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Resumen

La nanomedicina es una ciencia interdisciplinaria que conjuga la aplicacién de nanotecnologia,
nanociencia y nanoingenieria con la medicina, las herramientas a nanoescala como las
nanoparticulas poseen gran potencial terapéutico para uso en células diana, por ejemplo:
células dendriticas (CD). Las CD son células altamente maéviles cuya funcion principal es la
presentacién de antigenos, se consideran un puente entre la respuesta inmune innatay
adaptativa. En el presente trabajo, las CD se diferenciaron y maduraron con estimulos externos
como GM-CSF y nanoparticulas de oro de aproximadamente 30 nm en concentraciones de 5
ug/mL a 200 ug/mL, a partir de células de médula ésea (bmDC) de ratones adultos, hasta 12 dias
de cultivo. La caracterizacion de CD se realizé mediante RT — PCR, microscopia electrénica de
barrido y confocal para la observacion morfoldgica y ubicacidon de nanoparticulas dentro de las
células. Las bmDC se diferenciaron posiblemente en células dendriticas cCD1 y se determind su
estado morfolégico mediante la caracterizacidn de factores de coestimulacién CD40, CD86 y
CD11c, ademds, de la presencia de MHC — Il y CIITA la maduracién y activacion de las células
dendriticas al tener contacto con nanoparticulas de oro. La morfologia de una célula dendritica

murina madura se confirmé mediante observacién microscopica.

Palabras clave:

e NANOMEDICINA
e CELULAS DENDRITICAS

e NANOPARTICULAS DE ORO
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Abstract

Nanomedicine is an interdisciplinary science that combines the application of nanotechnology,
nanoscience and nanoengineering with medicine, nanoscale tools such as nanoparticles have
great therapeutic potential for use in target cells, for example: dendritic cells (DC). DCs are
highly mobile cells whose main function is the presentation of antigens, they are considered a
bridge between the innate and adaptive immune responses. In the present work, DCs were
differentiated and matured in up to 12 days of culture, with external stimuli such as GM-CSF and
gold nanoparticles of approximately 30 nm in concentrations of 5 ug / mL to 200 ug / mL, from
bone marrow cells (bmDC) of adult mice. The characterization of DCs was carried out by RT-PCR,
confocal and scanning electron microscopy for the morphological observation and location of
nanoparticles within cells. The bmDCs possibly differentiated into cDC1 dendritic cells and their
morphological status was determined by characterizing costimulation factors CD40, CD86 and
CD11c, in addition to the presence of MHC-Il and CIITA, the maturation and activation of
dendritic cells upon contact with gold nanoparticles. The morphology of a mature murine

dendritic cell was confirmed by microscopic observation.
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e DENDRITIC CELLS

e GOLD NANOPARTICLES
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Capitulo I: Introduccién

Antecedentes

El descubrimiento de células dendriticas fue un hallazgo clave en el desarrollo de la
inmunologia, con él se logré unir el trabajo de Paul Ehrlich y el hallazgo de la inmunidad
adaptativa, e llya Metchnikov y la inmunidad innata; en 1967 Robert Mishell y Richard Dutton
desarrollan un método para estudiar respuestas inmunoldgicas especificas in vitro el cual,
consistid en mezclar antigenos y linfocitos para conocer la respuesta de los anticuerpos del que
se concluyé que los linfocitos no eran suficientes para producir inmunidad, y de la necesidad de
células accesorias para cumplir con el objetivo (Nussenzweig, 2011)

Steinman junto a Cohn reconocen células derivadas del bazo cuya caracteristica
principal era la adherencia al vidrio, como estimuladoras de la respuesta inmune, las cuales
fueron conocidas como células accesorias (van Furth & Zanvil, 1968). Se creia que las células
accesorias eran los macréfagos, gracias a la experiencia de Cohn y Barbara Ehrenreich se
encontré que al exponer macréfagos con antigenos se induce una respuesta inmune, sin
embargo, no se logré encontrar la captacion o retencidon de antigenos por parte de estas células
(Nussenzweig, 2011).

En 1973 Nussenzweig utiliza aptameros como antigenos para describir la importancia de
las células dendriticas: su mecanismo de presentacion y la baja actividad de los macrdéfagos para
esta caracteristica; gracias a varios avances en microscopia electrdnica (microscopio en
contraste de fases), en 1980 descubrieron una pequefia poblacién de células con morfologia
estrellada Unica y diferente a monocitos y macréfagos las que llevarian el nombre de células
dendriticas las cuales, presentaron mecanismos de internalizacidn sin la presencia de vacuolas

fagociticas, las células se alargaban exhibiendo estructuras similares a un arbol, hecho que los
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Ilevé a ser merecedores del Premio Nobel en Fisiologia y Medicina en el afo 2011

(Nussenzweig, 2011). Afios mas tarde, se descubrid que este tipo de células expresan alto nivel
de complejo de histocompatibilidad mayor tipo Il (MHC-II) con la intencién de estimular la
proliferacién de linfocitos T (Puhr et al., 2015).

En 1992 se anadiod al medio de cultivo citoquinas de linaje para la diferenciacién y
maduracién a las células mononucleares adheridas en diferentes condiciones (Van Spriel & Jong,
2013), por ejemplo: el factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF),
con la intencidon de estimular la formacién de colonias de células mieloides a partir de
progenitores de médula ésea (Puhr et al., 2015). Sin embargo, el aislamiento de células
dendriticas de los tejidos de cuerpo de ratén es complejo y el nimero de células aisladas es bajo
(Allen & Walker, 2013).

La primera evidencia del uso de materiales a nanoescala se registré hace mas de 4500
afios con la presencia de nanofibras de amianto natural en ceramicas, en los siglos XIV y XlIl a.C.
los egipcios y mesopotamicos fabricaron vidrio con nanoparticulas metdlicas de sintesis quimica,
en 1857, Michael Faraday informd acerca de la sintesis de una solucidn coloidal de
nanoparticulas de oro, la cual da paso al inicio del uso de nanomateriales en la ciencia; para
2005 Abraxane, un producto farmacéutico a base de nanoparticulas de albumina sérica es
sintetizado y comercializado (Jeevanandam et al., 2018), en la actualidad se encuentran mas de
35 nanoparticulas aprobadas por la FDA y 152 productos en ensayos clinicos reportados hasta

2019 (Anselmo & Mitragotri, 2019).
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En la actualidad, se ha reportado resultados positivos acerca de la interaccién entre

nanoparticulas y células dendriticas, es decir, las NP pueden inducir respuestas inmunoldgicas
como la activacién de células presentadoras de antigenos dando paso a una respuesta
adaptativa (Niikura et al., 2013); por lo tanto, comprender los efectos téxicos e inmunoldgicos

de las nanoparticulas seria esencial para su posible aplicacion en el dmbito farmacoldgico.

Justificacion

Las células presentadoras de antigenos (APCs) como los macrdfagos y las células
dendriticas fagocitan estas particulas o materiales externos y estimulan la produccién de
linfocitos y otras células inmunes mediante la liberacidon de mediadores quimicos o citocinas,
gue se encargan de iniciar la respuesta inmunoldgica adaptativa (Niikura et al., 2013). Segun
Zhou y colaboradores (2016), la falta de sistemas inmunolégicos eficientes en cuanto a la
presentacién de antigenos y la activacion de linfocitos, asi como la migracién restringida de
células dendriticas y su baja produccidn limita una respuesta de defensa potencial. Para
beneficiarse de la inmunoterapia a gran escala se debe explorar e investigar enfoques

novedosos a fin de dirigir antigenos y agentes inmunoestimuladores de células dendriticas.

En la actualidad, se han registrado informes acerca de la actividad de las nanoparticulas
en células eucariotas, principalmente su poder de induccidn a respuestas inmunoldgicas, como
la produccion de anticuerpos y la regulacidon positiva de citocinas; para ello es necesario
comprender los efectos de las nanoparticulas para futuras aplicaciones en biomedicina, las
cuales han sido demostradas debido a sus diferentes caracteristicas, entre ellas: forma, tamafio
y carga superficial (Jazayeri et al., 2016); un tamafo y forma adecuados podrian convertir a la

nanoparticula en antigeno eficaz (Yen et al., 2009).
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En varias investigaciones se demostrd que existen nanoparticulas que no causan

citotoxicidad significativa, producen citocinas, activan células dendriticas y realizan cambios

fenotipicos en ellas (Fytianos et al., 2015).

Su facil preparacion, quimica de superficie, biocompatibilidad y propiedades dpticas
Unicas justifican el uso de nanoparticulas de oro como inmunoterapia (Arosio et al., 2011); sin
embargo, su toxicidad se encuentra intimamente relacionada con la forma, tamafio y carga
superficial debido a que pueden afectar directamente el reconocimiento y aceptacién por parte
de las células dendriticas, en cuanto al tamaio, las NPAu pueden variar entre 14 y 100 nm
debido a que se incorporan facilmente a células de mamiferos y no indican citotoxicidad (Yen et

al., 2009).

Debido a lo expuesto anteriormente, esta investigacion pretende abordar y comprobar
si las nanoparticulas de oro esféricas, de 30 nm de tamafio con carga superficial negativa y
citrato como estabilizador son capaces de diferenciar y madurar a las células dendriticas
derivadas de médula ésea con el fin de potenciar la respuesta inmunoldgica adaptativa, generar
inmunoterapia dirigida ante diferentes patdgenos presentes en el organismo o modular la

respuesta inmunoldgica en personas inmunodeprimidas.
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Objetivos Generales y Especificos

Objetivo General
Madurar y activar células dendriticas de médula dsea de ratdn (Mus musculus) mediante

el uso de nanoparticulas de sintesis quimica.

Objetivos Especificos

e  Determinar la concentracién de nanoparticulas empleadas para la maduracidn y activacion
de células dendriticas.

e  Obtener células mononucleares viables derivadas de médula ésea de raton (Mus musculus)
(bmDC).

e  Estimular la maduracion de células dendriticas mediante diferentes factores de
estimulacion y nanoparticulas.

e  Caracterizar la activacién de células dendriticas mediante RT-PCR identificando MHC — Il y/o

factores de coestimulacién y microscopia electrénica de barrido.
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Capitulo 1I: Revision Bibliografica

Sistema Inmunoldgico

Se conoce como sistema inmunolégico al conjunto de células y moléculas responsables
de generar inmunidad mediante una respuesta conjunta y coordinada frente a la exposicién a
sustancias extrafias conocidas como antigenos, ya sean: microorganismos, proteinas,
polisacaridos o pequefios compuestos quimicos y mantener la homeostasis del cuerpo (Abbas et
al., 2015). El sistema inmunoldgico consta de varios drganos y tejidos, sin embargo, funciona
como una entidad Unica de defensa debido a sus componentes celulares, los cuales se
caracterizan por su movilidad y presencia en gran nimero entre la sangre, linfa y érganos

linfoides secundarios (Repasky, 2016).

Organos y Tejidos Linfdticos

Segun Abbas y colaboradores (2015) las interacciones necesarias entre células, el
reconocimiento del antigeno y la activacion de linfocitos ocurren en érganos y tejidos donde se
localizan y concentran. Los érganos que forman parte del sistema inmunoldgico se clasifican en:
6rganos linfaticos primarios o centrales en los cuales los linfocitos alcanzan su madurez
fenotipica y funcional, su principal funcidn es proporcionar factores de crecimiento y sefiales
moleculares necesarias para la maduracion, y érganos periféricos o secundarios donde inicia el
desarrollo de la respuesta inmunoldgica ante antigenos extrafios, su funcién principal es
transportar antigenos y linfocitos virgenes (National Institutes of Health, 2003). En la tabla 1 se

detallan los drganos de acuerdo con su clasificacion.
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Organos linfdticos primarios y secundarios.

Clasificacion Organo Funcion
Lugar de generacion de células sanguineas circulantes: eritrocitos,
Médula granulocitos y monocitos (hematopoyesis).
Generadores,
Osea Proliferacion y maduracion de células sanguineas es estimulada por
primarios o
factores estimuladores de colonias (citocinas)
centrales.
Lugar de maduracién de linfocitos T, presencia de células epiteliales
Timo
medulares timicas precursoras de linfocitos T.
Bazo Eliminar células sanguineas viejas y dainadas.
Favorece el inicio de la respuesta inmune adaptativa, presencia de
Ganglios
macroéfagos, células dendriticas y linfa.
Periféricos o linfaticos

secundarios.

Sistema

linfatico

Proliferacion de linfocitos B.
Vasos especializados en el drenaje de linfa hacia ganglios linfaticos y
sangre para homeostasis hidrica y respuesta inmunitaria.

Transporte de antigenos hacia ganglios linfaticos.

Nota: recuperado de Abbas et al (2015).

Células del Sistema Inmunitario

Cada célula involucrada en la defensa del organismo desempefia una funcién

especializada, entre ellas se encuentran: células que realizan fagocitosis, células dendriticas,

linfocitos especializados y leucocitos. Sus funciones se detallan en la tabla 2.



Tabla 2
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Célula Funcidn
Neutrofilos Ingerir y destruir antigenos, deshacerse de células
Células que (¢ dafiadas.
realizan Macrofagos
fagocitosis . Produccion de mediadores inflamatorios,
Monocitos S .
acumulacidn rapida en lesiones.
. Presentes en piel y epitelio, produccién de citocinas y
Mastocitos . . L.
mediadores de inflamacién.
Baséfilos Defenza a reacciones alérgicas.
Eosinofilos Contienen enzimas lesivas para dafiar parasitos.
Linfocitos B Produccion de anticuerpos.
Linfocitos . . Mediadores de la inmunidad celular, linfocitos
Linfocitos T . .
derivados del timo.
Células dendriticas
Células Captan el antigeno, lo indican al linfocito y producen

presentadoras Macrofagos

de antigenos
Linfocitos B

sefiales para inducir proliferacion y diferenciacién de
linfocitos.

Nota: recuperado de Abbas et al (2015) y Cruvinel et al (2010).

Inmunidad Adaptativa e Innata

Segun Cruvinel y colaboradores (2010) la respuesta inmunoldgica se encuentra dividida

en inmunidad innata y adaptativa.

Inmunidad Innata

La inmunidad innata representa una reaccion temprana y rapida ante limitados

estimulos, es decir, es la primera linea de defensa ante estructuras que son comunes a grupos

de antigenos debido a que no puede distinguir entre ellos (Abbas et al., 2015). Sus principales

componentes (Figura 1) son: barreras fisicas, quimicas y bioldgicas como el epitelio, células

especializadas entre ellas: neutréfilos, macréfagos, células dendriticas y linfocitos NK, y
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moléculas solubles presentes en todos los individuos como el sistema de complemento; la

fagocitosis, liberacion de mediadores inflamatorios, activacion del sistema de complemento,
sintesis de citocinas y quimiocinas son los principales mecanismos de respuesta ante un
estimulo externo, con el objetivo de activar la respuesta inmune innata mediante la interaccion

con receptores de reconocimiento de patrones (PRR) (Cruvinel et al., 2010).

Inmunidad Adaptativa

Este tipo de respuesta depende de la activacidn de células especializadas (Figura 1):
linfocitos y moléculas solubles como citocinas que se encargan de regular y coordinar sus
actividades y quimiocinas responsables del movimiento y migracion celular; la principal
diferencia a la respuesta innata se basa en las caracteristicas que posee: especificidad,
diversidad de reconocimiento, memoria, autocontrol y tolerancia a componentes del mismo
organismo (Abbas et al., 2015).

Las células presentadoras de antigeno juegan un papel muy importante en la
estimulacién de esta respuesta al exponer el antigeno asociado a moléculas del complejo de

histocompatibilidad mayor (Cruvinel et al., 2010).
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Figura 1.

Inmunidad innata y adaptativa, tiempo de respuesta.
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Nota: tomado de Abbas et al (2015).

Células Dendriticas

Segun Chung y colaboradores (2014) su nombre se debe a la presencia de numerosas
proyecciones de membrana similares a las dendritas de las neuronas (Figura 2), son células
altamente mdviles especializadas en la presentacidn de antigenos debido a su capacidad de
capturar, procesar y exponer de forma dptima a linfocitos T inmaduros y generar respuestas
inmunes especificas (Vazquez et al., 2012), se encuentran en lugares del cuerpo que estan
expuestos a agentes extrafios, infecciosos o dafo tisular, como: piel, epitelios, tejidos
periféricos, bazo e intestino, también en drganos linfoides, linfa aferente y sangre periférica

donde capturan antigenos (Mokhtar & Hussein, 2019).
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Se activan y migran a los ganglios linfaticos para procesar y presentar al antigeno

(Cruvinel et al., 2010); en sangre periférica representan menos del 2 % de células
mononucleares (Vazquez et al., 2012), sin embargo, para Wang y colaboradores (2016)
constituyen el 1 % aproximadamente de los glébulos blancos periféricos en animales y
humanos.

Figura 2

Célula dendritica madura observada en microscopio electronico de barrido (sem).

20kV  X6,000 2pm 0000 02/DEC/10

Nota: tomado de Wang et al (2016).

Consideradas un puente entre la respuesta inmune innata y adaptativa debido a que son
atraidas y activadas por elementos del primer mecanismo de defensa y permiten la
sensibilizacion de linfocitos de la respuesta adaptativa, son las primeras células en llegar al lugar
de infeccidn (Cruvinel et al., 2010); se caracterizan por la expresién elevada de complejo de
histocompatibilidad mayor clase Il (MHC-II), la ausencia de marcadores de linaje: CD14 en
monocitos, CD3 en linfocitos T, CD19, CD20 y CD24 para linfocitos B, CD56 en células NK 'y
CD56b en granulocitos, ademas, presentan moléculas de adhesién comunes para monocitos y
macroéfagos: CD11a, CD11c, CD50, CD54, CD58 y CD102, y moléculas coestimuladoras: CD40,

CD80y CD86 (Vazquez et al., 2012).
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Figura 3.

Respuesta pro y antiinflamatoria ante diferentes estimulos.
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Nota: tomado de Fldrez et al (2018).

Origen y Desarrollo

Segun Hespel y Moser (2012), la diferencia entre células dendriticas inflamatorias y
convencionales se encuentra en su origen y diferenciacién, como se observa en la figura 4, las
células madre hematopoyéticas pluripotentes en la médula ésea (HSC) expresan PU.1 para
diferenciarse en progenitores de macréfagos y células dendriticas (MDP), esta es la Ultima etapa
comun entre células dendriticas convencionales e inflamatorias; en presencia del ligando de
tirosina quinasa 3 de tipo FMS (FLT-3), las MDP dan lugar al progenitor comun de células
dendriticas (CDP) para dar paso a células dendriticas plasmocitoides y precursores (pre-DC), las
cuales viajan a través de la sangre a tejidos linfoides y no linfoides en condiciones estacionarias

e inflamatorias.



En cambio, en presencia del factor de estimulacién de colonias de granulocitos —
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macréfagos (GM-CSF), las MDP se diferencian en monocitos con altos niveles de Ly6C en altas y

bajas concentraciones, cuando son bajas concentraciones se da paso a la diferenciacién de

macrdéfagos, en casos de inflamacién o infeccidn los monocitos con altos niveles de Ly6C migran

a la médula ésea por la via dependiente de CCR2 a través de la sangre hacia tejidos inflamados

donde alcanzan la diferenciacidn completa en células dendriticas inflamatorias. Sin embargo,

aproximadamente el 30 % se diferencia en células dendriticas y el 40 % en macréfagos (Sokolova

et al., 2018)

Figura 4.

Origen y desarrollo de células dendriticas.
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Subclases de Células Dendriticas

Segun Vazquez y colaboradores (2012), las células dendriticas se originan a partir de
precursores hematopoyéticos, con influencia de FLT-3 y GM-CSF se obtienen dos tipos de
progenitores; en sangre periférica circulan células dendriticas fenotipica y funcionalmente
diferentes, las cuales se distinguen entre si por su expresion de CD11cy CD123:

Linfoides (CD11c CD123*). Células dendriticas que derivan de células plasmocitoides en
sangre (pDC), secretan grandes cantidades de interferdn tipo | (IFN o/ B) cuando ocurren
infecciones virales, sus receptores TLR7, TLR8 y TLR9 responden a ARN y ADN de antigenos,
carecen de dendritas cuando poseen un fenotipo inmaduro, son menos eficientes en el
procesamiento de antigenos a comparacién de las moDC y se consideran células dendriticas
inductoras de tolerancia, ademas, son las encargadas de generar una respuesta innata antiviral
temprana al producir grandes cantidades de IFN tipo | (Al-Ashmawy, 2018). En humanos las pDC
provenientes de PBMC se caracterizan por la ausencia de marcadores de linaje mieloide como
CD11b, CD11c, CD13 y CD33; en cambio, las de origen murino provenientes de médula dsea
expresan CD123 diferentes a las de origen mieloide por ser CD11b  CD11c"" B220* (Figura 5)
(Aravena, 2006).

Mieloides (CD11c* CD123"). Surgen de precursores mieloides como monocitos de sangre
periférica o progenitores CD34+ de la médula ésea (moDC o cDC), entre ellas las células de
Langerhans, principales células dendriticas en la piel, y células dendriticas intersticiales que se
encuentran en timo, bazo, pulmdn e intestino, expresan receptores de superficie para PAMPs:
TLR2 para peptidoglucano y TLR4 para lipopolisacarido (Mokhtar & Hussein, 2019), producen
altos niveles de IL-12 y aumentan la diferenciacion de células T-helper tipo 1 (Th1) y las

respuestas de linfocitos T citotdxicos CD8+, por lo tanto, son consideradas células dendriticas
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inductoras de inmunidad, en ratones las cDC se subdividen en ¢cDC1 y cDC2 para 6rganos

linfaticos y CD103*y CD103" en érganos no linfoides (Al-Ashmawy, 2018)
Figura 5.
Caracteristicas de poblaciones de cd humanas y murinas.

Myeloid/Conventional Myeloid/Conventional

+cDC1 { CD8a, CD141+, CLEC9A and XCR1)

*¢DC1 { CD141+, CLEC9A and XCR1)

+cDC2 { CLECTA, CLECGA, CDLC, CD2, FCERL and
SIRPA)

*+cDC2(CD24,CO11b,SIRPA)

Plasmacytoid DCs Plasmacytoid DCs

*CD123, CD303, CD304, CD358 and CD300A *SiglecH, Bst2 and Ly6¢

Langerhans Cells Langerhans Cells

*CD14a,C011¢"" and Langerin *CD11b and Langerin

Monocyte-derived Des
*Ly6C, CCR2, CX3CR1, CD206 and CD209

Monocyte-derived Des

+CD14,CD16,CD206 and CD209

Nota: tomado de Tiburcio et al (2019).

Morfologia de Células Dendriticas

Las células dendriticas se encuentran en tres estados funcionales: inmaduras,
semimaduras y maduras; se distinguen por su capacidad de interactuar con células virgenes, al
ser inmaduras son tolerogénicas, esenciales para prevenir respuestas contra tejidos sanos a
diferencia de las maduras que son inmunoestimulantes (Patente et al., 2019). La mayoria de las
células dendriticas in vivo se encuentran en estado inmaduro e inactivo, en consecuencia se
puede convertir a un estado maduro y activo gracias a la exposicidén de estas células a diferentes
ligandos estimuladores (Liu & Roche, 2015).

Las células dendriticas inmaduras residen como centinelas en la mayor parte de los

tejidos y presentan una mayor eficiencia en la captura de antigenos como patdgenos y células
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apoptdticas o necréticas; debido a su capacidad endocitica, migran de la médula ésea al

torrente sanguineo para llegar a tejidos periféricos como la piel (células de Langerhans).

Morfolégicamente presentan superficie redonda y lisa, bajos niveles de moléculas
coestimuladoras como: CD80, CD86, CD83 y MHC — Il (Kim & Kim, 2019); mientas que las células
dendriticas maduras son mas eficientes en el proceso de presentacion de antigenos, se activan
por la migracién a través de los vasos linfaticos hacia drganos linfoides secundarios (tabla 1)
(Cruvinel et al., 2010), en su morfologia presentan superficie rugosa con multiples pseuddpodos
o dendritas, expresan altos niveles de moléculas coestimuladoras y citocinas
inmunoestimuladoras que indican su estado fenotipico y maduro (Figura 6) (Kim & Kim, 2019).
Figura 6.

Proceso de maduracion de células dendriticas.
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Patente y colaboradores (2019) describen como caracteristicas de células dendriticas

inmaduras: la baja expresioén superficial de moléculas coestimuladoras y receptores de

guimiocinas, no liberan citocinas inmunoestimuladoras como se observa en la figura 7 y se

evidencia la presencia de marcadores de superficie como CD11c, CD11b y MHC-II (Al-Ashmawy,

2018).
Figura 7.
Maduracion de células dendriticas.
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Nota: tomado de Banchereau et al (2000).

Proceso de Maduracion de Células Dendriticas

Propiedades
Liberacion de citocinas
IFN-a
TNF
L1

Captura de Antigenos
Alto expresion intracelular de MHC clase II
Endocitosis

Fagocitosis

CXCR4, CXCR2

Alte CCR1, CCR5, CCRe
Bajo CCR7

Bajo CD34, 58, 80, 86
Bajo CD40

Bajo CD&3

Alto CDe8

No DCs LAMP

Alto CCR9 ;?

Presentacion de antigenos
Alto expresion de MHC clase IT
Baja endocitosis

Baja fagocitosis

CXCR4

Bajo CCR1, CCR5, CCRé
Alto CCR7

Alto CD54, 58, 50, 86

Alte CD40

Alto CD83

Bajo CD68/ alto DC-LAMP
Bajo CCR9 ;?

Las células dendriticas llegan a su estado de maduracidn cuando encuentran estimulos

exogenos o enddégenos denominados patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) por

receptores tipo Toll (TLR), principalmente: TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-5, TLR-8 y TLR-9 (Al-
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Ashmawy, 2018), como se puede observar en la figura 8, esto ocurre principalmente por

alteraciones en la homeostasis del tejido activando mecanismos de transcripcion metabdlica,
celular y génica, lo cual permite que las células dendriticas migren a tejidos periféricos (6rganos
secundarios). Durante la maduracién pierden estructuras adhesivas, reorganizan el
citoesqueleto y aumentan su movilidad, disminuyen su actividad endocitica aumentando la
expresion de MHC-1l y moléculas coestimuladoras; expresan altos niveles de receptor de
guimiocina CCR7 y secretan citoquinas entre las principales se encuentran: interleucina 6 (IL-6),
IL-10, TNFa e IL 12 para la activacidn y proliferacion de linfocitos T (Cruvinel et al., 2010).

Su activacion involucra un proceso de translocacion inmediata mediada por quimiocinas
hacia ganglios linfaticos periféricos generando inmunidad adaptativa; la maduracion fenotipica
es alcanzada cuando las células dendriticas regulan la elevada produccidon de marcadores de

maduracién en la superficie como: CD40, CD80, CD83 y CD86 (Al-Ashmawy, 2018)

Figura 8.
Ciclo de vida de células dendriticas y sinapsis inmunoldgica.
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Nota: tomado de Banchereau et al (2000), Huppa y Davis (2003).
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Proteinas Involucradas en la Maduracidn, Aactivacion e Indicadoras de Dafio en Células

Dendriticas
6 —actina

Las actinas son proteinas altamente conservadas presentes en abundancia en células
eucariotas de mamiferos, involucradas en procesos celulares esenciales como: motilidad celular,
estructura e integridad, (NCBI, 2020) citocinesis, remodelacion de cromatina y regulacién
transcripcional. Esta proteina cuenta con 6 isoformas cada una involucrada en procesos
especificos y codificadas por genes separados y diferentes (Patrinostro et al., 2018).

Complejo de Histocompatibilidad Tipo Il (MHC — 1)

Las moléculas de MHC tipo Il son glicoproteinas que se encuentran Unicamente en
células presentadoras de antigenos como: macrofagos, células dendriticas y células B, son
responsables de presentar péptidos derivados de patdgenos extracelulares a linfocitos T CD4%;
en humanos hay tres moléculas: HLA-DP, -DQ y -DR, mientras que en raton Unicamente Ay E
ortdlogas a -DR y -DQ de humano (Ting & Trowsdale, 2002).

Inicialmente se encuentra en el reticulo endoplasmatico donde se estabilizan por su
cadena invariante evitando de esta manera su union a péptidos celulares, a continuacién, se
externaliza a través del aparato de Golgi donde la cadena invariante es degradada para
mantener la unién a un antigeno extrafio mediante el intercambio con el mismo. La molécula
presenta dos cadenas cada una con dos dominios: aly B1 formando el surco de unién al

péptido y a2 y 2 transmembrana (Bio-Rad, n.d.).
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ClITA

CIITA es el regulador principal de la expresién de MHC — Il con supuestas funciones
relacionadas al procesamiento y presentacion de antigenos (Anderson et al., 2017); esta
proteina posee 4 repeticiones ricas en leucina y un dominio de unién a GTP el cual es empleado
para transportarse al nucleo, interactua con la acetiltransferasa y actua similar a un coactivador
(GeneCards, n.d.)

Clec9A

Receptor transmembrana de tipo lectina, tipo C, ubicado en el grupo de dectina-1 (V),
presente Unicamente para células dendriticas convencionales tipo 1 (cCD1) en ratones y
humanos; DNGR — 1 codificado por Clec9A, detecta F — actina, expuesta durante la muerte
celular necrética y media la presentacion cruzada de antigenos asociados a células muertas e
infecciones virales, no activa NFkf sin embargo, se ha visto asociado a SHP — 1, reduce la
inmunopatologia asociada a dafio tisular salvaguardando la integridad de tejidos; este no es un
indicador de activacion (Cueto et al., 2020).

CD1ic

También conocida como Integrina X, es una molécula con caracteristicas de adhesion y
expresion elevada en la superficie celular, forma un receptor heterodimérico con CD18
importante en la relacién APC — linfocito T (Hara et al., 2013), se encuentra en varias células
mieloides como: linfocitos, células naturales asesinas (NK) en menor cantidad y células
dendriticas; es usado como un marcador de CD murinas, sin embargo, por su presencia en otras
células no es especifico para ellas aunque se pueden identificar dos poblaciones de células
dendriticas de acuerdo a su expresion. CD11c en la superficie se encuentra regulada

negativamente en BMDC de ratdn después de su activacion (Singh-Jasuja et al., 2013).
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CD 40

Es un receptor de superficie de glucoproteina transmembrana miembro de la
superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral, fosfoproteina tipo | que se expresa en
diferentes células: células dendriticas, linfocitos B, macrdéfagos y células no hematopoyéticas.
Durante la presentacidon de antigenos la interaccién entre CD40 y el ligando de DC40 (CD40L)
induce la produccién de interleucina — 12 (IL-12) en CD desencadenando la diferenciacién de
linfocitos T helper tipo 1 (Th1) y una sefializacién antiapoptotica en CD a través de la activaciéon
de Aktl; ademas, durante la maduracion la expresién de esta proteina en células dendriticas
aumenta después de recibir estimulos (lijima et al., 2003).

CD40 induce cambios en las células dendriticas, entre ellas: aumenta la efectividad de
presentacién de antigenos, regulacion positiva de MHC — Il y moléculas coestimuladoras como
CD80 y CD86; en células dendriticas inmaduras CD 40 se expresa en niveles bajos. En ratones es
empleado como un marcador para distinguir CD activas y no activas (Ma & Clark, 2010).

CD 86

Conocida también como B7 — 2 pertenece a los ligandos de proteinas de superficie
celular de la familia B7 con relacién estructural, se encuentran en células linfoides y no linfoides
donde es regulado tras la activacidn de linfocitos B, células dendriticas y monocitos (Collins et
al., 2005), promueve la maduracidn, funcion y supervivencia de células presentadoras de
antigenos; la maduracién de células dendriticas conduce a una regulacién positiva de las
moléculas coestimuladoras B7 — 1y B7 — 2 (Yadav & Sarvetnick, 2007).

P53

Proteina también conocida como TP53 forma un factor de transcripcion

homotetramérico que regula alrededor de 500 genes diana, por lo tanto se encuentra

involucrado en procesos celulares que se detallan en la figura 9 (Aubrey et al., 2018).
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Figura 9

Procesos celulares regulados por P53.
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Mecanismo de Presentacion de Antigenos

Segun Cruvinel y colaboradores (2010), los antigenos capturados se procesan dentro de
la célulay se presentan en la superficie unidos a las moléculas de MHC, los antigenos proteicos
son exhibidos por las moléculas del complejo de histocompatibilidad mayor clase | y Il que
estimulan LTap, antigenos lipidicos son presentados por las moléculas CD1 o no clasicas de MHC
y estimulan LTy® y NK/T, cuando tienen contacto con el antigeno lo retienen en los ganglios
linfoides durante largos periodos contribuyendo a la memoria inmunolégica.

Las células dendriticas impulsan la produccién del efector CD4+ Th1 y linfocitos T CD8+
(Al-Ashmawy, 2018); Bevan en 1976 describe la capacidad Unica de las células dendriticas en
realizar presentaciones cruzadas, es decir la molécula de MHC — | puede capturar antigenos de
medio extracelular y permite generar respuestas contra antigenos intracelulares de otros tipos

de células (Patente et al., 2019).
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Vias de Absorcién de Antigenos

Segun Al-Ashmawy (2018), la internalizacién del antigeno extracelulares es una
caracteristica especifica de células dendriticas inmaduras y puede ocurrir mediante tres
mecanismos: endocitosis y macropinocitosis para antigenos solubles y fagocitosis para antigenos
particulados (Burgdorf & Kurts, 2008). En células derivadas de médula dsea (bmDC) la
macropinocitosis es el mecanismo mds comun en la internalizacidn de antigenos con
proximadamente 2 fL/cell/min proporcionando un mecanismo robusto de captacién (Liu &
Roche, 2015).

La fagocitosis es un proceso endocitico dependiente de actina donde las particulas
opsonizadas, es decir, marcadas para su ingestion y posterior destruccidon se unen a receptores
de la superficie de células dendriticas, ingresan a la célula en fagosomas derivados de la
membrana. Como se observa en la figura 10, los antigenos que han sido fagocitados se asocian a
lisosomas MHC-II + obteniendo como resultado fagolisosomas o dirigirse directamente al
compartimento multivesicular endosémico/lisosémico temprano estable para generar
complejos péptido-MHC clase Il (pMHC-II) (Liu & Roche, 2015).

La macropinocitosis (Figura 10) al igual que la fagocitosis es una via dependiente de y
del citoesqueleto, esta via permite a las células dendriticas capturar rdpidamente al antigeno,
sin embargo, no es especifica (Al-Ashmawy, 2018). Esta via absorbe antigenos solubles en la
célula mediante macropinosomas, son transferidos a endosomas tempranos para finalmente ser
fusionados al compartimento multivesicular, en este lugar los antigenos se degradan y cargan en
MHC-II (Liu & Roche, 2015); cuando las células dendriticas se encuentran en estado inmaduro el
proceso de macropinocitosis es solido y constitutivo, sin embargo al cambiar su estado

morfolégico el mismo va desapareciendo (Sallusto et al., 1995).
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En la endocitosis mediada por receptores (Figura 10) los antigenos solubles se unen a
receptores especificos en la superficie celular, los cuales son internalizados en vesiculas
recubiertas con clatrina, se entregan a los endosomas tempranos previo a eliminar la clatrina
para finalmente ser entregados al compartimento de procesamiento para la degradacién
proteolitica y formacién de pMHC-II. Después de formar los compartimentos para el
procesamiento de antigenos, los complejos pMHC-II exponen fragmentos peptidicos de este a la
membrana plasmatica para iniciar una respuesta inmune adaptativa especifica funcionando
como plataformas de presentacion (Liu & Roche, 2015).

Durante la maduracion las células dendriticas regulan de forma negativa la endocitosis
limitando la cantidad de antigenos que pueden ser presentados al salir de tejidos periféricos,
esta regulacion ocurre por una disminucion en la expresion superficial de los receptores y por la
modulacion descendente de macropinocitosis y fagocitosis (Al-Ashmawy, 2018)

Figura 10.
Mecanismos de internalizacion de antigenos.
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Tabla 3

Resumen de mecanismos de absorcion de antigenos.
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Tipoy
Mecanismo de Via de Molécula
Via de absorcién tamaiio de
ingreso dependencia presentadora
antigeno
Soluble
Caveolas 2> Receptores
Endocitosis ~60nm. especificos en la Clatrina pMHC- Il
Clatrina 2> superficie celular
~120nm.
Soluble Macropinosoma /
Macropinocitosis Citoesqueleto MHC-1I
<1lum. endosoma
Receptores
Particulado especificos en la
Fagocitosis Actina pMHC- I
>1 um. superficie celular

/ fagosoma

Nota: extraida de Liu y Roche (2015), Hubbell et al (2009).

Presentacion Cruzada de Antigenos

Una de las caracteristicas principales de células dendriticas es su capacidad profesional

de presentar antigenos, atraen y activan células T CD4* y CD8*, las CD inmaduras captan

antigenos exdgenos particulados que pueden ser presentados por moléculas de MHC clase |

mediante un proceso denominado como presentacidn cruzada (Nierkens et al., 2013).



Como se observa en la figura 11, la presentacidn cruzada se puede producir por dos

vias: la via de endosoma a citosol desde vesiculas endosdmicas hacia el citosol donde el

antigeno es procesado por el proteasoma y cargado en moléculas MHC — | en el reticulo

endoplasmatico, y la segunda via en cambio es independiente del citosol y proteasoma; en ella

las células dendriticas utilizan proteasas endosémicas para procesar y cargar los antigenos

directamente a MHC — | (Nierkens et al., 2013). Sin embargo, esta capacidad tiene influencia de

diferentes factores (Figura 12): tipo de antigeno (solubles, particulados o asociados a células),

presencia de factores estimuladores de CD y sincronizacion y fase de la respuesta inmune

Figura 11.

Presentacion cruzada de células dendriticas.
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Figura 12.

Factores que intervienen en la presentacion cruzada de antigenos.
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Internalizacién de Nanoparticulas por Células Dendriticas

La absorcion, internalizacion y eliminacidon de nanoparticulas por células dendriticas
depende principalmente de su tamafio y carga (Y. P. Jia et al., 2017); la unién de proteinas a las
nanoparticulas alteraria sus propiedades fisico quimicas, las NPAu, principalmente, formarian
una corona de proteinas alterando su carga superficial facilitando de esta manera la captacién
celular a través de endocitosis mediada por receptores, ademas de evitar la agregacién de las
mismas (Ahmad et al., 2017).

Segun Jia et al (2018) mencionan que las células dendriticas reconocen a las
nanoparticulas y pueden utilizar las tres vias (Tabla 3) para permitir su ingreso, las de pequefo

tamafio son facilmente absorbidas pero su toxicidad es alta. Nanoparticulas de 50 nm son
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absorbidas de manera mas eficiente sin embargo pueden agregarse dentro de las células

(Ahmad et al., 2017), la relacion entre tamafio y mecanismo de ingreso se describe en la figura
13.

Dependiendo su forma de activacidn, las células dendriticas pueden interactuar con
células T auxiliares (Th) principalmente Th1, Th2 y Th17, en este caso las nanoparticulas cuentan
con la capacidad de inducir a las células dendriticas la activacidn de los Th mencionados
anteriormente (Figura 13); la relacién tamario y la quimica de superficie de las nanoparticulas de
Oxidos metalicos también lograrian potenciar la presentacidén cruzada de antigenos (J. Jia et al.,

2018).

Figura 13

Mecanismos de ingreso de nanoparticulas.
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Terapia con Células Dendriticas

En las Ultimas décadas se han realizado amplios estudios con células dendriticas murinas
y humanas, varios en fase preclinica y aproximadamente 1000 ensayos en las diferentes fases
clinicas registrados en Clinical Trials y EU Clinical Trials Register; la mayoria de los ensayos
clinicos buscan aprovechar su prevalencia mediante manipulacion in vivo y ex vivo de
precursores de células dendriticas como MoDC para provocar la inmunidad de células T. Una de
sus principales aplicaciones es el uso de células dendriticas tolerogénicas como base de vacunas
contra diferentes enfermedades como: diabetes (NCT02354911), artritis reumatoide
(NCT01352858), enfermedades autoinmunes como Crohn y tumores, ademas de su papel
importante en el trasplante de érganos (NCT02252055) (Flérez-Grau et al., 2018).

En ensayos in vivo murinos, para lograr la cantidad necesaria de células dendriticas se
emplea MoDC cultivadas a partir de precursores de médula ésea con la ayuda de diferentes
factores de diferenciacién: GM-CSF sin la necesidad de IL-4 debido a que IL-4 no es necesaria en
raton a diferencia de humanos (Santana-Magal et al., 2018). Las MoDC comprenden
aproximadamente el 10-15 % de las poblaciones de células dendriticas a diferencia de los
precursores de bazo cuyo total de células es de 0.3-0.8 %, sin embargo, el uso de MoDC para el
desarrollo de vacunas es limitado debido a que el procedimiento no se puede realizar en
humanos, ademas no existe suficientes sefiales tumorales para ser activadas (Santana-Magal et
al., 2018); Seguin Vourekas y colaboradores (2016) el uso de MoDC a partir de precursores BM
activados con IgG pueden prevenir el crecimiento tumoral en entornos proliferativos y conducir

a la erradicacién de tumores.
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En humanos no se conoce el mejor subconjunto de células dendriticas, debido a que no

son comparables entre si, por ello se requiere conocer el rendimiento, nimero de CD a inyectar
en un rango de 0.3x10° a 200x10°, dosis de administracién y ruta de inyeccidn; para conseguir
una respuesta inmune eficiente, potente y de largo plazo (Figura 14) (Sabado et al., 2017).
Figura 14.

Inmunoterapia con células dendriticas en humanos.
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Fuentes de Aislamiento de Células Dendriticas en Humanos y Ratones

En humanos las células dendriticas se pueden aislar a partir de células mononucleares
de sangre periférica o del progenitor comun de células dendriticas que se encuentra en sangre
de corddn umbilical, médula dsea y tejidos linfoides (Solano-Galvez et al., 2018), las CD
representan aproximadamente el 0.2 % del total de células mononucleares; ex vivo son
fenotipica y funcionalmente similares a las que se encuentran en sangre, por ello para su

aislamiento se requiere centrifugacién en gradiente de densidad de sangre periférica, la
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poblacién de baja densidad resultante contiene de 20 % a 80 % de células dendriticas libres de

linfocitos; o se puede realizar un proceso de leucoféresis para devolver a circulacion el resto de
sangre (Nair et al., 2012).

En el ratdn el aislamiento de células dendriticas de los diferentes tejidos de su cuerpo es
complejo debido a la baja cantidad de células aisladas, sin embargo su cultivo facilita
experimentos que las involucran, las CD se encuentran en diferentes areas: piel, bazo, pulmones
y sangre (Allen & Walker, 2013). Su aislamiento a partir del bazo da como resultado una
poblacidn celular rica en células accesorias y presentadoras de antigenos, para ello se debe
realizar una digestidn con colagenasa a suspensiones de esplenocitos logrando un aumento en
el nimero de células dendriticas con un total del 95 %, en cambio, a partir de células
progenitoras de médula dsea se obtiene mayor cantidad de CD (APC endégenas) cuando se
cultivan en presencia de GM-CSF obteniendo aproximadamente de 5 a 10x10° células para su

uso en estudios de biologia celular e inmunizacién in vivo (Inaba et al., 1998).

Nanomedicina

Segun Fornaguera y Garcia (2017) la nanomedicina es considerada como un campo de
investigacion interdisciplinado resultante de la aplicacidn de nanotecnologia y medicina
empleando herramientas a nanoescala para diagndstico, prevencion y tratamiento de
enfermedades gracias a la versatilidad para adaptar un medicamento transformdandolo a una
molécula bioactiva que asegura su liberacion en la ubicacion, concentracion y tiempo adecuado.

El término aparece en 1990 y fue hasta 1995 cuando la Administracién de Drogas y
Alimentos de los Estados Unidos (FDA) aprueba por primera vez el uso de un producto
nanoterapéutico denominado Doxil a base de nanoliposomas PEGligados como tratamiento al

cancer (Zingg & Fischer, 2019). Sin embargo, es necesario conocer las precauciones sobre los
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posibles efectos secundarios, para ello se debe comprender las propiedades fisico quimicas del

nanoportador o nanomedicina las cuales pueden influenciar en su destino y varias respuestas
biolégicas (Pelaz et al., 2017). Hasta 2017 de todas las publicaciones realizadas en base a
nanomedicina aproximadamente el 10 % de ellas se encuentran comercializados y aprobados
por la FDA 'y en igual cantidad por la EMA en Europa debido a la falta de informacidn acerca de

la seguridad y eficacia de su uso (Fornaguera & Garcia-Celma, 2017).

Nanoparticulas

Las nanoparticulas son pequefas particulas que oscilan entre 1 a 100 nm de tamafo con
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas Unicas a nanoescala en comparacion a las particulas
de gran tamaio debido a que su area superficial es mayor al volumen, por ello, poseen mayor
reactividad y estabilidad (Ealias & Saravanakumar, 2017). En la actualidad se han introducido
nanoparticulas en diferentes areas de interés, en biologia y medicina desde diagndstico hasta
terapia de enfermedades, para realizar transfecciones, silenciamiento génico, administracién de
farmacos como transporte e inmunizacion.

Segun Sokolova y colaboradores (2018) la absorcion y citotoxicidad de nanoparticulas
depende de su tamafio que les permite infiltrarse en tejidos y posteriormente a células, y carga
superficial; algunas nanoparticulas son quimicamente activas porque liberan iones o se
disuelven y quimicamente inertes cuando acttan solo en presencia de tejidos o células. La
mayoria de las lineas celulares eucariotas incluyendo células dendriticas captan nanoparticulas
facilmente mediante endocitosis o mecanismos similares, las cuales causan implicaciones

importantes en los sistemas bioldgicos celulares (Panariti et al., 2012).

El impacto generado en las células se ha visto reflejado en la membrana plasmatica,

trafico intracelular y perturbacién en las funciones celulares basicas ante la posibilidad de usar
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nanoparticulas para administrar farmacos o biomoléculas terapéuticas; una de las ventajas de su

uso es la posibilidad de cargar nanoparticulas con altas concentraciones de farmacos y modular
la biodistribucidn y atravesar la bicapa lipidica, ademads se las puede emplear como agentes de

contraste de imdagenes, sin embargo, el uso practico de nanoparticulas se ha visto limitado por

falta de conocimiento sobre su toxicidad. En las células endoteliales y epiteliales las
nanoparticulas provocan estrés oxidativo generando reacciones inflamatorias y dafio en el
citoesqueleto y disminucidn en la produccién de ATP, los efectos dependeran del tamario,

forma, carga y composicidn de las nanoparticulas, por ello varias podran ser consideradas

biocompatibles (Panariti et al., 2012)

Nanoparticulas de Sintesis Quimica. Con el uso de sintesis quimica para la formacién de
nanoparticulas se puede obtener particulas estables en cuanto a su estructura superficial, fase,
forma y tamafio ya que permite ajustar las condiciones de reaccién como: temperatura,
concentracién de sustrato, aditivos o pH. Este es un proceso de generacién de enfoque

ascendente, es decir, a partir de la materia prima hasta la nanoparticula (Nikam et al., 2018).

Los parametros de reaccidn como el tipo de precursor, método y velocidad de
calentamiento y enfriamiento, temperatura, concentracién, propiedades de solvente y adicidon
de este decidiran la forma y tamafio de las nanoparticulas. En este procedimiento de generacién
se requiere un agente reductor y estabilizador durante la sintesis, la forma depende
directamente del reductor como por ejemplo: el uso de citrato como reductor y estabilizador

(Figura 15) (Kimling et al., 2006).
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Figura 15

Sintesis quimica de nanoparticulas de oro.

0.270 nm

15nm

Nota: tomado de Nikam et al (2018).

Nanoparticulas y Nanomateriales Biocompatibles. A mediados de la década de 1990
entra en el mercado el primer nanofarmaco aprobado por la FDA desarrollado en Israel y Estado
Unidos, en la actualidad se encuentran mas de 35 nanoparticulas aprobadas por esta
organizacidn y 152 productos en ensayos clinicos reportados hasta 2019 (Anselmo & Mitragotri,
2019) la mayor parte en estudios preclinicos, entre ellas se encuentran: nanoparticulas
poliméricas, liposomas combinados con medicamentos, nanoparticulas micelares, nanocristales,
nanoparticulas de metales inorganicos como hierro; gran parte de nanoparticulas aprobadas por
la FDA y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) son utilizadas como mecanismos de

administracién de farmacos (Gitanjali et al., 2014).

En la lista de productos aprobados por la FDA se encuentran principalmente
nanoparticulas liposomales y poliméricas, para el aflo 2015 aumenta significativamente a
particulas micelares, metalicas y proteicas; solo tres productos a base de nanoparticulas de
hierro han sido aprobadas por la FDA completando los ensayos clinicos necesarios para el
tratamiento de anemia relacionada con la enfermedad renal crénica, terapia tumoral o agente
de imagen, de los cuales dos fueron retiradas del mercado debido a que las moléculas eran

absorbidas por células sanas (Bobo et al., 2016).
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Las nanoparticulas de oro (NPAu) son las mas usadas en biomedicina debido a que el

oro es considerado biolégicamente no reactivo, por lo que se las recomienda en aplicaciones in
vivo como se observa en la figura , poseen fuertes propiedades dpticas, térmicas, de superficie
facilmente controlable y su control en forma y tamafio durante la sintesis (Gitanjali et al., 2014),
sin embargo, no se han registrado ensayos clinicos aprobados por la FDA con nanoparticulas
pero si como oro en estado coloidal (Bobo et al., 2016)

Figura 16

Aplicaciones bioldgicas de las nanoparticulas de oro.
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53
Nanoparticulas de Oro

Gracias a diferentes caracteristicas, las nanoparticulas de oro han sido propuestas como
herramientas en inmunoterapias; son personalizables en cuanto a su forma y tamafio, de estas
caracteristicas depende la interaccidn con células objetivo. Nanoparticulas menores a 2 nm son
internalizadas facilmente por la célula a través de la difusidn pasiva, la elevada energia
superficial y la afinidad de ellas con otras moléculas permiten su unién mediante enlaces
covalentes y no covalentes, son quimicamente inertes y relativamente estables (Ahmad et al.,

2017).

Poseen propiedades épticas Unicas como una fuerte dispersion y absorcion de luz
mejorada por la resonancia de plasmdn superficial y la estabilidad coloidal importante para su
introduccion en un medio bioldgico (Arosio et al., 2011), se caracteriza por una densidad de
carga superficial negativa garantizando estabilidad coloidal lo que evita efectos toxicos (Fogli et

al., 2017).

Su preparacion, quimica de superficie y biocompatibilidad justifican el uso de
nanoparticulas de oro en bioprocesos (Arosio et al., 2011); en cuanto al tamafio de NPAu
pueden variar entre 14 y 100 nm debido a que se incorporan facilmente a células de mamiferos
y no indican citotoxicidad, nanoparticulas menores a 13 nm indujeron varios efectos adversos
relacionados con la viabilidad celular; por lo tanto, su citotoxicidad se encuentra relacionada con

el tamanio, concentraciéon y carga superficial (Yen et al., 2009).

Sintesis de Nanoparticulas de Oro. El tamafio y forma de las nanoparticulas depende del
método de sintesis y los agentes reductores y estabilizantes empleados, generalmente parala

sintesis quimica se emplean sales de oro (lll), tetracloroaurato de hidrégeno (HAuCly); el método
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mas utilizado es el descrito por Turkevich en 1951 el mismo que fue modificado afios mas tarde

por Frens, quien introdujo citrato trisédico que actla como agente reductor y estabilizador

(Ahmad et al., 2017).

El oro trivalente (Au®*) se reduce a oro monovalente (Au®) por el citrato, este se oxida a
dicarboxilato de acetona (DC?%), la relaciéon molar de citrato de sodio empleado durante la
reaccion tiene efecto en el tamafio resultante de nanoparticulas, a mayor relacién molar de
citrato, mayor velocidad de nucleacidn por lo tanto, NPs mas pequeiias, el orden de adicién de
acido cloroadrico y citrato de sodio permite una distribucion homogénea del tamafio de
particula, en cambio, la temperatura no juega un papel importante durante la sintesis, el pH en
el medio de reaccion se encuentra relacionado con el tamafio y cinética de la nanoparticula
debido a su efecto en la hidrdlisis de citrato y HAuCl,. La etapa de nucleacién es rdpida a valor
de pH entre 3.7 — 6.5 como consecuencia el tamafio de las nanoparticulas disminuye de 22 a 11
nm, cuando el pH aumenta de 5.4 a 7.5, aumenta a 28 nm el tamafo de la nanoparticula (Gao &
Torrente-Murciano, 2020).

Para aplicaciones bioldgicas la estabilidad juega un papel importante, una disminucion
conlleva una pérdida parcial o total de propiedades a nanoescala alterando su absorcién celular,
biodisponibilidad y toxicidad; la aglomeracidn, agregacion, dispersién, sedimentacién y
disolucidn son procesos relevantes de estabilidad, estos procesos dependen de propiedades
fisicoquimicas de las particulas que intervienen en la formacién (Islam et al., 2019).

Segun Gao y Torrente (2020) las nanoparticulas de oro sintetizadas con el protocolo de
Turkevich son estables al menos 5 meses debido a la presencia de DC* (producto intermedio de

la oxidacidn de citrato) y citrato durante la reaccion.



55
Aplicaciones Bioldgicas de las Nanoparticulas de Oro. Gracias a sus propiedades este tipo

de nanoparticulas han sido estudiadas y utilizadas para inmunoterapias y desarrollo de vacunas,
por su pequeiio tamafio tienden a acumularse principalmente en células inmunes y de forma
pasiva en tumores sdlidos o en fugas, para desarrollar su capacidad inmunomoduladora
depende de varios factores como: seleccién de células u érganos, capacidad de absorcion celular

y cinética de liberacion (Hubbell et al., 2009).

Las nanoparticulas de oro podrian ser un método alternativo a la quimioterapia
convencional con efectos secundarios nulos o poco agresivos, también tienen la capacidad de
ser conjugadas a medicamentos especificos, es decir, utilizadas como vehiculo; varios usos ya se
encuentran en ensayos preclinicos y clinicos para su posterior aplicacién.

En células dendriticas, las nanoparticulas de oro se han visto involucradas en
inmunomodulacién ayudando a mejorar la captacién de antigenos, direccionamiento
intracelular, o pueden funcionalizarse como moléculas de interés y generar direccionamiento
efectivo para potenciar la absorcion e inicio de la inmunidad adaptativa (Ahmad et al., 2017).

Citotoxicidad de Nanoparticulas de Oro. A pesar de que las nanoparticulas son inertes y
biocompatibles pueden generar niveles de citotoxicidad relacionadas a tamafios pequenos
debido a que tienen mayor relacién de superficie en interacciones intra o extracelulares, por
ejemplo: NP de 10 nm inducen apoptosis en células dendriticas débiles, mientras que NP de 50
nm no tienen efectos citotdxicos incluso al usar concentraciones elevadas de hasta 200 ug/ mL,
la toxicidad local o sistémica puede afectar la interaccion entre la célulay la NP, la
concentracién y moléculas de funcionalizacion también generan citotoxicidad, sin embargo, los
niveles generados son menores en comparacién con otro tipo de nanoparticulas que causan

dafio al material genético (Ahmad et al., 2017).
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In vivo los efectos toxicos y bioacumulacién dependen de la forma, tamafio y via de

administracién de las nanoparticulas de oro, se ha registrado acumulacién en érganos como:
higado, rifién y bazo (Y. P. Jia et al., 2017); sin embargo, no se evidencian efectos téxicos cuando
las nanoparticulas han sido sintetizadas con citrato y poseen carga negativa (Yen et al., 2009), en
el sistema inmune las células se mantienen viables en un 90% con NP de hasta 100 nm. Las
particulas mas pequenas catalizan la produccién de NO a partir de especies reactivas de
nitréogeno enddgenas lo que desencadena necrosis celular o apoptosis, aquellas que producen
ROS se pueden degradar mediante autofagia y ejercer menos dafio al ADN celular (Y. P. Jiaet al.,

2017)

Uso de Modelos Animales

Es de vital importancia para realizar estudios en organismos similares anatomica y
fisioldgicamente al humano para que de esta manera se pueda evaluar nuevas terapias antes de
ser aplicadas a humanos, a pesar de obtener resultados positivos en animales no se puede
traducir directamente a personas. Una serie de avances en la ciencia e investigacién médica se
ha conseguido gracias a observaciones y pruebas en animales (Barré-Sinoussi & Montagutelli,
2015). El principio August Krogh (1929), ganador del Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en
1920, fue la declaracién que did paso a la eleccién de modelos de especies de origen natural
“Para una gran cantidad de problemas, habra algin animal de eleccién, o unos pocos de esos
animales, sobre el que se pueda estudiar mas convenientemente”, sin embargo, la variabilidad

genética fue una de las causas para crear animales endogamicos (Ericsson et al., 2013).
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Principios Eticos con el Uso de Modelos Animales

Los animales de laboratorio pueden y deben ser utilizados como reactivos biolégicos y
ecolégicos para beneficio de la salud publica y ciencia cuando en la investigacidn no se pueda
sustituir por otro organismo; al ser seres vivos se debe garantizar el trato oportuno y merecido,
evitando dolor innecesario, sufrimiento, estrés o lesiones prolongadas (Aller et al., 2000). En
1959, Russell y Burch publicaron la estrategia para la aplicacién y uso de modelos animales
denominado “3R”: reemplazo, refinamiento y reduccidn para considerar en la elaboracién del
disefio experimental (Committee for the Update of the Guide for the Animals, 2011).

Los animales de uso comun para investigaciones cientificas son los mamiferos,
caracteristicos por su capacidad homeotérmica, es decir, reaccionan y se adaptan a cambios
producidos por su entorno provocando alteraciones fisioldgicas y trastornos de conducta; por
esta razén, se recomienda emplear animales con uniformidad genética y microbioldgica en un

ambiente homogéneo para no interferir con el metabolismo normal (Aller et al., 2000).

Mus musculus como Modelo Animal

Mus musculus o ratén doméstico es un roedor de pequefio tamaifio de
aproximadamente 12 a 30 g (Fundacién Charles Darwin, 2014), de maduracién sexual rapida en
comparacién con otras especies de mamiferos, presentan variedad de especies endogdmicas, de
facil manejo, cuidado simple y econémico; son una herramienta importante para modelar la
biologia (Society for mucosal immunology, 2014). Genéticamente el ratén y el humano son 95 a
98 % similares en su genoma, fisiologia y anatomia, en la tabla 3 se detalla la informacién basica

del genoma de ambas especies.
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Tabla 4

Comparacion genética entre humanos y ratones.

CARACTERISTICA VALOR PARA RATON VALOR PARA HUMANO

Numero de Numero haploide = 20 Numero haploide = 23
cromosomas Numero diploide = 40 Numero diploide = 46

Numero de genes 23000 identificados 20000 - 25000

Centimorgans 1500 (75¢cM entre cromosomas) 3000 (130cM entre cromosomas)
Pares de bases 2,700,000,000 3,200,000,000

Nota Extraido de The Jackson Laboratory (2009).

Células Derivadas de Médula Osea de Ratén (Mus musculus)

Este tipo de células son heterogéneas, se encuentran junto a macréfagos y células de
poco interés, se activan facilmente cuando se encuentran con efectos ex vivo durante su
proceso de separacidn, cultivo y purificacion (Jiang et al., 2008). Su principal uso se dirige a
aplicaciones terapéuticas, las células derivadas de médula ésea con cualidades adherentes son
conocidas como células madre mesenquimales, las cuales tienen el potencial de diferenciarse en
varios tipos celulares incluyendo hueso y cartilago.

Generalmente se obtienen de ratones jovenes hembra o macho de 6 a 8 semanas de
edad debido a la viabilidad y densidad celular, son similares a las células dendriticas primarias
aisladas del bazo, con caracteristicas mieloides después de exponer a sus progenitores a
factores de diferenciacidn; sin embargo, las BMDC contienen fenotipos variados con respecto a
la expresion del MHC - Il y diferentes moléculas coestimuladoras como se observa en la figura

17 (Bros et al., 2007).
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Figura 17.

Precursores de células dendriticas.
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Nota: tomado de Bros et al (2007).

Una de las principales limitantes durante su cultivo es el nUmero relativamente bajo que
se puede obtener y la manipulacién que requieren, por ello se han desarrollado protocolos
basados en la diferenciacion de células de médula ésea murina en presencia de citocinas como:
factor estimulante de colonias de granulocitos (GM-CSF) o ligando FLT-3 teniendo como
resultado células dendriticas derivadas de médula 6sea con propiedades fisiolégicas similares a

células dendriticas o macréfagos primarios (Kralova et al., 2018).
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Lineas Celulares

Lineas Celulares Primarias

Células derivadas de un tejido extirpado, cultivos inicialmente heterogéneos con
caracteristicas fisiolégicas similares al estado in vivo; tienen una vida util limitada, dejan de
dividirse después de un corto nimero de divisiones celulares en un proceso denominado
senescencia. Las lineas celulares comunes dentro del campo de la investigacion son: células
epiteliales, fibloblastos, queratinocitos, células endoteliales, células musculares, células madre

hematopoyéticas y mesenquimales (European Collection of Authenticated Cell Cultures, 2018).

Lineas Celulares Continuas o Infinitas

A diferencia de las células primarias, las células continuas tienen la capacidad de
proliferar de forma indefinida, es decir, se pueden cultivar durante largos periodos de tiempo (S.
R. Wang, 2017) debido a una modificacidn genética que puede alterar sus propiedades
fisiolégicas, son mas robustas y de facil manejo a diferencia de las células primarias (European

Collection of Authenticated Cell Cultures, 2018).

Inmunoterapia y Nanomedicina

La inmunoterapia ha sido considerada un enfoque de transformacidon como tratamiento
a posibles enfermedades como el cancer, se ha establecido que esta técnica de terapia dirigida
confiere resultados superiores en comparacion a los tratamientos estandar debido a que se
alteraria la tolerancia inmune local mas no la sistémica; los desarrollos nanotecnolégicos y
bioingenieriles han permitido mejorar la seguridad y eficacia de la inmunoterapia, de esta
manera su accion se concentra en células y ubicaciones particulares (Goldberg, 2019). Las

nanoparticulas son procesadas y reconocidas por células inmunes entre ellas macréfagos ,donde
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su interaccién produce IL — 8, quimiocina con la funcidn de atraer y activar neutréfilos

potenciando la respuesta inmune innata, ademas, se ha identificado un aumento en la adhesion

y estimulacién de células T mejorando la inmunidad adaptativa (Brzicova et al., 2019).

De acuerdo con la normativa vigente de la FDA (2017), previo a ensayos in vivo se debe
tomar en cuenta la estabilidad y biocompatibilidad de los nanomateriales en contacto con
proteinas del medio de cultivo y sangre, debido a que se evidencia una interaccion multiple
formando una corona de proteinas. In vivo las rutas de administracidn y bioacumulacién son
considerados factores determinantes para la implementacion de inmunoterapia con
nanomateriales, se conoce que las nanoparticulas de oro se acumulan en higado, rifidn y bazo

sin presentar efectos tdxicos y con posibilidad de ser excretadas (Y. P. Jia et al., 2017).
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Capitulo lll: Materiales y Métodos

Localizacidn Geografica

El proyecto de investigacion se realizé en el Laboratorio de Inmunologia — Virologia y
Laboratorio de Caracterizacién de Nanomateriales, pertenecientes al Departamento de Ciencias
de la Vida y la Agricultura de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, ubicada en

Sangolqui, Av. El Progreso s/n, Cantdn Rumifiahui, provincia de Pichincha, Ecuador.

Obtencidn de Células Mononucleares Derivadas de Médula Osea

Seleccion y sacrificio de individuos de experimentacion

Se selecciond ratones hembra y macho de raza BALB/c, entre 9y 24 semanas de edad,
del biomddulo de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE perteneciente al laboratorio de
Inmunologia y Virologia. Para cada ensayo se utilizd de uno a tres ratones, la eutanasia se realizé

por dislocacién cervical cumpliendo las 3R’s.

Obtencién de BMDC

Los huesos obtenidos fueron 4 (2 tibias y 2 fémures), se colocaron en etanol al 75 %
durante 1 minuto y 2 minutos en PBS 1X estéril, se prepard un microtubo de 1.5 mLy dentro un
microtubo de 0.6 mL con un hueco en la base y las tapas cortadas donde se colocé los huesos
con las epifisis retiradas después de su exposicién a PBS 1X. A los tubos ensamblados se colocd
75 uL de medio RPMI 1640, se centrifugd a 5000 RPM durante 2 minutos, este paso se realizd
por duplicado, afiadiendo 75 uL mds de RPMI, posteriormente se llevd a cabo la lisis de glébulos
rojos, para ello se afadidé 500 uL de tampdn lisis con homogenizacién constante durante un

minuto y se afiadid 500 uL de RPMI 1640, el proceso de lisis finalizd con una centrifugaciéon a



5000 RPM durante 2 minutos, el sobrenadante fue descartado y el pellet de células

resuspendido en 1 mL de medio RPMI 1640.

Viabilidad Celular en Cémara de Neubauer, Siembra y Condiciones de Cultivo
Para determinar la cantidad de células viables disponibles mediante cdmara de

Neubauer se realizé una tincion de azul de tripan y se aplicé las siguientes férmulas:

Células  Numero de células contadas * factor de dilucion * 10000

mL Numero de cuadrantes contados

Volumen final

Factor de dilucion =
actor ge auucion Volumen de células

La cdmara de Neubauer se cargé con 10 ulL de la dilucién para su observacion en

microscopio dptico de campo claro.

Figura 18

Obtencidn de BMDC y viabilidad celular.
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Una vez conocido el nimero de células viables se sembrd 5 x10° células en cada caja de

cultivo celular con 3 mL de medio RPMI 1640 suplementado con 1 % de L-glutamina, 10 % de
suero bovino fetal, 0,1 % de B—mercaptoetanol 50 mM, 1 % de penicilina /estreptomicina
/anfotericina, 1 % de MEM no esencial y 1 % de MEM piruvato; las células se incubaron a 37 °Cy

una atmosfera humidificada de CO; al 5 %.

Diferenciacion a Células Dendriticas y Maduracion

A las 24 horas de cultivo se retird 2 mL de medio a cada una de las cajas de cultivo,
posteriormente se afiadié 3 mL de RPMI 1640 completo mas 20 ng/mL de GM-CSF como control
positivo, nanoparticulas de oro de aproximadamente 30 nm como tratamiento a 5, 12.5, 25,
62.5, 100, 112.5 y 200 ug/mL de concentracion y Unicamente medio como control negativo. Las
células fueron cambiadas de medio de acuerdo con su requerimiento, cuidando cada
tratamiento y controles, es decir, manteniendo las condiciones de cultivo durante 12 dias con
observacién periddica en microscopio invertido. A los 12 dias previo a levantar el ensayo las
células cultivadas para control positivo fueron expuestas a Escherichia coli, se colocé 100
bacterias por cada célula durante 2 horas aproximadamente para lograr la maduracidn de las
células dendriticas diferenciadas.

Para finalizar el ensayo, se realizé dos lavados con 1.5 mL de PBS 1X cada uno, se colocd
2 mL de RPMI 1640y se levanté las células adheridas, a continuacidn se centrifugé a 5000 RPM
durante 2 minutos; el pellet celular fue resuspendido en 1 mL de medio para calcular la
viabilidad celular de acuerdo con el protocolo descrito en el punto 3.2.5, para finalizar se realizé
una centrifugacién en las condiciones mencionadas anteriormente, se desechd el sobrenadante

y el pellet fue almacenado a -20°C.
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Extraccion de ARN Celular

La extraccion de ARN se realizé segun las indicaciones del kit SV Total RNA Isolation
System, el pellet de células se mantuvo congelado, se afadié 175 uL de buffer lisis y se realizo
vortex para destruir las células, se anadié 350 uL del buffer de dilucién de RNA para finalizar el
proceso de lisis celular se incubé 70°C durante 3 minuntos. Luego se centrifugd a 13000 g
durante 10 minutos a temperatura ambiente, se afiadié 200 ulL de etanol al 95 %, la mezcla fue
transferida a un ensamblaje de tubos (tubo columna y tubo recolector) y se centrifugd a 13000 g
durante 1 minuto, se descarté el liquido del tubo recolector y se afiadié en la columna RNA wash
solution para volver a centrifugar.

En este paso, se prepard la DNAsa y colocd en la columna de extraccién, una vez
afiadida se dejod incubar durante 17 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se afiadid
200 uL de DNase Stop Solution se centrifugd y se afiadid 600 uL de RNA wash solution. Para
finalizar, se afiadié 30 uL agua libre de nucleasas. EI ARN obtenido fue cuantificado en el equipo
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), la calidad ideal para realizar sintesis de cDNA a partir de
ARN se encontré aproximadamente en 2.0 para el ratio 260/280 y entre 1.8 a 2.2 para el ratio
260/230 (Thermo Scientific, 2012), las muestras fueron almacenadas a -80°C para cuidar su

integridad.

Sintesis de cDNA
Para obtener cDNA se trabajo con el kit High — Capacity cDNA Reverse Transcription
manteniendo condiciones estériles y cadena de frio, inicialmente prepard la mezcla como se

describe en la tabla 5.
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Tabla 5.

Componentes y volumen para sintesis de cDNA (1X).

COMPONENTE VOLUMEN (ul)
10X RT Buffer 2.0
25X dNTP Mix (100mM) 0.8
10X Random primer 2.0
MultiScribe Reverse Transcriptase 1.0
Agua libre de nucleasas 4.2
VOLUMEN TOTAL 10

A continuacion, se afiadio10 uL de RNA a una concentracidn de 200 ng con un volumen
total de 20 ul por cada reaccidn; finalmente, las muestras fueron centrifugadas brevemente e

incubadas de acuerdo con el ciclo de termociclado que se describe en la tabla 6.

Tabla 6.

Condiciones de termociclado para sintesis de cDNA.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo
Paso 1 25 10 min
Paso 2 37 120 min
Paso 3 85 5 min

Mantenimiento 4 oo
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Disefio de Primers para el Reconocimiento de Células Dendriticas en Ratones (Mus musculus)

Para disefar los primers del ARNm de las proteinas de interés se utilizé los programas

Primer Blast y Primer 3, las secuencias para los marcadores de maduracién de superficie como

CD40, CD11c, CLEC9A, CIITA, MHC-II, y CD86 fueron tomadas de NCBI, para el organismo de

interés Mus musculus. Los primers disefiados se detallan en la tabla 7.

Tabla 7

Primers para deteccion de células dendriticas maduras.

TAMANO TEMPERATURA
PROTEINA SECUENCIAS TAMANO AMPLICON
(pb) MELTING (°C)
Forward
22 62.26
TTCGGGTTAAGAAGGAGGGCAC
CD40 139 pb
Reverse
23 61.56
GCCATCTCCATAACTCCAAAGCC
Forward
23 65.89
CACATGGACGGTGCTGAGTTCGG
CD1i1c 394 pb
Reverse
25 64.61
TACCCGAGCCATCAATCAGGAACAC
Forward
23 61.48
GTGGTCTGTATGGGCTTGTTAGC
CLEC9A 138 pb
Reverse
22 60.87
CCTCTGCCACTGTGTAAGGTTC
Forward
25 63.59
TCTATGTCCCCTGTCATTGCTTGGA
CIITA 557 pb
Reverse
20 64.08

AGGTAGCTGGGCCTCTGTGC
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TAMANO TEMPERATURA
PROTEINA SECUENCIAS TAMANO AMPLICON
(pb) MELTING (°C)
Forward
25 64.88
CAACAACACTCCAGATGCCAACGTG
MHC-1I 381 pb
Reverse
25 65.12
ACCAGACCCACAAACAACCCAAGAG
Forward
25 64.45
AGTGATCGCCAACTTCAGTGAACCT
CD 86 388 pb
Reverse
23 64.98

GAGCAGCATCACAAGGAGGAGGG

PCR Punto Final

Se llevd a cabo la amplificacion de los segmentos de marcadores de maduracion

empleando una PCR de punto final, los componentes y condiciones de la PCR se describen en las

tablas 8y 9.

Tabla 8

Componentes de PCR.

Componentes Concentracion final Volumen final (ul)
Agua DEPC - 7,5

Cebador Forward 0.1-1uM 1,5

Cebador Reverse 0.1-1uM 1,5

GoTaq Green Master Mix 1X 12,5

cDNA 100 ng/uL 2

Volumen total

25




69
Tabla 9

Condiciones de amplificacion.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 3 min 1
Desnaturalizacién 95 30 seg

Hibridacidn 65 30 seg 35
Extension 72 30 seg

Extension final 72 7 min 1
Mantenimiento 4 oo

Las temperaturas de unidn de cebadores (hibridacion) y el nimero de ciclos variaron

dependiendo el par de primers que se empled durante la experimentacién.

Electroforesis Horizontal en Gel de Agarosa

El producto de la PCR fue identificado por electroforesis horizontal en un gel de agarosa
al 1.5 %, para lo cual, se cargd 10 ul del producto en cada pocillo y 3 uL del marcador de peso
molecular de 1 Kb mds 2 uL de buffer de carga, la corrida electroforética fue a 90 voltios y 300
mA durante 60 minutos, al finalizar la corrida se revelé el gel en el equipo ChemiDoc MP (Bio-

Rad).

Observacién de Células Dendriticas Mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Las células con las diferentes condiciones de cultivo (tratamientos: 5, 12.5, 25, 62.5, 100,
112.5 y 200 ug/mL de nanoparticulas y control +: GM-CSF) se adhirieron a cubreobjetos, fueron

lavadas con 500 uL de agua destilada estéril, posteriormente se fijaron con 300 uL de
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paraformaldehido al 4 % mds 300 uL de RPMI 1640 durante 5 minutos evitando de esta manera

shock osmético, a continuacidn, se retird la mezcla y se afiadié 600 uL de paraformaldehido al 2
% en PBS 1X durante 40 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, se eliminé el paraformaldehido, las células fueron lavadas con 500 ulL
de agua destilada, para finalizar, se realizo la deshidratacién de células fijadas con una secuencia
ascendente de etanol (20 %, 40 %, 60 %, 80 % y absoluto) con tiempos de incubacién de 15
minutos, el etanol absoluto se dejé evaporar durante 1 hora a 37°C. Una vez fijadas y
deshidratadas las células fueron recubiertas con oro durante 90 segundos y se observaron en el
Microscopio Electréonico de Barrido (SEM) Tescan MIRA 3, detector de electrones secundarios

(SE) a 10.0 kV.

Observacién de Células Dendriticas Mediante Microscopia Confocal

Se colocd cubreobjetos en diferentes cajas de cultivo para contar con células adheridas
al vidrio después de 12 dias de cultivo, al finalizar el ensayo con tratamientos (100 ug/mL de
NPAu y 20 ng/mL GM-CSF), los cubreobjetos fueron lavados con 1 mL de PBS 1X y transferidos a
una placa de 6 pocillos para realizar las diferentes tinciones. Para teiiir el citoplasma se colocé
50 ulL del marcador fluorescente IMRM 50 uM y se incubé durante 1 hora a temperatura
ambiente cuidando de la luz.

Posteriormente se realizo dos lavados con PBS 1X y se afiadié 4 uL de DAPI (marcador
fluorescente para nucleos) en 1000 ul de PBS 1X, se incubd durante 15 minutos y se realizé dos
lavados con PBS 1X para retirar el exceso de colorante, todo el procedimiento se realizé en

cdmara obscura.
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Para la observacion de las muestras se aifiadio 30 uL de medio de montaje para

fluorescencia, para finalizar se elimind burbujas y se retird el exceso de medio, las placas fueron

almacenadas a 4°C hasta su observacion.

La observacion se realizé bajo el microscopio confocal Olympus Fluoview FV1200 con los
laseres 458 Multi Argon para DAPI cuya longitud de onda de excitacidén es 341 nm y de emisién
452 nm de acuerdo con el manual de instrucciones del fluoréforo, y 635 LD para Alexa Fluor 633
con longitud de onda de excitacidn de 633 nm. En el caso de las nanoparticulas de oro, se
generd un canal virtual de fluorescencia debido a que por su elevado nimero atéomico (Z = 79)
en comparacion con la materia organica, los electrones cruzan la muestra y se dispersan en
angulos dependiendo el nimero Z generando de esta manera su propia fluorescencia (Jim et al.,

2019).
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Capitulo lll: Resultados

Obtencién de Células Mononucleares Viables Derivadas de Médula Osea de Ratén (Mus
musculus) (bmDC).

De cada ratdn sacrificado se obtuvo 4 huesos (2 fémures y 2 tibias) pertenecientes a sus
extremidades posteriores, las células mononucleares murinas viables fueron aisladas de la
médula 6sea de cada hueso. El andlisis estadistico revelé una media de densidad celular de
1.8x107 células/mL para un ratdn, en la figura 1se observa que, de los ratones de 9, 15y 17
semanas de edad se puede obtener mayor densidad celular viable.

Figura 19

Histograma de densidad celular y edad del ratdn.

Densidad celular

4.0910 7
Hl ceélulas /mL
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Numero de células

Edad (semanas)

Nota: las densidades celulares se encuentran entre 5.5x10° y 3.05x107 células/mL para ratones
BALB/c de 9 a 24 semanas de edad.

Se sembrd 5x10° células en cada caja de cultivo, las células fueron observadas en
microscopio invertido, donde se evidencia (Figura 20) una poblacion heterogénea de células en

suspension.
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Figura 20

Observacion microscopica de células mononucleares.

Nota: micrografia a campo claro de células mononucleares derivadas de médula dsea de ratén

en suspension (flechas), tiempo de cultivo = 0 dias, magnificacién 400X.

Ensayo de Diferenciacién a Células Dendriticas y Maduracién con Nanoparticulas de Oro

Tras 24 horas de cultivo las células adheridas y semi adheridas recibieron dosis de
nanoparticulas de oro en solucién a diferentes concentraciones (5, 25, 100 y 200 ug/mL) y GM —
CSF como control de diferenciacidn, sus cambios morfolégicos fueron observados bajo el

microscopio invertido Austria a los 3, 9 y 12 dias de cultivo como se observa en la figura 21.



Figura 21

Ensayo de diferenciacion y maduracion de células dendriticas.
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100 ug/mL 25 ug/mL
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Nota: micrografias a campo claro de células dendriticas derivadas de médula ésea (BMDC) a los

3, 9y 12 dias de cultivo. Condiciones de ensayo: Control basal, GM-CSF como control positivo, 5
ugNPAu/mL, 10 ugNPAu/mL, 25 ugNPAu/mL, 100 ugNPAu/mLy 200 ugNPAu/mL. Magnificacidon

400X. Software Microvisible.

Las células con tratamiento (25 ug/mL) semi adheridas a los 12 dias de cultivo presentan
una estructura circular con proyecciones de membrana semejantes a una estrella como se
observa en la figura 22, las células adheridas presentan morfologia similar al control positivo

(Figura 23) que muestra una formacién en monocapa con alta confluencia.
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Figura 22

Células dendriticas con nanoparticulas de oro aisladas de médula dsea de raton.

Nota: CD observadas con magnificacién 100X, (blanco), las células no diferenciadas permanecen
circulares (rojo). Tratamiento: 25 ng/mL, tiempo de cultivo = 12 dias.
Figura 23

Células dendriticas con gm-csf aisladas de médula dsea de raton.

Nota: CD con magnificacidn 100X, (blanco), las células no diferenciadas permanecen circulares

(rojo). Tratamiento: 20 ng/mL GM-CSF, t de cultivo = 12 dias.
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Comprobacién de Diferenciacidn y Maduracién de Células Dendriticas

Viabilidad Celular

Al cabo de 12 dias de cultivo, 11 con tratamientos (5, 25, 100 y 200 ug/mL NPAu),
finalizo el ensayo. Las células se examinaron para determinar la viabilidad celular inducida por
las diferentes concentraciones de nanoparticulas de oro mediante tincidon con azul de tripan, en
la figura 24 se observa al control positivo con una densidad celular de 5.6x10° células/mL
significativamente mayor a los tratamientos y control basal.
Figura 24

Viabilidad celular tras 11 dias de tratamiento.
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Tratamientos

Nota: grafico de medias y desviacidn estandar para las diferentes concentraciones del ensayo. *:
diferencia de medias entre tratamientos.

Al realizar un andlisis de varianza de un solo factor se determiné un valor de
significancia de 0.05, del cual se concluyé una diferencia de medias (p_valor < 0.05). Con una
prueba de Holm Sidak la diferencia se encontré entre los tratamientos con NP y el control basal
con el control +, es decir, GM-CSF; entre concentraciones de nanoparticulas no se evidencia

diferencia significativa (p_valor > 0.05).
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Caracterizacion de Células Dendriticas derivadas de Médula Osea de Ratén Mediante Reaccidn en

Cadena de la Polimerasa (PCR) y Electroforesis en Gel de Agarosa

La expresion de factores de coestimulacion como: CD40, CD11c, CLEC9A y DC86, vy la
presencia de MHC-1ly CIITA, asi como B — actina, gen constitutivo, y P53 indicador de apoptosis
o muerte celular se evaluaron mediante PCR y gel de agarosa al 1.5 %.

Las células fueron expuestas a concentraciones de NPAu de 5, 25, 100 y 200 ug/mL; en
la figura 25 se observan los amplicones correspondientes a f — actina con un peso molecular
aproximado de 121 pb, de igual forma para MHC — Il (Figura 26) con un peso molecular
aproximado de 381 pb, la banda es mas intensa en el control positivo y no se presenta en el
control negativo, en las células sin estimulos (bmDC) la banda indica menor intensidad.

Figura 25

Electroforesis para 8 - actina.
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25 ug/mL
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200 ug/mL
DC+B

: t MM (bp)
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gssm
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" B-ACTINA
NOTA: gel de agarosa al 1.5 %. M: 100bp DNA Ladder. C-: células control (0 dias de cultivo),
bmDC: control basal con 12 dias de cultivo sin estimulos, DC: células estimuladas con 20 ng/mL
de GM-CSF durante 12 dias de cultivo, DC+B: células estimuladas con GM-CSF y maduradas con

exposicion a E.coli. En 25 ug/mL error de pipeteo por el operador.
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Figura 26

Gel de agarosa para MHC — II.
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DC
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25 ug/mi
100 ug/mL
200 ug/mL

DC +B
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NOTA: Gel de agarosa al 1.5 %. M: 100bp DNA Ladder. C-: células control (0 dias de cultivo),
bmDC: control basal con 12 dias de cultivo sin estimulos, DC: células estimuladas con 20 ng/mL
de GM-CSF durante 12 dias de cultivo, DC+B: células estimuladas con GM-CSF y maduradas con
exposicion a E.coli.

En la figura 27 se observa la presencia de bandas Unicas para el amplicén del factor de
coestimulacién CD40 en un peso molecular aproximado de 139 pb, en cambio para la proteina
transactivadora de MHC-II, CIITA, el amplicédn presentd un peso aproximado de 557 pb, las

bandas presentan similar intensidad para todas las muestras.
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Figura 27

Electroforesis para CD40 y CIITA.
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NOTA: Gel de agarosa al 1.5 %. M: 100bp DNA Ladder. C-: células control (0 dias de cultivo),
bmDC: control basal con 12 dias de cultivo sin estimulos, DC: células estimuladas con 20 ng/mL
de GM-CSF durante 12 dias de cultivo, DC+B: células estimuladas con GM-CSF y maduradas con

exposicién a E.coli.

En la figura 28 se evidencia bandas Unicas para CLECC9A (138 pb) con baja intensidad en
todas las muestras y el cofactor indicador de maduracién CD86 con un peso molecular

aproximado de 388 pb, no se presenta una banda para el cofactor en el control negativo (C-).
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Figura 28

Electroforesis para CLEC9A Y CD86.
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NOTA: gel de agarosa al 1.5 %. M: 100bp DNA Ladder. C-: células control (0 dias de cultivo),
bmDC: control basal con 12 dias de cultivo sin estimulos, DC: células estimuladas con 20 ng/mL
de GM-CSF durante 12 dias de cultivo, DC+B: células estimuladas con GM-CSF y maduradas con

exposicién a E.coli.

Finalmente, los resultados para el gen p53 indicador de apoptosis se observan en la
figura 29 A, las bandas presentan un peso molecular aproximado de 514 pb, su expresion es
mayor para las concentraciones de 5, 100 y 200 ug/mL de nanoparticulas (Figura 29 B) indicando

muerte celular o senescencia.
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Figura 29

Electroforesis para P53 (muerte celular).
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Tratamientos

NOTA: A) Gel de agarosa al 1.5 %. M: Low DNA Mass Ladder. C-: células control (0 dias de
cultivo), bmDC: control basal con 12 dias de cultivo sin estimulos, DC: células estimuladas con 20

ng/mL de GM-CSF durante 12 dias de cultivo. B) Diagrama de barras de expresién de P53 por

densitometria.

Andlisis de Densitometria a partir de PCR End Point y Electroforesis en Gel de Agarosa.

Para el andlisis se utilizé6 como tratamiento NPAu a concentraciones de 12.5, 62.5y
112.5 ug/mL, células con 0 dias de cultivo (control -) y células expuestas a 20 ng/mL de GM-CSF
para la diferenciacion a células dendriticas mas 2 horas de exposicién a E. coli (100

bacterias/célula) para la maduracion de estas para su uso como control +.

Como se observa en la figura 30, la expresidn de B —actina (121 pb) es mayor en los
tratamientos y control positivo en comparacién con el control negativo, la prueba de Dunnett
con un p-valor < 0.05 respalda los resultados observados, sin embargo, entre tratamientos de

NPAu (12.5, 62.5y 112.5 ug/mL) no se evidencia una diferencia significativa.
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Figura 30

Andlisis de expresion de 8 - actina.
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Tratamientos

Nota: A) Gel de agarosa al 1.5 % con amplicones de B-actina (121 pb). C-: células no cultivadas.
M: Low DNA Mass Ladder. B) Diagrama de barras de expresion de B-actina mediante andlisis

densitométrico. * = desviacidn estandar, p_valor < 0.05

La expresion de MHC - Il (381 pb) es mayor en células expuestas a 12.5 ug/mL de NPAu
(Figura 31) lo que se comprueba con un ANOVA de un solo factor con una significancia de 0.05 y
p_valor <0.05, existe una diferencia significativa de medias entre los tratamientos de NPAu y el
control negativo, de igual forma al comparar las medias de los tratamientos con el control

positivo mediante una prueba de comparacién multiple de Dunnett.



Figura 31.

Andlisis de expresion de MHC — Il.
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p_valor = 6.891e-008

Nota: A) Gel de agarosa al 1.5 % con amplicones de MHC - 11 (381 pb). C-: células no cultivadas.

M: Low DNA Mass Ladder. B) Diagrama de barras de expresién de MHC- Il mediante analisis

densitométrico. * = desviacion estandar (p_valor < 0.05)

La proteina transactivadora de MHC — Il, CIITA, con peso molecular de 557 pb (Figura 32

A) se expresé en mayor cantidad en el control positivo y en los tratamientos de nanoparticulas

de oro (Figura 32 B), con una significancia de 0.05 y p-valor < 0.05 se concluye que hay una

diferencia significativa entre las medias de los tratamientos y el control positivo con relacion al

control negativo, en cambio, no se evidencia una diferencia significativa de medias de la

expresién del gen entre el control positivo y los tratamientos de NPAu.



Figura 32

Andlisis de expresion de la proteina CIITA.
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Tratamientos

Nota: A) Gel de agarosa al 1.5 % con amplicones de CIITA (557 pb). C-: células no cultivadas. M:

Low DNA Mass Ladder. B) Diagrama de barras de expresion de CIITA mediante analisis

densitométrico. * = desviacién estandar, p_valor < 0.05.

El gen que codifica para la proteina CD40 con un peso molecular de 139 pb como se

observa en la figura 33 se expresé en mayor cantidad en el control negativo seguido de los

tratamientos 12.5 y 62.5 ug/mL a diferencia del control positivo y el tratamiento con mayor

concentracién, estos resultados concuerdan con el ANOVA y test comparacién multiple de

Dunnett, sin embargo, no hay una diferencia significativa de medias entre el control positivo y

los tratamientos 12.5 y 62.5 ug/mL de NPAu.
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Figura 33

Andlisis de expresion del cofactor CD40.
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Tratamientos

Nota: A) Gel de agarosa al 1.5 % con amplicones de CD40 (139 pb). C-: células no cultivadas. M:
Low DNA Mass Ladder. B) Diagrama de barras de expresion de CD40 mediante analisis

densitométrico. * = desviacién estandar, p_valor < 0.05.

En la figura 34 se observa la expresion de Clec9A, cuyo peso molecular es de 138pb, la
expresion es significativamente mayor en el control positivo, al realizar la prueba de
comparacién multiple de Dunnett se encontré una diferencia significativa en relacion con la
expresion de Clec9A en el control negativo con el control positivo y los tratamientos de NPAu.

No se registra una diferencia significativa al comparar la expresién entre tratamientos con

nanoparticulas.
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Figura 34

Andlisis de expresion del gen CLECCYA.
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Tratamientos

Nota: A) Gel de agarosa al 1.5 % con amplicones de Clec9A (138 pb). C-: células no cultivadas. M:
Low DNA Mass Ladder. B) Diagrama de barras de expresion de Clec9A mediante andlisis

densitométrico. * = desviacion estandar, p_valor < 0.05.

El gen que codifica a CD86 con un peso molecular aproximado de 388 pb (Figura 35 A)
no se expreso en el control negativo, al realizar la prueba de comparaciéon multiple de Dunnett
no se encontré diferencia significativa entre la expresién de CD86 en el control positivo y los

tratamientos con nanoparticulas (Figura 35 B).

C -
Bacteria
12.5 ug/mL
62.5 ug/mL
112.5 ug/mL

2.817e-005
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Figura 35

Andlisis de expresion del cofactor CD86.
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Nota: A) Gel de agarosa al 1.5 % con amplicones de CD86 (388 pb). C-: células no cultivadas. M:
Low DNA Mass Ladder. B) Diagrama de barras de expresion de CD86 mediante analisis

densitométrico. * = desviacion estandar, p_valor < 0.05.

En todas las concentraciones de nanoparticulas de oro incluyendo el control positivo se
observa (figura 36) la presencia de bandas que indican la expresién del cofactor CD11c con un
peso aproximado de 394 pb; en bmDC, 5 y 100 ug/mL la intensidad de las bandas es baja y en 25

ug/mL no hay la presencia de esta (posible error de operador)



89
Figura 36

Electroforesis para el cofactor CD11c.
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NOTA: Gel de agarosa al 1.5 %. M: 100bp DNA Ladder. C-: células sin estimulos y 0 dias de
cultivo, bmDC: control basal con 12 dias de cultivo sin estimulos, DC: células estimuladas con 20
ng/mL de GM-CSF durante 12 dias de cultivo, DC+B: células estimuladas con GM-CSF y

maduradas con exposicién a E.coli.

De acuerdo con los resultados obtenidos todas las concentraciones de nanoparticulas
(de 5,12.5, 25, 62.5, 100, 112.5 y 200 ug/mL) estimulan la diferenciacién y maduracién de
células dendriticas; sin embargo, al emplear 5 y 200 ug/mL de NPAu las células presentaron
mayor muerte celular, comparando estos resultados con los de viabilidad (Figura 24) la cantidad
de células obtenidas con 5 ug/mL indicaria que esta concentracion es tdxica para su uso como
tratamiento. Las concentraciones ideales de nanoparticulas de oro fueron 12.5y 25 ug/mL
debido a que la expresion de genes de coestimulacidn y maduracién es significativamente

mayor.
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Observacién de Cambios Morfoldgicos de Células Dendriticas Mediante Microscopia Electrénica

de Barrido (SEM)

La observacion en microscopio electrénico de barrido permitié diferenciar células
mononucleares, es decir, no diferenciadas (Figura 37) y células dendriticas maduras (Figura 38)
gue presentan proyecciones que sobresalen de ellas denominadas dendritas, en la célula control
positivo (A) dichas proyecciones son mas delgadas a comparacion de la célula expuesta a NPAu

(B). Presentan una forma similar a una estrella caracteristica de una célula dendritica madura.

Figura 37

Células mononucleares derivadas de médula dsea.

SEM HV: 10.0 kv wo: 10 mm || | MIRA3 TESCAN
View field: 15.5 ym Det: SE
SEM MAG: 35.8 kx Date(m/d/y): 09/05/19 CENCINAT

NOTA: células mononucleares derivadas de médula ésea de ratdn, sin tratamiento (control

basal), tiempo de cultivo = 12 dias. Observacién SEM a 10.0 kV con detector SE.
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Figura 38

Células dendriticas maduras.

{

SEM HV: 10.0 kV WD: 4.94 mm ‘ LI ‘ I ‘ MIRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 15.12 mm ‘ ) MIRA3 TESCAN
View field: 30.3 ym Det: In-Beam SE + SE 5 ym View field: 15.2 ym Det: SE 2um
SEM MAG: 18.3 kx  Date(m/dly): 12/12/19 CENCINAT SEM MAG: 36.4 kx  Date(m/dly): 12/12/19 CENCINAT

NOTA: A) Célula dendritica diferenciada con 20 ng/mL de GM-CSF. B) Célula dendritica
diferenciada con 12.5 ng/mL de nanoparticulas de Oro. Blanco: dendritas. Tiempo de cultivo =

12 dias. Observacién SEM a 10.0 kV con detector SE.

Localizacién de Nanoparticulas de Oro en Células Dendriticas Bajo Microscopia Confocal.

Los marcadores fluorescentes DAPI para nucleo e IMRM para citoplasma facilitaron la
observacién de células dendriticas derivadas de médula dsea posterior a su localizacion en
campo claro, esta técnica permitié observar las nanoparticulas de oro dentro de las células bajo

fluorescencia.
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En la figura 39 se aprecia la presencia de nanoparticulas de oro de color verde (flecha

amarilla) en el citoplasma de color rojo (flechas blancas) cerca al nucleo de coloracién azul
(flechas rojas), se encuentran agrupadas, se diferencian del control negativo debido a que la
imagen observada se sobrepone completamente sobre toda la célula descartando de esta

manera la presencia de nanoparticulas.

Figura 39

Micrografias en microscopio confocal de células dendriticas.

Sobreposicion de
Nucleo Citoplasma NPAu imagenes

50 uym
50 um .

NOTA: Maghnificacidn: 600X, tincién nucleo: DAPI (flechas rojas), tincién citoplasma: Alexa Fluor

Control -

100 ug/mL

633 (flechas blancas), Nanoparticulas de oro (flecha amarilla).
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Capitulo V: Discusion

La nanomedicina es un campo de investigacion interdisciplinaria que conjuga la
aplicacion de nanotecnologia, nanociencia y nanoingenieria con la medicina para tratamiento,
prevencion y diagndstico de enfermedades, emplea herramientas a nanoescala con un amplio
potencial en fines terapeuticos (Fornaguera & Garcia-Celma, 2017); las nanoparticulas son
consideradas un componente clave dentro de esta disciplina, presentan propiedades dpticas,
electrénicas y magnéticas dependientes del método utilizado para su sintesis, purificacion y
caracterizacion, son utilizadas como medio de transporte para farmacos, materiales bioactivos o
componentes de implantes (Pelaz et al., 2017).

Gracias a sus propiedades fisico quimicas y dpticas Unicas las nanoparticulas de oro han
sido ampliamente utilizadas en biomedicina, sin embargo, su toxicidad se encuentra
intimamente relacionada con la forma, tamano y carga superficial debido a que pueden afectar
directamente el reconocimiento y aceptacion por parte de las CD (Y. P. Jia et al., 2017), por lo
tanto, el uso de nanoparticulas de oro esféricas de sintesis quimica, con citrato como
estabilizador, de aproximadamente 30 nm de didmetro, con carga superficial negativa cumple
con factores apropiados para evitar la muerte celular (Niikura et al., 2013) y, generar la
diferenciacidon y maduracidn de células dendriticas derivadas de médula dsea.

Los ratones BALB/c de entre 8 a 52 semanas de edad mostraron una celularidad total de
la médula de 530 = 20 millones de células por cada animal, desde las 8 hasta las 24 semanas de
vida la densidad celular se muestra constante ademas, aproximadamente el 10 % del total de
células madre hematopoyéticas se encuentra en los fémures y el 4 % en las tibias (Colvin et al.,
2004), al emplear un lavado de médula como procedimiento de extraccion, la cantidad de
células viables extraidas es de aproximadamente 2.5x107 a 3.5x10’ por animal (W. Wang et al.,

2016) resultados que concuerdan con la densidad celular de este estudio donde se logré
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obtener hasta 3.05x107 células en 1 mL de medio por animal, en la figura 19 se observa que el

numero de células se encuentra en los rangos mencionados, por consiguiente, los animales de
estudio pueden encontrarse entre las 9 y 24 semanas de edad para alcanzar la mayor cantidad
de células viables precursoras de células dendriticas.

Segun Allen y Walker (2013), el tiempo de cultivo depende del uso que se va a dar a las
células dendriticas, por ello, sugieren que las células sean utilizadas a partir de los 10 dias de
cultivo; en los primeros dias Madaan y colaboradores (2014) describen una poblacién celular
heterogénea, donde las células progenitoras presentan una morfologia esférica, membrana
celular definida y pequefio tamafio, en la figura 20 se observan las células bajo microscopio
invertido con las caracteristicas mencionadas, poco adherentes y en gran cantidad; en el dia 3
las BMDC muestran morfologia esférica con la formacidn de pequefias dendritas en la superficie
celular, se presenta la formacion de agregados celulares, sin embargo, se puede apreciar la
aparicion de granulocitos (Figura 21) que responden a los mismo factores de estimulacién (Lutz
et al., 1999) (GM-CSF y nanoparticulas de oro). Las BMDC inmaduras se obtienen a partir del dia
6 en presencia de GM-CSF, la formacidn de colonias esféricas adherentes y flotantes predomina,
asimismo, la contaminacion con granulocitos aumenta (Lutz et al., 1999), los mismos resultados
se evidencian para las diferentes concentraciones de nanoparticulas de oro. A partir de los 10
dias las células dejan de crecer y experimentan una diferenciacién parcial debido a una
proliferacién temprana (Jin et al., 2020) , las protuberancias dendriticas irregulares de la
superficie se han alargado y las células dendriticas maduras o inmaduras presentan una forma

similar a una estrella como se observa en las figuras 22 y 23 (W. Wang et al., 2016).

Tras 12 dias de cultivo con 20 ng/mL de GM-CSF Lutz y colaboradores (1999) reportan

5x10° células con un 70 % de pureza, en este caso se obtuvo 5.6x10° células/mL como se



95
observa en la figura 24, sin embargo, si la concentracién de GM-CSF disminuye a partir del dia 10

la densidad celular aumentaria (Jin et al., 2020); al encontrarse expuestas con nanoparticulas de
oro la viabilidad celular es significativamente menor al control positivo, pero se evidencia lo
contrario en relacidn al control basal (células sin estimulo), incluso la viabilidad se mantiene
entre concentraciones de nanoparticulas (1.39x10°%— 2.7x10° células/mL). Segun Niikura et al
(2013) esferas de entre 20 a 40 nm inducen menor citotoxicidad, ademas nanoparticulas
recubiertas de citrato entre 10 a 50 nm no generaron dafio en fibroblastos embrionarios hasta
una concentracidén de 300 mmol/L con la cual se reporté cambios en la morfologia celular, sin
embargo, altas cantidades de citrato libre si pueden causar la pérdida de viabilidad, asimismo, la
carga positiva despolariza la membrana, por lo tanto, se podria generar un aumento de [Ca?']
inhibiendo la proliferacién celular (Y. P. Jia et al., 2017), en otras palabras, las células sometidas
a tratamiento se estarian diferenciando y madurado mas no proliferando.

La presencia de B —actina (Figura 25 y 30) indica integridad celular, incluye procesos de
division celular y regulacion de expresion génica (Bunnell et al., 2011), por ello la expresion del
gel es fundamental en todas las células con los diferentes tratamientos incluyendo controles.

Cuando las CD se exponen a estimulos extrafios mejoran su capacidad de presentacion
de antigenos provocando cambios fenotipicos, es decir, pasan de estado inmaduro a maduro
acompanadas de un aumento en la expresiéon de MHC — Il y moléculas coestimuladoras como
CD40, CD80 y CD86 (Castro et al., 2019), al cabo de 12 dias la interaccion entre GM-CSF y E. coli
(LPS) estimula la expresion en el 50 % de células de MHC —II, CD 86 y en un 95 % de CD11c, la
interacciéon de las 4 moléculas coestimuladoras y MHC — Il genera un estado de maduracion
completa (Jin et al., 2020) en las figuras 26 y 31 se observa que la expresién del complejo es
mayor en los tratamientos con nanoparticulas en comparacion a los controles, incluso en las

concentraciones mas elevadas; el cofactor CD40 (Figuras 27 y 33) se expresé en mayor cantidad
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en células sin estimulos externos, sin embargo, en comparacién con el control + su presencia en

los tratamientos es mayor o igual, en la expresion de CD86 (Figuras 28 y 35) no hay diferencia
significativa entre los tratamientos y el control +, CD86 se encuentra ausente en el control -,
para finalizar, CD11c (Figura 36) presenta mayor intensidad en las concentraciones mas elevadas
de nanoparticulas de oro (100 — 200 ug/mL), por lo tanto, las células analizadas presentan
caracteristicas de células maduras, sin embargo Helft y colaboradores (2015) reportan dos tipos
de fagocitos mononucleares CD11c* MHC — II* adherentes uno similar a DC y uno inmaduro
semejante a macrofagos.

Durante la maduracién de células dendriticas aumenta la expresion de MHC — I,
analogamente, disminuye la biosintesis de novo del ARNm del complejo, el cual se debe a la
reduccion acelerada de la proteina transactivadora de clase Il (ClITA), cuando la célula se
encuentra inmadura las isoformas | y lll son abundantes (Landmann et al., 2001), la presencia de
ClTA (Figuras 27 y 32) se debe a que segun Jin y colaboradores (2020) a los 12 dias de cultivo
Unicamente el 50 % de las células genera condiciones de maduracidon completa.

DNGR —1 codificado por Clec9A es un receptor de lectina de tipo C restringido a células
dendriticas convencionales tipo 1 (cDC1) progenitores comunes de DC (CDP) y pre — DCy en
menor cantidad en pDC, sin embargo, no induce caracteristicas de activacion en cDC1 a
diferencia de moléculas coestimuladoras (Cueto et al., 2020), por lo tanto su presencia (Figuras
28 y 34) indica la posible diferenciacién en cDC1 para las células del control positivo y
significativamente menor para los tratamientos con nanoparticulas de oro.

La presencia la proteina p53 indica procesos asociados a la vida y muerte celular, regula
e induce apoptosis cuando el dafio del ADN es grave, regula la etapa de senescencia y la entrada
y salida de las células en las etapas posteriores del ciclo celular (Wawryk et al., 2014), en este

caso P53 se expresa en mayor cantidad en 5y 200 ug/mL de nanoparticulas de oro (Figura 29),
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en los otros tratamientos la expresion es similar al control positivo, sin embargo, no se puede

determinar el proceso mediado por p53. Por lo tanto, las concentraciones de NPAu ideales para
la estimulacién de células dendriticas evitando dafio celular son: 12.5 y 25 ug/mL.

Las DC inmaduras experimentan una serie de cambios después de la absorcion y el
procesamiento del antigeno y, obtienen fenotipos y funciones de maduras, entre ellos cambios
morfolégicos (W. Wang et al.,, 2016); segun Quéré et al (2013) al observarlas mediante
microscopia electrénica de barrido las células mononucleares derivadas de médula dsea son
circulares y de pequefio tamafio (Figura 37), en cambio, las células dendriticas maduras presentan
una apariencia estrellada con numerosas protuberancias “dendritas” de diferente tamaiio,
ademas presentan superficie rugosa, siendo estas sus caracteristicas morfolégicas tipicas. Estas
caracteristicas coincidan con las micrografias obtenidas en esta investigacion (Figura 38).

Singh et al (2018) describen la formacidn de una corona en la superficie de las
nanoparticulas debido a la interaccidn con las proteinas presentes en su entorno fisioldgico, esta
formacidn interviene directamente en la distribucién y via de internalizacién de las
nanoparticulas; el complejo corona — NP contiene opsinas en la superficie lo que facilitaria su
reconocimiento por células inmunes, por su tamafio (30 nm) el mecanismo de ingreso seria por
fagocitosis (Ahmad et al., 2017), sin embargo la presencia de proteinas en el suero del medio de
cultivo crearia la formacién de la corona direccionando su ingreso por endocitosis mediada por

receptores.

Tomié et al (2014) reportaron la presencia de las NP de oro dentro de endosomas /
lisosomas después de su internalizacidn, en la figura 39 las nanoparticulas se encuentran

agrupadas y fuera del nucleo, por lo tanto, tendrian la misma ubicacion.
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La inmunobioingenieria es un término utilizado para la aplicacién de diversos materiales

dirigidos hacia la mejora del sistema inmunoldgico y sus componentes contribuyendo de esta
manera a la creacién de posibles vacunas autdlogas frente a enfermedades autoinmunes,
infecciosas, cancer o alergias (Hubbell et al., 2009). Nanoparticulas de entre 10 — 100 nm se
internalizan de manera mas eficiente, ademas, emplear 12.5 ug/mL de NPAu in vivo no generd
citotoxicidad y se registré bioacumulacién en higado, rifién y bazo cuando son sintetizadas con
citrato (Y. P. Jia et al., 2017), cuando las nanoparticulas se encuentran en sangre y linfa son
capturadas principalmente por macréfagos, en cambio, al encontrarse en higado, rifién y bazo
interactuaran con células dendriticas inmaduras y sus precursores (J. Jia et al., 2018) obteniendo
como resultado su diferenciacién y maduracion para de esta manera potenciar la respuesta

inmune adaptativa frente a una patologia.
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Capitulo VI: Conclusiones

La concentracion ideal de nanoparticulas de oro para obtener células dendriticas
maduras y activas fue 12.5 ug/mL, las concentraciones mayores a excepcion de 200 ug/mL no
generaron toxicidad, sin embargo, la expresién de factores de coestimulacién y MHC — Il fue
mayor a la concentracién mencionada.

Se obtuvo una media de 1.8x107 células mononucleares derivadas de médula dsea de
los 4 huesos las dos patas posteriores (2 fémures y 2 tibias) de un ratdn de entre 9 y 24 semanas
de edad, siendo 15 semanas la edad éptima para realizar el ensayo. Tras 12 dias de cultivo con
NPAu (5, 12.5, 25, 62.5, 100, 112.5 y 200 ug/mL) se obtuvo una media de 1.96x10° células/mL,
5.6x10° células/mL para el control positivo y 2.5x10° células/mL para el control basal; entre el
control basal y las diferentes concentraciones de NPAu no hay diferencia significativa.

Se estimuld la diferenciacion y maduracién de células dendriticas con GM-CSF mas E.
coli (control positivo) y nanoparticulas de oro de aproximadamente 30 nm a diferentes
concentraciones entre 5 ug/mLy 200 ug/mL en solucion, de acuerdo con la expresién del gen
p53 y andlisis de viabilidad celular, 5 ug/mL de NPAu resulta toxico para las células, sin embargo,
se registra 1.39x10° células dendriticas maduras para esta concentracion.

Las bmDC se diferenciaron posiblemente en células dendriticas cCD1 y se determind
mediante la caracterizacién de factores de coestimulacién CD40, CD86 y CD11c, ademas la
presencia de MHC — Il y CIITA la maduracién y activacion de las células dendriticas al tener
contacto con nanoparticulas de oro principalmente al emplear 12.5 y 25 ug/mL. Su estado
morfolégico se confirmd mediante la observacidén en microscopio electrdnico de barrido; las
micrografias obtenidas de microscopia confocal revelaron la presencia de nanoparticulas dentro

de las células, cerca al nucleo posiblemente dentro de endosomas.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Con el fin de conocer la cuantificacidon de expresion de genes se recomienda realizar

técnicas como citometria de flujo para la caracterizacién de células dendriticas.

Para conocer el comportamiento de las nanoparticulas al interactuar con las proteinas
del medio de cultivo se recomienda realizar analisis de estabilidad como: verificacién de carga,

agregacion, forma, tamano y estado durante el ensayo in vitro.

Realizar ensayos in vivo con las células dendriticas obtenidas para la implementacién de
una posible terapia inmunomoduladora, ademas de conocer efectos relacionados a la forma de

administracién, distribucion, metabolismo y excrecién de nanoparticulas de oro.
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