieron estrategias administrativas para minimizarla.

aunque en una frecuencia menor, se identificaron otras moda-
lidades terapéuticas como la combinacién con quimio-radiotera-
pia y como simple terapia.

Ciertamente la quimioradioterapia basada en temozolamida
es el estandar internacional para los gliomas malignos de alto
grado,”” pero no es la generalidad en nuestro medio por res-
tricciones internacionales para acceder a la temozolamida. ' 12
La combinacién de nimotuzumab y quimio-radioterapia se ha
evaluado en estudios controlados, pero no tenemos estudios pos
autorizacion para compararlos,'® pero no tenemos estudios pos
autorizacion para compararlos en nuestro medio. Los pacientes
que recibieron nimotuzumab como simple terapia, suceden como
consecuencia de asuntos organizativos de la practica habitual, ta-
les como distanciamiento del local de la radioterapia y del desti-

L
Analisis de la supervivencia

La mediana de supervivencia global para los pacientes ex-
puestos a nimotuzumab y radioterapia con diagndstico de GBM
fue de 12.3 meses, mientras que para los diagnosticados con AA
fue de 37 meses. No se observaron diferencias significativas entre
los estudios pre y pos registro en ninguno de los grupos histold-
gicos, a pesar de que las medianas en los EPA fueron inferiores
entre 2 y 22 meses para GBM y AA respectivamente (Tabla 3).

Si bien para GBM esta diferencia en la supervivencia fue
pequena, el resultado para AA es paradéjico. Probablemente esta
discrepancia se explique porque aun siendo el grado histoldgico
el de mayor relevancia prondstica, otros factores de naturaleza

Table 3. Andlisis de la Supervivencia entre estudios pre-registro y pos- registro

Histologia Eshudios pre Estudios pos CGlobal P (Log
registro aprobacion Eank)
GBM 30 122 152 0.19
Vivos/Fallecidos 723 32/80 397113
Mediana de SV 14.2 11.9 12.3
(Imeses) (28.0-20.5) (9.5-14.2) {(10.6-14.1)
AA 30 13 [ Lk 0.20
Vivos/Fallecidos 12/18 20023 32/41
Mediana de SV 43.9 1 21.44 7.0

(meses) (14.5-59.5)
Levenda: AA: Asmocitoma Anaplisico: GBM Glioblastoma multiforme: 5% supervivencia.
* Wo se estima el [C 95%,
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Figural: Supervivencia en pacientes con Glioblastoma multiforme tratados con nimotuzumab en estudios
pre y pos aprobacion

Funciones de supervivencia
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Figura 2: Supervivencia en pacientes con Astrocitoma anaplasico tratados con nimotuzumab en estudios pre
y pos aprobacion
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genética tumoral, propias del paciente como la edad, el KPS, mor-
bilidades asociadas y del tratamiento recibido como la reseccién
tumoral, la radioterapia, la quimioterapia y sobre el cumplimien-
to del tratamiento planificado influyen también en la superviven-
cia."2 Esos factores no se analizaron en este trabajo y constituyen
una limitante del mismo.

I ——
Analisis de seguridad

Nimotuzumab fue seguro y bien tolerado en ambas pobla-
ciones estudiadas (Tabla 4). De la misma manera los eventos
relacionados se mantuvieron en una baja frecuencia a pesar de
que en los EPA mas de la mitad de los pacientes presenté algun
evento adverso. En cuanto a la intensidad de los eventos adversos
predominaron los ligeros, pero este hallazgo no influy6 en la rela-
cion causal con nimotuzumab en los diferentes tipos de estudios.
Es de senalar que solo en los EPA se identificaron eventos graves
relacionados, pero una vez mds, en minima proporcion, todos
recuperados.”?

Estos hallazgos son coherentes con lo que puede esperarse

Table 4. Eventos adversos en pacientes expuestos a nimotuzumab.

Variables

registro

(n=61)
Ptes con EA 35(35%)
No. de EA 412
Relacionados con 55 (13.3)

nimotuzumab ?

Estudios pre-

el perfil de seguridad del nimotuzumab, en contraste con otros
monoclonales dirigidos al mismo blanco tumoral del EGFR16 y
por consiguiente, una ventaja para el manejo de un farmaco, que
garantiza una mejor adherencia al tratamiento.

Estudios publicados previamente revelan que esta diferencia
se debe a que nimotuzumab posee una afinidad intermedia, mas
sensible a unirse a aquellas células de mayor densidad de EGFR,
como las células tumorales, que en las células con expresion de
EGFR normal como se caracterizan los tejidos epiteliales no tu-
morales."”

1
Conclusiones

La combinacion de radioterapia y nimotuzumab confirma su
eficacia clinica en términos de supervivencia para pacientes con
tumores gliales de alto grado de malignidad, tanto en los estudios
pre-registro como en condiciones reales. El perfil de seguridad de
nimotuzumab es consistente para ambas poblaciones estudiadas.

Nimotuzumab puede ser recomendado como parte del tra-
tamiento multimodal en gliomas de alto grado de malignidad.

Para optimizar su beneficio clinico sera necesario profundi-

Intensidad del EA P

Ligero 265 (64.3)
Moderado 110 (26.7)
Severo 28 (6.8)
Muy severo 9(2.2)
No. de EAG (%) © 28 (6.7)
EAG relacionados ¢ 0 (0%)

Leyenda: ® Porcentaje de eventos adversos relacionados sobre todos los eventos adversos:

Estudios pos- Total ]
aprobacion (N=262)
(n=201)
124 (61.7%) 159 (60.7%) 0.0984
800 1212 0.0500
93 (11.6) 148 (12.2)
398 (49.8) 663 (54.7) 0.0000
267 (33.4) 377(31.1)
93 (11.6) 121 (9.9)
42 (5.2) 51(4.2)
51(6.4) 79 (6.5) 0.1663
4 (7.8%) 4 (5.0%)

b

Porcentaje de eventos adversos segun intensidad sobre todos los eventos adversos:
Porcentaje de eventos adversos graves sobre todos los eventos adversos: ¢ Porcentaje de
eventos adversos graves relacionados sobre todos los eventos adversos graves.

en una mayor cantidad de pacientes expuestos a un fairmaco y
en condiciones de la practica médica como sucede en los EPA.?
Interesantemente los eventos adversos relacionados y graves re-
lacionados en la poblacion real (EPA) fueron eventos previamen-
te descritos para el firmaco en estudios bajo condiciones con-
troladas. ”° La cefalea, la fiebre y las alteraciones de las enzimas
hepaticas fueron los eventos mas comunes tanto en los estudios
pre-registro ° como en los EPA.'> 12

En cuanto a la aparicién de eventos dermatoldgicos del tipo
rash o eritema cutaneo solo de notificaron en los estudios EPA,
pero en escasa frecuencia'>' lo que persiste como distintivo en
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zar en la caracterizacion del paciente mas alld de su clasificacion
histolégica, que incluye el analisis y la validacién de marcadores
bioldgicos predictores de respuesta a esta terapia dirigida.
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Efficacy of Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng
(French oregano) tablets in patients with common cold:
a randomized, double-blind, placebo-controlled study
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ABSTRACT

Medicinal plants with healing properties could be used to improve medical attendance. Common cold is a very high
frequent disease but their treatment is not always available and adequate. Particularly, French oregano had de-
monstrated expectorant and antitussive properties at non-clinical level. A randomized, double-blind, placebo-con-
trolled clinical trial was carried out to evaluate if French oregano tablets could quickly suppress common cold symp-
toms in patients with upper respiratory tract infections, being superior to symptomatic treatment. Patients received
placebo or oregano (300 or 600 mg), daily, during 15 days, combined to abundant liquid and antipyretics on the
presence of fever or malaise. Each group was formed by 30 patients. The frequency and intensity of cough and the
amount of expectoration were assessed weekly. After first week of treatment, cough frequency was significantly
lower in those patients treated with 600 mg comparing other groups (p = 0.003). Cough disappeared in 20 patients
from the highest dose group. At that time, this group had best results concerning reduction in cough intensity (p =
0.046) and increase in the amount of expectoration (p = 0.041). None patient treated with 600 mg had severe cough
after seventh day when a profuse expectoration arose. Therefore, the highest percentage of patients with successful
overall response was recorded in this group. Adverse events were mild and mostly attributed to typical disease reac-
tions. French oregano tablets produced a rapid, dependent-dose outcome in patients with common cold, superior
to conventional treatment, being also well-tolerated. Cuban Public Registry of Clinical Trials RPCEC00000124.

Keywords: Common cold, upper respiratory tract infections, cough, expectoration, French oregano tablets, placebo.

Las plantas medicinales con propiedades curativas pueden ser Utiles en la asistencia médica. El catarro comun es
una enfermedad muy frecuente, pero su tratamiento no siempre esta disponible ni es adecuado. Particularmente,
el Orégano francés ha demostrado propiedades expectorantes y antitusivas a nivel no clinico. Se llevé a cabo un
ensayo clinico aleatorizado, a doble ciego, controlado con placebo para evaluar si la administracion de tabletas de
Orégano francés tiene un efecto superior al tratamiento sintomético por la reduccién rapida de sintomas del catarro
comun en pacientes con infecciones del tracto respiratorio superior. Los pacientes recibieron placebo u orégano
(300 0 600 mg), diariamente, durante 15 dias, combinado a liquidos abundantes y antipiréticos ante la presencia
de fiebre o malestar general. Cada grupo estuvo formado por 30 pacientes. La frecuencia y la intensidad de la tos
y la cantidad de expectoracion se evaluaron semanalmente. Después de la primera semana de tratamiento, la fre-
cuencia de la tos fue significativamente menor en los pacientes tratados con 600 mg en comparacién con los otros
grupos (p = 0,003). La tos desapareci6 en 20 pacientes del grupo de dosis mayor. Al mismo tiempo, este grupo tuvo
los mejores resultados en cuanto a reduccién de la intensidad de la tos (p = 0,046) y aumento de la cantidad de
expectoracion (p = 0,041). Ningun paciente tratado con 600 mg presentd tos severa después del séptimo dia, mo-
mento que sobrevino una expectoracion profusa. Por esto, el mayor porcentaje de pacientes con respuesta general
satisfactoria se registr6 en este grupo. Los eventos adversos fueron leves y en su mayoria atribuidos a las reacciones
tipicas de la enfermedad. Las tabletas de Orégano francés produjeron una respuesta rapida, dependiente de la do-
sis, en pacientes con catarro comun, superior al tratamiento convencional, siendo ademds bien toleradas. Registro
Publico Cubano de Ensayos Clinicos RPCEC00000124.

Palabras clave: Catarro comun, infecciones del tracto respiratorio superior, tos, expectoracion, tabletas de Orégano
francés, placebo.
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1
Introduction

Common cold accounts for half of all acute diseases." Their
incidence has significant geographical and seasonal variations.
In winter 6-8 cases per 1000 people per day appear, whereas in
summer the daily incidence is reduced until 2-3 cases per 1000.
As average every people present 2-5 colds per year, increased to
6-8 in young children. ?

Common cold is a syndrome described as an acute and mild
inflammation of the mucous membranes of the upper respiratory
tract (especially nose and sinuses). It is characterized by sneezing,
runny nose and nasal congestion. Its evolution is about two weeks
and rarely is complicated by severe infections, although at present
cases up to 30 days of evolution is reported. A red and dripping
nose is often characteristic of common cold, but sometimes a
mucous nasal discharge, along a protein transudate, could appear
conferring the nasal mucosa a crystalline appearance. The ye-
llowish and greenish staining of secretions are due the increased
presence of neutrophils, but these are not indicative of bacterial
superinfection, since that color should not be a reason to start
antibiotic therapy. Another significant respiratory symptom is

Yolanda A Rodriguez-Cadmbara, Daise Jiménez-Rodriguez, Jorge E Rodriguez-Chanfrau, Midalis Gracial-Serrano, Tatiana Festary-Casanovas, Mabel C Luaces-Argtielles, Joaquina Gdmez-Peire,

1
Methods

An exploratory, randomized, double-blind, placebo-con-
trolled clinical study was carried out at the “Dr. Luis Diaz Soto”
Hospital, Natural and Traditional Medicine Service, Havana,
Cuba. The protocol was approved by the Ethics Committee of
this institution and by the Cuban Regulatory Authority, the State
Center for the Control of Drugs, Equipment & Medical Devices
(CECMED, reference number: 1486/05.032.09.N). The trial was
in compliance with the Helsinki Declaration and its amendments.
All patients prior to study enrollment provided their voluntary
written informed consent.

Patients

The study population was constituted by Cuban patients,
both sexes, more than 18 years-old, that attend to the clinical site
suffering upper respiratory tract infections. The presence of less
than 14 days of evolution cough was mandatory accompanied
or not of a non-fetid mucous expectoration. Initially, cough can
be dry and mild but after 3 or 4 days the patient can expectora-
te white sputum that can change later to white-yellow or lightly

Fig. 1. Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng (French oregano)

cough, initially dry and angry and then may become wet with
expectoration. General manifestations also include malaise, ano-
rexia, fever, chills, headache, sore and dry throat, muscle and eye
affectations and rhinitis. ?

Although a number of medications have been shown to have
some effect, either on the number or on the severity of common
colds, no single agent is considerably effective. ** The develop-
ment of natural alternative medical products to improve patient
care is well-known. These medicines are widespread used becau-
se of its low cost, easy obtain and low rate of adverse reactions.
The use of medicinal plants to relieve symptoms of the common
cold in acute respiratory diseases is a practice since ancient times.
Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng (French oregano) has a
recognized ethno-medical use to treat common cold. * The Cen-
ter for Drug Research and Development (CIDEM, in Spanish),
Havana, developed a solid dosage form from the dry extract of
French oregano. This natural product exhibited excellent phar-
macological and toxicological results in experimentation ani-
mals. ¢® The present placebo-controlled clinical trial had the aim
to evaluate if therapeutic effects of French oregano tablets are si-
milar or better that those from symptomatic treatment in patients
with common cold.
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green, together with a cough enhancement. The diagnosis could
also include symptoms such as: nasal congestion, painful or re-
dden throat, fever and respiratory rate < 20/min. Exclusion cri-
teria were: pregnancy or nursing, history or presence at entry of
chronic respiratory diseases, lung cancer, antecedents of regular
ingestion of steroids and antipsychotics, ingestion of antibiotics
or bronchodilators one month before symptoms, cough induced
by angiotensin-converting enzyme inhibitors or strange bodies,
purulent, serous or bloody sputum, presence of wet stertors at
physical examination of the respiratory tract, leukocytes count
outside normal range, uncompensated chronic diseases at entry,
psychiatric dysfunction and positive HIV test. Patients could wi-
thdraw the trial voluntarily, due to disease worsening, occurrence
of severe adverse reactions, allergic reaction to studied drug, by
appearance of any exclusion criteria or by medical team decision
if appropriate.

Treatment

French oregano tablets of pharmaceutical quality were pro-
duced using a technology developed by CIDEM, Havana. The
stabilized formulation contains 100 mg of a dry extract from
Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng leaves. Each tablet also
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contains as inactive ingredients lactose, cornstarch, polyvinyl-
pyrrolidone K-25, talc for tablets, magnesium stearate and class
C 96% ethylic alcohol.

Three groups of treatment were created using a compu-
ter-generated random number list. One group received French
oregano (orally) at a daily dose of 300 mg, divided into three ad-
ministrations of 100 mg each, during 15 days. The second group
received a daily dose of 600 mg, divided into three administra-
tions of 200 mg each. The third group received placebo with the
same schedule of treatment. French oregano doses were chosen
based on the whole pharmacological data (see Discussion sec-
tion) also considering that there were no previous findings in
humans. All the treatments were administered under outpatient
conditions.

To keep masking for the three groups, the same number of
tablets was administered. Therefore, for each 100-mg administra-
tion one tablet of French oregano and one placebo tablet were
used; to give 200 mg two 100 mg tablets were used and for place-
bo group two placebo tablets were given to these patients. French
oregano and placebo tablets looked similar with the same compo-
sition regarding excipients.

Random lists were kept at the sponsor’s product-prepara-
tion department, where flasks containing tablets were labeled.
This group was independent from the monitors, investigators or
other trial participants. All clinical and laboratory evaluations
were done blindly regarding the patient’s group allocation. The
code was opened only in case of serious adverse events, deaths or
at the end of the study, after database closure.

All the patients received the symptomatic treatment establi-
shed for such cases. This treatment comprised abundant liquid
and dipyrone or acetaminophen on the presence of fever or ma-
laise. Other interventions could be only indicated for the mana-
gement of adverse events, after medical consent. None of them
could affect the results because interactions neither direct effects
on the tested variables.

Evaluation

The presence of typical symptoms of common cold, cough
and expectoration, was the main clinical outcome in this trial. For
cough, frequency and intensity were evaluated, while amount of
expectoration was also compared between groups. Measurement
of symptoms and physical examination (including vital signs) in
the patients were carried out at entry, seven days and at the end
of treatment (15 days).

The methods used to assess cough and expectoration were
designed by experts in the field (Internal Medicine, Pneumolo-
gy) being approved by the ethics committee and scientific coun-
cil of the clinical site. An adaptation of the Modified Borg Scale
was applied. ° Its use is similar to the visual analogue scale, but
helping the patient through some key phrases at certain points
of the scales. These are categorical scales where each phrase that
describes cough and expectoration is assigned by a score. Patients
are requested to assign a number from 0 (no cough, no expectora-
tion) to the maximum number of events, according to the phrase
that best describes the current state thereof.

To evaluate cough frequency within 24 hours was emplo-
yed the following score: (0): no cough; (1): 1-4 times; (2): 5-10
times; (3): 11-15 times; (4): > 15 times. Cough intensity during
the same period was considered as (mild): < 5 coughing, with ex-
pectoration; (moderate): 5-10 coughing, with nausea, vomiting,
headache, chest pain and tachycardia and (severe): > 10 coughing
that could or not prevent patient’s vital activities such as eating
and sleeping. On the other hand, amount of expectoration was
classified as null expectoration (no events / 24h), mild expectora-
tion (1-5 times / 24h) and profuse expectoration (> 5 times / 24h).

Additionally, treatments were classified as successful, proper
or unsatisfactory at the 7th and 15th days of treatment. Patients
with successful response were those with a 90% both cough re-
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duction and expectoration increase. A proper response occurred
when cough decrease and expectoration increase were between
70 and 90%. Patients that no changed their clinical condition,
presented signs of acute respiratory infection or increased disease
symptoms had unsatisfactory response.

Safety and tolerability were monitored during the study
through registration of adverse events. Events were severe if pro-
duce patient’s death, threatens patient’s life, requires or prolongs
hospitalization or produce a significant or persistent disability.
The medical terminology for adverse events and their intensity
classification (in 5 grades) was applied according to the Common
Terminology Criteria for Adverse Events. '° The causal relations-
hip was classified as remote (doubtful), possible, probable or very
probable (definitive). !

Blood samples were taken for routine hematological and
biochemical determinations before and after treatment. Hema-
tological counts (hemoglobin, hematocrit, leukocytes) and blood
chemistry (glycemia, cholesterol, creatinine, alkaline phospha-
tase, total bilirubin and triglycerides) were done according to
usual clinical laboratory procedures, using advanced automated
analyzers (Elimat, Hitachi, Tokyo, Japan; Inlab 158, CPM, Milan,
Italy).

Statistics

Sample size was calculated using the equation n = [(Za +
ZP) 0/8]* assuming 0.05 and 0.85 for type I and II errors. The
“2N” Program was used for this purpose.? A 10% excess was
considered to compensate withdrawals. This yielded a value of 90
patients (30 per group) for this trial.

Data were double entered and validated and then imported
into SPSS for Windows (version 15.0, IBM Analytics 2006, Ar-
monk, North Castle, NY, USA) for further analysis. Categorical
variables were given as absolute values and percentages. Conti-
nuous variables were expressed as mean * standard deviation
(SD) and minimum and maximum values (range). With these
variables, analyses of normality (Shapiro Wilk’s test) and homo-
geneity of variance (Levene’s test) were carried out. Groups were
compared for the primary endpoints at the beginning and at the
7th and 15th days of treatment using contingency table chi-square
test with the aim to establish dependency relationships between
evaluated symptoms (frequency and intensity of cough, amount
of expectoration) and treatment received. Vital signs and clinical
laboratory data were treated using paired analysis. Significance
level chosen was 0.05.

|
RESULTS

One-hundred patients were recruited from March 2011 to
July 2012 to select finally those 90 patients that were randomly
distributed to each group (30 per each one). The other ten pa-
tients did not fulfill with the selection criteria. All the patients
completed the 15 days of treatment.

Demographic and baseline characteristics at entry of the in-
cluded patients are shown in Table 1. Groups were similar regar-
ding each characteristic. Globally, 70% of patients were women
with a mean age around 50 years (range: 19-84 yrs). Non-white
skin color prevailed (60%). They weighed 40 to 105 Kg and were
148 to 198 cm tall. Patients ranged 2 -10 days suffering cough
(mean: 6 days) into each group. History of allergy was something
inferior to half of patients whereas risk exposure (mostly dust)
was not very frequent. Regarding habit toxics, consumption of
coffee was common (>75% of patients) and patients included in
French oregano groups were slightly more smokers.

Before treatment groups were also similar regarding cough
and expectoration as observed in Figure 1. No differences were
detected for the frequency and intensity of cough neither amount
of expectoration; therefore, the hypostasis of a dependency be-
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Table 1. Demographic and baseline characteristics of the patients involved in the clinical
trial with French oregana (300 or 600 mg/day) and placebo during 15 davs.
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p=0.T42 o 1-4 times
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Characteristic

Group 1 (300 mg)
=30

Group 2 (600 mg)
MN=30

Group 3 (placeba)

MN=30

Sk color Wihliate 10 {33.3%%) 15 (50.0%) 11 (36.7%c)
Mon-white 20 {03 T20) 15 (50.0%) 19 (33 . 3%%)
Woten 15 (30.0%0) 24 (BO.0%a) 24 (B0.0%a)
Age (Vears) k1B (19— T3) 32 19 (19— 84) 32 % 16 (20— 84)
Weight (kg) Gd + 16 (40 — 96) T2 13 (48 —07) GE + 15 (42 — 105)
Height (cm) 160+ & (148 — 180) 165 =9 (148 — 180) 161 = 12 (148 ~ 198)

Davvs wth conglh

G 2 (2= 10)

G 2(2 - 10)

G 2 (2 =100

History of allergy 13 (43.3%) 13 (43.3%%) 15 (50.0%)

Risk exposure {gases, dust, 5 (16.7%) 5 (16.7%) . C13.3%)
otlicrs)

loxic habits Smoke 10 (33.3%a) T (23.3%%) 4 (13.3%%)

Aleohol B (20.7%%) 8 (26.7%) 6 (20.0%0)

Cottee 23 (83.3%) 22 (73.3%) I3 (76.7%)

Placebso (N=30)

reported as mumber of patients ("a) or mean L standacd deviation (range),

200 mg (M=230)

600 mg (MN=30)

Fig. 1. Symptomatic characterization before treatment with French oregano (300 or 600 mg/d) or placebo..

Legend: Data correspond to patients with common cold distributed into each category for each group of treatment, according to the
adaptation of the Modified Borg Scale. (A): cough frequency; (B): cough intensity; (C): amount of expectoration. The contingency table
chi-square test was used to establish dependency between variables and groups (p>0.05 in all cases). For a better visualization, all the
scales were put at the same level.
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tween these variables and treatment was no observed. The pre-
valence of an initial moderate cough and mild expectoration
outstand in the three groups. A strong relationship of depen-
dency between studied variables and the treatment received was
obtained after seven days of treatment (Fig. 2). Daily administra-
tion of 600 mg of French oregano influenced significantly in the
evolution of cough and expectoration. No cough was obtained
in two thirds of patients from this group which impacted in the
intensity since almost all patients were grouped as mild cough.
Contrary patients treated with placebo or 300 mg of the same
product achieved mostly 1-4 events in 24 hours and no cough
was only reported in 6-7 patients. At this time, severe cough was
only reported in these two groups.

30 -
p=0.003
25 4
20 A —
15 -

10 =

o ]

FPlacebo (M=30)

Number of patients

30 -
p=0.046
20 =
15 =

10 =

Number of patients

5 ]
Flacebo (M=30)
30 =
p = 0.041
25 -

20 =

10 =

Number of patients
@

Placebs (N=30)

A

L

FI00 mg (N=30)

rior to the other groups, which was only 27% and 20% for 300 mg
and placebo groups, respectively (Table 2). In the group that re-
ceived highest dose, patients with successful and proper response
raised to 86.7%, only seven patients (23.3%) did not respond to
this treatment. Non-responders (unsatisfactory) in the placebo
group were 63.3%, being 50% in the group treated with the lower
dose of the studied drug.

After 15 days of treatment only a minimum of patients had
cough and expectoration. No influence of toxic habits or any
other demographic or baseline characteristic on outcome varia-
bles was detected (data not shown).

Only six patients presented adverse events during the treat-
ment (Table 3). Only one patient, from 300 mg group, registered

Mo cough
1-4 times
5-10 timeasa
1116 timeas

gEoon

GO0 mg (N=30)

B = Mild

O Moderate
0O Severs

Figure 2

300 mg (N=30)

=
600 mg (N=30)

m Profuse
C = Mild
= Mull

200 mg (N=30)

E00 mg (M=30)

Fig. 2. Symptomatic characterization after seven days of treatment with French oregano (300 or 600 mg/d) or placebo.

Legend: Data correspond to patients with common cold distributed into each category for each group of treatment, according to the
adaptation of the Modified Borg Scale. (A): cough frequency; (B): cough intensity; (C): amount of expectoration. The contingency table
chi-square test was used to establish dependency between variables and treatments (p<0.05 in all cases). For a better visualization, all the
scales were put at the same level. All the patients received the conventional symptomatic treatment.

At the seventh day expectoration was profuse in 12/30 pa-
tients treated with the highest dose, appearing in that form only
in three and four patients from placebo and 300 mg groups,
respectively. Even nine cases continued with null expectoration
in these last groups (Fig. 2). Some patients from 600 mg group
passed from initial severe intensity to no cough together with a
change from null to profuse expectoration.

Consistent with the above described results, after seven
days of treatment the half of patients treated daily with 600 mg of
French oregano had overall successful response, markedly supe-
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more than one event (pharyngeal itching, sore throat). Most of
the events occurred in patients treated with French oregano but
these were mostly typical respiratory symptoms classified as re-
motely caused by treatment.

All the events were classified as non-severe, mild intensity,
resolved without therapeutic intervention between 12 and 72
hours after their appearance around eight hours after administra-
tion. Significant differences or variations in vital signs or clinical
laboratory tests were not detected and mean values kept within
normal ranges.

http://www.revistabionatura.com

181 ——




Angela D Tuero-Iglesias, Idrian Garcia-Garcia

182 ‘ Yolanda A Rodriguez-Cadmbara, Daise Jiménez-Rodriguez, Jorge E Rodriguez-Chanfrau, Midalis Gracial-Serrano, Tatiana Festary-Casanovas, Mabel C Luaces-Argtielles, Joaquina Gdmez-Peire,

Table 2. Overall response after seven days of treatment with French oregano (300 or 600

mg/d) or placebo,
Response Group 1 (300 mg) Group 2 (600 mg) Group 3 (placebo)
N=30 N=30 N=30
Successful 8(26.7%) 15 (50.0%) 6 (20.0%)
& Proper 7(23.3%) 8 (26.7%) 5(16.7%)
) Unsatsfactory 15 (50.0%) 7(23.3%) 19 (63.3%)

Data are reported as number of patients (%).

Table 3. List of adverse events recorded during treatment.

Patient’s Group Adverse event Severity  Intensity Causality Conduct  Result
code

LFLS-12 600 mg  Epigastric burning NS Mild Remote None  Resolved

MPP-13 300mg  Sore throat NS Mild Possible None  Resolved

YEFT-63 Placebo  Dry mouth NS Mild Possible None  Resolved

LLIN-T4 300mg  Labial mucons Ha Mild Remote None  Resolved

itching

MGR-77 300mg  Pharyngeal itching N5 Miald Remote None  Resolved

MGR-77 300mg  Sore throat L Mild Remote None  Resolved

EGC-79 G00mg  Suffocation Ha Moderate  Remote None  Resolved

N&: Non-severs
I — Decoctions from French oregano leaves are used in tradi-
DISCUSSION tional medicine for the treatment of common cold based in their

In this study, French oregano at a daily dose of 600 mg, di-
vided in 200 mg every eight hours, proved to be a rapid, effective
and safe treatment in patients with common cold, reducing cou-
gh and increasing expectoration after only seven days of treat-
ment. The increment in the amount of expectoration means a
higher volume of bronchial secretions and stimulation of the me-
chanisms of elimination, which helps the improvement of clinical
status of the patients. In that sense, patients that no longer had a
cough maintained expectoration process. At the same time out-
comes with daily 300 mg of the same natural product and placebo
were significantly inferior and no different among them. There-
fore, tablets of French oregano showed a better therapeutic effect
(reversion of the initial symptoms) than symptomatic treatment,
considering 600 mg every 24 hours the effective dose.

These results demonstrate that the dry extract obtained
from aqueous extracts of Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng
leaves could act on the respiratory tract by modifying secretion
and bronchial motility, reducing in turn cough intensity. The
relieve of cough is produced due to the presence of a thick and
irritating secretion that in concert with the mucus secreted, na-
turally demulcent, both protect the inflamed mucosa and reduce
cough reflex.”® So expectorants behave as soothing cough when it
is unproductive.

titussive substances.

not toxic. 8
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bronchodilator and expectorant activities. '* The current findings
corroborate those achieved in previous preclinical studies with
this extract, ”'* allowing classifies it within expectorants and an-

The administration of aqueous extract and of fluid extract
as well as the syrups produced from French oregano extracts
resulted in significant increase of red phenol concentration in
the tracheobronchial secretion of mice. In turn, the acute admi-
nistration of 100 mg tablets had the same expectorant effect as
bromhexine and salbutamol. 7 The product had antitussive effect
in the experimental model of aerosol ammonia in guinea pigs.
1> Toxicogenetic and subcrhonic studies showed that the plant is

On the other hand, French oregano tablets led to immediate
contraction of the smooth musculature. French oregano showed
a manifest antimuscarinic effect after induction with acetylcho-
line, deducing both agonist and antagonist effect of cholinergic
transmission. '®* Moreover, the same authors found that this me-
dication inhibited passive cutaneous anaphylaxis and increased
the contractile effect of adrenaline on the vas deferens in rats and
showed in vitro antihistamine effect on gut H1 receptors. 7

Clinical trials using French oregano contained in solid do-
sage forms are not easily found in the literature. In the current



Eficacia de las tabletas de Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng (Orégano francés) en pacientes con catarro comun: estudio aleatorizado, a doble ciego, controlado con placebo
Efficacy of Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng (French oregano) tablets in patients with common cold: a randomized, double-blind, placebo-controlled study

study, adverse events reported were mild, typical of patients with
common cold, consequence of a viral infection, usually without
fever and manifested by inflammation of the upper respiratory
tract, with a viral incubation period lasts between 24 and 72
hours. At this time appear nasal nuisances, including pharyngeal
affectations with itching and sore throat. >

Considering the problem that this disease does not have a
gold standard treatment, a safe and physiologically effective new
medication of natural origin could improve patient care, with a
consequent improvement in their quality of life.

1
Conclusions

French oregano tablets at the better dosing schedule could
be a reasonable alternative to other symptomatic treatments in
patients with common cold. Further, more extensive, controlled
clinical trials are encouraged to confirm the rapid clinical respon-
se obtained with this natural product.
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HLA-DRB1*1101 allele confer protection for Multiple Sclero-

sis disease in Cuban population

Alelo HLA —-DRB1*11:01 asociado con la Esclerosis Mltiple en poblacién cu-

bana confiere proteccién
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ABSTRACT

Multiple sclerosis is a neuro-inflammatory autoimmune disease. The MHC class Il region produces the strongest
effect on Multiple Sclerosis genetic susceptibility. The purpose of this study is to evaluate DRB1*, DQA1*,and DQB1*
alleles among Multiple Sclerosis Cuban patients. 100 patients and 200 unrelated healthy controls were included.
Ancestry informative markers were used. Multiple Sclerosis associated HLA susceptibility/protection alleles were
ascertained by PCR using specific primers. Statistical analyses were conducted using STRUCTURE 2.1, ADMIXMAP
3.7, SPSS 16.0 packages. Logistic regression analysis showed odds ratio of 5.7 for Multiple Sclerosis associated with
a unit change in European admixture proportion. Evidence for susceptibility to Multiple Sclerosis was observed for
the presence of HLA-DRB1*15, DRB1*14, DQA1*01 and DQB1*06 alleles, with odds ratio 3.40, 4.96, 2.53,and 2.77 res-
pectively compared to healthy controls. A protective effect of HLA DRB1*01, DRB1*07, DRB1*10 was found among
Multiple Sclerosis patients (odds ratio 0.35, 0.2, 0.4 respectively). After correcting for admixture, a new association
to HLA-DRB1*1101 was identified. Alleles HLA-DRB1*, DQ were associated with Multiple Sclerosis in Cuban patients.
HLA-DRB1*1101-1104 was associated to Multiple sclerosis in this study sample, where the European ancestry pro-
portion was identified.

Keywords: HLA-DR, HLA-DQ, Admixture, Multiple Sclerosis, Cuban population, AIM

La Esclerosis Multiple (EM) es una enfermedad autoinmune neuroinflamatoria. La region clase Il del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad (CMH) produce el mayor efecto genético sobre la EM. El objetivo de este estudio es evaluar
los alelos DRB1*, DQA1*y DQB1* en enfermos cubanos con EM. En el presente estudio se incluyeron 100 pacientesy
200 individuos no relacionados. Se emplearon Marcadores informativos de ascendencia. Se realizo la determinacion
de los alelos HLA, indicadores de proteccién-susceptibilidad, asociados con la EM mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa y el uso de oligonucleéticos especificos. Los analisis estadisticos se desarrollaron con los paquetes
estadisticos STRUCTURE 2.1, ADMIXMAP 3.7 y SPSS 16.0. El andlisis de regresion logistica mostré un valor de odds
ratio de 5,7 para una asociacién de la EM con la proporcion de mezcla europea en una unidad de cambio. Los ale-
los HLA-DRB1*15, DRB1*14, DQA1*01 y DQB1*06, confieren susceptibilidad a la EM con valores de odds ratio de
3.40, 4.96, 2.53,y 2.77 respectivamente. Un efecto de proteccion se observo para los alelos HLA DRB1*01, DRB1*07,
DRB1*10 con odds ratio de 0.35, 0.2, 0.4 respectivamente. El alelo DRB1 * 1101-1104 se asoci6 a la EM en la muestra
de estudio, donde se identifico la proporcion de ascendencia europea.

Palabras clave: HLA-DR, HLA-DQ, mezcla genética, Esclerosis Multiple, poblacidon cubana, marcadores informativos
de ascendencia

|
Introduccion

Multiple sclerosis (MS) is a chronic neuro-in-
flammatory autoimmune disease believed to arise
from complex interactions of both environmental and
genetic factors. A genetic contribution to the pathoge-

nesis of MS had already been assumed in 1896 with
the discovery of the familial aggregation of MS.! The
earliest association between genes and MS found in
the Human leukocyte antigen® (HLA) and described in
1972 at 6p21 has long been recognized as the strongest
locus increasing risk to MS in most populations,’ nota-
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Cubanacan, Playa, Cuba.
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bly HLADRB1*1501 and other major histocompatibility complex
(MHC) alleles.*

An association was seen for the DRB1*1501 allele, as the
main susceptibility allele in MS residing on a large, extended
haplotype.® This has been fine-mapped to the HLA-DRB5*0101-
DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602 extended haplotype in
the Northern European population with estimated risk ratios of
approximately 3, and homozygozity for this haplotype increases
MS risk sixfold.®

The overall prevalence of MS is about 70 per 100,000 indivi-
duals (range from 2 to 150).” The first case of MS in Cuba was pu-
blished in 1965. After 1990, the prevalence of clinically-definite
MS in the different Cuban provinces was around 10 per 100,000.
The latest study, in Cienfuegos province,® provides a prevalence
of 25.5 per 100,000.

MS has been reported in all continents in different popu-
lations. Of these, Europe is considered a high prevalence region
for MS (= 30/100000) and different attempts are undergoing to
evaluate how the risk of MS varies among European popula-
tions. ® Brum et al., have defined that MS presents a high preva-
lence rate, particularly in white persons from Western countries
when patients from Brazil were analyzed.”

Cintado et al., have stated a population structure in a mul-
tiethnic Cuban population from Havana City and they have re-
ported that 85% are of Spanish descent and the African contribu-
tion is of 15% suggesting that the admixture must be considered
when evaluating traits in this population.!! They have outlined
that differing frequencies of certain diseases in European po-
pulations compared with African and Amerindian populations

HLA-DRB1*1101 allele confer protection for Multiple Sclerosis disease in Cuban population
Alelo HLA -DRB1*11:01 asociado con la Esclerosis Multiple en poblacién cubana confiere proteccion

in the present study."* Unrelated healthy control (n= 200) were
matched in terms of age, gender and ethnicity with the group of
patients enrolled in the study. Written informed consent of each
subject was obtained prior to sample collection. The study pro-
tocol was approved by the Ethical Research Board from the In-
ternational Center of Neurological Restoration (Havana, Cuba)
according to the guidelines of the national legislation and the
Code of Ethical Principles for Medical Research Involving Hu-
man Subjects of the World Medical Association.

Subject characteristics are shown in Table 1. The mean age
of MS patients at onset was 40.01+/-13.09 years; 71.04% were
woman. This study was approved by the Ethical Research Board
from the International Center of Neurological Restoration (Ha-
vana, Cuba).

DNA isolation and AIM genotyping

Genomic DNA was isolated from whole blood using a Wi-
zard Genomic DNA Purification Kit according to the manufac-
turer’s instruction (Promega, Madison, WI, USA). Table 2 shows
the 17 AIM analyzed in this study. AIM were identified from
previous studies as having large differences in allele frequency
(d. 30%) between Native American, West African, and Euro-
pean ancestral populations.'* Genotyping was performed by PCR
amplification, using sequence-specific primers (PCR-SSP), as
previously described.”® Amplification reactions were performed
in a final volume of 25 pL containing 100 ng of genomic DNA,
1.5-2.0 mmol/L MgCl2, 50 mmol/L KCI, 10 mmol/L Tris HCL, 0.2
mmol/L of each ANTP, Immol/L of both primers, 10% DMSO,
and 1UTagDNApolymerase (Promega). All the loci were scored
after electrophoresis through agarose gels.

Table 1. Demograpluc characteristics of study sulbyects

Charactenstic
No. of subjects (n)
Gender (female %)
Age (mean +/- SD)
*Selt-identified ethnicity (%o)
White descent
Black descent
Mulattos

* Self-identified ethniciny'”

suggest that those of Spanish descent may be particularly useful
for deciphering complex genetic diseases, for instance dementia
and multiple sclerosis that have a higher risk in European than in
African populations.'?

The purpose of this study is to assess, for the first time,
DRB1*, DQA1*, and DQB1* alleles among MS Cuban patients to
understand the nature of the HLA association with the diseases
in our sample. Also, we typed a panel of 17 Ancestral informative
markers (AIM) to control possible confounding traits by popula-
tion stratification.

1
Material and methods

Patients and controls
Samples from 100 MS patients with Relapsing Remitting
(MS-RR) diagnosed according to McDonald et al., were analyzed
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Cases Controls
100 200

71.04 To.12

40.01+/- 13.09 38.6+/-12

76 72.5
10.6 12.5
13.3 15

HLA Typing.

Selected HLA DRBI1 and DQ alleles were determined by
SSP-PCR as previously described.!® ! The selection of these par-
ticular alleles was based on previous studies in which they have
been reported to be implicated as part of haplotypes conferring
the highest risk or protection scores5. '® Brief description: DRB1*
0401-0411-0301-1501-1502 -0101-0103 -0102 -0701-0702 -1001
-1101-1104 -1401-1404 1403, DQB1* 0602, DQA1* 0301, *0102.
A primer pair to amplify the third intron of DRBI genes was
included in each PCR reaction as the internal positive control.
These two primers matched non-allelic sequence. '”-*# All primers
were obtained from the Department of oligonucleotide synthesis,
at Center of Genetic Engineering and Biotechnology (Havana,
Cuba), and used at 0.25 pM. Amplified products were separated
by electrophoresis in 2 % agarose gels containing ethidium bro-
mide after the addition of loading buffer, and visualized using UV
illumination.
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Table 2. AIM allelic frequency in the parental populations'®. AIM allelic frequencies for MS

subjects and controls are also shown. Asterisks precede the name of the larger allele.

AlMs European ~ West Africans
GC-*1F 0.356 0.853
Al3*ns 2 0.858

LPL*ms
APOAL*ns
MID154%ms
MID187*ms
D11S429*T
TSC11020%T
FY-mull*T
OCA2*A
WI-7423*T
GS*IS
WI-14867*C
WI-16837*G
PV92*ins
CYP19-E2*T
TYR 192*%A

0.494
0.917
0.333
0.342
0.440
0.921
(.999
0.636
0.517
0.607
0.558
0.180
0.171
0.287
0.485

0.971
0.420
0.806
0.759
0.087
0.487
0.001
0.115
0.000
0.931
0.976
0.751
0.225
0.332
0.005

Statistical analysis. The fit of the genotype frequencies to
the Hardy-Weinberg proportions was tested by the Chi-square
test. Haplotype frequencies were estimated by means of an ex-
pectation maximization algorithm.”” We used parental popu-
lation frequencies reported' for samples of Spanish, average of
Amerindians (Mayan, southwestern US Native Americans), and
average of West Africans (Central African Republic, Nigeria, and
Sierra Leone) (Table 2). To test for population stratification, the
STRUCTURE 2.1 program® was used. The program was run ini-
tially with 70000 iterations for the burn-in period and 100000
additional iterations to obtain parameter estimates, with a prior
distribution that allowed K to take values from 1 to 3. Additio-
nal runs with longer iterations were also carried out to check the
consistency of the results. The frequencies of HLA class II was
compared between patients and controls using the chi-square test
or the two-tailed Fisher’s exact probability test. Odds Ratio (OR)
(95 % CI) was also estimated (SPSS 16.0 software). The level of
significance was taken as p value < 0.05. For allele comparisons,
Bonferroni’s method was used for the correction of multiple com-
parisons, multiplying the value of p obtained in the statistical test
by the total number of alleles tested.® In order to control poten-
tial confounding because of population stratification as a result of
admixture, the ADMIXMAP program was used.”! This program
performs an association analysis by means of a logistic regression
for the relation of MS, as the dependent variable, and HLA, intro-
ducing individual ancestry estimates as covariates. The admixture
proportions of groups were estimated by the gene identity me-
thod*? using the software Admix95 kindly provided by Bertoni B
(http://www.genetica.fmed.edu.uy/software.htm)

1
Results
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Controls
0.580
0.430
0.630
0,768
0.415
0.442
0.375
0.824
0,715
0.563
0.340
0.758
0.571
0.390
0.196
0419
0.359

Cases
0.520
0.450
(0.480
(0.800
0,378
0.430
(0.430
(0.830
(0.800
(.582
0.516
0.760
(0.620
0.256
0,25
0,239
0.400

Amerindian
0.339
0.061
0.442
0.977
0.420
0.301
0.119
0.137
1.000
(0.488
0.058
0.931
0418
0.181
0.792
0.741
0.034

Allele frequencies for the 17 AIMs in ancestral populations,
MS, and healthy controls are shown in Table 2. There was no devia-
tion from Hardy-Weinberg proportions (p>0.05). Genetic ancestry
estimates showed that European contribution was preponderant
in patients and controls groups, 80.1% and 76% respectively. West
African estimates reached 16.9% and Native American 2% for ca-
ses, while West African reached 21.7% and Native American 2.3%
for controls. The majority of the cohort concentrates to the Euro-
pean component of the European-West African axis with a restric-
ted and almost absent Native American component.

Our results indicate the presence of substructure in the whole
sample. The STRUCTURE program consistently assigned indivi-
duals to two groups with a higher probability than it did to a single
group or three groups. The probability of K=2 (-4257.7) was higher
than K=1 (-4350) and K=3 (-4365), indicating the presence of two
distinct clusters

The result of the logistic regression analysis with MS as a de-
pendent variable showed that odds ratio for MS, associated with an
unit change in European admixture proportion, was estimated as
5.7 (95% CI 1.2-36).

The association of selected HLA DR/DQ alleles with MS in
the Cuban sample was evaluated. HLA-DRBI and DQ typing di-
ffered significantly between MS patients and controls. The HLA-
DRBI1, HLA-DQA1 and DQBI allelic associations for MS patients
and controls are shown (Table 3). Evidence for susceptibility to
MS was observed for the presence of HLA-DRB1*15, DRB1*14,
DQA1*01 and DQB1*06 alleles, with higher odds ratio (OR) com-
pared to healthy controls (Table 3). A modest protective effect of
HLA DRB1*01, *07, *10 were found among MS patients (OR 0.35,
0.2, 0.4 respectively).

After correcting for admixture, a new association to HLA-
DRB1*1101 was identified, and associations for the alleles above
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Table 3. HLA Allehic association of MS patient’s vs controls

Alleles p value
non adjustment
tor admixture

DRB1* {1301 ns

| 1501-1502 =0.01
orol-0103 s
oy | s

0701-0702 =0.01
1004 1s
1101-1104 s

1401-1404 =0.01
1403 ns
DQAL* | 0301 ns

0102 <0.01

DQBI* 0602 <0.01

pvalue
adjustment for
admixture
ns .86 (0.8-1.5)
<0.01 3.40 (1.8-6.1)
ns {133 (0. 16-00.92)
s 0.24 f0.06-0.5)
=0.01 a.21 (L 1-0.5)
s 0.47 (.25-0.91)
<0.01 0.19 | (0.084-0.441)
<0.01 4.96 | (2.29-10.7)
ns 086 | (0.25-2.92)
ns 1.253 f0.71-2.20)
0.01 253 | (1.484.32)
<0.01 2.77 | (1.57-4.86)

OR, odds ratio; CI, confidence mterval; p value = 0.03 corrected for Bonferroni was

considered significant; ns= not significant

Table 4. Association analysis of HLA haplotypes with the MS p value adjustient for

admixture

“Haplotype Alleles p value OR
DQAI*/ DQBI1* 0102/ 0602 0,003 22
DRBI* 0103/ 0701/ 1001 0.04 0.6
DRBI#*/DQAIL*/ DQBL* 1501/ 0102/ 0602 13x lﬂ-ﬁ 38
DRBI*/ DQAL*/ DQBI*  1501-0103-0701-1001/ 0102/ 0602 l{].ti:q;l'[]'-j 3.22

p value < 0.03 corrected for Bonferroni was considered significant

described before admixture correction (p<0.01) remained signifi-
cant.

The disease association at the level of four-loci haplotypes was
carried out (Table 4). DQA1*0102/DQB1*0602 (p<0.003); DRB1*
1501/ DQAI1* 0102/ DQB1*0602 and DRB1* 1501-0103-0701-
1001/DQA1*0102/DQB1*0602 (0.6x10) have odds ratios 2.2, 3.8
and 3.22 respectively, whereas DRB1* 0103/*0701/¥1001 (p<0.04)
has OR 0.6. These associations remained significant after correc-
ting for admixture.

___________________________________|
Discussion

MS is a complex autoimmune disease with over 100 confir-
med associated genes or genetic loci and a low increasing number
of confirmed environmental risk factors.” The strongest genetic
predisposition correlates with the major histocompatibility com-
plex, class I, DR beta 1 (HLA-DRB1*1501 allele) with some con-
tribution from other alleles.

Bionatura -

Volumen 1/Numero4 -

We report that HLA-DRB1 and DQ typing significantly di-
ffered between MS patients and controls. Evidence for suscepti-
bility to MS was observed with the presence of HLA-DRB1*15,
DRB1*14, DQA1*01 and DQB1*06 alleles with higher odds ratio
(OR) compared to healthy controls (Table 3). Diaz-Horta et al
reported before an opposite association for diabetic Cuban pa-
tients. 2 Modest protective effects of HLA DRB1*01, DRB1*07,
DRB1*10 were found among MS patients (OR 0.37, 0.2, 0.4 res-
pectively).

Several genetic studies have described HLA-DRB1*1501 as
the main susceptibility allele in MS6. Dyment et al., later conside-
red the importance of taking into account that some haplotypes
or loci other than HLA-DRB1*15 contribute to MS risk24. Howe-
ver, a recent genome wide association study5 that includes 9,772
MS patients and 1700 controls showed that DRB1*1501 has the
strongest association with MS with a p value of 1x10-320. Our
results agree with this report.
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Other studies examined the role of ethnicity or ancestry in
MS epidemiology” » A relatively high prevalence of MS is found
in Western Europe and North America. In Europe the prevalence
ranges from 10 to 187 per 100000 with a higher rate in northern
countries.” In addition, a strong association between the HLA-
DRB1*15 allele and MS has been shown in studies of northern
Europeans and their descendants.”

The Cuban population is essentially a result of the mixture
between Spanish, West Africans, and to a lesser degree, Amerin-
dian tribes that inhabited the island.*® Cintado et al., defined a
population structure in a multiethnic Cuban population from
Havana City and reported 85% of Spanish European descent."

A typing of 17 markers having large differences in frequen-
cies between European, West African and Native American po-
pulations was applied to the present study to associate ancestry
proportions with respect to MS. We observed that European con-
tributions predominate in patients that are mainly white (76%),
with an estimated OR (odds ratio) of 5.7, with a wide-range con-
fidence interval (CI 1.2-36).

Similar estimates were reported for MS patients in Brazil,
also a country with a highly mixed population. According to the
Brazilian study MS had a high prevalence within whites with
Western Europe ancestry. '° In Cuba, in respect to another au-
toimmune disease, it was confirmed that T1IDM was associated
with a preponderant genome proportion of European ancestry
after ADMIXMAP evaluation.”

Toro et al have been studied the low prevalence of MS in
Bogota, Colombia which present highly admixed population and
have reported that HLADRB1*15 allele confers susceptibility to
MS whereas HLA-DRB1*14 allele exerted resistance to disease.

Results from the present study have defined another allele,
HLA-DRB1*1101, associated to the disease, mainly in Caucasian
patients. These outcomes confirm the importance of ancestry eva-
luation as a robust tool to adjust for population admixture, which
controls population stratification and greatly avoids false associa-
tions in case-control studies.*® The distribution and diversity of
DRBI1*11 alleles varies among populations. DRB1*1101 has been
described as the predominant allele, while HLA DRB1*1104 is
the second most frequent allele, as stated by a previous study that
included Caucasian, Asian/Pacific Islanders, Hispanics and Nati-
ve Americans. *!

Even more, HLA-DRB1*1101 is part of certain allele groups
defined for their association to MS risk , »** which is formed by
the alleles DRB1*03, DRB1*14, DRB1*07 and DRB1*11. Howe-
ver in the present study this allele was associated to disease pro-
tection, a result that corresponds to reports from others authors
* which have found that HLA-DRB1*14 and HLA-DRB1*11 bea-
ring haplotypes are protective with OR 0.75 and 0.55 respectively.
In that sense Ramagopalan et al., using a Canadian dataset confir-
med that HLA DRB1*11 bearing haplotypes are novel and statis-
tically significant resistance haplotypes. * They also defined that
this allele shows a multiplicative mode of inheritance. According
to these authors the protective effect of HLA DRB1*11 over HLA-
DRBI1*15 appears to be weaker than the effect of HLA -DRB1*14,
but both alleles reduce risk associated with HLA-DRB1*17. Do-
minant variants on HLA-DRB1*14 and HLA-DRB1*11 haplo-
types can generate T cells that suppress autoreactive T cells, even
those generated by HLA-DRB1*15.

Additionally a strong association of MS and haplotype
DRBI1* 1501, DQA1*0102, DQB1* 0602 was observed in patients
included in the present study (Table 4). This result corresponds
to the previous repeatedly confirmed association of HLA class II
DRB1* 1501/DQA1*0102, DQBI* 0602 (DR2) region with MS
for most Caucasians haplotypes. ** Dayment et al., have been fine
mapped this haplotype in the North European population and
they have estimated risk ratios of approximately 3, and homozy-
gosity for this haplotype increases MS risk sixfold.® Interestin-
gly a risk-associated haplotype to MS in our patient sample was
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previously identified as protective for TIDM also among Cuban
patients,” which agrees with other reports of patients with Euro-
pean ancestry suffering from these autoimmune diseases.
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Quantification of polysaccharide Vi in the typhoid vaccine VaxTyViTM by
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Cuantificacion del polisacarido Vi en la vacuna contra la fiebre tifoidea VaxTyViTM
mediante ELISA en sandwich utilizando un anticuerpo monoclonal
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ABSTRACT

VaxTyVi® is a plain polysaccharide vaccine based on the capsular polysaccharide Vi (PsVi) from Salmonella Typhi,
produced at Finlay Institute. Quantification of PsVi in VaxTyVi™, is a mandatory requirement for final product release
and has being made by inhibition ELISA. Considering the disadvantages of this type of ELISA and that recently our
group obtained a MAb against PsVi, the aim of this work, was to develop a sandwich ELISA to quantify PsVi in VaxTy-
Vi™M. M&M. Using MAb 4G3E11 as the capture and detection, a sandwich ELISA was developed. Limits of detection
(LOD) and quantitation (LOQ) were calculated, as well as the inter- and intra-assay for each point of the standard
curve. The PsVi content in six batches of VaxTyVi™ was also determined. Results. An eight-point calibration curve
with a range from 50 to 0.39 ng/mL of PsVi was obtained with a coefficient of determination (R?) >0.99.The LOD and
LOQ were 0.59 ng/mL and 1.25 ng/mL respectively, representing at least 1000 times more sensitive than inhibition
ELISA. The inter-assay CV was 4-15%, and the intra-assay CVs varied between 3-8 % and 4-9% for intraplate and
interplate respectively. The PsVi content in all VaxTyVi™ lots were found into the accepted range (£30%). In summary,
the proposed sandwich shown to be specific, reproducible and highly sensitive. The assay shown to be suitable for
use in the quantitation of PsVi in VaxTyViTM, with great potential to replace the inhibition ELISA, implanted in the
Finlay Institute since 2006.

Keywords: polysaccharide Vi quantification, sandwich ELISA, Typhoid fever, monoclonal antibodies

VaxTyVi® es una vacuna simple polisacarida basada en el polisacarido capsular Vi (PsVi) de Salmonella Typhi, pro-
ducido en el Instituto Finlay. La cuantificacion de PsVi en VaxTyVi™, es un requisito obligatorio para la liberacién
del producto final y se ha realizado mediante ELISA de inhibicion. Teniendo en cuenta las desventajas de este tipo
de ELISA y que recientemente nuestro grupo obtuvo un MAb contra PsVi, el objetivo de este trabajo, fue desarro-
llar un sandwich ELISA para cuantificar PsVi en VaxTyVi™. Utilizando el MAb 4G3E11 como captura y deteccion, se
desarroll6 un ELISA en sandwich. Se calcularon los limites de deteccion (LOD) y la cuantificacion (LOQ), asi como el
inter e intra-ensayo para cada punto de la curva estandar. También se determind el contenido de PsVi en seis lotes
de VaxTyVi ™. Se obtuvo una curva de calibracién de ocho puntos con un intervalo de 50 a 0,39 ng / ml de PsVi con
un coeficiente de determinacion (R?) = 0,99. EI LOD y LOQ fueron 0.59 ng / mLy 1.25 ng / mL respectivamente, lo
que representa al menos 1000 veces mas sensible que ELISA de inhibicion. El CV inter-ensayo fue del 4-15%, y el CV
intra-ensayo vario entre 3-8% y 4-9% para intraplaca e interplate, respectivamente. El contenido de PsVi en todos
los lotes VaxTyVi ™ se encontré en el intervalo aceptado (+ 30%). En resumen, el sandwich propuesto demostré ser
especifico, reproducible y altamente sensible. El ensayo demostré ser adecuado para su uso en la cuantificacion de
PsVi en VaxTyVi™, con gran potencial para reemplazar el ELISA de inhibicion, implantado en el Instituto Finlay desde
2006.

Palabras clave: cuantificacién del polisacarido Vi, ELISA en sandwich, fiebre tifoidea, anticuerpos monoclonales

I — reservoirs have been identified. The microorganism is
Introduction most often acquired through consumption of water or
food that has been contaminated by feces of an acutely
infected or convalescent person or a chronic, asympto-
matic carrier. !

Typhoid fever is still a health problem, an estima-
ted 22 million cases and 200,000 related deaths occur

Typhoid fever, also known as enteric fever, is a
potentially fatal multi systemic illness caused prima-
rily by Salmonella Typhi and, to a lesser extent, related
serovars paratyphi A, B, and C. Humans are the only
source of these bacteria; no animal or environmental

!Laboratory of Monoclonal Antibodies from the Biological Evaluation Department, Research Area, Institute of Vaccines Finlay. Havana,
Cuba, A.P. 16017, Cod. 11600.
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worldwide each year. Its prevalence is higher in Asia, sub-Saharan
Africa and some countries in South America, but 90% of fatal ca-
ses occur in Asia, specifically in India, Pakistan and Bangladesh. 2
In Cuba, there has been an increasing tendency to decrea-
se morbidity and mortality from typhoid fever, describing two
stages in the epidemiology of the disease: before and after 2002.
Before 2002, an average of 178.4 cases reported per year, with a
rate of 1.9 per 100 000 inhabitants. Since 2002, we observed a sig-
nificant decrease in the incidence of the disease, coming from six
cases per year to be no reports of the disease in 2013. * Figure 1.

NUmper or cases peryear

1970-2001 2002-2012

Periods in years

2013-2014

Fig. 1. Behavior of FT in Cuba. The average number of annual cases of
FT shown in different periods: before 2002, from 2002 to 2012 and from
2013

The change in the behavior of the disease since 2002, is rela-
ted among other factors, with the introduction since 2001 of the
Cuban typhoid vaccine, VaxTyVi™, in the National Immuniza-
tion Program. VaxTyVi™ is a plain polysaccharide (Ps) vaccine,
based on the capsular polysaccharide Vi (PsVi) from S. Typhi,
with proven efficacy and safety for 14 years of implementation
and is produced at Finlay Institute. *

According to international standards, quantification of PsVi
in VaxTyVi™, is a mandatory requirement for final product relea-
se. Several techniques have been used for quantification of PsVi.
Immunological assays (IA) such as rate nephelometry or solid
phase immunoassay (ELISA) are within them. *¢ In the case of
ELISA, different types are described in the scientific literature to
quantify antigens. 7 In Finlay Institute, Fajardo et al (2006) vali-
dated an inhibition ELISA to quantify the PsVi in VaxTyVi™ and
until today, it is the method used by the quality control depart-
ment for the final release of vaccine lots. ® However, this type of
ELISA has several disadvantages, among which we can mention:
more laborious, consuming more steps including inhibition or
neutralization, lower sensitivity and specificity (employs poly-
clonal serum), and difficult interpretation of the results, because
antibody-antigen-enzyme complex bound is inversely related to
the concentration of antigen present in the sample. ° Sandwich
ELISA nevertheless, is easier to perform, and in the last decade
has been more used in the quantification of total and free Ps in
polysaccharide vaccines like Haemophilus influenzae b Tetanus
toxoid conjugate vaccines and multivalent antimeningococcal
polysaccharide vaccines. '*!!

Recently our group obtained a MAb against PsVi coded as
4G3E11, with high purity, affinity and specificity confirmed. '>**
The high specificity and affinity constant of the MAb 4G3E11
suggests its use as an analytical tool in enzyme immunoassays.
The aim of the present work was to develop a sandwich ELISA
to quantify the PsVi in VaxTyVi™ and thus replace the ELISA
inhibition assay, considering the disadvantages mentioned above.

1
Materials and methods

Reagents and buffers
The following buffers were used: coating buffer (15 mM Na-
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,CO,, 35 mM NaHCO,, pH 9.6), PBS (140 mM NaCl, 2.7 mM
KCl, 10 mM Na,HPO,, 1.8 mM KH,PO,, pH 7.4), blocking buffer
(PBS, 3% non-fat dried milk), washing buffer (PBS, 0.05% Tween
20 (v/v), pH 7.4), and substrate buffer (35 mM citric acid, 67 mM
Na,HPO,, 0.012% (w/v) H,0,, pH 5.0). All reagents were obtai-

272

ned from Sigma-Aldrich (USA).

MAbs

Murine MADb against PsVi were produced and characterized
as described previously. '>"* Briefly, hybridomas were produced
by fusion of SP2/O myeloma cell line with splenocytes of BAL-
B/c mice that were immunized with three intraperitoneal doses
(every 20 days) of PsVi conjugated to diphtheria toxoid (vacci-
ne candidate from Finlay Institute). One hybridoma, coded as
4G3E11 were selected and produced in vivo grown as mouse asci-
tes in the peritoneal cavity of pristane-primed BALB/c mice. The
MAD were purified from the ascites fluid (AF) by affinity chroma-
tography using Protein A (GE Healthcare, Germany) following
manufacturer’s instructions. As part of the characterization was
determined: Productivity, Class and Subclass, Purity, Specificity
and Affinity constant (Kaff) Table 1

Talde 1. Characterfstics of MAD against PsVi

Productniy 1237 me perml of AF

Purty LY

Class amd Subcless I=Gl

Specificiry High specificity (1o cross-reactnaty with otbers Ps. or carmer
peodeins Iike tetaems (TT) sl diphithena (DT ) rencodd

Kaff RNt

Peroxidase labeling of MAbs

Purified MAb were conjugated in-house to horseradish peroxi-
dase type VI (HRP) as described by Wilson (1978). Briefly, 8 mg of
MAD was coupled to 4 mg of HRP and was purified by gel filtration
chromatography. Conjugates containing 1% BSA, 0.05% thiomersal
and 50% glycerol were stored in small aliquots at —20 °C.

Sandwich ELISA

Calibrators, quality controls and calibration curve

construction

In the absence of International Standards, calibrators consis-
ted of purified PsVi produced at Finlay Institute (Havana, Cuba) and
used as internal controls (IC). PsVi concentration was quantitated
using colorimetric Hestrin's assay. The IC was supplied as lyophilized
powders with 100 pg of PsVi. A two-fold serial dilution of IC was
used to generate an eight-point calibration curve with a range from
50 to 0.39 ng/mL. Ascent software Version 2.6 (Thermo Labsystem
Oy, USA) was used for plotting the optical density (OD492) against
PsVi concentration and four-parameter logistic equation (4PL) was
applied to obtain the function describing a sigmoid model. The qua-
lity control (QC) consisted of PsVi powders (Finlay Institute, Hava-
na, Cuba) which were weighted, dissolved in PBS and adjusted to a
final concentration of 5 ng/mL (w/v). Calibrators and QC were sto-
red as single ready-to-use aliquots at —20 °C.

ELISA sandwich for PsVi quantitation
Samples

Six VaxTyVi™ vaccine lots (9006, 0004, 402, 203, 304 y 405)
released by quality control department, with known concentra-
tion of 50 pg/mL determined by ELISA inhibition, were evalua-
ted. All VaxTyVi™ lots were provided by Pharmaceutical Deve-
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lopment Direction of Finlay Institute and were used at dilution of
1:10000, taking into account the standard curve range.

Procedure

Polystyrene microwell plates (Maxisorp, Nunc, USA) were
coated with 10 pg/mL of MADb 4G3E11 anti PsVi, in coating buffer
(100 pL/well). After overnight incubation at 4°C, the coated pla-
tes were washed three times and blocked with blocking buffer for
1 h at 37°C. The calibrators, QC and samples were added (100 pL/
well) and incubated 2 h at 37°C. Subsequently, the wells were was-
hed three times and peroxidase conjugated MAb 4G3E11 diluted
1:2500 in washing buffer containing 1% non-fat dried milk, were
added to the wells (100 puL/well) and incubated for 1 h at room
temperature. After four washes, 0.4 mg of OPD per mL of subs-
trate buffer was added to the wells (100 puL/well) and following 30
min of incubation in the dark, the reaction was stopped with 1M
H,SO,. OD was measured at 492 nm using a Microplate Reader
(Multiskan Ex, Thermo LabSystem, USA). Unknown concentra-
tions were calculated using Ascent Software Version 2.6 (Thermo
LabSystem Oy, USA). The calibrator, QC and samples were run
in triplicates unless otherwise stated. Three independent expe-
riments were performed and results were expressed as mean of
PsVi content. Optimal dilutions of MAb and HRP conjugated
MADb were determined by standard checkerboard titrations ac-
cording to the procedures described by Crowther and Walker
(2009).

Limits of detection and quantitation

Lower limits of detection (LOD) and quantitation (LOQ)
were determinated and defined as the mean of blank values (n =
20) plus either 3 or 10 standard deviation (SD) respectively.

Intra- and inter-assay precision

Intra-assay precision was determined by interplate and
intraplate precision as calculated by the coeflicient of variation
(CV). The interplate precision was evaluated by measuring tripli-
cates of standard curve on four distinct ELISA plates on the same
day in parallel experiments. The intraplate precision was evalua-
ted by measuring the standard curve in quadruplicate on a single

Curve Conc. Meas. |CalcConc.| Residual
PsVi 1 50 2.304 47874 2.126
PsVi 2 25 2066 271 532 2532
PsVi 3 125 1673 11.965 0535

PsVi_4 6.25 1.335 5.887 0.363

PsVi b 3.125 1.078 3.303 -0.178
PsVi 6 1.563 0.792 1.574 -0.012
PsVi_7 0.781 0.578 0.789 -0.008

Meas. Values (OD 492nm)

PsVi_§ 0.391 0.406 0.379 0.011

Elizabeth Gonzélez Aznar, Fatima Reyes, Nevis Amin Blanco, Oscar Otero Alfaro, Maribel Cuello Pérez, Fidel Ramirez Bencomo

ELISA plate. The inter-assay precision was determined as the CV
on five separate occasions.

1
Results

Curve Construction

MAD 4G3E11 was used as the capture and a peroxidase
conjugated MAb 4G3E11 was used for detection in a sandwich
ELISA assay. An eight-point calibration curve with a range from
50 to 0.39 ng/mL of PsVi was obtained (Fig. 2). A four-parameter
fit model was applied to obtain the function describing a sigmoid
model. Coefficient of determination (R%) >0.99 was obtained.

Sensitivity, Reproducibility and Repeatability

The LOD and LOQ were found to be 0.59 ng/mL and 1.25
ng/mL respectively and could be related with the Kaff value cal-
culated for the MAb in the previous experiment. Table 2

Table 2. Limits of detection (L.OIY) and quantitation {L.OG).

Mean Blank 5D LOD LOQ
0D [ngmLl | OD  ngml
0.137 0037 | 0.246 | 059 03503 125
LOD was calculated as mean blank + 3 = 5D of reagent blank
L) was detennined as reagent blank + 10 = 5D of reagent blank.

The assay reproducibility and repeatability was determined
by precision assay, calculating the inter and intra-assay expressed
in CV% (Table 3).

As can be seen the proposed sandwich ELISA showed an in-
ter-assay CVs of 4-15%, below 20% recommended for this type of
assay. The intra-assay CVs varied between 3-8 % and 4-9% for the
intraplate and interplate assay respectively, values that are below
10% recommended for intra-assay test in enzyme immunoassays. **

ot
n

b
=

-
in

-
=

=
in

=
=

1 .D 1 1;1} 1 1};}.1}
PsVi concentration (ng/mL)

=
=

Fit type: \ Four parameter logistic: y = b+(a-b)/(1+xc)'d
Meas. transformation: Linear
Conc. transformation: Linear
3 b ¢ d
Parameters: 0.024 3.286 0.087 0592
Corr. coeff, R2: 0.998

Fig. 2. Calibration curve obtained from sandwich ELISA using the Ascent™ Software Version 2.6 (Thermo LabSystem Oy, USA). A four-parameter logistic
equation (4PL) was applied to obtain the function describing a sigmoid model. Error bars represent standard deviations of quadruplicate samples.
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Table 3. Inter- and intra-assay coefficient of variation (%) of PsVi standards.
PsVi Inter-assay Intra-assay
conceniration n=350 Intraplate Tuterplate
- n=4 B=12

ng/ml. Ave =D v Ave sD CV  Ave =D v
2319 0115 497 2,337 0082 3.80 2304 0127 5.50
2062 0124 603 2096 0111 532 2066 0122 359]

1.669 0.100 596 1.661 0.108 652 1673 0.099 592 @
1.328 0075 3568 1325 0080 606 1335 0066 493
1.054 0.080 759 1056 0067 632 1078 0062 576
0.780 0.082 1049 0.793 0069 870 0.792 0048 6.11
: 0.563 0057 1011 0562 0040 7.20 0578 0039 6.8l
0.409 0062 1506 0432 0.029 6.65 0406 0.037 9.18

Ave: Average of OD, SD: Standard deviation. CV: Coefficient of variation expressed in %o,

Table 4. PsVi content of typhoid vaccine VaxTy"

Deternmmnations

VaxTyVi™
Lots

Average
(pg/mlL.)

203 498 473 49 487
43,5 443 459 44.6
45.7 48.4 42.3 45.5
46,8 473 51 48.4
44 .5 47 .4 52 45.7
S1.1 471 453 47.8

Table 5. PsVi content of typhoid vaccine VaxTyVi™ by sandwich and inhibitior

VaxTyVi™
Lots

Concentration
by inhibition
ELISA

Concentration
by sandwich
ELISA (pg/mL)

Parameters evaloated

SD: Standard deviation, CV: Coefficient of vanaton expressed m %o,

PsVi quantitation in vaccines
The proposed sandwich ELISA was used to measure the
PsVi content in six lots of VaxTyVi™ (summarised in Table 4).

As shown in Table 5 all lots of VaxTyVi™ evaluated show con-
centrations of PsVi determined by the sandwich ELISA within
the accepted range (+ 30%) according to the product specifica-
tions (35 to 65 ug/mL).

All vaccines lots were found into the accepted range (+30%)
of PsVi content according to the available European Pharmaco-
poeia guidelines and the CV's were <4% compared to the accep-
tance criterion of <15% CV for immunoassays. *
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|
DISCUSSION

Facile techniques to analyse and quantitate the Ps compo-
nents of Ps-based vaccines are essential for the evaluation of an-
tigen content and lot-to-lot consistency of manufacture, with the
associated implications for efficacy and safety. Content of Ps is
directly related to the product dose. '>'¢ For PsVi quantitation,
several methods are available and suitable for use. '” The concen-
tration of the PsVi in its fully O-acetylated, acid form in eluted
fractions can be measured using Hestrin's method ' or another
suitable method, such as Nuclear Magnetic Resonance (NMR).
1 The acridine orange staining method * and high performance
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Enzyme Linked Inumunosorbent Assay

Pure snd Applied
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to solid phase
| | Rapid |
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[
I Kits feasible ]

i Definition of solid
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amplification Colour
l HJ& by eye
Idcal range of
sensitivity for
diagnosiz
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I Data can be stored ]

1 Data analyzed |
statistically

Fig. 3. Scheme showing features of ELISA that make it advantageous for a wide range of applications. Four major advantages of ELISA are promoted, all
of which add to the reasons that this form of ELISA has been, and will continue to be, successful. °

anion exchange chromatography with pulsed amperometric de-
tection (HPAEC-PAD)  have been reported to produce compa-
rable results for PsVi in a range of 15-200 pg/ml. In the case of
NMR and HPAEC-PAD, these two techniques have a high sensi-
tivity (at least 10 times higher than Hestrin s assay) but requires
the use of expensive reagents and very sophisticated equipment,
not accessible for all. '°

However, immunosorbent assays such as ELISAs, have been
very useful in quantifying antigens in vaccines, especially for Ps
antigens. '>'" ELISAs have a variety of positive qualities that make
them great attraction. * (Figure 3)

In Finlay Institute since 2006, an inhibition ELISA was de-
veloped and standardized, to quantify PsVi in VaxTyVi™. & Al-
though this ELISA has guaranteed over the years, the release of
VaxTyVi™ batches efficiently and consistently, it has several di-
sadvantages compared to sandwich ELISA. The main disadvan-
tages are related to the number of steps and the interpretation of
results. °

In this manuscript, we describe the use of a simple sandwich
ELISA for the quantification of PsVi in VaxTyVi™. The proposed
sandwich ELISA that use the MAb 4G3EIl1 for coating and the
same MAb but conjugated to peroxidase, for detection, shown to
be specific, reproducible and highly sensitive.

According to the sensitivity, related with the lowest amount
of analyte which can be detected in a sample, in this paper was
evaluated by calculating LOD. ** In the proposed sandwich ELISA
the LOD was 0.59 ng/mL, value representing at least 1000 fold
more sensitive than the value reported for the inhibition ELISA
(0.5 ug/mL). This big difference in the detection limit between
both ELISAs, could be determined by the use of MAb in sand-
wich ELISA, regarding the use of polyclonal antibodies (serum)
in the ELISA inhibition. Moreover, if we consider that the MAb
4G3E11 used, has a high specificity and affinity constant for the
antigen (3.13 x 10" M).

The reproducibility and repeatability of the method, was eva-
luated by assay precision, which takes into account the maximum
dispersion of data obtained for a sample processed several times,
on different days and in different conditions. The inter-assay and
intra-assay CVs were calculated for each point of the standard
curve (50-0.39 ng/mL) as described Reyes E. et al. ' Reprodu-
cibility and repeatability were in accordance with international
recommendations, which define the acceptance criterion of pre-
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cision for standard curves with values below 10% and 20 % for intra
and inter-assay precision respectively. ' These CV values obtained
for inter and intra-assay were lower than those reported by Fajardo
et al. ® for inhibition ELISA (17-19.5% for inter assay and 16-19.8 %
for intra assay). This result may be because, as mentioned above, in
the inhibition ELISA, more steps are employed, including inhibition
or neutralization step, compared with the sandwich ELISA. The use
of larger number of steps, resulting in greater manipulation of the
sample in the test by staff and therefore greater possibility of error,
resulting in reproducibility.?

However, despite the high sensitivity and reproducibility of the
proposed sandwich ELISA, was important to demonstrate the appli-
cation of the assay, in quantify the amount of PsVi present in Vax-
TyVi™, and it was done. Six lots of VaxTyVi™ were evaluated using
the developed sandwich ELISA. All vaccines lots have an expected
nominal label amount of 50 ug/mL of PsVi and all of concentrations
obtained through sandwich ELISA, were within the accepted range
(+30%) of PsVi according to the European Pharmacopoeia guideli-
nes. '* The CV's were <4% compared to the acceptance criterion of
<15% CV for immunoassays. In ELISA inhibition, the CV obtained
were between 4.7% and 12.3% for an average of 7.7%, higher than
the sandwich ELISA but also within the acceptance criteria.

Therefore, these assays can be used successfully for the quan-
titation of PsVi in typhoid polysaccharide vaccines, even in conju-
gate vaccines. In addition, using the proposed sandwich ELISA and
taking into account their high sensitivity, these assays could be a
useful tool to test free PsVi in conjugated vaccines, prior separa-
tion of the unbound Ps from conjugated-Ps in such vaccines. Free
polysaccharide must be tested to ensure that the amount present is
within the limits agreed by the regulatory authorities based on lots
shown to be clinically safe and efficacious. '/

In summary, the assay described here has been shown to be
suitable for use in the quantitation of PsVi in VaxTyVi™, with great
potential to replace the inhibition ELISA, implanted in the Finlay
Institute since 2006.
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Microalgae: An outstanding tool in nanotechnology

Microalgas: Una excelente herramienta en nanotecnologia
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ABSTRACT

Microalgae are microorganisms of choice in biotechnology thanks to their wide range of potential bio-applications,
such as over-expression of pigments, bioremediation, biofuel production and toxicity studies. Recently, microalgae
have been gaining attention from material scientists worldwide owing to their versatility, and the ease and the
variety of procedures through which the biosynthesis of valuable nanomaterials is implemented. This has resulted
mainly in the production of nanoparticles made of noble metals, alloys, oxides and chalcogenides. Although still
burgeoning, the biosynthesis of nanomaterials based on the exploitation of microalgal resources may thrive and
witness dramatic developments in the near future.

Keywords: Microalgae, Nanobiotechnology, Biosynthesis, Nanomaterials, Sustainability, Photobioreactors.

Las micro algas son organismos de eleccidn en la biotecnologia gracias a su amplia gama de potenciales bio-aplica-
ciones, como la sobre expresion de pigmentos, la biorremediacion, la produccién de biocombustibles y los estudios
de toxicidad. Recientemente, las micro algas han estado ganando atencién, a nivel mundial, de los cientificos de
materiales debido a su versatilidad, facilidad y la variedad de procedimientos a través de los cuales se implementa
la biosintesis de valiosos nanos materiales. Esto ha funcionado principalmente en la produccién de nano particulas
hechas de metales nobles, aleaciones, éxidos y halogenuros. Aunque sigue floreciendo, la biosintesis de nano ma-
teriales basada en la explotacion de las micro alga estos procedimientos pueden prosperar y ser testigo de drama-
ticos acontecimientos en un futuro préximo.

Palabras clave: Microalgas, Nanobiotecnologia, Biosintesis, Nanomateriales, Sustentabilidad, Fotobioreactores.

miaquatic, such as seas and lakes, rivers and swamps,
Introduction polar areas and deserts.
Microalgae possess the ability to convert solar
Microalgae are generally single-celled, colonial or  energy and CO, into high levels of lipids and secondary
filamentous photosynthetic microorganisms belonging  carotenoids in their biomass. This synthesis is carried
to several algal divisions, such as Chlorophyta, Cha-  out at ambient temperatures and pressures and in sim-
rophyta and Bacillariophyta, and Kingdoms, such as  ple aqueous media at benign pH values. As a result, mi-
Plantae, Chromista and Protozoa. Microalgae, except  croalgae are emerging as important, cost-effective cell
for the prokaryotic cyanobacteria, have a nucleus su-  factories for the production of commercial products
rrounded by a membrane and are therefore eukaryo-  such as carotenoids ** and fatty acids.® The conversion
tes. Microalgae form a substantial part of the World’s  of algal lipids into biofuels is also a promising area of
biodiversity. By some estimates, there are hundreds of  research.® Recently, the United States Department of
thousands to millions of microalgal species, most of  Energy (2016) launched the MEGA-BIO program to
which have not been isolated or characterized."? Mi-  investigate algae as a biofuel platform. To this end, se-
croalgae display a wide variety of shapes and sizes and  veral species of microalgae have already demonstrated
can be found in different habitats, either aquatic or se-  the capacity to accumulate intracellular concentrations
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of over 50% lipids on a dry cell weight basis under species-specific
stresses such as nitrate’ or silicon® limitation, while the carotenoid
producer Haematococcus pluvialis has the ability to accumulate
up to 5% of its biomass as astaxanthin, a valuable carotenoid. * Re-
cent efforts have also used genetic engineering to enable the pro-
duction of recombinant proteins,'® even inducing gene expression
by optogenetic control."

A nanoparticle (NP) is an object with at least one dimension
spanning from 1 nm to 200 nm. Several methodologies have been
designed in order to produce inorganic nanomaterials of different
compositions, shapes and sizes thus enabling the nanostructures
to display interesting and valuable properties. Besides the physi-
co-chemical routes,'>** biological processes have proved efficient
in the biosynthesis of a large range of nanomaterials, such as oxi-
des, chalcogenides and metallic NPs, using several resources, na-
mely bacteria,' fungi,’”” plants' and algae.'” '8

The aim of the present review is to provide the readership
with some interesting facts about the exploitation of microalgae
in the emerging field of inorganic nanoparticle synthesis using
biological resources in which algae, in general, and microalgae, in
particular, are gaining much more attention owing to their diver-
sity, availability and physiological features.

Production of metallic nanoparticles using mi-
croalgae
Among the community of nanomaterial scientists, seve-
ral methodologies have been devised in order to implement the
synthesis of metallic nanoparticles (Me-NPs) using microalgae
starting from aqueous solutions of the corresponding salts. Au-
thors tend to classify these methodologies according to arbitrary
criteria. As the field is quite new, however, attracting new teams
of scientists worldwide, this aspect is yet to be clarified. So far,
researchers describe their findings as “intracellular” when the
biosynthesis of the NPs occurs inside the cells and “extracellu-
lar” for the other occurrences even if their experimental setups
do not involve cells directly but extracted biomass or biomole-
cules. In our opinion, the term “extracellular” may be used ex-
clusively when whole, intact cells are involved for processes oc-
curring outside them. If we refer strictly to the process itself, the
biosynthesis of nanomaterials based on microalgae abilities can
be categorized into four routes (Fig. 1): the first method resides
in the exploitation of the extracted biomolecules, either identified
and characterized or not, from disrupted cells of microalgae. This
method was described within the first papers reporting on the
use of microalgae in the field of nanobiotechnology; the second
method consists in the use of supernatants devoid of cells, made
of culture media from which the cells were removed but without
being subjected to any treatment other than their recovery using
centrifugation or filtration; the third method relies on harvested
whole cells of microalgae, removed from their culture media and
re-suspended in distilled water, to promote the biosynthesis of
NPs of different natures; the last method relies on the use of li-
ving cells of microalgae maintained under their normal culturing
conditions.

.’ disruption
N
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Biosynthesis of NPs using extracted biomolecules
from microalgae

In 2007, a Singaporean team extracted biomolecules from
Chlorella vulgaris, a unicellular green microalga, in order to
carry out the synthesis of Au-NPs' and Ag-NPs* via two dis-
tinct methodologies. To obtain gold nanoplates, the biomass of
C. vulgaris, first lyophilized, was then subjected to reverse-phase
high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) until the
protein responsible for directing the shape of the NPs, coined
GSP for Gold Shape-directing Protein, was isolated.' Depending
on the amount of GSP brought into contact with an aqueous so-
lution of 1 mM HAuC, " the reaction yields the production of
mostly gold nanoplates in the shape of triangles, truncated trian-
gles and hexagons, and a few spherical gold nanoparticles. In the
case of Ag-NPs, low and high molecular weight proteins, PLW
and PHW), respectively, contained in the biomass of C. vulgaris,
were isolated using a dialysis membrane and tested for their abi-
lity to promote the reduction of cationic silver into its metallic
counterpart.”’ As a result, only PHW were able to promote the
biosynthesis of Ag-NPs, under the shape of spheres, nanodisks
and triangular nanoplates, once challenged by an aqueous solu-
tion of AgNO, (Fig. 2-A).

The pigment C-phycocyanin, either lab-extracted from
Limnothrix sp. or commercially purchase and isolated from Spi-
rulina, has been shown to promote the biosynthesis of Ag-NPs
starting from an aqueous solution of AgNO,*' Importantly, the
reduction of cationic silver into its metallic counterpart occurs
only under light, suggesting that this process is light-dependent.
A similar trend has been observed when exopolysaccharides of
the green microalga Scenedesmus sp. were used to implement the
same synthesis.”!

Biosynthesis of Me-NPs using cell-free superna-
tants

Patel and colleagues reported on the exploitation of cell-free
supernatants of several species of cyanobacteria and Chlorophyta
for the biosynthesis of Ag-NPs starting from an aqueous solution
of AgNO3.** Although the authors did not provide information
regarding the NP features nor the nature of the biomolecules in-
volved, the production of the Ag-NPs occurred only when the
reaction media were exposed to light. This fact may suggest that
the bio-chemical pathways leading to the appearance of Ag-NPs
is light-driven. Besides the ability of harvested whole cells, Sudha
et al. described the biosynthesis of Ag-NPs of 40-80 nm using the
filtrate of the cyanobacterium Microcoleus sp.*

Biosynthesis of Me-NPs using harvested whole cells
of microalgae

This method, consisting in the use of harvested whole cells
of microalgae for the biosynthesis of Me-NPs, is much easier to
implement than the previous ones as the grown cells are harves-
ted through centrifugation/washing cycles before being brought

Cell =) | 1. Biomolecules

2. Cell-free
Centrifugation wm) | supernatant
/ filtration 3. Whole cells

Harvesting
process
Mative culture
of microalgae
Direct
exploitation

) | 4. Living cultures

Fig. 1. Different methodologies devised for the exploitation of microalgae in the biosynthesis of nanomaterials.
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into contact with metallic salts. Even if the cells remain intact and
do not suffer from any damage, they may lose their metabolic
activity within hours as they are isolated from their growth me-
dia and re-suspended in distilled water, the latter medium cons-
tituting a stressful environment exposing them to high osmotic
pressure.

For instance, whole cells of Plectonema boryanum, a fila-
mentous cyanobacterium, proved efficient in promoting the pro-
duction of Au-NPs,?® Ag-NPs,” Pt-NPs* and Pd-NPs* when ex-

Si Amar Dahoumane, Mourad Mechouet, Francisco J. Alvarez, Spiros N. Agathos, Clayton Jeffryes.

cells allow to affirm that the NP biosynthesis process is intracellu-
lar, independently of the targeted metal and the division of algae
to which the species belongs, in a similar way to that reported for
living cultures (vide infra).

Biosynthesis of Me-NPs using microalgal living cul-
tures

Among the microorganisms and other biological resources
exploited so far, microalgae are the only entities that allow the
design of photobioreactors for the sustainable and scalable pro-

Fig. 2. (A) TEM micrograph of Ag-NPs synthesized by PHW (Proteins of High molecular Weight) extracted from Chlorella vulgaris.
Adapted with permission from Ref.20 Copyright (2007) American Chemical Society. (B) TEM micrograph of irregular Ag-NPs pro-
duced by Amphora sp. extract. Adapted with permission from Ref.23 Copyright (2015) Elsevier.

posed to the corresponding salts of these metals. The experiments
were carried out at different temperatures for a certain amount of
time. This yielded the appearance of a population of NPs displa-
ying different shapes and different sizes. Importantly, the process
occurs both on the surface of the cells and in solution (Fig. 3-A
and B, respectively). However, in the absence of thin sections on
the cells, it is impossible to either affirm that the process is partly
intracellular or to deny it. Other species of cyanobacteria were
successfully screened for their ability to promote the production
of Ag-NPs 2% and Au-NPs.*** Likewise, several species of
green microalgae demonstrated the same capabilities and pro-
moted the production of Ag-NPs*2>* and Au-NPs.***! Further-
more, harvested cells of Euglena gracilis and Euglena interme-
dia (Euglenozoa) carried out the biosynthesis of Ag-NPs? while
those of Navicula minima (diatom) were used for the production
of Au-NPs.* The studies that generated photonic pictures of the

duction of nanomaterials as the experiments are carried out at
room temperature and atmospheric pressure, through a one-step
process consisting in adding the aqueous solution of the corres-
ponding salts directly to the cells maintained under their usual
culturing conditions. On a fundamental point of view, these ex-
periments may also allow to gain insights in the understanding
of the underlying mechanisms that govern those processes while
the cells are still alive and behave as whole biological entities.'”*
Since the advent of this methodology a decade ago, cells belon-
ging to more than a half-dozen of algal phyla have been tested for
their ability to promote the production of Me-NPs. For instance,
the cyanobacterial strains of Anabaena flos-aquae, Calothrix pul-
vinata and Leptolyngbya foveolarum, were able to implement the
biosynthesis of nanoparticles of Au, Ag, Pt and Pd.* Once synthe-
sized within the cells, the NPs are released into the culture media
where they form stable colloids easing therefore their recovery.

Fig. 3. (A) TEM micrograph of a cell of Plectonema boryanum (cyanobacteria) incubated with an aqueous solution of PdCl, at 60
°C for 28 days and displaying Pd-NPs on its surface. (B) Pd-NPs in solution. Scale bars: 20 and 200 nm, respectively. Reprinted with
permission from Ref.31 Copyright (2007) American Chemical Society.
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The biosynthesis of Ag-NPs was reported using several spe-
cies of microalgae belonging to Cyanobacteria,”® Haptophyta,*
Ochrophyta®® and Chlorophyta*“*¢ while the biosynthesis of
Au-NPs was described using living cultures of Bacillariophyta,
Cyanobacteria,”” ** Euglenozoa,” Chlorophyta*>*>' and Cha-
rophyta.>® Moreover, the biosynthesis of bimetallic alloy NPs of
silver and gold was implemented using microalgal strains of Cya-
nobacteria®>* and Chlorophyta.*®

The biosynthesis of noble metal nanomaterials using living
cultures of microalgae possesses very special and valuable featu-
res. The whole process is depicted in Fig. 4. Each cell - birthplace
of the NPs owing to the presence of a complex photosynthetic en-
zymatic machine — seems to behave as a microscopic photosyn-
thetic factory while the whole culture acts as a photobioreactor.
As the biosynthesis process occurs within the cells, the NPs are,
in their vast majority, spheres of a few nm in diameter with a na-
rrow distribution in size.”” On their path towards their release to
the surrounding medium of the cells, they are wrapped within an
organic matrix made of polysaccharides present within and on
the cell surface.” > Once released into the supernatant, the NPs
form stable colloids due to their capping biopolymers. These lat-
ter hinder the NPs from undergoing any alteration in shape and/
or size. As a result, the colloids of the emergent NPs can be easily
separated from the cells. The addition of fresh culture media will
trigger the remaining still viable cells to multiply and allow a new
cycle of biosynthesis to be carried out. Bearing in mind the fact
that the cells can survive the toxicity of the metallic cations, they
can also develop a resistance towards these same cations throu-
gh mechanisms yet to be clarified, allowing them to handle hi-
gher concentrations of those chemicals.”* Another key-feature of
microalgae resides in the uptake of silver and gold salts without
any predilection, leading thus to the formation of bimetallic alloy

Hypothetical
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NP Production
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Microalgae: An outstanding tool in nanotechnology
Microalgas: Una excelente herramienta en nanotecnologia

NPs of well controlled compositions paving the way to very inte-
resting future developments in the production of NPs of desired
compositions.*>> All these features make microalgae a biological
resource of choice regarding the biosynthesis of nanomaterials.
In addition to that, microalgae maintain their NP biosynthetic
capabilities when entrapped within either an inorganic matrix*
or organic capsules.”

Biosynthesis of oxide- and chalcogenide-based na-
noparticles using microalgae

Compared to the biosynthesis of noble metal NPs, only a
handful of papers describe the biosynthesis of oxide- and chal-
cogenide-based nanomaterials using microalgae. For instance,
living cultures of Limnothrix planctonica, Synechoccus leopol-
diensis and Pseudoanabaena limnetica (cyanobacteria), proved
efficient in removing mercury from their environment by ad-
sorbing Hg?* cations and, then, transforming them mostly to
meta-cinnabar (B-HgS).”® The phytochelatins (PCs) of the ma-
rine diatom Phaeodactylum tricornotum were able to promote
the fabrication of CdS-NPs through a two-step process: first,
the PCs reacted with Cd2+, resulting in the formation of PC-
Cd complexes, which were then exposed to Na S leading to the
fabrication of CdS-NPs. A similar process carried out with the
pigment C-phycoerythrin, extracted from the cyanobacterium
Phormidium tenue, yielded the production of CdS-NPs.”* Har-
vested whole cells of Spirulina sp. (cyanobacterium) challenged
with cadmium nitrate produced photoluminescent CdS-NPs dis-
playing a photocatalytic activity.®

So far, the biosynthesis of iron-based nanomaterials has
been implemented through the use of whole cells, either main-
tained in their culture media or removed, washed and re-suspen-
ded in distilled water. The first route involved the use of Anabae-
na flos-aquae and Calothrix pulvinata (cyanobacteria),’" % and

NP Capping

‘@

S NaD(P)H NAD(P)* m"I'I" rho
Thylakoid ew| [em Wrfcommiton of
Colloids
Internalization

Aulc-

A

Fig. 4. The hypothetical mechanism of the biosynthesis of Au-NPs by living cultures of microalgae. Reprinted with permission from Ref.51
Copyright (2014) Springer. First, gold cations are added into a fresh, healthy culture of microalgae. The salts are then internalized by the cells
where they are reduced into metallic gold within the thylakoids (Th) through an enzymatic mechanism leading therefore to the formation
of Au-NPs. Then, these NPs diffuse to the cell wall (CW) where they are capped by exopolysaccharides (EPS). Finally, the as-produced biohy-
brids (NPs-EPS) are released into culture media (CM) resulting in the formation of stable colloids.
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Klebsormidium flaccidum (Charophyta) and yielded the appari-
tion of nanorods of akaganeite (FeOOH).®> On the other hand,
the use of Euglena gracilis (Euglenozoa) induced the production
of tiny spherical NPs of ferrihydrite.® Through the second route,
cells of Chlorococcum sp.* (Chlorophyta) promoted the produc-
tion of spherical iron NPs of 20-50 nm while those of Chlorella
sp.©® (Chlorophyta) ensured the bioformation of spherical NPs of
metallic iron and iron oxide of 5-50 nm in size.

|
Conclusion and perspectives

The present article reviews the biosynthesis of different na-
nomaterials using microalgae. It details the particular methodo-
logies devised by materials scientists in concert with biologists
and bioengineers resulting in the bioproduction of valuable na-
nomaterials. It also describes some important technical features
regarding each process, opening the route towards the transfor-
mation of this technology from an empirical one to one based on
well-understood principles and controlled parameters. It appears
that microalgae, owing to their diversity and physiology, and the
versatility of the designed processes, hold a special position wi-
thin nanobiotechnology as not only do they possess the featu-
res of other microorganisms but they offer additional interesting
advantages. This is why this field is expected to evolve tremen-
dously in the near future. Indeed, microalgae offer different ways
for their exploitation in the biosynthesis of nanomaterials either
at the molecular scale or cellular level. Therefore, we expect the
number of released papers in that field to increase and the des-
cribed nanomaterials to diversify by, for instance, including more
oxide- and chalcogenide-based ones, in addition to new meta-
llic-based NPs.

1
References

1. E B.]. Metting, J. Ind. Microbiol., 1996, 17, 477-489.

2. J. Sheehan, T. Dunahay, J. Benemann and P. Roessler, A look back
at the U.S. Department of Energy’s aquatic species program—bio-
diesel from algae, National Renewable Energy Laboratory, Golden,
CO, USA, 1998.

3. M. A. Borowitzka, J. Appl. Phycol., 2013, 25, 743-756.

4. M. A. Borowitzka, in Single Cell Oils, eds. C. Ratledge and Z. Cohen,
AOCS Publishing, Urbana, IL, USA, 2010, pp. 225-240.

5. A. Mendes, A. Reis, R. Vasconcelos, P. Guerra and T. Lopes da Silva,
J. Appl. Phycol., 2008, 21, 199-214.

6. M. A. Borowitzka and N. R. Moheimani, Algae for Biofuels and En-
ergy, Springer, New York, NY, USA, 2013.

7. L. Gouveia and A. C. Oliveira, J. Ind. Microbiol. Biotechnol., 2009,
36, 269-274.

8. C. Jefiryes, J. Rosenberger and G. L. Rorrer, Algal Res., 2013, 2, 16-27.

9. S. Boussiba, W. Bing, J.-P. Yuan, A. Zarka and F. Chen, Biotechnol.
Lett., 1999, 21, 601-604.

10.E Hempel, J. Lau, A. Klingl and U. G. Maier, PlosOne, 2011, 6,
e28424.

11. K. Abe, K. Miyake, M. Nakamura, K. Kojima, S. Ferri, K. Tkebukuro
and K. Sode, Microb. Biotechnol., 2014, 7, 177-183.

12. B. R. Cuenya, Thin Solid Films, 2010, 518, 3127-3150.

13. E. Boisselier and D. Astruc, Chem. Soc. Rev,, 2009, 38, 1759-1782.

14. T. Klaus-Joerger, R. Joerger, E. Olsson and C.-G. Grangyist, Trend.
Biotechnol., 2001, 19, 15-20.

15. K. B. Narayanan and N. Sakthivel, Adv. Colloid. Interfac., 2010, 156,
1-13.

16. S. Iravani, Green Chem., 2011, 13, 2638-2650.

17.S. A. Dahoumane, E. K. Wujcik and C. Jeffryes, Enzyme Microb.
Tech., 2016, 95, 13-27.

18.S. A. Dahoumane, M. Mechouet, K. Wijesekera, C. D. M. Filipe, C.
Sicard, D. A. Bazylinski and C. Jeffryes, Green Chem., DOI: 10.1039/
c6gc02346k.

19.]. Xie, J. Y. Lee, D. I. C. Wang and Y. P. Ting, Small, 2007, 3, 672-682.

20. J. Xie, J. Y. Lee, D. I. C. Wang and Y. P. Ting, ACS Nano, 2007, 1, 429-439.

Bionatura + Volumen 1/Nimero4 -«

Si Amar Dahoumane, Mourad Mechouet, Francisco J. Alvarez, Spiros N. Agathos, Clayton Jeffryes.

21. L. Castro, M. L. Blazquez, J. A. Munoz, F. Gonzalez and A. Ballester,
IET Nanobiotechnol., 2013, 7, 109-116.

22.Y.Li, S. Tang, W. Song, Z. Zhu, X. Liu, X. Yan, C. Jin and Q. Ren, IET
Nanobiotechnol,, 2015, 9, 19-26.

23.].Jena, N. Pradhan, B. P. Dash, P. K. Panda and B. K. Mishra, J. Saudi.
Chem. Soc., 2015, 19, 661-666.

24.V. Patel, D. Berthold, P. Puranik and M. Gantar, Biotechnol. Report,
2015, 5, 112-119.

25.1. Barwal, P. Ranjan, S. Kateriya and S. C. Yadav, ]. Nanobiotechnol.,
2011, 9:56.

26.8S. S. Sudha, K. Rajamanickam and J. Rengaramanujam, Ind. J. Exp.
Biol., 2013, 52, 393-399.

27.K. S. Uma Suganya, K. Govindaraju, V. Ganesh Kumar, T. Stalin
Dhas, V. Karthick, G. Singaravelu and M. Elanchezhiyan, Spectro-
chim. Acta A, 2015, 144, 266-272.

28. M. E Lengke, M. E. Fleet and G. Southam, Langmuir, 2006, 22, 2780-
2787.

29. M. E Lengke, M. E. Fleet and G. Southam, Langmuir, 2007, 23, 2694-
2699.

30. M. E Lengke, M. E. Fleet and G. Southam, Langmuir, 2006, 22, 7318-
7323.

31. M. E Lengke, M. E. Fleet and G. Southam, Langmuir, 2007, 23, 8982-
8987.

32. M. Mahdieh, A. Zolanvari, A. S. Azimee and M. Mahdieh, Sci. Ira.
E, 2012, 19, 926-929.

33.L. Cepoi, L. Rudi, T. Chiriac, A. Valuta, I. Zinicovscaia, G. Duca, E.
Kirkesali, M. Frontasyeva, O. Culicov, S. Pavlov and I. Bobrikov, Can.
J. Microbiol,, 2015, 61, 13-21.

34. D. MubarakAli, M. Sasikala, M. Gunasekaran and N. Thajuddin, Dig.
J. Nanomater. Bios., 2011, 6, 385-390.

35. P. Roychoudhury, P. K. Gopal, S. Paul and R. Pal, J. Appl. Phycol.,
DOI: 10.1007/s10811-016-0852-1.

36.N. Chakraborty, A. Banerjee, S. Lahiri, A. Panda, A. N. Ghosh and R.
Pal, J. Appl. Phycol., 2009, 21, 145-152

37.D. Parial, H. K. Patra, A. K. R. Dasgupta and R. Pal, Eur. J. Phycol.,
2012, 47, 22-29.

38.D. Parial, H. K. Patra, P. Roychoudhury, A. K. Dasgupta and R. Pal, J.
Appl. Phycol.,, 2012, 24, 55-60.

39.]. Jena, N. Pradhan, R. R. Nayak, B. P. Dash, L. B. Sukla, P. K. Panda
and B. K. Mishra, J. Microbiol. Biotechn., 2014, 24, 522-533.

40. D. Parial and R. Pal, J. Appl. Phycol., 2015, 27, 975-984.

41.S. Senapati, A. Syed, S. Moeez, A. Kumar and A. Ahmad, Mater. Lett.,
2012, 79, 116-118.

42.C. Jeffryes, S. N. Agathos and G. Rorrer, Curr. Opin. Biotechnol,,
2015, 33, 23-31.

43.R. Brayner, H. Barberousse, M. Hemadi, C. Djédjat, C. Yeprémian, T.
Coradin, J. Livage, F. Fiévet and A. Couté, ]. Nanosci. Nanotechno.,
2007, 7, 2696-2708.

44.D. D. Merin, S. Prakash and B. V. Bhimba, Asian Pac. J. Trop. Med.,
2010, 3, 797-799.

45. M. Mohseniazar, M. Barin, H. Zarredar, S. Alizadeh and D. Shaneh-
bandi, BioImpacts, 2011, 1, 149-152.

46.S. A. Dahoumane, K. Wijesekera, C. D. Filipe and J. D. Brennan, J.
Colloid Interface Sci., 2014, 416, 67-72.

47.S. A. Dahoumane, C. Djediat, C. Yéprémian, A. Couté, F. Fiévet, T.
Coradin and R. Brayner, J. Nanopart. Res., 2012, 14:883.

48.L. M. Rosken, S. Korsten, C. B. Fischer, A. Schonleber, S. van
Smaalen, S. Geimer and S. Wehner, J. Nanopart. Res., 2014, 16:2370.

49.S. A. Dahoumane, C. Yéprémian, C. Djédiat, A. Couté, F. Fiévet, T.
Coradin and R. Brayner, J. Nanopart Res., 2016, 18:79.

50.T. Luangpipat, I. R. Beattie, Y. Chisti and R. G. Haverkamp, J.
Nanopart. Res., 2011, 13, 6439-6445.

51.S. A. Dahoumane, C. Yéprémian, C. Djédiat, A. Couté, F. Fiévet, T.
Coradin and R. Brayner, J. Nanopart. Res., 2014, 16:2607.

52.S. A. Dahoumane, C. Djédiat, C. Yeprémian, A. Couté, F. Fiévet, T.
Coradin and R. Brayner, Biotechnol. Bioeng., 2012, 109, 284-288.
53. K. Govindaraju, S. K. Basha, V. G. Kumar and G. Singaravelu, ]. Ma-

ter. Sci., 2008, 43, 5115-5122.

54. P. Roychoudhury, S. Ghosh and R. Pal, J. Plant Biochem. Biotechnol.,
2016, 25, 73-78.

55. A. Schrofel, G. Krato$ova, M. Bohunicka, E. Dobrocka and I. Vévra,
J. Nanopart. Res., 2011, 13, 3207-3216.

56.C. Sicard, R. Brayner, J. Margueritat, M. Hémadi, A. Couté, C.
Yéprémian, C. Djédiat, J. Aubard, F. Fiévet, ]. Livage and T. Coradin,
J. Mater. Chem., 2010, 20, 9342-9347.

57. C. Spedalieri, C. Sicard, M. Perullini, R. Brayner, T. Coradin, J. Livage,
S. A. Bilmes and M. Jobbagy, J. Mater. Chem. B, 2015, 3, 3189-3194.

http://www.revistabionatura.com




58.D. D. Lefebvre, D. Kelly and K. Budd, Appl. Environ. Microbiol.,
2007, 73, 243-249.

59.D. MubarakAli, V. Gopinath, N. Rameshbabu and N. Thajuddin,
Mater. Lett., 2012, 74, 8-11.

60. R. P. Mandal, S. Sekh, N. Sen Sarkar, D. Chattopadhyay and S. De,
Mater. Res. Express, 2016, 3:055007.

61.S. A. Dahoumane, C. Djédiat, C. Yeprémian, A. Couté, E Fiévet and
R. Brayner, Thin Solid Films, 2010, 518, 5432-5436.

62.R. Brayner, C. Yeprémian, C. Djédiat, T. Coradin, E Herbst, J.
Livage, F. Fiévet and A. Couté, Langmuir, 2009, 25, 10062-10067.
63.R. Brayner, T. Coradin, P. Beaunier, J. M. Greneche, C. Djédiat, C.
Yeprémian, A. Couté and F. Fiévet, Colloid. Surface. B, 2012, 93, 20-

23.

Bionatura -+ Volumen 1/Numero4 -

Microalgae: An outstanding tool in nanotechnology
Microalgas: Una excelente herramienta en nanotecnologia

64.V. Subramaniyam, S. R. Subashchandrabose, P. Thavamani, M.
Megharaj, Z. Chen and R. Naidu, J. Appl. Phycol., 2015, 27, 1861-
1869.

65.V. Subramaniyam, S. R. Subashchandrabose, V. Ganeshkumar, P.
Thavamani, Z. Chen, R. Naidu and M. Megharaj, Bioresour. Tech-
nol,, 2016, 211, 698-703.

Recibido: 10 de septiembre de 2016.
Aprobado: 20 de noviembre de 2016.

http://www.revistabionatura.com

201 ——




Alexey Llopiz, Ariadna Milidn, Gabriela Diaz Dominguez

—— 202

REVISION / REVIEW

Purificacion y caracterizacion de la ficocianobilina

Purification and characterization of phycocyanobilin
Alexey Llopiz"?, Ariadna Milian*2, Gabriela Diaz Dominguez*®

DOI. 10.21931/RB/2016.01.04.8

La ficocianobilina es el grupo prostético de las ficobiliproteinas C-ficocianina y Aloficocianina, las que se encuentran
presentes en las algas verde-azules. Entre las estrategias empleadas para la purificacion de este pigmento tetrapi-
rrélico se encuentra la extraccion de las proteinas y posterior ruptura del enlace tioéter, mediante el que esta unido
las cadenas polipeptidicas. Posteriormente se lleva a cabo el proceso de extraccién con un solvente organico y la
purificacion basada en la cromatografia en placa, en batch o columna. La caracterizacion de esta molécula implica
métodos cromatograficos, espectroscopicos y la determinacion de la actividad antioxidante. En esta revision pre-
sentamos un resumen de las estrategias de purificacion empleadas para la obtencién de este pigmento, asi como
los métodos de caracterizacién fundamentales. Adicionalmente comentamos sobre posibles estrategias que se pu-
dieran emplear para la obtencion de preparaciones de la PCB con elevadas purezas, que puedan ser empleadas para
la evaluacién de sus propiedades potenciales en la industria biofarmacéutica.

Palabras clave: ficocianobilina, tetrapirrol, grupo-prostético, ficobiliproteinas.

ABSTRACT

Phycocyanobilin is a prosthetic group of phycobiliproteins named C-phycocyanin and allophycocyanin, which are
located in blue-green alga. Purification of PCB implies protein extraction, thioeter bond rupture and extraction in
organic solvent followed by separation on chromatographic system. Characterization of PCB is accomplished throu-
gh chromatographic analysis, spectroscopic techniques and antioxidant capacity determinations. In this review, we
present different strategies for PCB purification as well as many methods used for pigment characterization. Also,
we propose some procedures to obtain this molecule from cellular as starting material to produce PCB in enough
quantity to evaluate its biological potential in biopharmaceutical industry.

Keywords: malaria, invasion, esporozoito, merozoito, Plasmodium.

lo que potencialmente podria ser un producto con apli-

Introduccion . . . :
caciones en el tratamiento de la isquemia cerebral. 7!

La ficocianobilina es el pigmento tetrapirrdlico
que constituye el grupo prostético de la C-ficocianina
(CPC) y la Aloficocianina (APC). Estas proteinas son
constituyentes de los ficobilisomas presentes en las algas
verde-azules ! y han sido asociadas a propiedades an-
tioxidantes, inmunomoduladoras y citoprotectoras. >
Adicionalmente se ha demostrado que muchas de estas
propiedades bioldgicas estdn asociadas al sistema te-
trapirrolico que estd presente en estas proteinas como
grupo prostético. >”* Presumiblemente la accién de la
PCB estd relacionada con la inhibicién de la enzima
NADPH oxidasa y con su capacidad antioxidante .>*'
Adicionalmente debido a sus propiedades fisico-qui-
micas es posible que esta molécula pueda ejercer su ac-
cion traspasando la membrana hemato-encefalica, por

Los métodos descritos para la purificacion y ca-
racterizaciéon de la PCB implican la extraccion previa
de las ficobiliproteinas en las que estd contenido este
grupo prostético. Posteriormente el pigmento es libera-
do de la estructura polipeptidica mediante el tratamien-
to con écido concentrado o reflujo con un alcohol . >3
La extraccion posterior se realiza con solventes organi-
cos como cloroformo o diclorometano debido a la so-
lubilidad del pigmento en estos sistemas. Finalmente,
el proceso de purificacion puede implicar un método
cromatografico ya sea en placa, batch o columna. ™
Una alternativa que emplea herramientas biotecno-
logicas estd asociada a la co-expresion de las enzimas
involucradas en la modificacion del grupo hemo a Bi-
liverdina (BV) y posteriormente a PCB.’ El organismo
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que se utiliza para la expresion heteréloga de estas enzimas es
la bacteria Escherichia coli. La estrategia descrita involucra la
obtencioén del pigmento en su forma libre, por lo que el proceso
de purificacién comenzaria con la ruptura celular y la extracciéon
con un solvente organico del pigmento, asi como su posterior se-
paracion cromatografica.

Por otra parte, las técnicas analiticas empleadas para la carac-
terizacion de la PCB comprenden métodos cromatograficos, ® entre
los que se encuentran la RP-HPLC y la TLC. El analisis espectros-
copico se lleva a cabo mediante espectroscopia UV-visible (UV-
vis), fluorescencia, ** Infrarojo (IR), ** Espectrometria de Masas
(MS)"*12 y Resonancia Magnética Nuclear (RMN).*

Aunque en la literatura cientifica se han reportado algunas
metodologias para la purificacién de la ficocianobilina han sido
con fines analiticos. De tal forma estas resultan ser trabajosas y
dificilmente escalables. También en su mayoria utilizan como
materia de partida las ficobiliproteinas (al menos parcialmente
purificadas) en lugar de las células de las algas verde-azules don-
de esta contenido este pigmento.

En este trabajo realizamos un andlisis sobre los principales
métodos descritos para la obtencién y caracterizacion del pig-
mento ficocianobilina. También se hace énfasis en algunas es-
trategias que se pudieran desarrollar para su obtencion a partir
de las células o de preparaciones de ficobiliproteinas con purezas
bajas.

1
Métodos

Las estructuras quimicas obtenidas del Pubchem17 fueron
visualizadas y/o analizadas con el programa PC3D (Jandel Scien-
tific, Corte Madera, CA, USA) y las obtenidas del PDB con el
programa UCSF Chimera." Las comparaciones de las secuencias
de proteinas se realizaron con las aplicaciones BLAST, Smart-
BLAST" y CLUSTAL OMEGA.»

Cadena_alfa CPC

Purificacion y caracterizacion de la ficocianobilina
Purification and characterization of phycocyanobilin

La ficocianobilina es el grupo prostético de las fi-
cobiliproteinas presentes en Arthrospira platensis

La C-ficocianina y la Aloficocianina son las ficobiliprotei-
nas que forman parte del aparato fotosintético de la cianobacteria
Arthrospira platensis.” Estos polipéptidos (CPC/APC) son cons-
tituyentes de los ficobilisomas de este microrganismo, y se en-
cuentran aproximadamente en una proporcion de 10:1 formando
estructuras dodecaméricas y hexaméricas, respectivamente.??,
Ambas ficocianinas tienen unido el cromoéforo ficocianobilina
(PCB) a cisteinas especificas mediante un enlace tioéter. Lemberg
(revisado en el trabajo de OHEOCHA") demostr6 que la PCB se
une de forma covalente a la cadena polipeptidica y que su estruc-
tura es semejante a la de un pigmento tetrapirrdlico. De hecho,
este fue erroneamente identificado como mesoviliverdina.'>*

La posicion de cada cromoéforo fue determinada mediante
estudios estructurales* y el sitio de unién entre el croméforo y
la proteina por Resonancia Magnética Nuclear (RMN).” Para la
CPC de A. platensis los sitios de unién son las cisteinas 84 de la
cadena alfa, y las 82 y 153 de la cadena beta. La posicion de unién
del cromoéforo en esta proteina es un sitio altamente conserva-
do, de acuerdo al andlisis realizado con la aplicacion CLUSTAL
OMEGA?® (Figura 1).

El alineamiento multiple de secuencia se realizé con los re-
sultados obtenidos del BLAST", que tuvieran al menos un 70 %
de identidad con cada una de las estructuras correspondientes a
las cadenas de la CPC. Adicional a las posiciones correspondien-
tes de las cisteinas donde se une el grupo prostético PCB, también
existen otras regiones de estas proteinas que son altamente con-
servadas (Figura 2). Presumiblemente esto pudiera estar relacio-
nado con el mantenimiento de la estructura tridimensional que
caracteriza a cada una de las cadenas de la CPC.

La comparacion de las dos cadenas de la CPC indica un gra-
do de similitud estructural a nivel de estructura primaria de un
28 % (Figura 2A). La diferencia entre ambas cadenas polipepti-
dicas esta dada por inserciones en la cadena beta, en relacién a la
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Fig. 1. Fragmentos de los resultados obtenidos del analisis de “alineamiento mdltiple de secuencia” con el CLUSTAL OMEGA de varias secuencias ami-

YK FPYTTSTPONNFASTPEGKAKCARDIGYYLRIVTYALVAGGTGPIDEYLLAGLDEIN
YSKFPYTTSTRGNNFASTRPEGEAKCARDIGY Y LRIVTYALVAGGTGPIDEYLLAGLDEIN
YEKFPYTHSTPGPSYASTPEGKAKCSADIGY Y LRMVTY CLISGGTGPMDEYLIAGLDETN
YHEFPYTTSTPGSYASTAEGKAR CARDIGY Y LRMVTY COVAGOTGPMDEYLIAGIDEIN
YSEFPYTTTTPGANFASTAEGKAKCSRDIGY Y LRMVTYCLVAGGTGPMDEYLIAGIDEIN
YoKFPYTTTTPGANFASTAQGK AL CSRDIGYY LRMVTYCLVAGGTGPIDEY LIAGIDEIN
YEEFPYTTTTRGANFAS TARQGKAKCSRDIGY Y LRMVTYCLVAGGTGPIDEYLIAGIDELIN

!

FEEQPQLISPGGNAYTHRRMAACLRDMET ILRYVTYAT LAGDASVLDDRCLNGLRETYQA
FECQPQLISPOONAYTHRAMSACLADMELILRYVT YAILAGDASVLDDRCLNGLRETYQA
FEEQPQLISPGGNAYTNRRMSACL ROMEITLRYVTYAT LAGDASVLDDRCLNGLRETYQA
FAEQPQLIQPGGNAYTHRRMAACLRDMET ILRYVTYAT LAGDSSVLDDRCLNGLRETYQA
FAEQPQLIQPGGNAYTHRRMAACLARDMEIILRYVT YAILAGDSSVLDDRCLNGLRETYQA
FAEQPQLIQPGGNAY THRRMAACLRDME I ILRYVTYATLAGDSSVLDDRCLNGLRETYQA
FAEQPQLIQPGGNAYTHRAMAACLRDMETILRYVTYAT LAGDSSVLDDRCLNGLRETYQA
FEEQPQLIQPGGNAYTSRRMAACLRDMEIILRYVTYATMAGDSSVLODRCLNGLRETYQA
FEDQPQLIQPGGNAYTHRRMAACLRDMETILRYVTYAT IAGDSSVLDDRCLNGLRETYQA
LGTPGSSVAVEVOKMKEAATNTANDPHNG I TKGDC SQLMS EVASYFDRAAAAVA
LGTPESSVAVEVOKMKEAAVGIANDPNG L TKGDCSALLSEVASYFDRAAAAVA
LOTPESSVAVEVOKMK EAAVGTANDPNG I TKGDCSALMSEVAGY FDRAAAAVA
LGTPGESSVAVATQKMKDAAT ATANDPNG I TPGDC SALMSE TAGY FDRAAAAVA
LGTPGSSVAVAIQKMKDAATATANDPNG I TPGDC SALMS ETAGY FDRAAAAVA
LOTPESSVAVAIQKMKDAATATANDPHNG L TPODCSALMSE TAGY FDRAAAAYA
LGVPGSSVATGYSKMEDAAT AVANDPNG IVPGDC SSLISEVAGY FDRAAAAVA
LGVPGESVAAGVQKMKEAAT AVANDSAGI TPGDC SALMSELAGY FDRAASAVA
LGVPGEESVASGVOKMKDAALIALANDPNG LTKGDCSALMSELSGY FDRAASAVA

-y aTEE =

noacidicas de la C-ficocianina. Las cisteinas donde esta presente el enlace tioéter se sefialan con flechas.
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estructura de la cadena alfa. Estas inserciones implican dos regio-
nes especificas: 73-74 y 146-155. Este cambio de la secuencia en
las dos cadenas presumiblemente estd asociado a la acomodacién
de otro croméforo en la cadena beta. *

La estructura estd conformada por dos grupos carboxilos
y adicionalmente contiene varias insaturaciones conjugadas, las
que probablemente estan relacionadas con sus propiedades an-
tioxidantes.® También estan presentes Is grupos aminas en los

Identidad Positivos
48/174 (28%) T8/174 (44 %)

Cadena beta 1CTPLTEAVS 105 0GR LSS T IQUARGRFRQAAGLEARKAL TSXADSLISSAM0AVY

Te Wh Al
Cadena alfa  pFOAFTIONEQADT _3.-‘[.1- SR P 2]
Cadena beta | ”'?J.?:F"' -ﬁmwnu.ﬂ:u.. L ; 129
Cadena alfa A 1

..ap; LAPGRHAYTS A “*'i orerit
Cadena beta TFELSPSUVT
z

Cadena alfa

- -EALKYTEA

GL5 - GDA- - -
=+ G0

Fig. 2. Comparacidn de las estructuras de las cadenas alfa y beta de la CPC de A. platensis. A) Alineamiento de las secuencias de las cadenas alfa y beta
de la CPC. El cromdforo se une en las posiciones 84 de la cadena alfa, y en las 82 y 153 de la cadena beta. B) Superposicidn de las estructuras tridimen-
sionales de las cadenas alfa (azul) y beta (magenta) de la CPC. En la ampliacién de la superposicidn de la estructura de los cromdforos de la cadena alfa
(mostrado en rojo) y de la cadena beta (mostrado en verde) se observa que ocupan basicamente la misma posicidén espacial. Las estructuras fueron

obtenidas del Protein Data Bank* (1GHO).

Las dos cadenas de la CPC también son conservadas en re-
lacidn a sus estructuras tridimensionales (Figura 2B). Incluso en
el contexto del posicionamiento del grupo prostético en la cadena
polipeptidica existe una elevada complementariedad (ampliacién
en Figura 2B). %

Estructura de la ficocianobilina
La ficocianobilina corresponde a la de un sistema conjuga-
do formado por cuatro anillos pirrélicos, denotadas por las letras
A-D. Para esta estructura pueden existir dos estereoisomeros (Z y
E) en la posicién 3 (Figura 3, PubChem CID 6438349).

Fig. 3. Estructura de la ficocianobilina, el grupo prostético de las ficobi-
liproteinas C-ficocianina y aloficocianina. El sistema tetrapirrdlico esta
conformado por cuatro anillos (A B, Cy D) que dan lugar a un compues-
to con inaturaciones conjugadas.
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anillos centrales (B y C) y amidas en los ubicados en los extremos
(A y D). La unién del cromdforo y cada cisteina de las cadenas
polipeptidicas ocurre en el C3” del anillo A.

Purificacién de la ficocianobilina

El proceso de purificacion de la ficocianobilina depende del
material de partida del que se extraera este pigmento. Sin em-
bargo, este se obtiene mayoritariamente de preparaciones de fi-
cobiliproteinas con diferentes grados de pureza. “**** Cuando
la PCB es obtenida a partir de la proteina al menos parcialmente
purificada, se eliminan sustancias organicas poco solubles en el
medio acuoso empleado para la extraccion de las proteinas. Una
alternativa a este material de partida seria obtener el pigmento
directamente a partir de las células en las que se encuentra conte-
nido la PCB, lo cual estd poco descrito en la literatura cientifica.
En este caso también se realizaria el proceso de extraccion de las
proteinas en un medio acuoso. Posteriormente las proteinas se
pudieran precipitar con sulfato de amonio® o medio 4cido y lavar
el material insoluble con un solvente organico, previo al proce-
so de liberacion del pigmento de la cadena polipeptidica, el que
implica calentamiento a temperaturas sobre los 40 °C.** Contra-
riamente si el proceso se llevara a cabo con un solvente organico
(como un alcohol) y calentamiento, este disgrega la estructura de
la membrana citoplasmatica y extrae todos los compuestos que
sean solubles en este medio.

Ruptura del enlace tioéter

La ficocianobilina fue obtenida por primera vez, por Lem-
berg en 1930, a partir de la liberacion de la cadena polipeptidica
de la CPC mediante calentamiento de esta proteina con acido
clorhidrico concentrado a 80 °C en ausencia de aire. Aunque este
constituye un método establecido para la obtencion de este pig-
mento, se debe tener en cuenta que el tratamiento con acido con-
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centrado produce diferentes estructuras, en funcién del tiempo
de tratamiento y la concentracion del acido.”® Otro procedimien-
to empleado para la obtencion de PCB es el reflujo de HBr en una
solucién de CPC/ TFAL.

En 1962 Fujita y Hattori informaron que este tetrapirrol
puede ser obtenido por reflujo de la ficobiliproteina con metanol
neutro.  La reaccion de metandlisis puede ser optimizada al rea-
lizarla a 40 °C en la oscuridad y en presencia de cloruro merctri-
co. Sin embargo, se debe tener en cuenta que las sales mercuricas
son sustancias con toxicidad comprobada. Esta reaccion de alco-
hdlisis también puede ocurrir con otros solventes como el etanol
o el 1-butanol. * Debido a que las ficobiliproteinas en las que se
encuentran la PCB como grupos prostéticos son poco solubles en
alcoholes y a la naturaleza del enlace tioéter, las reacciones de al-
cohdlisis se deben llevar a cabo a temperaturas cercanas al punto
de ebullicién del alcohol, con reflujo y/o agitacion. '

Adicionalmente existen estrategias para la obtencién del
grupo prostético en el contexto de una estructura peptidica. Estas
implican el tratamiento de las proteinas con enzimas proteoliticas
como subtitlisina, * pepsina® y tripsina. #?*%

Obtencion mediante métodos biotecnoldgicos

La PCB también ha sido obtenida en E. coli por la co-expre-
sion de la hemo-oxigenasa. Esta enzima estd relacionada con la
formacién del pigmento BV a partir del grupo hemo. Posterior-
mente este pigmento es reducido para dar lugar a la PCB, proceso
catalizado por la enzima ficocianobilina:ferredoxina oxidoreducta-
sa.***® Los resultados de Ge et al. estan relacionados especificamen-
te con la obtencién de la PCB libre por via recombinante. * Luego de
la obtencién del pigmento en E. colj, este es extraido con metanol
y posteriormente purificado mediante RP-HPLC. La pureza ob-
tenida fue de un 95 % (de acuerdo al analisis mediante RP-HPLC
en condiciones analiticas) y un rendimiento final aproximado de
0.3 mg de PCB/L de cultivo. Aunque el objetivo de esta revisién
esta relacionado con la obtencion de la PCB, cabe mencionar que
también existen estrategias que implican la formacion de las es-
tructuras proteicas que contienen el pigmento unido de modo
covalente. *

Extraccion de la ficocianobilina con solventes orgd-
nicos

Aungque las ficobiliproteinas son estructuras hidrosolubles, la
solubilidad en agua del pigmento liberado luego de la ruptura del
enlace tioéter es relativamente baja. Sin embargo, la solubilizacién
de la PCB en solventes organicos es posible, * en especial si el diaci-
do obtenido se esterifica con un alcohol como el metanol. '* Entre
las fases organicas mas empleadas para la extraccion del pigmen-
to se encuentran el diclorometano, 1-butanol y cloroformo**"
Los sistemas mas empleados para la obtencion de las dos fases
(orgdnica y acuosa) implica el uso de embudos separadores para
la recuperacion de la fase organica componente de la molécula de
interés. Por otro lado, si se desea acelerar el proceso de formacion
de las dos fases se pudiera realizar mediante centrifugacién.

Purificacion mediante métodos cromatogrdficos

La ficocianobilina y sus derivados pueden ser separados me-
diante cromatografia en gel de silica con una fase mévil isocratica
conformada por una mezcla de solventes como benceno/acetato
de etilo/agua en una proporcion 80/20/0.13 (v/v).* La separacion
implica dos isomeros del éster metilico de la PCB, asi como el
aducto formado con el metanol. Estas separaciones se pueden
realizar en dos modos: (1) cromatografia en placa delgada (TLC,
del inglés Thin Layer Chromatography) o (2) mediante croma-
tografia liquida (LC, del inglés Liquid Chromatography) en una
columna pre-empacada o en batch. Adicionalmente se pudieran
emplear otros sistemas que implican cromatografia liquido-liqui-
do (CC, del inglés Countercurrent Chromatography). *

Otra de las técnicas empleadas para la purificacién de la fi-
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cocianobilina implica el uso de la cromatografia en fase reversa
(RP). En este sistema generalmente se emplean columnas de C18
y las fases moviles pueden estar conformadas por solventes or-
ganicos como el metanol, acetonitrilo, ® acetona, * etanol/acido
acético.'

Estrategias generales para la purificacion de la fico-
cianobilina a partir de células de A. platensis

La mayoria de los procedimientos descritos para la purifica-
cién de ficocianobilina a partir de fuentes naturales no permiten
obtener grandes cantidades de este pigmento. Este hecho estd re-
lacionado con dos elementos fundamentales: (1) la proporcién de
la PCB en el sistema natural del que se extrae y (2) dificil escala-
bilidad de los procedimientos establecidos.

El proceso de purificacién de la ficocianobilina tiene una
serie de etapas (Figura 4) que comienzan con la extraccion del sis-
tema celular en el que esta contenido este pigmento. La mayoria
de las estrategias implican la purificacion de las ficobiliproteinas
como un paso previo a la liberacién del pigmento de la fracciéon
polipeptidica. Posteriormente se emplean varios pasos de extrac-
cién en dos fases inmiscibles y/o procesos cromatograficos. Sin
embargo, estos procedimientos se han realizado en su mayoria
con la finalidad de estudios estructurales y/o funcionales de la
ficocianobilina.

En la literatura cientifica estan escasamente descritas las es-
trategias adecuadas para la obtencién de este pigmento a partir
de células de cianobacterias o algas. Una alternativa muy conve-
niente para la purificacién de la PCB implicaria la ruptura celular
en un medio acuoso y acido (TFA, TCA, HCI, etc.), en el que se
extraerian algunas proteinas (y otras podrian precipitar). De esta
forma, a la vez se propiciaria la ruptura del enlace tioéter, y la libe-
racion correspondiente de la PCB (Figura 4). Alternativamente se
pudieran romper las células en un medio acuoso y precipitar las
proteinas extraidas en un medio salino o acido. Posteriormente se
lavarian con metanol para eliminar contaminantes de naturaleza
orgéanica, como la clorofila y otros pigmentos que se solubilizan a
temperatura ambiente. S6lo al calentar a temperaturas sobre los
40 °C se favoreceria el proceso de ruptura del enlace tioéter y la
liberacién del pigmento de interés. ™* Si el proceso de obtencién
del pigmento se lleva a cabo por via biotecnoldgica entonces no
se tendria que llevar a cabo el proceso de metandlisis, ya que esta
molécula se obtendria en un modo no conjugado. *

Una vez ocurrido el proceso de metandlisis los componen-
tes proteicos se obtendrian como un precipitado luego de cen-
trifugar. En el material soluble estaria presente la PCB, junto a
contaminantes que deben ser eliminados mediante extraccion
en sistemas liquidos bifésicos. Otro elemento asociado a este
proceso debe ser un paso cromatografico. Entre las alternativas
mas adecuadas se encuentran las cromatografias liquidas ya sean
en fase normal (gel de silica)* o en fase reversa (RP).” También
pudieran realizarse procesos cromatograficos que impliquen par-
ticién entre dos fases liquidas (estacionaria y moévil), asi como
separaciones en placas delgadas (TLC).

Caracterizacion de la ficocianobilina
Métodos cromatogrdficos

La cromatografia en fase reversa (RP-HPLC) es el método
cromatografico fundamental para la caracterizacién de las pre-
paraciones de PCB. '2'4! Esta técnica permite la separacion de
productos con elevada similitud estructural con la PCB, entre los
que se encuentran la BV y el aducto PCB-metanol. Otras de las
alternativas cromatogréficas que pueden tener aplicaciones anali-
ticas es la configuracion en placa delgada (TLC).

Meétodos espectroscopicos

Debido a la presencia del sistema de enlaces multiples con-
jugados, este pigmento presenta un maximo absoluto de absor-
cién alrededor de los 360 nm y un maximo relativo cerca de los
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Fig. 4. Estrategia general para la extraccion y purificacion de la ficocianobilina a partir de células de cianobacterias y algas.

620 nm. Sin embargo, se debe mencionar que el micro-entorno
en el que se encuentra el pigmento determina el maximo de ab-
sorcién absoluto.! Cuando estd formando parte de la CPC este va-
lor se encuentra alrededor de los 620 nm, pero si el sitio donde se
encuentra unida es en la APC el maximo de absorbancia tiene un
corrimiento hasta los 650 nm. El espectro de fluorescencia de la
PCB muestra un maximo de emisién alrededor de los 678 nm, el
cual se desplaza hasta un valor de 633 nm en presencia de cinc. "*

El espectro IR de la ficocianobilina present6é un maximo en
3470 cm’, lo que indica la presencia de grupos hidroxilos en la
estructura. La sefial a 1462 cm™ es indicativa del grupo carbonilo,
el cual se encuentra en forma de dcidos carboxilicos y amidas. La
sefial a 1461 cm estd asociada al grupo isoprolilo y la de 850 cm™
a enlaces C-H de sistemas aromaticos o heterociclos. '* También
se detectaron otras sefales a 1157, 1116, 1032, 602 y 190 nm, las
que no fueron asignadas.

La estructura quimica de la PCB fue establecida mediante
espectrometria de masas (MS). En este estudio la PCB fue obte-
nida mediante reflujo con metanol y tratamiento con acido con-
centrado. Luego el producto fue extraido en cloroformo y esterifi-
cado. El éster volatil fue separado en gel de silica y analizado por
MS" * La relacién m/z, determinada mediante FAB (del inglés
Fast Atom Bombardment) fue de 586 Th y 588 Th para la PCB sin
esterificar. 1 Cuando se emplea un método de ionizacién “suave”
(MALDI-TOF) la m/z es 587.2 Th, estructura que corresponde
también al analisis de la preparacion de PCB sin esterificar. °

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de la PCB ha sido determinada
por los métodos basados en el DPPH’ y en el ORAC. 2 También se
ha evaluado el efecto de esta molécula en la proteccion de lipidos
ante la oxidacién por AAPH'*#

En conclusidn, la ficocianobilina es un sistema tetrapirroli-
co presente en las ficobiliproteinas aloficocianina y C-ficocianina,
que tiene aplicaciones potenciales en la industria biofarmacéutu-
tica por sus propiedades inmunomoduladoras, citoprotectoras y
antioxidantes. Entre las materias primas empleadas para obtener
este pigmento se encuentran las cianobacterias y las algas en las
que se encuentran las ficbiliproteinas denominadas ficocianinas.
Adicionalmente, la ficocianobilina puede ser obtenida también
por métodos biotecnoldgicos, donde la bacteria E. coli ha sido
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uno de los sistemas mas empleados. Por otra parte, aunque exis-
ten varias estrategias que implican la obtencién de PCB con pu-
rezas elevadas, la mayoria de estos tienen el inconveniente de ser
poco escalables, ademas de que los rendimientos son bajos. En
este trabajo se proponen estrategias que implicarian la obtencion
de PCB a partir de un sistema celular, el cual pudiera constituir
un proceso escalable.
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REVISION / REVIEW

% Péptidos que atraviesan la membrana celular como poten-
ciales transportadores de farmacos

Cell Penetrating Peptides as potential drug carriers
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El descubrimiento y desarrollo de secuencias peptidicas (naturales o sintéticas), asi como de peptidomiméticos
que puedan penetrar en las células (CPPs, por sus siglas del inglés: Cell penetrating peptides), constituye un avance
prometedor en la identificacion de entidades capaces de promover la entrega no invasiva e integra de molécu-
las pequenas, ADN plasmidico, ARN de interferencia, proteinas, virus y nanoparticulas, entre otras, al interior de
la célula. Por lo general, estas secuencias peptidicas estan compuestas de 5-30 aminodcidos y se pueden clasificar
en catidnicos, anfipaticos e hidrofébicos, teniendo en cuenta sus caracteristicas estructurales. La presente revision
explora la clasificacion y el estado del arte en general de esta tematica, con especial énfasis en el tipo de unién entre
el péptido con capacidad de atravesar la membrana celular (CPP) y la entidad a transportar.

Palabras clave: Péptidos, Barrera hematoencefalica, transportadores moleculares, CPPs

ABSTRACT

The discovery and development of natural, synthetic or peptidomimetic cell-penetrating peptides (CPPs) is a pro-
mising breakthrough to achieve non-invasive delivery of non-permeable biomolecules in the intracellular com-
partment. The CPPs are able to carry small molecules, plasmid DNA, interfering RNA, proteins, viruses, nanopar-
ticles among others, across the cellular membrane, resulting in internalization of the intact cargos. In general, are
sequence with 5-30 aminoacids, which are classified in cationics, amphipathics or hydrophobics, depending on its
structural characteristics. The present review explores the classification, as well as the “state of the art” of this topic,
focuses on the link between CPP and cargo.

Keywords: Peptides, Molecular transportes, cell penetrating peptides, blood-brain barrie

Introduccion

Las membranas celulares son las responsables de

Las barreras bioldgicas son las interfaces genera-
la comunicacién y el transporte de iones y nutrientes.

das durante la evolucion, que hicieron posible que los

organismos abandonaran el agua y se establecieran en
la tierra. Durante el proceso evolutivo, la necesidad de
especificacién promovié su diferenciacion, con el fin
de regular procesos como la homeostasis del agua, la
entrada de nutrientes, el intercambio de gases o la ex-
crecion de compuestos toxicos.' Las barreras bioldgicas
mas estudiadas incluyen la piel, las membranas muco-
sas, la barrera hematoencefalica (BHE) y las barreras
celulares. Estas ultimas (por ejemplo, el nicleo o la mi-
tocondria) constituyen las barreras de mayor impor-
tancia bioldgica si nos interesa potenciar el transporte
de farmacos a través de ellas para mejorar la efectivi-
dad de los agentes terapéuticos. 2

El transporte de moléculas a través de estas barreras
comprende desde la entrada de nutrientes del ambien-
te, hasta la salida de moléculas tdxicas. Son estos pro-
cesos naturales de transporte los que se utilizan para
incorporar entidades terapéuticas al organismo, cuya
eficacia dependerd, en gran medida, de su capacidad de
atravesar dichas barreras.! Factores como: la expulsion
de las moléculas por los transportadores de salida,’ su
degradacion in vivo mediada por enzimas proteoliti-
cas’ y la baja permeabilidad de la barreras bioldgicas
frente a las biomoléculas, limitan la distribucién de
compuestos terapéuticos y constituyen uno de los retos
actuales de la biomedicina.

!Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad del Tolima, 546 Ibagué, Colombia

2Unidad de Quimica Combinatoria, Parque Cientifico de Barcelona, Baldiri Reixac 10, 08028 Barcelona, Espafia
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Péptidos que atraviesan la membrana celular como potenciales transportadores de farmacos

Los factores anteriormente mencionados, conllevan a que
los sistemas de administracion de fairmacos se disefien como pla-
taformas terapéuticas que interaccionen con estas barreras y faci-
liten la administracion de un determinado principio activo a un
tejido o tipo de célula especifica. Durante las dos tltimas décadas,
la conjugacion de compuestos con alto interés terapéutico a mo-
léculas capaces de atravesar las membranas celulares conocidas
como transportadores moleculares, se ha utilizado ampliamente
como estrategia de punta en el drea de la administracion de far-
macos. El objetivo de estos procedimientos es la busqueda conti-
nua del incremento de la permeabilidad celular en determinados
tejidos o células para favorecer la administraciéon de farmacos.
Esta revision, pretende describir el estado del arte de la tematica
que enmarca a una gran variedad de péptidos (naturales o sin-
téticos) capaces de travesar la membrana celular (CPPs, por sus
siglas del inglés: Cell penetrating peptides) que se han utilizado
en los ultimos afios como transportadores moleculares eficientes,
remarcando el tipo de unién generado entre el principio activo y
la secuencia peptidica.

Antecedentes y generalidades de los CPPs

Sin lugar a dudas, el descubrimiento de determinados pép-
tidos naturales con capacidad de atravesar la membrana celular
marca el inicio de esta tematica. Estas biomoléculas emergieron
como una clase especial de transportadores, que constituyen una
de las herramientas mds utilizadas en el transporte intracelular no
invasivo de farmacos, al unirse a principios activos mediante la
formacién de enlaces quimicos o por la formacién de complejos
estables no covalentes.® La capacidad de transporte de los CPPs,
permitié la internalizacion celular de moléculas de distinto grado
de complejidad con propiedades terapéuticas, como moléculas
pequenas,*® acidos nucleicos,®” proteinas,® liposomas,* quantum
dots' y agentes de contraste de resonancia magnética,"' entre
otros.

Los CPPs comprenden una gran diversidad de secuencias
y estructuras, pero presentan caracteristicas similares que son
las responsables de su capacidad de atravesar la membrana ci-
toplasmatica y alcanzar el interior de la célula, otorgandole a
estas estructuras varias ventajas con respecto a otros transpor-
tadores. #*1>1>1 (Figura 1).

Cell Penetrating Peptides as potential drug carriers

especificidad, lo que disminuye su interaccién con otras molécu-
las y la probabilidad de producir efectos secundarios. Ademas,
presentan baja acumulacion en los tejidos y no generan metaboli-
tos secundarios, lo que les confiere baja toxicidad.” Sin embargo,
los CPPs tienen un uso limitado debido a su baja biodisponibili-
dad, la cual se asocia a su baja resistencia frente a proteasas, que
conjuntamente con el hecho de quedar embebido en los endoso-
mas, conduce a una rapida degradacién de los mismos, siendo
incapaces de llegar al citosol o al sitio de interés.” En general,
estos péptidos presentan algunas desventajas con respecto a otras
moléculas terapéuticas tradicionales, como un mayor costo de
sintesis y su baja vida media; esta ultima debido a que al carecer
de estructura terciaria, son particularmente sensibles a la degra-
dacién enzimatica.”

Con el fin de superar estos inconvenientes, se han desarro-
llado oligémeros conocidos como plegémeros (foldamers) que
mimetizan péptidos naturales. El termino plegémero fue acufiado
por Gellman para definir a cualquier oligémero, que en solucién
es capaz de plegarse en un estado conformacionalmente ordena-
do.”® Estas estructuras se estabilizan mediante interacciones no
covalentes entre las unidades de monémeros no adyacentes que
conforman el plegémero, favoreciendo una estructura secunda-
ria definida. La investigacion en la quimica de estos compuestos
ha permitido explorar el plegamiento de esqueletos no naturales
para entender la relacién secuencia-plegamiento en los oligéme-
ros naturales y desarrollar nuevos oligomeros que mimetizen po-
limeros naturales con diferentes aplicaciones terapéuticas.”” Den-
tro de los plegdmeros més estudiados, los péptidos ocupan un
lugar importante debido a que cubren un amplio rango de aplica-
ciones biomédicas (Figura 2). En esta categoria de compuestos se
incluyen los beta-péptidos,? los y-péptidos® y los péptidos cuya
secuencia estd compuesta por D-aminoacidos.

La capacidad de permeabilidad celular de determinadas se-
cuencias como el Tat ha impulsado en los ultimos afos, las inves-
tigaciones en esta area de los péptidos Penetradores en la Célula
(CPP, Cell Penetrating Peptides) , en busca de secuencias aminoa-
cidicas que faciliten la entrada de agentes terapéuticos a la célula.?
(Figura 3) Nuestro grupo ha sido pionero en la investigacion de
plegémeros como CPP, concretamente y-peptidos derivados de
las 4-aminoprolina.

Péptidos que atraviesan la membrana celular (CPPs)

Caracteristica estructural Propiedad

Secuencias cortas | <30 AA)

Elevadonimerode |
residuos basicos (Lys o Arg) | cationico

",

Contiene residuos hidrofabicos r

. Marcadocaracter

> Caracter anfipatico

I;'/Ge ntajas como transportado rexs\\-.
v Baja citotoxicidad
v Elevadaeficienciafrente a
distintas lineas celulares

v Facil adaptacion a los sistemas
de administracion de farmacos
v Potencial terapéutico

W s /
.3 intrinseco o

CPPs

Fig. 1. Relacidn estructura/propiedad y ventajas como transportadores de los péptidos que atraviesan las membranas celulares (CPPs).

En este contexto, la secuencia peptidica conocida como Tat,
correspondiente al fragmento (48-60) del dominio basico de la
proteina Tat del virus de inmunodeficiencia humana, ' ha sido el
CPPs mas estudiado y prometedor como transportador de farma-
cos.”” Ademads, otras secuencias como el pAntp (también conoci-
do como penetratina),’ las poliargininas,'”'® el MPG," el Pep-1,
el pVEC* y péptidos derivados de la calcitonina humana?® se han
desarrollado como eficientes CPPs y potenciales transportadores
de farmacos.

Desde el punto de vista terapéutico, los péptidos son parti-
cularmente atractivos ya que presentan actividad bioldgica y alta
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su origen o las caracteristicas de su secuencia.'* Hasta la fecha, se
conocen mas de 800 CPPs de origenes y caracteristicas diversas.
La mayoria de los CPPs presentan una carga neta positiva (83%),
también se encuentran CPPs aniénicos que no forman ninguna
categoria propia y son asignados a las otras diferentes clases (anfi-
pética e hidrofdbica) analizdndolos caso por caso.? Los péptidos
anfipéticos, formados tanto por catiénicos como por anidnicos
constituyen el 44% de todos los CPPs, mientras los hidrofébicos
solo el 15%. El estado del arte de la temadtica permite demostrar la
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elevada variedad de estos péptidos teniendo en cuenta las secuen-
cias, el origen, la funcién y las aplicaciones biomédicas de cada
uno de ellos.? Teniendo en cuenta las propiedades fisico-quimicas
de los CPPs, es posible clasificarlos en tres subgrupos principales:
catidnicos, anfipéticos o hidrofébicos (Tabla 1).>>1°

peptidicos
CPPs

Sec

-

" Reconocimiento
molecular

se encuentran el Tat, el R9,” el hLF y el (RXR)*, entre otros (Tabla
1). Algunos trabajos agrupan dentro de esta categoria aquellos
péptidos con carga neta positiva necesaria para la internalizacién
celular, pero que no forman una hélice anfipética.**

Actividad
antiparasitaria

Capacidad de
permeabilidad
celular

Fig. 2. Aplicaciones biomédicas de los plegémeros peptidicos.

Proteinas

Aplicaciones de
CPPs como
transportadores
moleculares

O

Fig. 3. Aplicaciones de los CPPs como transportadores moleculares.
*IMR: por sus siglas del Inglés, Imaging Magnetic Resonance (Imagenes obtenidas mediante resonancia magnética).

CPPs catiénicos.

Los péptidos cationicos son aquellos que presentan una
carga neta positiva elevada. Diversos estudios realizados sugie-
ren que al menos se necesitan ocho cargas netas positivas para
una eficiente absorcion de estos compuestos.’* Estas moléculas
fueron originalmente consideradas como vehiculos de transpor-
te de tipo “caballos de Troya’, internalizandose en las células sin
generar respuesta.” Sin embargo, los péptidos catiénicos pueden
inducir un amplio rango de efectos secundarios relacionados con
la integridad de la membrana celular y la viabilidad celular, los
cuales pueden resultar mds sutiles de determinar que la muerte
celular. Dentro de los CPPs de caracter catidnico mas estudiados
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CPPs hidrofébicos.

Los CPPs hidrofébicos son aquellos que contienen sélo resi-
duos apolares. Dentro de esta familia se encuentran los péptidos
grapa (stapled peptides),* los prenilados® y el pepducin.** Hasta
el momento, solo unos pocos CPPs de caracter hidrofébico han
sido descubiertos, como son los derivados de secuencias de se-
falizacién de la proteina beta 3 integrina (VIVLALGALAGV-
GVG) y del factor de crecimiento de fibroblastos Kaposi.*® Los
CPPs anfipaticos como el MAP* y otros CPPs quiméricos de ca-
denas largas, estain compuestos por aminodcidos hidrofébicos y
adicionalmente, presentan residuos catiénicos que incrementan
la permeabilidad de la membrana (Tabla 1).
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CPPs Secuencia Origen
Cationicos
Tat (48-60) GRKKRRQRRRPPQ Dominio VIH-Tat
Penetratina RQIKTWFQNRRMKWEKK Homodominio de Antennapedia
RO RRRRRRRRR Sintético
Poliargininas (R)a 6<n<12 Sintéticos
R6W3 RRWWRRWRR Sintético
(RXR)4 (R-Ahx*-R)4 Sintético
Anfipdticos
MPG GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKK | gp41-VIH/antigeno T SV40
KRKV
pVEC LLIOLRRRIRKQAHAHSK Cadherina (615-632)
CADY GLWRALWRLLRSLWRLLWRA Sintético
vTS DPKGDPKGVTVTVIVTVTGKGDP | Proteinas virales
KPD
ARF (1-22) MVRRFLVTLRIRRACGPPRVERV Proteina p14ARF
MAP KLALKLALKAALKLA Quimérico
Pep-1 KETWWETWWTEWSQPKKKRKYV | Racimo enriquecido con triptéfanos
Péptidos ricos en prolinas
Bac-7 RRIRPRPPRLPRPRPRPLPFPRPG Péptidos antimicrobianos de la familia de
la Bactenecin
(PPR)n (PPR)3, (PPR)4, (PPR)5. (PPR)6 Sintéticos
(PRR)n (PRR)3. (PRR), (PRR)S, (PRR)6 Sintéticos
aPP4R1 GPSQPTYPGDDAPVRDLIRFYRDL | Sintéticos
QRYLNVVTRHRY
aPP5R1 GPSQPTYPGDDAPVRDLIRFYRDL
RRYLNVVTRH
aPP6R1 GPSQPTYPGDDAPVRDLRRFYRD
LRRYLNVVTRHRY
PSLKK FL-G(PLXX)nP1-CONH2 Sintéticos
P11LKEK X=PrgoPr.n=203
PSLRR
P11LRR
SAP VRLPPPVRLPPPVRLPPP Sintético
SAP(E) VELPPPVELPPPVELPPP Sintético
Hidrofébicos
PEFV PFVYLI C105Y
SG3 RLSGMNEVLSFRWL Quimioteca peptidica aleatoria
Pep-7 SDLWEMMMVSLACQY CHLS
FGF PIEVCMYREP Proteinas virales y celulares

Table 1. CPPs representativos de cada subgrupo.2,*

CPPs anfipaticos.

Se definen como péptidos anfipaticos aquellos que contienen
en su estructura regiones polares y apolares.** Se incluyen en este
subgrupo el MPG,"” la penetratina o pAntp'® y el CADY (Tabla
1), en los cuales el caricter anfifilico se encuentra estrechamente
relacionado con su estructura primaria.

Algunos CPPs como el MPG, son péptidos quiméricos ob-
tenidos mediante la unién covalente de un dominio hidrofébico
como diana de las membranas celulares a una secuencia de loca-
lizacion celular (SLC). Otros CPPs anfipéticos son derivados de
proteinas naturales, como el pVEC, el ARF (1-22) y el BPrPr (1-28).

Los CPPs anfipaticos con estructura secundaria de tipo al-
fa-hélice contienen una parte altamente hidrofébica, mientras
que la parte polar puede ser cationica, anidnica o sin carga. Aque-
llos con estructura secundaria de tipo ldmina beta, se basan en
alternar secuencias hidrofébicas e hidrofilicas que se encuentran
expuestas al disolvente, como el vT5.%

Péptidos ricos en prolina como atractiva familia de
CPPs anfipaticos.

Los péptidos ricos en prolinas constituyen otra clase inte-
resante de CPPs anfipaticos que han sido estudiados en diversas
familias, diferentes en secuencia y estructura, pero con presencia
del fragmento prolina (esqueleto pirrolidinico) como caracteristi-
ca comun. La prolina se caracteriza por poseer el anillo pirrolidi-
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nico, el cual induce rigidez conformacional cuando estd presente
en un esqueleto peptidico. A pesar de su cardcter hidrofébico, los
péptidos ricos en prolina tienen la gran ventaja de ser solubles en
agua y en diferentes disolventes orgnicos.*

Debido a las propiedades de la prolina, los péptidos ricos
en este aminoacido pueden adoptar dos estructuras secundarias:
la poliprolina I (PPI) y la poliprolina II (PPII). La PPI es la con-
formacion principal en presencia de alcoholes alifaticos, mientras
que la PPII es la conformacién principal en medio acuoso o en
presencia de dcidos aliféticos. La PPI forma una hélice compacta
dextrdgira, compuesta por 3,3 residuos por giro, en la cual los
enlaces peptidicos adoptan la conformacion cis. Por otra parte,
la PPII forma una hélice extendida levégira, que estd compuesta
de tres residuos por giro, con todos los enlaces peptidicos en con-
formacion trans. Debido al proceso de equilibrio existente entre
ambos isdmeros conformacionales (cis/trans) asociado a los en-
laces peptidicos, las secuencias peptidicas ricas en prolina pueden
alternar en solucion entre las dos estructuras secundarias ante-
riormente descritas, mediante un simple cambio del disolvente. *

Varios trabajos han demostrado que algunos péptidos ricos
en prolina pueden ser considerados CPPs ya que internalizan en
células eucaridticas. * Ademas, esta clase de CPPs presentaron
propiedades de autoensamblaje interesantes que fueron estudia-
das mediante dicroismo circular (DC) y microscopia electrénica

http://www.revistabionatura.com

211 ——

rL )



— 212 ‘ Ximena Carolina Pulido, Miriam Royo, Fernando Albericio y Hortensia Rodriguez

de transmision (TEM, transmission electron microscopy). Algu-
nos de los péptidos pertenecientes a este grupo, son derivados del
dominio N-terminal de la y-zeina (proteina de almacenamiento
del maiz). Otros, como el Bactenecin-7 (Bac-7) estdn sintética-
mente basados en hélices de poliprolina basadas en la repeticiéon
del motivo PRP. ¥

Dentro de los CPPs ricos en prolina mas estudiados has-
ta la fecha, es posible distinguir dos categorias dependiendo de
si los aminoacidos presentes en la secuencia peptidica son o no
naturales:

i) CPPs lineales ricos en prolina compuestos por aminoacidos
naturales.

Este grupo esta integrado por aquellas secuencias lineales
formadas por aminodcidos naturales, pero también por otras mas
sofisticadas con estructuras dendriméricas. ** Tam y cols.** utili-
zaron una proteina de 59 residuos conocida como Bac-7 (Tabla
1), que pertenece a la familia de la Bactenecin, como patrén para
el disefio de CPPs. Esta proteina mostré actividad antimicrobiana
mediante la inhibicién intracelular de la maquinaria de la sintesis
proteica. Desde el punto de vista estructural presenta una elevada
densidad de carga neta positiva y posee 3 copias de una cadena
de 14 residuos. Los estudios realizados en base a la estructura de
Bac-7 permitieron acceder a nuevos CPPs en los cuales todas las
secuencias contienen el motivo Pro-Xaa y permiten la absorcién
de la NeutrAvidin por parte de las células. Estos CPPs mostraron
estructuras secundarias hibridas entre una alfa-hélice y una PPII,
debido al alto contenido de prolinas presente en los mismos. *

Dentro de esta categoria, también se encuentran los CPPs
ricos en prolina derivados del dominio N-terminal de la y-zeina,
(proteina de almacenamiento del maiz). Desde el punto de vis-
ta estructural, esta proteina contiene tres dominios: un dominio
N-terminal rico en prolina, un dominio repetitivo central (PX)n
y un dominio C-terminal rico en cisteinas. El dominio g-ZNPRD
contiene la secuencia (VXLPPP)8, que es la responsable de dirigir
la proteina hacia el reticulo endoplasmatico.”

ii) CPPs lineales miméticos de prolina: g-péptidos.

Dentro de los péptidos miméticos con capacidad de atra-
vesar membranas celulares se encuentran los y-péptidos sinte-
tizados a partir de la cis-y-amino-L-prolina, cuyo esqueleto se
construye a través del grupo y-amino (Figura 4). Estos péptidos
pueden ser funcionalizados en los grupos alfa-amino de cada
monoémero mediante reacciones de acilacion, alquilaciéon o gua-
nidilacién para obtener entidades peptidicas con caracteristicas
hidrofébicas, hidrofilicas o anfipaticas,> como los hexapéptidos
funcionalizados con guanidinios (Na-guanidil-g-hexapéptido)
o con grupos alquilicos (Na-alquil-g-hexapéptido), que unidos a
un fragmento di-oxa-octanoico, mostraron capacidad de atrave-
sar la membrana celular en células HeLa y COS-1.

o o
i) i)
el s “-r"\“zH ui
( ] E =
p— \ N
HH
L-prolina cis-y-amino-L-prolina

Fig. 4. gamma-péptidos derivados de prolina.

Farrera-Sinfreu y col. * reportaron la sintesis y el estudio
del potencial de actividad bioldgica de y-péptidos, algunos de los
cuales tienen la habilidad de atravesar membranas celulares. La
quimioteca incluia péptidos formados por y-amida oligémeros de
cis-y-amino-L-prolina, con diferentes modificaciones en el grupo
alfa-amino (acilo, alquilo y guanidinio) que mimetizaban las ca-
denas laterales de los aminoacidos naturales.** Estos péptidos se
sintetizaron utilizando la combinacién de dos grupos ortogonales
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Fmoc y Boc en fase sélida (estrategia Fmoc/Boc), donde el Fmoc
fue el grupo protector temporal para el grupo y-amino de cada
mondmero y el Boc el grupo protector semipermanente para el
grupo alfa-amino. El esqueleto de estos péptidos contiene enlaces
peptidicos entre la funcién carboxilica y la funcién y-amino de
los residuos sucesivos. Estos y-péptidos presentaron baja citotoxi-
cidad incluso a altas concentraciones, estabilidad frente a la pro-
tedlisis enzimatica y en general buena solubilidad.**** Ademads, la
capacidad de estos péptidos de actuar como transportadores se
corrobord cuando uno de los y-péptidos sintetizados se conjugd
a nanoparticulas de 6xido de hierro y se demostré que eran ca-
paces de favorecer la internalizacién en células HeLa.*® Todas las
propiedades de los y-péptidos mencionadas anteriormente hacen
que estos compuestos puedan ser considerados candidatos para
ser utilizados como transportadores de moléculas con valor te-
rapéutico.

Secuencias Peptidicas capaces de atravesar la membrana
celular: tipos de union.

Los CPPs se han utilizado para vencer las limitaciones extra-
celulares e intracelulares y favorecer la entrada de otras entidades
a las células. Los CPPs se unen a moléculas bioldgicamente acti-
vas (principio activo) y las transportan a través de las membranas
celulares hasta alcanzar el citoplasma y/u otros organulos celula-
res (Figura 3). De esta manera, se mejora el trafico intracelular y
se facilitan las interacciones con las dianas moleculares.>** Para
la formacion de estos hibridos moleculares, se han descrito dos
estrategias basadas en el tipo de unién entre el CPP y la molé-
cula terapéutica. Estas uniones pueden ser de caracter covalente
mediante la formacién de una gran variedad de enlaces en los
que podrian intervenir grupos funcionales como -NH,, -COOH,
—-SH, formacidn de heterociclos, entre otros; asi como de caracter
no covalente, generando complejos moleculares entre ambas mo-
léculas (CPP y la molécula terapéutica)>* (Figura 5).

Hibridos covalentes entre el CPP y la molécula terapéu-
tica.

Se consideran hibridos covalentes CPP-molécula terapéutica
aquellos en los que ambas entidades estdn unidas a través de un
enlace quimico covalente, incluyendo tanto aquellos compuestos
en que la unidn se realiza mediante métodos quimicos o biocon-
jugacion, (Figura 5) como hibridos de caracter proteico que se
obtienen mediante la clonacién de la proteina terapéutica fusio-
nada al CPP y posterior expresion de la misma.’

Aunque los métodos de conjugacion quimica ofrecen varias

) Q 0 0

N

1

R, R, Ry R

y-péptido

ventajas como la posibilidad de racionalizacién y el control del
hibrido molecular formado, se debe tener en cuenta que el enla-
ce covalente que se genera podria inducir cambios estructurales
capaces de alterar la actividad bioldgica de la molécula a trans-
portar.”

Los métodos de conjugacion mds utilizados para la unién
del CPP a la molécula a transportar utilizan el grupo tiol de una
cisteina, introducida en uno de los extremos del CPP y/o en la
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molécula a transportar para formar puentes disulfuro o un anillo
tiazolidinico. En el caso de la formacion de enlaces disulfuros, el
ambiente reductivo de la célula facilita la escisidn de este enlace,
promoviendo la liberacion de la molécula en el interior de la cé-
lula. La utilizacién de grupos amino, como el grupo N-terminal
propio del CPP o el grupo épsilon-amino de una lisina para for-
mar un enlace amida con un acido carboxilico es también una
estrategia muy extendida, asi como el uso de espaciadores homo o
heterobifuncionales como el SMCC (éster 4-(N-maleimidometil)
ciclohexano-1-carboxilato de N-hidroxisuccinimida)) para unir
ambos componentes. Los espaciadores heterobifuncionales se
han utilizado ampliamente para unir los CPPs a diferentes tipos
de moléculas, tales como anticuerpos monoclonales, proteinas,

Péptidos que atraviesan la membrana celular como potenciales transportadores de farmacos

Cell Penetrating Peptides as potential drug carriers

tando su potencial terapéutico. Los CPPs desarrollados en los
ultimos afnos, podrian solucionar esta limitacion, facilitando la
entrada al interior de la célula de farmacos/péptidos de accién
intracelular, dando lugar a estructuras con un amplio rango de
aplicaciones biomédicas. El desarrollo constante en este campo,
ha conducido a que siete CPPs (compuesto unico o conjugados a
otras moléculas terapéuticas) se encuentren en ensayos clinicos y
preclinicos para el tratamiento de diversas afecciones (Tabla 3).**

A pesar de los esfuerzos realizados por la comunidad cien-
tifica en las dos tltimas décadas, aun no aparecen publicados es-
tudios en humanos en los que se emplee cualquiera de los CPPs,
ya sea como agentes terapéuticos o de diagnostico, lo que denota
la presencia de obstaculos que deben superarse, antes de que las
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Fig. 5. CPPs como transportadores moleculares.

POIMFAIER AE L mplejos no covalentes entre el CPP
y la molécula terapéutica.

La formacion del complejo no covalente entre el CPP y la
molécula de interés, involucra interacciones electrostaticas y/o
hidrofébicas (Figura 5). Se conocen varios ejemplos de esta clase
de conjugados, como el MPG con la SiRNA,? la interaccién de la
avidina con el complejo biotina-CPP,* entre otros.

La principal ventaja de este método, es la facil preparacion
de estos complejos. Ademas, los CPPs pueden ser utilizados para
conjugar un rango amplio de moléculas sin implicar modificacio-
nes quimicas.*

Diversos conjugados derivados de firmacos como la
doxorubicina y la miltefosina, se han formado a partir de uniones
covalentes 0 no covalentes entre el CPP y el firmaco. Estos far-
macos se han conjugado a una gran variedad de CPPs de manera
directa o formando parte de nanoencapsulados y se han proba-
do en diferentes modelos para estudiar su capacidad de atravesar
membranas citoplasmaticas de distintas lineas celulares, asi como
la barrera hematoencefalica (BHE) (Tabla 2).

Péptidos con capacidad de atravesar la membrana
celular (CPPs) en estudios clinicos.

Hasta el 2014, mas de 60 péptidos terapéuticos se habian
introducido en el mercado farmacéutico y cuatro de ellos con
elevadas ganancias en el mercado global (Ej, Copaxone, Lupron,
Zoladex y Sandostatin). Sin embargo, ninguno de estos péptidos
tienen como diana terapéutica las proteinas intracelulares, limi-
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aplicaciones potenciales de los CPPs tengan utilidad clinica. El
primer factor que obstaculiza el avance en este sentido es el costo
sintético, lo cual es una desventaja, especialmente cuando se trata
del escalado de la sintesis peptidica con la finalidad de realizar
los estudios correspondientes en animales y humanos. Adicio-
nalmente, estos péptidos no son oralmente biodisponibles, lo que
trae como consecuencia que en los ensayos clinicos realizados
hasta la fecha, se suministren a través de aplicaciones tdpicas, o
por via intravenosa. Otra cuestion a tener en cuenta es que los
CPPs de tipo cationico y hidrofébicos, a pesar de ser transduc-
tores potentes y eficientes, presentan una absorcién altamente
no especifica, potenciando los efectos secundarios causados con
relacion al efecto terapéutico. Por ultimo, como con cualquier
medicamento terapéutico nuevo, serd imprescindible valorar el
efecto de estas nuevas entidades en el rifidn, asi como la toxicidad
hepdtica que presenten vs el beneficio terapéutico que reporten.

|
CONCLUSIONES

Los péptidos que atraviesan la membrana celular (CPPs) pue-
den definirse como péptidos pequeios de 5-30 aminoacidos de
longitud que, gracias a caracteristicas estructurales y conforma-
cionales definidas, tienen el potencial para transportar numero-
sos tipos de agentes terapéuticos a través de la membrana celular.
Entre las caracteristicas mas comunes para estas entidades resalta
la presencia de carga neta positiva, asi como el caracter anfipatico
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Doxombicina | Covalente D-penstratina Ratou vy rata (BHE)
| SymB1 |

| Covalente | Angiopep-2 | Rardn (BHE) [

No covalente | CADY-1 Células Hela y ¥
ratones

Covalente | ACPP | Células HT-1080 v ¥
MCF-7

| Covalente | oligoargininas (R§)  Rawon "

| Covalente pVEC- gHo Celulas HEK 293, &

. UST y HeLa. raton
Covalente | oligowrgininas (RE) y | Celulas  MCF-7, *

(<] péptido. rico. ‘en | HT-1080
| prolinas |
Liposomas- Covalente Tar Células E
doxorubicina® (AYGEREERROQRER) | endorehiales de los
capilares del
| | eerebra, C6 v ratén
Doxorubicina- Covalente PFV Celulas  MCF-7, ®
lipasomas® MCF-T/Adr 4TI,
. | ratou .
Micela- Covalente RE-RGD Células Hela y +
doxorubicia® [ | | 203T
Manoparticulas de  No KALA Células Hela Cyd
CaC Oz covalentes
doxorubicina® | . .
Wanotubo- | Covalente Angiopep-2 Células -
doxorubicma® | endotehales de los
capilares del
| | | cerebro, Coyratén |
Doxorubicina- Covalente  Tat Células Daoy, Us7
liposoma~(Tf*) Penetratina ¥ bEnd.3
! | Mastoparan |
Miltefosina- | Covalente Tat Leishmania w
BODIPY

Table 2. Ejemplos de CPPs transportadores de doxorubicina y miltefosina. HT-1080 (fibrosarcoma humano), MCF-7 (adenocarcinoma de
seno humano), HEK 293 (rifion de embrion humano), U87 (similar al epitelio, glioma humano), Hela (cancer de cérvico-uterino), HT-29
(carcinoma de colon humano), C6 (células glioma). * EI CPP se une de forma covalente al nanocompuesto, mientras que el farmaco estd
encapsulado en el interior del nanocompuesto.

Conjupada
CPPe-principio
sehivo
AZX100 Cicatrices queloides Fase I Capstone
Therapeurncs
RT001 Arrugas ¢n la piel Fase Il Revances
Therapeutics
KAT-9803 Infarto de miocardio Fase II KAI
Pharmaceuticals
XG-102 Pérdida de la audicion Fase I Aurs medieal
Psorban Psoriasis Fase Il CellGate, Ing.
{eiclosporina-
polisrginina) |
(RAhx-R)4 Previene el Moguen Fase I Avio Brophamma

eventual de la vena
transplantada después

de la crrugia de bapas
vascular
P28 Tratamienta de mmores Fasel clinicaltrials. gov
sélidos que expresan
pid ¥ tumorss maligmos
en ¢l CNS
185 P-002 Vacuna del VIH Fase I Tstitute Supeniore di
Samita and Novartis
DTS-108 Tratamiento del cancer Fase 1 Drais
Pharmacenticals ¥
Diatos SA
AVIS038 Tratamiento de distrofia Fase AVI BioPharma Inc.
muscular de¢ Duchenne  preclinica
Table 3. CPPs que se encuentran en ensayos clinicos. >
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de estas estructuras. Otro aspecto importante que augura el éxito
de las plataformas terapéuticas que empleen estos compuestos, es
sin duda la versatilidad que brindan cuando se trata de formar
la unién CPP-principio activo, abarcando una gran variedad de
uniones covalentes (enlace amida, enlace tiol, espaciadores homo
o heterobifuncionales, etc), asi como uniones no covalentes, sien-
do las interacciones electrostaticas o las interacciones homofébi-
cas las mas reportadas dentro de este contexto.

Aunque los primeros CPPs estudiados fueron de origen
natural (Tat, pAntp, MPG, etc), en los ultimos afios los peptido-
miméticos y/o plegdmeros peptidicos han ocupado un lugar im-
portante en los estudios realizados, demostrando que su empleo
minimiza problemas relacionados con la baja biodisponibilidad,
la absorcién no especifica y la degradacion enzimatica de las se-
cuencias peptidicas naturales. Como consecuencia, plegémeros
peptidicos como los y-péptidos sintetizados a partir de la cis-y-
amino-L-prolina, se encuentran en el punto de mira para su utili-
zacion en el desarrollo de plataformas terapetticas eficientes con
un amplio rango de aplicaciones biomédicas.
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Sobrevolando la cordillera de los Andes, el Condor Andino, Vultur Gryphus de la familia Cathartidae, se destaca
como el ave no marina de mayor envergadura del planeta, especie endémica de la zona y emblema nacional de
numerosos paises suramericanos vinculado al folclore. Sus benignos habitos carrofieros mantienen limpias largas
extensiones montafnosas, paramos y desiertos, evitando la proliferacion de enfermedades, sin embargo, en la actua-
lidad la falta de una adecuada difusion de informacion sobre esta especie y la agresiva invasion de su héabitat causan
que su conservacion se encuentre en estado critico, siendo la presencia humana el principal factor de mortalidad.
Por ello, desde hace varias décadas, a través de la labor conjunta internacional se ha avanzado significativamente
en el estudio, conservacion y repoblamiento de antiguos habitats, evitdndose la pérdida irreversible de las pobla-
ciones, considerandose la limitada capacidad de respuesta rapida demografica de esta ave. Para ello, una continua
y activa divulgacién de la realidad y la lucha del Cé6ndor Andino han ayudado a evitar que sus caracteristicas biol6-
gicas en conjunto a las amenazas humanas que enfrentan se conviertan en una combinacién irremediable para su
supervivencia.

Palabras clave: Vultur gryphus, Suramérica, conservacion, vulnerabilidad.

ABSTRACT

Overflying the Andes Mountains, the Andean Condor, Vultur Gryphus of the Cathartidae family, stands out as the
largest non-marine bird on the planet, an endemic species of the area and national emblem of many South Ame-
rican countries linked through folklore. Their benign carrion habits keep clean long mountain ranges, moors and
deserts, preventing the proliferation of diseases, however, at the present the lack of an adequate diffusion of in-
formation on this species and the aggressive invasion of its habitat cause that its conservation is found in critical
condition, being the human presence the main factor of mortality. For this reason, for several decades, through joint
international efforts, significant progress has been made in the study, conservation and repopulation of ancient
habitats, avoiding the irreversible loss of populations, considering the limited demographic fast response capacity
of this bird. To this end, a continuous and active dissemination of the reality and the struggle of the Andean Condor
have helped to avoid that their biological characteristics, together with the human threats they face, become an
hopeless combination for their survival.

Keywords: Vultur gryphus, South America, conservation, vulnerability.

acompanan, se le otorgara valor religioso en el pasado,
apareciendo en innumerables ceramicas o pinturas ru-
Como venerados duefios de las alturas, el Céndor  pestres.! Valor que en el presente se manifiesta a través
de los Andes (Viltur gryphus) se alza ante el majes-  de su figura como simbolo nacional para varios paises
tuoso paisaje y el folclor andino como fuente de ins-  andinos, entre ellos Chile, Argentina y Ecuador.
piracién. Alcanzando facilmente los 6 mil metros de Presente en las cordilleras de los Andes de Amé-
altura, el Céndor Andino se distingue en la distancia ~ rica del Sur hasta las montafias Santa Martha, el con-
por su brillante plumaje negro-azulado y su gran en- dor se extiende desde Argentina hasta Venezuela,
vergadura. De cerca, la blanca gargantilla y una cabeza  habitando acantilados, cuevas en altas montafias, pas-
rosa desprovista de plumas son los rasgos que definen tizales, pdramos e incluso desiertos, viajando hasta 200
al condor, que en caso de ser macho adorna su cabeza  kilometros durante el dia en busca de carrofia y criatu-
con una cresta roja, carnosa y prominente. Llegando  ras pequefias o moribundas de la cuales se alimenta, la-
hasta los 3.2 metros de envergadura, los 130 centime-  bor parala cual se sirve de recias patas, afiladas garras y
tros de largo y pesando de 8 a 15 kilos no es de extrafiar ~ un aguzado sentido del olfato. Para detectar su comida,
que por tal imponente presencia y los mitos que le el condor se vale del olor de gases tales como el mer-
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captano de etilo que se desprende de cuerpos en descomposicion,
y para ello basa su dieta predilecta en mamiferos perecidos de
gran tamafio como caballos, cabras, llamas y venados, los cuales
no consume de inmediato, sino que puede esperar hasta tres dias
antes animarse a hacerlo.! Son precisamente estas costumbres ali-
menticias las que mantienen al paramo y los valles libres de ani-
males en putrefaccion, evitan la proliferacion de enfermedades, y
dan nombre a la familia Cathartidaeala que pertenece el Céndor,
nombre que viene del griego kathartes que significa “el que lim-

pia”.

En el aspecto reproductivo, durante su vida, el Céndor An-
dino es mondgamo y conserva una tnica pareja. Curiosamente,
en ocasiones se puede observar al macho durante el cortejo ob-
sequiar a la hembra pequenos trozos de ramitas y hojas que lue-
go colocan bajo sus alas, un peculiar comportamiento que solo
se ha podido registrar en aquellos que viven en cautiverio.! Una
vez seleccionada la pareja, el macho puede vivir en el nido con
la hembra hasta 2 meses antes de aparearse y 2 meses después
de realizada la copula, tiempo durante el cual ambos padres se
turnan en el proceso de incubacién de un tnico huevo. Una vez
nacida la cria ambos padres proveen los cuidados necesarios has-
ta que el polluelo crece al tamaiio de sus padres en el trascurso de
2 anos. El joven condor por su parte no sera sexualmente maduro
hasta pasados los 8 aios, llegando a tener propiamente solo una
cria cada 2-3 afios.’

En caso que los padres de una cria hayan fallecido o desapa-
recido, para mantener al polluelo vivo, se minimiza el contacto
humano con la cria; alimentdndose los polluelos con titeres de 13-
tex semejantes a condores adultos con el fin de evitar la impronta
de los polluelos con los seres humanos, lo cual podria ponerlos en
peligro al ser liberados, pues no reconocerian a los seres humanos
como un peligro. Ya crecidos, los condores se mantienen en avia-
rios durante tres meses antes de su liberacién en donde se aclima-
tan a un ambiente similar al entorno donde seran liberados. Una
vez libres, se les da seguimiento por satélite con el fin de observar
sus movimientos y cerciorarse que permanecen vivos.*

En la actualidad, la situacién el Céndor Andino en el Ecua-
dor es critica, “Casi Amenazado” segun la Unién Internacional
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para la Conservacion de la Naturaleza (UICN, 2013), pues se es-
tima en la actualidad existen menos de 58 ejemplares en estado
silvestre en el pais.®> A pesar de su marcada longevidad, llegando
a vivir hasta los 70 afos, el condor se enfrenta a muy baja tasa de
natalidad. A su vez, a pesar de no poseer depredadores naturales,
la principal amenaza que enfrenta en toda su drea de distribucién
es el hombre, a través de la caza furtiva incentivada por falsas
creencias de lugarefios sobre su supuesta actividad depredadora
sobre el ganado, la destruccidn progresiva de su habitat mediante
la expansion agricola hacia los bosques alto andinos, el envene-
namiento por la ingesta de carrona con cebos toxicos o pesticidas
y el agotamiento excesivo de especies de las cuales se alimenta ya
sea por la caza indiscriminada o la presencia de especies introdu-
cidas, como lo son los perros domésticos o salvajes, que compiten
por la carrona.’

En su estado silvestre el estado sanitario de las poblaciones
es muy escaso, solo teniéndose algunos registros esporadicos que
sugieren que en ciertos casos pueden sufrir de aspergilosis o sea,
infecciones respiratorias de hongos pertenecientes al género As-
pergillus®

Para su conservacion en el Ecuador y restaurar a estas aves
a su hdbitat natural, se ha habilitado la labor conjunta de zoo-
légicos y centros de rescate y conservacion, ademds de fundar-
se el Grupo Nacional de Conservacién del Condor, un censo de
aves silvestres y cautivas enfocado en documentar el manejo de
céndores en cautiverio.® Por su parte, el Quito Zoo (Quito) lidera
un plan para compartir experiencias y obtener mas pichones de
condor en colaboracién con el Proyecto Condor Huasi (Zuleta),
el Parque Céndor (Imbabura), el Zooldgico San Martin de Bafos
(Tungurahua) y el Centro de Rescate Hacienda El Ilitio (Coto-
paxi). Ademds de que se proyecta para un futuro un espacio am-
bientado en Zulueta para que jévenes céndores sean liberados
con seguridad, contando con el apoyo de las comunidades que
habitan los pdramos.®

Aumentar el nimero existente de céndores en el Ecuador
se ha convertido en una labor mas prometedora gracias a la Es-
trategia Nacional de Conservaciéon del Condor Andino bajo
programas que contemplan la capacitacion de guardabosques en
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rescate y muestreo de individuos; la implementacion de prime-
ros auxilios para condores silvestres rescatados; y la reproduccion
y reintroducciéon de especimenes, ademas del apoyo del puiblico
con campaias de educacion en el pais que disuaden su caceria o
captura.’

Por su parte, desde 1991 el zooldgico de Buenos Aires y la
Fundacién Bioandina Argentina vienen trabajando en el Proyec-
to de Conservacion Coéndor Andino, al cual se suman Aves Chi-
le y el Parque Metropolitano de Santiago en el 2000 para crear
el Programa Binacional de Conservaciéon Céndor Andino Chi-
le-Argentina, donde se habilité un centro de incubacidn artificial
y cria en aislamiento humano para la posterior reintroduccién de
las aves.® Recientemente este programa binacional también reco-
lecta informacion sobre factores de amenaza para la especie a tra-
vés de la evaluacion fisica o necropsia de los condores hallados.’

La reincorporacién de condores ha sido una estrategia uti-
lizada por varios paises desde mediados del 1990, siendo Argen-
tina y Chile los paises con mayor desarrollo de esta estrategia,
lograndose liberar exitosamente individuos rehabilitados, asi
como aquellos criados en cautiverio, los cuales se han mantenido
rastreados de forma satelital.®

Para Sur América en general, el Céondor Andino representa
un fragmento de su herencia cultural y un simbolo de su pasado
y emblema de la civilizacién andina. Por ello su cuidado y preser-
vacion se ha vuelto ecolégicamente indispensable, por su valor en
la cadena trofica y por su magnifica estampa que se ha convertido
en un icono de fuerza, dedicacidn, orgullo y libertad con la que se
identifica el pueblo latinoamericano.
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contribuyan a la tecnologia, la economia, la
cultura y el espiritu empresarial del mundo.

La Universidad esta en basqueda de invesigadores
Ph.Ds que deseen unirse al cuerpo docente de su
Escuela de Ciencias Bioldgicas e Ingenieria y que
deseen aportar activamente al desarrollo de la
institucion.

La escuela estd liderada por el decano Spiros
Agathos, PhD., cuenta con su propio Jardin Botanico
para investigacion, laboratorios de dltima tecnologia
y un importante equipo de trabajo que permite
ampliar las conexiones de colaboracion para la
implementacion de grandes proyectos.

Contacto de aplicaciones:

Spiros Agathos, Ph.D ESCUELADE

sagathos@yachaytech.edu.ec CIENCIAS BIOLOGICAS
E INGENIERIA

YACHAY DE INVESTIGACION
www.yachaytech.edu.ec TECH EXPERNENTAL

n /YachayTech Y @YachayTech /YachayTech @ /YachayTech
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