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RESUMEN

El fosfatidilinositol 4,5-difosfato (PIP2) es un lipido de gran importancia en
diferentes procesos fisioldgicos; esta implicado en la activacion de vias de
sefalizacion para la remodelacion citoesquelética, el trafico vesicular y la
moderacion de la funcidén de canales ionicos y transportadores.

Los liposomas, por otro lado, son nanovesiculas lipidicas que permiten el acarreo
y transporte de distintas moléculas a blancos celulares especificos, mejorando la
eficacia en su actividad y reduciendo los efectos adversos o toxicos que producen.

El equipo de trabajo del laboratorio 4 de la UMIEZ ha llevado a cabo
investigaciones sobre células de naturaleza linfoide y de diversos tipos de
carcinoma, como hepatico y de cérvix, encontrando que la estimulacion aplicada
con un nanoliposoma que contiene al PIP2 promueve la movilizacion y expresion
de diferentes tipos de receptores de membrana.

En el presente trabajo se realiz0 la evaluacién de este efecto promotor en la
exposicién de receptores sobre células del sistema inmune al aplicar el estimulo
con el liposoma desarrollado para exponer el receptor opioide & (DOR), el cual
esta presente en linfocitos en bajas densidades y su expresién es llevada a cabo
mediante vias de secrecidn constitutivas en microvesiculas y vias de secrecién
reguladas en vesiculas de nucleo denso (DCV).

Aunado a esto, se desarroll6 una técnica para la evaluacion de receptores por
citometria de flujo utilizando un anticuerpo dirigido contra receptores de opioides
de manera selectiva y un anticuerpo secundario acoplado a un fluorocromo ya que
la evaluacion de estos receptores se hace comunmente midiendo la expresion de
los mensajeros o cuantificando la proteina total de extractos para western blot y
por inmunohistoquimica.

Se evaluod la expresion basal del receptor en células linfoides extraidas de sangre
periférica y de la linea celular Reh de carcinoma linfatico, la cual después se
compardé con la expresion obtenida al aplicar un estimulo con liposomas,
observando aumento en la fluorescencia emitida de hasta el 90% lo que es un
indicio de incremento en la expresion del receptor para ambos tipos celulares. Se
observd también que el liposoma juega un papel importante en la realizacion del
efecto por parte del PIP2, puesto que este lipido presentd mayor exposicion del
receptor en la membrana al estimular con liposomas que de forma libre en donde
la fluorescencia fue sdélo del 5% mas en comparacion con la expresion basal.

Con lo anterior se determind la importancia del PIP2 en el tréfico vesicular y la
exposicién de receptores a través de una técnica sensible y eficaz como la
citometria de flujo, lo que provee las bases para la profundizacion en el estudio del
DOR, como su funcién y expresion, en linfocitos y otras lineas celulares.



INTRODUCCION

La membrana celular estd compuesta por una bicapa lipidica que permite el
aislamiento de las células del medio en el que se encuentran, sin embargo, tiene
funciones mas diversas y complejas pues de vital importancia para el correcto
funcionamiento de las células. La membrana contiene moléculas proteicas
dispuestas a través de ella que facilitan la permeabilidad de esta barrera biolégica;
éstas existen en forma de poros (canales) o proteinas mas complejas conocidas
como transportadores; estas son altamente selectivas y permiten el transporte
transmembranal selectivo de sustancias indispensables para la célula. Entre las
proteinas que se encuentran en la membrana también existen receptores que al
activarse por su ligando traducen sefales al interior de la célula para realizar
diversas funciones y éste es el mecanismo principal que permite a las células
comunicarse.

Existe gran variedad de lipidos con diversas propiedades que conforman a la
membrana celular, estas propiedades les permiten participar diferencialmente en
multiples funciones; dentro de estos se encuentran los lipidos que poseen inositol,
principalmente fosfatidilinositol (PI) al cual se le han asociado importantes
acciones reguladoras a pesar de representar menos del 10% del total de lipidos de
la membrana.

Uno tipo de Pl es el fosfatidilinositol 4,5-difosfato (PIP2) que esta presente
Ganicamente en la membrana celular y que ha demostrado importante actividad al
unirse a receptores de fosfolipidos, resultando en la estimulacion de la via del
inositol, movilizando el calcio intracelular e influenciando asi el comportamiento de
la célula. Asi, el PIP2 es capaz de mediar diferentes eventos intracelulares entre
los que se destaca el trafico vesicular y remodelacion del citoesqueleto.

Por otro lado, el receptor de opioides & (DOR) es un receptor del tipo acoplado a
proteina G que se encuentra principalmente en las células del sistema nervioso
central (SNC) y estd relacionado con mecanismos mediadores del dolor vy
adicciones. Al igual que otros receptores, el DOR se expresa en la membrana
celular, sin embargo, se ha demostrado que la mayoria de estos receptores se
encuentran al interior de las células en vesiculas y s6lo se exponen en respuesta a
un estimulo. Asi mismo, el DOR también se expresa en células de sistema inmune
de tipo linfoide y aunque no esta bien descrita su funcion en estas células, se sabe
que los opioides actian como modulares inmunes, modificando respuestas a
estimulos extracelulares, ya sean mitdgenos, antigenos y anticuerpos que se ligan
al receptor de células T.



El grupo de trabajo del laboratorio 4 de la UMIEZ ha desarrollado un nanoliposoma
que tiene en su composicion PIP2 en concentracion de orden picomolar y que ha
mostrado inducir la expresion de diversos receptores en leucocitos normales y en
lineas celulares epiteliales y linfociticas.

Los liposomas son vesiculas fosfolipidicas nanométricas que poseen una 0 mas
membranas en forma de bicapas lipidicas/fosfolipidicas y que ofrecen la
posibilidad de incorporar diferentes moléculas en su estructura, esto con el fin de
hacer mas selectiva la administracion de un farmaco, proteina o lipido a un blanco
especifico, favoreciendo asi el efecto terapéutico deseado y disminuyendo los
efectos adversos o toxicos producidos por los mismos.

De esta manera se utilizé el nanoliposoma con PIP2 (LIP-PI) desarrollado para
dirigir este lipido a células linfociticas aisladas y emplearlo en forma de indicador o
modelo para determinar el efecto de promocion de la aparicion en la superficie
celular de receptores opioides. Esto ofrece la posibilidad de relacionar al LIP-PI
con actividad sobre las células para exponer receptores opioides que puedan
encontrarse al interior de la membrana a la superficie y explorar de esta manera
una posible aplicacién o uso de dichos receptores para efecto diagnéstico o de
tratamiento de las diversas patologias y funciones en las que se ven implicados.



MARCO TEORICO

« Membrana celular

La membrana celular es una capa semipermeable cuya principal funcion es
delimitar y aislar a la célula. Esta compuesta por una bicapa de fosfolipidos, los
cuales representan su base estructural. Los fosfolipidos son moléculas anfipaticas
gue estan en contacto con un medio acuoso al interior y al exterior de la célula de
manera que se organizan para formar la bicapa lipidica de la membrana 2.

Hay mas de mil clases de fosfolipidos que se encuentran en las membranas de las
células eucarioticas, los cuales varian en su distribucién de un tipo celular a otro y
de un organelo a otro 2.

La membrana celular contiene moléculas proteicas a través de ella que la hacen
permeable, estas proteinas actian en forma de canales que permiten a la célula el
transporte selectivo de iones, solutos y otras moléculas a través de la membrana,
el cual se puede llevar a cabo de forma pasiva o activa 13,

Existen diferentes tipos de proteinas transmembranales que van a permitir el
intercambio de sustancias, entre las que se encuentran los transportadores activos
(bombas de iones y acarreadores de solutos), canales de agua (acuaporinas) y
canales idnicos (0 poros); éstos ultimos facilitan un transporte pasivo, altamente
selectivo y rapido de iones (por ejemplo, de decenas de miles de iones por
segundo por canal) respondiendo a un gradiente electroquimico a través de la
membrana que permite a las células comunicarse en milisegundos 3.

Los transportadores, canales y bombas se encargan de los iones y moléculas que
cubren un amplio rango de los procesos biolégicos que son esenciales para el
funcionamiento y comunicacion intercelular 3.

Se ha descubierto que existe una interferencia e incluso una interaccion fisica
entre las distintas proteinas que conforman canales i6nicos y transportadores
dando lugar a lo que se ha descrito como complejos “canportadores” 2.

* Fosfatidilinositol (PI)

El fosfatidilinositol es un glicerofosfolipido presente en las membranas celulares
que contiene inositol unido mediante un enlace di-éster fosfato en la posicion D1
(figura 1) y es el mas abundante de los lipidos del inositol presente en las
membranas de las células eucaridticas. Es un componente escaso ya que
representa Unicamente el 10% de los lipidos de las membranas #°,



Del fosfatidilinositol derivan unos compuestos conocidos
como fosfoinositidos, los cuales son intermediarios
fosforilados formados a partir de una fosforilacion reversible
en alguno o algunos de los tres grupos hidroxilo del PI, los
cuales desempefian una importante funcion en una amplia
variedad de procesos biol6gicos 6.

Hay siete diferentes especies de fosfoinositidos los cuales
se encuentran entre las moléculas mas versatiles
conocidas, todas son moléculas activas que llevan a cabo
una amplia variedad de funciones de regulacion celular
ademas de servir como intermediarios para la sintesis de

otras especies fosforiladas 8. Z
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Ya que diversas funciones celulares, incluyendo 0/\ o
transduccion de sefiales, division y migracion celular,

endocitosis y exocitosis son controladas en las T oH 0
membranas celulares, los fosfoinositidos que se HC.’UZ/_O#
encuentran en aqui desempefian una funcion clave en la 113 on
regulacion de estos procesos mediante la reclusion O

reversible de diversas proteinas citosélicas y complejos
proteicos a puntos especificos de éstas 8°.

Los diferentes tipos de fosfoinositidos se distribuyen en diversos dominios en las
membranas y mediante GTP-asas y Pl-cinasas se inter convierten en sus
diferentes especies contribuyendo cada una en gran medida al mantenimiento de
la identidad de las membranas y al funcionamiento celular &.

Se ha determinado, mediante marcajes, la principal distribucion de algunos de los
fosfoinositidos importantes en las funciones celulares en las distintas membranas;
en particular el fosfatidilinositol 4-fosfato [P1(4)P] que es un lipido clave del aparato
de Golgi, el fosfatidilinositol 4,5-difosfato (PIP2) y el fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato
[P1(3,4,5)P3] en la membrana plasmatica y el fosfatidilinositol 3 fosfato [PI(3)P]
presente como un lipido de endosomas y autofagosomas (figura 2) 8.

De estos fosfoinositidos, el PIP2 es uno de los mas comunes y abundantes pese a
que este representa menos del 10% de los lipidos del PI y tan solo el 0.5-1% del
total de los lipidos presentes en la membrana celular, se encuentra principalmente
en la parte interna de la membrana y ha mostrado ejercer papeles importantes en
el reclutamiento de proteinas en la membrana %19,
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Figura 2. Distribucion principal en membranas celulares de los fosfoinositidos, (fosfatidilinositol 5
fosfato [PI(5)P] es omitido debido a falta de datos). Se muestra solo las principales zonas donde
abundan en células eucaritticas, no se muestran las zonas de menor localizacién. Tomado de
Schink KO, Tan k, Stenmark H. Phosphoinositides in control of membrane dynamics. Annu. Rev.
Cell Dev. Biol. 2016;32(1): 147 8.



En un principio el PIP2 fue identificado como un importante precursor de moléculas
de sefalizacion denominadas mensajeros secundarios, los cuales son producidos
y liberados al interior de la célula en respuesta a diversos estimulos externos % ©,
La hidrolisis del PIP2 por accion de la fosfolipasa C (PLC) forma diacilglicerol
(DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IPs) que estan implicados en la generacion de
sefales de calcio, formacion de adenosin monofosfato (AMP) ciclico y produccion
de prostaglandinas 21011,

Actualmente, se ha descubierto que el PIP2 participa de manera crucial en una
variedad de funciones adicionales y es importante no solo como generador de
segundos mensajeros sino como regulador de procesos biologicos por si mismo
(figura 3), como son reorganizacion citoesquelética °, deformacion, fusion vy fision
de la membrana 1218, trafico y movimiento vesicular 61214 regulacion de canales y
transportadores %1315 fagocitosis 1317 y endocitosis 121819,
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Figura 3. Algunas funciones celulares del PI(4,5)P, la membrana. PIP, regula la actividad de varios
canales i6nicos y transportadores, la organizacion del citoesqueleto de actina, las activacion y
localizacion de proteinas involucradas en el trafico vesicular y el reclutamiento de ciertas proteinas
especificas del citoplasma a la membrana. Tomado de Suh B, Hille B. Regulation of ion channels
by phosphatidylinositol 4,5-bifosfato. Curr Opin Neuorobiol. 2005;15(3): 372 15,




Debido a que cientos de proteinas tienen dominios que reconocen fosfoinositidos
especificos, la concentracion de éstos cambia constantemente y las cantidades
presentes en la membrana alteran seriamente las actividades celulares, incluso
puede llegar a funcionar de forma incorrecta si se encuentran deficientes %14,
Algunos de los dominios efectores sobre los cuales actuan los fosfoinositidos
incluyen el homologo de pleckstrina (PH), fagocito oxidasa (PX), homélogo a la
epsina N-terminal (ENTH) y dominios Fablp, YOTB, Vaclp y EEAL (FYVE)°.

En la regulacién del trafico de vesiculas sinapticas, el PIP2 ha demostrado ser
esencial y para la exocitosis de vesiculas de nucleo denso (DCV) es
primordialmente requerido para el ‘priming’, un paso posterior al acoplamiento de
las vesiculas a la membrana y que precede a la fusion disparada por Ca?* 13,

= Tréfico vesicular requlado por fosfoinositidos

El transporte de proteinas desde el reticulo endoplasmético hasta la membrana
ocurre en diferentes pasos; primero se forma una vesicula trasportadora a la
salida del reticulo para ser llevada al aparato de Golgi, aqui, el cargamento es
ordenado y se forman las vesiculas de secrecion que seran transportadas a la
membrana. Aqui el PI(4)P y el PIP2 juegan un papel crucial durante el proceso de
formacion, transporte y exocitosis de las vesiculas 81318 Las vesiculas son
transportadas por la proteina Myo2 del motor de miosina V a través de filamentos
de actina hacia el sitio de exocitosis, durante su trayecto, las vesiculas van
adquiriendo las proteinas necesarias del complejo exocitico. Este proceso de
reclusion es regulado por el PI(4)P. Cuando la vesicula lleva a la membrana
plasmatica, los componentes adicionales del complejo exocitico son ensamblados
para anclar la vesicula a la membrana en el sitio de expulsidn; éste sitio es
determinado por una variedad de proteinas y lipidos, principalmente el PIP2,
donde actia como un lipido activador de proteinas en la membrana, que es la
maquinaria necesaria para el anclaje y expulsion de las vesiculas 813.

Se han identificado ciertos complejos proteicos activados por el PIP2 como el
receptor de proteina de fijacion soluble NSF (SNARE), proteina de membrana 2
asociado a vesiculas (VAMP-2), proteina de membrana 2 de secrecion asociada a
acarreador (SCAMP2), sinaptotagmina, sinaptojanina 1y 2 (SYNJ1, SYNJ2) entre
otras 8913 que estan involucrados en el trafico vesicular y que alteran su actividad
en funcién de la concentracion en la membrana del PIP2 131° (figura 4).

Debido a que la principal funcion del PIP:z es el reclutamiento y activacion de estas
proteinas en la membrana, la regulacién de la exocitosis vesicular depende de la
concentracion en la membrana de este fosfoinositido. Diversos estudios han
demostrado que la distribucion en la membrana de este lipido es irregular y que
éste se encuentra en microdominios con concentracion correspondiente de

8



aproximadamente 6% molar, aunque no se ha demostrado a qué se debe esto
13,16,20
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Figura 4. Exocitosis vesicular regulada principalmente por PI(4)P y PIP; y las proteinas que son
reclutadas como parte de la maquinaria necesaria para llevar a cabo el anclaje y la expulsién.
Tomado de Schink KO, Tan k, Stenmark H. Phosphoinositides in control of membrane dynamics.
Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 2016;32(1): 149



Adicionalmente se ha sugerido que los sitios en la membrana favorables para la
exocitosis vesicular estan enriquecidos en PIP2 (figura 5) el cual podria contribuir a
la fusion de la membrana por medio de diversos mecanismos 1315,

Aunque aun no esta claro cual de todas las vias activadas por PIP2 y sus
proteinas son esenciales para el trafico vesicular, este lipido a contenido a ciertas
concentraciones en microdominios intrinsecamente sirve como factor
indispensable para mediar el reclutamiento y activacion de proteinas que
promueven la fusiéon de la membrana 16.

CAPS

Citoplasma —— 7
w\—l\ﬂuncm

sinaptotagmina

VAMP-2 e :

Membrana gv%
celular 1 F
R

SNAP-25 sintaxina

Figura 5. Pasos secuenciales de ‘priming’ y fusiéon activadas por Ca2* para exocitosis vesicular
mediadas por PIP,. Se muestra una formacion hipotética del complejo SNARE que involucra
SNAP-25 de la membrana y sintaxina y VAMP-2 de la vesicula. La sintaxina interactiia con el PIP»
en los microdominios de la membrana con una segregacion progresiva del lipido al sitio de fusién.
Las proteinas CAPS y Munc13 se unen al PIP, lo que media el reclutamiento de estas proteinas al
sitio de fusién para promover la formacion del complejo SNARE. La sinaptotagmina dispara la
fusiébn mediante su interaccion con el SNARE y la membrana sobre la union de Ca?*. Tomado de
Martin T, Balla T, Wymann M, et al. Role of PI(4,5)P. in vesicle exocytosis and membrane fusion.
In: Balla T, Wymann M, York J, editors. Phosphoinositides Il: The diverse biological functions. New
York: Springer; 2012: P. 113 18,

+ Receptor opioide-0 (DOR)

El receptor opioide delta (DOR) es un receptor del tipo acoplado a proteina G
(GPCR) y miembro clave dentro de la superfamilia de receptores opioides, es
expresado principalmente en el sistema nervioso central (SNC) y su funcion esta
implicada en la regulacion del mismo sistema nervioso y el control del dolor 1.

Los GPCR se integran en siete dominios heptahelicoidales a 22 transmembranales
y constituyen la tercera familia mas grande de genes y regulan una gran cantidad
de funciones fisiolégicas, principalmente en el SNC. Toda la familia de receptores
opioides pertenece a este tipo de GPCR y su activacion promueve la transduccion
de sefiales al interior de las células por medio de diferentes vias para realizar sus
funciones reguladoras 212324,
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Generalmente se ha descrito a las GPCR como moléculas presentes Unicamente
en membrana plasmatica, se encuentran en forma de complejos pre-ensamblados
con receptores especificos que son activados una vez en la membrana; sin
embargo, estudios farmacologicos y de marcaje inmunolégico con oro han
revelado que el DOR se encuentra localizado principalmente en el citoplasma de
las células bajo condiciones normales, esto sugiere que el DOR es una de las
pocas GPCR que son enviadas a la membrana por medio de vias de secrecién
reguladas, aungue esto no supone que se descarte su expulsion por otra via 227,

En general, los receptores recién sintetizados son procesados en el complejo de
Golgi y armados en multiples microvesiculas en la via de secrecion constitutiva
para ser transportados a la membrana plasmatica, mientras que receptores,
polipéptidos de secrecidon y algunas proteinas son recolectadas en DCV para ser
almacenadas en el citoplasma y ser liberadas a la membrana en respuesta a un
estimulo que incremente los niveles intracelulares de Ca?* (figura 6). Algunos
estudios con anticuerpos especificos han mostrado que el DOR estéa localizado
principalmente al interior de la célula y estd comunmente relacionado
precisamente con las DCV 28,

Se ha demostrado que so6lo pocos receptores de este tipo se encuentran en la
membrana; el DOR esta internamente y localizado cerca de la misma, listo para
ser liberado rapida y facilmente; estimulos como la despolarizacion de la
membrana, tratamiento con capsaicina e interaccion prolongada con analogos
opioides pueden inducir una expresion de DOR en la membrana por secrecion de
via constitutiva o regulada. La remodelacion del citoesqueleto, particularmente de
los filamentos de actina, forman la red por la cual las proteinas son movilizadas, lo

que permite al complejo de Golgi transportar las nuevas proteinas sintetizadas
25,28

Cabe resaltar que existen tres clases de receptores opioides (MOR, KOR Y DOR),
y adicionalmente, estudios farmacologicos sugieren la posible existencia de al
menos dos subtipos de cada receptor, aunque lo anterior no es ampliamente
aceptado, existen eventos subyacentes como la heterodimerizacion en la
membrana, donde los receptores opioides pueden formar homodimeros y
heterodimeros. La dimerizacion suele alterar las propiedades farmacoldgicas de
los receptores respectivos, por ejemplo, DOR forma heterodimeros con MOR y
KOR. Asi, los heterodimeros MOR-DOR y DOR-KOR muestran menos afinidad
para los agonistas muy selectivos 2.
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Figura 6. Translocacién intracelular de los DOR y moléculas de sefializacién relacionadas en
neuronas nociceptivas aferentes. Los complejos pre-ensamblados de DOR en DCV llevados a la
membrana en respuesta a un incremento en la entrada de Ca?*. El receptor o complejo de proteina
G también puede estar asociado a microvesiculas en la via de secrecion constitutiva. En la
membrana el receptor puede interaccionar con receptores opioides p (MOR) los cuales
interaccionan con moléculas de sefalizacion durante el tratamiento con agonistas opioides.
Posterior al tratamiento con agonistas, los heterémeros de receptores son internalizados para ser
degradados por lisosomas o reciclados en la membrana. Tomado de Zhang X, Bao L, Li S. Opioid
receptor trafficking and interaction in nociceptors. Br J Pharmacol. 2015;172(2): 369 28,

Las proteinas de los DOR estan ampliamente distribuidas en todo el cuerpo,
principalmente en SNC, encontrado en altas concentraciones en el bulbo olfatorio,
cortex, estriado y la amigdala. A lo largo de las vias del dolor, se encuentra en
terminaciones nerviosas periféricas, neuronas de ganglios de la raiz dorsal y
materia gris de médula espinal, asi como ndcleo parabraquial, hipotalamo, talamo,
area gris periacueductal y medula rastroventral 2924, Cabe hacer notar que se ha
demostrado su presencia en células de tipo no neuronal, activando cascadas de
sefalizacion para regular la funcion de los canales ionicos y las vias como la
cascada de las MAP cinasas Y fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) 2°.

Estudios han informado la presencia de DOR en células involucradas en la
respuesta inmune. Se ha demostrado la expresion de transcriptos de los tres tipos
de receptores opioides ademas de la evidencia de la expresién en la superficie
celular de receptores DOR y MOR 2931,

La expresion en bajas densidades de DOR en una limitada poblacion de células
linfoides B y T en humanos ha sido comprobada mediante estudios de citometria
de flujo y de unién a radioligandos, estos receptores en células del sistema inmune
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son comunmente los mismos 0 muy similares a los receptores opioides de tipo
neuronal 2°-3,

+ Sistema inmune

Se denomina sistema inmune a las células y moléculas encargadas de
protegernos contra agentes infecciosos que ingresen al organismo. Cuando un
microorganismo, toxina u otro agente dafino entra en algun tejido se activa la
respuesta inmune, sin embargo, ésta se puede desencadenar debido a una
sustancia externa sin que sea necesariamente infecciosa, asi se dice que el
sistema inmune distingue entre lo propio y lo ajeno. De manera general el sistema
se divide en dos tipos: inmunidad innata e inmunidad adaptativa o adquirida; las
gue a su vez cuentan con dos tipos de respuestas inmunes clasificadas de
acuerdo a su naturaleza, la inmunidad humoral y la inmunidad celular 32-%.

La inmunidad innata es la primera linea de defensa contra infecciones y consta de
mecanismos de resistencia que se presentan comunmente antes del inicio de la
infeccion y son inespecificos. La inmunidad adaptiva, por su lado, consta de
mecanismos mas especializados en los cuales un agente patdgeno es
diferenciado de manera especifica y la defensa contra éste aumenta conforme se
tienen mas exposiciones al mismo agente, ademas genera una respuesta de
memoria y es capaz de generar defensa con un gran niumero de receptores que
surgen por recombinacién genética 3435,

La inmunidad innata y adaptativa no ejercen su funcién de manera independiente
a pesar de llevarse a cabo por mecanismos distintos, de hecho, son
interdependientes y cooperan para defender el organismo a través de sustancias
reguladoras de la respuesta inmune que activan la funciéon de las diferentes
células efectoras, incrementando asi la inmunorreactividad 4.

=  Hematopoyesis

Las células del sistema inmune se originan, al igual que todas las células de la
sangre, en la medula 6sea en un proceso llamado hematopoyesis, en el cual, a
partir de unas células denominadas células primordiales hematopoyéticas
pluripotenciales, se originan otras células primordiales con menos potencial de
desarrollo y que son las progenitoras inmediatas de eritrocitos, plaquetas y
leucocitos, las cuales se dividen en dos lineas, mieloide y linfoide; algunas de
éstas células se van a desarrollar y madurar en la misma médula ésea, y después
migran a diferentes sitios, tejidos, al torrente sanguineo o a las diversas zonas del
sistema linfatico, como vasos o ganglios 3* (figura 7).
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progenitoras de lineas celulares sanguineas.

Tomado de Kindt TJ, Goldsby RA, Osborne BA. Inmunologia de Kuby, 6ta ed. McGraw-Hill

Interamericana. México 2007. P. 25 34,
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= |nmunidad innata

En la inmunidad innata participan muchos tipos celulares distintos, las células
principalmente implicadas son los neutrofilos, monocitos, macrofagos, células
dendriticas y las células NK o asesinas naturales. La mayoria de las células que
participan en este tipo de inmunidad son las provenientes de la linea leucocitaria
mieloide y su funcion la llevan a cabo mediante receptores comunes contra los
agentes patdgenos, induciendo asi la fagocitosis y la formacion de las diferentes
moléculas mediadoras de la respuesta inmune, conocidas como inmunidad
humoral 323435,

Los mecanismos humorales de la inmunidad innata los constituyen una variedad
de moléculas solubles, asi como receptores de membrana; entre ellas se
encuentran péptidos antimicrobianos como defensinas y catelicidinas, los
interferones, las proteinas del complemento, proteina C reactiva, los patrones
moleculares asociados a patdgenos (PMAP), receptores de reconocimiento de
patrones (PRR), etc. 3234,

= |nmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa es capaz de reconocer y eliminar microorganismos y
moléculas extrafias de manera altamente selectiva ya que, a diferencia de la
inmunidad innata, las reacciones de la inmunidad adaptativa no son iguales en
todos los individuos de una especie, sino que varian en respuesta a antigenos
especificos en cada individuo. Sus cuatro atributos caracteristicos son:
especificidad, diversidad, memoria y reconocimiento propio 343,

Asi, la inmunidad adaptativa es la defensa que actia cuando un agente extrafio
logra evadir la inmunidad innata y es capaz de montar una repuesta inmune mas
rapida y eficaz cuando se vuelve a exponer al mismo agente patégeno 323435,

El mecanismo humoral con el que cuenta la inmunidad adaptativa son los
anticuerpos, glucoproteinas que son adaptadores capaces de activar las funciones
fagociticas e inhibitorias del sistema inmune. Los anticuerpos constan de dos
cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras también idénticas unidas entre
si mediante enlaces disulfuro; los extremos amino terminales de los dos pares de
cadenas forman una hendidura dentro de la cual se unen a antigenos, ésta es la
region variable que cambia para su union a diferentes sitios de los agentes
extrafios, llamados antigenos. Los antigenos son cualquier sustancia que el
sistema adaptativo puede reconocer y a la que puede responder 3435,

Los componentes celulares de la inmunidad adaptativa son los linfocitos, quienes
son las células especializadas que reconocen los antigenos extrafios y responden,
por lo que también son los mediadores de la respuesta inmune humoral. También

15



se encuentran las células presentadoras de antigenos, las cuales inician el primer
paso en la induccién de la inmunidad adaptativa, y las células efectoras 323,

+ Linfocitos

Los linfocitos constituyen aproximadamente 20 a 40% de las células blancas de la
sangre; los diferentes tipos de linfocitos llevan a cabo funciones especificas dentro
de la respuesta inmune, éstos al madurar se encargan de reconocer y atacar de
manera especifica patdégenos individuales. En general se dividen en tres
categorias basicas: linfocitos B, linfocitos T, cada uno de los cuales cuentan con
su familia caracteristica de receptores de antigeno, y células NK.

Los linfocitos B y T que aun no han interactuado con su antigeno se denominan
linfocitos no capacitados y son células pequefias de aproximadamente 6 um de
diametro, tienen pocas mitocondrias, un aparato de Golgi y reticulo
endoplasmatico poco desarrollados y en general con un corto periodo de vida. Una
vez que interactian con su antigeno avanzan en su ciclo de vida celular y crecen a
células de aproximadamente 15 um de diametro llamadas linfoblastos, que pueden
diferenciarse en células plasmaticas o de memoria, éstas ultimas después de la
exposicion a un antigeno y de las cuales depende la inmunidad a largo plazo.
Dichas células se parecen a las células pequefias no capacitadas, pero se
diferencian de éstas por la presencia o ausencia de ciertas moléculas en su
superficie y apareceran con mayor facilidad ante una segunda exposiciéon a su
antigeno especifico 32-34,

Los diferentes linajes de linfocitos se distinguen por la expresion de receptores de
membrana reconocidos por anticuerpos especificos que reaccionan a una
molécula particular, conocidas de manera general como grupos de diferenciacion
o CD (del inglés cluster of differentiation), y de las cuales se han descrito mas de
250 tipos .

= Células NK

Las células NK son linfocitos granulares grandes que forman parte del sistema
inmune innato y que poseen actividad citotoxica contra una gran gama de células
tumorales e infectadas por virus. Representan del 5 al 10% de los linfocitos y
pueden realizar su funcién a pesar de no contar con los marcadores de superficie
caracteristicos de los linfocitos B y T. Estas células expresan un receptor de
membrana (CD16) para una regién especifica de un anticuerpo que ya ha sido
identificado y producido por otra célula y pueden, a través de su union a estos
anticuerpos, destruir sus células blanco (citotoxicidad mediada por células
dependientes de anticuerpo) 3435,
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= Linfocitos B

Las células B maduran y se desarrollan en la médula 6sea y se distinguen de las
demas poblaciones de linfocitos y de todas las células por su sintesis y expresion
de anticuerpos para reconocimiento de antigeno. Presentan un citoplasma tipico
con un reticulo endoplasmatico abundante, para apoyar su alta produccion de
proteinas, dispuesto en capas concéntricas y asi mismo muchas vesiculas de
Golgi 3.

Cada célula B esta programada genéticamente para codificar un receptor de
superficie especifico de un antigeno determinado y poseen alrededor de 1.5x10°
moléculas de anticuerpo en su superficie 3% 3,

Luego de que un antigeno se une a una célula, los linfoblastos del linaje de células
B se distinguen en células plasmaticas o efectoras, que sintetizan y expulsan su
anticuerpo en grandes cantidades, de cientos hasta mas de mil millones por
segundo, y tienen un tiempo de vida de una a dos semanas, aunque es posible
encontrar algunas poblaciones longevas en médula 6sea 33-3.

También pueden diferenciarse en células de memoria, que tienen un tiempo de
vida mayor que los linfocitos no capacitados y que presentan en su membrana el
mismo anticuerpo que su célula progenitora, al contrario de las efectoras que
expulsan su anticuerpo producido y tienen nada o poco unido a membrana 323435,

= Linfocitos T

Las células T maduran en el timo (de ahi su nombre) y durante este proceso se
diferencia para expresar un anticuerpo de unién a antigeno llamada receptor de
célula T. Este, al contrario de las células B, sélo reconoce un tipo especifico de
antigeno unido a proteinas de membrana llamadas complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) que son glucoproteinas genéticamente diversas
presentes en las membranas celulares e intervienen en el proceso conocido como
presentacion de antigeno .

Existen dos tipos principales de MHC, las de clase | que presentan practicamente
todas las células nucleadas y las de clase Il que sélo son expresadas por ciertos
tipos de células especializadas en presentacion de antigeno 343,

Cuando un linfocito T reconoce un antigeno asociado a MHC sobre una célula, el
linfocito prolifera y se convierte en un tipo especifico de célula T 3234,

Existen dos poblaciones bien definidas de células T, las células T colaboradoras
(TH) y células T citotoxicas (Tc) y un subtipo caracterizado como células T
reguladoras (Treg). Cada una de estas poblaciones se distingue entre si por los
grupos de glucoproteinas de membrana CD4 o CD8 presentes en cada una °°.
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Las células Tn exhiben en su membrana CD4, mientras que las Tc son positivas a
CD8 y la proporcion de éstas en la sangre periférica es normalmente 2:1 pero
suele afectarse dependiendo del estado inmunologico que presente una persona.
Las células efectoras de la subpoblacion Tu se diferencian después de ser
activadas por la interaccién antigeno-MHC y su trabajo es facilitar la activacion de
linfocitos B, linfocitos Tc, macrofagos y células participantes de la respuesta
inmune. De igual forma, el reconocimiento de un complejo antigeno-MHC por
parte de una célula Tc resulta en su diferenciacién y activacion en célula efectora
conocida como linfocito T citotoxico (CTL) y esta tiene el papel de vigilar células
del cuerpo y eliminar aquellas que exhiban algun antigeno extrafio en MHC clase
I, por ejemplo, células infectadas por virus 3435,

Las células Treg exhiben en su superficie antigeno CD4* y CD25", pero estas a
diferencia de las células T, que son CD4*, suprimen inmunoreacciones, es decir,
son reguladoras negativas de la respuesta inmune 3435 (ver tablal).

Los tres tipos de subpoblaciones de ceélulas T, al ser activadas, pueden
diferenciarse tanto en células efectoras, con su actividad definida especifica, o en
células T de memoria 32-36,

Tabla 1. Algunos marcadores CD para células de la linea linfoide. Tomado de Kindt TJ, Goldsby
RA, Oshorne BA. Inmunologia de Kuby, 6ta ed. McGraw-Hill Interamericana. México 2007. P. 34 34,

Designacion Funcion Linfocito | Linfocito | Linfocito Célula
CD B TH Tc NK
CD2 Molécula de adhesion; - + + +

transduccion de sefiales
CD3 Elemento de traduccion de - + + -
sefales del receptor de
célulaT
CD4 Molécula de adhesion que - + - -

se une a moléculas MHC
clase Il; transduccion
de sefales

CDS8 Molécula de adhesiéon que - - + +

clase I; transducciéon
de sefiales

CD32 Receptor para la fraccion + - - -
Fc de 1gG

CD45 Transduccion de sefiales + + + +

CD56 Molécula de adhesién - - - +
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* Anticuerpos

Los anticuerpos son moléculas de glucoproteinas encargadas de la inmunidad
adaptativa que se encuentran en el suero sanguineo, principalmente corresponden
a la fraccion de la globulina y y a otras fracciones menos abundantes de la
globulina a y B, por lo que también son denominadas inmunoglobulinas (lg).
Existen diferentes tipos de inmunoglobulinas que se identifican entre si debido a
que varian en composicion de aminoacidos, tamafio, carga y contenido de hidratos
de carbono, siendo la principal la IgG también estan las IgA, IgM, IgD e IgE; la IgG
consta ademas de 4 subclases IgG1, 19G2, 1IgG3 e 1gG4 3435,

La molécula de anticuerpo esta formada por cuatro regiones o cadenas peptidicas,
dos cadenas ligeras (polipéptidos de aproximadamente 22,000 Da) y dos cadenas
pesadas (aproximadamente de 55,000 Da o mas) idénticas entre si. Cada cadena
pesada se une a una cadena ligera mediante enlaces disulfuro e interacciones no
covalentes para formar un heterodimero de cadena pesada-ligera; las dos
combinaciones idénticas de cadena pesada-ligera se unen a su vez mediante
puentes disulfuro e interacciones no covalentes para formar la estructura de
anticuerpo basica de cuatro cadenas (figura 8A). Aproximadamente los 110
primeros aminoacidos de la region amino terminal, ya sea de cadena ligera o
pesada, varian mucho entre anticuerpos de distinta especificidad. Los segmentos
de secuencia variable, llamados regién Fab (del inglés fragment antigen binging),
son los que tienen actividad de union a un antigeno especifico y la regién Fc
(fragment crystallizable, debido a su cristalizacion durante su almacenamiento en
frio) es la region constante, sin actividad antigénica, y lleva a cabo las funciones
efectoras del sistema inmune (figura 8B) 333,
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Figura 8. Se ilustra la estructura de una molécula de anticuerpo. A) El anticuerpo consta de dos
cadenas pesadas (verde) y dos ligeras (amarillo). B) La fraccion variable Fab (rojo) de especificidad
antigénica y la regién constante Fc (azul). Tomado de Murphy K, Travers P, Walport M.
Inmunobiologia de Janeway. 7ma ed. México: McGraw-Hill Interamericana; 2009. Pp. 112-113 3,
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Un antigeno es especifico para un anticuerpo, el cual reconoce solo una pequefia
parte de su estructura que se conoce como determinante antigénico o epitopo
(figura 9). Los antigenos por lo regular tienen muchos epitopos diferentes que
pueden ser reconocidos por anticuerpos diferentes, lo que induce la respuesta y
proliferacién de diversas clases de linfocitos B 3436,

Esta respuesta se determina de anticuerpo policlonal y facilita la localizacion,
fagocitosis y lisis del antigeno lo que le confiere una clara ventaja para la
proteccion por parte de la inmunidad adaptativa 34.

Para la investigacion esta heterogeneidad de anticuerpos que aumenta la
proteccion in vivo, suele reducir la eficacia de un antisuero para su uso in vitro por
lo que es preferible el uso de un anticuerpo especifico contra un solo epitopo de
un antigeno derivado de una sola clona o célula, conocido como antigeno
monoclonal 3334,

El desarrollo de la técnica que permite la
produccion de un anticuerpo monoclonal se debe
al trabajo de Georges Kdhler y Cesar Milstein en
1975 33,

La produccion de un anticuerpo monoclonal se
realiza al fusionar una célula B activada por la
unién a su antigeno con una célula de mieloma,
esto va a resultar en la formacion de una célula
llamada hibridoma. Esta célula hibrida resultante
va a poseer las ventajas de crecimiento inmortal
de la célula de mieloma y la produccion de
anticuerpo especifico del linfocito B 3436,

antigeno

Estas clonas de hibridoma pueden ser cultivadas
de manera indefinida y secretan grandes
cantidades del anticuerpo 3334,

El antisuero policlonal obtenido de un animal
anticuerpo inmunizado  contra  determinado  antigeno
especifico, contiene una mezcla de anticuerpos
Figura 9. Region de unién monoclonales, cada uno especifico para diferente
especifica a un antigeno  epitopo de la molécula compleja de antigeno. Con
(epitopo). Tomada de Murphy K, | antisuero obtenido se lleva a cabo la formacion
Travers P, Walport M. I .

o de los hibridomas que se -cultivan para
Inmunobiologia de Janeway. i
7ma ed. México: McGraw-Hill Posteriormente ser separados de acuerdo a su

Interamericana; 2009: Pp. 17 afinidad o especificidad de epitopo 3234,
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e Linea celular HepG?2

Linea celular de ATCC caracterizada proveniente de Homo sapiens. Son células
derivadas de higado de un individuo caucasico masculino de 15 afios de edad con
carcinoma hepatocelular, poseen morfologia epitelial y son adherentes 36,

Algunos genes que expresa son transferrina, albumina, a2-macroglobulina,
haptoglobina, ceruloplasmina. Expresa receptores de insulina y factor de
crecimiento insulinico tipo 2 3.

La linea celular se ha descrito como apta para transfeccion y hospedador; no se
tiene evidencia de expresion de virus de hepatitis B en su genoma y no es
tumorogénica. Su indicacion de cultivo es en medio completo Eagle (ATCC) con
10% de SFB e inyeccion de CO:2 al 5% 3.

* Linea celular Reh

Linea celular ATCC proveniente de Homo sapiens con morfologia linfoblastoide y
de cultivo en suspension (no adherentes). Derivadas de leucemia linfocitica aguda
con expresion de genes CD3 A, B, C, CD4y CD10 ¥,

Cultivo indicado en medio completo RPMI-1640, 10% de SFB, CO2 5% %7,
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e Liposomas

Los liposomas son vesiculas fosfolipidicas nanométricas que poseen una
membrana con estructura de bicapa, estdn compuestos de una o mas bicapas
lipidicas/fosfolipidicas concéntricas o no, (figura 10) que pueden contener otro tipo
de moléculas (como proteinas) entre sus estructuras. Pueden ser unilamelares o
multilamelares y dependiendo del numero de bicapas que contengan son capaces
de acomodar compuestos entre sus compartimientos acuosos o lipidicos 2.

B

5

)

Figura 10. Composicion de los liposomas. Bicapa que forman los lipidos de la membrana de la
vesicula. Al contrario de las micelas, los liposomas tienen un compartimento hidrofilico en su
interior lo que le permite incorporar o encapsular una variedad de moléculas con diferentes
propiedades. Tomado de: Universidad de Salamanca. Dpto. de Sistemas de la Fundacion General
de la Universidad [Internet]. Salamanca; Espafia, 2007-2014 [consulta 20 noviembre 2017].
Disponible en: https://dicciomed.eusal.es/palabra/liposoma .

Ademas de las moléculas de lipidos y fosfolipidos, los liposomas contienen otras
moléculas como esteroles en su estructura, el esterol mas ampliamente utilizado
para la fabricacion de liposomas es el colesterol, el cual da estabilidad a la
vesicula y disminuye el paso de solutos a través de la membrana 384,

Los liposomas presentan muchas ventajas en su funcion de sistemas
acarreadores de farmacos debido a que la composicion de su membrana le
permite transportar moléculas ya sean hidrofilicas o lipofilicas hacia las células;
son relativamente estables, biocompatibles y permiten aumentar la eficacia
terapéutica o disminuir efectos téxicos y secundarios del principio activo 4942,

El mecanismo mas comunmente descrito mediante el cual el liposoma libera su
contenido es mediante adsorcidén de la vesicula a la superficie celular seguida de
una endocitosis (figura 11). Se han encontrado diversos factores que afectan la
interaccién del liposoma con la célula, como la composicion especifica de la
bicapa del tipo celular que se tenga, las propiedades fisicoquimicas del farmaco y
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el tamafio, composicion, carga eléctrica y fluidez de la membrana del acarreador
vesicular 4443,

Los liposomas cationicos son un tipo especial de liposomas que se fabrican con
lipidos sintéticos pues no existen de forma natural; al estar cargados
positivamente, interaccionan espontdneamente con las membranas celulares 3.

Adicionalmente, nuevas técnicas de encapsulacion han permitido el desarrollo de
nanoliposomas que son vesiculas de capa lipidica submicrométricas que
comparten las mismas caracteristicas quimicas, estructurales y termodinamicas,
sin embargo, los nanoliposomas proveen mayor superficie de contacto dandoles el
potencial de incrementar su solubilidad, aumentan la biodisponibilidad, mejoran la
liberacion controlada y permiten la orientacion precisa del material encapsulado en
mayor medida 4143,

Lipasoma
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Figura 11. Se muestra el mecanismo mas aceptado mediante el cual los liposomas interactian con
la membrana plasmatica de sus células diana. a) El liposoma presenta una fusiéon a la membrana
plasmatica de la célula, la cual ocurre muy rara vez 40, b) el liposoma se adhiere a la superficie. c)
en el caso de una fusién con la membrana de la célula, el contenido de la vesicula se libera al
interior de la célula, d) cuando el liposoma se adhiere la liberacién es mediante pinocitosis, €) se
pueden activar vias endociticas no especificas que internalicen al liposoma a la célula, f) una vez
gue sucede la endocitosis del liposoma, este es desintegrado por accién de lisosomas produciendo
la liberacion de su contenido al citoplasma celular. Tomado de: Acosta-Gutiérrez JA. Estudio de
estabilidad biolégica in vivo en ratones atimicos de la cepa nunu de un producto antineoplasico
conformado por IL-2 en un sistema nanoacarreador [Tesis]. México: Universidad Nacional
Autonoma de México. Facultad de Estudios Superiores Zaragoza; 2012 44,
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= Potencial Z

La mayoria de las dispersiones coloidales en medios acuosos inducen consigo
una carga eléctrica. Existen diversas formas de originar la carga en la superficie
de las particulas del sistema, dependiendo de la naturaleza de las particulas y del
medio en el que se encuentran #°.

Una particula cargada positiva o negativamente atraera a iones de la carga
contraria presentes en el medio, formando asi una capa de iones alrededor de la
particula. El desarrollo de una carga neta en la superficie de la particula afectara la
distribucion de los iones del medio en la interfase, aumentando su concentracion
en la capa cercana a la superficie, y formando de esta manera una doble capa
alrededor de cada particula que conforma el sistema disperso. La region interna
de la doble capa se denomina capa de Stern, que es donde los iones estan unidos
fuertemente a la superficie de la particula y la regién externa, llamada capa difusa,
es donde los iones estdn menos firmemente asociados a la superficie °.

La capa difusa marca un limite tedrico en el que los iones y las particulas existen
como una entidad estable; cuando la particula se mueve, los iones de la capa se
mueven con ella. El potencial que existe en este limite (superficie de corte
hidrodinamico) es el potencial Z (figura 12) 4°.
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Distancia desde la superficie de la particula

D,

Figura 12. El pontencial de las cargas delimitado por la capa difusa hasta la zona de corte
hidrodinéico o plano de movimiento de cargas es el potencial Z. Tomado de: Malvern Instruments
Limited. Zeta potential — An introduction in 30 minutes. Grovewood Road, Malvern: Worcestershire,
UK. WR14, 1XZ; 2017. Technical note. P. 10 .
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El potencial Z es una propiedad fisica que posee cualquier particula en un sistema
disperso y es utilizada para optimizar formulaciones de suspensiones o
emulsiones prediciendo interacciones con superficies y mejorando la formacion de
peliculas y recubrimientos 4°,

Ha sido ampliamente reconocido que el potencial Z es un muy buen indicador de
la magnitud de la interaccion entre particulas y su medicidon es comunmente usada
para determinar la estabilidad de sistemas coloidales, ya que entre mayor sea el
potencial en un sistema, las particulas de este estardn mas separadas debido a la
repulsion de cargas, manteniendo asi la integridad del sistema. Cuando el
potencial disminuye, las particulas son susceptibles de acercarse mas entre ellas,
originando asi floculados, coagulos o sedimentos y rompiendo la esencia de
sistema disperso “°.

+ Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica analitica cuantitativa de células o particulas
que fluyen individualmente en una suspension a través de un haz de luz que
después detecta y correlaciona las sefiales que resultan de la iluminacién de esas
particulas para asi darnos informacién sobre el tamafio, forma, complejidad y
numero de particulas que estamos analizando “°.

El citometro de flujo es el instrumento que permite el analisis de particulas que se
encuentran en suspension y que pasan en un flujo continuo a través de un sistema
de tubos capilares y son analizadas por un interrogador como eventos separados.
Un evento es cualquier cosa que ha sido interpretada por el instrumento, correcta
e incorrectamente, como una sola particula. Son sutilezas las que pueden causar
una mala interpretacion, por ejemplo, si el citbmetro no es suficientemente rapido,
dos particulas muy cercanas entre si pueden ser detectadas a modo de un solo
evento, sin embargo, la mayoria de las particulas que son detectadas por el
citbmetro como eventos son realmente células individuales 46,

La luz que emite el laser contra las particulas a analizar va a ser dispersada
dependiendo de las caracteristicas de la misma, por lo cual el citbmetro va a medir
dos parametros principales que son el forward scatter (FSC) que es la luz
difractada detectada en el eje de incidencia del laser y se relaciona con la
superficie y area celulares; y el side scatter (SSC) que es la luz reflejada y
refractada detectada en un angulo de 90° con respecto a la incidencia del haz de
luz y se relaciona con la complejidad interna de la célula y su granularidad 6.

El sistema de laser del citometro es capaz de producir diferentes longitudes de
onda y que va a ser dispuesto a través del interrogador para posteriormente ser
detectado y analizado por el sistema informatico (figura 13) 46.
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Figura 13. Fundamento de la técnica de citometria. La luz dispersada por las particulas en flujo es
detectada por el sistema de sensores y posteriormente las sefiales son interpretadas por un
sistema computarizado que hace su andlisis de forma y complejidad. Tomado de: Diaz-Martinez V,
Martos MC. Citometria de flujo: midiendo células [Internet] c2011[actualizado 25 abril 2011;
consultado 21 noviembre 2017] Disponible en:
https://biotechspain.com/es/tecnica.cfm?iid=1104a_tecnica_citometra 4.

Inicialmente la citometria de flujo fue utilizada para el analisis de células
sanguineas debido a que estas eran ideales para la técnica, puesto que se
encuentran de manera individual y no requieren de una manipulacion previa al
andlisis mediante citometria 4.

Las células de un cultivo o las de lineas celulares también son factibles de analizar
mediante citometria, sin embargo, las adherentes necesitan tratamientos previos
para removerlas de la superficie donde se encuentren para su cultivo. La técnica
también ha sido adaptada para su uso con bacterias, plancton y espermatozoides,
e inclusive ha sido utilizada para el andlisis de particulas como virus, nucleos
celulares, cromosomas, fragmentos de DNA y perlas de latex 4.

= Marcacion de células con anticuerpos fluorescentes

Debido a que el SSC es un indicativo de la complejidad de una célula, se pueden
utilizar diversas moléculas, denominadas fluorocromos, que al interaccionar con
diferentes sitios en la célula le van a proporcionar una determinada fluorescencia.
La fluorescencia se puede definir como la luz de una longitud de onda especifica
que es emitida cuando una molécula absorbe luz de alta energia y la emite en
forma de fotones con una menor energia que la inicial 46,
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La emisiobn de luz es detectada por el citbmetro e interpretada como la
granularidad o complejidad de la célula y, por lo tanto, su medicién es un indicativo
de la funcion, expresion, fenotipo o actividad relacionada de la célula de acuerdo a
la unién o afinidad del fluorocromo “°.

Generalmente se utilizan inmunoglobulinas monoclonales contra antigenos de la
superficie de las células, marcadas con colorantes fluorescentes y poseen ciertas
propiedades especificas tal sea tener alto coeficiente de extincion a la longitud de
onda de excitacion (probabilidad de absorber la luz), alto rendimiento cuantico
(emision de luz), elevada fotoestabilidad y corto estado de excitacion 6.

En las técnicas de inmunofluorescencia e inmunofenotipaje un fluorocromo se
conjuga a una inmunoglobulina que actia como un marcador con el que se
pueden diferenciar distintos anticuerpos al unirse a su epitopo especifico de
afinidad, lo que le va a aportar la fluorescencia para ser detectado, es decir, una
VEeZ que se une un anticuerpo a su antigeno, se afiade un segundo anticuerpo con
una molécula fluorescente conjugada que se va a unir a una regién especifica del
primer anticuerpo, confiriéndole una luminosidad al ser evaluado por el citometro.
A estos anticuerpos se les conoce como anticuerpos secundarios de fluorescencia
y pueden estar conjugados a diferentes fluorocromos (figura 14) 46,

27



gz I
Excitacicn Emisicn
Longitud
Marcader de onda 300 350 400 450 S0 550 S00 6 10

FITC ; i

FE

PE Rojo Texas ; i 3

PE-Cy5

Yoduro de propidio

A

EGFF

AFL LA IISS
EYFP '

ECFF

DsRoio

Aloficocianing (APC) | B

|
PerCp [T TI o P {
TP T rfszr?ffrf.ﬁ?l . 1

Werde Sytox l -

Fuente emisora 300 3% 40 450 500 S50 &00 0 &S50 OO

P e

Laser iones Kripton n l

Laser Helio-Meaon I
Helio-Cadmio I
Lampara de mercuro 1

Figura 14. Fluorocromos méas comunmente utilizados en las técnicas de inmunofluorescencia y sus
rangos de longitud de onda a las cuales absorben y emiten la energia en forma de luz. Tomado de:
Flow cytometry [Internet] Centaur: Brussels. [Consultado 22 noviembre 2017] Disponible en:
http://www.apoptosed.com/prod02.htm 48,

= Anticuerpo contra receptor de opioides delta: Anti-d1-Opioid Receptor

(OPRD1)

El anticuerpo especifico utilizado para la deteccion del receptor de opioides 6 en
las células es el Anti-d:-Opioid Receptor de la marca Sigma-Aldrich. El anticuerpo
es desarrollado en conejo utilizando un péptido sintético conjugado a KLH
(Keyhole Limpet Hemocyanin en inglés o Hemocianina de lapa californiana) como
inmundgeno; el péptido corresponde al dominio extracelular N-terminal del
receptor &-opioide humano vy purificado utilizando el péptido inmunizante
inmovilizado en agarosa “°.
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El anticuerpo es provisto en una solucién amortiguadora de sales de fosfato y con
pH 7.7, contiene 0.01% de azida de sodio como agente conservador y se
encuentra a una concentracion de 1.1 mg/mL 4°.

=  Anticuerpo secundario de fluorescencia: Anti-Rabbit 1gG (whole
molecule) FITC

Mediante citometria de flujo se hara la deteccion del DOR con la ayuda de un
anticuerpo secundario de afinidad aislado de antigeno especifico conjugado a
FITC y desarrollado en cabra del proveedor Sigma-Aldrich °.

El anticuerpo contra conejo IgG-FITC es desarrollado en cabra y purificado
utilizando 1gG de conejo como inmundgeno. El anticuerpo especifico de afinidad al
antigeno es obtenido del antisuero de cabra IgG anti-conejo mediante purificacion
inmunoespecifica que remueve todas las proteinas del suero de cabra, incluidas
las inmunoglobulinas, que no se unen especificamente a la IgG de conejo.
Posteriormente la molécula es conjugada a isiotiocianato de fluoresceina (FITC)
Sigma-Aldrich, isémero | y finalmente el conjugado anticuerpo-FITC es dializado
para remover FITC no conjugada °°.

El producto es provisto en una solucién amortiguadora de fosfatos 0.01 M a pH
7.4, contiene 1% de BSA (albumina de suero bovino) con 15 mM de azida de
sodio como un conservador y se encuentra con un contenido de anticuerpo IgG
especifico contra conejo de al menos 1.0 mg/mL 0.

* Dispersion de luz dinamica (DLS)

También referida como espectroscopia de correlacion de fotones o dispersion
cuasi-elastica de luz, la dispersion de luz dinAmica es una técnica utilizada para
medir el tamafio de las particulas en una suspension de acuerdo a su movimiento
aleatorio en el medio en el que se encuentran (movimiento Browniano). Entre mas
grande sea la particula, ésta sera mas lenta, y entre mas pequefia se movera mas
rapido 5.

Debido a que la viscosidad afecta el movimiento de las particulas a traves del
medio, es necesario realizar la medicion a una temperatura definida y estable. La
velocidad del movimiento Browniano es definida por una propiedad conocida como
coeficiente de difusion traslacional .

El tamafio de la particula se calcula entonces a partir del coeficiente de difusion
traslacional con la ecuacion de Stokes-Einstein:
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Donde:

d(H) = diametro hidrodindmico

D = coeficiente de difusién traslacional
k = constante de Boltzmann

T = temperatura absoluta

n = viscosidad

Debe notarse que el didmetro esta calculado de acuerdo a la difusién de la
particula en el liquido, por lo que se refiere a €l como didmetro dindmico; asi el
resultado del didmetro obtenido con la técnica de DLS es la correspondiente a una
esfera con el mismo diametro dinamico que la particula analizada 5.

Por otra parte, el coeficiente de difusion traslacional depende no solamente del
tamafo de la particula en si, ademas, afectara cualquier estructura que se
encuentre sobre la superficie que modifique la velocidad de difusion, al igual que la
concentracion y tipo de iones en el medio 5.

Los iones en el medio y su concentracion pueden afectar a la velocidad de difusion
de la particula cambiando el espesor de la doble capa eléctrica (llamada longitud
de Debye). Un medio con poca conductividad producira una doble capa de iones
extensa alrededor de la particula, reduciendo su velocidad de difusion, resultado
en una medicion de un didmetro hidrodinamico mas grande y de forma contraria,
un medio con alta conductividad suprimira la doble capa de iones resultando en
una mayor velocidad de difusién y, por tanto, menor tamafio medido 5.

La medicién entonces en el equipo se realiza mediante un arreglo de fuente de luz
que hace incidir un haz de determinada longitud de onda sobre la muestra, un
detector que recibe las sefiales de luz dispersada por las particulas en la
suspension y un correlador que interpreta las sefiales y hace un célculo de tamafio
mediante una serie de algoritmos 5.

El equipo que realiza medicion de tamafio de particula mediante la técnica de
dispersion de luz dindmica se compone, similar al citdmetro, de una fuente de luz
de determinada longitud de onda, la cual pasa por un médulo donde se encuentra
la celda que contiene la muestra y detector que mide las fluctuaciones del haz
luminico y va a traducirlas mediante un andlisis de intensidades (figura 15) 5.
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Figura 15. El detector recibe la sefial de una serie de zonas o “puntos” producidos a causa de la
dispersion de la luz por parte de las particulas, y debido al movimiento Browniano de éstas, la luz
dispersada va a ser detectada como una fluctuacion de los puntos, y a su vez va a ser
correlacionada con la velocidad y, por ende, su tamafio. Tomado de: Dynamic light scattering
[Internet] lllinois: PTL Particle Technology Labs; c2017 [consultado 22 noviembre 2017]. Disponible
en: https://particletechlabs.com/analytical-testing/particle-size-distribution-analyses/dynamic-light-
scattering 52.

Es importante resaltar que la dispersion de la luz por parte de las particulas esta
dada en funcion del diametro de éstas y de la longitud de onda aplicada en I « /114

y I a d® donde | = intensidad de luz dispersada, d = didmetro de particula y A =
longitud de onda, de acuerdo a la teoria de dispersion de Rayleigh. Esto quiere
decir que, en una poblacion de particulas con tamafios distintos, las particulas de
mayor tamarfio van a aportar alrededor de 10° veces mas luz dispersada que las
particulas diez veces mas pequefias, haciendo que la luz dispersada por las
particulas mas pequefias sea extremadamente pobre para hacer la medicién y que
se obtiene una dispersion de luz mayor conforme disminuye la longitud de onda
utilizada 5.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El fosfatidilinositol 4,5 difosfato es un lipido presente en la membrana plasmatica
de las células eucaridticas que ha mostrado desempefar diversas funciones
reguladoras por medio de la activacion de diferentes mecanismos y vias de
sefalizacion que al encontrarse deficiente en las membranas puede llevar a un
mal funcionamiento de los procesos celulares 46, e inclusive alteraciones en su
concentracion han sido implicadas en patologias incluyendo sindrome de Down 53
y desorden bipolar 4.

Por otro lado, se sabe que las células del sistema inmune cuentan con la
presencia del receptor opioide & (DOR) en bajas densidades %°3! y se ha descrito
gue su expresion se lleva a cabo mediante vias de secrecion constitutivas y vias
de secrecion reguladas ya que se encuentra principalmente al interior de las
células en zonas cercanas a la membrana y es activada por el aumento en los
niveles de Ca?* 2528, También es importante indicar que la funcién de los
receptores de opioides presentes en linfocitos se debe a la funcién de éstos como
moduladores de respuesta inmune, sin embargo, la significancia real de este papel
de los opioides no ha sido aln cerciorada *°.

El principal problema que se enfrenta es que no existe un método que emplee
anticuerpos que se unan a receptores opioides de manera selectiva y para
evaluarlos se usa la expresion de los mensajeros, la proteina total de extractos
para inmunoblot o inmunohistoquimica, donde se utilizan anticuerpos formados
por péptidos especificos de cada receptor que normalmente se encuentran
transmembranales o internalizados en la célula, asi, el desarrollo de una técnica
mediante citometria de flujo que utiliza un anticuerpo que se une a una fraccion N-
terminal de la regidn extracelular del DOR hace posible que su deteccién sea mas
facil, con mayor sensibilidad y eficacia.

Con la investigacidon que se lleva a cabo en el presente trabajo se puede evaluar la
capacidad que tiene el PIP2 encapsulado en el LIP-PI para promover la exposicion
de receptores DOR en la membrana plasmatica y determinar la importancia y
mecanismo que tiene este lipido en sus funciones reguladoras, principalmente en
la de aparicion de proteinas de membrana. Ademas, abre la posibilidad de
explorar las funciones que tiene el receptor en las células linfoides y como las lleva
a cabo, asi también la eficacia de los liposomas catidnicos en su funcion de
nanovesiculas acarreadoras y los efectos que produce al interaccionar con las
células tanto linfociticas como epiteliales.
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HIPOTESIS

El PIP2 es un lipido presente en la membrana plasmatica que tiene importante
actividad reguladora en el trafico vesicular y la remodelacion citoesquelética; asi
mismo el DOR es un receptor que se encuentra principalmente en el interior de la
membrana plasmatica en vesiculas que son secretadas por via constitutiva o
regulada.

Al estimular los linfocitos con liposomas con PIP2, se favorecera el movimiento de
vesiculas al exterior de la membrana celular, lo que expondra a los receptores que
éstas contienen; asi, se observara un aumento en la expresion del DOR en la
membrana comparada con la expresion del receptor antes de aplicar el estimulo, o
la expresidn basal que presentan estas células.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto del PIP2 administrado en un sistema nanoacarreador catidnico en
la expresion del DOR en la membrana de linfocitos aislados de sangre periférica.

Objetivos particulares

- Desarrollar una técnica mediante citometria de flujo para la deteccién del DOR
en la membrana plasmatica de las células utilizando un anticuerpo primario
selectivo y un anticuerpo secundario de fluorescencia.

- Determinar la presencia de DOR empleando la técnica de citometria de flujo y
una linea celular de referencia para la titulacion del anticuerpo y adecuarla para su
uso en células linfoides.

- Medir la expresion del DOR en las células linfoides con una técnica
estandarizada a partir de un ensayo inmunologico con el anticuerpo dirigido a
receptor.

- Comparar la expresiéon del DOR en la membrana de los linfocitos antes y
después de aplicar el sistema nanoacarreador con PIP2.

34



MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion de la parte experimental se utilizaran las técnicas de cultivo
celular, citometria de flujo y fabricacién de liposomas en condiciones asépticas.

Para las cuales se utilizaran el siguiente material.

Cultivo celular e Soluciones, medios y reactivos
* Equipo v Soluciéon amortiguadora de
v' Campana de flujo laminar fosfatos (PBS)
v Incubadora con inyeccién v' Verseno
de CO2 v' Medio RPMI 1640 con
v Centrifuga Mycokill y ciprofloxacino
v" Microscopio invertido v Medio DMEM con Mycokill
* Instrumentos y ciprofloxacino
v Micropipetas v Suero Fetal de Bovino
« Material (SFB)
v Puntas para micropipeta v’ Azul tripano
v' Botellas de cultivo
v Cajas de Petri
v' Tubos para centrifuga
v/ Camara de Neubauer
v Contador celular
Obtencion de linfocitos * Soluciones y reactivos
» Equipo v' Etanol al 70%
v Centrifuga v Histopaque®-1077
v' Campana de flujo laminar densidad 1.077 g/mL
e Instrumentos v PBS
v" Micropipetas
e Material
v Ligadura
v' Algodon

v' Tubo Vacutainer con
EDTA de cualquier
capacidad.

v' Camisa para aguja

v' Agujas para tubo
Vacutainer

v Tubos cénicos de vidrio

v Cajas de Petri
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Citometria de flujo

* Equipo
v" Micro centrifuga
v" Refrigerador
v Incubadora

* Instrumentos
v Micropipetas
v' Citometro de flujo BD

FACSAria ll
e Material
v" Puntas para micropipeta
v' Tubos FACS para
citometria
v" Micro tubos para

centrifuga Eppendorf
Fabricacion de liposomas

* Equipo
v’ Campana de flujo
laminar
v' Tanque de nitrégeno
filtrado

v" Sonicador
v' Cronbmetro
e Instrumentos
v" Micropipeta
v/ Balanza analitica
v Jeringa Hamilton 50 pL
e Material
v" Tubos de
esterilizadas
v" Varillas de
esterilizadas
Dispersion de luz dinamica
e Instrumentos
v’ Zetasizer nano Z
e Material
v' Celdas de plastico
v' Celda capilar con
electrodos

ensayo

vidrio

e Soluciones y reactivos

v' PBS

v' Paraformaldehido 2%

v" Anticuerpo primario
OPRD-1 Sigma-Aldrich

v' Anticuerpo secundario IgG
anti-rabbit con FITC Sigma-
Aldrich

v' Metanol filtrado

v' Pipeta Pasteur esterilizadas
v" Microtubos para centrifuga
Eppendorf
* Soluciones y reactivos
v PBS
v" Cloroformo
biotecnolégico
v' Lipido catiénico
Fosfatidilcolina
v Fosfatidilinositol 4,5-
difosfato (PIP2)

grado

<\

* Soluciones y reactivos
v' Agua destilada
v PBS
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» Cultivo de la linea celular de referencia HepG2

Se descongelé un crio-vial de células de la linea HepG2 en SFB/DMSO, se
transfirid su contenido a un tubo conico de plastico con tapa y se adicioné 1 mL de
PBS, posteriormente se centrifugé a 1500 rpm durante 5 minutos y se decanto el
liquido sobrenadante para recuperar el boton celular.

Se resuspendieron las células en 1 mL de medio DMEM con 10% de SFB, se
sembraron en una botella de cultivo de 25 cm?, se adicioné medio con SFB para
obtener un volumen total de 3 mL y se colocé la botella en la incubadora a 37 °C y
5% de inyeccion de COs:.

La botella se mantuvo en la incubadora durante aproximadamente 2 semanas,
tiempo en el cual se estuvo revisando periédicamente para que las células
siempre conservaran condiciones Optimas de desarrollo.

Una vez que las células alcanzaron un ritmo de crecimiento constante en la fase
exponencial y la botella de cultivo se encontraba a aproximadamente 85 -90% de
confluencia se retir6 el medio y se adicionaron 3 mL de verseno, se coloco
nuevamente en la incubadora durante 10 minutos y posteriormente se despegaron
las células dando un leve golpe al costado de la botella; el verseno con las células
se recupero trasvasandolo en un tubo coénico de plastico y se centrifugd a 1500
rpm durante 5 minutos, el liquido sobrenadante se decanto y el boton celular se
resuspendido en 3 mL de medio DMEM con 10% SFB que se repartieron en 3
botellas de cultivo colocando 1 mL en cada una y se completd el volumen a 3 mL
con medio con SFB y se colocaron en la incubadora. Este proceso de resiembra
se repiti6 en dos ocasiones para obtener el pleno acondicionamiento de las
células.

Una vez que las células alcanzaron nuevamente un 85 — 90% de confluencia en
cada botella se mantuvieron en estas condiciones hasta su utilizacion.

* Desarrollo de la técnica de citometria de fluo y t itulacién del
anticuerpo

Se retiraron las botellas de cultivo de la incubadora, a las cuales se les decanto el
medio, se adicionaron 3 mL de verseno para despegarlas, se centrifugaron a 1500
rpm durante 5 minutos y se resuspendieron los botones celulares de cada botella
en PBS para posteriormente colocar todas las células en un solo tubo, del cual se
tomdé una muestra de 10 pL de la suspension celular la cual se transfirio a un
microtubo de 200 pL, se resuspendié con 10 pL de una solucién de azul tripano y
se procedi6é a determinar la densidad celular viable en la camara de Neubauer.
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Se depositaron aproximadamente de 5x10° a 1x10° células en seis microtubos de
2 mL que se etiquetaron con las siguientes condiciones:

Blanco

Anticuerpo primario

Anticuerpo secundario

Anticuerpo OPRD-1 concentracion 2.5 pug/mL
Anticuerpo OPRD-1 concentracion 5 pug/mL
» Anticuerpo OPRD-1 concentracion 10 pg/mL

YV V V VYV

Se centrifugaron los microtubos a una velocidad de 1500 rpm durante 5 minutos y
se decanto el sobrenadante, se fijaron las células adicionando 200 pL de
paraformaldehido 2%, se colocaron en refrigeracion durante 20 minutos,
posteriormente se centrifugaron a 1500/2500 rpm durante 5 minutos y se lavaron
con PBS. Se resuspendieron suavemente las células 200 pL de metanol filtrado y
previamente enfriado a -20 °C, exceptuando el blanco, y se dejaron en
refrigeracion durante 15 minutos, transcurrido el tiempo se centrifugaron
nuevamente y se retird el metanol para lavar con PBS.

Se prepararon 3 soluciones de trabajo del anticuerpo OPRD-1 a las 3
concentraciones establecidas y el anticuerpo secundario preparado en una
solucion de trabajo de 2/1000 pL y se colocé el anticuerpo correspondiente (en el
caso del blanco se adicioné PBS) en una cantidad de 200 pL a los tubos, teniendo
siempre precaucion de que el anticuerpo secundario no entrara en contacto con la
luz.

Se incubaron los tubos con cada condicién en refrigeracion durante la noche y
posteriormente se adicionaron 800 uL de PBS a cada microtubo para después
centrifugar a 2500 rpm durante 5 minutos, se retir0 el sobrenadante y se realizé un
lavado mas con PBS.

Una vez lavadas las células se transfirieron a 6 tubos FACS y se analizaron en el
citometro de flujo.

» Extraccion de linfocitos de sangre periférica

Mediante puncion venosa en el antebrazo de donadores voluntarios se obtuvieron
aproximadamente de 10 a 15 mL de sangre que se recolectaron en tubos con
EDTA como anticoagulante.

En un tubo cénico de vidrio se colocaron 5 mL de Histopaque® a los cuales se les
agrego la sangre en proporcion 1:1 y dejandola caer por las paredes lentamente
teniendo mucho cuidado de no romper la interfase formada entre el Histopaque® y
la sangre.
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Una vez adicionada la sangre se colocaron los tubos en la centrifuga, con cuidado
de no destaparlos y no agitarlos, y se centrifugaron durante 30 minutos a 2500
rpm y sin freno al final del ciclo de centrifugacion.

Transcurrido el tiempo se retird el anillo de células mononucleares formado
introduciendo con mucho cuidado la punta de la micropipeta para no romper las
interfases formadas entre el suero-células mononucleares-Histopaque®-botén
celular.

Las células recuperadas se centrifugaron nuevamente a 2500 rpm durante 15
minutos y el botdn celular se resuspendido en 1 mL de medio RPMI 1640, se
colocaron en una caja de Petri y se les afiadi6 medio RPMI 1640 con 10% SFB
hasta cubrir toda la superficie de la caja, se introdujo la caja a la incubadora y se
dejaron durante un lapso de 3 a 24 horas hasta su uso. Este procedimiento se
realizé siempre como maximo 24 horas antes de hacer el analisis por citometria.

* Adecuacion de la técnica para evaluacion de DOR en  membrana

Para realizar la determinacién del receptor en la membrana celular ya con el
anticuerpo titulado se procedié de la misma forma en la preparacion de la muestra.

+ Para linfocitos
Se recuperaron sélo las células no adherentes, los linfocitos,
retirando cuidadosamente con una micropipeta el medio de la caja
de cultivo, sin despegar el resto de las células adherentes. La
centrifugacion se realizé a 2500 rpm durante 5 minutos.

+ Para HepG2y Reh
Se retiraron de incubacion las botellas de cultivo, se adiciono
verseno para despegar las células y se recuperd dentro de un tubo
conico, se centrifugdé a 1500 rpm durante 5 minutos.

Una vez que se obtienen las células el procedimiento seguido es el mismo para
los tres tipos celulares

Se resuspendieron las células en 1 mL de PBS, se tomaron 10 pL de la
suspension celular y se colocaron en un microtubo de 200 pyL donde se
resuspendio con 10 puL mas de solucion de azul tripano y se realiz6 el conteo.

Se depositaron aproximadamente de 5x10° a 1x10° de células en 1 mL de PBS
separandolas en seis microtubos de 2 mL para las siguientes condiciones:
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Blanco

Células basales

Células permeabilizadas

Células estimuladas con liposomas vacios
Células estimuladas con liposomas con PIP2
Células estimuladas con PIP2 libre

YV VVVY

Se centrifugaron a 1500/2500 rpm (HepGZ2/linfocitos), se lavaron con PBS y se
coloco el estimulo correspondiente. En el caso de las células estimuladas con
liposomas, se adicionaron 500 pL de liposomas por cada 1x10°8 células.

Posteriormente se colocaron en la incubadora los microtubos con estimulo y se
dejaron durante 30 minutos, las células blanco, basales y permeabilizadas se
mantuvieron en refrigeracion.

Transcurrido el tiempo de estimulo se retiraron los microtubos de la incubadora, se
centrifugaron y se realizé un lavado con PBS, a continuacion, se fijaron las células
adicionando 200 pL de paraformaldehido 2% y colocaron en refrigeracion durante
20 minutos, se completd el volumen a 1 mL, se centrifugaron y lavaron
nuevamente.

Se resuspendieron suavemente las células de la condicién ‘Permeabilizadas’ con
200 pL de metanol filtrado y previamente enfriado a -20 °C y se dejaron en
refrigeracion durante 15 minutos. Se retir6 el metanol y se lavaron.

Se resuspendieron las células en 100 pL de la solucion de trabajo del anticuerpo
primario OPRD-1 (2.5 pg/mL), exceptuando el blanco, se incubaron durante toda
la noche, se adicionaron 900 yL de PBS a cada microtubo y se centrifugaron a
2500/3000 rpm durante 5 minutos.

Se retir0 el sobrenadante y se realizé un lavado mas con PBS; posteriormente se
adicioné el anticuerpo secundario preparado en una solucion de trabajo 2 uL de
anticuerpo en 1000 pL de PBS resupendiendo el boton de cada microtubo en 100
uL y se incub6 durante 45 minutos a 37 °C cubriendo de la luz en todo momento.

Se llevoé el volumen total de los microtubos a 1 mL con PBS, se centrifugé y lavo
nuevamente. Por ultimo, se resuspendio el contenido de cada tubo en 500-1000
uL de PBS y se transfirieron a tubos FACS para analizar en el citometro de flujo.

* Preparacion de liposomas catioénicos con PIP 2

Para la preparacion de los lotes de liposomas utilizados en los ensayos se utilizd
el siguiente método:
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Se mezclaron en un tubo de ensayo un fosfolipido y un lipido catiénico en
proporcion 1:1 en cloroformo hasta obtener una mezcla homogénea, se evaporo el
disolvente mediante una corriente de nitrégeno y se adicion6 el PIP2 en
concentracion picomolar a partir de un stock.

Posteriormente se agité vigorosamente y se sometié a varios ciclos de sonicacion,
después de los cuales se llevd a un volumen definido con una solucién
amortiguadora de pH especifico y se acondicionaron en viales de 2 mL. Todo se
realiz6 en campana de flujo laminar y bajo condiciones especificas de trabajo de
acuerdo al procedimiento normalizado del laboratorio.

Por dltimo, se tomd una muestra del lote fabricado y se llevd a analizar al
citbmetro de flujo, para determinar sus caracteristicas fisicas, corroborar la
homogeneidad de las particulas y para comparar su similitud con datos de lotes de
referencia.

» Evaluacion de tamafio y potencial Z de liposomas por DLS

La evaluacion del potencial Z y del tamafio de particula se llevdé a cabo en un
Zetasizer nano Z de la marca Malvern Instruments.

Primero se midié una alicuota de 1000 uL de LIP-PI como muestra y se colocé en
una celda o cubeta de plastico especifica para el equipo.

Posteriormente se seleccionaron las condiciones de lectura de la muestra y se
ejecuto el analisis

Se retird la celda del instrumento y se colocO una nueva muestra del mismo
volumen en una celda capilar para determinacion del potencial Z.

Se repitieron los pasos anteriores para la muestra de LIP-VAC y en ambas
muestras de liposomas se determind el tamafio de particula y potencial Z a
temperaturas de 20 °Cy 37 °C.
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DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de estudio

Experimental. Retrospectivo con seguimiento. Longitudinal. Comparativo. Estudio
experimental aleatorio controlado.

Poblacién objetivo

Receptor opioide & (DOR)

Poblaciéon a estudiar

Linfocitos extraidos de sangre periférica

a. Criterios de inclusién: Sangre de individuos sanos.

b. Criterios de exclusién: Sangre de individuos que presenten cualquier
enfermedad infecciosa o cronica.

c. Criterios de eliminacion: Muestras de sangre contaminadas posteriores a su
extraccion.

Variables

- Independientes

Blanco, no hay estimulo ni alteracion en la membrana.
Permeabilizacion de membrana celular.
Estimulo de liposomas cargados con PIPx.

- Dependientes

Expresion de DOR en la membrana plasmatica
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RESULTADOS

» Fabricacion de liposomas

Para la fabricacion de liposomas se empled un lipido cationico sintetizado en el
por el equipo de trabajo del laboratorio 4 de la UMIEZ con un método disefiado
agui mismo, por lo que en la utilizacion de un nuevo lote de lipido es necesario
realizar un control de propiedades fisicas y verificar la formacién de las
microvesiculas utilizando el nuevo lipido sintetizado (imagen 1).
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Imagen 1. A. Grafico dispersion de los eventos correspondientes a los liposomas fabricados con el
lipido de referencia. B. Eventos correspondientes a los liposomas fabricados con el nuevo lote de
lipido sintetizado.

Se obtuvo una dispersion de la poblacién similar en ambos lotes de liposomas; la
imagen 1B muestra que la distribucion de granularidad relativa (o complejidad) y
tamafno de las nanovesiculas fabricadas con el lipido de nueva sintesis es similar
a las que muestran los liposomas fabricados con el lipido de referencia mostrados
en la imagen 1A.

Los lotes fabricados se nombran con un cédigo dependiendo de lo que contengan
0 qué otros componentes se agreguen a su estructura. Para la prueba de similitud
entre los lotes de liposomas se utilizaron solo el fosfolipido y el lipido cationico de
la formulacion base, es decir, sin PIP2 o vacios, por lo que el cédigo interno
asignado es LIP-VAC; asi, para liposomas con lipido de referencia usaremos el
cédigo LIP-VAC LR y LIP-VAC LS para el fabricado con el nuevo lote de lipido
sintetizado.

En la tabla 1 se presentan los datos de los eventos analizados de cada lote de
liposomas.
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Tabla 1. Eventos obtenidos para cada lote fabricado.

LIP-VAC LR LIP-VAC LS
Eventos totales

Eventos region Superior derecha

% Similitud

Se observa que las poblaciones presentan una similitud mayor al 99% de acuerdo
a los eventos en la region especificada por el lipido de referencia.

También se empleod la técnica de DLS para evaluar el tamafio y el potencial Z de
los liposomas tanto LIP-Pl y LIP-VAC a temperaturas de 20 °C y 37 °C.

Para LIP-VAC a 20 °C se obtuvo un decaimiento rapido del coeficiente de
correlacion (grafico 1A) lo que indica que las particulas son en general de tamafio
pequefio, ademas de que el intercepto se encuentra comprendido en 0.9 diciendo
gue la poblacién presenta una baja dispersion de tamafios, es decir, varia poco.

En el grafico 1B se representa la distribuciéon del tamafio de las particulas
analizadas de acuerdo a su intensidad, se puede ver en el primer pico una
poblacion de aproximadamente 200 nm de tamafio y una segunda poblacion de
aproximadamente 2500 nm.

A Raw Correlation Data B Size Distribution by Intensity
QO e R RS G . L
E ogl T T L L : T R RS SRRTERREREIRR/A PRTRP:
s ] ' : : 1
S S PN S : § B[ g
G 08 : : : g I
- L : : T e P
. : : 2
.% [ B\ P ; % t
5 | : : G oap L
I : : : 2 | : : : : :
S 027 e AR Proneeeeeeeen : S S P P A R R R P :
0.0 ¢ ¢ + ¢ ¥ ¢ . . i 0 : : : : i
0.1 100 100000 100000000 0.1 1 10 100 1000 10000
Time (ps) Size (d.nm)

Grafico 1. Medicién de tamafio de particula de LIP-VAC a 20 °C. A. Coeficiente de correlacion vs
tiempo; B. Distribucion de la poblacién de acuerdo a su tamafio vs intensidad.



El grafico 2A muestra que LIP-VAC a 37 °C presenta un decaimiento de su
coeficiente de correlacion similar al que se observo a 20 °C y de igual forma un
intercepto cercano a 0.9 lo que indica poca variacién entre los tamafios de
particula analizados.

Se ve la aparicion de tres picos en el grafico 2B que indica la existencia de tres
poblaciones distintas en tamafio en la muestra; la primera de aproximadamente 90
nm, la segunda de 800 nm y la tercera, mucho mas grande, de 3 um.
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Grafico 2. Medicién de tamafio de particula a 37 °C de LIP-VAC. A. Correlacién de tamafio de
particulas a través del tiempo. B. Distribucién de intensidad vs tamafio de la poblacién.

Cuando se realiza la determinacion para el tamafio de particula, de manera
analoga el software (Malvern Zetasizer v7.12) entrega datos numéricos de la
muestra que analiza como: tamafio promedio en la muestra (Z average), intercepto
de la grafica de correlacion y tamafio maximo con porcentaje de intensidad de
cada pico mostrado en la grafica de distribucion intensidad vs tamafio.

En la tabla 2 se encuentran los datos para ambas temperaturas analizadas de LIP-
VAC. Se debe notar que para 37 °C los tamafios de particula son menores, sin
embargo, la intensidad es menor para el mas pequefio, asi como la existencia de
un tercer pico ausente en 20 °C que muestra un tamafio mucho mayor.

Tabla 2. Resultados de LIP-VAC para cada temperatura.

Tamafio (nm) Intensidad (%)

37°C 20 °C 37°C 20 °C
93.72 286 8.4 33.8
833.2 2516 58.3 66.2
3171 0 33.3 0
Z average Intercepto
671 | 668 0.912 | 0.929
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De igual forma se analizaron los lotes de LIP-PI encontrando a 37 °C, de acuerdo
al grafico 3A, que el tamafio de particula aparentemente no es muy poli disperso y
al igual que en los resultados de LIP-VAC, el decaimiento es rapido y por
consiguiente el tamafio de las particulas es pequefio.

El grafico 3B muestra tres picos que de la misma forma indican tres poblaciones
con tamafios comprendidos entre aproximadamente 50 nm para el primer, 250 nm
para el segundo y 2000 nm para el tercero con intensidades crecientes del pico
uno al tres.
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Gréfico 3. Andlisis de tamafio de particula de LIP-PI a 37°C. A. Correlacion tamafio vs tiempo; B.
Distribucién de poblacién intensidad de sefial vs tamafio.

A 20 °C los resultados de LIP-PI de tamafio de particula de igual forma similares a
lo obtenido a 37 °C y a LIP-VAC, en el grafico 4A se ve el intercepto con un valor
cercano a 0.9 y un rapido decaimiento del coeficiente de correlacion.

Los tres picos que se observan en el grafico 4B representan poblaciones de
aproximadamente 100 nm, 600 nm y 3000 nm respectivamente para los picos uno,
dos y tres, sin embargo, hay que advertir la altura del pico dos que indica una
mayor intensidad inclusive que las particulas mas grandes.
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Gréfico 4. Determinacién del tamafio de particula de LIP-PIl a 20°C. A. Correlacién del tamafio de
particula vs tiempo; B. Distribucion intensidad vs tamafio de particula de la poblacion.
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De la misma forma se obtuvieron los datos numéricos para las determinaciones a
las dos temperaturas de las muestras LIP-PI que se observan en la tabla 3.

Tabla 3. Resultados a cada temperatura de LIP-PI.

Tamanfo (nm) Intensidad (%)

37°C 20 °C 37°C 20 °C

53.59 114.1 2.5 12.9

261.8 628.1 33.8 43.6

2034 3276 63.7 43.4
Z average Intercepto

5127 | 6156 0.932 | 0.926

El equipo Zetasizer nano Z puede realizar también mediciones de potencial Z
cambiando la muestra a una celda capilar con electrodos. La determinacién la
lleva a cabo aplicando una corriente en la celda que va detectar las cargas de los
iones en el medio.

Para LIP-VAC se obtuvo un potencial Z de 38.4 mV a 37 °Cy 36.5 mV a 20 °C. El
gréfico 5A muestra la variacion en la fase, o carga, en la muestra con respecto al
tiempo que se aplica la corriente en el medio para la temperatura de 37 °C y el
gréfico 5B a 20 °C.
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Gréfico 5. Determinacion del potencial Z de la muestra de LIP-VAC A. Corresponde al andlisis a
37°C; B. Andlisis a 20°C.
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De la misma forma se realiz6 la determinacion de potencial Z para LIP-PI a ambas
temperaturas. El grafico 6A muestra la variaciéon de carga conforme se aplica la
corriente a través del tiempo para 37 °C con un potencial Z obtenido de 21. 6 mV'y
en el grafico 6B se muestra la variacion de fase, o carga, con respecto al tiempo a
20 °C con un potencial Z de 30.7 mV.
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Grafico 6. Determinacion del potencial Z de la muestra de LIP-PI. A. Andlisis a 37°C; B. Analisis a
20°C.

De la misma forma, el software nos entrega resultados numéricos de
determinacion del potencial Z para cada una de las muestras, las cuales se
recopilan en la tabla 4.

Se aprecia una disminucién del potencial Z en LIP-PI debido al aumento en la
temperatura y mayor diferencia de potencial para LIP-VAC en ambas temperaturas
comparado con los valores de potencial Z de LIP-PI.

Tabla 4. Resultados del promedio de potencial Z obtenido para cada uno de los
liposomas a amabas temperaturas.

Potencial Z (mV)

LIP-VAC

LIP-PI
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» Titulacion del anticuerpo OPRD-1

El anticuerpo utilizado para medir la presencia del DOR es un anticuerpo dirigido a
la fraccion N-terminal del receptor, especificado para su uso en
inmunohistoquimica y no probado con otras técnicas, por lo que fue necesario
determinar su aptitud de uso para la técnica de citometria de flujo.

Para su prueba vy titulacion se utilizé la linea celular HepG2 como un blanco
positivo ya que expresa DOR de manera natural (imagen 2) L.

s A S ——— B

1
16

Granularidad relativa

Tamafio 1 T T — ”'F'I'1"‘C-A' T e

Imagen 2. Andlisis de células blanco de HepG2. A. Grafico de dispersion tamafio celular vs
granularidad relativa o complejidad. B. Histograma de intensidad de fluorescencia vs eventos.

La evaluacion de las células blanco localiza la distribucién de la poblacion celular.
En la imagen 2A se observan cudles son las caracteristicas de las células, la
distribucion con base en tamafio y complejidad, asi mismo, en la imagen 2B se
muestra la fluorescencia ‘natural’ de las células a causa de las insaturaciones y
propiedades de los lipidos que conforman sus membranas y aunque el histograma
indica que la fluorescencia es poca, se requiere medirla para posteriormente
apreciar la diferencia de fluorescencia emitida por los anticuerpos adheridos a las
células.

Se debe hacer notar que la diferencia de escalas en el eje de las abscisas entre
ambas graficas se debe a que la medicion de las caracteristicas fisicas de la
célula estd comprendida en un rango lineal, que no sufre cambios subitos entre
unay otra, al contrario del histograma, donde cada punto que se desplaza sobre el
eje supone un aumento drastico en la fluorescencia y para poder apreciar los
cambios se requiere de una escala que abarque una mayor cantidad de valores.

Cabe también sefnalar que los resultados fueron tratados con el programa
computacional Flowing Software 2 version 2.5.1 el cual no permite afadir valores a
las escalas de las gréficas, solo entrega datos numeéricos para su analisis.
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Para el desarrollo de la técnica se evalu6 la fluorescencia emitida por cada
anticuerpo utilizado de forma independiente para determinar si existia
inespecificidad debido a una posible afinidad por otros sitios de union a proteinas.

La imagen 3A muestra el desplazamiento de la poblacion debido a la fluorescencia
del anticuerpo primario OPRD-1, la imagen 3B muestra la fluorescencia emitida
por el anticuerpo secundario y la imagen 3C es un histograma superpuesto que
compara la fluorescencia detectada de cada poblacion celular, en la que tomando
como referente la region 1 comprendida entre barras azules, se puede apreciar la
diferencia entre ambos anticuerpos y las células blanco.
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Imagen 3. Fluorescencia emitida por las células con la adicion de los anticuerpos. A. Anticuerpo
primario OPRD-1; B. Anticuerpo secundario de fluorescencia FITC; C. Histograma de
superposicion con células blanco (gris), anticuerpo primario (rojo) y anticuerpo secundario (azul).
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Tanto las células con anticuerpo primario como secundario se desplazaron a la
misma region de fluorescencia notablemente mayor que la del blanco, sin
embargo, los eventos fueron menores para la poblacion del segundo anticuerpo,
donde el pico llega a una menor altura marcada por la regién 1 (imagen 3C).

Para la titulacion del anticuerpo OPRD-1, que esta indicado por el proveedor para
su empleo con la técnica inmunohistoquimica en una concentracion de 10 pg/mL,
se probaron tres concentraciones diferentes que se eligieron reduciendo a la mitad
la concentracion indicada y a la mitad nuevamente la concentracién resultante,
siendo asi las concentraciones probadas 10, 5 y 2.5 pg/mL (imagen 4), esto
debido a que la citometria de flujo es una técnica de mayor sensibilidad.
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Imagen 4. Histogramas con la emision de fluorescencia a diferentes concentraciones de anticuerpo
primario OPRD-1 y anticuerpo secundario acoplado a FITC. A: 2.5 xg/mL (anaranjado), B: 5 xg/mL
(azul), C: 10 gg/mL (verde), D: Histograma de superposicion con las tres concentraciones
comprendidas en la region 2.
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Se puede advertir en la imagen 4D que cada una de las poblaciones se encuentra
en la misma region (regién 2) para cada concentracion probada, lo cual nos indica
la buena afinidad y especificidad de los anticuerpos puesto que la intensidad de
fluorescencia emitida por cada una de las poblaciones es igual y no existe
variacion en la union con el antigeno independientemente de la concentracion a la
cual se agregue el anticuerpo.

La tabla 5 nos muestra una comparacion entre los eventos analizados para cada
determinacion. Se aprecia una cantidad de alrededor de cinco mil eventos totales
por cada analisis, esto debido a las pérdidas sufridas en los lavados.

Tabla 5. Eventos obtenidos y su porcentaje de desplazamiento de poblacion.

% eventos en
region 2

% poblacién
desplazada

Eventos Eventos
desplazados

5448 3959 73% 100%
5066 2941 58% 74%
5107 3260 64% 82%

Es importante indicar que el cien por ciento de eventos en la regién dos para 10
ug/mL se debe a que éstos son tomados como referencia del total de eventos
desplazados, ya que ésta es la concentracion indicada por el proveedor; asi, los
otros dos porcentajes estan dados con base en el numero de eventos desplazados
por la primera concentracion con el objetivo simple de observar la similitud entre
las poblaciones mas facilmente.

En la imagen 5 se aprecia un histograma de superposicidon con la fluorescencia
emitida en cada condicion para hacer la comparacion entre poblaciones.

CUFITC-A

Imagen 5. Fluorescencias emitidas por las células blanco (gris), anticuerpo primario (rojo),
anticuerpo secundario (azul marino), 2.5 pg/mL (anaranjado), 5 wg/mL (azul claro), y 10 pg/mL
(verde).
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Con la superposicion de las gréficas (imagen 5) se puede diferenciar el notable
desplazamiento en la fluorescencia que presentan las células al aplicarles ambos
anticuerpos (lineas azul claro, verde y anaranjado) que se encuentran en la region
dos, en comparacion con los anticuerpos aplicados de forma individual (lineas azul
marino y roja) que se encuentran en la regiéon uno y que a su vez estan alejadas
de las células blanco, con lo que podemos asegurar una selectividad y
especificidad por parte de los anticuerpos a sus respectivos antigenos, asi como la
sensibilidad de la técnica al determinar la concentracion de trabajo optima de los
anticuerpos.

» Expresion del DOR en linfocitos

Se utilizo la técnica desarrollada para la evaluacion del receptor en las células de
higado y se adecu0 para su utilizacion en linfocitos analizando su expresion de
manera basal y la obtenida al aplicar distintos estimulos.

Al igual que con HepG2, se determinaron la fluorescencia basal y caracteristicas
fisicas de las células blanco (imagen 6).
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Imagen 6. A. Gréfico de dispersion de eventos para la poblacidn de linfocitos y; B. histograma que
muestra la distribucién de la poblacién de acuerdo a la fluorescencia emitida.

En la imagen 6A se observa la poblacion de linfocitos de acuerdo a su tamafio y
complejidad mas pequefia en comparacion con la linea de referencia y asimismo
se puede apreciar la formacion de dos subpoblaciones, probablemente debidas a
los distintos tipos de linfocitos, sin embargo, comparten de manera general sus
caracteristicas fisicas. En la imagen 6B se puede identificar la fluorescencia
natural de las células y la distribucién de éstas.

Inicialmente se hicieron las determinaciones en células permeabilizadas y sin
permeabilizar para evaluar la expresion basal del receptor sin ningun estimulo,
encontrando que estas células, en efecto, cuentan con la presencia del DOR tanto
al interior como en su superficie (imagen 7).
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Imagen 7. Histogramas de distribucién de poblacion de acuerdo a su fluorescencia. A. Blanco; B.
Expresion basal del DOR en superficie; C. DOR en células permeabilizadas y D. Comparacioén del
desplazamiento con respecto a las células blanco; basal en membrana (rojo), basal total (azul).

En la imagen 7B se aprecia la formacion de dos picos con diferentes intensidades
de fluorescencia marcados con dos regiones. En la region uno se puede observar
una mayoria en la poblacion expresando ese nivel de fluorescencia, mientras que
la poblacion mostrada en la regién dos es menor debido a la altura del pico, sin
embargo, es mas fluorescente. La imagen 7C muestra la fluorescencia de las
células permeabilizadas.

El histograma de superposicion de la imagen 7D indica un desplazamiento
relevante de las poblaciones con expresion del DOR en comparacién con las
células blanco, en especial en la regién dos, asi como la distribucion homogénea
gue parece tener la linea azul entre ambas regiones.



La aparicion del segundo pico visto en las imagenes 7B y 7D posiblemente esta
dada por la expresién mayoritaria del receptor en alguna subpoblacion linfocitica y
se debe observar que en la expresién maxima alcanzada por cada pico visto en la
imagen 7D, las células permeabilizadas muestran notablemente un mayor

desplazamiento en la fluorescencia.
La tabla 6 nos muestra los valores de cada determinacion para las poblaciones de

linfocitos analizadas.
Tabla 6. Datos de los eventos obtenidos.

)
desplazado

% total

Eventos
el desplazado

Total de
eventos

Basal

Permeadas

A pesar de que la distribuciéon de las células permeadas esta entre ambas
regiones y no cuenta con un segundo pico claramente marcado como en el caso
de las basales en superficie (imagen 7D), la tabla 6 nos da los valores de los

eventos y porcentajes correspondientes a cada region.
También se obtuvieron los datos de las células una vez que se aplicaron los
estimulos con LIP-VAC, LIP-PI y PI-L. La imagen 8 contiene las graficas de los
histogramas con las distribuciones de cada poblacion de linfocitos y sus estimulos

correspondientes.
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Imagen 8. Histogramas de distribucién de acuerdo a la fluorescencia. A. Estimulo con LIP-VAC
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Imagen 8. Histogramas del aumento en la fluorescencia y desplazamiento de la poblacién al aplicar
los diferentes estimulos. C. Estimulo con PI-L; D. Histograma de superposicion de las poblaciones;
PI-L (dorado), LIP-VAC (verde), LIP-PI (azul claro) y células blanco (negro).

Se puede observar en la imagen 8C que el estimulo con PI-L produce tres picos
gue se pueden distinguir en las regiones tanto de las células blanco, las células
con expresion basal y las estimuladas con liposomas en la imagen 8D, esto podria
decir que las distintas subpoblaciones de linfocitos se estan viendo afectadas de
forma diferente por el estimulo.

Igualmente, la imagen 8D muestra la similitud entre la maxima fluorescencia
provocada por LIP-VAC y LIP-PI, sin embargo, no se debe ignorar la diferencia
que existe, aunque sea minima, ya que se debe recordar que en la escala
logaritmica un aumento en la grafica, aunque sea pequefio, supone un cambio
importante en la intensidad de la fluorescencia.

Aunado a lo anterior, se aprecia en la imagen 8D el incremento drastico que sufren
las células en su fluorescencia al aplicar los estimulos, puesto que, en
comparaciéon con las células blanco, indicadas por la linea negra, el
desplazamiento por provocado por los liposomas es muy grande.

En la imagen 9 se muestra el histograma de superposicidon con las regiones de
mayor desplazamiento y se distingue la similitud entre algunos de los picos
alcanzados por los distintos estimulos.
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FITC-A

Imagen 9. Histograma de superposicion de todas las fluorescencias emitidas por las células en
respuesta a los diferentes estimulos. Se muestran las células blanco (negro), la expresion basal en
membrana (rojo), permeadas (linea punteada azul), PI-L (dorado), LIP-VAC (verde) y LIP-PI (azul
con area resaltada).

El incremento en la fluorescencia de cada condicion es considerable con respecto
al blanco, no obstante, de acuerdo a la imagen 9 las regiones uno y dos remarcan
aun mas las diferencias que existen entre el estimulo con LIP-PI (azul claro) y la
expresion basal en superficie (rojo) lo cual indica el pronunciado efecto del
liposoma con PIP2. Asimismo, se nota la similitud entre el efecto de LIP-VAC y la
expresion basal total a pesar de la pequefia fraccion de la poblacion que se
encuentra en la region dos, con efecto semejante al LIP-PI.

La tabla 7 muestra los datos obtenidos en las determinaciones, donde de igual
forma aparecen los valores de cada condicion correspondientes a las regiones uno
y dos observadas en la imagen 9.

Tabla 7. Nomero de eventos y porcentajes de poblacion para cada condicion.

0,
Eventos o

Total de desplazado % total
eventos desplazado

Basal

Permeadas

LIP-VAC

LIP-PI

PI-L
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Con base en los resultados podemos hacer la comparacion del efecto producido
por cada uno de los estimulos sobre la expresion del DOR en la membrana de los
linfocitos, observado mediante el aumento de la fluorescencia. Mas puntualmente,
en la imagen 10 se puede observar mejor el cambio en la expresion producido por
el liposoma con PIP2 con respecto a la expresion basal en la membrana de los
linfocitos.

91%

% Total

76%

66%

% R2

12%

25%

% R1
64%

4 0% 20% 40% 60% 80% 100%

e H LIP-PI mBasal

Imagen 10. Histograma de superposicion con la distribucién de eventos de acuerdo a la
fluorescencia de linfocitos estimulados con LIP-PI con respecto a la fluorescencia basal que
expresar el DOR en la membrana de estas células. En la grafica de barras se ilustra mas
claramente la diferencia entre la expresion del receptor que se presenta en ambas condiciones.

Los resultados de la imagen 10 indican que, en comparacion con las células
blanco, el 76% presentdé un aumento de fluorescencia que se traduce en la
proporcién de la poblacion de linfocitos que muestra una aparicion basal del DOR
en la membrana y que al aplicar el estimulo con LIP-Pl aumenta al 91% del total
de los linfocitos. Ademas, la fraccion de la poblacion con expresion basal que esta
en la region dos, pasa del 12% al 66% después de aplicar el estimulo, lo que
significa, en primera instancia un aumento en la aparicion del receptor en la
mayoria de las células de la poblacion total.

» Expresion del DOR en la linea celular Reh

Se determind también la expresion del DOR en la linea celular Reh de tipo linfoide,
los resultados fueron concordantes a lo obtenido con los linfocitos aislados de
sangre periférica.
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Imagen 11. Diagrama de dispersion de eventos (A) de la poblacion blanco de células Reh e

histograma (B).

Para la linea celular Reh se siguié el mismo procedimiento y primero se
determinaron la granularidad relativa y tamafio de las células (imagen 11A), asi
como su fluorescencia natural (imagen 11B).

Hay que observar, en la imagen 11A, que el tamafio de las células asi como su
complejidad (o granularidad relativa) es mas homogénea que los linfocitos y sus
caracteristicas son similares entre si ya que se encuentran en un rango definido.
Para la determinacién del DOR y se colocaron las mismas condiciones para la
evaluacion de los diferentes estimulos (imagen 12).
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Imagen 12. Histogramas que representan la fluorescencia emitida por las células al aplicarles
diferentes estimulos; A. Expresion basal del DOR; B. Células permeadas/expresion total del DOR.
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Imagen 12. Histogramas para: C. Estimulo con PI-L; D. Histograma de superposicién con células
blanco (gris), expresion basal en membrana del receptor (rojo), estimulo con PI-L (anaranjado) y

células permeadas o expresion total del DOR (azul).
Primero hay que notar que la forma que presentan las lineas de la imagen 12B y

12C se debe a la baja cantidad de eventos analizados por el citdmetro a causa de
la pérdida de las células durante los lavados del procedimiento, no obstante, en la
imagen 12D se aprecia que la diferencia entre las fluorescencias existe entre las
células blanco y las condiciones de permeabilizacion, expresion basal y PI-L, en
donde la expresion basal en superficie y PI-L es la misma y solo las células

permeabilizadas dieron un notable aumento en la fluorescencia.
En la imagen 13 aparecen los resultados de las condiciones con LIP-Ply LIP-VAC.
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el receptor al aplicar es estimulo con LIP-VAC (A), y el estimulo con LIP-PI (B).

Imagen 13. Histogramas que muestran el aumento en la fluorescencia de las células que expresan
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La imagen 14 muestra la comparacion entre las fluorescencias de las poblaciones
sometidas a los diferentes estimulos y se ve como, al igual que en los linfocitos, el
LIP-PI esta teniendo un efecto de mayor desplazamiento, en la regiéon dos, en
donde la expresién de DOR es superior en comparaciéon con las células blanco y
las expresadas de forma basal en superficie. De igual manera, el efecto de LIP-
VAC es similar al que presenta LIP-PI.

FITC-A

Imagen 14. Histograma de superposicion donde se observa la comparacion en la fluorescencia de
cada condicion aplicada a las células, blanco (gris), basal en membrana (rojo), LIP-VAC (verde) y
LIP-PI (lila).

La tabla 8 recopila los datos y muestra la comparacion entre los eventos
analizados en cada una de las condiciones establecidas.

Tabla 8. Comparacion de la poblacion desplazada de acuerdo a su fluorescencia
en cada una de las condiciones establecidas.

Total de Eventos % poblacién
eventos desplazados desplazada

Basal

Permeadas

LIP-VAC

LIP-PI

PI-L

Se debe mencionar que en la tabla 8 para las células de basa, permeadas y PI-L
se presenta la poblacion desplazada a la region uno y para las células de LIP-VAC
y LIP-Pl se muestra la poblacién desplazada a la regién dos con respecto a la
poblacion inicial blanco.
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* Expresion del DOR en HepG2

Por ultimo, también se realizé la experimentacion sobre la linea celular HepG2
para medir el efecto de los diferentes estimulos sobre la expresion del DOR.

Se obtuvieron los siguientes resultados para la medicion del blanco (imagen 15).
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Imagen 15. A. Diagrama de dispersion de eventos; B. Histograma de fluorescencia presentada por
la poblacion de células blanco.

En la imagen 15A se encuentra el grafico de dispersion de la poblacion de células

HepG2 y en la imagen 15B el histograma de distribucion de la poblacion de
acuerdo a la fluorescencia natural de las células.

Es necesario destacar que para el ensayo de titulacién del anticuerpo realizado
con ésta misma linea celular, se trabajé Unicamente con células permeadas
debido a que esto representa la totalidad del receptor presente en la célula, en

este caso se tomaron las mismas condiciones que en los tipos celulares linfocitos
y Reh.

Las graficas de fluorescencia de la expresion basal del receptor en la superficie
celular y el receptor total, o en células permeabilizadas, se muestra en la imagen

16, aqui se describe una fluorescencia mayor a la presentada por las poblacién
blanco.
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Imagen 16. Histogramas donde se muestra la expresion basal del DOR; A. En membrana y; B. En
células permeadas o expresion total.

Los resultados de la estimulacion con PI-L y la comparacién de las poblaciones
mediante el histograma de superposicién se observan en la imagen 17.
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Imagen 17. A. Fluorescencia debida al estimulo con PI-L. B. Histograma de de las células blanco

(gris), células con expresién basal en membrana (rojo), expresion total o células permeadas (azul)
y estimuladas con PI-L (anaranjado).
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En la imagen 17B es posible apreciar que tanto la expresion basal en superficie,
como la expresion total e del receptor (células permeabilizadas) son practicamente
iguales, es decir, se podria decir que la expresion en superficie que presenta esta
linea celular son todos los receptores que tiene.

Ademas, también en la imagen 17B también se ve que el PI-L no tiene un efecto
muy estimulante en la expresion del DOR, de acuerdo a lo observado en los dos
tipos celulares anteriores.

En la imagen 18 se muestran los histogramas para los estimulos con LIP-VAC y
LIP-PI.
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Imagen 18. Histogramas con la fluorescencia de las células al aplicarles el estimulo con LIP-PI (A)
y con LIP-VAC (B).

En la imagen 17B de puede apreciar como el estimulo con LIP-VAC promueve el
desplazamiento de la poblacion en dos secciones identificadas con dos picos
claramente visibles, el primer pico presenta una menos intensidad que el segundo
mientras que en 17A solo se percibe la presencia de un pico bien definido.

Se describen las diferencias entre las fluorescencias de cada poblacion de las
diferentes condiciones o estimulos en el histograma de superposicion de la
imagen 19.

En las regiones uno de la imagen 19 se muestran el pico de maxima fluorescencia
para la expresién basal en membrana y en la region dos la zona de mayor
desplazamiento de poblacion dado por el pico de LIP-VAC.
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Imagen 19. Comparacion de las fluorescencias emitidas por las células blanco (gris), expresion
basal en membrana (rojo), estimulo con LIP-PI (lila) y estimulo con LIP-VAC (verde).

También debe de notarse que el pico para la expresion méaxima de fluorescencia
del estimulo con LIP-PI se encuentra en el limite entre las regiones uno y dos,
ademas de ser ligeramente menor que la expresion de LIP-VAC, al contrario de lo
observado en los tipos celulares anteriores, sin embargo, ambas son mayores a la
expresion basal y, claramente, a la fluorescencia de las células blanco.

La tabla 9 presenta el resumen de los datos de los eventos analizados para cada
condicién para la expresion del DOR en la linea HepG2.

Tabla 9. Datos de los eventos y poblaciones desplazadas de cada condicion con
respecto a la poblacion blanco de la linea celular HepG2.

(0)
ol G Eventos % desplazado % total

eventos desplazado

Basal
Permeadas
LIP-VAC
LIP-PI
PI-L
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los estudios sobre la actividad del fosfatidilinositol 4,5-difosfato y otros
fosfoinositidos han demostrado que este lipido y sus analogos no solo son
importantes en la regulacion del trafico vesicular, sino que también son
importantes mediadores de segundos mensajeros y mecanismos celulares 816, La
presencia de estos fosfoinositidos en las células resulta importante al grado de
desarrollar ciertas patologias o disfunciones en actividades celulares si se cuenta
con una disminucién de su concentracion en las células 5455,

El fosfatidilinositol 4,5-disfosfato en especifico ha demostrado ser importante para
la movilizacidn y expulsion de vesiculas al exterior de la membrana plasmatica
mediante la movilizacion de proteinas y complejos proteicos en las zonas de la
membrana para llevar a cabo la exocitosis & 1318,

Una de las proteinas que es movilizada en vesiculas desde el complejo de Golgi
cuando se sintetiza es el receptor o opioide, ya sea por via constitutiva o regulada,
el receptor se expone en la membrana en respuesta a ciertos estimulos 2528,

El receptor se encuentra principalmente en las células del sistema nervioso
central, que es donde ejerce su principal funciéon de mediador del dolor y analgesia
al interactuar con sus variados ligandos 2!, sin embargo, tiene presencia en otras
células del cuerpo como en linfocitos, donde se ha sugerido que podrian ser
mediadores de la respuesta inmunolégica 2932,

Aunado a lo anterior, los liposomas, son vesiculas formadas por diferentes lipidos
en soluciones acuosas empleados en forma de dianas terapéuticas debido a que
son capaces de encapsular e integrar en su estructura una variedad amplia de
moléculas con diferentes caracteristicas, mejorando asi la eficiencia en el efecto
de los activos y reduciendo su toxicidad o efectos adversos 40-43,

En el laboratorio 4 de la UMIEZ, el equipo de trabajo ha desarrollado un
nanoliposoma catidnico, que es capaz de interactuar facilmente con las
membranas bioldgicas gracias a su diferencia de cargas y a su vez incorporar en
su estructura moléculas proteicas como la interleucina 2 o lipidos como el
fosfatidilinositol 4,5-difosfato. De esta forma se evalud el efecto del liposoma que
contiene PIP2 en su estructura para observar su efecto estimulante y regulador de
la expresion de receptores en los linfocitos y determinar si esta funcion reguladora
también afecta la expresién del DOR en estas células.

Inicialmente se realizO la caracterizacion y las determinaciones de calidad del
liposoma fabricado. Debido a que su carga positiva se la confiere un lipido
sintetizado en el laboratorio, de igual manera desarrollado por nuestro equipo de
trabajo, fue necesario evaluar la aptitud de éste para poder fabricar los liposomas.
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Las técnicas de citometria de flujo y dispersion de luz dindmica fueron las
utilizadas para hacer el andlisis de los liposomas; éstos tienen un tamafio ya
caracterizado de acuerdo a los estandares del laboratorio, por lo que una vez que
se fabricaron con el nuevo lipido sintetizado se realizé una comparacion mediante
citometria de flujo para evaluar la similitud entre las poblaciones de nanovesiculas.

Como se puede observar en los resultados, las poblaciones de liposomas tienen
una similitud de mas del 99%, lo cual nos indica que las poblaciones tienen la
misma distribucion en cuanto a tamafo y forma (o granularidad) medida con el
citobmetro, asi mismo el lipido mostro la aptitud de uso como materia prima en la
fabricacion de liposomas catiénicos.

Por otra parte, la DLS permitié evaluar el tamafio de los liposomas y proporcion6
informacion util con la que no se contaba previo a la realizacion de este trabajo, el
cual es potencial Z. Mediante el analisis con esta técnica se observo que el
tamafo de los liposomas es variado al existir diferentes poblaciones del orden de
90 nm hasta 3000 um. Cabe mencionar que debido a la forma de medicion existen
diferencias entre el citbmetro de flujo, la microscopia y la DLS.

Para ambos liposomas, tanto LIP-VAC como LIP-PI se observa que la distribucion
de la poblacion es muy dispersa, presentando inclusive hasta tres tamafos
distintos por muestra, sin embargo, hay que recordar que de acuerdo a la teoria de
la DLS, la correlacién que se da entre las particulas de una suspensiéon nos indica
gué tan variado es el tamafio de una particula que se analiza con respecto a otras
de la poblacién que ya han sido analizadas 5%, es decir, si la correlacion muestra
un intercepto de 1 eso seria un indicativo de que todas las particulas son del
mismo tamafo. Del mismo modo, el tiempo que tarda en decaer la curva de
correlacion nos indica el tamafo de las particulas, entre mas rapido caiga, mas
pequefias son las particulas.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la diferencia en tamafio cambia con la
temperatura. Se observd que cuando aumenta la temperatura, aparentemente
disminuye el tamafio de las particulas, no obstante, debe notarse que la intensidad
en la sefal de las poblaciones mas grandes también presenta un cambio mayor
con respecto a la de las poblaciones con menor tamafo. Asi, de acuerdo a la
teoria de la dispersion de Rayleigh, las particulas mas grandes dispersan con
mayor intensidad la luz hasta en un orden de 108 lo cual indica que las particulas
de mayor tamafio no son necesariamente mas abundantes que las de menor
tamafo %' y que al aumentar la temperatura el cambio abrupto en la intensidad
podria deberse a que las particulas presentan floculacion y agrupamiento mientras
gue a 20 °C simplemente se detectan particulas de mayor tamafio de forma
individual.
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Por otra parte, los resultados de potencial Z indican que ademas de ser una
suspension estable, se puede verificar la carga positiva de las vesiculas. En el
caso de LIP-PI se determin6 que a 37 °C pierden un poco la estabilidad que, de
manera general, se considera con un potencial comprendido entre -30 a 30 mV,
sin embargo, hay que considerar que los medios con un pH neutro tienden a dirigir
a una suspension al punto isoeléctrico, debido a la anulacion de las cargas, por
ende, los liposomas que se encuentran en una solucion amortiguadora de pH 7.2-
7.4 se pueden considerar una formulaciébn bastante estable, al mantener la
repulsion entre las particulas debido a las cargas individuales sin contar con una
polaridad por parte de iones en el medio a pH basicos o acidos #°. En el caso de
nuestros liposomas la pérdida de estabilidad a 37 °C indicaria su capacidad de
fusionarse o de liberar su contenido cerca o en las células blanco.

Los resultados obtenidos para las nanovesiculas determinaron que son un sistema
ideal para poder ser utilizados como acarreadores debido a sus caracteristicas y
estabilidad y una vez que esto fue determinado se procedié a hacer el desarrollo
de la técnica para los experimentos con el DOR y su expresion en linfocitos.

La titulacion se llevd a cabo en la linea celular HepG2 debido a que estas células
epiteliales expresan el ARN con el gen codificante para el receptor y asimismo la
proteina sintetizada 2. Aunque la expresion del receptor se da primordialmente en
lineas derivadas del SNC y éstas son utilizadas para el blanco positivo, no se
contaba con los recursos para obtener alguna de estas lineas celulares, por lo que
HepG2 fue de gran ayuda y una alternativa adecuada para hacer la titulacion del
anticuerpo.

Se puede observar, que HepG2 mostré una expresion basal de DOR al aplicar el
anticuerpo y no sélo ayudo a determinar la funcionalidad del método, también se
consiguio determinar la sensibilidad y afinidad del anticuerpo para poderse trabajar
a bajas concentraciones. El anticuerpo con una concentracion cuatro veces menor
a la recomendada por el proveedor desplaz6 84% la poblacion a la zona donde se
encuentra la totalidad de los eventos desplazados, con respecto al blanco, a una
concentracion de 10 pg/mL.

También, las pruebas de afinidad de anticuerpos demostraron la eficacia del
anticuerpo secundario para unirse al anticuerpo primario de manera selectiva y no
causar fluorescencia similar al aplicarse directo a las células, al igual que al
anticuerpo primario no produjo fluorescencia considerable al adicionarse Yy
evaluarse sin la presencia del segundo anticuerpo.

Esto demostr6 la sensibilidad del anticuerpo para detectar el DOR y su
funcionalidad con la técnica de citometria de flujo.
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La técnica desarrollada con los anticuerpos se llevé a las células linfociticas en las
gue también se adecu0 al observarse una expresion del DOR por parte de estas
células.

La presencia del DOR en células linfociticas aisladas de sangre periférica se da en
un 11% mas en células permeadas que en la membrana con respecto a la
poblacién blanco, lo cual, en primera instancia demuestra la presencia del DOR
como parte del funcionamiento de los linfocitos y la existencia de una mayor
cantidad de receptor al interior de la membrana, que es la forma en que
primordialmente, la literatura indica, se encuentra en las células. Es de notar,
como lo indica la imagen 7B, la formacién de un segundo pico en la distribucién de
la poblacion que expresa el receptor, sin embargo, el aumento de la fluorescencia
en esta zona apenas representa un 12% de la poblacion, lo cual podria ser un
indicativo de una mayor expresion en cierta parte de la poblacion de linfocitos.

Al aplicar un liposoma que tiene en su composicion PIP2, se pudo observar un
mayor desplazamiento de poblacién y aunque un desplazamiento significativo no
necesariamente supone una mayor expresion del receptor, el aumento en la
fluorescencia si resulta suficiente para afirmar que hay una mayor afinidad por
parte de las células al anticuerpo.

Al compararse el desplazamiento de poblacién efectuado por el LIP-PI con
respecto a las células basales, debe también notarse el fuerte efecto que esta
provocando el LIP-VAC al desplazar a la poblacion un 89% con respecto a las
células blanco. El hecho de desplazarlas en si, supone un efecto de estimulacion
por parte del liposoma mayor aun que el del PI-L, ya que éste logr6 un
desplazamiento del 41% total y apenas un 5% a la zona de mayor fluorescencia.

De acuerdo a las propiedades de las nanovesiculas como moléculas acarreadoras
43, el hecho de que PI-L cause un efecto estimulante menor que los liposomas da
como resultado la comprobacidon de su eficacia como molécula transportadora, ya
qgue asi se esta demostrando que la particula es susceptible de incorporar PIP2 en
su estructura y llevarlo directamente a las membranas celulares donde éste tiene
su efecto.

La incorporacion del PIP2 la membrana por parte del LIP-PI y el efecto que tiene
por su parte LIP-VAC muestran la eficacia de las nanovesiculas para incorporarse
a las membranas celulares 4, y en el caso de los liposomas catiénicos utilizados,
esto podria deberse a la interaccién con la carga negativa neta de las membranas.

Como se determind en los resultados, la estimulacion por parte del LIP-VAC es
muy similar a la provocada por el LIP-PI lo que hace surgir la duda del por qué se
estd dando este efecto de movilizacion en el liposoma sin PIP2; y una posible
respuesta se podria encontrar en las cargas de los lipidos de la membrana celular.
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Debido a que muchas proteinas contienen dominios polibasicos, cuando se
acoplan a algunos fragmentos hidrofébicos crean una particion selectiva en la
membrana plasmatica. La union a la membrana depende de interacciones
electrostaticas con lipidos anidnicos que enriqguecen la parte interna de la
membrana plasmatica, principalmente fosfatidilserina 6.

Sin embargo, este enriquecimiento de lipidos aniénicos en la membrana, por si
solo no es suficiente para la localizacion de dominios polibasicos, se requiere la
presencia de fosfoinositidos, principalmente PI(4,5)P2 PI(4)P. Y esto se ve
reflejado por la capacidad de los dominios polibasicos de secuestrar moléculas de
PI(4,5)P2 en el plano de una membrana rica en fosfatidilserina in vitro. Por lo tanto,
los fosfoinositidos satisfacen el requerimiento de lipidos polianionicos en los
dominios polibasicos en el amiente electrostatico de la membrana plasmatica ®®.

De esta manera, la interaccion electrostatica entre el liposoma catiénico, inclusive
estando vacio, y los lipidos de la membrana también podria estimular dominios
polibasicos para crear una invaginacion o particion en la membrana susceptible a
expulsion de vesiculas debido a la movilizacion de maquinaria proteica exocitica a
esa zona de a membrana . Por lo tanto, si el DOR es una proteina
preferentemente contenida en vesiculas al interior de la membrana, se determind
que el aumento en la fluorescencia al momento de estimular ya sea con LIP-Pl o
LIP-VAC es un indicativo de una movilizacion vesicular al interior de la célula que
expone su cargamento en la membrana plasmatica, ya que la suposicion de una
sintesis de novo desde el reticulo endoplasmatico es poco probable debido al
tiempo de estimulo de 30 minutos que se realizdé con los liposomas previo a la
fijacion de la célula. A pesar de esto, no se ignora el mayor efecto que esta
teniendo el LIP-PI sin duda mucho mayor al LIP-VAC, puesto que a pesar de que
éste Ultimo también desplaza un porcentaje de la poblacion considerable, la
intensidad de fluorescencia provocada por el PIP2 rebasa, a causa de la escala
logaritmica, la exposicion promovida del LIP-VAC.

Contrastando estos resultados con los que se pueden observar en la linea celular
Reh, es posible aseverar que sucede lo mismo, a pesar de que estas células
tienen en un principio mayor expresion basal del receptor, que muestra un
desplazamiento del 81% con respecto a las células blanco y una movilizacién
practicamente nula por parte del PI-L, esto confirma el efecto realizado por parte
de ambos liposomas y por supuesto del PIP2 que ejerce mejor su actividad gracias
al direccionamiento proporcionado por la nanovesicula.

Se debe hacer mencién que, para el caso de las células permeadas, no fue
posible obtener una cantidad de eventos significativa para hacer una comparacion
con las demas condiciones, puesto que solo se obtuvieron apenas mas de mil
eventos, y aunque los datos parecen indicar una expresion de receptor de un 86%
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no se puede determinar un efecto significativo. A pesar de lo anterior, los
resultados observados para LIP-PI y LIP-VAC encajan de forma adecuada en el
perfil descrito por las células linfociticas aisladas, sin olvidar que Reh es una linea
celular también de origen linfoide.

Los ensayos en HepG2 se realizaron con el propdsito de observar el efecto
estimulante de los liposomas en la movilizacién vesicular en esta linea celular de
referencia que cuenta con expresion basal de DOR, y asi como se pudo ver en las
lineas linfoides, también los liposomas desplazaron la poblacion vista en forma de
aumento en la fluorescencia del 44% en la region de mayor fluorescencia para el
caso de LIP-VAC y del 39% por parte de LIP-PI.

El aumento de expresion en la membrana de DOR provocado por el LIP-VAC
mayor en comparacion con LIP-PI podria deberse a la composicién lipidica de la
membrana de HepG2, y a los dominios polibasicos de ésta 2%:°¢ que es una linea
celular epitelial, a diferencia de las dos anteriores de origen linfoide, sin embargo,
el efecto de movilizacion es claramente apreciable por parte de los dos liposomas
y el desplazamiento de 18% en la region de mayor fluorescencia por parte de PI-L
gue concuerda completamente con lo observado con todas las lineas celulares.

De esta manera, los resultados remarcan la importancia del PIP2 y sus funciones
como regulador del trafico vesicular en las células que, ademas, se ven mejoradas
al ser dirigido a las células en los liposomas cationicos e interaccionar con las
membranas celulares, sin embargo, con los resultados obtenidos se deja abierta la
incognita de determinar el mecanismo al cual debe su actividad el LIP-VAC
desarrollado en el laboratorio que se utiliza en este trabajo y determinar si el
efecto también se presenta en otras lineas celulares y con otros receptores.

Por dltimo, debe resaltarse la importancia de los resultados no solo en las
funciones del PIP2 sino también del DOR, ya que el receptor aparece en células
linfociticas debido a su origen 2°3! y el modelo de aumento en la expresion de
estos receptores puede ser utilizado para indagar mas en las funciones de este
receptor en células linfoides, ya que como se ha indicado, parece tener actividad
como reguladora de algunos mecanismos inmunoldgicos. La induccién en la
expresion del receptor en linfocitos con liposomas podria dar lugar a un estudio
con analgésicos opioides, tanto agonistas como antagonistas, para asi determinar
el papel de su actividad, estructura, y funcion. Ya que existen investigaciones que
vinculan su expresion y represion en linfocitos a la par de células del SNC
posiblemente su actividad como moduladores, no solo de la respuesta inmune,
sino como moduladores del dolor 3-8, DOR es una opcién de investigacion acerca
del como se da esta respuesta al estimulo activado por los analogos y ligandos en
personas que sufren de adicciones, depresion y dolor 5457:58,
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CONCLUSIONES

Se determiné que el PIP2 tiene un efecto de movilizacion vesicular sobre los
linfocitos que favorece la expresion del DOR cuando se administra en un
sistema nanoacarreador

Se logré emplear un anticuerpo especifico contra DOR y un anticuerpo
secundario de fluorescencia para el desarrollo de una técnica de citometria
de flujo que result6 en la evaluacion del receptor en las células.

Se consiguié determinar que el método es sensible para la deteccion del
receptor a traves de la titulacion del anticuerpo y se adecud la técnica para
la determinacion del DOR en linfocitos.

Se compararon los efectos de los distintos estimulos aplicados en las
células y asi se determinaron los efectos de cada uno sobre la expresion
del DOR en la membrana de las lineas celulares utilizadas.
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