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1. RESUMEN

Introduccién. La inmunoterapia antitumoral consiste en estimular al sistema inmune para
generar una respuesta que cause la destruccion del tumor. Actualmente una de las
inmunoterapias existentes radica en la activacion in vivo de las células dendriticas (CDs)
con antigenos tumorales y adyuvantes inmunoestimuladores. Uno de los mayores retos es
la pobre respuesta inmunolégica que se suele obtener debido a la entrega inadecuada de
antigenos hacia las CDs y a las condiciones fisiologicas adversas como la degradacion
enzimatica. Es por ello que se ha propuesto la encapsulacion de antigenos en biomateriales
como una estrategia promisoria para incrementar la activacion de CDs. La encapsulacion
con biomateriales presenta diversas ventajas como proteger a los antigenos de su
degradacion e inducir su liberacién controlada; aunado a esto, la superficie de los
biomateriales puede ser modificada con ligandos o anticuerpos para que sean reconocidos
especificamente por las CDs y por lo tanto ser utilizados como blancos dirigidos. Entre los
biomateriales que se han utilizado se encuentra el quitosano, que es un polimero utilizado
ampliamente como vehiculo para liberar farmacos ya que es altamente biocompatible, no
téxico, biodegradable y por si mismo genera respuestas de inmunomodulaciéon. Por esta
razon se decidié construir nanoparticulas de quitosano cargadas con lisado tumoral (que
provee de antigenos tumorales) y acopladas a anti-Clec9a (para mejorar el reconocimiento
y presentacion de antigenos) y CpGs (como inmunoestimulador) para su posible empleo en

inmunoterapia contra cancer.

Materiales y métodos. Se construyeron nanoparticulas de quitosano (NPQS) por los
métodos de emulsién simple y gelificacion ionotrépica. Posteriormente, se caracterizaron
por medio de microscopia electrénica de barrido (SEM) y dispersion de luz dindmica (DLS)
para seleccionar la técnica que generaba menor tamafio de nanoparticulas. Para obtener
nanoparticulas cargadas con lisado tumoral (NPQS-LT), se afadi6 a la solucion de
quitosano, lisado tumoral (LT) proveniente de melanomas de ratones C57BL/6 inoculados
con células tumorales B16-F10. Para mejorar la eficiencia de encapsulamiento se probaron
dos pH diferentes (4 y 4.5) y 3 concentraciones distintas de LT (125, 250 y 500ug). A
continuacion, se demostroé la eficiencia de la técnica de acoplamiento de moléculas en la

superficie de las NPQS utilizando albimina y por medio de una electroforesis se eligi6 la



concentracion adecuada para acoplar anti-Clec9a unido a ficoeritrina (anti-Clec9a-PE) y
CpGs a las NPQS; el acoplamiento fue corroborado por microscopia de fluorescencia
detectando la PE del anticuerpo y utilizando DAPI para identificar las CpGs. Finalmente se
midi6 la viabilidad de células de bazo de ratones C57BL/6 tratados con NPQS por 24 y 72

horas por medio de citometria de flujo utilizando el kit Anexina V/7AAD.

Resultados. Por medio de la técnica de emulsion simple se obtuvieron particulas con forma
esférica y en un rango de tamafio de 250 a 4000nm. Por otro lado, la técnica de gelificacién
ionotropica generd particulas con forma mas irregular, pero con un tamafio menor; el 85%
de las particulas se encontré por debajo de los 390nm, por lo que se decidié utilizar esta
técnica. Al variar el pH, se observé que la eficiencia de encapsulamiento en ambos pH fue
de mas del 90%. Sin embargo, a pH 4.5 el promedio de tamafio de NPQS y los indices de
polidispersion (PDI) en NPQS-LT fueron significativamente menores que a pH 4, aunado a
esto, las NPQS-LT a cualquier pH tuvieron un incremento significativo de tamafio con
respecto a las NPQS. Se demostrd cualitativamente que la albumina en cualquier
concentracién era capaz de acoplarse a las NPQS. Se comprobd que las NPQS si estaban
acopladas a anti-Clec9a-PE y CpGs al observarse emision de fluorescencia. La viabilidad
de células de bazo tratadas con diferentes concentraciones de NPQS a 24 horas no tuvieron
diferencia significativa con el control negativo, manteniéndose por arriba del 85%. A 72
horas, si se observé disminucién significativa de la viabilidad, esta disminuyé a menos del
85%.

Conclusiones. Se demostré que la fabricacibn de nanoparticulas por el método de
gelificacion ionotropica genera particulas de menor diametro.

Las NPQS-LT fabricadas a pH de 4 y 4.5 tuvieron una eficiencia de encapsulamiento mayor
a 90%, no obstante a pH 4.5 mantuvieron un PDI menor a 0.3.

Las NPQS fueron acopladas eficientemente a anti-Clec9a-PE y CpGs.

Las NPQS no causaron citotoxicidad en células de bazo a 24 horas pero a 72 horas

provocaron la disminucion de la viabilidad celular.



2. ABSTRACT

Introduction. Cancer immunotherapy consists of stimulating the immune system to
generate a response that destroys the tumor. Currently, one of the existing immunotherapies
lies in the in vivo activation of dendritic cells (DCs) with tumor antigens and
immunostimulatory adjuvants. One of the biggest challenges is the poor immunological
response that is usually obtained due to inadequate delivery of antigens to DCs and adverse
physiological conditions such as enzymatic degradation. That is the why encapsulation of
antigens in biomaterials has been proposed as a promising strategy to increase the
activation of DCs. Encapsulation with biomaterials has several advantages such as
protecting antigens from degradation and inducing their controlled release; In addition to this,
the surface of the biomaterials can be modified with ligands or antibodies so that they are
specifically recognized by the DCs and therefore be used as targets. Among the biomaterials
that have been used is the chitosan, which is a polymer widely used as a vehicle to release
drugs since it is highly biocompatible, non-toxic, biodegradable and by itself generates
immunomodulation responses. For this reason, it was decided to build chitosan
nanoparticles loaded with tumor lysate (which provides tumor antigens) and coupled to anti-
Clec9a (to improve recognition and cross-presentation of antigens) and CpGs (as

immunostimulator) for possible use in cancer immunotherapy.

Methods and materials. Chitosan nanoparticles (CSNP) were constructed by simple
emulsion and ionotropic gelation methods. Subsequently, they were characterized by
scanning electron microscopy (SEM) and dynamic light scattering (DLS) to select the
technique that generated the smallest nanopatrticle size. To obtain nanoparticles loaded with
tumor lysate (CSNP-TL), tumor lysate (TL) from melanomas of C57BL / 6 mice inoculated
with B16-F10 tumor cells was added to the chitosan solution. To improve the encapsulation
efficiency, two different pH (4 and 4.5) and 3 different concentrations of TL (125, 250 and
500ug) were tested. Next, the efficiency of the technique of coupling molecules on the
surface of the CSNP was demonstrated using albumin and through an electrophoresis the
appropriate concentration was chosen to couple anti-Clec9a bound to phycoerythrin (anti-
Clec9a-PE) and CpGs to the CSNP; The coupling was corroborated by fluorescence
microscopy by detecting the PE of the antibody and using DAPI to identify CpGs. Finally,



the viability of spleen cells of C57BL / 6 mice treated with CSNP for 24 and 72 hours was
measured by flow cytometry using the Annexin V/7AAD Kkit.

Results. Using the simple emulsion technigue, particles with a spherical shape and in a size
range of 250 to 4000 nm were obtained. On the other hand, the ionotropic gelation technique
generated particles with a more irregular shape, but with smaller size; 85% of the particles
were found below 390nm, so it was decided to use this technique. When varying the pH, it
was observed that the encapsulation efficiency at both pH was more than 90%. However,
at pH 4.5 the average NPQS size and polydispersion indexes (PDI) in NPQS-LT were
significantly lower than at pH 4, coupled with this, the NPQS-LT at any pH had a significant
increase in size with regarding the NPQS. It was qualitatively demonstrated that albumin at
any concentration was capable of coupling to NPQS. It was found that NPQS were coupled
to anti-Clec9a-PE and CpGs when fluorescence emission was observed. The viability of
spleen cells treated with different concentrations of NPQS at 24 hours had no significant
difference with the negative control, staying above 85%. At 72 hours, if a significant decrease

in viability was observed, it decreased to less than 85%.

Conclusions. It was shown that the manufacture of nanoparticles by the ionotropic gelation
method generates particles of smaller diameter.

NPQS-LT manufactured at pH 4 and 4.5 had an encapsulation efficiency greater than 90%,
however at pH 4.5 they maintained a PDI less than 0.3.

The NPQS were efficiently coupled with anti-Clec9a-PE and CpGs.

The NPQS did not cause cytotoxicity in spleen cells at 24 hours but at 72 hours caused the

decrease in cell viability.



3. INTRODUCCION

3.1 Nanotecnologia

En 1974 Norio Taniguchi introdujo el término nanotecnologia, utilizando el prefijo “nano-"
que deriva del griego vdavog-enano. Sin embargo fue en 1959 cuando el premio Nobel
Richard Feynman introdujo el concepto de nanotecnologia, que hoy en dia se define como
la creacion y uso de estructuras, materiales, dispositivos y sistemas con propiedades y
funciones completamente novedosas obtenidas a partir de su tamafio que varia de 1 a

100nm, donde un nanémetro (hm) mide una billonésima parte de un metro [1].

En el 2017, la FDA implementé como definicién de material nanométrico a todo aquel que
presente propiedades quimicas, fisicas o biologicas atribuidas a su dimension, sin importar

que sea mayor a 100 nm pero que forzosamente sea menor a 1 um [2].

En los Gltimos afios, la nanotecnologia ha tenido diversas aplicaciones en el cuidado de la
salud, dando lugar a una nueva rama llamada nanomedicina, que ha tenido un gran auge.
Algunas de las aplicaciones de la nanomedicina tienen relacion con el mejoramiento de los
estudios de imagen, huevos métodos diagndsticos y de manera importante en la liberacién

y entrega de farmacos [3].

Al respecto, los nanoacarreadores que son utilizados en nhanomedicina para transportar y
entregar farmacos de forma controlada pueden fabricarse en forma de nanotubos,
nanofibras, nanogeles y nanoparticulas [4]. El principal objetivo de los nanoacarreadores
es tratar enfermedades causando los menores efectos téxicos [5]. Esto es posible, ya que
una de sus principales ventajas es que pueden ser funcionalizados al acoplarlos a
diferentes ligandos para interactuar con las células y tejidos blanco y activar respuestas
especificas. De esta manera se reduce la dosis utilizada, el numero de dosis, disminuye la
toxicidad de los farmacos y los efectos adversos y ademas se controla la liberacion del

farmaco [1].



El cuerpo humano presenta diversas barreras que el farmaco tiene que vencer para llegar
a su sitio de accion, estas incluyen la barrera inmunolégica, el aclaramiento renal, la
degradacién mecénica y enzimatica, el paso por lo capilares y la matriz extracelular [4]. Las
nanoparticulas al ser modificadas en tamafio, geometria, elasticidad, rigidez, porosidad,
composicion y ligando blanco pueden vencer estos obstaculos y en la actualidad son las
nanoestructuras mas utilizadas en nanomedicina [5], [6]. Por ejemplo, se ha observado que
menos del 0.01% de la dosis inyectada de anticuerpos para el tratamiento de enfermedades
se acumula en la region deseada mientras que el 1 al 5% de la dosis llega al sitio deseado
cuando se utilizan nanoparticulas, por lo tanto estas Ultimas son capaces de aumentar la
eficacia y disminuir la toxicidad de los farmacos al mejorar la biodistribucién [4]. Otra ventaja
de las nanoparticulas es la relacion superficie/volumen que tienen, ya que se ha observado
gue una nanoparticula polimérica de 70 nm es capaz de contener 2,000 moléculas del
farmaco, mientras que un compuesto de polimero/farmaco sélo es capaz de contener hasta
9 moléculas [7]. Esta eficacia de cargado es de suma importancia para lograr una terapia

antitumoral efectiva.

3.2 Biomateriales utilizados en la fabricacion de nanoparticulas

La Sociedad Europea de Biomateriales considera como biomaterial a todo material o
combinacion de materiales, con excepcion de farmacos, que tengan un origen sintético o
natural que por un periodo indeterminado se emplee como parte total o integral de un

sistema para el tratamiento o reemplazo de cualquier tejido, érgano o funcion corporal. [8],

[9].

Ya que forzosamente se encuentra en interaccién con sistemas biolégicos, se debe tener
en cuenta que un biomaterial debe ser biocompatible, biofuncional, que mantenga la

estabilidad mecanica y que pueda ser esterilizable [8], [9].



3.2.1 Clasificacion de biomateriales

3.2.1.1 Biomateriales Inorganicos

Metales

Los nanomateriales metalicos pueden ser fabricados de metales como oro, gadolinio y
Oxido de hierro. Una de las principales ventajas es que pueden convertir la luz en calor y
por lo tanto pueden ser utilizados para la ablacion de células blanco en el tratamiento contra
tumores. También pueden ser utilizados para la entrega de farmacos, rastreo y deteccién
de células y como agentes de contraste en resonancias magnéticas [10].

Las principales desventajas que se han reportado es que pueden llegar a ser toxicos,
carcinogeénicos, y causar irritacion de la piel, sindrome de argiria (producido por una

exposicion continua a la plata), nefrotoxicidad y neurotoxicidad [11].

Cerédmicos

Los nanomateriales cerdmicos son materiales inorganicos metalicos y no metalicos que se
unen por medio de enlaces ibnicos o covalentes y que necesitan de un tratamiento térmico
para su fabricacion. Incluyen la alimina, zirconia, fosfato de calcio, carbonato de calcio,
entre otros. Son frecuentemente utilizados en el campo ortopédico, odontolégico y de
cirugia plastica [12]. Son faciles de fabricar y modificar con relacién a su tamafio, forma y
porosidad; no se ven afectados con los cambios de pH y temperatura, tienen alta resistencia
mecanica y biocompatibilidad y su biodegradabilidad es baja o inexistente. Se ha buscado
reducir su citotoxicidad en sistemas biolégicos ya que se ha observado que causan dafio

en pulmones, higado, corazén y cerebro [13].

3.2.1.2 Biomateriales Organicos

Lipoproteinas

Las lipoproteinas son ensamblajes de proteinas y lipidos en nanoestructuras esféricas que
se encargan del transporte de lipidos insolubles en la sangre. Contienen un nucleo apolar
formado por colesterol y triglicéridos y una capa externa polar formada por fosfolipidos y
apoproteinas. El principal objetivo de su uso como nanoacarreador es aprovecharlas como

transportadores naturales en la circulacion y entre sus principales ventajas incluye que son



totalmente biodregradables, biocompatibles y pueden permanecer de forma estable en la

circulacién sanguinea [14].

Polimeros

Los polimeros son macromoléculas formadas por cientos o0 miles de moléculas llamadas
mondmeros unidos por enlaces covalentes. Estos pueden estar formados por monémeros
idénticos y ser llamados homopolimeros, o por 2 0 mas monomeros diferentes y ser
llamados copolimeros. Al proceso por el cual se logra esto se le llama polimerizacién. Se
pueden organizar de forma linear, ciclica, entrecruzada (red) o ramificada; y segun su
estructura pueden variar sus propiedades mecanicas y de biodegradabilidad [15], [16]. Son
los materiales mas usados en la fabricacion de nanoparticulas debido a que poseen las
ventajas de tener una gran capacidad de penetrar los tejidos, la eficiencia de cargado es
elevada, la liberacion del farmaco es controlable y tienen una considerable proteccion

contra la degradacion enzimatica [17].

Por su origen, se clasifican en sintéticos, semisintéticos y naturales. Los polimeros
sintéticos son fabricados por el hombre en los laboratorios o en la industria. Tienen gran
estabilidad quimica y mecanica, son altamente reproducibles, se pueden modificar
facilmente y sus propiedades pueden ser ajustadas segun lo que se necesite. Su principal
desventaja es que para su fabricacién se usan condiciones extremas como temperaturas y
pH no fisioldgicos, solventes organicos potencialmente téxicos para las células, aunado a
gue el mismo polimero puede ser toxico, trombogénico y causar respuestas carcinogénicas
[18]. Los principales polimeros sintéticos son la poliacrilamida, el poliuretano, el
polimetilmetacrilato (PMMA), el polietilenglicol (PEG) y los poliésteres, los cuales incluyen
el 4cido polilactico (PLA), el acido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA) y el acido poliglicolico
(PGA), de los cuales el mas empleado en la fabricacion de particulas es el PLGA debido a
sus propiedades de liberacién controlada y sostenida, alta biodegradabilidad, baja toxicidad
y biocompatibilidad por lo que ha sido aprobado por la FDA y la EMA como acarreador de

farmacos en humanos [19], [20].

Los polimeros naturales son todos aquellos que provienen de la naturaleza, incluyen los
polisacéaridos como el almidén, el alginato, la quitina y derivados del &cido hialurénico; y las

proteinas como el colageno, la fibrina, la seda y la gelatina. En el &mbito médico sus



principales usos incluyen rellenos dérmicos, selladores de heridas, esponjas quirirgicas y
transportadores de farmacos. Sus principales ventajas son alta biocompatibilidad, mayor
adhesion celular y regeneracion de tejidos, entre otros [10], [21]. Se ha demostrado que
cuentan con una gran eficacia terapéutica debido a que pueden permanecer en la
circulacién sanguinea por un tiempo prolongado y ser capturadas mas facilmente por las
células blanco debido a los grupos funcionales reactivos de su superficie [22]. El colageno
y derivados de la membrana basal son altamente usados en el estudio del cancer debido a
gue se encuentran de forma importante en el microambiente tumoral, aunado a esto, son
capaces de proveer sefiales que promueven una citoarquitectura similar a la del tejido en
el gue son empleados. La principal desventaja de los polimeros naturales es que se tiene
un control limitado sobre sus propiedades mecanicas como la rigidez y arquitectura del

andamio, que muy frecuentemente es heterogénea [23].

Debido a que los polimeros sintéticos y naturales tienen sus limitaciones, se ha buscado
fabricar polimeros que fusionen las propiedades de los polimeros naturales (como la
biocompatibilidad) con la de los polimeros sintéticos (estabilidad mecanica y quimica,
reproducibilidad). Esto se ha logrado por medio de la transformacion de polimeros naturales
a través de procesos quimicos y se han llamado polimeros semisintéticos o hibridos, que
han tenido gran éxito en la fabricacion de particulas para entregar farmacos. Algunos
ejemplos son el fibrinbgeno pegilado, la nitrocelulosa, el quitosano y la etil-celulosa, entre
otros [24].

3.3 Quitosano

El quitosano es un copolimero linear semisintético, no toxico, biocompatible, biodegradable
e hidrosoluble que puede encontrarse de forma natural en algunos hongos del género
Mucoraeae [25] o puede ser derivado de la desacetilacion de la quitina, que proviene de
fuentes naturales como el exoesqueleto de los crustaceos e insectos y la pared celular de

los hongos [26].
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Fig. 1. Estructura quimica del quitosano. Modificado de Li et al, 2013.

La quitina, después de la celulosa, es el segundo polisacarido mas abundante en la
naturaleza. Esta compuesta por mondmeros de N-acetil-D-glucosamina unidos entre si por
enlaces B (1,4). A pesar de que la quitina se encuentra de forma abundante y tiene
propiedades como biocompatibilidad y biodegradabilidad, tiene como limitante que es
altamente insoluble, por lo que se ha prestado mas atencién a su derivado el quitosano [27],
[28].

La desacetilacion termoquimica de la quitina consiste en el tratamiento de esta con alcalis
a temperaturas por arriba de los 80°C obteniendo asi el quitosano. Este dltimo esta
compuesto por mondmeros distribuidos de forma aleatoria unidos por enlaces (3-(1-4) de N-
acetil-D-glucosamina y D-glucosamina, los cuales estan presentes en diferentes
concentraciones segun su nivel de desacetilacion [29]. La presencia de monémeros de D-
glucosamina es lo que le confiere solubilidad en medios acuosos acidos ya que permite la
protonacién de la amina y por lo tanto convierte al polimero en catiénico, una propiedad
poco comun en los polimeros. Por lo general se alcanza la solubilidad cuando se tiene mas
del 50% de desacetilacion [30]. Los usos del quitosano son directamente afectados por su
grado de desacetilacion y su peso molecular, ya que estos haran variar sus propiedades
guimicas y biolégicas. Por ejemplo, con pH mayores a 6 las aminas del quitosano se

desprotonan volviéndolo insoluble nuevamente [31].
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Fig. 2. Esquema de versatilidad del quitosano. A pH menor a 6 el quitosano es
protonado por lo tanto se vuelve soluble. A pH mayor a 6, las aminas se desprotonan
y el quitosano se vuelve insoluble. Modificado de M. Dash et al., 2011.

Debido a sus caracteristicas, el quitosano ha sido altamente utilizado en la industria
alimenticia, agricola, farmacéutica y ambiental [32]. Se ha demostrado que tiene
propiedades antimicrobianas [33], hipocolesterolémicas [34] y mucoadhesivas [35] asi
como inmunoestimuladoras [36]. Bueter et al. en el 2011 demostraron que al ser fagocitado
el quitosano es un potente activador del inflamasoma NLRP3, produciendo la liberacion de
IL-1B [37]. Posteriormente Carroll et al. (2016) demostraron que el quitosano es capaz de
causar la maduracion de las CD (células dendriticas) por medio de la via cGAS-STING al
inducir la secrecién de IFN-I (interferdn tipo I) y causar la polarizacion hacia una respuesta
Th1 [38]. Ambos equipos comprobaron la capacidad del quitosano como adyuvante para la
activacion de la respuesta inmune y mostraron las ventajas de usarlo como nanoacarreador

en inmunoterapia.
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Fig. 3. Efectos del quitosano en la célula dendritica. Se observa el proceso por el cual
se activa la via cGas-STING y los efectos del quitosano en la célula dendritica.

Modificado de E. C. Carroll et al., 2016. Creado con BioRender.com

3.4 Métodos de fabricacién de nanoparticulas de quitosano

3.4.1 Gelacién lonotrépica

Esta técnica descrita por primera vez por Calvo et al, en 1997, se basa en aprovechar la
interacccidn electrostatica entre la carga positiva de las aminas protonadas del quitosano y
la carga negativa de un polianién como el tripolifosfato de sodio (TPP). Consiste en disolver
el quitosano en un medio acuoso acido y posteriormente agregar el polianion bajo agitacion
magnética, causando asi la formacion de las nanoparticulas. Las caracteristicas como
tamano y superficie de carga pueden ser controladas al modificar el cociente molar del
quitosano y el TPP [40], [41]. Sus principales ventajas son su bajo tiempo y costo de
fabricacion, ausencia de solventes organicos y uso de reactivos no toxicos. Su principal y

Unica desventaja es que tienen pobre fuerza mecénica [41].
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3.4.2 Entrecruzamiento por emulsién

Fue descrita por primera vez en 1994 por Ohya et al, y fue la primera técnica de fabricacion
de nanoparticulas de quitosano. Consiste en utilizar la amina protonada del quitosano para
entrecruzarse con los grupos aldehido del agente de reticulacion que por lo general es
glutaraldehido. Primero se prepara una emulsion de agua en aceite (W/O) donde el
guitosano en una solucién acuosa acida es emulsionado en una solucién oleosa. Para
conseguir la estabilidad de la solucién resultante, se agrega un surfactante y posteriormente
se entrecruza con el glutaraldehido. Finalmente, las nanoparticulas deben de ser lavadas

multiples veces con hexano para eliminar los restos de glutaraldehido [42], [43].

3.4.3 Micelizaciéon inversa

Este método consiste en preparar microemulsiones de agua en aceite (W/O), para esto se
usa un surfactante lipofilico como dioctil sulfosuccinato de sodio (AOT) o bromuro de
hexadeciltrimetilamonio disuelto en un solvente organico como el hexano. La fase acuosa
estd compuesta por el quitosano, el farmaco que se desea encapsular y un entrecruzante
como el glutaraldehido. La solucion acuosa se agregara a la solucion organica en agitacion
constante para formar las nanoparticulas. Finalmente se procedera a hacer la evaporacion
del solvente para quedarse s6lo con las nanoparticulas. Las principales ventajas son que
se pueden obtener nanoparticulas de 100 nm o menos y de forma mas homogénea. Sin
embargo, el uso de grandes cantidades de solventes organicos y de glutaraldehido la hacen
una técnica que puede causar toxicidad. Aunado a esto, el proceso de fabricacion y de

aislamiento de las nanoparticulas puede ser complicado [44].

3.4.4 Spray-drying

Llamada también técnica de atomizacion y secado, consiste en la atomizacion de la
solucion con el polimero y el farmaco que se desea encapsular en pequefias gotas a través
de un atomizador. Estas gotas seran llevadas por un gas de secado que ingresa al sistema
a través de un calentador que al pasar por una camara de secado se encargara de la
evaporacion del solvente para que finalmente sean recolectadas en el colector. Sus

principales ventajas son que las nanoparticulas pueden ser facilmente fabricadas y con una
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distribucion de tamafio estrecha, también se puede escalar para obtener lotes grandes de

nanoparticulas [45].

3.4.5 Nanoprecipitacion

A este método también se le denomina “de desplazamiento del solvente”. Es una técnica
rapida en donde las nanoparticulas se forman espontaneamente. Consiste en disolver el
polimero y el farmaco que se desea encapsular en acetona o etanol y verterlos en una
solucidon acuosa que contenga el surfactante bajo agitacion constante. Esto resultara en la
precipitacion de las nanoparticulas. La principal desventaja es el proceso de separacion de

las fases [46]
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3.5 Células Dendriticas

Las células dendriticas (CDs) son las principales células presentadoras de antigenos, se
caracterizan por su morfologia y expresién de marcadores especificos en su superficie
celular [47] [48]. Son poblaciones de células encargadas de realizar el enlace entre la
respuesta inmune innata y adaptativa, formando asi una "red de respuesta inmunoldgica
funcional". Es de notar que las células dendriticas son las Unicas células que pueden activar

a los linfocitos T naive [49], [50].

3.5.1 Origen de las Células Dendriticas

En la actualidad se sabe que las CDs se originan de precursores hematopoyéticos CD34+
gue dan origen al progenitor mieloide comuan (CMP, common myeloid progenitor) y al
progenitor linfoide coman (CLP, common lymphoid progenitor) [51]. EI CMP se diferencia
en precursor de monocitos, macrofagos y CD (MDP, monocyte-dendritic cell progenitors)
gue a su vez da origen al precursor de CD (pre-CD), él cual puede diferenciarse en CD
plasmocitoides (CDp) o en precursor de CD convencionales (pre-CDc), estas ultimas
terminaran de desarrollarse en la médula 6sea para después salir al torrente sanguineo y
llegar a 6rganos blanco (6rganos linfoides o tejido periférico) donde terminaran de
desarrollarse y daran origen a las CDs convencionales (CDc) [52]. EI CLP puede
diferenciarse en CDp, aunque esta via alin no es bien conocida. La diferenciacién de CDp,
ya sea proveniente de CMP o CLP, ocurre de manera completa en la médula ésea [53],
[54].

Para que la diferenciacién de las CD, su desarrollo y homeostasis se lleven a cabo, es
necesario que diferentes citocinas de vital importancia estén presentes, principalmente
FLT3-L (fms like tyrosine kinase 3 ligand), GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor), M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) y linfotoxina beta [47],
[48]. La mas importante para este proceso es FLT3-L, la cual se expresa en la superficie
celular y puede ser escindida proteoliticamente para que funcione como proteina soluble,
ambas formas son biolégicamente activas. Se ha observado que al aislar células troncales
mieloides provenientes de médula 6sea de ratén y cultivarlas in vitro con FLT3-L genera

aumento del desarrollo de CD con mayor actividad y capacidad de presentacion de
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antigenos [55]. En ensayos in vivo se ha demostrado que su deficiencia causa disminucién
del numero de CD derivadas de cualquiera de los 2 progenitores en bazo, ganglios y timo
[56].

El GM-CSF es otra citocina de importancia, ya que se ha comprobado in vitro su capacidad
de causar la diferenciacion de células precursoras de médula 6sea en CD, las cuales tienen

gran capacidad de estimular a los linfocitos T [57].

3.5.2 Clasificacion por fenotipo de CD

Las CDs se han clasificado de diversas formas, dependiendo su origen, localizacion y
funcion. Antes las CDs se diferenciaban por su morfologia y adherencia a vidrio, pero con
la innovacion de nuevos anticuerpos se descubrié que las CDs expresan elevados niveles
de CD11c y MHCII, estableciéndose como los criterios para identificarlas. En la actualidad,
con la descripcibn de nuevas moléculas por medio de anticuerpos y técnicas de
secuenciacion de ARN (scRNAseq, Single-cell RNA-seq) se han descubierto nuevos
subtipos de CDs [47].

Al salir de médula 6sea y entrar al torrente sanguineo, las CDs pueden dirigirse a un tejido
linfoide y permanecer ahi para terminar de desarrollarse y presentarle antigenos a los
linfocitos T (CDs residentes) o pueden permanecer en torrente sanguineo y vigilar en busca
de antigenos para posteriormente migrar a 6rganos linfoides (ganglios linfaticos) y presentar
los antigenos a linfocitos T (CDs migratorias). Ya sean CDs residentes o no residentes en
6rganos linfoides o no linfoides, cada tipo estd compuesto por poblaciones de células
dendriticas heterogéneas que pueden distinguirse por su perfil genético y la presencia de
diferentes marcadores. La clasificacion més utilizada las cataloga en 3 subtipos: clasicas o

convencionales, plasmocitoides y derivadas de monocitos [54].

Las clasicas o convencionales (CDc) son CD que en su estado inmaduro tienen alta
actividad fagocitica y al madurar son buenas presentadoras de antigenos y producen
cantidades importantes de citocinas. Se subdividen en CDcl, las cuales pueden
encontrarse en sangre, tejidos linfoides y tejidos no linfoides. Son una poblacién muy rara

de células que representa aproximadamente el 0.05% de las células mononucleares en
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sangre periférica [55]. Son importantes debido a que son el principal tipo de células que
pueden realizar la presentacion cruzada de antigenos y por lo tanto activar linfocitos T CD8+.
En ratones se caracterizan por presentar el fenotipo CD8a+/CD103+, XCR1y Clec9Ay TLRY,
mientras su contraparte en humano expresa BDCA-3 (CD141), Clec9A, XCR1 y la molécula
de adhesion tipo 1 (CADM1), ademas de altos niveles de TLR3 y TLR10 [58].

El otro subtipo es CDc2 el cual se puede encontrar también en sangre, tejido linfoide y no
linfoide. Es un subtipo con un fenotipo muy heterogéneo y recientemente se describié que
se puede subdividir en CDc2A y CDc2B [51], [59]. Son el subtipo mas abundante en sangre
periférica y son potentes estimuladores de linfocitos T CD4+ naives. Presentan en ratén
CD11b, CD209a y SIRPa (CD172a); en humano son CD1c/BDCA-1, CD11lc y SIRPa
(CD172a); asi como elevados niveles de TLR2, TLR4-6 y TLR9. Segun su localizacion

pueden presentar otros marcadores especificos [54], [60].

Las células dendriticas plasmocitoides (CDp) presentan el fenotipo CD11c-, CD123+ BDCA-
2, Siglec-H, TLR7 y TLR9 en humano y CD11c, B220, LY6C, Siglec-H, BST2 (bone marrow
stromal antigen 2), TLR7 y TLR9 en ratdn. Se caracterizan por producir grandes cantidades
de interferon tipo | (IFN-I) y por consecuencia, promover respuestas antivirales.
Recientemente se ha observado que también estan implicadas en la patogenia de los
procesos autoinflamatorios y autoinmunes, incluyendo el cancer y enfermedades crénicas
virales [61]. En su estado inmaduro carecen de las proyecciones citoplasmaticas
representativas de las CDs, producen grandes cantidades de IFN-1 y no son muy eficaces
en la endocitosis y presentacion de antigenos. Sin embargo, se ha observado que al ser
activadas, especialmente por TLR7 y 9, se convierten en excelentes presentadoras de
antigenos y su secrecion de IFN-I es todavia mayor. Son importantes ya que son capaces

de intervenir durante la respuesta inmune innata y adaptativa [62].

Las CD derivadas de monocitos (CDmo), también llamadas CD inflamatorias, son CD que
se pensaba no existian en estado de reposo (inmaduras) y que sélo eran formadas después
de un estimulo inflamatorio [51], [63]. Recientemente, se ha demostrado que se encuentran
también en mucosas como intestino y piel sin presencia de inflamacién [64]. Cuando los
monocitos entran a un tejido, pueden diferenciarse en macrofagos derivados de monocitos

(moMacs) o CDmo, aun se desconoce los factores exactos que se encargan de esta
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decision, pero en 2017, Goudout demostro in vitro que la diferenciacion de CDmo y moMacs
dependian de los factores de transcripcion IRF4 y MAFFB, respectivamente [65].
Comparten caracteristicas fenotipicas con las CDc pero difieren en que se pueden generar
sin la presencia de FLT-3 o0 GM-CSF [56], [66]. Presentan un fenotipo MHC II+, CD11b+,
CD11c+, CD64+, F4/80+, Ly6C+ por lo que es un reto diferenciarlas de los macréfagos. Se
ha descrito que la mejor manera de diferenciar entre CD y macrofagos es a través de la
expresion de FceRl y CD64+ y por su habilidad de migrar de tejidos periféricos a ganglios

linfaticos y activar a linfocitos T [64], [67].

3.5.3 Procesamiento de Antigenos

Las CDs son células especializadas en el procesamiento de antigenos y pueden
presentarlos en un contexto de moléculas clase |y clase Il (MHC-I y MHC-II), a diferencia
de la mayoria de las células que sélo pueden presentar antigenos intracelulares generados
en el citosol por medio de moléculas clase | (via endégena) y activar especificamente a
linfocitos T CD8-+, razén por la cual a las CD, macrofagos y linfocitos B, se les conoce como
células presentadoras de antigenos (APCs, antigen presenting cells). Las CDs son
consideradas las APCs mas importantes debido a que son capaces de activar a linfocitos T
naive [50], [68], [69].

El proceso de maduracion de las CDs depende principalmente del ambiente en el que se
encuentran, por lo que resultan subtipos de CDs con funciones diferentes y especificas [70].
En ausencia de un estimulo, las CDs se encuentran en un estado inactivo o inmaduro (CDi),
gue se caracteriza por la presencia de niveles bajos de moléculas clase Il (MHC-II) y
moléculas coestimuladoras, como CD80, CD86, CD40, gran capacidad de endocitar y
procesar antigenos y baja capacidad de secretar citocinas [71]. Las CDi continuamente se
encuentran endocitando antigenos y por lo tanto frecuentemente presentan antigenos
propios, que junto con moléculas como CTLA4 (CD152), CD273 (PD-L1) y CD274 (PD-L2)
y la falta de moléculas coestimuladoras, causan anergia o un fenotipo inmunosupresor en
los linfocitos T, manteniendo asi la inmunotolerancia y evitando una respuesta inmune

contra el huésped [72].
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Las CDi pueden detectar antigenos en el ambiente que las rodea por medio de receptores
de reconocimiento de patrones (PRRs, pattern recognition receptors), estos incluyen
receptores tipo Toll (TLRs), receptores tipo Nod (NLRS), receptores tipo RIG (Retinoic acid
-inducible gene), lectinas tipo C (CLRs), receptores scavenger, entre otros. Su principal
funcién es reconocer patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS) y patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs, liberados por células “moribundas”) vy
posteriormente generar sefiales que activen al sistema inmune. Entre los mas estudiados
se encuentran los TLRs. En la actualidad se han descrito 10 tipos de TLRs y 3 pseudogenes
(TLR-11, TLR-12 y TLR-13). Los TLRs pueden ser expresados en la membrana celular
(TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-6 y TLR-10) o en vesiculas intracelulares como
endosomas de las células inmunes y epiteliales (TLR-3, TLR-7, TLR-8 y TLR-9) [73].
Cuando se unen PAMPs o0 DAMPs, a los TLRs se inicia una cascada de sefializacion que
culmina con la secrecién de IFN-1y diversas citocinas proinflamatorias como IL-6 y TNFa
[74]. En particular, TLR-9 se ha encontrado principalmente en linfocitos B, DCc y CDp en
ratbn y en CDp en humano, reconoce CpGs (cytidine-phosphate-guanosine) que son
regiones de DNA presentes frecuentemente en bacterias y virus, pero rara vez en
mamiferos. La unién de TLR-9 con su ligando, induce una secrecion inmediata de IFN-1y

TNFaasi como el aumento de la expresion de CD40 en las CD [75].

Una vez que los antigenos exégenos son reconocidos y endocitados, son procesados por
una via lisosomal y endosomal (via exdgena) en la que quedaran degradados a péptidos,
los cuales seran capaces de asociarse a moléculas clase 2 (MHC-II) y migrar a la superficie
celular para que puedan ser reconocidos por linfocitos T CD4+, a este proceso se le conoce

como maduracion o activacion de la DC [68].

Durante el proceso de maduracion, la CD migra a los ganglios linfaticos drenantes y al
mismo tiempo, va sufriendo diferentes cambios como la disminucion de su capacidad
endocitica, el aumento importante de la expresion de moléculas clase | 'y Il (MHC-I, MHC-
II), moléculas coestimuladoras como CD80, CD86 y CD40, moléculas de adhesion (ICAM1
y 2), quimiocinas como CCR7 (que dirige la migracién a la paracorteza de los ganglios

linfaticos) y la secrecién de citocinas como IL-12, IL-6, IL-1 [72].

19



INMUNOSUPRESION

ANTIGENO
Q ACTIVACION DEL Q
SISTEMA INMUNE
/
( Q
<A )
® < CDs RESIDENTES Linfocito T
) R aRg¥ Ul Ny e DE TEJIDOS )
e § ,”’U\_. b ‘ v
¢ Linfocito /
T CD8+
ACTIVACION Y Colaboran: / =
MIGRACION DE CDs A -Citocinas ] - =
GANGLIOS LINFATICOS -Quimiocinas AN SO
Migratoria 1 o
e
( ) . 4
Lt | Al )’\’
ol Célula
row |\,
Linfocito
Th
GANGLIO LINFATICO

Fig. 4. Procesamiento de antigenos por la célula dendritica. Modificado de

Chistiakov et al., 2015. Creado con BioRender.com.

3.5.4 Presentacion de antigenos

Una vez que las CDs arriban al ganglio linfatico, estas son capaces de activar a los linfocitos
T naive CD8+ 0 CD4+. Actualmente se sabe que para que la activacion de los linfocitos T
sea exitosa y estos se conviertan en linfocitos T efectores se necesita 3 sefiales, ayudando
asi a evitar la activacion de linfocitos autorreactivos. La primera sefial esta dada por la
interaccion del complejo antigeno/MHC | o Il en las CDs con el complejo TCR/CD3 en el
linfocito T naive, a este proceso se le llama sinapsis inmunoldgica [76]. El linfocito T, por

medio de su TCR, es capaz de reconocer antigenos extrafios (no-propios) y al reconocerlos
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se inicia una cascada de sefializacion que termina con la activacion de factores de
transcripcién involucrados en su activacion [77]. Este paso es sumamente importante y
necesario, sin embargo, sélo genera una respuesta de incompleta y corta duracion que es
insuficiente para que haya activaciéon, proliferacién y diferenciacion celular. Si no esta

presente una segunda sefial, el linfocito T puede entrar en anergia o muerte celular [78].

La segunda sefial esta dada por moléculas coestimuladoras que proveen de sefiales que
fomentan la division celular, aumentan la supervivencia celular e inducen la secrecion de
citosinas. Las moléculas coestimuladoras CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2) son las encargadas
de la activacion y proliferacion de linfocitos y se expresan en la superficie de las APCs;

mientras que su ligando CD28, esta presente en los linfocitos T [78].

Existe otro ligando para CD80 y CD86 en los linfocitos T llamado CTLA-4, el cual tiene una
afinidad 100 veces mayor que CD28 por CD80 y su principal funcion es la de restringir la
activacion de linfocitos T autorreactivos asi como mantener la homeostasis post-activacion,

también se ha visto que tiene un efecto inhibitorio en las CDs [79].

Por su parte, CD40 es una proteina que pertenece a la super familia TNFR (tumor necrosis
factor receptor) y esta presente en APCs, células epiteliales y endoteliales. Su ligando es
CD40L (CD154) y se puede expresar transitoriamente en linfocitos T activados y otras
células no inmunes durante eventos de inflamacion [80]. La unién con su ligando induce
una cascada de sefalizacion en la DC que culmina con el aumento de la secrecion de
citocinas (IL-12p40, IL-8, IL-6 y TNF-a), expresion de moléculas coestimulatorias y de
proteinas anti-apoptéticas, asi como otros marcadores de maduracion; también promueve
la presentacion cruzada de antigenos y se ha demostrado que puede hacer sinergia con
TLR-9 y aumentar la produccién de IFN-I en las CDp [81], [82].

La tercera sefial estd dada por factores solubles o unidos a la membrana celular como
citocinas (IL-1, IL-6, IL-12 IFN-I, entre otras) o quimiocinas (CCL2) y se encarga de estimular
la expansion y diferenciacion de los linfocitos T activados. La polarizacién de los linfocitos
T dependera del microambiente en el que se encuentra la célula al momento de su
activacion [83], [84].
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3.5.5 Presentacion cruzada de antigenos

Como se comentd anteriormente, se sabe que gran parte de las células nucleadas son
capaces de presentar péptidos internos (generados por ellas mismas) asociados a
moléculas clase | (MHC-I) para reportar dafio intracelular y por lo tanto activar a las células
NK (Natural Killers) o linfocitos T CD8+ para que lleven acabo su accién citotoxica contra
éstas [85]. Las CDs (entre otras células) son capaces de llevar a cabo un proceso por el
cual pueden presentar antigenos extracelulares en moléculas clase | (MHC-I). Este proceso
es de suma importancia para la generacion de una respuesta inmune contra virus y tumores

y es llamado presentacién cruzada de antigenos [86].
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Se han aceptado diferentes mecanismos por los cuales la presentacion cruzada se lleva a
cabo, los més estudiados son la via citosélica y la via vacuolar. La via citosolica se encarga
de transportar antigenos extracelulares de endosomas al citosol para que posteriormente
sean procesados en el proteasoma y continten por la via enddgena para terminar cargados
en moléculas clase | (MHC-I). La via vacuolar es independiente del proteasoma y los
antigenos extracelulares son degradados directamente en vacuolas o endosomas por
proteasas lisosomales y ahi mismo son cargados en moléculas clase | (MHC-I) [87], [88].

Otro mecanismo por el cual se ha demostrado que se lleva a cabo la presentacion cruzada
de antigenos es el cross-dressing. Es un proceso uni o bidereccional por el cual una célula
donadora es capaz de transferir complejos antigeno/MHC funcionales a una célula
receptora. Este a su vez incluye diferentes mecanismos de transferencia como la
trogocitosis, que consiste en la transferencia de fragmentos de membrana a través de
contacto célula-célula, lo cual permite a su vez transferir moléculas de superficie a otras
células. Otro mecanismo es la captacion de exosomas, que son pequefias vesiculas de
membrana secretadas por una célula y que pueden contener diferentes proteinas. Una
célula receptora puede capturarlos e internalizarlos o fundirlos con su membrana plasmatica.
Recientemente, se ha descrito un mecanismo que consiste en la formacion de largas
protrusiones de la membrana (se han observado longitudes de hasta 100um) llamados
nanotubos o citonemas, los cuales al conectar con otra célula, pueden hacer un intercambio

de moléculas de superficie y contenido citoplasmatico [89].
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Fig. 6. Mecanismos alternos de presentacion de antigenos. Modificada de Campana

et al., 2015. Creado con BioRender.com.

3.5.6 Células Dendriticas CD8a+

Las CDs CD8a- de raton y las BDCA3+ presentes en humano, son el principal subtipo
productor de IL-12, asi como el principal encargado de realizar la presentacion cruzada de
antigenos y por lo tanto son capaces de activar unas respuesta anti-tumoral en linfocitos T

CD8-. Se encuentran principalmente en 6rganos linfoides [90], [58].

Las CDs CD8a son llamadas asi debido a que expresan un homodimero CD8aa, (las
células T CD8 expresan un heterodimero CD8af). Sin embargo, actualmente no se
considera tan adecuado identificar a este subtipo de células s6lo por su marcador CD8a«a

debido a que este aparece de forma tardia en el desarrollo de las CDs, por lo que no todas
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las CDs de este subtipo lo presentan y solo esta presente en CD de raton y no en muchas
otras especies, incluyendo al humano [91]. Recientemente se ha encontrado el marcador
Clec9A o DNGR-1 de forma casi exclusiva en las CDs CD8a, haciéndolo un probable blanco

para la identificacién de estas [92].

Clec9A es un receptor de lectina tipo C que se expresa en la superficie celular como un
dimero y media la endocitosis. Su principal funcién es el reconocimiento de células muertas
por medio de fragmentos de F-actina expuestas por estas. Recientemente ha habido un
auge en su estudio debido a que se ha observado que si bien no tiene un efecto activador
en la CD, al activarse Clec9A y por lo tanto activar sus vias de sefializacién, fomenta la
presentacion cruzada de antigenos de una forma pH-dependiente (mecanismo aun
desconocido) [93]. Aunado a esto, en el 2018, del Fresno et al, demostraron que Clec9A
limita el reclutamiento de neutréfilos en el sitio afectado, reduciendo asi el dafio por la

inflamacién [94].
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Fig. 7. Estructura Clec9A. Modificada de Tone et al., 2019. Creado con
BioRender.com.
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Debido a todas las caracteristicas antes mencionadas, las CD CD8 a+ se han vuelto un
blanco importante en diversas terapias inmunes, especialmente en las creadas para
combatir el cancer. EI mayor problema para evaluar este tipo de células in vitro es la falta
de técnicas eficientes para su aislamiento, ya que es una poblacién muy escasa en el
organismo. Se ha intentado diferenciar directamente de CDs provenientes de médula 6sea
utilizando la citocina FLT3, pero se necesitan grandes cantidades de esta molécula para
lograrlo en una pequefia poblacién de células, por lo que la vuelve una técnica muy costosa
[95].

3.6 Respuestainmune en cancer

Aunque durante mucho tiempo fue un tema controversial y discutido, en las Ultimas décadas
se ha establecido la participacion del sistema inmune en el cancer, y se ha planteado tanto
el papel negativo como el positivo en el desarrollo del tumor. Con respecto al rol antitumoral,
hay un proceso denominado “inmunoedicion del cancer” a través del cual el sistema inmune
puede prevenir, controlar o promover el desarrollo del tumor. Se compone de 3 fases:
eliminacién, equilibrio y escape, esta lltima se considera como uno de los “Hallmarks del

cancer” [96].

Eliminacion

También conocida como inmunovigilancia del cancer, es la fase en la cual las células del
sistema inmune innato y adaptativo trabajan en conjunto para reconocer y eliminar a las
células tumorales antes de que el tumor sea clinicamente detectable [97]. Las sefiales que
estimulan a la respuesta inmune comprenden desde la presencia de DAMPs y citocinas
proinflamatorias como el IFN-y presente en el microambiente tumoral hasta el
reconocimiento de ligandos inducidos por estrés en la superficie de las células tumorales.
Esto causa el reclutamiento de células de la respuesta inmune innata como NKs, linfocitos
NKTs, eosindfilos, macréfagos y células dendriticas, las cuales a su vez aumentaran la
secrecion de citocinas y la muerte de las células tumorales generando asi una mayor

respuesta proinflamatoria. El microambiente tumoral proinflamatorio junto con la endocitosis
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de los restos de las células tumorales por las células dendriticas provocan que estas ultimas
se activen y migren a los ganglios regionales donde a su vez activan a los linfocitos T CD4+
y CD8+ que a continuacion se desplazan al tumor para identificar a las células tumorales y
eliminarlas. Al mismo tiempo, producen mas citocinas que ayudan a mantener el
microambiente tumoral proinflamatorio con el propdsito de continuar amplificando la
respuesta antitumoral. En muchas ocasiones esto sera suficiente para eliminar al tumor,
pero debido a que la tasa de proliferacion de las células tumorales es muy elevada, puede
rebasar la capacidad del sistema inmune de eliminarlas y el tumor se mantiene o crece [98],
[99].

Equilibrio

El sistema inmune del individuo y las células tumorales se encuentran en un equilibrio
dindmico, donde la respuesta inmune puede contener el desarrollo del tumor, sin embargo,
no es una respuesta suficiente para eliminarlo por completo, por lo que el tumor permanece
en un estado de latencia. Esto causa que el sistema inmune, mas especificamente, los
linfocitos T generen una presion selectiva sobre las células tumorales para eliminarlas, lo
gue puede producir dos respuestas diferentes: la erradicacion de tumor o la seleccion de
clonas tumorales con mayor cantidad de mutaciones inmunoevasivas que permitiran el
desarrollo del tumor hacia una fase de escape. Esta fase es la mas duradera ya que podrian

pasar décadas antes de que se avance a la siguiente [100].

Escape

Esta fase puede iniciar por diferentes mecanismos, ya sea directamente a nivel de la célula
tumoral o a través de su microambiente. A nivel celular, los antigenos y las moléculas de
clase | (MHC-I) se pierden, ya sea por inestabilidad genética o por y la presion selectiva
generada por el sistema inmune. Esto permite la sobrevivencia de células pobremente
inmunogénicas y provoca que no puedan ser reconocidas por los linfocitos. Por otro lado,
el microambiente se torna inmunosupresor debido a que las células tumorales secretan
citocinas como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), el factor de crecimiento
transformante B (TGF-B), indolamina 2-3 deioxigenasa (IDO) y galectina; causando el

reclutamiento y diferenciacién de células reguladoras como linfocitos T reguladores (Treg)
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y céluas mieloides supresoras (MDSCs). Los linfocitos Treg son capaces de inhibir la
funcion de la respuesta antitumoral de los linfocitos T al secretar citocinas
inmunosupresoras como IL-10 y TGFB y al expresar en su superficie moléculas como
CTLA-4, PD-1y PD-L1. Por su parte, las MDSCs inducen la diferenciacion de linfocitos Treg,
depletan de los aminoécidos necesarios para la funcion de linfocitos T, secretan TGF,
entre otras cosas. En conjunto estos mecanismos permitiran el desarrollo y crecimiento del

tumor, llevandolo a una fase clinica [101].
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3.7 Antigenos tumorales usados en Inmunoterapia

Actualmente los antigenos tumorales son clasificados en 3 categorias, antigenos

cancer/testis (CTA), antigenos asociados a tumor (TAA) y antigenos tumorales especificos
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(TSA). Los CTAs son antigenos que bajo circunstancias de normalidad son expresados en
células germinales como testiculos, ovarios fetales y trofoblastos; sin embargo, también se
encuentran expresados en diferentes tipos de cancer. Algunos ejemplos son MAGE, GAGE,
BAGE, NY-ESO-1, CAGE, entre otros [102]. Los TAAs son antigenos propios expresados
por las células tumorales, por lo que son considerados de baja especificidad tumoral. Se
pueden clasificar en antigenos sobreexpresados, donde la expresion de estos en células
tumorales es mayor que en celulas normales (p53 y el receptor del factor de crecimiento
epidermal, EGFR); antigenos de diferenciacion, los cuales son especificos de un linaje
celular como los antigenos derivados de la diferenciacion de melanocitos los cuales estan

presentes en la mayoria de los melanoma (gp100, tirosinasa,etc) [103].

Los TSAs son antigenos expresados exclusivamente en células tumorales por lo que son
considerados de alta especificidad tumoral; estos pueden ser proteinas virales oncogénicas
0 proteinas nuevas que se originan a partir de mutaciones (neoantigenos). Al no ser
expresados en tejidos normales, estos son altamente inmunogénicos, presentan mayor
afinidad por las moléculas MHC, no se ven afectados por la tolerancia inmunolégica central
y el riesgo de autoinmunidad es minimo. Actualmente mediante la secuenciaciéon gendmica
y el uso de algoritmos bioinforméticos se ha buscado predecir, identificar y localizar los
diferentes neoantigenos presentes en un tumor ya que al ser altamente especificos se
vuelven un blanco atractivo para la creacion de tratamientos personalizados con
inmunoterapia [104], [105]. En el 2017, Sahin et al. secuenciaron tumores de pacientes con
melanoma en estadio Il o IV y desarrollaron vacunas apartir de la prediccion e identificacion
de neo-epitopos, creando una vacuna individualizada para cada paciente. Demostraron que
todos los pacientes desarrollaron respuestas de linfocitos T contra los neo-epitopos, que la
tasa de eventos metastasicos disminuyo significativamente y aumentd la sobrevida libre de
enfermedad [106].

A pesar de los grandes avances que se ha tenido en el estudio de antigenos tumorales en
la ultima década, es de notar que algunos de los mayores retos es la inadecuada entrega
de antigenos hacia las CDs y la estimulacion limitada de linfocitos T que puede causar una
respuesta inmune antitumoral incompleta del tratamiento debido a la continua y rapida
renovacion de las moléculas clase | en las células tumorales y a que el tumor presenta una

poblacién heterogénea y solamente se eliminan algunos grupos de clonas, reflejandose en
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una pobre respuesta clinica que se detecta solamente en pocos pacientes. Recientemente,
se ha mostrado que el utilizar lisados tumorales es una mejor estrategia experimental y
clinica, ya que ofrece una fuente de antigenos tumorales conocidos y desconocidos mas
amplia que puede prevenir el escape inmunolégico y es capaz de inducir la activacion
policlonal de linfocitos T helper CD4+ y CD8+ citotoxicos de forma simultanea al poder ser
presentados por medio de moléculas clase |y clase Il. La principal desventaja del uso de
lisados tumorales es que contienen antigenos y citocinas que son inestables y pobremente
internalizadas por las CDs por lo que se ha sugerido el encapsulamiento de estos para

aumentar la inmunogenicidad y eficacia de estas terapias [107] [108].

3.8 Inmunoterapia con nanoparticulas

A pesar de los grandes avances que se han tenido en la investigacion del papel que juega
el sistema inmune en el cancer y los diversos tratamientos que se han desarrollado a partir
de esto, aun hay varios obstaculos a vencer. Uno de los principales inconvenientes es que
presentan un limitado indice terapéutico (dosis toxica/dosis efectiva), ya que
frecuentemente se necesitan altas dosis del tratamiento para causar un efecto, lo cual
puede llevar a efectos adversos como tormenta de citocinas, tolerancia inmunoldgica,
neumonitis, colitis y alteraciones autoinmunes; aunado a esto, estos tratamientos pueden
ser de muy alto costo. Para superar estos inconvenientes se ha propuesto mejorar la forma
en la que se administran estas terapias, por ejemplo, encapsulando o acoplando farmacos
citotoxicos, citocinas, antigenos tumorales, adyuvantes, etc. en la superficie de
nanoparticulas [109], [110].

Existen diversos tipos de nanoparticulas, estas incluyen nanoparticulas poliméricas,
liposomas, nanoparticulas metdlicas, micelas, dendrimeros, nanoparticulas termosensibles,
etc. las cuales actlan mejorando la respuesta inmune debido a sus caracteristicas
especiales como tamafo, forma, carga y capacidad de funcionar como acarreador
permitiendo el uso de menores dosis, una liberacion mas controlada de los agentes
terapéuticos y una mejor biodistribucion a sitios especificos. En ocasiones se puede acoplar
un ligando a la superficie de las nanoparticulas para dirigirlas selectivamente a un receptor

especifico de una célula blanco [111]. El principal objetivo del uso de nanoparticulas en
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inmunoterapia es mejorar la administracion de antigenos y adyuvantes a CDs, de
inmunomoduladores en el microambiente tumoral y de inhibidores de puntos de control
[112].

Las nanoparticulas presentan diversas propiedades fisicoquimicas que permiten la
proteccion de los antigenos y adyuvantes contra la degradacion enzimética y promueven
una mejor captaciéon e internalizacion celular de estos por las CDs, mejorando asi la
inmunogenicidad y modulando la actividad de las células inmunes. Se ha demostrado que
el tamafio de nanoparticula influye en la direccibn que tomard; nanoparticulas con un
tamafio <200nm son capaces de difundirse por los vasos linfaticos y llegar directamente a
los ganglios linfaticos donde pueden activar a las CDs residentes, en cambio las
nanoparticulas con un tamafio >500nm generalmente permanecen en el sitio de inyeccion
y tienen que esperar a ser internalizadas por las CDs de la periferia para poder ser

transportadas a tejidos linfoides [113].

Junto con el tamafio, la forma también se ha demostrado que influye de forma importante y
recientemente se han desarrollado nanoparticulas con forma de cubos, prismas, estrellas y
discos, demostrando mayor tiempo de circulacion y mejor penetracion en tumores y tejidos
sélidos en comparacion con las nanoparticulas esféricas [114]. Otra caracteristica
importante es la carga superficial que presentan las nanoparticulas, se ha observado que
las nanoparticulas catiénicas son endocitadas mas rapidamente por las CDs y macréfagos
y se encuentran en la zona perinuclear de la células, mientras que las nanoparticulas con
carga neutra o negativa, se alojan mas comiunmente en los lisosomas. Sin embargo las
nanoparticulas catiénicas son propensas a unirse a proteinas presentes en el suero y
componentes de la matriz extracelular con carga negativa lo cual las hace poco permeables

a tejidos tumorales [115].

Recientemente se ha buscado modificar la superficie de nanoparticulas para mejorar la
orientacion hacia las CDs y asi aumentar la administracion de antigenos al sitio deseado.
Kwong et al. en el 2011 fabricaron liposomas pegilados de 80nm de didametro acoplados a
anti-CD40 y CpGs, los cuales fueron administrados de forma intratumoral en ratones con
melanoma B16-F10, observando una reduccién significativa del tamafo del tumor y

aumento en la sobrevida, asi como una mayor concentracibn de las moléculas
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administradas en el sitio del tumor comparado con el control, donde se observd gran

porcentaje en circulacion [116].

Como se explicé anteriormente, los tumores son capaces de crear un microambiente
inmunosupresivo que promueva su desarrollo y metastasis, es por esto que es importante
buscar estrategias que contrarresten y modulen el microambiente tumoral (TME). Aparte de
las células tumorales, las principales células presentes en el TME son los macréfagos
asociados a tumor (TAMS) y los linfocitos T reguladores, ambos son capaces de producir
grandes cantidades de citocinas inmunorreguladoras como TGF-B e IL-10, por lo que se

han desarrollado tratamientos que buscan la inhibicién de estas citocinas [117].

Evidencia de la participacion de citocinas y de la accion efectiva al utilizarlas como blanco
de nanopatrticulas es el trabajo de Xu et al., (2014), quienes desarrollaron nanoparticulas
de fosfato de calcio y lipidos cargadas con CpGs y el antigeno tumoral Trp2 y
nanoparticulas de acido hialurénico y protamina cubiertas con liposomas cati6nicos en
donde encapsularon ARN pequefio de interferencia (SiRNA) contra TGF-B, las cuales
administraron en conjunto en un modelo murino de melanoma B16-F10 en donde
observaron inhibicién significativa del crecimiento del tumor, un aumento del infiltrado de

linfocitos T CD8+ citotdxico y disminucién de los linfocitos T reguladores en el TME [117].

Actualmente se ha demostrado que el uso de inhibidores de puntos de control inmunitarios
ha tenido importantes resultados en el tratamiento de diferentes tipos de cancer. La funcién
de los linfocitos T puede estar inhibida por CTLA-4 o PD1/PD-L1 por lo que recientemente
se han fabricado anticuerpos capaces de bloquearlos, aunque han sido efectivos en
algunos casos, se continua explorando mejores formas de administracién ya que se busca
gue los efectos puedan ser generados a nivel intratumoral y no a nivel sistémico, es por
esto que en el 2016, Li et al. fabricaron nanoparticulas cargadas con siRNA contra CTLA-4
y las probaron en un modelo murino de melanoma B16-F10 demostrando que las
nanoparticulas eran capaces de bloguear a CTLA-4 en linfocitos T CD4+ y CD8+ en el sitio
tumoral, asi como aumentar el infiltrado de linfocitos T CD8+ citotdéxicos y disminuir los

linfocitos T reguladores, resultando en una mejor activacion del sistema inmune [118].
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Fig. 9. Uso de nanoparticulas en inmunoterapia. Modificada de Wang et al., 2017.

Creado con BioRender.com.
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4. JUSTIFICACION

En la actualidad el cancer continua siendo un problema de salud publica a nivel mundial,
causando mas de 9.6 millones de muertes al afio. Aungue los tratamientos existentes como
la radioterapia, quimioterapia y cirugia, son altamente exitosos en etapas tempranas de la
enfermedad, no se han logrado crear terapias efectivas para los pacientes en etapas
avanzadas. Esto ha llevado a la blusqueda de alternativas médicas como la inmunoterapia,
gue se basa en la activaciéon del sistema inmune para reconocer y eliminar al tumor. Con el
fin de mejorar su efectividad, se han empleado estrategias basadas en el uso de
biomateriales, entre las que destaca la construccion de nanoparticulas, las cuales han sido
funcionalizadas con distintas moléculas como factores de crecimiento, antigenos, ligandos
de TLRs, anticuerpos, entre otras moléculas implicadas en la maduracién de CDs y
fagocitosis. Estas nanoparticulas podrian ayudar a potencializar la respuesta inmune
antitumoral y por esta razén, es importante el desarrollo de innovaciones terapéuticas para

perfeccionarlas y posteriormente utilizarlas como tratamiento.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Disefiar y caracterizar nanoparticulas de quitosano cargadas con lisado tumoral y

acopladas a anticuerpos anti-Clec9a y CpGs.

5.2. Objetivos Particulares

1. Diseflar nanoparticulas de quitosano mediante los métodos de emulsién simple y de

gelificacion ionotropica.

2. Caracterizar el tamafio y morfologia de las nanoparticulas de quitosano por medio de

microscopia electrénica de barrido y dispersion de luz dinamica.

3. Analizar la eficiencia del cargado de las nanoparticulas de quitosano con lisado tumoral

mediante ensayos de cuantificacion de proteinas.

4. Evaluar la eficiencia del acoplamiento de anticuerpos anti-Clec9a y CpGs a

nanoparticulas de quitosano mediante electroforesis.

5. Evaluar la viabilidad de células de bazo de ratones C57BL/6 al ser tratadas con

nanoparticulas de quitosano.
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6. ANTECEDENTES

Antecedentes del uso de nanoparticulas funcionalizadas como posible
tratamiento antitumoral.

Gao-Na Shi et al., en 2016 fabricaron nanoparticulas de quitosano cargadas con lisado
tumoral proveniente de cultivo celular de melanoma B16-F10 y acopladas en su superficie
a fracciones de manosa (NPQS-LT-Man) para volverlas un blanco especifco para las
células dendriticas. Inicialmente las probaron co-cultivandolas in vitro con células
dendriticas inmaduras derivadas de médula 6sea (MOCDSs) por 48 horas. Se caracterizaron
las MODCs y se observé que las NPQS-LT-Man aumentaban significativamente la
expresion de moléculas de clase 1y clase 2 (MHC-I y MHC-II), CCR7, CD-80, CD-86 y CD-
40, indicando maduracion de éstas. Posteriormente se realizaron estudios in vivo en ratones
donde se observdé que estas inhibian significativamente el crecimiento del tumor;
aumentaba la concentracion de IFN-y en suero y de linfocitos CD8+ en bazo. Finalmente
se probaron como vacunas y se observé que retrasaban considerablemente el tamafio del
tumor y aumentaron la cantidad de linfocitos CD8+ en bazo y ganglios linfaticos. Con este
estudio demostraron que las NPQS-LT-Man podrian ser usadas como una potente vacuna

y tratamiento antitumoral [119].

Hee Dong Han et al., en 2016 desarrollaron nanoparticulas de quitosano por medio de
gelificacion ionotropica cargadas con poly |:C (ligando de TLR-3) y ovoalbimina
(NPQS+polyl:C+OVA). Se demostro in vitro que causan una elevacion significativa de
moléculas de clase 1y clase 2 (MHC-1y MHC-II), CCR7, CD-80, CD-86 y CD-40 y elevacién
de la secrecion de IL-1B , IL-6, IL-12p70 y TNF-q, lo cual habla de maduracién de las
MOCDs. In vivo se observd que en los ratones inoculados con células tumorales, la
administracion de NPCS+polyl:C+OVA retrasaba significativamente el crecimiento del
tumor. En ensayos inmunohistoquimicos y de inmunofluorescencia realizados en el tumor,
se observé una poblacién aumentada de linfocitos T CD8+ citotdéxicos y disminucién de
células mieloides supresoras. Con este estudio demostraron una potente terapia
antitumoral donde aumentan eficazmente la infiltracion tumoral por linfocitos T CD8+

citotoxicos especificos mediada por la maduracion de células dendriticas [120].
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Schreibelt et al., en 2011 fabricaron nanoparticulas de PLGA cargadas con el péptido de
melanoma ¢gpl00 acopladas a anti-Clec9A (NP-anti-Clec9A). Se incubaron las
nanoparticulas con células dendriticas BDCA3+ (CD BDCA3) por 30-60 minutos y se
observé que las CD BDCAS3 son capaces de endocitar las NP-anti-Clec9A. Posteriormente,
las CD BDCAS3 fueron co-cultivadas por una noche en presencia de poly I:C y R848 con
linfocitos T CD8+ que expresaban un TCR para gp100. Se observo activacion significativa
de los linfocitos T CD8+ al encontrarse con una expresion significativamente mayor de
CD69 y secrecion de IFN- y. Con este estudio comprobaron que Clec9A efectivamente
colabora de forma importante en la presentacién cruzada de antigenos y que puede ser un
buen blanco en la terapia antitumoral ya que es especifico de las CD BDCA3, que son
equivalentes a las CD CD8+ [121].
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7. METODOLOGIA
7.1 Elaboracion de microparticulas y nanoparticulas de quitosano

7.1.1 Materiales

Método de emusion simple

Quitosano de caparazdn de camarones con 275% de desacetilacién (quitina desacetilada,
poli (D-glucosamina)), hexano 86.18g/mol y glutaraldehido grado I, 25% w/w adquiridos en
Sigma-Aldrich, USA. Aceite mineral de MW variable (205 y 500 g/mol) adquirido en
Farmacia Paris, México. Span 80 adquirido en Sigma-Aldrich, USA. Acido Acético glacial
adquirido en J.T. Baker,USA.

Método de gelificacion ionotrépica

Quitosano de caparazén de camarones, 275% de desacetilacion (quitina desacetilada, poli
(D-glucosamina)) y Tripolifosfato de Sodio (TPP) adquiridos en Sigma-Aldrich, USA. Acido
Acético glacial adquirido en J.T. Baker,USA.

7.1.2 Método de emusion simple

Elaboracion de solucion acuosa:

Se agregaron 500 mg de quitosano 75% desacetilacion en un vaso de precipitados con 38
ml de &cido acético glacial al 2%. Se dejé disolviendo en agitacion por 1 hora. Se agregaron
235 pl de glutaraldehido y se dejaron en agitacion por 1 min. Posteriormente, se agregé 1ml

de Span 80y se dejé en agitacién constante por 1 min mas.

Elaboracion de solucion oleosa:

Se coloc6 un matraz de bola de 3 bocas en agitacion con el rotor en nivel 8. El matraz se
coloco en el sonicador (bafio) y se le agregaron 75 ml de aceite mineral, se encendio el
rotor y el sonicador. Se vertié la solucidon acuosa en la solucion oleosa y se dejé agitando
por 3 horas. Se coloca enfriador y constantemente se monitorea la temperatura del agua

del sonicador para mantenerla en 30°C.
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Lavados

Después de que la emulsion estuvo lista, se realizaron lavados para retirar los residuos de
aceite mineral y glutaraldehido. Se agregaron 15 ml de hexano a la emulsién y se centrifugd
por 10 minutos a 4000 rpm a -4°C. Se retiré el sobrenadante y se repitié el paso anterior.
Se retir6 el sobrenadante y se agregaron 15 ml de agua destilada, se centrifug6 por 10 min
a 4000 rpm a -4°C. Se retir6 el sobrenadante y se repitié el paso con agua destilada 2 veces
mas. El botén con las microparticulas de quitosano se resuspendié en 1 ml de agua
destilada y se coloc6 en un tubo Eppendorf. Se procedié a centrifugarlas en una
minicentrifuga por 30 min. Finalmente, se resuspendieron en 500 ul de agua destilada y se

almacenaron a 4°C hasta su uso.
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Fig. 10. Método de Emulsién Simple a) Estructura del quitosano y glutaraldehido antes de entrecruzarse. b)
Quitosano entrecruzado con glutaradehido. Modificado de Oztop et al., 2002.

7.1.3 Método de gelificacion ionotropica

Se realiz6 disefio factorial 22 basado en el protocolo de Calvo et al. (1997) para determinar
la zona de produccion de la formacién de nanoparticulas, donde se busca menor tamafio
de particula y menor formacion de agregados. Los niveles fueron la cantidad de quitosano
75% desacetilacion (1 mg/mly 3 mg/ml de acido acético glacial al 1%) y los factores fueron
la cantidad de tripolifosfato de sodio (2.5 mg/mly 1.66 mg/ml de &cido acético glacial al 1%).
Se controlé el tiempo de goteo y la agitacién para que en todos los experimentos fueran

iguales.
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Se agregaron diferentes concentraciones de quitosano 75% desacetilacion: 1 mg/ml y 3

mg/ml de acido acético glacial al 1%. Se dej6 en agitacion continua en una agitadora

magnética durante toda la noche o hasta que el quitosano quedara disuelto. Al mismo

tiempo se disolvieron por separado diferentes concentraciones de TPP, 2.5 mg/ml y 1.66

mg/ml de acido acético glacial al 1%. Finalmente las diferentes concentraciones de TPP

fueron afadidas por goteo lento a la solucion de quitosano bajo agitacibon magnética a

temperatura ambiente. Posterior al goteo, se dej6 en agitacion por 1 hora mas y finalmente

se centrifugaron las muestras a 10,600 rpm por 50 min y se resuspendieron en 3 ml de agua

desionizada.Se almacenaron a 4°C hasta su uso.

La siguiente tabla indica las combinaciones realizadas:

Quitosano Acido Acético| TPP  (mg/ml|Acido Acético | Tiempo goteo|Velocidad de

(mg/ml AA1%) [ 1% AA1%) 1% (minutos) Agitacion
(ml) (ml) (IKA c)

1 20 2.5 10 4 Nivel 3

3 20 2.5 10 4 Nivel 3

1 20 1.66 10 4 Nivel 3

3 20 1.66 10 4 Nivel 3

Tabla 1. Combinaciones de concentraciones diferentes de Quitosano y TPP.

40




a) b)

ONa*
/
ONa* —p—0
/ (o)
”\ — HO— -"\ (o]
, —p—C o
o / i|(|71"/':(\
+ X
\ o
,—0 /
ONa* —P=C NH3 OH N
ONa —o P o
(8] [)
\
HO ™~ H OH
QUITOSANO TRIPOLIFOSFATO QUITOSANO
DE SODIO ENTRECRUZADO

Fig. 11. Método de Gelificacion lonotrépica a)Estructura del quitosano y TPP.
b) Quitosano entrecruzado con TPP. Modificado de Kumar et al., 2008.

7.1.4 Caracterizacion de nanoparticulas de quitosano

La caracterizacién de la morfologia y tamafio de la nanoparticula se realiz6 mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM) en el Instituto de Investigacion en Materiales, la
cual se base en utilizar un haz de electrones que al interactuar con la muestra forma una
imagen. También se utiliz6 el equipo Zetasizer Nano ZS-Malvern, prestado por el Instituto
de Ciencias Aplicadas y Tecnologia (ICAT), el cual consiste en la dispersion dinamica de la

luz para la medicion del tamafio de nanoparticulas.

7.2 Nanoparticulas de quitosano cargadas con lisado tumoral

7.2.1 Obtencioén del lisado tumoral

Se inyectaron ratones macho C57BL/6 con 60,000 células tumorales de melanoma B16-
F10 suspendidas en 100 pl de PBS. Se monitoreé el crecimiento del tumor por 20 dias,
cuidando que los ratones no presentaran signos y sintomas de deterioro. En el dia 20, se
sacrificaron y se extirpd el tumor en cada uno de los ratones. Se retird el tejido conjuntivo
circundante, se pesaron y se midieron. Posteriormente se colocé cada tumor entre 2 mallas

con poro de 200 um en una caja de Petri, se les agregé buffer de lisis a una concentracion
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de 1 ml de buffer por 0.1 gr de tumor + 10 pl de inhibidor de proteasas por ml de buffer de
lisis. Con un émbolo de jeringa se procedié a macerar el tumor. Se retiraron las mallas con
la capsula del tumor y se recolectd el sobrenandate con una micropipeta. Se dejé el lisado
tumoral a 4°C por 20 min para dejar actuar al buffer de lisis. Finalmente, se ultracentrifugd
a 45,000 rpm por 30 min para adquirir solamente la parte proteica. Se cuantificd el lisado
tumoral por método de Lowry. Se hicieron alicuotas de 500 pl y se almacenaron a -80°C

hasta su uso.

7.2.2 Nanoparticulas de quitosano cargadas con lisado tumoral por método de
gelacion ionotrépica

Quitosano |Acido |pH Lisado TPP |Acido |pH Tiempo  |Velocidad
(mg/ml Acético tumoral mg | Acético goteo de
AA1%) 1% (ml) (ug/mg 1% (segundos)Agitacion
guitosano) (IKA c)
1.66 3 4 125 05 (3 4 90 Nivel 3
1.66 3 4 250 05 |3 4 90 Nivel 3
1.66 3 4 500 05 |3 4 90 Nivel 3
1.66 3 4.5 125 05 |3 4.5 90 Nivel 3
1.66 3 4.5 250 05 |3 4.5 90 Nivel 3
1.66 3 4.5 500 05 |3 4.5 90 Nivel 3

Tabla 2. Combinaciones de difentes concentraciones de quitosano, TPP y lisado
tumoral.

7.2.3 Prueba de eficacia de cargado de lisado tumoral en nanoparticulas de quitosano.

Se cuantificé el sobrenadante adquirido posterior al primer lavado de las nanoparticulas de

quitosano cargadas con lisado tumoral por medio del kit de ensayo de proteinas micro BCA.
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7.3 Acoplamiento de nanoparticulas de quitosano a anti-Clec9A PEy CpGs

7.3.1 Materiales

Buffer de MES pH 5.8 (Thermo Scientific™ BupH™ MES Buffered Saline Packs) y Sulfo-
NHS (N- N-hidroxisuccinimida) fueron adquiridos en ThermoFisher Scientific, USA. Anti-
Clec9A PE clona 10B4 adquirido en BD Biosciences, USA. CpG ODN clase C adquiridos
en InvivoGen, USA. Albumina de suero bovino liofilizada y EDC (N-(3-dimetilaminopropil)-

N-etilcarbodiimida hidrocloruro) adquiridos en Sigma, USA.

7.3.2 Metodologia

Se prepararon nanoparticulas de quitosano por metodologia de gelificacién ionotrépica
previamente detallada. Se sigui6 el protocolo descrito por Kulin et al. en el 2002 para el
acoplamiento de moléculas a las superficie de nanoparticulas con algunas modificaciones

a continuacion descritas [122].

Activacion

Para elegir cual era la concentracion de proteina adecuada para obtener un acoplamiento
eficiente a la superficie de las nanoparticulas, se realiz6 curva con albumina utilizando
diluciones seriadas de albumina que fueron de 1 ug/ugNPCS hasta 0.005 ug/ugNPCS. Se
afiadio la cantidad de albumina antes mencionada a 1.5 ml de Buffer de MES, se colocoé en
agitadora magnética nivel 3 y posteriormente se agregaron 500 ul de Buffer de MES a los
gue previamente se les afiadié 3 mg de EDC y 3.6 mg de Sulfo-NHS. Se dejé agitando por
30 min.

Acoplamiento

Se lavaron 3 mg de nanoparticulas de quitosano en Buffer de MES y se centrifugaron por
30 min a 10,600 rpm. Se decantaron, se resuspendieron en 500 ul de buffer de MES y se
colocaron en agitadora magnética. Posteriormente se les afiadio por goteo lento la solucién
previamente preparada con albumina, EDC y Sulfo-NHS. Se dej6 agitando a temperatura

ambiente por 12 horas. Finalmente las nanoparticulas fueron centrifugadas a 10,600 rpm

43



por 30 min, se recolectd el sobrenadante para su uso posterior y las nanoparticulas fueron

almacenadas a 4°C hasta su uso.

7.3.3 Prueba de acoplamiento a Nanoparticulas de Quitosano

Para evaluar la union de la albumina a la superficie de las nanoparticulas de quitosano, se
fabricaron geles de poliacrilamida al 7.5%. Se elaboré un gel control utilizando diluciones
seriadas de albumina que fueron de 1 ug/ugNPCS hasta 0.005 ug/ugNPCS. En otro gel se
cargaron los sobrenadantes obtenidos después del acoplamiento. Finalmente, ambos geles
se tiflieron con azul de Coomasie. Una vez seleccionada la concentracion de proteina ideal,
se acoplo el anticuerpo anti-Clec9a-PE y CpGs a la superficie de las NPQS. A continuacion,
el acoplamiento fue corroborado por microscopia de fluorescencia detectando la PE del

anticuerpo y utilizando DAPI para identificar las CpGs.

Creacién de nanoparticulas de quitosano Acoplamiento de nanoparticulas de quitosano a
anti-Clec9A PEy CpGs

Y anti-Clec9A

MY CGs

Lisado
Tumoral

Emulsion simple

Gelacion ionotrépica
T

Fig. 12. Esquema de fabricacion de nanoparticulas de quitosano acopladas a anti-

Clec9A y Cpgs. Creado con BioRender.com
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7.4 Prueba de citotoxicidad con Nanoparticulas de Quitosano

7.4.1 Materiales

Se obtuvieron células de bazo de ratones macho C57BL/6. Nanoparticulas de quitosano
obtenidas por el método de gelificacion ionotropica. Kit de anexina V/ 7AAD adquirido en
BioLegend, USA.

7.4.2 Metodologia

Se comprobd el efecto citotoxico de diferentes concentraciones de nanoparticulas de
guitosano en células de bazo a 24 y 72 horas. Se extirp6 el bazo de ratones macho C57BL/6.
Inmediatamente se coloc6 en PBS y se le realizaron 3 lavados con recambios de PBS.
Posteriormente se colocé entre 2 mallas con poro de 200 um en una caja de Petri y se
agregaron 2 ml de RPMI. Se macer6 el bazo para lograr disgregar las células, se retiraron
las mallas con la capsula del bazo y se recolecté el sobrenadante. Se cont6 el numero de
células obtenidas y se colocé en placa de 24 pozos, a una concentracion de 1x10s células/ml
de RPMI en cada pozo. EIl control positivo, células muertas, se obtuvo aplicando alcohol
96%.

Se crearon los siguientes grupos experimentales por triplicado:
1. Céluas vivas (control negativo).

Células muertas (control positivo).

Células con acido acético 1%.

Células + 3 mg de Nanoparticulas de quitosano resuspendidas en acido acético 1%.

o bk 0N

Células + 1.5 mg de Nanoparticulas de quitosano resuspendidas en &cido acético
1%.
6. Células + 0.75 mg de Nanoparticulas de quitosano resuspendidas en acido acético
1%.

Se dejaron incubando a 37°C, 5% CO2 por 24 y 72 horas. Una vez cumplido el periodo de

incubacion, fueron tefiidas con anexina V/ 7AAD y adquiridas por citometria de flujo en BD

Bioscience FACScalibur y analizadas en el programa Flow Jo.

45



8 RESULTADOS

8.1 Fabricacién de nanoparticulas de quitosano

8.1.1 Emulsién simple
Se observo que las particulas generadas por este método de fabricacion tienen una forma

esférica y uniforme (Fig. 13 a y b). Por medio del programa ImageJ se midi6 el tamafio de
las particulas en multiples micrografias, observando que el tamafio es heterogéneo y que
va de los 250 nm a los 4 my, sin tener un pico de tamafio sobresaliente. Es importante
mencionar que la mayoria de las particulas (76.53%) tienen un diametro mayor a 390 nm y
solamente el 22.83% presentan un rango de 250 a 390 nm. Por otro lado, no se detectaron

particulas de diametro menor a 250 nm (Fig. 13 c).

C) Método de Emulsion Simple
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Fig. 13. Particulas de quitosano creadas por método de emulsién simple. a) y b)
Micrografia tomada en SEM a 20,000 y 10,000 aumentos respectivamente. Se observa
morfologia esférica en ambas figuras. c) Porcentaje de particulas agrupadas por
rango de tamano.
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8.1.2 Gelificacion ionotrépica

Al probar diferentes combinaciones de concentraciones de quitosano y TPP, se observé
gue se generaron diferentes tamafios promedio de particulas (Fig 14 a). Asi mismo se
observé que la concentracion de quitosano afecté de manera importante el tamafio de
particula ya que a mayor concentracion se formaron particulas de mayor tamafio. En cuanto
a la concentracion de TPP se probd que ésta no ejerce un efecto significativo sobre el
tamafo de particula (Fig. 14 b). Al comparar entre estos reactivos la influencia de la
variacion en la concentracién con respecto al tamafio, se encontré que la concentracion de
guitosano afecta el tamafio de particula independientemente de la concetracién de TPP (Fig
14 c).

a)
Quitosano Agua (ml) TPP Agua (ml) Promedio tamano
(mag/ml AA1%) (mag/ml AA1%) particula
(nm)
1 20 25 10 440
3 20 25 10 1924
1 20 1.66 10 336
3 20 1.66 10 1347
b) c)_. ) _
Relacion diametro de particula/ Relacién diametro de particula/ Diametro de particula vs TPF, quitosano
tracion de quit tracién de TPP u.m..;;lv.‘;m.
Quitosano PP '
L * = 500 ?gg
» ™0 1000
/! 1000 - 1250
1500 1260 1500
W 1500 - 1780
] = 1780

Tamariio de particula

500

Quitosano

Fig. 14. Estandarizacién de nanoparticulas de quitosano por gelacién ionotrépica. a)
Cantidades de quitosano y TPP utilizadas en lafabricacion de particulas de quitosano
por el método de gelaciéon ionotrépica. b) Relacion entre el diametro de particulay la
concentracion de quitosano y TPP. ¢) Relacion entre concentracion de quitosano y
TPP.
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Posteriormente solo se utilizo la concentracion de 1 mg/ml de quitosano en AA 1%y 2.5
mg/ml de TPP en AA 1% y por medio de microscopia electronica de barrido (SEM) se
analizé la morfologia y tamafio de las particulas producidas (Fig. 15 a y b). Aunque las
nanoparticulas sintetizadas por método de gelificacion ionotrépica no presentan forma
esférica ni uniforme, su tamafio es menor comparado con la técnica anterior. En este caso,
debido a que las dimensiones son menores, fue posible analizarlas por dispersion de luz
dinamica, observando que la mayoria de las particulas (87.54%) se encuentran en un rango
de tamafio de 0-390 nm y solamente un pequefio porcentaje mide > 390 nm (Fig. 15 cy d).

Método de Gelificacion lonotropica

m Nanoparticulasde
80 Quitosano

Intensity (%)

Porcentaje (%)

30

1 10 100 1000 10000

10 - Size (d.nm)
0 *- —

0-250 250-390 390-720 721-1000 >1000
Diametro de Particula (nm)

Fig. 15. Nanoparticulas de quitosano creadas por método gelificacion ionotrépica. a)
y b) Micrografia tomada en SEM a 10,000 y 20,00 aumentos respectivamente. Se
observa morfologia esférica en ambas figuras. c) Porcentaje de particulas agrupadas
por rango de tamafio. d) Distribucion de tamafio de las Nanoparticulas de Quitosano.
n=3.
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8.2 Nanoparticulas de quitosano cargadas con lisado tumoral

La fabricacion de NPQS utilizando diferentes pH resultdé en la modificacién del tamafio de
nanoparticula, obteniendo un diametro menor con un pH 4.5. En cuanto a las NPQS-LT se
observo que hubo cambios en su tamafio al variar la concentracion de LT (Fig. 16 a). La
cargade LT en las NPQS se evidencio visualmente al centrifugar la solucién ya que el botén
con NPQS es translicido, mientras que el boton de las NPQS-LT se aprecia de color marrén.
Es relevante destacar que al centrifugar el LT a las mismas revoluciones por minuto, en

ausencia de NPQS, éste no precipita formando botén (Fig. 16 b, c y d).

a)

NANOPARTICULAS CARGADAS CON LISADO TUMORAL

000/*1!*

OOO/*rk

ooo/*tr

Tamafio de particula (nm)

Lisado Tumoral (ug)

-

NPQS LT NPQS-LT

Fig. 16. Tamafio de Nanoparticulas cargadas con Lisado Tumoral. a) Tamafio de
nanoparticulas de quitosano con 3 diferentes concentraciones de lisado tumoral (125,
250 y 500 pug/mg quitosano) en 2 diferentes pH (4 y 4.5). °°=P<.001 NPQS pH4
***=P<,001 NPQS pH4.5 b) Boton de nanoparticula NPQS posterior a centrifugacion.
c) LT posterior acentrifugacion. d) Boton de NPQS-LT posterior a centrifugacion. n=3.
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En cuanto a la eficiencia de encapsulamiento, se demostré que ambos pH generan un
encapsulamiento mayor al 90%, con un maximo del 96.99% al utilizar una concentracion de
125 pug de LT por mg de quitosano en un pH de 4. Sin embargo, al aumentar la
concentracion de LT, el porcentaje de encapsulamiento fue disminuyendo, especialmente
en la fabricacion de NPQS-LT con pH 4, obteniendo hasta 92.4% de encapsulamiento,
mientras que a pH 4.5 fue de 93.6% (Fig. 17 a). Se encontré que a pH 4.5, el PDI de las
NPQS-LT fue considerablemente menor en todas las concentraciones de LT (<0.296), en
comparacion del PDI encontrado en las NPQS-LT fabricadas con un pH de 4 donde se
mantuvo por arriba de 0.374 (Fig. 17 b).

ai Eficacia de Encapsulamiento de Lisado Tumoral por

Nanoparticulas de Quitosano cargadas con

100 “/ns

a3 sa/An

[ . e
I -
I 1
1

Ba

125 250 500
Lisado Tumeoral (ug/mg quitosana)
pH 4 pH 4.5
b) Lisado tumoral pH PDI
(pg/mg de quitosano)

125 4 0.457
250 4 0.442
500 4 0.374
125 4.5 0.288
250 4.5 0.296
500 4.5 0.287

Fig. 17. Eficiencia de encapsulamiento de nanoparticulas cargadas con Lisado
Tumoral. a) Porcentaje de encapsulamiento. * Comparaciéon entre pH. ° Comparacion
entre concentrciéon de LT pH 4. ~ Comparacidon entre concentracion LT pH4.5.
**k[000/ANA=P< 001, **/°0/AA=P 002, */°/=P 0.33, ns. b) indice de Polidispersion (PDI) de
NPQS-LT. n=5.
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8.3 Acoplamiento de Nanoparticulas de Quitosano a anti-Clec9A y CpGs

Para seleccionar la concentracién adecuada de proteina que se acoplaria a las NPQS, se
hizo una curva de estandarizacion con albumina. Se puede observar en la Fig. 18 a el gel
de poliacrilamida donde se distinguen las diferentes bandas correspondientes a las
diferentes concentraciones de albumina. En la Fig. 18 b se muestra el gel cargado con los
sobrenantes de las NPQS acoplada a albumina, en el cual disminuyen la intensidad vy el
grosor de las bandas, llegando incluso a desaparecer, lo que indica que hay menor
concentracion de proteina en el sobrenadante con respecto al control. Se determiné que la
concentracion ideal fue de 0.01 ug de proteina por mg de quitosano ya que toda la proteina
fue acoplada a las NPQS sin observarse aglomerados de NPQS o de albumina.

Finalmente, se acoplé 0.01 ug de anti-Clec9a-PE o CpGS por mg de quitosano a la
superficie de las NPQS vy se verificé la emision de fluorescencia. Se observo la presencia
de nanoparticulas fluorescian unicamente cuando tenian la presencia de las moléculas

antes mencionadas (Fig. 18 a-d).

b)

Fig. 18. Acoplamiento de albumina en la superficie de nanoparticulas de quitosano.
a) Concentracion de albumina (ug/ug de nanoparticulas de quitosano) previo a
acoplamiento. b) Concentracion de albumina (ug/ug de nanoparticulas de quitosano)
en sobrenadante posterior a acoplamiento. n=3.
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NPQS acopladas a anti-Clec9a PE NPQS acopladas a CpGs DAPI

Fig. 19. Acoplamiento de moléculas en la superficie de nanoparticulas de quitosano.
a) NPQS observadas a una longitud de onda de 505-545. b) NPQS anti-Clec9A PE
observadas a una longitud de onda de 505-545. C) NPQS observadas a una longitud
de onda de 420-470. d) NPQS CpGs observadas a una longitud de onda de 420-470.
Moléculas acopladas en una concentracion de 0.0lug/ug de nanoparticulas de
guitosano en su superficie observadas por microscopia de fluorescencia. n=3.
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8.4 Pruebas de Viabilidad Celular

Para probar si las nanoparticulas no causaban citotoxicidad, se hicieron ensayos con
Anexina V/7AAD en cultivos de células de bazo a 24 y 72 horas. Se observé que a 24 horas
no hay diferencia significativa entre las células sin tratamiento y las células con diferentes
concentraciones de NPQS, manteniendo una sobrevida mayor al 85%. A 72 horas la
viabilidad comenz6 a disminuir de forma dependiente a la concentracion de NPQS, siendo
la concentraciéon mayor (3 mg/ml) la que causaba menor viabilidad, 80.6% + 3.48 (Fig. 20

c).

Granulocitos

SS5C-H

C) Viabilidad en células de bazo m24horas m 72 horas

100
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50
40
30
20
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*k

I"

Porcentaje de células vivas (%)

Omg/ml Vehiculo 3mg/ml 1.5g/ml 0.75mg/ml
(CH3COOH)

Concentraciéon de Nanoparticulas de Quitosano (mg/ml)

Fig. 20. Viabilidad en células de bazo. a) Micrografia de cultivo primario de células de
bazo de ratén. b) Dot Plot de poblaciones de bazo seleccionadas para el andlisis de
viabilidad. c¢) Porcentaje de viabilidad celular de cultivo primario de bazo de ratén
expuestas a diferentes concentraciones de nanoparticulas de quitosano durante 24
y 72 horas. n=3.
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9. DISCUSION

Por muchos afos el cancer ha sido una enfermedad con alta tasa de mortalidad, tan solo
en el 2018 se calcularon 9.6 millones de muertes a nivel mundial por esta causa [123]. Esto
ha hecho que la busqueda de una cura o tratamiento sea una de las principales
preocupaciones y retos a nivel global en la actualidad.

Recientemente el uso nanoparticulas en inmunoterapia ha incrementado debido a que son
capaces de superar las limitaciones del tratamiento con inmunoterapia basada en la
administracién de moléculas como citocinas, antigenos y farmacos. Las principales ventajas
de su uso son su capacidad de proteger a las moléculas de la degradacién por enzimas del
organismo asi como el incremento de su especificidad y direccionamiento al ser acopladas
a ligandos, pudiendo intervenir en cualquier punto del ciclo de inmunidad en cancer (Fig.17)
[114].
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Fig. 21. Ciclo de cancer-inmunidad. Modificado de Park et al., 2018. Creado con
BioRender.com.
La entrega adecuada a los sitios de interés dependera del biomaterial, tamafio, carga,
forma e hidrofobicidad de la particula; siendo el tamafo la caracteristica mas importante
[124]. En el presente trabajo, el material de eleccién para la fabricacion de las
nanoparticulas fue el quitosano, debido a las propiedades que presenta como
biocompatibilidad, biodegradabilidad, abundancia que lo hace de facil acceso, y la carga
positiva facilita su internalizacion por las células e incrementa su actividad

imnunoestimuladora [125][126].

Uno de los objetivos de este trabajo fue conseguir un tamafio de nanoparticula menor a
500nm, debido a que en la literatura se ha reportado que es el 6ptimo para la internalizacion
rapida y eficiente de las nanoparticulas por las células dendriticas [127][128]. Por lo que se
eligieron y compararon 2 técnicas de fabricacion: emulsion simple y gelificacion ionotrdpica,
considerando ademas del tamafio, su estabilidad y citotoxicidad. También se consideraron

otros factores como el tiempo y costo de fabricacion.

A pesar de que el método de emulsion simple generaba nanoparticulas con una forma mas
esférica y de textura uniforme, el rango de tamafios era muy amplio de acuerdo a las
medidas tomadas por SEM, estas iban de los 250 a los 4000 nm y solo un pequefio
porcentaje de las particulas presentaron un tamafio éptimo. Aunado a esto, la fabricacién
de un lote de particulas tarda aproximadamente 6 horas y el costo de produccién es alto
debido al uso considerable de glutaraldehido. Otra de las principales desventajas de esta
técnica es el uso de solventes orgénicos para los lavados ya que la eliminacion total de los
residuos de glutaraldehido no siempre se logra. Esto significa que es una técnica con alto

riesgo de citotoxicidad [129].

Con la técnica gelacion ionotropica se obtuvéd un tamafio mas homogéneo de particula, ya
gue alrededor del 85% se encontrd por debajo de los 390 nm segun las medidas tomadas
por dispersién de luz dinamica (DLS, Zetasizer Nano). Otra ventaja es que su tiempo de
produccion es de 2 horas y media y se pueden fabricar varios lotes simultaneamente,
también su costo es menor comparado con la técnica de emulsién simple. Aunado a esto,

es relevante destacar que en esta técnica no se usan solventes organicos ni agentes toxicos,
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por lo que es menos probable afectar la viabilidad de las células. Debido a esto, se decidi6
continuar con esta técnica para los demas experimentos.

Posteriormente se evaluaron las variables que pudieran influir mas en el tamafio de
nanoparticula, las cuales son concentracién de quitosano y de TPP. Se observd que la
concentracion de quitosano influye de manera importante en el tamafio, ya que a mayor
concentracion se formaron nanoparticulas de mayor tamafio, mientras que el cambio de
concentracion de TPP no influyé de forma importante. Esto coincide con lo reportado por
Sreekumar et al. en el 2018, quienes demostraron que la principal condicion que influye en
el tamafio de nanopaticula es la concentracion del quitosano, por lo que para controlarlo,
se mantiene siempre la misma relacion quitosano/TPP. También reportaron que el grado
de desacetilacion es la segunda variable de importancia para modificarr las dimensiones de

las nanoparticulas [130].

Una vez que se seleccion6 la concentracién de quitosano y TPP que producian menor
tamafio de nanoparticula, se decidi6 probar 2 diferentes pH (4 y 4.5) para el
encapsulamiento del lisado tumoral. La literatura refiere que es necesario conocer el punto
isoeléctrico (PI) de la proteina a encapsular y a partir de ahi aumentar el pH de la solucion
para que la proteina gané carga superficial negativa. De esta manera interactia por medio
de fuerzas electrostaticas mas facilmente con el quitosano y la eficacia de encapsulamiento
es mayor [131]. Sin embargo, es imposible conocer el punto isoeléctrico exacto del lisado
tumoral proteico, por lo que se tomaron los pH mas comunes usados en trabajos previos

para el encapsulamiento.

En esta prueba se procurd no exceder un pH 5, ya que se ha documentado que el quitosano
comienza a desprotonarse y perder solubilidad, por lo que se corre el riesgo de formar
aglomerados y disminuir la eficacia de encapsulamiento [132]. En el presente trabajo se
observé que el tamafio de la nanoparticula sin encapsular también cambia
significativamente debido a la variacion de pH, por lo tanto, aunque los resultados de las
dimensiones de las nanoparticulas al agregar el lisado tumoral en ambos pH son similares,
se puede observar que el aumento del tamafio de la particula con pH 4.5 es mayor. Se
sugiere que a un pH 4.5 las nanoparticulas tienen mayor capacidad de encapsulamiento

del lisado tumoral.
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En cuanto a la eficacia de encapsulacién se observl que las nanoparticulas fabricadas en
ambos pH y a cualquier concentracién de lisado tumoral son capaces de encapsular mas
del 90% de la proteina. Siendo la concentracion mas alta, 500pg/mg de quitosano, la que
presenta menor eficacia (92% + 0.28 en pH 4 y 93% + 0.42 en pH 4.5). Se asume que esto
es debido a que a elevada concentracion de lisado tumoral, las nanoparticulas no son
capaces de encapsularlo por completo, por lo que, al aumentar la concentracion del lisado,

continuaria disminuyendo la eficacia de encapsulado.

Por otro lado, se obtuvo el indice de polidispersion (PDI) de las nanoparticulas fabricadas
en los diferentes pH, este indica la heterogeneidad de tamafios de moléculas o particulas
en una mezcla. Las nanoparticulas fabricadas con un pH de 4.5 tuvieron un menor PDI, lo
cual nos indica un sistema monodisperso, con mayor estabilidad. Una manera de confirmar
estos datos podria ser obteniendo el potencial zeta. Debido a esto y a que se obtiene una
encapsulacion del 93% * 0.42 con una concentracion de 500png/mg de quitosano, se decidié
continuar trabajando con este pH y a esta concentracion. Estos resultados demuestran que
nuestra técnica es altamente eficiente debido a que segun lo reportado en la literatura,

comunmente se alcanza una eficacia de cargado de entre 50 y 88% [120][133].

El objetivo principal de este trabajo fue fabricar nanoparticulas de quitosano cargadas con
lisado tumoral acopladas a anti-Clec9A PE y Cpgs para su uso como inmunoterapia

antitumoral.

Segun el protocolo seguido del libro “Bioconjugate Techniques”, la cantidad del anticuerpo
gue se desea acoplar en la superficie de las nanoparticulas debe de ser suficiente para
generar un exceso molar de 1 a 10 veces del ligando sobre la concentracién de
nanoparticulas. Debido a esto y a que los anticuerpos usados son sumamente costosos y
en cantidades pequenfas, se decidié hacer la optimizacién de la técnica con albumina [122].
Se observo por medio del desvanecimiento o desaparicion de las bandas en los geles de
poliacrilamida que hay menor concentracion de albumina en el sobrenadante de los grupos
experimentales con respecto al control, lo cual indica de forma indirecta que las
nanoparticulas de quitosano estan siendo acopladas a la proteina. Debido a que no
contamos con un método cuantitativo para evaluar cual de las concentraciones es la mas

adecuada. Cualitativamente se eligié la concentracion de 0.01 pg/ug de nanoparticulas de
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quitosano debido a que la banda practicamente desaparece, indicandonos que se esta
cargando toda la proteina, por otro lado, al observar la muestra por microscopia éptica no
se observa que formen aglomerados, en comparacion con las otras concentraciones. Se
infiere que las concentraciones mas altas forman aglomerados debido al exceso de proteina
gue termina por unirse entre ella y que la concentracidon mas baja hace lo mismo debido a
gue hay un exceso de NPQS en comparacion con la proteina a acoplar por lo que las NPQS

comienzan a unirse entre ellas.

Es importante destacar que se logré acoplar anti-Clec9a y CpGs a la superficie de las NPQS
como se observa en las micrografias tomadas por microscopia de fluorescencia. La
activacion de Clec9a ayudara a dirigir el tratamiento de forma especifica a las CDs CD8 a-+
y a su vez colaborara en la endocitosis de las nanoparticulas y aumentara la presentacion
cruzada de los antigenos presentes en el LT. Sin embargo el Clec9a por si solo no puede
producir la activacion de las células dendriticas, por lo que necesita de la coadministracion
de adyuvantes adicionales como agonistas de TLRs [134]. Es este caso se decidié usar
CpGs debido a que se ha demostrado en estudios pre-clinicos y clinicos que pueden
estimular una respuesta inmune Thl efectiva. Se eligid usar CpGs tipo C ya que son
capaces de estimular a las CDp para que secreten IFN-I e inducir la maduracion y secrecion
de citocinas como IL-12p70, IL-6 y TNF- a por los linfocitos B y las CDs volviéndolo un

adyuvante perfecto en este tratamiento [135].

Para medir si las nanoparticulas de quitosano usadas a diferentes concentraciones y por
diferente tiempo eran citotoxicas, se realiz6 un ensayo de deteccion de apoptosis con
Anexina V/ 7AAD. La anexina V es una proteina que se une especificamente a
fosfatidilserina, esta (ltima se encuentra presente en la membrana celular externa
solamente cuando existen procesos de apoptosis temprana. El 7AAD es una tincién que
solamente se vuelve permeable cuando la membrana de la célula esta comprometida,
ayudando a identificar procesos de apoptosis tardia o necrosis celular. La combinacion de
ambos hace que se vuelva una prueba adecuada para la identificacion de muerte celular.
Se observé que las NPQS en 24 horas no causan citotxicidad con respecto al control, en

cambio posterior a 72 horas, la viabilidad comienza a disminuir.
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9.1 Proyecciones a futuro

La siguiente fase de este proyecto es evaluar la activacion de las CDs CD8a.+de forma in
vitro con NPQS anti-Clec9A PE/ CpGs. Se planea cultivarlas con diferentes
concentraciones de NPQSLT anti-Clec9A PE/ CpGs, NPQSLT anti-ClecOA PE, NPQSLT
CpGs y los grupos control. Posteriormente se seleccionara la mejor concentracion y
combinacion de nanoparticulas por medio de la evaluacion de marcadores como CD1l1c,
CD80, CD86, CD40, entre otros por medio de citometria de flujo y la liberacién de IL-12 y
TNF-a por medio de ELISA.

iCD o cytomety
CD8a* \
e = ot S
24 horas 24 Hiorasy
48 horas

"‘t

Marcadores:
-CD11c  -F4/80
-CD80 -CD86
-CD40 -CD273
-CD274

Citocinas:
-IL-12
-TNF-a
-IL-10

Fig. 22. Esquema de experimentos in vitro con NPQSLT anti-Clec9A PE/ CpGs.
Creado con BioRender.com.

Se probara la efectividad de las nanopatrticulas cargadas con lisado tumoral acopladas a
anti-Clec9A y CpGs en ratones ¢57bl/6. Primero se evaluara el uso de las nanoparticulas

como tratamiento. Inocularemos a los ratones con células de melanoma B16-F10 (dia 0) y
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se le aplicaran 3 dosis (en los dias 7, 14 y 21) con diferentes concentraciones de NPQSLT
anti-Clec9A PE/ CpGs, NPQSLT anti-Clec9A PE, NPQSLT CpGs y los grupos control. Los
ratones seran monitoreados cada 2 dias para vigilar el crecimiento tumoral, asi como su
estado de salud. Seran sacrificados cuando el tumor alcancé una medida de 2 cm y se
evaluara por medio de inmunohistoquimicas la presencia de linfocitos T CD4, CD8, CDs y
macroéfagos, la presencia de marcadores de activacion como CD40, CD80y CD86 e IL-12,
IL-10, IL-4 e IFNy. Finalmente, se evaluara el uso de nanoparticulas como inmunizacion.
Se utilizaran ratones c57bl/6, los cuales seran inoculados con 3 dosis (en los dias 7, 14 y
21) con diferentes concentraciones de NPQSLT anti-Clec9A PE/ CpGs, NPQSLT anti-
Clec9A PE, NPQSLT CpGs y los grupos control. Se les dara el mismo seguimiento y se
realizarén los mismos experimentos que con el grupo donde las nanoparticulas se utilizaron

con tratamiento.

TRATAMIENTO CON NANOPARTICULAS

Células Dia 0 , v
B16-F10 /
66 _.ﬁ/) */7_.**’ & __.Q/,
Ratones 3 dosis en total
c57bl/6 -Dia7
-Dia 14
-Dia 21
- Resultados
esperados

INMUNIZACION CON NANOPARTICULAS
¥

o B WZ

Células

?Dgoosis en total B16-F10
Dia7 Dia 14
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esperados

Fig. 23. Esguema de experimentos in vivo con NPQSLT anti-Clec9A PE/ CpGs.

Creado con BioRender.com.
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10.

CONCLUSIONES

Se demostré que la fabricacién de particulas por el método de gelificacion ionotrépica
genera particulas de menor diametro en comparacion con las particulas generadas por

el método de emulsion simple, lo cual es méas adecuado para la entrega de farmacos.

Las nanoparticulas de quitosano fabricadas con pH de 4.5 presentaron menor diametro

en comparacion a las nanoparticulas de quitosano fabricadas con pH 4.

La eficiencia de encapsulamiento por las nanoparticulas de quitosano fabricadas a pH
de 4y 4.5 fue similar, siendo mayor a 90% independientemente de la concentracion del

lisado tumoral.

La concentracion de proteina adecuada para el acoplamiento en la superficie de las

nanoparticulas de quitosano fue de 0.01ug por mg de quitosano.

Las nanoparticulas de quitosano no causaron citotoxicidad en células de bazo a 24

horas pero a 72 horas provocaron disminucion de la viabilidad celular.
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