UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

FONOATS

AT F ALERE A Dy
( 1 VERITATIS ﬂz

-

POTENCIAL DE NANOPARTf?ULAS DE QUITOSANO COMO
INDUCTOR DE DIFERENCIACION DE MONOCITOS HUMANOS A
CELULAS DENDRITICAS

POR

Q.B.P. EDGAR LOPEZ PACHECO

COMO REQUISITO PARA OBTENER EL GRADO DE MAES'l:RiA
EN CIENCIAS CON ORIENTACION EN INMUNOBIOLOGIA

FEBRERO, 2016



POTENCIAL DE NANOPARTICULAS DE QUITOSANO COMO INDUCTOR DE
DIFERENCIA CION DE MONOCITOS HUMANOS A CELULAS DENDRITICAS.

Comité de tesis

Director de Tesis

Dr. Moisés A. Franco Molina

Secretario

Dra. Cristina Rodriguez Padilla

Vocal 1

Dra. Diana G. Zarate Triviiio

Vocal 2

Dr. Edgar Mendoza Gamboa

Vocal 3

Dr. Pablo Zapata Benavides



El presente trabajo fue desarrollado en el Laboratorio de Inmunologia y Virologia del
departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, bajo la direccion del Dr. Moisés A. Franco Molina.



Indice general

SECCIOM ...ttt ettt et e b e bt e a e s et et e e bt e bt e sb e e sheesateeat e e bt e bt e ebteeabesabeeabeenbeenaes Pé4gina
AGTAECIIMICIITOS ..eeeuvvieitieiiieeitteette et e et e ettt esteeebteeeabeesbteesteeesabeeeaseesabeesnbeeesnbeesabaesnnseesaseesnsees 1
J B Ta FTeF: 17} o I W 2
LiSta de taDIas......coooiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 3
LIStA € FIUIAS ..ottt ettt b e sttt et e bt e bt e s ae e st e e bt e be e bt e sbeesaeesaeean 4
NOMENCIATUTA ....coooiiiiiiiiiii 5
| I 2] 11 0155 o DR 9
AN o 11 v Lo PP PRRPRRRRPRRROt 10
3. INrOAUCCION ..o 11
AN (11T e 16 (531 L= RRPPPRRRRPRPRRPRRROt 10
4.1. Introduccion: células dendritiCas .........ooovvvvviiiiiiiiiiiiiii 12
4.1.1 Biologia de las células dendritiCas.........ceccuerrveereieenieeeiieeie e 12
4.1.2  Células dendriticas y su papel en la inmunoterapia celular-.......................... 21
4.2. Generacion de células dendriticas humanas ............ccccccoevviiiiii 24

4.2.1. Diferenciacién de células dendriticas con estimulos exdgenos y
ENAOZEINIOS ..c.eeieiiiieiiee ettt sttt e st e et e e sabe e e bt e sabe e s bt e e sabeeeaaee 24

4.2.2. Limitaciones de los protocolos actuales de generacion de células

ENAITHICAS. .. ettt ettt ettt et st st ete e b 27

4.3. Biomateriales como agentes inductores de diferenciacion celular ............ccccoeeeee... 29
4.3.1. Estudios de diferenciacion celular con biomateriales ...........c.ccoeceeveeneenen. 29

4.3.2. Limitaciones de los biomateriales durante el cultivo de células................... 31

4.4. Nanoparticulas de quitosano como inductor de diferenciacion.............c.ccceceeueennen. 32
4.4.1. Produccién de quitosano y sus propiedades fisico-quimicas.............ccc.een.... 32

4.4.2. Nanotecnoldgia y aplicaciones actuales de las nanoparticulas..................... 36

4.4.3. Biologia de las nanoparticulas y su interacciéon con células......................... 37

4.4.4. Propiedades que influyen el comportamiento de nanoparticulas.................. 40

4.4.5. Sintesis de nanoparticulas de quitosano: gelacion idnica.........c.ceeceveerevennee. 43

TR = 1510 13 USSR 45
(O @ o) 153 5 o USRS 45

6.1, ODJELIVO ZENETAL ....eeeeiieiiiiisieeeiieeeiee et e et e et e et eetee e eteessteeessseessseeenseesnseeennseenns 45



6.2. ODbJetiVOS ESPECTIICOS . .uviiutiitiiiietieriee ettt ettt sttt 45

7. Material ¥ MELOAOS ...veeeiiiiiiieiiie ettt ettt ettt et e st e e bae e s bee e abe e sabeesbteeebeeeaaeas 46
7.1. Sintesis de nanoparticulas de qQUITOSANO ........ccceeeruieriiiieriieniieerieeeiee e e eieeeraee s 46
7.2. Caracterizacion de nanoparticulas de qUItOSANO0.........c.eeeveeeriiieeriiieriieeenieeeiee e 46

7.2.1. Tamaifio promedio de nanoparticula ..........cccceeeveveeerieeniiieinieerieeeee e 46
7.2.2. Carga superficial de nanoparticula: potencial Z..........ccccceeevviivieiriirenneennne. 46
7.2.3. Microscopia electronica de barrido ..........ccceeeeerieeeiieiniieeiiie e 47
7.2.4. Espectroscopia de iNfrarrojo .......occueeeeeeerieeiiiieeniieeste ettt 47
7.3. Deteccion de endotoxina bacteriana presente en nanoparticulas ..........ccceeeceeeenneenee 47
7.4. Establecimiento del cultivo primario de monocitos de sangre periférica................. 48
7.5. Grupos eXperimentales .......c.ccecverrereeriirierieniietentenieete st eieente st esesreearesresbeebesbeeneenee 49
7.6. Andlisis fenotipico de monocitos tratados con nanoparticulas........c...cccceceevvereennene 49
7.7. Evaluacion morfoldgica de monocitos tratados con nanoparticulas .........cc..c..ce...... 49
7.8. Viabilidad celular de monocitos tratados con nanoparticulas..........cc.ccceeeerceerieeenenne 50
7.9. Capacidad fagocitica de monocitos tratados con nanoparticulas............cc.cccueeueenee. 50
7.10. AnAliSis €StAATISTICOS .eevriruiiruiiriiiiieitertert ettt ettt e ens 50

8. RESUITAAOS ...ttt ettt st 51
8.1. Tamafio promedio de nanoparticula mediante dispersion de luz dindmica .............. 51
8.2. Andlisis de carga superficial de nanoparticula de quitosano (potencial z)................ 51
8.3. Morfologia de nanoparticulas mediante microscopia electrénica de barrido ........... 52
8.4. Andlisis de formacion de particula mediante espectroscopia de infrarrojo............... 52
8.5. Concentracién de endotoxina bacteriana presente en nanoparticulas ....................... 54
8.6. Andlisis fenotipico de monocitos tratados con nanoparticulas de quitosano ........... 55

8.7. Viabilidad celular y morfologia de monocitos humanos tratados con nanoparticulas57

8.8. Capacidad fagocitica de monocitos humanos tratados con nanoparticulas............... 58
0. DISCUSION ...ttt sttt ettt b et sttt s bt et s bt et et sat et e sbe et e nbeebeenbesueenaenee 59
TO. CONCIUSIONES ...uvvenniiiiieiieieenite ettt ettt e ettt et saee et st e bt e bt esbeesanesaneeaneeneennees 64
T1. POISPECTIVAS ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt st sttt e bt e b e sae e et e eaneeneenees 65
12. Literatura CONSUITAAA .......coouiiriiiiiiiiiiieic ettt 66

13. ReSumen BIOZIATICO. ...c..eeieriiriiiiiieetee ettt sttt et 77



Agradecimientos

Mi maés sincero agradecimiento a las siguientes personas: Dr. Moisés A. Franco Molina,
Dra. Cristina Rodriguez Padilla, Dra. Diana G. Zarate Trivifio, Dr. Edgar Mendoza Gamboa
y el Dr. Pablo Zapata Benavides por formar parte del Comité de Tesis, por sus valiosos

comentarios, sugerencias e interés en la revision del presente trabajo.

A la unidad de Inmunoterapia del laboratorio de Inmunologia y Virologia del departamento
de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn, por permitirme el uso de su equipo, material y su invaluable

ayuda en el desarrollo de este trabajo.

A dios por siempre ayudarme a seguir a delante en los momentos que mds lo necesitaba, a
mi familia por el apoyo que me brinda a diario y que no siempre les agradezco como
deberia, asi como a mis amigos, compaifieros y maestros que contribuyeron de una u otra

forma en la realizacion de este trabajo.



Dedicatoria
A Dios:

Por ser aquel amigo que siempre estd presente en los buenos y malos momentos y por
permitirme tener una familia, amigos y una vida tan hermosa.

A mis padres:

Jesiis Lopez Urdiales y Maria del Refugio Pacheco Mendoza, por siempre haberme
mostrado su incondicional apoyo hacia mi, y por siempre haberme soportado en aquellos
momentos en los que me sentia estresado, molesto o deprimido. Gracias los amo mucho.

A mi novia:

Gracias por siempre hacerme sentir especial a tu lado eres lo més valioso en mi vida y te
dedico este trabajo con todo mi corazén. Te amo mucho Sarahi Sanchez Rios.

A mis hermanos:

Melissa, Jestis y Diana, por los buenos momentos en los que bromeamos, jugamos juntos y
disfrutamos estar el uno con el otro y que de alguna manera hacen olvidar los pequefios
problemas que nosotros mismos hacemos grandes. Gracias los quiero mucho.

A mis amigos:

A Ivonne, Erika, Carmen, Lily, Yarellis, Alex, Fernanda, Violeta, Rilque, Sarita, Cristel,
Fabiola, Daniela, Baldomero, Gustavo, Martin, Victor, Juanjo, Claudia, Mayra, Megan,
Marta Thalia, Raul, Sonia, Mario y Lolita por siempre estar ahi cuando uno los necesitaba y
por siempre haberme apoyado al 100% en todo. Gracias.



Indice de tablas

1. Eventos adversos reportados durante la terapia con sipuleucel-T ........................ 24
2. Principales citocinas recombinantes utilizadas en el proceso de diferenciacion de
células dendriticas y sus costos en el mercado...........ceevveeeviierniieniieeniieenieeee 28

3. Precios actuales en el mercado de distintas presentaciones de quitosano............. 35



Indice de figuras

FRGUIA. .ottt Pé4gina
1. Vias de procesamiento y presentacion de antiZeno .......cc.cceeceevueerieeneenieeneeneeneenieeneeens 16
2. Moléculas de superficie celular involucradas en la sinapsis inmunolégica..................... 18
3. Diferenciacion de linfocitos T virgenes a células Thl y Th2 ........ccccoovviinininnininienns 19
4. Proceso de manufactura de Sipuleucel-T (PROVENGE®)..........ccccceeviineinieninninnennn 22
5. Mecanismo de accién de Sipuleucel-T (PROVENGE®) ........ccccccooviiiiiiiiniiiniieinieene, 23
6. Diferenciacion de células dendriticas con estimulos exdgenos y enddgenos .................. 26
7. Reaccidn de desacetilacion termoalcalina de la qQUItIna........coccveeecieeriieniieerieeeieeeiees 33
8. Estructura quimica de la celulosa (A), quitina (B) y quitosano (C).......cccceeeveeecuveerneennne. 34
9. Aplicaciones de las nanoparticulas en el drea de la salud...........cccoeeevevriiiiniinncieeniennne, 36
10. Mecanismos celulares de incorporacién de nanoparticulas por las células.................... 38
11. Pardmetros fisico-quimicos determinantes entre la interaccion de nanoparticulas

COM CEIUIAS ..ottt 41
12. Gelacién iénica. A) tripolifosfato pentasodico, B) quitosano, C) nanoparticulas

€ QUILOSAINIO ..ttt ettt ettt b e st e et e bt e bt e bt e sbtesat e et e e beesbeeebeesateeaee 43
13. Andlisis de tamafio promedio de particula mediante dispersion de luz dindmica.......... 51
14. Andlisis de potencial z de particula mediante electroforesis doppler con laser ............. 51
15. Analisis morfoldégico de nanoparticulas por microscopia electrénica de barrido .......... 52
16. Grupos funcionales de nanoparticulas mediante espectroscopia de infrarrojo .............. 53
17. Deteccion de endotoxina bacteriana presente en muestras de nanoparticulas ............... 54
18. Andlisis fenotipico de monocitos tratados con nanoparticulas de quitosano................. 55
19. Histogramas de citometria de flujo representativos del analisis fenotipico celular ....... 56
20. Viabilidad celular y morfologia de monocitos tratados con nanoparticulas .................. 57
21. Capacidad fagocitica de monocitos tratados con nanoparticulas de quitosano............... 58



%

°C

pm
20X

60X

Ag
ANOVA
CPA
ATP
B7-DC
B7-H1
BALB/c
Cs;-0
C57BL/6
Ce-O
CCR
CD"

CD*

CD
CD14md
CD40L

Células NK

Nomenclatura

Porcentaje

Grados

Grados centigrados

Micromolar

Micrémetros

Objetivo 20X

Objetivo 60X

Antigeno

Andlisis de varianza

Célula presentadora de antigeno
Adenosin trifosfato

Molécula coestimuladora B7-DC
Molécula coestimuladora B7-H1
Ratén de laboratorio cepa BALB/c
Carbono numero 3-oxigeno

Raton de laboratorio cepa C57BL/6
Carbono nimero 6-oxigeno

Receptor de quimiocinas

Cluster de diferenciacion ausente
Cluster de diferenciacion presente
Cluster de diferenciacion
Cluster de diferenciaciéon 14 moderado
Ligando del cluster de diferenciacién 40

Células natural killer



C-H
CIMAV
CINVESTAV
CLIP
cm’!
CO;
COOH
CpG
CTLA-4
DD
DNA
DsRNA
EDTA
ELISA
FDA
FITC

FT-IR

GM-CSF
HCI
HLA
HMW
ICAM
ICOS

IFN-y

Carbono-hidrégeno

Centro de investigacion en materiales avanzados

Centro de investigacion y de Estudios Avanzados del IPN
Péptido de la cadena invariante asociado a clase II
Centimetros™!

Diéxido de carbono

Grupo funcional carboxilo

Islotes CpG

Antigeno 4 ligado a linfocitos T citotdxicos

Grado de desacetilacion

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico de doble cadena

Acido etilendiaminotetraacético

Ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas
Administracion de drogas y alimentos de los Estados Unidos
Isotiocianato de fluoresceina

Espectrometria infrarroja con transformada de Fourier
Gramos

Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos
Acido clorhidrico

Antigeno leucocitario humano

Peso molecular alto

Molécula de adhesion intracelular

Coestimulador inducible

Interferén gamma



Li

IL
KDa
Kg
KLH
LAL
LcK
LFA-1
LMW
LPS
MDC
mg/mL
MHC
MIP-3
MMW
mV
MW
NaOH
NF-xB
NH>
NKT
Nm
Nps
OH

p<0.05

Cadena

Interleucina

Kilodalton

Kilogramo

Hemocianina de la lapa californiana (Megathura crenulata)
Lisado de amebocitos de Limulus polyphemus
Tirosina quinasa especifica de leucocitos
Antigeno 1 asociado a funcion leucocitaria
Peso molecular bajo

Lipopolisacarido

Quimiocina derivada de macréfagos
Miligramos/mililitro

Complejo mayor de histocompatibilidad
Quimiocinas CCL19

Peso molecular intermedio

Milivolts

Peso molecular

Hidréxido de sodio

Factor nuclear kB

Grupo funcional amino

Linfocitos T natural killer

Nanometros

Nanoparticulas

Grupo funcional hidroxilo

Significancia estadistica menor a 0.05



PAP-GM-CSF

PARC
PBS 1X
PDI
PGE2
pH
PLGA
P-O
RANTES
RE
RNA
Rpm
RPMI-1640
SEM
SFB
SMAC
TAP
TARC
TGF-B
Thl

Th2
TPP
UE/mL

(MY

Fosfatasa 4dcida prostatica fusionada con GM-CSF
Quimiocina reguladora de activacién pulmonar
Buffer de fosfatos salinos concentracién 1X
Indice de polidispersidad

Prostanglandina E»

Potencial de iones hidrégeno

Poli (4cido l4ctico-co-glicdlico)

Fosfato-oxigeno

Regulado sobre activacion en células T activadas expresado y secretado
Reticuloendopldsmico

Acido ribonucleico

Revoluciones por minuto

Medio de cultivo RPMI formula 1640
Microscopia electrénica de barrido

Suero Fetal Bovino

Complejo activador central supramolecular
Proteina transportadora asociada con el procesamiento de antigenos
Quimiocina regulada y activada del timo

Factor transformante 3

Células T coperadoras 1

Células T coperadoras 2

Tripolifosfato pentasddico

Unidades de endotoxina/mililitro

Ultravioleta



1. Resumen

Las células dendriticas son presentadores de antigenos conocidos como centinelas inmunolégicos.
Su capacidad para procesar y presentar antigenos son las bases de la inmunoterapia contra el cancer
utilizando este tipo de células. Este tipo de inmunoterapia involucra generar células dendriticas a
partir de monocitos de sangre periférica en un periodo de cultivo de 5 a 7 dias utilizando citocinas
recombinantes y antigenos. Una vez que estas células se capacitan in vitro, son reinfundidas al
paciente con el fin de estimular a los linfocitos T y asi levantar una respuesta citotéxica en contra de
las células cancerosas. Aunque este procedimiento posee ventajas como lo es la nula toxicidad hacia
el paciente atribuida a la naturaleza autSloga de las células a reinfundirse, el alto costo del
tratamiento limita la disponibilidad del mismo a personas de nivel socioecondémico bajo y medio.
Debido a esto, la bisqueda de nuevas moléculas de bajo costo que sean capaces de inducir
diferenciacion celular son necesarias. A pesar de que muchos biomateriales (alginato, agarosa y
quitosano) son capaces de sobrexpresar marcadores especificos de células dendriticas, el quitosano
ha sido el més estudiado debido a su biocompatibilidad y nula toxicidad. Este ha sido evaluado
como una pelicula fina sobre monocitos aislados de sangre periférica humana y células dendriticas
inmaduras de ratén procedentes de medula 6sea en combinacién con IL-4 y GM-CSF. Del mismo
modo, su efecto a escala nanométrica ha sido estudiado sobre células dendriticas inmaduras aisladas
de bazo de ratén. A pesar de que el potencial del quitosano para sobreexpresar marcadores
especificos de células dendriticas ya ha sido evaluado, actualmente no hay estudios que evalden el
potencial de las nanoparticulas de quitosano como agente inductor de diferenciaciéon de monocitos
humanos hacia células dendriticas sin hacer uso de citocinas recombinantes. En la presente
investigacién, se sintetizaron nanoparticulas de quitosano mediante gelacién iénica. Se obtuvieron
nanoparticulas de 208 nm de tamafio promedio, con carga superficial positiva y de morfologia
irregular. Los niveles de endotoxina de las mismas resultaron encontrarse dentro de los limites
permisibles establecidos por el departamento de salud y servicios humanos de los Estados Unidos.
Se aislaron monocitos humanos de sangre periférica utilizando ficoll. Las células obtenidas fueron
tratadas con nanoparticulas solas (0.30 mg/mL) o en combinacién con albumina de pollo (1 mg/mL)
y un adyuvante (Hemocianina: 10ng/mL) durante 7 dias. El andlisis de citometria de flujo reveld
que las células tratadas mostraron un incremento de expresion de marcadores celulares involucrados
en sefiales co-estimuladoras (CD80), maduracién de células dendriticas (CD83), presentacién de
antigeno (HLA-II) y moléculas involucradas en la fijacion de lipopolisaciarido (CD14).
El ensayo FITC-dextran demostro la capacidad de las células para realizar el proceso de fagocitosis,
mientras que el andlisis morfolégico (60X) reveléd células con prolongaciones celulares y

pseuddpodos.



2. Abstract

Dendritic cells are antigen-presentating cells known as immune sentinel cells.
The ability of these cells to process and present foreign antigens are the basics of dendritic cell-
based cancer immunotherapy. This treatment involves the generation of dendritic cells from a
source of human peripheral blood monocytes within 5 to 7 days using cytokines and different
antigen sources. Once the cells are fully maturated in vitro, they are infused back into the patient
where the treatment stimulates T-cells to attack cancer cells. Although this procedure has
advantages such as non-toxicity due to the autologous nature of infused cells, the high cost of the
therapy is a disadvantage that makes the therapy unavailable for low and middle income people. For
this reason, the need for new low-cost molecules able to induce cell differentiation is required.
While many biomaterials (alginate, agarose and chitosan) possess the ability to upregulate specific
dendritic cell markers, chitosan has been the most studied due to its properties such as
biocompatibility and non-toxicity. This polymer has been assessed as a thin film on monocytes
isolated from human peripheral blood and mouse bone marrow in combination with GM-CSF and
IL-4. Another related research involves the effect of this polymer as a nanometric system on
immature dendritic cells isolated from mouse spleen. Although the capacity of chitosan to
upregulate specific mature dendritic cell markers has already been studied, at the moment there are
no studies evaluating the effect of chitosan nanoparticles as a cell differentiation agent from a
human peripheral blood monocyte phenotype to a dendritic cell phenotype without the use of any
cytokine. In the present research, chitosan nanoparticles were synthesized by ionotropic gelation.
The procedure allows us to obtain chitosan nanoparticles with an average size of 208 nm, positively
charged surface and irregular-shaped morphology. The endotoxin level found on chitosan
nanoparticles was within limits set by the United States department of health and human services.
Human peripheral blood monocytes were isolated by density gradient centrifugation using ficoll.
The obtained cells were pulsed with chitosan nanoparticles alone (0.30 mg/mL) or in combination
with chicken albumin (1 mg/mL) and keyhole limpeth hemocyanin (10ng/mL) as adjuvant in a time
period of 7 days. Flow cytometric analysis showed that cells treated with chitosan nanoparticles
alone or in combination with antigen and adjuvant express high levels of specific cell markers
involved in costimulatory signals (CD80), maturation of dendritic cells (CD83), antigen
presentation (HLA-II) as well as molecules involved in LPS fixation (CD14). FITC-dextran assay
revealed the capacity of treated cells to perform phagocytosis while morphological cell analysis

(60X) showed cells with irregular membrane projections and pseudopod.
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3. Introduccion

Las células dendriticas se catalogan como los centinelas del sistema inmunolégico ya que estas se
encuentran constantemente monitoreando su microambiente en busca de patégenos o de antigenos
tumorales. Estas células constituyen la frontera entre la respuesta inmune innata y adaptativa ya que
gracias a su capacidad de capturar, procesar y presentar antigenos resultan ser células presentadoras
de antigeno por excelencia. Este tipo de células son actualmente utilizadas en inmunoterapias de
tipo autdlogo para el tratamiento del cdncer de prdstata metastdsico resistente que actualmente se
comercializa en los Estados Unidos bajo el nombre comercial d¢ PROVENGEP®. El objetivo de la
inmunoterapia es el de generar células dendriticas autdlogas a partir de monocitos de sangre
periférica que al ser reinfundidos al paciente serdn capaces de activar células T CD8* efectoras
especificas de tumor que tengan el potencial de reducir el volumen tumoral y a su vez inducir
memoria inmunolégica. La capacidad de estas células para interactuar con patrones moleculares
distintos se atribuye a receptores especificos (receptores tipo toll y lectina C) los cuales son clave
para reconocer una amplia variedad de moléculas e inducir activacién celular. Los procesos de
activacion y maduracién de estas células involucran la pérdida y ganancia de marcadores de
superficie caracteristicos de distintos linajes celulares, alteracién de la capacidad fagocitica,
cambios morfolégicos y de comportamiento en cultivo celular, entre otros. Dada a la amplia gama
de patrones moleculares que los receptores tipo Toll son capaces de reconocer (lipopolisacéridos,
lipoproteinas, lipopéptidos, flagelina, RNA de doble cadena, islotes CpG y DNA), en afios recientes
se ha investigado el efecto de cultivar monocitos sobre una amplia gama de biomateriales en forma
de una pelicula fina (alginato, agarosa, quitosano, 4cido hialurénico, poli (4cido lactico-co-
glicdlico) y quitosano) con la finalidad de evaluar su efecto en la diferenciacién de estos hacia
células dendriticas y potencial utilizacion en los protocolos actualmente establecidos.
A pesar de que las peliculas de quitosano han mostrado tener importantes resultados con respecto al
potencial de este polimero para inducir diferenciacidn celular, los estudios llevados a cabo poseen
desventajas que imposibilitan el uso del quitosano a nivel clinico en terapias de tipo autélogo.
La degradacién de las peliculas de quitosano durante el cultivo celular contribuye a obtener una
baja pureza celular y abundante contaminacién de fragmentos poliméricos de gran tamaio.
Lo anterior dificulta posteriores andlisis (citometria de flujo) necesarios para monitorear el estadio
de maduracién celular y ademds obliga a realizar metodologias de purificacién celular.
Debido a lo anterior, un sistema a escala nanométrica basado en este polimero cuyas condiciones de
sintesis permitan eliminar las desventajas anteriormente mencionadas seria un potencial agente de

diferenciacion celular el cual podria integrarse a protocolos actualmente aceptados.
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4. Antecedentes.
4.1. Introduccion: células dendriticas.

4.1.1. Biologia de las células dendriticas.

Los antigenos necesitan ser procesados y presentados por células presentadoras de antigeno
antes de que puedan ser reconocidos por células efectoras especificas (Chung et al., 2004).
Las células dendriticas son células presentadoras de antigeno que juegan un papel
importante en la regulacion de la respuesta inmune adaptativa. Estas células han sido
catalogadas como células presentadoras de antigeno profesionales, ya que tienen la
capacidad de capturar, procesar y presentar antigenos de forma especifica a las células T,

generando asi respuestas inmunes especificas (Begofa et al., 2012).

Las células dendriticas se encuentran en tejidos, 6rganos linfoides y no linfoides, asi como
circulantes en linfa aferente y sangre periférica (Begofa et al., 2012). Fuera de los tejidos
linfoides, estas células son abundantes en piel, faringe, es6fago alto, vagina, ectocérvix y en
las superficies de las mucosas de los sistemas respiratorio y gastrointestinal
(Niess et al., 2005). Estas células también se han descrito en corazén, higado, parénquima
pulmonar y Idmina propia del intestino. En el cerebro no se han descrito; sin embargo, las
células de la microglia se asemejan a células dendriticas por su morfologia y por sus

marcadores de superficie celular (Begofia et al., 2012).

La caracteristica morfolégica principal de las células dendriticas es la presencia de
numerosas prolongaciones que se extienden desde el centro de la célula y pueden tomar la
forma de dendritas (similares a las neuronas), pseudopodos o velos (Wieder et al., 2003).
Estas células extienden sus prolongaciones entre las estrechas uniones de las células
epiteliales sin alterar la funcién de la barrera epitelial. Lo anterior aumenta la captura de

antigenos del entorno incluso si no hay infeccién o inflamacion (Rescigno et al., 2001).

Ademads de las abundantes prolongaciones citoplasmaticas, estas células poseen estructuras
intracelulares abundantes en su citoplasma relacionadas con la capacidad de procesar
antigenos; endosomas, lisosomas y granulos de Birbeck de las células de Langerhans de la

epidermis (Begona et al., 2012).
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Durante la época en que se describieron las células dendriticas, se consideraba a los
macréfagos como los principales presentadores de antigeno en el sistema inmunolégico, ya
que estos eran mds abundantes, se distribufan uniformemente en el cuerpo humano y se
sabfa que posefan la capacidad de presentar antigenos a otras células. (Wieder, 2003).
Lo anterior empez6 a perder fuerza a medida que Steinman empezd a realizar
observaciones y publicaciones respecto a otra poblacion celular distinta a los macréfagos
(Steinmann et al., 1975; Steinman et al., 1979). Mediante variadas técnicas de separacion
celular logré enriquecer una poblacién de células procedentes de tejidos linfoides que
parecian mucho més eficaces que los macréfagos promoviendo la proliferacién de células T

aloreactivas (Steinman et al., 1983).

Los conocimientos bioldgicos sobre este nuevo tipo celular avanzaron lentamente en la
década de los 80°s, debido a la complejidad metodologica derivada de la purificacion de
una poblacién minoritaria de los tejidos linfoides. Este panorama cambi6 radicalmente en
los 90°s ya que una serie de descubrimientos metodolégicos (combinacién de citocinas
recombinantes con antigenos de distinta naturaleza) permitieron llevar acabo procesos de
diferenciacion in vitro de células que compartian marcadores celulares y caracteristicas
funcionales con las células dendriticas (Felzmann et al., 2003). El desarrollo de estas
metodoldgias permitié llevar a cabo la maduracién celular in vitro y su posterior
purificacion, permitiendo asi tener un mejor conocimiento de su biologia y funciones que
en los ultimos anos han permitido el desarrollo de ensayos clinicos basados en el uso de
células dendriticas en el campo de la inmunoterapia antitumoral y antiinfecciosa, para

inducir tolerancia postrasplante o en patologias autoinmunes (Begofia et al., 2012).

Las células presentadoras de antigeno tienen dos funciones importantes en la activacién de
los linfocitos T. En primer lugar, las células presentadoras de antigeno convierten los
antigenos proteicos en péptidos y muestran complejos péptido-MHC para que sean
reconocidos por los linfocitos T. La conversién de proteinas originales en fragmentos
peptidicos asociados al MHC que sintetizan las células dendriticas se denomina
procesamiento de antigeno. En segundo lugar, se requiere de estimulos que van més alld de

los que ponen en marcha mediante el reconocimiento de los complejos péptido-MHC por el
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receptor del antigeno de los linfocitos T. Estos estimulos, denominados coestimuladores,

son necesarios para que se produzcan las respuestas completas de los linfocitos T

(Abbas et al., 2008).

Las células dendriticas inmaduras se reclutan en tejidos periféricos donde se lleva a cabo el
proceso inflamatorio. La internalizacién de particulas extrafas puede subsecuentemente
activar la maduracién y migracién hacia los érganos linfoides. Las respuestas mediadas por
quimiocinas y la expresion de receptores de quimiocina son componentes esenciales en el
reclutamiento de células dendriticas y migracion de las mismas para presentar entonces el
antigeno capturado. Las células dendriticas inmaduras expresan los receptores de
quimiocinas CCR1, CCR2, CCRS, CCR6 y CXCR1 (R&D  Systems, 2002).
De este modo, las células dendriticas son quimioatraidas hacia las dreas de inflamacién
principalmente por MIP-3 alfa/CCL20, y también en respuesta a RANTES/CCLS y MIP-1
alfa/CCL3 (R&D Systems, 2002).

Las células dendriticas en reposo (inmaduras) expresan receptores de membrana que se
unen a patdgenos, como los receptores para manosa. Estas células emplean estos
receptores para captar antigenos microbianos, endocitarlos y comenzar a procesar las
proteinas para obtener péptidos capaces de wunirse a las moléculas de MHC.
Las células dendriticas también expresan receptores tipo foll que reconocen moléculas
microbianas y activan a los linfocitos para que secreten citocinas € inicien su proceso de

maduracién (Abbas et al., 2008).

Una vez captado el antigeno por las células dendriticas, este necesita ser procesado y
presentado en su superficie para asi estimular a los linfocitos T. El procesamiento del
antigeno consiste en la conversion de proteinas originales en péptidos asociados a
moléculas MHC. Este proceso consiste en la introduccion de antigenos proteicos exogenos
en el interior de las células dendriticas o la sintesis de antigenos en el citosol,
la degradacién proteolitica de estas proteinas en péptidos, la unién de los péptidos a las
moléculas de MHC y la presentacion de los complejos péptido-MHC en la superficie de las
c€lulas dendriticas para que sean reconocidos por los linfocitos T. Por lo tanto, las
proteinas tanto extracelulares como intracelulares se muestrean mediante estas vias de

procesamiento del antigeno y las moléculas del MHC presentan péptidos derivados de
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proteinas normales propias y de proteinas extrafas para permitir la vigilancia por parte de

los linfocitos T (Abbas et al., 2008).

Para llevar a cabo la presentacion de moléculas MHC de clase 1, las cuales estimulan a los
linfocitos T CD8*, el antigeno es capturado por fagocitosis o endocitosis asociada a
receptores y entonces es introducido al citosol. Aqui ocurre la degradacién via proteosoma
y los péptidos resultantes son transportados hacia el reticulo endoplasmico mediante un
transportador dependiente de ATP denominado TAP. Los dimeros MHC de la clase I-B»-
microglobulina recién sintetizados en el reticulo endopldsmico se unen al complejo TAP y
reciben péptidos transportados hacia el interior del RE. Los complejos estables formados
por moléculas MHC de clase I y los péptidos unidos salen del reticulo endopldsmico a

través del complejo de Golgi, hacia la superficie (Wieder, 2003).

La presentacion de moléculas MHC de clase 1I, las cuales estimulan a los linfocitos T
CD47, se inicia con la interiorizacion de proteinas extracelulares en endosomas, donde esas
proteinas se escinden mediante protedlisis por enzimas que actian a pH 4cido.
Las moléculas de MHC de clase II recién sintetizadas se trasportan desde el reticulo
endopldsmico a las vesiculas endosémicas. Aqui, la I; se degrada proteoliticamente y la
molécula DM elimina un pequefio péptido residual de I, denominado CLIP del sitio de
unioén peptidica de la molécula MHC. Los péptidos que se generan a partir de las proteinas
extracelulares se unen entonces a los lugares libres de la molécula MHC clase I y el
complejo trimérico se desplaza hacia la superficie celular, donde se presenta

(Wieder, 2003).

Luego de haber sido capturado y procesado el antigeno, la célula dendritica migra hacia la
zona T de los 6rganos linfoides. El proceso de migracion estd regulado por la interaccion de
quimiocinas y receptores de quimiocinas. Las células dendriticas maduras pierden la
capacidad de responder a MIP-3-alfa/CCL20, RANTES/CCL5 y MIP1-alfa/ccl3, y se
vuelven entonces sensibles a MIP-3 beta/CCL19. El proceso de maduracién, también trae
consigo la perdida de la expresion de moléculas de superficie; CCR1, CCRS y CCR6, la
sobreexpresion de CXCR4 y CCR7, y la disminucion de CXCR1. La sobreexpresion de
CCR7 promueve la capacidad de respuesta a MIP-3 beta/CCL19 y 6Ckine/CCL21.

6CKine/CCL21, una potente quimiocina para células dendriticas maduras y células T
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virgenes colocaliza ambas células en la zona T de los 6rganos linfoides y de este modo se
promueve la activacion de la célula T. La maduracién de las células dendriticas también
induce la producciéon de MDC/CCL22, TARC/CCL17 (quimiocinas que atraen células T
que expresan CCR4) y PARC/CCL18. La produccién de la quimiocina XCXL16 en la zona
de células T de los 6rganos linfoides promueve la interaccion entre células dendriticas y
células T CD8* (R&D Systems, 2002).
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Figura 1. Vias de procesamiento y presentacion de antigeno (R&D Systems, 2002).

Los receptores de superficie no solo facilitan la captura del antigeno, sino también median
el contacto fisico necesario entre células dendriticas y células T. La molécula de adhesién
ICAM-3 presente en células dendriticas se une con gran afinidad a LFA-1 en los linfocitos
T y son esenciales para la formacién de la sinapsis inmunitaria. La formacién de la sinapsis
inmunitaria se divide en tres eventos. En el primer evento, el TCR interactia con el
complejo MHC-péptido en la periferia del drea de contacto, mientras que las moléculas de

adhesion LFA-1 e ICAM-1 interactian en el centro (Grakoui et al., 1999).

En el segundo evento, los papeles se invierten. Por dltimo, el TCR interactia con el

complejo MHC péptido que se ubican en el centro del drea de contacto, mientras que las
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moléculas de adhesion forman un anillo en la periferia estabilizando asi el contacto entre la

célula dendritica y el linfocito virgen (Tseng and Dustin, 2002).

La activacion de las células T virgenes requiere de al menos dos sefiales: Una sefial de
activaciéon por el complejo MHC-péptido y otra por moléculas co-estimuladoras.
Aunque existen muchas familias de moléculas co-estimuladoras, los miembros de la familia
B7 son las principales moléculas implicadas en la activacion de células T.
Los miembros de la familia B7 mds estudiados son CD80 y CD86; sus interacciones con
CD28 y CTLA-4 en linfocitos T estdn ampliamente estudiadas. CD28 se expresa
constitutivamente en células T humanas y de ratén. Una vez que interactia con CD80 y
CD86 dirige sefiales co-estimuladoras positivas (Thompson et al., 1989) que promueven la
produccion de IL-2 via mecanismos transcripcionales (Fraser et al., 1991) y post-
transcripcionales (Lindstein et al., 1989) .CTLA-4, cuya expresion es nula en células T
virgenes pero que tras activacion celular (Chambers et al., 2001) puede inducirse
transcripcionalmente, conlleva a una sefial negativa que antagoniza las sefales de CD28 y
por ende limita la magnitud y duracion de la activacion de células T

(Waterhouse et al., 1996).

La co-estimulacién juega un papel cuantitativo en la activaciéon de las células T,
amplificando la sefial que desencadenada el TCR. En las células T virgenes, el compromiso
molecular entre CD28 y CD80 conlleva a la formacion de la sinapsis inmunitaria madura,
importante complejo que permite transmitir sefiales hacia los linfocitos T virgenes
(Bromley et al., 2001). Este compromiso molecular inicia activamente el transporte de
dominios de proteinas y lipidos hacia el drea de contacto de interaccion entre células con
activacion de miosina (Wulfing et al., 1998). La co-estimulacion a través de CD28
incrementa la activacion de la tirosina quinasa Lck, la cual es la primera tirosina quinasa en
ser activada durante la transduccion de sefiales dirigidas por TCR. La actividad de Lck esté
regulada por CD4 y CD28 durante la sinapsis inmunitaria (Holdorf et al., 2002).
La co-localizacién de CD86 con la molécula MHC de clase II siguiere que las moléculas
co-estimuladoras se ensamblan con los complejos MHC-péptido para acelerar la formacion

de los SMAC centrales (Turley et al., 2000).
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Otras moléculas ligando co-estimuladoras que pueden activar e inhibir la proliferacién de
las células T son B7-DC y B7-H1 (Dong et al., 1999). Estos ligandos pueden inhibir la
proliferacién de linfocitos T anteriormente activados cuando se unen al receptor de muerte
programada 1 . PD-1 es un receptor de inhibicién que se distingue de CD28, CTLA-4 e
ICOS. Este dltimo, es un co-estimulador inducible expresado 12 horas después de la
activacion de las células T y posee afinidad por ICOS-L (B7h, B7RP-1), el cual co-estimula
de manera positiva a las células T (Swallow et al., 1999). La expresion de ICOS es

dependiente del complejo CD80/CD86-CD28 (Tseng and Dustin, 2002).
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Figura 2. Moléculas de superficie celular involucradas en la sinapsis inmunolégica.
Sefial 1 de stimulacién corresponde a la interacciéon del MHC con el TCR. La segunda sefial de estimulacion

involucra a moléculas accesorias con actividad co-estimuladora (Abbas et al., 2008).

El tipo de respuesta consiguiente de los linfocitos T depende de varios factores, como la
concentracion antigénica de células dendriticas, la afinidad del TCR por el MHC, la
duracién de la interaccion de la célula dendritica con el linfocito T, el estado de maduracion
de la célula dendritica, y el tipo de estimulo responsable de la maduracién de la célula
dendritica. La supervivencia a largo plazo de los linfocitos T y su diferenciacién a células
de memoria y efectoras requiere la interaccion con células dendriticas maduras

(Begofia et al., 2012).
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Tras su activacion, los linfocitos T virgenes sufren una expansiéon clonal y una
diferenciacion a células efectoras secretoras de citocinas y células de memoria.
Ademais de la sefial iniciada por el complejo MHC-péptido y moléculas co-estimuladoras,
las células dendriticas secretan citocinas (IL-12) que polarizan las poblaciones de linfocitos
(Abbas et al., 2008). El efecto de esta citocina es influenciar a las células T virgenes (junto
con otras seflales estimulatorias mencionadas) a adquirir un fenotipo de Thl.
Las células natural killer también responden a la IL-12 que se encuentra en el ambiente y
procede entonces a liberar IFN-y, el cual refuerza la capacidad de las células dendriticas de
producir IL-12. Mientras las células T virgenes maduran, las células Th1 producen también
IFN-y que junto con las células NK estimulan a células virgenes a diferenciarse hacia mas
células con fenotipo Thl, generando entonces un ciclo autocrino dependiente de IL.-12 e

IFN-y (Parris, 2003).
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Figura 3. Diferenciacion de linfocitos T virgenes a células Thl 'y Th2.

Los linfocitos CD4* pueden diferenciarse hacia células Th-1, que producen IFN-y secundan una respuesta de
linfocitos T CDS8* citotéxicos, o hacia linfocitos Th-2, que producen IL-4, IL-5 e IL-13, e implican

inmunidad humoral y disminucién de la respuesta Th-1(Parris, 2003).

Al igual que las células Thl, la generacion de células con fenotipo Th2 depende de las
citocinas que se encuentren en el ambiente. La inclinacién hacia el fenotipo Th2 es
inducida principalmente por la IL-6 que procede de las células presentadoras de antigeno.

Ademas de IL-6, la IL-4 secretada por las células NK, mastocitos y eosinéfilos inducen la
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generacion de células cooperadoras con fenotipo Th2. Una vez que estas células Th2
maduran, estas empiezan a producir IL-4, que junto con las otras células que se encuentran
en el ambiente participan en generar un ciclo autocrino para la generacién de células Th2

dependiente de IL-4 e IL-6 (Parris, 2003).

El IFN-y secretado por las células Thl puede bloquear la proliferacion de las células Th2,
mientras que altas concentraciones de IL-4 e IL-6 pueden bloquear la generacion de células
Thl. Las células T reguladoras, son otro tipo célula que puede regular poblaciones celulares
y bloquear la proliferacion de células Thl y Th2. Existen sub poblaciones de células T
reguladoras (células Tr) que han sido identificadas y que parecen tener funciones efectoras

distintas ademads de poseer moléculas de superficie diferentes (McGuirk et al., 2002).

Las células T reguladoras de tipo 1 secretan altas y bajas cantidades de IL-10 para asi
modular los niveles de TGF-B. Las células T reguladoras de tipo 3 secretan principalmente
TGF-B vy las células CD4" CD25" inhiben la respuesta inmune a través del contacto célula-
célula. Las células Tr CD8* secretan IL-10 o TGF-B. Estudios funcionales indican que las
células Trl y otras poblaciones de Tr quizd ayuden a eliminar la respuesta inflamatoria a

patogenos, tumores y aloantigenos iniciada por células Th1 (Groux et al., 1997)

La cooperacion de los linfocitos T CD4* en el momento de la activacion es necesaria para
generar linfocitos T CD8* memoria. Se cree que esta interaccion estd mediada por la unién
entre la molécula CD40 de la célula dendritica y su ligando en el linfocito CD4™" activado,
el CD40L (Schoenberger et al., 1998), aunque hay estudios que sugieren una interaccidén
directa entre los linfocitos CD4* y el CD40 de los linfocitos CD8" (Bourgeois et al., 2002).
Otras moléculas que se han implicado en la generacion de células de memoria y en las
respuestas duraderas son proteinas pertenecientes a las familias de CD28 y del receptor de

TNF (Begoia et al., 2012).

Ademads de su papel central en la activacion de los linfocitos T, las células dendriticas
interactian  directamente con células NK, células NKT y linfocitos B.
Las células dendriticas maduras e inmaduras pueden activar e inducir la expansiéon de
células NK resting por mecanismos no aclarados totalmente, aunque se han descrito

algunos proteinas 'y factores solubles implicados (Jinushi et al., 2003).
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Las células dendriticas activadas también inducen directamente la proliferacién de
linfocitos B, el cambio de isotipo de inmunoglobulinas y su diferenciaciéon a células
plasmdticas secretoras de anticuerpos; estas acciones las pueden llevar a cabo tanto de

forma linfocito T-dependiente como linfocito T-independiente (Begoiia et al., 2012).

Las células dendriticas estimulan a los linfocitos T de una manera mucho més potente que
los macréfagos o los linfocitos B. Su expresion de moléculas de MHC es entre 10 y 100
veces mayor que la de los linfocitos B. Imdgenes a tiempo real de células dendriticas
murinas y linfocitos T virgen en ganglios linfaticos intactos revelan que una célula
dendritica puede interaccionar hasta con 500 linfocitos T en una hora

(Romani et al., 1994).

4.1.2. Células dendriticas y su papel en la inmunoterapia celular.

Sipuleucel-T (PROVENGE®) es una terapia de tipo aut6logo para el tratamiento contra el
cancer de proOstata metastdsico resistente. Esta terapia se encuentra disponible en los
Estados Unidos y fue aprobada por la FDA en 2010. Sipuleucel-T consiste en agendar una
cita al paciente con un médico especializado el cual se encargara de dar seguimiento a la
terapia y de monitorear el estado de salud del paciente durante todo el proceso.
La terapia inicia con la obtencién de células mononucleares de sangre periférica del
paciente mediante leucoferesis en un centro especializado de colecta sanguinea.
Tras este proceso, las células se envian a los laboratorios DENDREON en New Yersey, los
cuales estan calificados para manufacturar el producto final. En estos laboratorios se
generan y activan células dendriticas procedentes de precursores celulares contenidos en la
sangre utilizando una proteina recombinante humana denominada PAP-GM-CSF.
Esta proteina es el resultado de fusionar un activador inmunolégico (GM-CSF) con
fosfatasa dcida prostdtica, un antigeno altamente expresado en el cancer de prdstata

(Enock Anassi et al., 2011).
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Los componentes biolégicamente activos de Sipuleucel-T PROVENGE son las células
presentadoras de antigeno y la proteina recombinante PAP-GM-CSF (PA2024).
Durante el cultivo in vitro realizado en el laboratorio, el antigeno recombinante es fijado y
procesado por células presentadoras de antigeno en fragmentos de menor tamafio que
permitirdn sensibilizar células del sistema inmune adaptativo (linfocitos) y dirigir entonces
su actividad citotéxica especifica en contra de las células malignas de cancer de prdstata.

(Dendreon Corporation, 2014).
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Figura 4. Proceso de manufactura de Sipuleucel-T (PROVENGE®).

La composicion celular de Sipuleucel-T PROVENGE depende de la composicion de las
células obtenidas de los pacientes mediante leucoferesis. Ademds de las células
presentadoras de antigeno, el producto final contiene células T, células B, células NK entre
otras. El numero de células y la composicion de las mismas en cada dosis de PROVENGE
pueden variar. Cada dosis de PROVENGE contiene un minimo de 50 millones de células
aut6logas CD54 positivas activadas con PAP-GM-CSF y suspendidas en 250 mL de una
solucion l4ctica de Ringer. La vacuna se aplica cada dos semanas durante 60 minutos en
tres dosis y si una dosis no es aplicada, se requerird otro proceso de leucoféresis para
continuar y completar el tratamiento. Por udltimo se verifica que el producto final
corresponda al paciente a tratar y no posea agregados durante el proceso de infusion.

(Dendreon Corporation, 2014).
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La potencia de PROVENGE es en parte determinada por el incremento en la expresion de
la molécula CD54, también conocida como ICAM-1, en la superficie de las células
presentadoras de antigeno después de ser cultivadas con PAP-GM-CSF. CD54 es una
molécula de superficie celular que juega un papel importante en la interaccién
inmunoldgica entre las células presentadoras de antigeno y linfocitos T, es considerado

como un marcador de activacion celular (Sheikh NA et al., 2008).
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Figura 5. Mecanismo de accion de Sipuleucel-T (Provenge®).

A pesar de que la terapia ha sido aprobada por la FDA y es comercializada en la actualidad,
los pacientes que se someten a ella pueden presentar eventos adversos durante su
tratamiento. En un estudio donde 601 pacientes con cancer de prostata fueron sometidos a
leucoféresis al menos una vez y en los que fueron evaluados eventos adversos, 98.3% del
grupo tratado con sipuleucel-T y 96% del grupo placebo presentaron eventos adversos.
Los eventos adversos mds comtnes en el grupo sipuleucel-T incluyeron: resfriados, fatiga,
fiebre, dolor de espalda, nausea, dolor en las articulaciones, dolor de cabeza, vomito,
anemia, dolor en las extremidades, mareos, dolor muscular, diarrea entre otros.

Cerca del 67.4% de los eventos adversos resultaron ser moderados en severidad y
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estuvieron relacionados con la infusién. Los eventos adversos severos o que atentaban
contra la vida ocurrieron en un 27.6% en el grupo sipuleucel-T y en un 28.4% en el grupo
placebo. Se reportd un 3.3% de mortalidad en el grupo sipuleucel-t y un 3.5% en el grupo
control. Dolor de espalda y fiebre fueron las severidades mds comunes reportadas en el

grupo sipuleucel-t. (Kantoff et al., 2010).

Evento adverso Sipuleucel-T (N= 601) N (%) | Placebo {(N=303) N (%)

Resfriados 319 (53.1) 33 (10.9)

Fatiga 247 (41.1) 105 (34.7)
Fiebre 188 (31.3) 29 (9.6)

Dolor de espalda 178 (29.6) 87 (28.7)
Nauseas 129 (21.5) 45 (14.9)

Dolor de articulaciones 118 (19.6) 62 (20.5)
Dolor de cabeza 109 (18.1) 20 (6.6)
Parestesia 85(14.1) 43(14.2)
Vomito 80(13.3) 23(7.6)
Anemia 75(12.5) 34(11.2)
Estrefiimiento 74(12.3) 40(13.2)
Dolor 74 (12.3) 30(6.6)
Parestesia oral 74(13.3) 43(14.2)
Dolor en las extremidades 73(12.1) 40(13.2)
Mareos 71(11.8) 34(11.2)
Dolor muscular 71(11.8) 17(5.6)
Astenia 65(10.8) 20 (6.6)
Diarrea 60(10.0) 34(11.2)

Tabla 1. Eventos adversos reportados durante la terapia con sipuleucel-T (Provenge®).

4.2. Generacion de células dendriticas humanas.

4.2.1. Diferenciacion de células dendriticas con estimulos exégenos y endégenos.

En el pasado, el estudio de las células dendriticas se encontraba restringido dado a la baja
abundancia de estas células en sangre periférica y en tejidos. Investigaciones a finales de
los afos 80°s y principio de los 907s sefialaban que se podian generar grandes cantidades de
células dendriticas a partir de células precursoras de medula 6sea (CD34%) o de monocitos

(CD14%) in vitro. La capacidad de generar células dendriticas funcionales in vitro ha
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permitido estudiar y entender sus mecanismos de interaccién con otras células del sistema
inmunolégico, ademds de ser utilizadas con fines terapéuticos en la prictica clinica

(Wieder, 2003).

Existen multiples linajes y rutas de diferenciacion para las células dendriticas y al menos
dos precursores de células dendriticas se encuentran en el humano. Las células dendriticas
mieloides se derivan de monocitos de sangre periférica cultivados con IL-4 y GM-CSF
(Romani et al., 1994) o después de fagocitosis y migracion transendotelial
(Randolph et al., 1998). Por otra parte, las células dendriticas linfoides se derivan de
células plasmocitoides de sangre o de las amigdalas después de haber sido cultivadas con

IL-3 (Olweus et al., 1997).

La generacion in vitro de células dendriticas derivadas de monocitos de sangre periférica
involucra la capacidad de las células para adherirse a la superficie de la placa de cultivo y
reaccionar a estimulos con citocinas recombinantes inductoras de diferenciacion hacia un
fenotipo de célula dendritica. Los monocitos (CD14%) son células que pueden adherirse a la
placa de cultivo y ser entonces separadas del resto de las células mononucleares de sangre
periférica. Las células dendriticas inmaduras (CD14™°¢ CD45* CD83") tras algiin estimulo
inicial, se caracterizan por presentar propiedades de adherencia y no adherencia mientras
que las células dendriticas maduras (CD14- CD80" CD83* CD86") son no adherentes en su
totalidad. Existen multiples estimulos exdgenos y enddgenos que conllevan la
diferenciacion de células dendriticas inmaduras hacia un fenotipo maduro. Entre estos
estimulos se incluyen el ligando CD40 (principalmente expresado en linfocitos T CD4+
activados), citocinas como GM-CSF, TNF-a, IL-1, prostaglandina E,, LPS
bacteriano(Sallusto et al., 1995), células bacterianas (Winzler ef al., 1997), RNA de doble
cadena viral (Cella et al., 1999), oligonucleétidos CPG (Verdijk et al., 1999) entre otros.
Por otra parte la IL-10 (Allavena et al., 1998), TGF-f (Ogata et al., 1999) y el factor de

crecimiento vascular endotelial (Oyama et al., 1998) inhiben el proceso de maduracidn.

En respuesta al estimulo activador, las células dendriticas expresan altos niveles del factor
de transcripcion NF-«kB, principalmente involucrado en la sintesis de moléculas
inflamatorias (Granilli-Piperno et al., 1995). La maduracion de las células dendriticas

conlleva a que estas expresen en su superficie moléculas de MHC de clase II asociadas al
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péptido y moléculas caracteristicas de células dendriticas maduras como CD83

(Zhou et al., 1995).

Las células dendriticas mieloides inmaduras pueden diferenciarse a partir de células CD34*
cultivadas con GM-CSF y TNF-a, o de monocitos CD14* cultivados con GM-CSF e 1L-4.
Las células dendriticas mieloides pueden madurarse bajo diversos estimulos exdgenos y
endogenos. Las células dendriticas linfoides inmaduras pueden derivarse de las células
plasmocitoides (CD14, IL-3%) de sangre o amigdalas después de haber sido cultivadas con

IL-3 y de haber sido maduradas con CD40 ligando (Chung et al., 2004).
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Figura 6. Diferenciacion de células dendriticas con estimulos exogenos y endogenos.

(Chung et al., 2004).

Uno de los principales obstaculos en la identificacion de células dendriticas es que a la
fecha no se ha identificado un marcador de superficie exclusivo de estas células y estas se
caracterizan entonces evaluando la presencia o ausencia de varios marcadores de superficie
celular. Dentro de estos se incluyen; moléculas MHC de clase II y la ausencia de
marcadores caracteristicos de otros linajes celulares como lo son CD3 (células T), CD14
(monocitos), CD19 (células B), CD56 (células natural killer) y CD56b caracteristico de
granulocitos (Hart et al., 1997).
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El fenotipo de las células dendriticas varia a lo largo de los diferentes estados de
maduracién y activacion. Los precursores circulantes en sangre pueden expresar CD2,
CD4, CD13, CD16, CD32 y CD33, que van perdiendo gradualmente con la maduraciéon
(Takamizawa et al., 1997).

Las células dendriticas expresan una variedad de moléculas de adhesion; CD11a (LFA-1),
CDll1c, CD50 (ICAM-2), CD54 (ICAM-1), CD58 (LFA-3) y CD102 (Hart et al., 1993).
Estas células también expresan moléculas de tipo co-estimulador como CD80 (B7-1) y
CD86 también llamado B7-2 (Takamizawa et al., 1997), incrementan su expresion con la
activacidén, principalmente tras la uniéon de CD40 a su ligando. CD86 es un marcador
temprano de maduracién, mientras que CD80 aparece mas tardiamente y estd ausente en los

precursores circulantes (McLellan ef al., 1995).

La identificacion fenotipica de las células dendriticas derivadas de monocitos de sangre
periférica se puede lograr evaluando: altos niveles de complejos MHC de clase II, CD83
(marcador de maduracién de células dendriticas), moléculas co-estimuladoras (CD80 y
CD86) y la ausencia de marcadores especificos del linaje monocitico (CDI14).
De este modo, un anélisis dual por citometria de flujo (two-color analysis) utilizando un
coctel de marcadores especificos de linaje en un color y en el otro un marcador

caracteristico de células dendriticas es suficiente para su identificacion (Wieder, 2003).

4.2.2. Limitaciones de los protocolos actuales de generacion de células dendriticas.

La generacion de células dendriticas humanas in vitro es un procedimiento que se divide en
cinco fases: 1)- Extraccién de sangre periférica, 2)- Aislamiento de células precursoras,
3)- Cultivo primario de precursores celulares, 4)- Estimulacion celular in vitro y
5)- Evaluacion fenotipica. Las etapas mds costosas son el mantenimiento del cultivo
durante 5 a 7 dias bajo condiciones de esterilidad (instalaciones de cultivo celular
adecuadas) con cambios recurrentes de medio de cultivo con antibidtico y la estimulacién

de estas células con citocinas recombinantes comerciales.

Las citocinas recombinantes a utilizarse dependerdn del protocolo de generacién de células
dendriticas seleccionado. Existen protocolos de generacion de células dendriticas humanas

en periodos de tiempo de 2 dias a 7 dias. La eleccién del protocolo dependera del grado de
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diferenciacion celular y la integridad celular que se pretenda adquirir.
Los protocolos en cortos periodos de tiempo generan células dendriticas humanas con
buena viabilidad celular pero con un grado de diferenciacion intermedio, por otra parte
aquellos con periodos de tiempo prolongados presentan un mayor grado de diferenciacién
pero su viabilidad se reduce entre un 30 a 40%. Estos protocolos estdn basados en dos
estimulos celulares. En el primero se utiliza GM-CSF e IL-4 durante un periodo de tiempo
de 2 a 5 dias en combinacién con un estimulo proinflamatorio durante 48 horas més. La
primera es capaz de inducir a los monocitos a adquirir un linaje de célula dendritica
inmadura mientras que la segunda bloquea su diferenciacion hacia un linaje de macréfago.
El segundo estimulo consiste en exponer a las células a un coctel de citocinas
recombinantes (GM-CSF, IL-4, IL-1B, IL-6, PGE> y TNF-a) o lipopolisacarido en

combinacidn con el antigeno que se desea pulsar las células.

Citocina Casa comercial Presentacion Costo (M.N.)
IL-4 Sigma-Aldrich 5ug 4,086.00
IL-4 Sigma-Aldrich 50 ug 11,675.00
IL-4 Promokine 10pug 3,574.00
IL-4 R&D Systems 10ug 4,472.00

GM-CSF Sigma-Aldrich 5ug 2,604.00

GM-CSF Sigma-Aldrich 10pg 3,574.00

GM-CSF R&D Systems 10ug 4,778.00

IL-1B Sigma-Aldrich 10ug 5,316.00
IL-1B Promokine 10ug 3,574.00
IL-1B R&D Systems 25ug 18,536.00
TNF-a Sigma-Aldrich 10ug 5,658.00
TNF-a Promokine 50ug 3,574.00
TNF-a R&D Systems 20 ug 4,472.00
PGE2 Sigma-Aldrich img 3,880.00
PGE2 Promokine 25mg 10,399.00
PGE2 R&D Systems 10mg 3,179.00
IL-6 Sigma-Aldrich 20ug 6,268.00
IL-6 Promokine 20ug 3,574.00
IL-6 R&D Systems 10ug 4,993.00

Tabla 2. Principales citocinas recombinantes utilizadas en el proceso de diferenciacion de células

dendriticas y sus costos en el mercado.

28



Aunque el LPS ha mostrado generar diferenciacion celular, este agente no es apto para
utilizarse en cultivos celulares con fines de terapia aut6loga debido a los potenciales riesgos
de causar shock séptico al reinfundir al paciente las células ademads de las dificultades que
representa la purificacién del cultivo tras usar dicho agente. Las citocinas comerciales por
su naturaleza recombinante tienen altos costos en el mercado y representan la principal

limitante econdémica en el proceso de diferenciacién celular.
4.3. Biomateriales como agentes inductores de diferenciacion celular.
4.3.1. Estudios de diferenciacion celular con biomateriales.

Park y Babensee, trataron células dendriticas inmaduras derivadas de monocitos de sangre
periférica de humano con distintas peliculas fabricadas de diversos biomateriales; alginato,
agarosa, quitosano, dcido hialuronico y PLGA. Los tratamientos con quitosano y PLGA
promovieron la diferenciacion hacia células dendriticas maduras ya que estas células
presentaban altos niveles de las moléculas (CD80, CD86, CD83, HLA-DQ y CD44)
liberacion de citocinas  pro-inflamatorias 'y menor capacidad  fagocitica.
Las células dendriticas tratadas con alginato presentaron altas concentraciones de citocinas
pro-inflamatorias en sus sobrenadantes en comparaciéon con el control negativo (células
dendriticas inmaduras) Las células dendriticas tratadas con las peliculas HA expresaron
bajos niveles de CD40, CD80, CD86 y HLA-DR en comparacién con el control negativo
(células dendriticas inmaduras) asi como también una menor capacidad fagocitica y niveles

de expresion bajos de CD44 en comparacion con el control (Park and Babensee, 2012).

Julia E. Babensee y Abhijit Paranjpe, generaron células dendriticas inmaduras a partir de
monocitos de sangre periférica de humano (en el dia 1 de cultivo se afiadieron las citocinas
GM-CSF e IL-4, en el dia 5 las células adherentes y no adherentes se resuspendieron en
medio con GM-CSF e IL-4 durante 48 y después las células eran evaluadas) y las trataron
con peliculas de biomateriales cominmente utilizados (ingenieria de tejidos, construccion
de vacunas, etc.) para evaluar su efecto como inductores de diferenciaciéon hacia células
dendriticas maduras en comparacion con el tratamiento de LPS (control positivo).
Los materiales evaluados fueron los siguientes: alginato, agarosa, quitosano, &acido

hialuronico y PLGA. Las células dendriticas inmaduras que se cultivaron con quitosano o
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PLGA presentaron un incremento en moléculas de superficie caracteristicas de células
dendriticas maduras (CD86, CD40, HLA-DQ) en comparacién al control negativo
(células dendriticas inmaduras son LPS), similar a las células dendriticas tratadas con LPS,
mientras que tratamientos como alginato y dcido hialuronico disminuyeron la expresion de

las moléculas caracteristicas de células dendriticas maduras (Babensee and Paranjpe, 2005).

Yong-Chomg Lin y colaboradores cultivaron monocitos procedentes de medula 6sea de
ratén en superficies de quitosan con el fin de evaluar el efecto de este en la induccién hacia
un fenotipo de célula dendritica madura y su capacidad de proteccién contra tumor. Al
comparar los monocitos cultivados en superficies de quitosano contra aquellos cultivados
en superficies de poliestireno tradicionales (dia 5 de cultivo con IL-4 y GM-CSF en ambos
grupos) encontraron que el sistema basado en el biopolimero incremento la agregacion
monocitaria y el desprendimiento celular, asi como también la expresion de los marcadores
celulares CD11c y CD14 (células dendriticas inmaduras). Al tratar ambos sistemas con
LPS, encontraron que aquellos cultivos en quitosan presentaban mayor cantidad de IL-12y
tenfan una mayor expresion de los marcadores CD80, CD83 y CD86 (Células dendriticas
maduras) en comparacion con el grupo poliestireno tratado con LPS. Los niveles de
expresion de los marcadores CD80, CD83 y CD86 también resultaban ser mayores en
c€lulas dendriticas inmaduras cultivadas en quitosan sin estimulo de LPS al compararles
con sus semejantes en poliestireno. Con el fin de evaluar la funcionalidad de las células
dendriticas, se midieron las concentraciones de IFN-y secretado por linfocitos en co-
cultivos con células dendriticas estimuladas con LPS que habian sido cultivadas en
quitosan o poliestireno. Las células dendriticas fueron capaces de estimular a los linfocitos
y se encontré que el co-cultivo con células dendriticas estimuladas con LPS precedente de
la superficie de quitosano indujo una mayor producciéon de IFN-y al compararle con su
semejante cultivado en poliestireno. Por dltimo, la vacunacién de células dendriticas
estimuladas con el lisado tumoral que habian sido cultivadas en superficies de quitosano
indujo una mayor actividad citotéxica de linfocitos T CD8" (CD107a) y asi una mayor

actividad antitumoral (Yong-Chong Lin et al., 2014).

Moffazal Jahromi y colaboradores investigaron el efecto de las nanoparticulas de quitosa

(nanoparticulas de 175 nm) sobre la maduracién y funcionalidad de células dendriticas
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procedentes del bazo de ratones hembra BALB/c. Tras cultivarse las células dendriticas con
20 pg/ml de nanoparticulas (18 horas a 37°C con 5% de CO.), realizaron un andlisis
fenotipico mediante citometria de flujo de las siguientes moléculas; CD40, CD86 y MHC-II
(Células dendriticas maduras) utilizando células dendriticas tratadas con CpG como
control positivo y células sin tratar como control negativo. El andlisis de citometria de flujo
revela que las células dendriticas tratadas con las nanoparticulas tuvieron mayores niveles
de expresion de CD40, CD86 y MHC-II que el control negativo e incluso el control
positivo. Este grupo de investigacién también analizo la capacidad estimulatoria de las
células dendriticas maduradas mediante una reacciéon mixta de linfocitos alogénicos.
Tras realizar un co-cultivo entre las células dendriticas maduradas (20 pg/ml) y células T
alogenicas procedentes de los nédulos linfaticos de los ratones hembra C57BL/6 durante 4
dias, se encontré un efecto proliferativo de las células T autologas (Moffazal et al., 2013).
Lihui Jia y colaboradores evaluaron el efecto del quitosano (0.01lmg/ml) sobre la
morfologia, fenotipo y funcionalidad de células dendriticas derivadas de medula 6sea de
ratéon (C57BL/6). La maduracién post-tratamiento con quitosano (cultivo con GM-CSF e
IL-4 durante cuatro horas para una posterior discriminacién con anti-CD11c acoplado a
perlas magnéticas) fue evaluada mediante microscopia electronica de transmision
(estructuras celulares), citometria de flujo (marcadores de superficie celular), ensayo de
fagocitosis (FITC-dextran) y andlisis de citocinas mediante ELISA. Se encontré que el
tratamiento con quitosano indujo la disminucién de fagosomas dentro de las células
dendriticas derivadas de medula dsea, la sobreexpresion de las moléculas MHC-II, CD40,
CD83 y CD86 (células dendriticas maduras) actividad fagocitica potenciada y altas
concentraciones de IL-12 y TNF-a (Lihui Jia ef al., 2014).

4.3.2. Limitaciones de los biomateriales durante el cultivo de células.
e Problemas durante las evaluaciones post-tratamiento.

Durante la fase experimental de cultivos celulares con distintos biomateriales existen una
serie de limitantes que dificultan el estudio. La estabilidad y degradacién del biomaterial
dependeran de sus propiedades fisicas y quimicas, las cuales a su vez dictan y dirigen el
tipo de interaccion que tendrdn estos con las células. Trabajar con biomateriales los cuales

posean propiedades fisico-quimicas inadecuadas ocasionara problemas al evaluar las
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células post-tratamiento. La constante degradaciéon de una pelicula polimérica asi como
también la formacién de agregados en sistemas nanoparticulados representan problemas al
evaluar el fenotipo de las células mediante citometria de flujo. Pueden presentarse
obstrucciones del sistema de fluidos durante la adquisicién de eventos, obligando a lavar las

muestras en mds de una ocasion afectando gradualmente la viabilidad celular.
e Contaminaciones durante el cultivo celular.

Durante el cultivo celular pueden presentarse contaminaciones de naturaleza bacteriana y
micética. En muchas ocasiones los biomateriales se contaminan durante su fase de sintesis
debido a que estos se fabrican en condiciones de esterilidad limitadas. Debido a lo anterior
muchos centros de investigacion poseen unidades exclusivas para estos procesos, las cuales
se encuentran alejadas de otras dreas potencialmente contaminantes (unidades de
bacteriologia u hongos). La estandarizacién del proceso de sintesis debe asegurar la

correcta esterilizacion del biomaterial si se pretende utilizar con fines biolégicos.

4.4. Nanoparticulas de quitosano como inductor de diferenciacion.

4.4.1. Produccion de quitosano y sus propiedades fisico-quimicas.

La quitina es el segundo polimero mds abundante en la tierra, sobrepasado tan solo por la
celulosa (Sastoque et al., 2007). Actualmente este polimero se obtiene del exosqueleto de
crustdceos procesados tales como langostas, cangrejos y camarones (Marmol et al., 2011).
Este polimero confiere propiedades de resistencia y soporte al exoesqueleto de muchos
organismos de los cuales proviene. La quitina con alto grado de pureza se describe como un
polvo cristalino el cual no posee olor ni sabor. Quimicamente es nombrado como
2-acetoamido-2-deoxy-B-D-glucosa unido por enlaces B (1—4) y su estructura quimica
asemeja a la  celulosa, siendo el grupo funcional en el carbono nimero dos
(grupo funcional hidroxilo) la principal diferencia (Marguerite Rinaudo, 2006).
Este biopolimero lineal es altamente insoluble en agua, propiedad que limita sus
aplicaciones. Esta molécula es soluble en dcidos concentrados, en algunos fluoroalcoholes
y soluciones al 5% de cloruro de litio, lo que la hace poco préactico para su aplicacién y

presenta baja reactividad (Marmol et al., 2011).
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Otras propiedades relevantes de este biopolimero son su alto peso molecular y estructura
porosa que favorece su elevada absorcion de agua (Ramirez Miguel et al, 2010).
Una vez que la quitina se obtiene de desperdicios marinos procedentes de zonas costeras,
este se somete a un tratamiento alcalino a alta temperatura denominado desacetilacion
termoalcalina de la quitina. Este proceso involucra el uso de hidréxido de sodio a 120°C
durante una a tres horas con la finalidad de remover proteinas y carbonato de calcio.
Al final del proceso se obtienen moléculas con distintos grados de desacetilacién

(Marguerite Rinaudo, 2006).
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—
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Figura 7. Reaccion de desacetilacion termoalcalina de la quitina (Miranda and Lizarraga, 2012).

La desacetilacién termoalcalina se base en la remocidén de grupos acetilos (unidos a
radicales amino en la posicién nimero dos de la molécula de quitina) mediante hidr6lisis
quimica en soluciones alcalinas a elevadas temperaturas. Cuando la fracciéon de grupos
amino acetilados se reduce entre 40 al 35% el polimero resultante se denomina quitosano.
Esta es la forma N-desacetilada de la quitina, una modificaciéon de la quitina que posee

mejores propiedades de reactividad y solubilidad (Rejene et al., 2009).
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El quitosano se ha descrito como un polimero catidnico lineal, biodegradable, de alto peso
molecular, de fécil aplicacion y ambientalmente amigable. El cardcter policationico del
quitosano le confiere alta afinidad para asociar macromoléculas terapéuticas y antigénicas,
a las cuales protege de la degradacion enzimdtica e hidrolitica (Goycoolea, 2009).
Este polimero es biocompatible, biodegradable, no es téxico y posee buenas propiedades de
absorcion. Las propiedades del quitosano como biopolimero, le permiten ser un material
adecuado para trabajarse en dreas de ingenieria de tejidos o de manufactura de parches

cicatrizantes (Majeti and Kumar, 2000).
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Figura 8. Estructura quimica de la celulosa (A), quitina (B) y quitosano (C).

(Santiago de Alvarenga, 2011).

La naturaleza del proceso de desacetilacién alcalina ha permitido a la industria obtener
quitosano con distintos grados de desacetilacion. El grado de desacetilacion es un
parametro que define la solubilidad de la molécula de quitosano. A diferencia de la quitina,
el quitosano es soluble en soluciones con pH menor a 6 a concentraciones de 1% y 0.1M.
Esta propiedad permite que el quitosano sea preparado como una pelicula fina de densidad
y estructura de poro especifica, hidrogeles, andamios porosos, fibras, micro y
nanoparticulas en condiciones y medio 4cido suave. Su grado de desacetilacion (DD) varia
desde un 60% hasta un 90% y los pesos moleculares (MW), se reportan de 50 hasta 2000
KDa, atribuyéndose esta heterogeneidad a la falta de control durante el procesamiento

(Ramirez et al., 2002).
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La mayor fuente de quitina para la industria reside en los desperdicios marinos procedentes
de la industria alimentaria. Muchas plantas procesadoras de alimentos, particularmente
aquellas especializadas en enlatados, toman ventaja de sus desperdicios para generar
quitosano. Aunque esta prictica es comun en paises como Estados Unidos y Japén, atin hay
paises que no explotan estos recursos lo cual genera acumulacién de material orgdnico en
zonas costeras. Noruega y México son algunos paises que tienen grandes fuentes de
desperdicio crustdceo no explotado y poco interés en reutilizarlo con fines industriales.

(Prabu and Natarajan, 2012).

Para estimar el costo de producir quitosano (1 kg) a partir de cascara de camardn, las
siguientes etapas describen el material y trabajo involucrado. 1)- Transportacion de
residuos marinos desde su sitio de origen hasta las plantas procesadoras. 2)-
Estandarizacion del proceso de desacetilacion termoalcalina y el equipo apropiado para
valorar el producto final. 3)- Suministros necesarios en el proceso como lo es; agua
procesada (0.5t), agua a 4°C (0.9t), HCI (6.3 Kg) y NaOH (1.8 Kg). Factores como la
relativa facilidad para adquirir desperdicios marinos, la sencillez del método de
desacetilacion termoalcalina y lo econémico de los reactivos involucrados en la misma
mantienen en el mercado al quitosano como reactivo comercial con precios competitivos y
de facil adquisicion. Actualmente en el mercado se puede conseguir quitosano comercial

(50g) por un precio menor a 60 dolares (Prabu and Natarajan, 2012).

Producto Compaiiia Presentaci6n Costo (M.N.) Revisi6n
Qts. (LMW) Sigma-aldrich 50g 1,089.00 Enero 2016
Qts. (LMW) Sigma-aldrich 250g 3,764.00 Enero 2016
Qts. (MMW) Sigma-aldrich 50g 1,177.00 Enero 2016
Qts. (MMW) Sigma-aldrich 250g 4,600.00 Enero 2016
Qts. (HMW) Sigma-aldrich 50g 1,332.00 Enero 2016

Tabla 3. Precios actuales en el mercado de distintas presentaciones de quitosano.

(Sigma-Aldrich, 2016).
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4.4.2. Nanotecnologia y aplicaciones actuales de las nanoparticulas.

La nanotecnologia es el estudio, disefio, creacidn, sintesis, manipulacién y aplicacién de
materiales, aparatos y sistemas funcionales a través del control de la materia a nanoescala, y
la explotacion de fendmenos y propiedades de la materia a escala nanométrica.
Uno de los campos de estudio que abarca la nanotecnologia es el de las nanoparticulas
poliméricas. En los ultimos afios este campo se ha extiendido rdpidamente y en la
actualidad juega un papel importante en una amplia gama de dreas que van desde la
electrénica, fotdnica, conduccién de materiales, sensores, medicina, biotecnologia,
control de contaminacién y medioambiente (Schmid, 2004). Las nanoparticulas se definen
como sistemas sOlidos coloidales cuyo tamafio de particula oscila entre 10 nm a 1 pM.
Si se les compara con particulas de tamafio micrométrico, estas tienen mayor
desplazamiento debido a su tamafio y pueden ser incorporadas a las células con mayor
facilidad (Singh and Lillard, 2009). Estos sistemas pueden contener principios activos
disueltos, atrapados, encapsulados y/o adsorbidos en el seno de su matriz, permitiendo que
estos funcionen entonces como vehiculos acarreadores de genes (Murillo et al., 2001).
Dentro de las ventajas que poseen estos sistemas poliméricos se encuentran; incremento de
la estabilidad de cualquier agente farmacoldgico volatil, ofrecen una mejora significativa
sobre los métodos tradicionales orales e intravenosos en términos de eficiencia y
efectividad, permiten entregar altas concentraciones de farmaco en tejidos y Organos
especificos, funcionan como agentes de contraste en imagenologia médica, pueden
modificarse facilmente sus propiedades de liberacién asi como su tamafio en general

(Abhilash, 2010).

Investigacion Aplicacion clinica
Nanotecnologia

Entregade farmaco
(terapias)

Screening de drogas
(marcajes molecular)

Deteccion
(Imagenologia)

Acarreadorde genes
(transfeccion)

Diagnosis Diagnosis/Monitoreo
(Dispositivosy {Marcador de
marcaje) enfermedades)

Figura 9. Aplicaciones de las nanoparticulas en el area de la salud. (McNeil, 2005).
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4.4.3. Biologia de las nanoparticulas y su interacciéon con células.

Las membranas celulares tienden a ser impermeables a muchas particulas de gran tamafio
(Smith and Helenius, 2009) sin embrago, aquellas de menor tamafio (10-30nm) suelen
atravesarla por procesos de difusion (Lead, 2009). Esta estructura celular actia como una
barrera que aisla el contenido citoplasmatico interno de la célula del ambiente externo y
dirige asi las sustancias que deben entrar y salir. Uno de los mecanismos que permite
superar esta barrera celular es la endocitosis. Este mecanismo es ampliamente explotado
por virus (Poranen, 2009), los cuales se han convertido en una valiosa herramienta para el
estudio de este proceso. La endocitosis y la difusién han sido propuestos como mecanismo
que permiten incorporar nanoparticulas de tamafio similar a los virus hacia el interior de las

células (He et al., 2010).

La endocitosis es el mecanismo por el cual la célula puede interiorizar proteinas y
nutrientes mediante la prolongaciéon de su membrana y consecuente invaginacién del
material exégeno hacia el espacio citosdlico. Este mecanismo es utilizado por las células
para eliminar residuos celulares y material innecesario de su interior. Existen diferentes
tipos de endocitosis dependiendo de la sustancia que se busque interiorizar

(Katja Kettler et al., 2014).

Las particulas opsonizadas y pequeiios volimenes de soluto son internalizados por un
mecanismo denominado fagocitosis (Mercer and Helenius, 2009). Las opsoninas son
pequenias moléculas (Ejemplo: anticuerpos) que favorecen la unién en el proceso de
fagocitosis (Rus et al., 2005). Por otra parte, las particulas en grandes cantidades de soluto
son internalizadas por otro mecanismo denominado como pinocitosis. Este proceso de
pinocitosis puede dividirse a su vez en macropinocitosis y endocitosis mediada por

receptores (Chithrani et al., 2007).

Las células fagociticas se encuentran en una gran variedad de organismos, desde aquellos
complejos hasta los unicelulares, en estos ultimos representa su principal fuente de
nutricién (Cosson and Soldati et al., 2008). En los animales, la fagocitosis es un mecanismo
inmunolégico de defensa restringido a células especificas, como macréfagos, monocitos y

neutrdfilos. La fagocitosis es un proceso inducido por ligandos en el cual se busca
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incorporar y degradar materiales exogenos como bacterias y restos celulares con didmetros
que van desde 0.5uM hasta 10uM. Ademads de la fagocitosis, las células fagociticas pueden
valerse de la pinocitosis. Este mecanismo es el responsable de que las células sean capaces
de captar substancias solubles y puede dividirse en diferentes procesos de acuerdo al
tamafio de la vesicula y las proteinas involucradas en la formacién vesicular

(Katja Kettler et al., 2014).

Las dimensiones maximas de las vesiculas que se forman en cada ruta de internalizacién no
se encuentran definidas del todo, sin embargo se especula que la principal limitante es estas
es el tamafio de la carga que se pretende movilizar. (Patel et al., 2007). El tamafio de las
vesiculas difiere entre especies animales y tipos celulares y este es proporcional al tamafio
del material a incorporar en el citoplasma celular (Rejman et al., 2004). De esta manera se

presume que debe existir un limite de tamafio de nanoparticula a interiorizar.

Las particulas que poseen un tamaio cercano a los 200 nm no serédn internalizadas por via
endocitosis mediada por clatrina y dificilmente por otras vias relacionadas con la

endocitosis (Patel et al., 2007).

Membrana cargada

XX negativamente / receptores
- - celulares

. : 0 o] ?ﬁﬁ
- o (888 BEbgeRe
TR s °n0 \

O Nanoparticula O

v Ligsgdo I an = o= = Q -

Figura 10. Mecanismos celulares de incorporacion de nanoparticulas por las células.

A) Incorporacién de particulas de gran tamafio por fagocitosis. B) Incorporacién de sustancias solubles por
macropinocitosis. C) Unién especificas de ligados con receptores en la superficie de las células y consecuente
endocitosis mediada por receptores (D). Difusion de nanoparticulas a través de la membrana lipidica celular y

canales proteicos (Katja Kettler et al., 2014).
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Las dimensiones maximas de las vesiculas que se forman en cada ruta de internalizacion no
se encuentran definidas del todo, sin embargo se especula que la principal limitante es estas
es el tamafio de la carga que se pretende movilizar. (Patel ef al., 2007). El tamafio de las
vesiculas difiere entre especies animales y tipos celulares y este es proporcional al tamaiio
del material a incorporar en el citoplasma celular (Rejman et al., 2004). De esta manera se
presume que debe existir un limite de tamafio de nanoparticula a interiorizar.
Las particulas que poseen un tamafo cercano a los 200 nm no serédn internalizadas por via
endocitosis mediada por clatrina y dificilmente por otras vias relacionadas con la

endocitosis (Patel et al., 2007).

La micropinocitosis es un proceso constitutivo que ocurre continua e independiente de las
necesidades celulares en regiones altamente corrugadas de la membrana plasmatica.
Durante este evento, la membrana adopta una conformacién que permite envolver solutos e
incorporarlos hacia el interior de la célula. Este mecanismo también se conoce como
micropinocitosis adsortiva (Katja Kettler et al., 2014) y en él se forman vesiculas con un

tamafio de entre 100nm a 5 um (Hirota and Terada, 2012).

La endocitosis mediada por receptores es muy estudiada en la actualidad y juega un papel
importante en el estudio de la incorporacién de nanoparticulas por células no fagociticas.
Este proceso permite que diferentes ligandos como toxinas, proteinas acarreadoras de
colesterol, vitaminas, proteinas transportadoras de hierro asi como hormonas y factores de
crecimiento (Goldstein er al., 1985) se adentren a las células mediante la unién de
receptores especificos que se encuentran en la membrana celular (Conner and Schmid,
2003). La endocitosis mediada por receptores permite la incorporaciéon de macromoléculas
especificas del medio circundante. Por otra parte, es el mecanismo mds explotado por virus
para adentrarse a las células (glicoproteinas virales), sin dejar rastro alguno de su entrada en
la membrana citoplasmatica externa de la célula, evitando a la vez ser reconocidos por el
sistema inmune (Smith and Helenius, 2009). Para ser capaces de adentrarse a las células,
los virus primero se unen a la superficie de las células y se concentran en un punto
especifico de modo que inducen vias de sefalizacién que controlen el proceso de
endocitosis (Smith and Helenius, 2009). La endocitosis mediada por clatrina, es un proceso

mediado por receptores con vesiculas que poseen un tamafio aproximado de 120nm
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(Conner and Schmid, 2003). La endocitosis mediada por caveolas es un proceso dirigido
por receptores con vesiculas de tamafio aproximado a 80nm en tamafio (Hirota and Terada,
2012). Existen también un proceso de endocitosis independiente de clatrina y caveolas que

involucran vesiculas con un tamafio aproximado de 50 nm (Katja Kettler et al., 2014).

Otro factor que determina la induccién de alguna via de incorporacién con respecto a otra
es el tamafno del material a incorporarse (Mercer and Helenius, 2009). En el caso de las
particulas, la tasa de endocitosis mediada por receptores es determinada por el grado de
interaccion entre moléculas, disminucién de la energia libre necesaria para acarrear
moléculas hacia el interior celular, la cantidad de sitios de unién disponibles y el tiempo
requerido por la membrana celular para envolver materiales exdgenos (Gao et al., 2005) .
La incorporaciéon de particulas por endocitosis es una compleja red de interacciéon entre
numerosos parametros como la energia liberada por el nimero de receptores unidos a su
ligando, el nimero de vesiculas que pueden ser formadas a partir de la membrana celular,
el numero de receptores que se difunden al interior celular junto con la particula y el tiempo

necesario para realizar el proceso anterior en su totalidad (Katja Kettler et al., 2014).

En el caso de particulas mas grandes, permitir que solo una particula sea incorporada por
vesicula, involucrara una unién numerosa de receptores al mismo tiempo y por ende un
cambio contrastante en energia libre. Una mayor 4rea de contacto con la membrana celular
en el caso de nanoparticulas de mayor didmetro con llevaran a una disminucién en la
energia libre, pero al mismo tiempo una menor cantidad de sitios de unién disponibles para
otras particulas (Chithrani et al., 2006). Este tipo de particulas por su naturaleza requerirdn
un mayor tiempo de exposicién a la membrana celular para ser envueltas en su totalidad

(Chithrani et al., 2007).
4.4.4. Propiedades que influyen el comportamiento de nanoparticulas.

La internalizaciéon de las nanoparticulas por parte de las células y su comportamiento en
sistemas bioldgicos es influenciada por un gran nimero de propiedades fisicas y quimicas

especificas del sistema (Katja Kettler ez al., 2014).
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e Tamaiio de particula:

Las construcciones nanométrica son mds pequefias que las células humanas (10,000-20,000
nm en didmetro) y orgdnulos celulares, y desemejante tamafio que distintas macromoléculas
biolégicas como enzimas y receptores celulares. Las nanoparticulas con un tamafio menor a
20nm pueden transitar a través de barreras bioldgicas que limitan a los agentes terapéuticos
a actuar en su sitio blanco. Las paredes de los vasos sanguineos, la barrera
hematoencefalica y el epitelio estomacal son algunas de estas. El tamafio de particula es un
parametro vital para un sistema acarreador de farmacos. Este debe ser lo suficientemente
pequeiio (aproximadamente 200nm) para evitar la rdpida filtracion por el bazo.
De la misma manera, para atravesar el higado las particulas deben tener un tamafio lo
bastante pequefio para atravesar este 6rgano (150-200 nm). El tamafio a escala nanometrica
permite a las nanoparticulas interactuar con biomoléculas en la superficie de las células y
adentrarse a su espacio citoplasmdtico. La habilidad para interactuar con receptores
celulares, 4cidos nucleicos, factores de transcripcién y proteinas involucradas en

sefializacion celular (McNeil, 2005).

Grupos funcionales

Carga superficial

Figura 11. Parametros fisico-quimicos determinantes entre la interaccion de nanoparticulas con células

(Katja Kettler et al., 2014).
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e (arga superficial:

Se ha demostrado que aquellas nanoparticulas con carga superficial cero ya sea por poseer
grupos funcionales neutros (grupos hidroxilos) o ligandos zwiterionicos, poseen una baja
eficiencia para ser interiorizados por las células en comparacién con nanoparticulas con
carga (He et al.,, 2010). Lo anterior se debe a que estas nanoparticulas poseen baja afinidad
para interactuar con las membranas celulares, las cuales en general poseen una carga

negativa (Katja Kettler et al., 2014).

La eficiencia de internalizacién de nanoparticula es mayor cuando estas poseen cargas
superficiales positivas en células fagociticas y no fagociticas. (Lorenz et al., 2006).
Las cargas superficiales positivas (NH2) incrementan la afinidad de las nanoparticulas por
la membrana celular y de esta manera la eficiencia de internalizacion es mayor en
compracién con las nanoparticulas de carga cero. La internalizacién estd determinada por
atracciones electrostdticas entre la membrana celular cargada negativamente y las

nanoparticulas (Jin et al., 2009).

La carga superficial de la nanoparticula es un pardmetro que determinara el grado de
estabilidad del sistema. Una carga superficial alta previene la aglomeracion de las
nanoparticulas y favorece la internalizacion de estas por parte de las células.
Por otra parte, los sistemas con cargas superficiales bajas tienden a agregarse conforme
transcurre el tiempo y su capacidad por ser interiorizadas por las células se ve disminuida
(Zhao et al., 2012). De esta manera se demuestra que la carga superficial es un parametro
que rige la capacidad de las nanoparticulas para mantener su repulsién unas con respecto a
las otras, no aumentar su tamafio (agregados) y ser entonces internalizadas

(Katja Kettler et al., 2014).

e Grupos funcionales de superficie:

Los grupos amino positivos (-NH2) en la superficie de las nanoparticulas tienden a otorgar
cargas superficiales positivas. Se ha demostrado que la tasa de internalizacién de este tipo
de nanoparticulas ricas en este grupo funcional es muy alto tanto en células fagociticas
como en aquellas no fagociticas (Alexis et al., 2008). Los grupos funcionales carboxilos

(-COOH) son los responsables de atribuir cargas negativas en la superficie de las
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nanoparticulas y se ha demostrado que la tasa de internalizacién de las nanoparticulas que
comparten esta caracteristica es alta en células fagociticas y no fagociticas cultivadas con
suero fetal bovino (Holzapfel et al., 2006). Los grupos funcionales hidroxilo (-OH) son

responsables de atribuir carga superficial neutra a las nanoparticulas (He et al., 2010).
4.4.5. Sintesis de nanoparticulas de quitosano: gelacion idnica.

Las nanoparticulas a base de quitosano se forman como resultado de procesos de auto-
asociacion o entrecruzamiento en virtud de los cuales las cadenas poliméricas se ordenan en
estructuras nanoscopicas ya sea por interacciones inter o intramoleculares de tipo covalente
o no covalente (Goycoolea, 2009). Uno de las metodologias mds sencillas y utilizadas
durante la elaboracién de nano particulas de quitosano es la gelacioén i6nica, la cual no
implica equipo costoso para su elaboracion (Calvo et al., 1997). Entre las ventajas de este
sistema cabe destacar que evita el uso de altas temperaturas, solventes orgénicos o procesos
drasticos como la sonicacién, que unido a la naturaleza policatiénica del quitosano le
confiere a estos sistemas la capacidad para asociar de forma eficiente y preservar la
estabilidad y bioactividad de macromoléculas terapéuticas contra su degradacion

(Goycoolea, 2009).
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Figura 12. Gelacién iénica. A) quitosano, B) tripolifosfato pentasodico, C) nanoparticula de quitosano

(Ramkumar Ponnuraj ef al., 2015)
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Este método fue inicialmente descrito por Calvo y colaboradores (Calvo et al., 1997) para
sintetizar nanoparticulas de quitosano hidrofilicas mediante el fendmeno de gelacion i6nica.
El método involucra una mezcla de dos fases acuosas, de las cuales una es el polimero
quitosan y la otra es un polianion conocido como tripolifosfato de sodio.
El mecanismo propuesto para la formacién de nanoparticulas de quitosan-TPP plantea que
la gelacion i6nica del quitosano ocurre por interacciones electrostaticas entre los productos
de la disociacién del TPP en solucién acuosa (P3019> y HP3010#) con los grupos -NH3* del

quitosano (Calvo et al., 1997).

El tamafio de nanoparticula de este sistema es muy sensible al pH y al potencial z de las
nano particulas, el cual es indicativo de su carga superficial (Lopez et al., 2005). El tamafio
de particula en este sistema se ha observado que varia en un rango de 100 a 350 nm: el
potencial zeta entre +20 y +50 mV e invariablemente poseen una morfologia esférica de
acuerdo a evidencias de microscopia de transmision y de fuerza atomica (Kim, 2006).
Los coacervados son formados como resultado de la interaccion electrostatica entre las dos
fases acuosas, donde la gelacion i6nica genera la transicién de una fase liquida a un gel
bajo condiciones de temperatura ambiente. Macroscopicamente se obtiene una solucién de
diversos grados de opalescencia dependiente de la concentraciéon de quitosan y TPP asi

como de las condiciones de sintesis (Nagavarma et al., 2012).
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5. Hipétesis

Las nanoparticulas de quitosano inducen la diferenciaciéon de monocitos humanos hacia
células dendriticas.

6. Objetivos
6.1. Objetivo general:

Determinar si las nanoparticulas de quitosano tienen el potencial de generar células

dendriticas y correceptores relacionados a su fenotipo.

6.2. Objetivos especificos:

1. Caracterizacion fisico-quimica de nanoparticulas de quitosano sintetizadas.

2. Determinar la concentracién de endotoxina presente en las nanoparticulas de

quitosano.

3. Determinar si las nanoparticulas de quitosano inducen la expresion de los
marcadores de superficie CD14, CD80, CD83 y HLA-II, relacionados con el

proceso de diferenciacién de células dendriticas.

4. Determinar la morfologia y viabilidad de las células en el proceso de diferenciacion

inducido por las nanoparticulas.

5. Determinar la capacidad fagocitica de las células diferenciadas con los tratamientos

de nanoparticulas.
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7. Material y métodos.

7.1. Sintesis de nanoparticulas de quitosano.

Se preparé una solucién de quitosano (I mg/mL) utilizando dcido acético al 0.4M y se
homogenizé por agitacion magnética durante 20 minutos a 600 rpm. Esta solucién se
sonico durante 20 minutos mds a 25° C (BRANSON 2800). Después, la solucion de
quitosano se centrifugd durante 10 minutos a 5000 rpm para sedimentar cualquier residuo
de quitosano no disuelto. Finalmente se ajust6 el pH de esta solucién a 5.2 utilizando
hidréxido de sodio al 1M. Como agente entrecruzante se utilizé tripolifosfato pentasédico
disuelta en agua destilada (2mg/mL). La sintesis de nanoparticulas de quitosano se llevo
acabo homogenizando constantemente la solucién de quitosano a 7000 rpm durante 7
minutos mientras se goteo simultdneamente tripolifosfato pentasédico (2mg/mL).
Al final del proceso se obtuvo una solucién opalescente la cual fue incubada durante 10
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se esteriliz6 durante 10 minutos con luz
ultravioleta y se centrifug6 a 5,000 rpm durante 1 hora a 20°C. Se descart6 el sobrenadante
y el material centrifugado se lavo con agua destilada (5000 rpm durante 1 hora). El pellet
obtenido se resuspendié en medio de cultivo RPMI-1640 con 10% de suero fetal bovino y
el contenido se sonico durante 13 minutos a 25°C. Finalmente se determind la
concentracion secando una alicuota de volumen conocido de la solucién de nanoparticulas

por medio de diferencia de peso.

7.2. Caracterizacion de nanoparticulas de quitosano.

7.2.1. Tamafio promedio de nanoparticula.
El tamafio promedio de nanoparticula se determiné mediante dispersion de luz dindmica.
La muestra de nanoparticulas se cargé en una celda capilar para espectrofotometria y se

analiz6 a 25°C utilizando el equipo nanosizer NS90 (Malvern Instruments, Malvern, UK).

7.2.2. Carga superficial de nanoparticula: potencial Z.
El potencial Z de las nanoparticulas se determiné mediante electroforesis doppler con l4ser.
La muestra de nanoparticulas se cargé en una celda capilar acoplada a electrodos y se

analiz6 a 25°C utilizando el equipo nanosizer NS90 (Malvern Instruments, Malvern, UK).
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7.2.3. Microscopia electronica de barrido.

Las nanoparticulas de quitosano se liofilizaron en un equipo LABCONCO® de 6 litros
durante 16 horas. El liofilizado obtenido se monté de manera uniforme sobre una cintilla
adhesiva de carbono acoplada a un porta muestras para SEM y se procedié a analizar
utilizando el equipo NOVA NANOSEM 200 (FEI®) empleando 2 kV en modo de
inmersion. El analisis de microscopia electronica de barrido fue realizado en colaboracion
con el Centro de Investigaciéon de Materiales Avanzados (CIMAV) unidad Monterrey

ubicado en el municipio de Apodaca, Nuevo Ledn.

7.2.4. Espectroscopia de infrarrojo.
El liofilizado obtenido se mezcl6 con bromuro de potasio en un mortero (1:10) y se prenso
para obtenerse una pastilla la cual fue sometida a radiacion infrarroja con el equipo
Nicolet* 6700 FT-IR spectrometer (Thermo Scientific). El andlisis de espectroscopia de
infrarrojo fue realizado en colaboracion con el Centro de innovacién, investigacion y
desarrollo en ingenieria y tecnologia de la facultad de ingenieria mecdnica y eléctrica de la

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn ubicado en el municipio de Apodaca, Nuevo Ledn.

7.3. Deteccion de endotoxina bacteriana presente en nanoparticulas.
Una vez sintetizadas las nanoparticulas de quitosano, estas se resuspendieron en
RPMI-1640 con 10% SFB y fueron sometidas a un ensayo de deteccion de toxinas
bacterianas utilizando el kit comercial de lisado de amebocitos de limulus PYROGENT™,
El lisado de amebocitos de Limulus es un extracto acuoso de células sanguineas
(amebocitos) del cangrejo herradura (Limulus polyphemus). En presencia de endotoxinas,
ciertos factores presentes en el LAL se activan en una cascada proteolitica que produce la
escision de un sustrato peptidico y por consecuencia se obtiene el fendmeno de
coagulacion. Antes de evaluar las muestras, se prepardé un control positivo de endotoxina de
E. coli O111:B4. Para esto se reconstituyo el vial de endotoxina con 1 mL de agua libre de
pirégenos (agua inyectable) y se agit6 el vial con vortex por lo menos 15 minutos.
Posterior a esto se diluy6 la endotoxina a una concentracion de 1 UE/mL con agua libre de
pirégenos y se agitd en vortex durante 60 segundos. De la solucién anterior, se prepararon

las siguientes diluciones utilizando de igual manera agua inyectable: 1:2, 1:4, 1:8 y 1:16.
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Se utiliz6 agua inyectable libre de pir6genos como control negativo del ensayo de
endotoxina. De la muestra de nanoparticulas se tom6 1 mL y a partir de este se realizaron
una serie de diluciones (1:2, 1:4, 1:8 y 1:16). Una vez realizadas las diluciones se
depositaron 0.25 mL de cada dilucién a un vial que contenia el lisado de limulus de
amebocitos. Después de haber reconstituido los viales, estos se incubaron durante 60
minutos a 37°C en un bafio de agua, al final del periodo de incubacién, cuidadosamente se
retird cada vial del bafio de agua y se invirtieron 90°. Se compararon los viales
correspondientes a las muestras con los controles. Una prueba positiva se caracteriza por la
formacidén de un gel sélido el cual permanece intacto después de la inversion, esto debe ser
observado en el vial del control positivo. Una prueba negativa se caracteriza por la
ausencia de un codgulo sélido después de la inversion. Este debe ser observado en el vial

del control negativo (agua inyectable).

7.4. Establecimiento del cultivo primario de monocitos de sangre periférica.
Los monocitos utilizados en los ensayos de diferenciacion celular se obtuvieron a partir de
muestras de sangre periférica de sujetos sanos utilizando Ficoll-Histopaque
(Sigma-Aldrich®). Las muestras se adquirieron por puncién venosa y se colectaron en tubos
heparinizados. Una vez obtenida la sangre, esta se diluyé 1:1 con PBS 1X y se vertio
cuidadosamente sobre una cama de Ficoll- Histpaque (20 ml) hasta tener un sistema
constituido por dos fases (Sangre diluida 1:1 sobre Ficoll-Histopaque). Esta solucion se
centrifugd a 1600 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente para obtener un sistema
multi-fases (Plasma: contiene plaquetas, Anillo blanco: contiene células mono nucleares de
sangre periférica, Ficoll-Histopaque y eritrocitos en el fondo del tubo). Con ayuda de una
micropipeta se tomd el anillo blanco teniendo cuidado de no mezclar las fases.
Las células colectadas fueron sometidas a los siguientes lavados: 1) 1600 rpm durante 15
minutos a 25°C con PBS 1X, 2) 800 rpm durante 10 minutos a 25°C utilizando solucién de
lisis de eritrocitos y por ultimo 800 rpm durante 10 minutos a 25°C utilizando PBS.
Una vez lavadas las células, se procedié a realizar un recuento de células utilizando el
método de exclusidon por azul tripan para asi cultivar 4,000,000 de células por pozo en
placas de poliestireno. Las placas se incubaron bajo las siguientes condiciones: 37°C en

una atmosfera de 5% de CO; durante toda una noche con RPMI-1640 10% de suero fetal
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bovino. Transcurrido el tiempo de incubacion, se retir6 el sobrenadante rico en linfocitos y

se sustituy6 con un mismo volumen de medio RPMI-1640 con 10% de suero fetal bovino.

7.5. Grupos experimentales.
Los siguientes grupos experimentales se trabajaron: 1) monocitos tratados durante 7 dias
con RPMI-1640 con 10% de suero fetal bovino, 2) monocitos tratados durante 7 dias con
0.30 mg/mL de nanoparticulas de quitosano y por ultimo, 3) monocitos tratados durante 7
dias con 0.30mg/mL de nanoparticulas de quitosano, a los cuales en el dia 5 se adicion6

antigeno (albimina de pollo; 1mg/mL) y adyuvante (KLH; 20ng/mL).

7.6. Analisis fenotipico de monocitos tratados con nanoparticulas.

Tras siete dias de incubacidn, se retir6 completamente el medio de cultivo y las células
parcialmente adheridas a la placa se colectaron. Las células recuperadas se centrifugaron
durante 5 minutos a 1200 rpm y después las células correspondientes a cada tratamiento se
resuspendieron en un volumen de 100uL. de PBS 1X. Finalmente se afiadieron 2uL. de cada
anticuerpo (Anti-human CD14 APC-Cy7, Anti-human CD80 FITC, Anti-human CD83 PE
y Anti-human HLA-II FITC) y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. Posteriormente se realizé un lavado con PBS 1X que contenia albumina al 0.5%

e inmediatamente se analizaron las muestras por citometria de flujo (BD accuri™ C6).

7.7. Evaluacion morfolégica de monocitos tratados con nanoparticulas.
Se trataron cubreobjetos de tamafio estdndar para servir de soporte a las células en cultivo y
montarlas en laminillas para su visualizacién microscépica. Los cubreobjetos se lavaron
durante 1 minuto en las siguientes soluciones: solucion detergente neutra, etanol al 70%,
acetona y agua destilada. Tras los lavados, se dejaron reposar en agua destilada y se
sometieron a un ciclo de sonicacién durante 20 minutos. Finalmente se esterilizaron por
calor seco a 250°C durante dos horas. Estos cubreobjetos se colocaron en placas de
poliestireno de 6 pozos y se cultivaron los monocitos de sangre periférica sobre estos.
Tras siete dias de incubaciodn, se retir6 completamente el medio de cultivo y se adiciond un
volumen suficiente de paraformaldehido al 4% para cubrir el pocillo de la placa en su
totalidad y mantenerse de esa manera durante 10 minutos. Se lavaron los pocillos dos veces

con PBS 1X y se colocaron los cubreobjetos sobre portaobjetos que contenian resina para

49



mantener la preparacion. Finalmente se dejaron secar las preparaciones a 37°C.

Las laminillas fueron observadas utilizando el microscopio invertido Olympus IX70.

7.8. Viabilidad celular de monocitos tratados con nanoparticulas.

La viabilidad celular se analiz6 el séptimo dia de cultivo utilizando el método de exclusion
de yoduro de propidio mediante citometria de flujo Las células correspondientes a cada
tratamiento se lavaron dos veces PBS 1X (1200 rpm/ 10 minuto) y se resuspendieron en
100uL de PBS1X. Se afiadié 1 pL de yoduro de propidio a cada muestra y se incubaron en
oscuridad durante 1 minuto. Finalmente se procedié a analizar las muestras utilizando el

equipo (BD accuri™ C6).
7.9. Capacidad fagocitica de monocitos tratados con nanoparticulas.

Tras siete dias de incubacion, las células se lavaron con PBS 1X (1200 rpm/ 10 minutos).
Las células se colectaron en tubos eppendorf y se lavaron con RPMI sin suero fetal bovino
(1200 rpm/ 10 minutos). Se adicioné 1 mL de la solucién de FITC-dextran (1 mg/mL) a
cada una de las muestras y se incubaron durante 6 horas a 37°C. Como controles internos
de la prueba de fagocitosis se incubaron células con FITC-dextran a 4°C (inhibicién de la
capacidad fagocitica) y a 37°C (no inhibicion de la capacidad fagocitica). Finalmente los
tubos se centrifugaron (1200 rpm/ 10 minutos) y las células se lavaron dos veces con
PBS 1X que contenia albumina al 0.5%. Se procedié a analizar las muestras mediante

citometria de flujo utilizando el equipo (BD accuri™ C6).
7.10. Analisis estadisticos.

Las variables evaluadas se presentan como el promedio + la desviacion estdndar y la
diferencia entre los tratamientos y el control se evalud realizando un anélisis de varianza
seguido de una prueba de Tukey (p<0.05). Se utiliz6 el software GraphPad Prism versién 5

para graficar los resultados y realizar los estadisticos.
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8. Resultados.

8.1. Tamaino promedio de nanoparticula mediante dispersion de luz dinamica.
El andlisis de dispersion de luz dindmica realizado a las nanoparticulas de quitosano
muestra una distribucién unimodal de nanoparticulas cuyo tamafio promedio es de 208 nm.
El indice de polidispersidad obtenido fue de 0.181. No se registrardn otras distribuciones de

distintos tamafos (Figura 13).

20
| Tamano promedio: 208 nm |

SR
< Indice de polidispersidad: 0.181 g |
< ;|
T 10 ' -
'z { | I|I
& s54. IL @...g ........................

0 £ : :

01 1 10 100 1000 10000

Tamano promedio (nm)

Figura 13. Andlisis de tamafio promedio de particula mediante dispersion de luz dinamica.
Se realizaron lavados con agua destilada a 5000 rpm durante 1 hora para eliminar el dcido acético requerido
durante el proceso de gelacién idnica. Las nanoparticulas redispersadas se cargaron en una celda capilar de

espectrofotometria y se analizaron utilizando el equipo Nanosizer NS90 (Malvern Instruments, Malvern, UK).

8.2. Anadlisis de carga superficial de nanoparticula de quitosano (potencial Z).
El analisis de carga superficial realizado a las nanoparticulas sintetizadas mediante gelacion

16nica demostré su naturaleza catidnica con +24.7 mV de potencial Z (Figura 14).
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Figura 14. Analisis de potencial z de particula mediante electroforesis doppler con laser.
Se realizaron lavados con agua destilada a 5000 rpm durante 1 hora para eliminar el 4cido acético requerido
durante el proceso de gelacidn idnica. Las nanoparticulas redispersadas se cargaron en una celda capilar

acoplada a electrodos y se analizaron con el equipo Nanosizer NS90 (Malvern Instruments, Malvern, UK).
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8.3. Morfologia de nanoparticulas mediante microscopia electrénica de barrido.
La micrografia electréonica de barrido obtenida de las nanoparticulas de quitosano
sintetizadas demuestra la presencia de particulas de superficie lisa y morfologia

semiesférica a irregular distribuidas de manera uniforme (Figura 15).

., det HV = WD LensMode mag spot —1 111
" Helix 2.00 kV 5.1 mm Immersion 50 000 x 4.0 CIMAV Unidad Monterrey

Figura 15. Analisis morfolégico de nanoparticulas por microscopia electronica de barrido.
Las nanoparticulas de quitosano sintetizadas fueron liofilizadas durante 16 horas en un equipo de seis litros
(LABCONCO®). El liofilizado obtenido se distribuyé de manera uniforme sobre una cintilla adhesiva de
carbono acoplada a un porta muestras para microscopia electrénica de barrido y se procedié a analizar

utilizando el equipo NOVA NANOSEM 200 (FEI®).

8.4. Anadlisis de formacion de particula mediante espectroscopia de infrarrojo.
El proceso de formaciéon de nanoparticula (gelacién idnica) fue evaluado mediante
espectroscopia de infrarrojo, comparando el espectro de infrarrojo del quitosano comercial
contra el de las nanoparticulas de quitosano. Las figuras 16B y 16C muestran las bandas de
absorcion infrarroja propias del quitosano comercial y de las nanoparticulas de quitosano,
respectivamente. Las bandas de absorcién anchas e intensas presentes a los 3206 cm’!
(Figura 16B) y 3088 cm™! (Figura 16C) corresponden a la vibracién de estiramiento del
enlace O-H. Por otra parte, las bandas obtenidas a los 2880 cm™ (Figura 16B) y 2888 cm™!

(Figura 16C) corresponden a la vibracion de estiramiento del enlace C-H.
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Las bandas de absorcion correspondientes a las vibraciones de estiramiento de la amida

primaria (Figura 16C; 1644 cm™') y amida secundaria (Figura 16C; 1556 cm™') de la muestra

de nanoparticulas de quitosano presentaron un desplazamiento con respecto a los mismos

grupos funcionales de la muestra de quitosano comercial

(Figura 16B; 1632 cm™! y

1536 cm™! respectivamente). La muestra de nanoparticulas de quitosano presenté una banda

de absorcidn caracteristica de la vibracién generada entre un grupo P-O, esta banda de

absorcion estd ausente en el espectro de infrarrojo del quitosano puro y demuestra que existe

una interaccién entre el grupo amino y el grupo fosfato (Figura 16C; 1225 cm™).

A) Principales bandas de infrarrojo de quitosano y nanoparticulas de quitosano

Grupos funcionales

Quitosano (cm-1) Nanoparticulas de quitosano (cm-1)

O-H 3206 3088
C-H3 2880 2888
Amida | (NH2) 1632 1644
Amida Il {NH) 1536 1556
(3-0 (OH del alcohol primario) 1404-1155 1380
C6-0 1067-900 1080-1020
P-O 1225
B) C)
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Figura 16. Grupos funcionales de nanoparticulas mediante espectroscopia de infrarrojo.

Las nanoparticulas de quitosano sintetizadas fueron liofilizadas durante 16 horas en un equipo de seis litros

(LABCONCO®). El liofilizado obtenido se mezclé con bromuro de potasio en un mortero de cuarzo y se

prenso para obtenerse una pelicula fina la cual fue sometida a radiacién infrarroja. A) Resumen de las

principales bandas de infrarrojo de quitosano comercial y nanoparticulas de quitosano obtenidas.

B) Espectro de infrarrojo del quitosano comercial. C) Espectro de infrarrojo de nanoparticulas de quitosano.
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8.5. Determinacion de lipopolisacarido.

El proceso de sintesis de nanoparticulas de quitosano fue sometido a una determinacion de
lipopolisacaridos por el método del lisado de amebocitos de Limulus polyphemus,
encontrando que ninguno de los productos evaluados mostré el fendmeno de coagulacion,
indicando con esto que las nanoparticulas se encuentran libres de lipopolisacarido a un nivel
de deteccion determinado. No se encontraron niveles de endotoxina detectables en las
muestras de nanoparticulas analizadas, lo cual indica que la concentracién de

lipopolisacarido fue menor a 0.05 UE/mL (Figura 17).

Concentracion de

endotoxina / dilucion: Control positivo Control negativo Nanoparticulas
control positivo

0.5 UE/mL
(Dilucion 1:2)

0.25 UE/mL
(Dilucion 1:4)

0.125 UE/mL
(Dilucion 1:8)

0.06 UE/mL
(Dilucion 1:16)

Figura 17. Deteccion de endotoxina bacteriana presente en muestras de nanoparticulas de quitosano.
Los liofilizados contenidos en los viales del ensayo de limulus de amebocitos fueron reconstituidos con
nanoparticulas de quitosano resuspendidas en medio RPMI-1640 con 10% de suero fetal bovino.
Control positivo: endotoxina de E. coli O111:B4. Control negativo: agua inyectable libre de pirégenos.
Los signos entre paréntesis hacen referencia a la presencia o ausencia de codgulo. La deteccién de endotoxina

se realiz6 por triplicado.
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8.6. Andlisis fenotipico de monocitos tratados con nanoparticulas de quitosano.
Los tratamientos con nanoparticulas de quitosano y nanoparticulas de quitosano combinadas
con antigeno y hemocianina fueron capaces de incrementar el porcentaje de los marcadores
fenotipicos celulares CD14 (96% y 98.6%), CD80 (38.3% y 66.3%), CD83 (57.5% y
90.66%) y HLA-II (53.66% y 78%) respectivamente y de manera significativa (p<0.05%) al
compararse con el control (células cultivadas en RPMI con 10% de SFB).
No se encontrd diferencia significativa (p<0.05%) entre los tratamientos de nanoparticulas
de quitosano y nanoparticulas de quitosano combinado con albumina de pollo vy

hemocianina con respecto al porcentaje de expresion de CD14 (Figura 18).
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Figura 18. Analisis fenotipico de monocitos tratados con nanoparticulas de quitosano.
Se cultivaron monocitos de sangre periférica durante 7 dias en presencia de nanoparticulas de quitosano
(0.30 mg/mL) y nanoparticulas de quitosano combinadas con antigeno (albumina de pollo: Img/mL) vy
hemocianina (KLH: 10 ng/mL). Control: células cultivadas con RPMI-1640 con 10% de SFB durante 7 dias.
Las variables evaluadas se presentan como el promedio * la desviacién estindar y la diferencia entre los
grupos se evalud realizando una prueba de ANOVA seguida de una prueba de Tukey (p<0.05).

Los asteriscos (*) sefialan que existe diferencia significativa entre las variables de cada grupo.

55



A Control Nanoparticulas Nps + Ag + KLH

= = =
75.5% 95.1% 99.7%
81 81 81
o | R 8- &
E = = = )
3 " 3 S £ 3 \
2 H 2 ba™ 2 ") S
U = J uvl_“.‘\“. = ‘J '.\»"‘u'-ﬂ “ = ."‘ \
J) '.' 'Y ‘. g ‘\
L \ N \, \
b RRLLL LRl L SRR SRR SRR R a LAALL LRI R SRR L Al ) Al
w! w oW Wt WS WO wl 2 w! W W Wt S P wl 2
CD14-A CD14-A
[
(== z° T
g £
=1 = & &
po—
w h 5 '""';2'"-:3"'"'4"'"‘..'5'""::5"""'7 2
U 75 C080-A v
gl
c 12.5%
A O
171 B2 \
Ul o -2 | - &1 T
1 Al / \ .
U 08—4 J (\ 08— ﬁhlhl,\ S
¢ 1\ \
\ ; Moy,
P R N R et R T D L R R Eh St T e e
Aol Y e R At S Ul W A i At i A A e
CDE83-A CD83-A CD83-A
§ 0, 5 0, 9 0,
25% 54.6% 77.1%
81 81 81
| )
]
= BLh _ 81 _ 81
z z =
=] | R 2 2
e LU LR L SRRl LBl L bt TTT T T T TTiaeT Ty T a TTTI VT T T ST T T
s u WP W2 R w o PR p W w2
HLA LA HLA LA HLA ILA

Intensidad de fluorescencia

Figura 19. Histogramas de citometria de flujo representativos del analisis fenotipico celular.
Se cultivaron monocitos de sangre periférica durante 7 dias en presencia de nanoparticulas de quitosano
(0.30 mg/mL) y nanoparticulas de quitosano combinadas con antigeno (albumina de pollo: 1mg/mL)
y hemocianina (KLH: 10 ng/mL). Control: células cultivadas con RPMI-1640 con 10% de SFB durante 7 dias.
Las células se tifieron con los siguientes anticuerpos para citometria de flujo: anti-human CD14 APC-Cy7
(histograma color rosa), anti-human CD80 FITC (histograma color azul), anti-human CD83 PE (histograma
color rojo) y anti-human HLA II FITC (histograma color naranja). Los histogramas color negro representan la
autoflorescencia de las células. Los resultados mostrados corresponden a uno de tres experimentos

individuales
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8.7. Viabilidad celular y morfologia de monocitos humanos tratados con nanoparticulas.
Las células tratadas con nanoparticulas de quitosano y nanoparticulas de quitosano
combinadas con antigeno y hemocianina mostraron una viabilidad celular de 67% y 61%
respectivamente en su séptimo dia de cultivo. Solo el tratamiento de nanoparticulas de
quitosano combinadas con antigeno y hemocianina mostrd diferencia significativa (p<0.05)
con respecto a el control (Figura 20A). Los tratamientos con nanoparticulas de quitosano o
nanoparticulas de quitosano combinadas con antigeno y hemocianina fueron capaces de
inducir el desarrollo de prolongaciones citoplasmaticas en las células tratadas al compararse

con el control. (Figura 20B).
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Figura 20. Viabilidad y morfologia de monocitos tratados con nanoprticulas de quitosano.
Se cultivaron monocitos de sangre periférica durante 7 dias en presencia de nanoparticulas de quitosano
(0.30 mg/mL) y nanoparticulas de quitosano combinadas con antigeno (albumina de pollo: 1mg/mL)
y hemocianina (KLH: 10 ng/mL). Control: células cultivadas con RPMI-1640 con 10% de SFB durante 7 dias.
A) La viabilidad celular se analizé utilizando ioduro de propidio. Los asteriscos seflalan que existe diferencia
significativa al compararse con el control (Tukey, p<0.05). B) El andlisis morfolégico celular (20X) se realizé
en fresco el séptimo dia del cultivo, por otra parte para el analisis utilizando el objetivo 60X, las células se

fijaron con paraformaldehido al 4% y se observaron utilizando el microscopio invertido Olympus IX70.
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8.8. Capacidad fagocitica de monocitos humanos tratados con nanoparticulas.
El tratamiento de nanoparticulas de quitosano (21% de células positivas) fue capaz de
incrementar el proceso de fagocitosis de manera significativa (p<0.05%) al compararse con
el control (9% de células positivas). No se encontr6 diferencia significativa (p<0.05%) entre
los tratamientos de nanoparticulas de quitosano o nanoparticulas de quitosano combinado
con albumina de pollo y hemocianina con respecto a la capacidad de incorporar
FITC-dextran. Los tres grupos experimentales tienen la capacidad de incorporar

FITC-dextran a distintos niveles (Figura 21).
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Figura 21. Capacidad fagocitica de monocitos tratados con nanoparticulas de quitosano.
Se cultivaron monocitos de sangre periférica durante 7 dias en presencia de nanoparticulas de quitosano
(0.30 mg/mL) y nanoparticulas de quitosano combinadas con antigeno (albumina de pollo: 1mg/mL)
y hemocianina (KLH: 10 ng/mL). Control del experimento: células cultivadas con RPMI-1640 con 10% de
SFB durante 7 dias. Control de inhibicién de fagocitosis: Células cultivadas a 4°C durante 8 horas.
Las variables evaluadas se presentan como el promedio + la desviacién estindar y la diferencia entre los
grupos se evalud realizando una prueba de ANOVA seguida de una prueba de Tukey (p<0.05).

Los asteriscos (*) sefialan que existe diferencia significativa al compararse con el control.
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9. Discusion.

La capacidad de las células para internalizar e interactuar con nanoparticulas estd asociada
a las propiedades fisico-quimicas que las caracterizan. Patel y colaboradores han descrito
que el tamafio de nanoparticula, su carga superficial y los grupos funcionales presentes son
parametros que definen la interaccion e internalizacién de las nanoparticulas por las células

(Patel et al., 2007).

Nuestros resultados de caracterizacion fisico-quimica indican que las nanoparticulas de
quitosano poseen un tamafio promedio de 208 nm y se distribuyen de manera unimodal con
un indice de polidispersidad de 0.181. La decision de utilizar nanoparticulas de quitosano
del tamafio antes mencionado estd basada en las dimensiones establecidas de carga de las
vesiculas intracelulares que participan durante el proceso de micropinocitosis, descritas por
Swanson y Watts. De este modo las nanoparticulas de quitosano sintetizadas se encuentran
dentro de las dimensiones reportadas de carga (>200 nm) de los micropinosomas que
participan en la internalizacion de las nanoparticulas  hacia el interior celular
(Swanson and Watts, 1995). Por otra parte, el indice de polidispersidad obtenido en el
presente trabajo es similar al reportado por Shahrooz Saremi er al, 2011, quienes han
descrito que las nanoparticulas que poseen indices de polidispersidad menores a 0.2 son

consideradas como sistemas cuya distribucion poblacional es de tamafio homogéneo.

De acuerdo a lo establecido por Jin y colaboradores, las cargas positivas en la superficie de
las nanoparticulas son una caracteristica ideal para incrementar el grado de interaccion
entre las nanoparticulas y los componentes cargados negativamente presentes en las
membranas celulares mediante atracciones electrostéticas, potenciando asi el proceso de
internalizacién de componentes exdgenos (Jin et al., 2009). Nuestro método modificado de
gelacion i6nica permitié obtener nanoparticulas de quitosano de cardcter catidnico
(potencial Z: +24.7 mV). Resultados similares han sido reportados por Dongzhi Hou et al.,
2015, en cuyas investigaciones han reportado nanoparticulas de cardcter catiénico que
poseen rangos de potencial Z de +24.6 mV a +36.4 mV. Lo anterior también es
fundamentado en base a las observaciones realizadas por Alexis et al., 2008, sefialando que
la tasa de internalizacion de las nanoparticulas cargadas positivamente es muy alto tanto en

lineas celulares fagociticas como en aquellas no fagociticas.
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Con la finalidad de evaluar nuestro método de gelacién iénica, se decidié a llevar a cabo
estudios de microscopia electronica de barrido y espectroscopia de infrarrojo para valorar
asf la sintesis quimica de las nanoparticulas de quitosano. El proceso de gelacién i6nica se
llevé a cabo con éxito al corroborar la presencia de una banda de absorcién caracteristica
de la vibracién generada entre un grupo P-O mediante espectroscopia de infrarrojo.
La caracterizaciéon anterior ha sido reportada por Vimal y colaboradores, cuyos
experimentos han demostrado que esta banda de absorcién solo se presenta en
nanoparticulas sintetizadas mediante gelacion idnica y representa la interaccion que existe
entre el grupo amino del quitosano y el grupo fosfato del tripolifosfato poentasédico
utilizado cominmente durante la sintesis. Morfol6gicamente, nuestras nanoparticulas se
asemejan a las reportadas por Li-Ming Zhao, el cual las describe al microscopio electrénico

de barrido como particulas de superficie lisa y de morfologia esférica a semiesférica

(Li-Ming Zhao et al., 2011).

Tras la caracterizacion fisico-quimica de las nanoparticulas, se procedié a evaluar la
concentracion de lipopolisacarido presente en las mismas. Debido a que esta molécula es un
potente inductor de diferenciacion de monocitos humanos hacia células dendriticas
(Kawamura Kodai er al, 2005), se decidi6 trabajar con nanoparticulas cuyas
concentraciones de lipopolisacirido se encontraran dentro de los limites permisibles
actualmente aceptados por la FDA para farmacos inyectables y productos sanitarios
(U.S. Department of Health and Human Services, 2012). Nosotros encontramos que la
concentracion de endotoxina presente en las nanoparticulas de quitosano resulté ser menor
a 0.05 UE/mL. Esta concentracion se encuentra dentro de los limites permisibles de
lipopolisacarido de acuerdo a lo estipulado por el departamento de salud y servicios
humanos de los Estados Unidos comparable a instrumentos médicos que entran en contacto
con componentes del sistema cardiovascular y linfatico (0.5 UE/mL), dispositivos médicos
que tienen contacto con fluido cerebroespinal (0.06 UE/mL), agua inyectable (0.25
UE/mL), agua esterilizada para inhalacién (0.5 UE/mL), agua esterilizada para irrigacion

(<0.25 UE/mL) y agua esterilizada para hemodialisis (<2UE/mL).
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Actualmente las moléculas de superficie estudiadas durante el proceso de diferenciacion de
células dendriticas incluyen los marcadores celulares: CD80, HLA-II, CD83 y CDIl4.
Los primeros dos son marcadores celulares requeridos durante la sinapsis inmunoldgica.
CD80 es una molécula de tipo co-estimulador perteneciente a la familia B7 la cual se
presenta durante la activacion de células dendriticas maduras (Wieder, 2003) y funge como
sefal secundaria durante la sinapsis inmunolégica (Tseng and Dustin, 2002). Por otra parte,
HLA-II es una molécula involucrada en la presentacion de antigenos intravesiculares o
exdgenos y participa como sefial principal durante la sinapsis inmunoldgica
(Vega G., 2009). Actualmente CD83 es aceptado como un marcador caracteristico de
células dendriticas maduras (Lechmann er al., 2002), mientras que CD14 es un receptor
fundamental durante la respuesta inmune innata el cual puede reconocer estructuras en base
a patrones moleculares especificos (Arroyo-Espliguero et al., 2004).En nuestro estudio, las
nanoparticulas de quitosano y su combinacion con albumina de pollo y adyuvante fueron
capaces de sobre expresar los marcadores celulares CD14, CD80, CD83 y HLA-II en
monocitos humanos al cultivarse durante 7 dias. Estos hallazgos concuerdan con multiples
estudios que involucran el quitosano como un biomaterial capaz de inducir diferenciacion
en diversos modelos celulares. Babensee y colaboradores demostraron la capacidad del
quitosano para sobre expresar los marcadores celulares CD14, CD80, CD83 y HLA-II en
monocitos de sangre periférica cultivados durante 5 dias con GM-CSF e IL-4 (células
dendriticas inmaduras) en combinacién con una pelicula de quitosano como estimulo final
durante 48 horas mds (Babensee and Paranjpe, 2005). En otro estudio similar,
Yong-Chong Lin y colaboradores aislaron monocitos procedentes de médula 6sea de
ratones C57BL/6 y los cultivaron con GM-CSF e 1L-4 en placas de cultivo tradicionales y
en placas con peliculas de quitosano, encontrando que los grupos experimentales que se
habian cultivado sobre peliculas de quitosano poseian una mayor expresion de los
marcadores celulares CD14, CD80 y CD83 ademds de un mayor nimero de células no
adherentes (Yong-Chong Lin et al., 2014). Por dltimo, el equipo de trabajo de Lihui Jia
demostré que el quitosano en solucién es capaz de sobreexpresar las moléculas CD8O0,
CD83 y MHC-II sobre células dendriticas inmaduras procedentes de ratones hembra
CS57BL/c cultivadas con GM-CSF e IL-4 durante 4 horas en placas de poliestireno
(Lihui Jia et al., 2014).
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Aunque los estudios anteriores evidencian la capacidad del quitosano para sobre expresar
marcadores caracteristicos de células dendriticas maduras en diversos tipos de células,
todos estos han utilizado células en estadios inmaduros extraidas directamente de modelos
animales o bien precursores celulares tratados previamente con GM-CSF e IL-4 que
estimulan a las células a adquirir un fenotipo de célula dendritica inmadura y evitar su

diferenciacion hacia un fenotipo de macréfago (Banchereau and Schmitt, 1995).

El proceso de diferenciacion de células dendriticas con citocinas recombinantes
actualmente aceptado involucra la perdida de la molécula CD14, un marcador celular de
linaje monocitico el cual debe de presentarse en bajos porcentajes en células dendriticas
maduras (Wieder, 2003). A pesar de que esta molécula resultd expresarse en altos
porcentajes en la presente investigacion asi como en otros reportes (Babensee and Paranjpe,
2005. Yong-Chong Lin et al., 2014), su alta expresion quizé se explique debido a que esta
molécula en conjunto con su correceptor (TLR-4) son capaces de reconocer el patron
molecular caracteristico del quitosano de acuerdo a Villers C. et al., 2009, e inducir vias de
sefalizacion intracelulares que desembocan con la activacion de factores de transcripcion
entre ellos NF-kB, los cuales son capaces de inducir la sintesis de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6,GM-CSF) y receptores celulares entre ellos el marcador
celular CD14 (Arroyo-Espliguero R. et al., 2004). Los mediadores celulares secretados
propiciarian un ambiente proinflamatorio requerido durante la fase de diferenciacion celular
y representaran un estimulo de tipo autdcrino-pardcrino que permitird mantener un
equilibrio entre el nimero de mediadores proinflamatorios secretados y el ndmero de

receptores sintetizados por las células (Pollara G. et al., 2006).

La morfologia de las células dendriticas es una caracteristica clave para su caracterizacion.
De acuerdo a Wieder, la caracteristica morfoldgica principal de las células dendriticas es la
presencia de prolongaciones que se extienden desde el centro de la célula las cuales pueden
tomar la forma de dendritas (similares a las neuronas), pseudépodos o velos los cuales
aumentan el grado de captacién de antige2nos del microambiente que se encuentran
censando (Wieder et al., 2003). Nuestros anélisis morfolégicos confirman la presencia de
prolongaciones citoplasmdticas en las células tratadas con nanoparticulas de quitosano.

A pesar de que las células tratadas mostraron prolongaciones celulares, estas no son del
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todo abundantes como las reportadas por Olguin et al., 2012. Lo anterior podria evidenciar
la baja capacidad de las nanoparticulas de quitosano para inducir cambios morfolégicos a
diferencia de las citocinas recombinantes utilizadas en los protocolos actualmente

establecidos.

La capacidad para captar antigenos del microambiente es una de las principales funciones
de las células dendriticas. Esta habilidad les permite procesar los antigenos y presentarlos
hacia células del sistema inmune adaptativo para asi levantar respuestas inmunes
especificas. El ensayo de FITC-dextran permitié corroborar que las células tratadas con
nanoparticulas de quitosano y las mismas en combinacién con antigeno y adyuvante poseen
la capacidad para realizar el proceso de fagocitosis y captar antigenos solubles in vitro, lo
anterior concuerda con trabajos reportados por Biirdek en donde este ensayo es utilizado

para evaluar esta caracteristica en células dendriticas (Biirdek et al., 2010).

Los hallazgos en el presente trabajo son de gran importancia debido a que representan el
primer reporte del efecto del quitosano a escala nanométrica sobre la diferenciacion de
monocitos humanos hacia un fenotipo de célula dendritica sin hacer uso de citocinas
recombinantes durante el proceso de diferenciacion celular. De esta manera se abre un
nuevo panorama de investigacion de estas nanoparticulas como agentes de diferenciacion
celular que puedan ser incorporadas en un futuro a los protocolos actuales de generacion de

células dendriticas.
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10. Conclusiones.
Se estandariz6 un método modificado de gelacién idnica el cual permite obtener
nanoparticulas de quitosano de 208 nm de tamafio promedio, las cuales son estables
en suspension y poseen una concentracion de endotoxina dentro de los limites
permisibles establecidos por el departamento de salud y servicios humanos de los

Estados Unidos.

Los tratamientos con nanoparticulas de quitosano o nanoparticulas de quitosano
combinado con albumina de pollo y hemocianina son capaces de inducir la
expresion de marcadores celulares involucrados en la sinapsis inmunoldgica y
coestimulacion celular (CD80), moléculas de superficie caracteristicas de células
dendriticas maduras (CD83), moléculas involucradas en la presentacion antigénica
(HLA II) y moléculas involucradas en la fijacioén del quitosano (CD14) en monocitos

humanos.

No se encontr6 que los tratamientos con nanoparticulas de quitosano o
nanoparticulas de quitosano combinado con albumina de pollo y hemocianina
afectaran la viabilidad celular al compararse entre ellos, sin embrago al compararlos
con el control se encontr6 que el tratamiento con nanopartiulas de quitosano en
combinacién con albumina de pollo y hemocianina afecta de manera significativa la

viabilidad celular.

Los tratamientos con nanoparticulas de quitosano o nanoparticulas de quitosano
combinado con albumina de pollo y hemocianina fueron capaces de inducir cambios
morfoldgicos, la adquisicion de proyeccion citoplasmaticas celulares de aspecto

irregular y pseudépodos en monocitos humanos.

Las células tratadas con nanoparticulas de quitosano o nanoparticulas de quitosano
combinado con albumina de pollo y hemocianina poseen la capacidad de incrementar
el proceso de fagocitosis con respecto a el control. Las células tratadas solamente con
nanoparticulas de quitosano poseen una capacidad fagocitica mayor de manera

significativa al compararse con el tratamiento combinado y el control.
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11. Perspectivas.

e Estudiar el efecto combinado de nanoparticulas de quitosano con citocinas
recombinantes (IL-4, GM-CSF, IL-6, TNF-a, PGE,, IL-1B) durante el proceso de

diferenciacion celular de monocitos humanos hacia células dendriticas.

e Incorporacién de nanoparticulas de quitosano a los protocolos actuales de generacién
de células dendriticas y disminuir los costos que involucra el proceso de

diferenciacion celular.

e Evaluar la capacidad anti-tumoral de linfocitos T CD8* activados por células
dendriticas maduradas in vitro con nanoparticulas de quitosano en un modelo

murino.
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