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Resumen

La tuberculosis (TB) es una enfermedad causada por la infeccion de Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), ampliamente distribuida a nivel mundial. Esta enfermedad sigue
siendo un grave problema de salud publica, con mas de 10 millones de nuevos casos
reportados en el afio 2022. La terapia farmacoldgica contra la TB es prolongada y esta
asociada a una considerable toxicidad, lo que subraya la necesidad de explorar
alternativas terapéuticas. En este trabajo, se propone el uso de péptidos antimicrobianos,
IDR-1018 y LL-37, encapsulados en liposomas como una posible alternativa en la terapia
de la TB. Se llevé a cabo la evaluacion del efecto antimicrobiano de estas formulaciones
liposomales en un modelo de infeccién in vitro en macrofagos y neumocitos. Para ello,
se realizd el ensamblaje de los liposomas con los péptidos mediante el método de
rehidratacion en capa fina, se determiné su morfologia mediante Cryo-TEM, el potencial
Z y el tamafio hidrodinamico mediante dispersion de luz dinamica, y la eficiencia de
encapsulacion de los péptidos. Posteriormente, se evaluo su efecto antimicrobiano como
tratamiento en macréfagos y neumocitos tipo Il infectados con Mtb. Sin embargo, es
necesario seguir optimizando la formulacion liposomal para obtener resultados que

puedan ser aplicados efectivamente en el tratamiento de la TB.

Palabras clave: Tuberculosis, Liposomas, LL-37, IDR-1018.



Abstract

Tuberculosis (TB) is a disease caused by infection with Mycobacterium tuberculosis
(Mtb), widely distributed worldwide. This disease remains a serious public health issue,
with over 10 million new cases reported in 2022. TB pharmacological therapy is prolonged
and associated with considerable toxicity, highlighting the need to explore alternative
therapeutic options. In this work, the proposed potential alternative in TB therapy is using
antimicrobial peptides, IDR-1018, and LL-37 encapsulated in liposomes. The
antimicrobial effect of these liposomal formulations was evaluated in an in vitro infection
model using macrophages and pneumocytes. To this end, the assembly of liposomes with
the peptides was carried out using the thin-film rehydration method. The morphology was
determined by Cryo-TEM, Z potential, hydrodynamic size by dynamic light scattering, and
peptide encapsulation efficiency. Subsequently, their antimicrobial effect was evaluated
as a treatment in macrophages and type Il pneumocytes infected with Mtb. However,
further optimization of the liposomal formulation is necessary to achieve results that can

be effectively applied in TB treatment.

Keywords: Tuberculosis. Liposomes, IDR-1018, LL-37.
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1.INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por el bacilo Mycobacterium
tuberculosis (Mtb). Actualmente, la TB se encuentra distribuida en todo el mundo,
considerandose como la enfermedad infecciosa mas mortifera y la decimotercera causa
de muerte a nivel mundial. Se estima que una cuarta parte de la poblacion mundial se
encuentra infectada por Mtb; sin embargo, solo del 5% al 10 % tienen riesgo de
desarrollar la enfermedad de TB activa a lo largo de su vida. Segun datos de la
organizacion mundial de la salud (OMS) en el ano 2022, 10.6 millones de personas a
nivel mundial enfermaron de TB y fue la causa de muerte de 1.3 millones de personas.
En el mismo ano, se estimd una incidencia de 410, 000 casos de TB-MDR volviéndose

un grave problema para el control de la TB (OMS, 2023).

Cuando una persona es infectada por Mtb, los bacilos inhalados ingresan a las vias
respiratorias hasta llegar al espacio broncoalveolar. Aqui entran en contacto con las
células epiteliales alveolares (AEC) y macréfagos alveolares, las cuales actian como
una primera barrera de defensa para evitar la infeccion iniciando la respuesta inmune.
Alrededor del 5 al 10% de las personas no logran contener la infeccidén y desarrollan la
enfermedad de TB activa (Jilani et al., 2023).

La TB es una enfermedad curable con el adecuado tratamiento farmacolégico, sin
embargo, solo el 85% de las personas que reciben tratamiento finalizan con éxito dicha
terapia. Esto principalmente se debe a que muchos de los pacientes abandonan la
terapia farmacoldgica debido a los tiempos prolongados que conlleva y a los efectos
adversos que puede presentar. La falta de adherencia a la terapia es una de las
principales causas del desarrollo de cepas farmaco-resistentes. Por tal motivo es
necesario el estudio de nuevas alternativas que mejoren la tolerancia y la adherencia a
la terapia, con el fin de obtener resultados exitosos en el tratamiento y control de la
TB(Ayodele et al., 2023; Espinosa-Pereiro et al., 2022; Suarez et al., 2019).

Dentro de nuestro grupo, se ha descrito ampliamente la importancia de los péptidos
antimicrobianos (AMPs) en la eliminacion de agentes infecciosos, como lo es Mtb. Dentro

los mas estudiados se en encuentra el péptido LL-37, el cual posee actividad



antimicrobiana directa contra Mtb (Jacobo-Delgado et al., 2021; Torres-Juarez et al.,
2015).Por otro lado tenemos el péptido IDR-1018, el cual es un péptido sintético con
actividad inmunomoduladora y actividad antimicrobiana contra Mtb (Pena et al., 2013;

Rivas-Santiago et al., 2013).

Debido a su actividad contra Mtb, estos péptidos, IDR-1018 y LL37, se han propuesto
como potenciales terapias adyuvantes en el tratamiento de la TB. Sin embargo, su
principal limitante para su uso clinico es a la hora de la administracion, ya que estos
poseen una baja biodisponibilidad, cuando son administrados via oral, un tiempo de vida
media corto, debido a que son muy susceptibles a la degracion por protesas en el tracto

digestivo y torrente sanguineo (Deshayes et al., 2022).

Para superar estas limitantes, en este trabajo se propone el uso de liposomas como un
sistema de entrega que proteja y mejore la actividad antimicrobiana de estos péptidos

contra Mtb.

2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo general

» Evaluar el efecto antimicrobiano de IDR-1018 y LL-37 libres y conjugados con

liposomas contra Mtb sensible y farmaco-resistente.

2.2. Objetivos especificos

» Ensamblar liposomas de fosfatidilcolina con los péptidos IDR-1018 y LL-37 por el
método de rehidratacion de capa lipidica y caracterizar su morfologia y eficiencia
de encapsulacion.

» Evaluar el efecto antimicrobiano de los péptidos encapsulados en los liposomas
contra células epiteliales y macrofagos infectados con Mtb sensible y farmaco-

resistente.



3.METODOLOGIA

3.1. Ensamble y caracterizaciéon de liposomas por método de
rehidratacion de capa lipidica

El ensamble de liposomas se realizé mediante el método directo con rehidratacién de
capa lipidica. Para ello se disolvié Lecitina de Soya en cloroformo y posteriormente se
evaporo para la formacion de la capa fina de lipidos. Una vez formada la capa, se
rehidrato con soluciones de PBS con los péptidos LL-37 o0 IDR-1018. La formacion de los

liposomas se llevo a cabo mediante sonicacion durante 45 min de trabajo efectivo.

Posterior al ensamble de los liposomas, se determind el diametro hidrodinamico,
potencial Z e indice de polidispersidon mediante dispersion de luz dinamica. También se
determino la eficiencia de encapsulacion de lo péptidos en lo liposomas mediante
espectrofotometria UV-vis. Finalmente, se determin6 la morfologia de los liposomas

mediante Crio-microscopia electrénica de trasmision (Cryo-TEM).

3.2. Ensayos de viabilidad Celular

Se evalud la viabilidad de macrofagos derivados de monocitos humanos (hMDMs) y
neumocitos tipo Il de la linea celular A549 tras ser expuestos a los liposomas vacios.
Para ello se adhirieron las células en sus respectivas placas a una densidad celular de
2.5x10° células por pozo para los hMDMs y 1x10° células para las A549. A continuacion,
fueron estimuladas con las soluciones liposomales durante 48 h, se utiliz6 DMSO al 30
% como control positivo de muerte y su propio medio como control negativo. Una vez
trascurridas las 48 h, las células fueron recolectadas en tubos para citometria de flujo.
Estos tubos fueron centrifugados a 1200 rpm durante 10 min, se decanto el sobrenadante
y se anadieron 100 uL del reactivo Guava ViaCount (Billerica, MA, USA) a cada tubo para
resuspender el pellet de células. Tras ser resuspendidas fueron analizadas por citometria

de flujo para determinar el porcentaje de viabilidad.



3.3. Infecciony tratamiento de células

Las células para infectar, hMDMs o A549, se adhirieron en placas de 24 y 96 pozos,
respectivamente. Posteriormente, se realizé la infeccion a una multiplicidad de infeccion
(MQI) de 5:1 durante 3 h. La infeccion se realizé en medio RPMI suplementado al 1% de
SFB para el caso de las células A549, y para los hMDMs con suero humano O- al 30%.
Tras la incubacion, las células fueron lavadas con PBS 3 veces, para eliminar los bacilos
qgue no fueron internalizados por las células. Por ultimo, las células fueron tratadas 24 o

48 h con los diferentes tratamientos:

1) Liposomas vacios

2) Rifampicina

3) LL-37 libre

4) IDR-1018 libre

5) LL-37 liposomado

6) IDR-1080 liposomado

Al finalizar el tratamiento de las células estas fueron lisadas con SDS al 10% durante 10
min a temperatura ambiente. Enseguida se adicion albumina de suero bovino (BSA) al
20% para detener la lisis celular. El lisado celular se homogenizé y se realizaron
diluciones seriadas (1:10) en medio Middlebrook 7H9. De cada una de las diluciones se
colocaron 10 pL por triplicado en placas de agar 7H10. Las placas se incubaron a 37 °C
durante 21 dias y transcurrido el tiempo se contaran las unidades formadoras de colonias

(UFC) para determinar el crecimiento bacteriano.

3.4. Ensayo de captacion de liposomas con rojo Nilo

Se llevo a cabo la tincion de rojo Nilo se realizé en la linea celular A549, para ello las
células fueron adheridas en placas de 96 pozos a una densidad celular de 8x10%. Una
vez adheridas las células, estas fueron estimuladas con liposomas durante 6 h.
Posteriormente las células fueron lavadas tres veces con PBS y enseguida se fijaron con
paraformaldehido al 4% durante 15 min. Después, las células fueron tefidas con 100 uL
del colorante Rojo Nilo en una concentracion de 50 pg/mL durante 30 min. Las células

fueron lavadas tres veces con PBS y se observaron al microscopio.



3.5. Disefo estadistico

Los resultados muestran al menos tres experimentos independientes por duplicado. Todo
el analisis estadistico se realizé en el software GraphPad Prism 8.0. Se determiné la
normalidad de los datos mediante la prueba Shapiro-Wilk. A los datos paramétricos se
les realiz6 un ANOVA con un post-test de Dunnett. Se consideré un valor

estadisticamente significativo cuando p<0.05.

4. RESULTADOS

4.1. Ensamble y caracterizacion de liposomas

Los liposomas fueron ensamblados mediante el método de rehidratacion de capa lipidica.
Se ensamblaron liposomas vacios, liposomas con LL-37 y liposomas con IDR-1018,
determinando la EE%, didametro hidrodinamico y pZ para cada coloide de liposomas

ensamblados.

El aumento en el diametro hidrodinamico y potencial Z de los liposomas ensamblado con
los péptidos, en comparacion con los liposomas vacios, indican una clara asociacion
entre los péptidos y los liposomas. Se obtuvieron tamafios homogéneos de liposomas y
mediante los ensayos de Cryo-TEM se confirmé la formacion de liposomas y la

asociacion con los péptidos.

4.2. Viabilidad celular en presencia de liposomas

Para evaluar la citotoxicidad de los liposomas se utilizé6 solamente los liposomas vacios
sin ninguna clase de péptido. Los resultados muestran que los liposomas no representan
un riesgo de citotoxicidad tanto en hMDMs como en células A549, ya que no se observd
una disminucién significativa en la viabilidad celular en comparacion con el control de

células vivas.



4.3. Efecto antimicrobiano de péptidos libres y encapsulados en
liposomas

Para evaluar el efecto antimicrobiano se realizaron ensayos de infeccion de hMDMs con
cepas de Mtb farmaco-sensible (H37Rv) y farmaco-resistente (MDR). Las células fueron
tratadas con las soluciones liposomales del péptido LL-37 durante 24 y 48 horas. No se
observo una diferencia estadisticamente significativa en ninguna de las dos cepas a las
24048 h

Se evaluo el efecto antimicrobiano de los liposomas con IDR-1018 solo a las 24 horas,
ya que no se observaron diferencias entre los tiempos de 24 y 48 h. Los liposomas fueron
probados en hMDMs infectados con ambas cepas, se observa una disminuciéon cuando
los macréfagos son infectados con la cepa H37Rv y tratados con los liposomas con IDR-
1018, pero esta disminucion es similar a la mostrada por el péptido libre. A pesar de esta
disminucién, al igual que con los liposomas con LL-37, la diferencia no es

estadisticamente significativa

Por ultimo, se evalué el efecto antimicrobiano de los liposomas conjugados con LL-37 en
células de epitelio pulmonar (A549). Las células fueron infectadas con la cepa H37Rv de
Mtb y tratadas durante 24 h. similar que en los hMDMs no se observé ningun efecto

antimicrobiano por parte de los liposomas con LL-37

4.4.Captacion de liposomas en A549

Para descartar que las células no estén captando los liposomas correctamente se decidi6
realizar un ensayo para evaluar la captacion de los liposomas donde se utilizé la linea
celular A549. Estas fueron tratadas durante 6 h con la solucion liposomal vacios, las
células fueron lavadas para retirar los liposomas que no hayan sido captados por las
células para finalmente ser tefidas con el colorante Rojo Nilo. Este colorante permite
tefir lipidos neutros y lipidos intracelulares, con ello logramos observar una coloracion
con una distribucién citoplasmatica la cual podria corresponder a los liposomas captados
por las células. Dicha coloracion no se logré observar en las células que no fueron

tratadas con la solucion liposomal.



5.CONCLUSION

A pesar de estos resultados, se consiguié un acercamiento al desarrollo de un sistema
de liberacion de AMP para tratar la infeccién causada por Mtb. Ademas, se asocio a los
péptidos LL-37 e IDR-1018 a liposomas para utilizarlos como tratamiento en la infeccion
causada por Mtb. La encapsulacién de IDR-1018 en liposomas representa uno de los
primeros reportes de este tipo. Aun es necesario realizar mas ensayos para desarrollar
un buen sistema de nanotransportadores para péptidos que permitan mejorar el efecto
antimicrobiano contra el bacilo de la TB. En este sentido, es fundamental explorar otras
alternativas en la composicidon de los liposomas, mejorar la sensibilidad en la
cuantificacion de los péptidos para determinar con precision su encapsulacion, y evaluar

la cinética de liberacion con el fin de llevar a cabo una evaluacion in vitro mas completa.

Considerando la necesidad de implementar sistemas de liberacién de AMPs, para el
control de la tuberculosis, nuestros resultados sugieren, que la baja toxicidad y la
eficiencia de encapsulacion de LL-37 e IDR-1018 observada en los liposomas de lecitina
de soya, son potenciales vehiculos y que su ensamblaje deberia ser optimizados para
Su uso, ya que nuestros resultados demuestran que no existe una mejora en el efecto
antimicrobiano de los péptidos evaluados, por lo que seran necesarios evaluaciones

adicionales para validar esta alternativa en el tratamiento de la tuberculosis.
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