*

%
=% Universidad %-né“““

* o ’ “éoq H
il deValparaiso "
CHILE g
Qgﬂ
NS
Magister en

EL PAPEL DE LA INTERACCION DE LOS RADICALES LIBRES Y
NANOPARTICULAS EN EL SISTEMA INMUNE INNATO

Revision Narrativa

Tesis para optar al grado de Magister en Ciencias, mencion Radicales
Libres en Biomedicina

Javier Ignacio Cortés Alarcon

Directora de tesis

Ph.D. Paola Murgas Alcaino

Co-director de tesis

Ph.D. Manuel Ahumada Escandoén

2020

Valparaiso — Chile



INDICE DE CONTENIDO

INDICE DE CONTENIDO .....ocuviiiiieiteeeeeee et te ettt e ete et estesteenaeseeaesresneaneas 2
AGRADECIMIENTOS . ..ttt e et e e ettt e e e e et e e e et e aeeeenns 3
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt te ettt e ate ettt e stesteenaeteeteetesraanees 5
ABREVIATURAS Y SIGLAS .t e et eaans 6
RESUMEN . ..ot e et e e et et e e et et e e e eeb e e e eeta e eaeeba e eeenenns 11
A B S T R A T i e e e e e et a e et aeaaans 13
CAPITULO 1I: INTRODUCCION ......ooiuiiuieiiecieeee ettt ate et aneana e 15
CAPITULO 11: METODOLOGIA .....c.oeieeeeeeeeeeee ettt ane e 20
CAPITULO 111: DESARROLLO......cuiitiitieiieie ettt ete et ate e ae e aneaneaneas 24
T I V=Yg o o = Vg £ [ U1 F= 1= 24
3.1.1. Métodos de SINESIS dE NPS ........coiiiiiiiiiiiiiiiei e 25
3.1.2. Propiedades fisico-quimicas de las NPs y su clasificacion.......................... 28
3.1.3. Nanoparticulas MetaliCas............uueiiiiiiiiiiiiiiiiiie s 31
3.2. Sistema INMUNE TNNALO.........uueiiiiieiiiiiee e 35
3.2.1. Componentes celulares del Sistema Inmune INNato ............cccevvvevvveieneenn.. 36
3.2.2. NEULIOFIIOS .t 39
I BV - Tod (0] =T [0 SRR 43
3.2.4 CAIUIAS DENAITHICAS .. .veeeieeeeiiiiiiei it 51
3.3 Radicales Libres y Especies Reactivas del OXigeno ..........ccccceeeveeeiiiiiiiiiienneeenn, 52
3.4 Sistema de Defensa Antioxidante ENZIMALICO .............eeeeveeiiiiiiiiiiiiiiiieeei 60

N P IS e e 62

3.6 Mecanismos de interaccion de las células del sistema inmune innato con las

N P IS e e 66

3.7 Estrés Oxidativo: mecanismo de toxicidad en macréfagos por accion de NPMs 72
CAPITULO IV: CONCLUSION Y PROYECCIONES ......coooiiiiiiirieieieieieie e 82

CAPITULO V: REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coeoveieeeteceeeeeeee e, 85



AGRADECIMIENTOS

En este presente quisiera agradecer en primera instancia a mi universidad, por
haberme acogido y permitido formarme en ella, gracias a todos quienes
participaron de este largo y satisfactorio proceso, ya sea de manera directa o
indirecta, gracias a cada uno de ustedes ya que cada pequefio aporte se ve
reflejado en lo que hoy representa mi segundo paso por esta universidad.
Quiero agradecer a mis padres, familiares y personas importantes de mi vida,
gue me han brindado el mayor apoyo y motivacién durante estos afos, pues no

ha sido un camino facil.

Agradecimientos especiales a mis docentes y formadores de la UV:

A la profesora Marilyn Paz por ser siempre atenta conmigo y una excelente
coordinadora de magister. Al profesor Carlos Jara por su paciencia y
ensefianza. A los profesores Juan Villena y Mario Parraga, siempre cordiales y
llenos de conocimiento. A Camila Escobar que siempre me ayudé con el cultivo
de mis células sin importar la situacion que le plantease. A Claudio Cérdova, del
laboratorio en Hontaneda, quién desde el primer minuto mostré una voluntad y
ganas de ayudarme con mi proyecto de tesis como si hos hubiéramos conocido

de toda la vida.



Ahora mis agradecimientos se trasladan a la capital. Agradecer a los chicos del
CNAP de la Universidad Mayor por su apoyo. Me refiero a Esteban, Fernando,
Juanito y Gabriel, con quiénes he forjado buenas amistades en muy poco

tiempo.

Mencion especial a Maria Concepcién, que aun no he tenido el agrado de
conocer en persona, pero que al igual que Claudio, estuvo siempre disponible

para ayudarme en la elaboracion de las imagenes de este estudio.

Ya casi finalizando, pero no por ello menos importantes, agradecer a mis dos
tutores de proyecto de tesis. Me refiero a la Dra. Paola Murgas y al Dr. Manuel
Ahumada, quiénes me han guiado durante este ultimo tiempo. Dos personas
valiosisimas. Personas con las cuales he aprendido muchisimo y de las que doy
gracias a la vida por habérmelas puesto en frente. Personas con las cuales he

tenido el agrado de trabajar a su lado. Espero que el contacto no se pierda.

Finalmente, agradecer a los proyectos de financiamiento que hicieron posible
esta investigacion: Proyecto FONDECYT 11190258 de la Dra. Paola Murgas y

Proyecto FONDECYT 11180616 del Dr. Manuel Ahumada.

A todas y todos ustedes, y disculpandome si es que he olvidado a alguien, les

extiendo mis mas sinceros agradecimientos.



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Numero de estudios seleccionados por afio ............ccuuuiiiiiieeeeiiceiiiiieee e eeeeeeeinns 21
Figura 2. Nimero de estudios clasificados por indice SClmago Journal Rank................. 22
Figura 3. Numero de estudios clasificados por Factor de Impacto. ...........cccccceeeeeeeeeeennnns 22
Figura 4. Integracion a nanoescala de nanoparticulas y biomoléculas...............cccvveeeeeee. 24

Figura 5. Sintesis de nanofabricacion de “arriba hacia abajo” y de “abajo hacia arriba”... 26

Figura 6. Representacion esquematica de tipos de nanoparticulas ...........ccccceeeeeeeeeeinnnns 31
Figura 7. Diferentes aplicaciones de las nanoparticulas de oro en diagnéstico y terapia

BN ClINMICAL oo 34
Figura 8. Componentes celulares del sistema inmunol6gico en mamiferos .................... 39
Figura 9. Reclutamiento de células inmunes innatas y generacion de EROs en sitios

INFIEIMALOTIOS ...ttt 42
Figura 10. Proceso de fagocitosis mediado por macrofagos........ceeeeeeeeeeveeeiiiiiiieneeeeceeinns 49
Figura 11. Mecanismos de generacion de EROS por macrofagos ..........eeevvviiiviieeennnnn. 50
Figura 12. Presentacion de antigenos por células dendriticas a linfocitos T .................... 52
Figura 13. Radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ERO). .........cccoovvivvviinennnnn. 53
Figura 14. Componentes del sistema NADPH oxidasa en estados de reposo y

ACHVACION CRIUIAT ... 56
Figura 15. Rutas de accién de ERO sobre las biomoléculas celulares..................cccoooe. 57
Figura 16. Principales enzimas antioxidantes y SUS SUSIIatOS. ...............uuvvueemermviminnennnnnnns 61
Figura 17. Reacciones de Fenton y Haber-Weiss. ........ccoooooiiiiiiiiiiiii e, 63
Figura 18. Mecanismos bactericidas de 1as AgNP ...........ccccviiiiiiiiiiiiiiee 65
Figura 19. Formacion de la “corona” proteica en la superficie de las nanoparticulas ....... 68
Figura 20. Receptores de superficie de macrofagos: posibles responsables del

reconocimiento de 1as NANOPArtICUIAS. ..........uuuuuuuuuemiiiiiiiiiiiiiiiieiei e eeeeeeeeneneennnnnnes 69
Figura 21. Modelo de los mecanismos endociticos y de transporte intracelular ............... 71

Figura 22. Mecanismo de toxicidad dependiente de estrés oxidativo inducido por
nanoparticulas metalicas sobre fagoCitoS ..........eeiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 80



ABREVIATURAS Y SIGLAS

4-HNE: 4-hidroxinonenal

8-0x0-dG: 8-Oxo0-2'-desoxiguanosina

ADN: acido desoxirribonucleico

Ag: plata

AgNP: nanoparticula de plata

ATP: adenosin tri fosfato

AuU: oro

AuNP: nanoparticula de oro

Bax: proteina 4 similar a bcl-2

Bcl-2: linfoma de células B-2

CAT: catalasa

CD: célula dendritica

CPA: células presentadoras de antigeno

Cu: cobre

CuNP: nanoparticula de cobre



CulnSe;,: Selenurio de indio-cobre

CVD: depdsito quimico en fase vapor

DAMP: patrones moleculares asociados a dafio

EO: estrés oxidativo

ERO: especie reactiva de oxigeno

ERN: especie reactiva de nitrdgeno

Fe: hierro

Fe?*: i6bn ferroso

fMLP: péptido formil metionina-leucina-fenilalanina

GPX: glutation peroxidasa

GSH: glutation reducido

GSSG: glutation oxidado

H,O,: perdxido de hidrogeno

HOCI: acido hipocloroso

Ig: inmunogloblulina

IGF-1: factor de crecimiento semejante a insulina 1



IL: interleucina

INF-y: interferon gamma

iINOS: 6xido nitrico sintasa inducible

LDLox: lipoproteina de baja densidad oxidada

LPS: lipopolisacarido

MDA: malondialdehido

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad

mm:milimetro

Mn: manganeso

MPO: mieloperoxidasa

pum: micrometro

NET: trampa extracelular de neutrofilos

NF-kB: factor nuclear kappa B

nm: nanémetro

NO’: 6xido nitrico

NOX: NADPH oxidasa



NP: nanoparticula

NPM: nanoparticula metalica

O,: oxigeno molecular

O, ": anion superdéxido

"OH: radical hidroxilo

ONOOQO™: peroxinitrito

PAMP: patrones moleculares asociados a patégenos

PEG: polietilenglicol

PRR: receptores de reconocimiento de patrones

PS: fosfatidilserina

RL: radical libre

ROO.: radical peroxilo

Si: silicio

SMF: sistema mononuclear fagocitico

SOD: superoxido dismutasa

SR: receptor scavenger



TCR: receptor de linfocitos T

TGF-B: factor de crecimiento transformante beta

Th1: linfocito T helper

TiO,: di6xido de titanio

TLR: receptores de tipo toll

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa

ZnO: 6xido de zinc

10



RESUMEN

El uso de nanomateriales, en particular las nanoparticulas metélicas (NPMs), ha
ido en aumento durante la Gltima década gracias a sus propiedades Unicas para
el uso en medicina y tecnologia aplicada. Sin embargo, los cambios en las
propiedades estructurales y fisicoquimicas de las NPMs, producto de la
interacciébn con sistemas biol6gicos tales como la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO), pueden producir toxicidades asociadas a NPMs,
las cuales han sido reportadas cada vez con mayor frecuencia. El estrés
oxidativo (EO) puede ser inducido por las respuestas celulares, particularmente,
la activacion de las células inmunitarias innatas como son células fagociticas,
en especial los macrofagos, también son responsables del dafio mediado por
ERO, dado que es uno de los mecanismos que utilizan para eliminar elementos
ajenos y potencialmente dafinos al organismo. Mientras que también puede
promoverse por las NPMs, debiéndose a factores acelulares como el tamafio, la

superficie de las particulas y la presencia de metales.

Dado que en literatura son escasos los estudios que relacionan a estos tres
elementos (EROs, NPMs y sistema inmune innato), en esta revision narrativa se
analizé la interaccion entre NPMs y las células inmunes innatas desde un punto
de vista del EO, lo que implica a su vez los efectos que genera esta interacciéon

en términos de disfuncion mitocondrial, afectacion de la funcién fagocitica,
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lesion a biomoléculas e incluso la apoptosis o la muerte de la poblacion celular,
buscando aportar informacion sobre los efectos que provocan en el organismo

la utilizacion de NPMs.

Se establece que estos sistemas analizados individualmente causan cierto
grado de afeccion, sin embargo, es cuando actian sinérgicamente que se
observa un desbalance oxidativo capaz de generar alteraciones de tipo clinicas,
contribuyendo a generar fisiopatologias indeseables tales como genotoxicidad e
inflamacion, carcinogénesis, afecciones respiratorias, cardiacas, Oseas, etc;
ademas del desarrollo temprano de envejecimiento y de enfermedades
relacionadas con la edad. Con esto se espera que esta investigacion sirva de
punto de inflexion para el desarrollo de nuevos estudios, y asi generar
conocimiento y soluciones que minimicen el impacto negativo relacionado con

el empleo de estos hanomateriales en biomedicina.

Palabras clave: especies reactivas de oxigeno, radicales libres, sistema

immune, macréfagos, nanoparticulas metalicas
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ABSTRACT

Nanomaterials, particularly metal nanoparticles (MNP), have been on the rise
over the last decade thanks to their unique properties for applications in
medicine and other technologies. However, changes in the structural and
physicochemical properties of MNPs resulting from their interaction with
biological systems, such as the generation of reactive oxygen species (ROS),
can produce toxicities associated with MNPs, which have been reported
frequently over the last years. The oxidative stress (OS) induced by MNPs can
be induced by cellular responses, particularly the activation of innate immune
cells such as phagocytic cells (especially macrophages) are also responsible for
the damage mediated by ROS since it is one of the mechanisms they use to
eliminate foreign and potentially harmful elements to the organism. As well,
MNPs can promote OS due to acellular factors such as size, the surface of the

particles, and the presence of metals.

As the literature related to these three combined elements (ROS, MNP, and the
innate immune system) is scarce, in this narrative review, the interaction
between MNPs and innate immune cells was analyzed from an OS point of
view. In turn, this implies the effects generated by this interaction in terms of
mitochondrial dysfunction, phagocytic function impairment, injury to

biomolecules, and even apoptosis or death of the cell population.
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It is established that these systems, individually analyzed, can promote a partial
degree of affliction. However, when they act synergistically, it is possible to
observe an oxidative unbalance capable of generating clinical type alterations,
contributing to generating undesirable’s physiopathology, such as genotoxicity
and inflammation, carcinogenesis, respiratory, cardiac, and bone affections,
among others. Moreover, it can promote premature aging and diseases related
to aging. Therefore, this work is an inflection point to develop new research
studies that can prompt new knowledge and solutions that minimize any

possible negative impact of nanomaterials' employment in biomedicine.

Keywords: reactive oxygen species, free radicals, immune system,

macrophages, metallic nanoparticles
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Durante siglos, los seres humanos han buscado curas para poner fin a
enfermedades y lesiones. Es asi como en la busqueda de nuevas tecnologias
que permitieran dar solucion a este tipo de problematicas, surge a finales de la
década de los 60 una nueva area de estudio para el sector de la ciencia, la
nanotecnologia. Pero no sera hasta 20 afios mas tarde, cuando esta disciplina
se comenzard a entender y a utilizar de una manera cientifica (Boisseau &
Loubaton, 2011). Dadas las ventajas que supone trabajar a escalas
nanométricas, la nanotecnologia presume un avance enorme para los
cientificos y sus investigaciones. Gracias a ella, son capaces de crear
materiales, aparatos y sistemas con caracteristicas Unicas. En el campo de la
medicina es donde ha tenido su mayor auge (Bayda et al., 2020). Las
herramientas que ha proporcionado la nanotecnologia estan produciendo
grandes avances en el sector, por lo que muchos investigadores creen que el
dominio de esta disciplina puede ser el primer gran paso de la humanidad para
poder dar respuesta a enfermedades que parecen no tener cura (Freitas, R.,

1999).

La nanotecnologia, definida como la manipulacion de la materia a escala
atomica y molecular, en una dimensién igual o menor a los 100 nanémetros

(nm) para crear materiales con propiedades Unicas, es un campo de
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investigacion en rapida expansion que promete revolucionar en el area
medicinal, la administracion de farmacos, la terapia génica, y el diagnostico,

monitoreo y control de sistemas biolégicos (Rizvi & Saleh, 2018).

A raiz de esto, el uso de la nanotecnologia ha ido creciendo durante la Ultima
década. Gracias a esta herramienta, la deteccion de diversas enfermedades
como los trastornos cardiovasculares, Alzheimer, diabetes o cancer se ha vuelto
menos complejas, de manera de brindar un tratamiento méas oportuno (Patra et
al., 2018). La nanotecnologia en medicina, también llamada nanomedicina,
tiene relacion con la aplicacion de nanoparticulas (NP). Particular interés se ha
observado en el uso de nanomateriales basados en metales, también conocidos
como nanoparticulas metalicas (NPMs). Las NPMs representan una clase
emergente de nanomateriales con propiedades Unicas como su pequefio
tamafio y gran area superficial. Su tamafio nanométrico les permite permear
estructuras e interactuar facilmente con las biomoléculas en la superficie y en el
interior celular. Las NPMs pueden interaccionar con receptores, acidos
nucleicos, factores de transcripciobn y proteinas, y pueden usarse para
comprender las complejas redes de sefalizacién, los procesos de transporte
que regulan el comportamiento celular y los cambios que sufren durante los
procesos de enfermedad. Estas cualidades y otras, resultan ventajosas para su
uso en areas de la salud y la biomedicina (Bhardwaj & Kaushik, 2017;

Dobrovolskaia et al., 2016).

16



Si bien el desarrollo de nuevas tecnologias ha traido consigo una mejora en la
eficacia de los tratamientos, también pueden producir efectos secundarios
graves para la salud, donde los beneficios no siempre superan el riesgo
(McMillan et al., 2011; Rizvi & Saleh, 2018). Uno de los principales aspectos
que deben cumplir las NP es ser inmunolégicamente neutras una vez
administradas en el organismo. Esto debido a que las células inmunitarias
reconocen de forma muy eficaz patdégenos y particulas extrafias al organismo,
debido a su potencial dafiino, generando diversas respuestas inmunitarias
(fagocitosis, produccion de radicales libres [RL] como especies reactivas de
oxigeno [EROs] y nitrogeno [ERN], activacién del complemento, produccién de
citoquinas, anticuerpos, etc) para llevar a cabo su destruccion. Las NP son
elementos extrafios al organismo y, por tanto, pueden ser reconocidas por las
células del sistema inmunitario de forma semejante a como lo hacen con
agentes patdégenos (virus, bacterias, hongos) (Gordon, 2016; Zolnik et al.,

2010).

El sistema inmune comprende un conjunto de elementos y procesos biolégicos
gue mantienen la homeostasis, frente a agresiones externas e internas. Como
se menciono, ésta degradacion estd mediada, en parte, por RLs, moléculas
altamente reactivas y necesarias para desempefar funciones de defensa en el

organismo (Lebre et al., 2016; Mottas et al., 2017).
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Existen distintas clases de RLs dentro de los seres vivos. Las mas estudiadas a
nivel celular corresponden a las EROs. El término ERO hace referencia a un
grupo de moléculas que contienen oxigeno con diferente reactividad quimica.
También se han identificado las ERN y de cloro. La sobreproduccion de estas
especies es dafina y se conoce como estrés oxidativo (EO), un proceso de
deterioro molecular y celular mediante dafio oxidativo que altera las funciones
celulares y que puede tener severas consecuencias para la salud. Por ejemplo,
la génesis de trastornos fisioldgicos y la etiopatogenia de enfermedades crénico
degenerativas como hipertension arterial, ateroesclerosis, cancer, entre otras

(Nosaka & Nosaka, 2017).

Existen diversos procesos capaces de generar EROs en sistemas bioldgicos,
incluyendo la posibilidad de produccién por factores exdgenos. Esto ultimo es
relevante debido a que estudios de la Ultima década han sefialado el uso de
NPMs como agentes pro-oxidantes, a partir de la exacerbacion en la produccion
de EROs y posterior generacion de EO, poniendo en peligro la salud de los
individuos (Ahumada et al., 2018; Dayem et al., 2017; Yin et al., 2010; W. Zhang

et al., 2013).

Dado el amplio uso que se le estd dando a las NPMs para aplicaciones del tipo
biomédico, y su eventual interaccion con sistemas bioldgicos, donde el sistema
inmune resulta ser el primero en reconocerlas, cabe preguntarse cual es el tipo

de interaccién que éstos tienen, y particularmente cédmo se influenciardn uno
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sobre el otro (Figueiredo Borgognoni et al., 2018). De particular interés en esta
investigacion narrativa es como esta interaccion puede producir desbalances
oxidativos, y si esto puede promover una exacerbacion del EO en los sistemas

biolégicos.

Ademas, al ser la nanotecnologia un area relativamente nueva de la ciencia, la
comprension de como el sistema inmune reconoce e interactda con las NPs,
sumado al rol clave que jugarian los RL en el potencial dafio a las células
inmunitarias y otras, resulta crucial para determinar la seguridad de éstas frente
a los posibles efectos secundarios para la salud humana y ambiental (Boraschi

et al., 2017).

En base a lo anterior, esta revision se centrard en caracterizar la interaccion
entre NPMs, células del sistema inmune y EROs, considerando que en la
actualidad aun queda mucho por investigar, pues a partir del presente siglo
comienzan a surgir los primeros estudios en literatura sobre esta tecnologia, por
lo tanto, queda mucho por descubrir todavia. La comprension de la interaccion
de los nanomateriales con el sistema inmune desde el punto de vista radicalario
es fundamental para el disefio de nanomateriales no solo capaces de modular
la respuesta inmune, sino también de ejercer mas eficazmente su potencial

terapéutico (Boraschi et al., 2017).
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CAPITULO II: METODOLOGIA

Para la elaboracion del presente trabajo, que corresponde a una revision

narrativa, se realizo la siguiente busqueda:

2.1. Palabras clave parala busqueda bibliogréafica

Se seleccionaron las siguientes palabras claves en idioma inglés: reactive
oxygen species, free radicals, immune system, macrophages, metallic

nanoparticles.

2.2. Tipos de articulos seleccionados

Estudios primarios, experimentales o cuasiexperimentales, transversales,
longitudinales, de cohorte, casos y controles, ensayos clinicos controlados

aleatorizados. También se incluyeron reviews, revisiones sistematicas y libros.

2.3. Modelos abordados en los trabajos seleccionados

Investigaciones realizadas en modelos in vitro e in vivo.

2.4. Trabajos indexados

Articulos cientificos indexados en base de datos certificadas

internacionalmente: Web of Science, PubMed, Scopus.
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2.5. ldioma de los articulos

Investigaciones publicadas en inglés y espafiol.

2.6. Criterios metodolégicos de busqueda

Investigaciones en revistas cientificas con revision de pares, con un Factor de

Impacto = a 3 o con un Q1-Q2 en SJR, y de los ultimos 10 afios.

20

Frecuencia (N° de estudios)

1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020

Tiempo (afios)

Figura 1. Numero de estudios seleccionados por afio. La mayor cantidad de
estudios seleccionados corresponde al periodo de tiempo comprendido entre los afios
2010 — 2020, donde el afio 2015 se registro la mayor cantidad.
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Figura 2. Numero de estudios clasificados por indice SCimago Journal Rank
(SJR). Los estudios seleccionados pertenecen a los cuartiles Q1 y Q2, donde se
registra una mayor cantidad de estudios Q1 en Indice de SJR.

125

-
(4. ~ o
o o o
1 1 1

Frecuencia (N° de estudios)
N
(4]

Menor o igual a 3 Mayor o iguala 3

Factor de impacto

Figura 3. Numero de estudios clasificados por Factor de Impacto. De los estudios
seleccionados, una mayor cantidad presenta un Factor de Impacto menor o igual a 3,
mientras que una menor cantidad de los estudios seleccionados presenta un Factor de
Impacto mayor o igual a 3.
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2.7. ldentificacion de estudios

Se realiz6 una busqueda en las bases de datos PubMed, Science Direct, Wiley

Online Library, Web of Science, Google Scholar.
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CAPITULO lIl: DESARROLLO

3.1. Nanoparticulas

La nanotecnologia corresponde a la manipulacion "controlada" de la materia y
disefio de la producciéon de instrumentos, estructuras y materiales por el ser
humano en el rango de 1 a 100 nanémetros (nm), en al menos una de sus

dimensiones (Ver Figura 4) (Powers et al., 2007; Saallah & Lenggoro, 2018).

Biomoléculas a nanoescala

Oligo -
ADN Anticuerpo pucleétido

- o <) . Célula .
Aous , ? é;@ Bacteria Canéorosn Punta de lapiz Pelota de tenis
Glucosa Proteina Virus S ,'."1’: A
€ 1 =
w & i ) & A - =

olnm [ 1nm  10nm  100nm | 1pm  10um  100pm  1mm  10mm 100mm
| | ’

—— ) | I T

=N — E—————— - 74
Nanoescala 4

Fullereno Dendrimero Quantum Dot Oro Oxido de Metal Liposoma Polimero
Nanoestructuras

Figura 4. Integracion a nanoescala de nanoparticulas y biomoléculas. Las
biomoléculas presentan dimensiones a nanoescala comparables a las dimensiones de
las nanoparticulas. nm, nanémetro; um, micrémetro; mm, milimetro (Modificada de
Saallah & Lenggoro, 2018).
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3.1.1. Métodos de sintesis de NPs

Los métodos de preparacion de estos materiales son variados. Sin embargo,
existen dos vias principales para su sintesis, una llamada “de arriba hacia
abajo” (top-down) y la segunda llamada “de abajo hacia arriba” (bottom-up) (Ver
Figura 5) (A. Biswas et al., 2012). El camino “de arriba hacia abajo” produce
NPs a partir de material a granel y lo reduce a un estado nanoparticulado;
generalmente esto se logra utilizando laseres de alta energia, energia mecéanica
0 energia térmica (Igbal et al., 2012). Caminos sintéticos de “abajo hacia arriba”,
en cambio, requieren el uso de atomos para preparar las NPs (Needham et al.,
2016). Esto puede ocurrir a partir de fases gaseosas, liquidas y/o soélidas, asi
como de fuentes biolégicas (Luechinger et al.,, 2010). En otras palabras,
mientras que en un caso es necesario "desarticular el material*, en el otro

ensambla todos los componentes (Narayanan & Sakthivel, 2010).

Material Fragmentos Nano Clusters Atomos
a granel

estructura

Arriba hacia abajo Abajo hacia arriba
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Figura 5. Sintesis de nanofabricaciéon de “arriba hacia abajo” y de “abajo hacia
arriba”. Los métodos de sintesis de materiales nanoestructurados involucran dos
estrategias diferentes cominmente denominadas enfoques “de arriba hacia abajo” y
“abajo hacia arriba”. El enfoque “de arriba hacia abajo” se basa en las sucesivas
fragmentaciones o el procesamiento de materiales a escala macro a objetos de tamaiio
nanométrico mas pequefos, mientras que el enfoque "de abajo hacia arriba" crea
materiales a nanoescala a partir del ensamblaje de atomos y moléculas (Modificada de
Rawat, 2015).

Dentro de los métodos méas representativos que utilizan la aproximacion “de

arriba hacia abajo”, se encuentran:

a) La evaporacion térmica, que consiste en el calentamiento hasta lograr la
evaporacion del material que se pretende depositar. Se lleva a cabo en una
camara de vacio en la que se condensa el vapor sobre una lamina fria
requiriendo en todo momento un control preciso de las condiciones de
crecimiento para no producir una modificacion de la morfologia de la capa

depositada (Biswas et al., 2012).

b) El depdsito quimico en fase vapor (CVD, por sus siglas en inglés) que
consiste en la descomposicion de uno o varios compuestos volatiles, en el
interior de una camara de vacio (reactor), sobre o cerca de la superficie de un
sélido, para dar lugar a la formacion de un material en forma de monocapa o de

pelicula de NPs (Elliott et al., 2013).

c) La preparacion de clusteres gaseosos, utiliza un laser pulsado de alta

potencia para producir vapores atdbmicos metalicos, los que son acarreados en
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un gas inerte y posteriormente son depositados en un éxido monocristalino u

otro sustrato, bajo condiciones de ultra-alto vacio (Arole & Munde, 2014).

Los métodos de sintesis de NPs mas representativos de “abajo hacia arriba”
son aquellos que utilizan procedimientos quimicos. Uno de los métodos mas
explorados es la reduccion fotoquimica (Thiruvengadathan et al., 2013). En este
método la sintesis de nanoparticulas metélicas (NPM) es realizada por
reduccion de los metales en estado i6nico, por accién de agentes reductores
activados por luz, siendo estos generalmente RLs. De esta manera, el sistema
quimico por medio de las altas energias aplicadas, se asocia con la generacion
de reductores fuertes, altamente activos, como radicales y especies excitadas,
las cuales interaccionan, por ejemplo, con un ién de plata, reduciéndolo a su

estado metalico (Q. Chen et al., 2015).

Como puede constatarse, los métodos que utilizan la aproximacion “de arriba
hacia abajo”, requieren de instrumentacion compleja y complicada, lo cual los
hace costosos y que, por lo tanto, se prefieran los métodos que utilizan la

aproximacion “de abajo hacia arriba” (Biswas et al., 2012).

En ese sentido, las técnicas “de abajo hacia arriba” son mas versatiles en
cuanto a la modificacion de los parametros que definen las propiedades de los
nanomateriales ya que sintetiza las NPs, ensamblando atomos y moléculas
utilizando procedimientos quimicos, hasta conseguir un conglomerado de

moléculas de tamafio nanométrico. El método “de abajo-hacia arriba” permite
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controlar el tamafio de las NPs, su uniformidad y su forma, reduciendo la
cantidad de impurezas. Sin embargo, su produccion a gran escala es compleja
por la dificultad de controlar los fendmenos de transporte de materia y energia

involucrados en los procesos de sintesis de NPs (Murphy et al., 2005).

3.1.2. Propiedades fisico-guimicas de las NPs vy su clasificacion

Las NPs se caracterizan respecto a su contraparte a granel, por tener
propiedades fisico-quimicas particulares, entre ellas O&pticas, eléctricas,

mecdénicas, su relacion superficie/volumen, y muchas mas (Khan et al., 2019).

Las propiedades Opticas y eléctricas de las NPs de algunos metales, como el
oro y la plata, se producen por la interaccién entre los electrones de la
superficie de la NP y la onda electromagnética incidente (luz natural, laser),
generandose un efecto cuantico como consecuencia del cambio de la estructura
electrénica inducida por el tamafio y la forma de la NP conocido como plasmon
de resonancia superficial (Eustis & El-Sayed, 2006). Un acoplamiento del
plasmon en la superficie de las NPs con un foton incidente mejora una gama de
fendmenos Opticos utiles, tales como la dispersion de radiacion resonante,
dispersion Raman, y modulacion de procesos de luminiscencia. Debido a estas
propiedades Opticas Unicas, las nanoestructuras plasmonicas de diferentes

tamafos y formas, han ganado una creciente popularidad en areas como el
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diagnéstico del cancer, terapia fototérmica, obtencién de imagenes de células
vivas, deteccion de patdgenos, biomoléculas e iones metélicos (Madden et al.,
2015). A su vez, el color que adquiere una NP dependera en ese caso, de la
longitud de onda absorbida, cuya energia hace que el plasmén de la superficie
de la NP vibre con la misma longitud de onda que la onda absorbida (Eustis &

El-Sayed, 2006).

Las propiedades mecanicas de las NP cambian con el tamafio; a escala nano
métrica se modifica la estructura atébmica de los nanocristales, haciéndose mas
resistentes y adquiriendo propiedades mecanicas superiores a las de los
materiales a granel. A escala nanomeétrica un material, incrementa su dureza y
su resistencia, siguiendo, generalmente, un crecimiento inversamente

proporcional a su diametro (Khan et al., 2019).

Una propiedad importante de algunas NP es su mayor capacidad de
deformacion a la traccidén, antes de la rotura. Las NPs tienen la capacidad de
soportar tensiones externas muy elevadas, sin que se produzca la dislocacion
de la estructura del nanocristal y sin que se manifiesten fisuras o fracturas (Guo

et al., 2014).

Una de las principales diferencias que caracterizan la generacion de NPs, es el
incremento de la relacion entre superficie y volumen a medida que el tamafio de
la NP se reduce (Khan et al., 2019). El incremento del area superficial de las

NPs origina una redistribucion de los atomos, aumentando la fraccion de
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aguellos que se encuentran en su superficie. En las NPs sdlidas de unos pocos
nm de didametro, el nUmero de atomos que ocupan la superficie exterior es
mayor que el numero de atomos en el volumen encerrado (Yokoyama et al.,
2018). Una NP de tamafio 1 nm tiene mas del 90% de sus atomos situados en
su superficie. Los atomos situados en la superficie de las nanoparticulas son
inestables, tienen un mayor nivel energético y las fuerzas con que son atraidos
por los atomos situados en el interior de la masa son muy débiles (Phan &
Haes, 2019). Esta superioridad de superficie favorece el incremento de la
energia interfacial, la reactividad de la NP, la eficiencia en la absorcién y la
capacidad de hacerla funcional de forma eficiente con entidades moleculares de

interés (Sperling & Parak, 2010).

Las NPs se pueden clasificar en funcion de su composicion, donde se destacan
las que estan hechas a base de elementos metalicos como las nanoparticulas
de plata (AgNPs) y las nanoparticulas de oro (AuNPs). Es en este tipo de NPs
sobre las que se centra principalmente esta revision. Sin embargo, resulta
importante destacar que también existen las NPs basadas en carbono
(fullerenos, nanotubos y nanofibras), dendrimeros, liposomas, entre otras (Ver

Figura 6) (Hossen et al., 2018)
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Nanotubo

de Carbono Dendrimero Nanoparticula Liposoma

de Oro

Figura 6. Representacion esquematica de tipos de nanoparticulas. Existen NPs
basadas en carbono (nanotubos), dendrimeros, elementos metalicos (AuNPS),
liposomas, etcétera (Modificada de Hossen et al., 2018)

3.1.3. Nanoparticulas metalicas

Las NPMs presentan una gran variedad de usos. Concretamente, tienen

aplicaciones en diversas areas, descritas a continuacion:

a) Electronica

En el area electrénica se requieren sistemas de almacenamiento de energia
con eficiencia energética y una larga vida util a bajo costo. Este tipo de
aplicacion se centra principalmente en la mejora de las baterias y celdas de
combustible. Se han obtenido electrodos de baterias con NPMs que operan a
altas densidades de corriente con un ciclo de vida mucho mas largo (Welch &

Compton, 2006).
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b) Catélisis

Un catalizador es un material que aumenta la cinética de una reaccion quimica,
sin ser consumido en el proceso. Una clase importante de catalizadores la
componen las AuNPs, AgNPs, nanoparticulas de cobre (CuNP) y Oxidos de
hierro (Fierascu et al., 2019). Esta propiedad catalitica surge de sus estados
electrénicos Unicos y estructuras de superficie, esenciales para la conversion
electroguimica de energia y en los dispositivos de almacenamiento, incluyendo

las celdas de combustible y baterias (Khan et al., 2019)

c) Celdas solares

En afios recientes ha ganado atencién la investigacion acerca del uso de NPs
de materiales semiconductores para la fabricacion de celdas solares (Y. Zhang
et al., 2012). En ese sentido, los nhanomateriales plasmonicos pueden ofrecer
vias prometedoras para abordar las limitaciones intrinsecas del rendimiento de
las celdas solares orgénicas convencionales. En concreto, la utilizacion de
materiales plasménicos han sido ampliamente explotados para la promocién
eficaz de la absorcion de fotones en las capas activas organicas (J. M. Lee &
Kim, 2016). En general se han usado diferentes tipos de nanoestructuras para
la fabricacion de prototipos de celdas solares, de entre los cuales se puede
destacar el uso de nanoestructuras de silicio (Si), selenurio de indio-cobre

(CulnSe;), oxido de zinc (ZnO), entre otras (Yang Tang, 2017).
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d) Medicina

Las NPMs tienen una gran cantidad y variedad de usos en el area medicinal.
Entre ellos ofrece la posibilidad de generar aplicaciones en el desarrollo de
nanotransportadores de farmacos dirigidos a sitios especificos del cuerpo, que
pueden ser Uutiles en el tratamiento del cancer u otras enfermedades;
biosensores moleculares con la capacidad de detectar alguna sustancia de
interés como, por ejemplo, un biomarcador de alguna enfermedad, nanobots
programados para reconocer y destruir células tumorales o bien reparar algun
tipo de tejido, NPs con propiedades bactericidas y desinfectantes para combatir
virus (Orlowski et al., 2014), bacterias (McLaughlin et al., 2016) y hongos (C. Li

et al., 2013), etcétera (Ver Figura 7) (Bagheri et al., 2018).
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Figura 7. Diferentes aplicaciones de las nanoparticulas de oro en diagnéstico y
terapia en clinica. Las nanoparticulas metélicas se utilizan en una variedad de
contextos tales como: fototerapia térmica, direccionamiento, administracion de
farmacos, formacién de imagenes, administracion de acidos nucleicos, eliminacion de
toxinas y agentes microbianos y como adyuvante (Modificada de Bagheri et al., 2018)

Las NPMs que concentran mayor interés en el uso sobre sistemas biologicos e
investigacion biomédica corresponden a las nanoparticulas de plata (AgNP),
cobre (CuNP), oro (AuNP) y o6xidos metalicos como el ZnO, entre otras
(Ocampo et al.,, 2014). Esta ultima area de aplicacion de las NPMs es de
particular interés para el propdsito que persigue esta revision narrativa. Se ha
observado en la literatura que el uso de NPMs en sistemas biol6gicos puede
resultar ser una "espada de doble filo", proporcionando ventajas positivas para
su utilidad, en términos biolégicos, y en contraparte, impactos negativos en la
salud tras la exposicion (Liao et al., 2019). La toxicidad asociada al uso de
algunas NPMs (AuNP, AgNP, CuNP, entre otras) aumenta con la disminucion
del tamafio, ya que pueden penetrar con mayor facilidad hacia el interior de las
membranas celulares, facilitando su diseminacién, y con ello provocar lesiones

a nivel biomolecular (Ingle et al., 2014; Liao et al., 2019).

Por otro lado, también se discute si es que las NPMs pueden ser identificadas
como agentes exdgenos por parte de la poblacion de células del sistema
inmune, interfiriendo asi con el propésito inicial con las que fueron disefiadas y
utilizadas, ya que, esta poblacion celular esta estrechamente ligada con el
reconocimiento, internalizacibn y degradacién de elementos ajenos con
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potencial dafiino para el huésped mediante la liberacibn de especies
radicalarias y otras moléculas degradativas (Pallardy et al., 2017). Estos puntos

seran abordados en mayor profundidad en la seccion 3.5.

3.2. Sistema Inmune Innato

El sistema inmune innato corresponde a las células y a los mecanismos que
proporcionan defensa inmediata no especifica, frente al ataque de elementos
ajenos al organismo (Charles A. Janeway & Medzhitov, 2003). Esto significa
que las células de la respuesta inmune innata reconocen y responden a
elementos exdgenos con potencial dafiino de forma genérica, y que a diferencia
de la respuesta inmunitaria adaptativa, no otorga memoria a largo plazo al
huésped después de la primera exposicion a estos agentes externos (Charles
A. Janeway & Medzhitov, 2003). La invasion de un huésped por agentes
patdgenos desencadena una bateria de respuestas inmunes, las que ocurren
por las interacciones entre diversos factores de virulencia (transmitidos o
expresados por los patdgenos) y los mecanismos de vigilancia de las células
inmunes del huésped (Kumar et al., 2011). Esta interaccion ser4 mencionada

mas adelante.

El sistema inmune adaptativo por otro lado, esta organizado en torno a dos

clases de linfocitos especializados, las células T y B, que muestran un
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repertorio diverso de receptores de reconocimiento especificos de antigeno
(moléculas expresadas en los patégenos y agentes dafinos), que les permiten
la identificacion y eliminacion especifica de patdgenos, asi como la produccion
de inmunoglobulinas (Ig), o anticuerpos que aseguran la respuesta de memoria
inmunologica o de larga duracion, contra nuevas reinfecciones (Dunkelberger &

Song, 2010; Gasteiger & Rudensky, 2014).

La participacion del sistema inmune adaptativo no serd abordado en esta
revisibn. Para obtener mayor informacion al respecto, se sugiere el trabajo
publicado por Schenten & Medzhitov (2011) donde este tema es desarrollado

en mayor detalle.

3.2.1. Componentes celulares del Sistema Inmune Innato

Las células inmunitarias se producen en los huesos largos, especificamente en
su nucleo blando esponjoso llamado médula 6sea roja. Aqui, las células
inmunes emergen a partir de células madre hematopoyéticas pluripotentes,
capaces de producir un numero ilimitado de cualquier clase de célula
inmunitaria (Mahla, 2015). Cada tipo celular emerge desde un precursor
comprometido con un linaje especifico. Asi los glébulos rojos y las plaguetas,

los neutrofilos, los linfocitos B y los macréfagos, se producen en la médula 6sea
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para luego salir a circulacién sanguinea y linfatica (Delves & Roitt, 2000; Zlotoff

& Bhandoola, 2011).

Cuando un elemento ajeno invade el organismo, se reconoce sus estructuras
conservadas y sus moléculas expresadas en su superficie o liberadas por los
patdbgenos microbianos, los cuales son reconocidos como patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs) (Vance et al., 2009). Este reconocimiento lo
ejercen las células inmunes innatas, principalmente los neutroéfilos, los
macréfagos y las células dendriticas (Gordon, 2002). Estas células expresan
receptores de reconocimiento de patrones (PRRS), que detectan a estos
PAMPs, los que corresponden a componentes de la pared celular en bacterias y
hongos, tales como polisacaridos, glicolipidos, lipoproteinas; asi como también,
nucleétidos y acidos nucleicos bacterianos y virales (lwasaki & Medzhitov,
2015). El reconocimiento de estos patrones, induce la activacion de cascadas
de sefalizacién intracelulares en las células del sistema inmune innato,
generando la activacion de genes que al ser transcritos participan en la
respuesta frente al patbgeno y de esta manera eliminarlo (Mogensen, 2009).
Posteriormente, una vez que el patbgeno o agente extrafio ha sido destruido y
eliminado, estas mismas células participan en la reparacion del dafio tisular
colateral ocurrido producto de la infeccion, para asegurar asi la funcionalidad

del tejido y la mantencion de la salud y la vida (Lech & Anders, 2013).
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La deteccion de los PAMPs por PRRs y su correspondiente cascada de
sefalizacion, conduce a la induccidén de respuestas del tipo inflamatorias por
parte de las células innatas. Estas respuestas son mediadas por citoquinas y
otras moléculas, que son proteinas pequefias de tipo solubles, que al unirse a
su receptor expresado en otras células son las encargadas de la comunicacion
entre las células inmunitarias. Dentro de estas moléculas solubles también se
cuentan a las quimioquinas, que corresponden a una subpoblacion de
citoquinas gque actuan como quimioatrayentes, permitiendo la movilizacion de
las células inmunitarias hacia el sitio de requerimiento o hacia el sitio de
infeccion, facilitando asi la erradicacion del patégeno (Takeuchi & Akira, 2010).
Ademas, la deteccion de patdégenos por los PRRs expresados en células
presentadoras de antigeno, particularmente los macréfagos y las células
dendriticas (CD), conducen a la activacion de la respuesta inmune adaptativa
(compuesta por linfocitos T y B, como ya se menciond) a través de la
presentacion de moléculas provenientes de los patdgenos (antigenos),
mediante sus complejos mayores de histocompatibildad (MHC). Estos
antigenos expuestos en los MHC de las células presentadoras son reconocidos
por las células T, permitiendo asi la activacion y comunicacion de los sistemas

inmune innato y adaptativo (Ver Figura 8) (Janeway, 1989).
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Figura 8. Componentes celulares del sistema inmunolégico en mamiferos. El
sistema inmunoldgico consta de la inmunidad innata y adaptativa. Los basofilos,
eosinofilos, neutrofilos, mastocitos, células asesinas naturales (Natural Killer),
macrofagos y células dendriticas, las que median la inmunidad innata. Los macrofagos
y las células dendriticas son fundamentales en la induccion de la inmunidad adaptativa
al presentar los antigenos a los linfocitos T y B. El sistema inmune adaptativo, incluye
inmunidad humoral mediada por células B e inmunidad celular mediada por células T,
ambas dirigidas hacia los antigenos especificos (Modificada de Yamauchi & Moroishi,
2019).

A continuacién se detallaran las funciones inmunes de las principales células

gue conforman al sistema inmune innato.

3.2.2. Neutrofilos

La sangre humana esta compuesta por leucocitos o glébulos blancos que
corresponden a un 1% del total de células, son llamados asi por su carencia de
color en un frotis, si se les compara con los eritrocitos o glébulos rojos (Nathan,

2006).
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Dentro de los globulos blancos existen diversos tipos, y uno de ellos son los
granulocitos. Se denominan asi, ya que, presentan gran cantidad de granulos
en el citoplasma. Los distintos tipos de granulocitos son: los eosindfilos, los

basofilos y los neutréfilos (Amulic et al., 2012).

Los neutrofilos son las células més abundantes y comprenden la primera linea
de la inmunidad innata frente a infecciones agudas (Castle, 2000). Migran al
sitio de infeccion o inflamacion en cosa de minutos, para contener y eliminar las
particulas infecciosas a través, de la captacion fagocitica y posterior
degradacion intracelular del agente infeccioso (Nordenfelt & Tapper, 2011).
Ademas de esto, también proporcionan sefales de alerta a otras células
inmunes innatas mediante la liberacién de moléculas solubles como citoquinas

y quimioquinas que facilitan su reclutamiento (Nathan, 2006).

Para cumplir su funcion los neutrofilos estan dotados de un conjunto de
vesiculas intracelulares o granulos citotoxicos, enriquecidos con diferentes
moléculas antimicrobianas como péptidos catidnicos, proteasas, lactoferrina y
mieloperoxidasa (MPO), entre otros (Faurschou & Borregaard, 2003). Los
neutroéfilos, también pueden destruir a microorganismos mediante la formacion
de trampas extracelulares de neutréfilos o NET (por su sigla en inglés) (Ver
Figura 9) (Urban et al., 2006). Las NETs se forman como consecuencia de la
liberacion del ADN, contenido en el nidcleo y en las mitocondrias de los

neutroéfilos, hacia el espacio extracelular (Amini et al., 2018). Este ADN liberado,
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corresponde a cromatina descondensada, la que sumada a algunas proteinas
granulares como proteasas de serina, permiten contener y retener a las
bacterias y virus, y evitar de este modo su invasion y replicacion (Amulic et al.,
2012). Los NETs juegan un papel importante en la contencion de la infeccion y
en el reclutamiento de otros miembros del sistema inmune para potenciar la
inflamacion (Wartha et al., 2007). EI mecanismo de accion y activacion de los
NETs, esta dado principalmente por la generacion de EROs (Ver Figura 9)
(Bjornsdottir et al., 2015). La sintesis de estas especies esta mediada por la
enzima NADPH oxidasa (NOX), descrita en mayor detalle en la seccién 3.3. Las
EROs sintetizadas por esta enzima atacan a los agentes patdgenos alterando
sus macromoléculas para llevar a cabo su degradacibn e impedir su

proliferacion (Ver Figura 9) (Fuchs et al., 2007).
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Figura 9. Reclutamiento de células inmunes innatas y generacién de EROs en
sitios inflamatorios. (1) Los productos bacterianos como el péptido formil-metionina-
leucina-fenilalanina (fMLP) vy lipopolisacéarido (LPS) forman un gradiente quimico (en
color verde) que es detectado inicialmente por los neutrdéfilos que circulan en el torrente
sanguineo. (2) Los neutrofilos son reclutados por el gradiente de quimioatrayentes
donde reconocen y engloban a las bacterias en un fagosoma debido a los patrones
moleculares presentes en la superficie bacteriana. Dentro del fagosoma, NOX2
produce altas concentraciones de anidn superoxido (O, ") que se dismuta en perdxido
de hidrégeno (H.O;). (3) En presencia de la enzima neutrofilica, mieloperoxidasa
(MPO), se forma el acido hipocloroso (HOCI) que desencadena la NETosis, es decir, la
liberacion de trampas extracelulares de &cido nucleico que inmovilizan las bacterias
extracelulares para su muerte por EROs. Los neutréfilos activados también liberan
particulas que forman un gradiente quimiotactico para el reclutamiento de macrofagos.
(4) Los monocitos que migran se diferencian en macrofagos en el tejido. (5) Bajo la
influencia de LPS y la citoquina interferon gamma (IFN-y), los monocitos se diferencian
en macréfagos M1 que producen O,~, Oxido nitrico (NO’), H,O, y peroxinitrito
(ONOQ") para apoyar la eliminacion de bacterias y un mayor reclutamiento de otras
células inmunes. (6) Posteriormente en una respuesta inflamatoria de resolucion del
dafo, los macréfagos M2, las células mas importantes de este proceso, producen
mediadores lipidicos resolutivos, que promueven la remodelacion y reparacion del
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tejido dafiado a través de la secrecion de factores de crecimiento como el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B). PS = Fosfatidilserina (Modificada de Griffiths
et al., 2017).

3.2.3 Macrofagos

Los macréfagos son células que se originan en la médula 6sea como
monoblastos y luego, se diferencian en promonocitos y monocitos, conformando
al sistema mononuclear fagocitico (SMF). Los monocitos emigran desde la
médula 6sea para circular en la sangre o linfa y luego se localizan al interior de
diferentes tejidos donde se comprometen con dicho tejido para residir ahi,
desde ese momento se denominan macrofagos. Ademas, los macréfagos
pueden dirigirse a los 6rganos linfaticos, como el bazo y al igual que en sus
organos de origen, presentar antigenos a los linfocitos (Das et al., 2015). Los
macréfagos son las células que llegan en segundo lugar al sitio del dafio o
infeccion en cosa de minutos y horas, quimioatraidos por los neutréfilos (Prame

Kumar et al., 2018)

Para que los macréfagos logren su activacion deben pasar desde un estado de
reposo a un estado activado. Para esto varias sefiales son necesarias y
reconocidas por estas células como la citoquina Interferon gamma (INF-y) la
cual, se une a su receptor expresado en la membrana plasmatica del
macrofago, lo que induce una cascada de sefalizacion celular, que se suma a
una segunda sefal, dada por el reconocimiento de un PAMP como el
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lipopolisacéarido (LPS), molécula presente en la membrana externa de las
bacterias Gram negativas. De esta manera el macréfago adquiere un fenotipo o
una caracteristica que genera una funcion especifica (Martinez & Gordon,
2014). La interaccion con INF-y y/o LPS induce a los macréfagos a adquirir el
fenotipo tipo 1 (M1), considerados proinflamatorios y secretores del Factor de
Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), Interleucina 1 beta (IL-1B), Interleucina 12 (IL-
12), moléculas que promueven la generacion de linfocitos T helper 1 (Thl), la
sintesis y secrecidon de EROs y especies reactivas derivadas de nitrégeno
(ERN). Ambas, EROs y ERNSs, permiten la destruccion de células tumorales,
patdgenos y elementos ajenos potencialmente dafinos para el organismo
(Martinez & Gordon, 2014). Esto sera descrito en mayor profundidad en la

seccion 3.3.

La activacion de los macréfagos no siempre genera un fenotipo proinflamatorio
o de tipo M1, también pueden adquirir un fenotipo antiinflamatorio o M2. La
union de la Interleucina 4 (IL-4) o Interleucina 13 (IL-13) con su respectivo
receptor expresado en la membrana de los macréfagos, induce un fenotipo M2.
Los macréfagos M2 secretan interleucinas antiinflamatorias como la Interleucina
10 (IL-10), al Factor de Crecimiento Transformante Beta (TGF-B) y al Factor de
Crecimiento semejante a Insulina 1 (IGF-1), los que promueven la reparacion,
regeneracion de tejidos y el desarrollo de la angiogénesis. Es importante
considerar que estas células son sumamente plasticas y pueden cambiar desde

un fenotipo al otro, por ejemplo, la fagocitosis de células apoptoéticas generada
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por macréfagos de tipo M1, los transforma hacia macréfagos de tipo M2

(Martinez & Gordon, 2014).

Receptores de reconocimiento de patron expresados por los macréfagos

Para el reconocimiento de elementos extrafios por parte de los macréfagos, se
han identificado 4 PRRs, los que estan ligados a vias intracelulares de
transduccion de sefales que activan respuestas celulares, como la produccion
de moléculas que promueven la inflamacion y destruccion de microbios

(Gustafson et al., 2015) los que son descritos a continuacion:

Receptores Scavenger

Los receptores Scavenger (SRs), incluyen sus 3 variedades SR-A |, SR-A Il y
MARCO (Taylor et al., 2005). Los SRs corresponden a proteinas integrales de
membrana que unen e internalizan diferentes tipos de ligando polianidnicos con
una alta afinidad. Estos ligandos incluyen, entre otros, a lipoproteinas de baja
densidad oxidadas (LDLox), globulos rojos y membranas celulares oxidadas e
incluso bacterias patégenas. Las células de Kupffer, macrofagos localizados y
residentes del higado, son particularmente ricas en la expresion de receptores
Scavenger los cuales, internalizan las lipoproteinas haciéndolas susceptibles a

la degradacion endosomal.o intracelular (H. Suzuki et al., 1997).
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Receptores TLRs

Los receptores de tipo Toll (TLRs, por sus siglas en inglés) son expresados
ampliamente por células que conforman la inmunidad innata (Takeda et al.,
2003). Los seres humanos expresan diez TLRs funcionales (TLR1 a TLR10),
mientras que se han identificado doce TLRs (TLR1 a TLR9 y TLR11 a TLR13)
en ratones (Lee et al, 2012). Los TLRs son glucoproteinas integrales
transmembrana expresadas en la membrana plasmética (TLR1, TLR2, TLR4,
TLR5, TLR6 y TLR11), asi como en membranas de vesiculas intracelulares
(TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9) como endosomas Yy lisosomas (Lee et al., 2012).
Se encargan del reconocimiento de PAMPs y patrones moleculares asociados a
daino (DAMPs) (Takeda et al., 2003). Estos receptores se unen a los PAMPs, y
DAMPs a través de sus dominios que contienen repeticiones ricas en leucina
(RRL). De esta manera las células desencadenan la activacién de respuestas
inmunitarias frente a los patogenos (Bell et al., 2003). Los DAMPs son
moléculas reconocidas como “sefiales de peligro” que, en conjunto con las
alarminas, son proteinas intracelulares propias liberadas por células necroticas,
apoptoéticas o de células que han sido destruidas (Bianchi, 2007). Ejemplos de
productos bacterianos que se unen a los TLRs son el LPS y el acido
lipoteicoico, constituyentes de las paredes celulares de las bacterias gram
negativas y de las bacterias gram positivas, respectivamente, y la flagelina, el

componente proteinico de los flagelos de las bacterias maviles (Olive, 2012).
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Receptores tipo Fc

Los receptores Fc se expresan en células del sistema inmunolégico, incluyendo
los granulocitos (neutrdfilos y eosinofilos), los fagocitos (neutréfilos y
macréfagos) y los linfocitos del sistema inmunologico adaptativo (como las
células B). Los receptores Fc le permiten a todas estas células reconocer a los
anticuerpos que se encuentran unidos a la superficie de microorganismos y en
las células infectadas. Este reconocimiento permite a las células del sistema
inmunolégico, reconocer y eliminar a los agentes patdgenos o a células
infectadas (Pincetic et al., 2014). La activacion de la fagocitosis es la funcion
mas comun que se atribuye a los receptores Fc, la cual sera definida en
profundidad mas adelante. Los neutrofilos y los macréfagos M1 comienzan a
fagocitar y destruir a los agentes patégenos recubiertos de los anticuerpos o Ig

a través de este proceso (Swanson & Hoppe, 2004).

Receptor de Manosa

El receptor de manosa es una proteina transmembrana, perteneciente a la
familia de lectinas de tipo C, principalmente presente en la superficie de los
macrofagos y células dendriticas inmaduras, participando en las respuestas
inmunitarias innatas y adaptativas (Allavena et al., 2004). A su vez, el receptor
de manosa se une a restos de carbohidratos presentes en la superficie de
patdgenos, como bacterias, hongos, parasitos y virus, por lo que también se

considera un PRR (Mogensen, 2009). El receptor de manosa se recicla
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continuamente entre la membrana plasmatica y los compartimentos
endosomales de una manera dependiente de clatrinas, que corresponden a
proteinas citosodlicas que forman el recubrimiento de las microcavidades de

membranas celulares (Howard & Isacke, 2002).

Fagocitosis de los macréfagos

Para llevar a cabo el proceso de reconocimiento y posterior degradacion de
patogenos, primero el macréfago emite prolongaciones dependientes de la
membrana plasmatica o pseuddpodos y lamelipodios, que envuelven a la
particula extrafa, introduciéndola en su citoplasma para dar paso a la formacion
de una vesicula fagocitica o fagosoma, la que se fusiona posteriormente con
vesiculas que contienen proteasas y a pH acido o bajo, denominados
lisosomas, formando de esta manera a los fagolisosomas (Ver Figura 10)

(Gordon, 2016).
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Figura 10. Proceso de fagocitosis mediado por macréfagos. Tras el reconocimiento
de microorganismos o particulas exdgenas por parte del macrofago, estos son
incorporados en una vesicula fagocitica, la que se fusiona con un lisosoma. El
fagolisosoma resultante contiene enzimas y radicales libres (RLs) que generan su
degradacion. Finalmente, los productos de esta digestién se eliminan al exterior de la
célula o estos restos son presentados a linfocitos T para iniciar la respuesta inmune
adquirida (Modificada de Sharma, R., 2012).

Dentro del fagolisosoma se producen los mecanismos necesarios para la
destruccion del microorganismo o particula exégena fagocitada (Gagnon et al.,
2002). Estos mecanismos contemplan la generacién de EROs a través del
complejo enziméatico NOX (Ver Figura 11), el que es descrito en extenso en la
seccion 3.3. (Schumann, 2016). Las EROs por si solas son capaces de
degradar colageno, de inactivar enzimas, de oxidar lipidos, de lesionar el ADN,

de atacar membranas y de lisar bacterias o células (Wang et al., 2017). Esto
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altimo es importante dado que dentro de las células fagociticas, las EROs
alteran la integridad de la membrana fagosomal y difunden a través de las
membranas lipidicas escapando primero hacia el citoplasma y de ahi al exterior
de las células, siendo responsables de generar dafios colaterales en las células
vecinas y tejidos adyacentes (Erard et al., 2018). Afortunadamente el efecto
téxico de las EROs, es neutralizado por la accion de mecanismos antioxidantes
enzimaticos, por ejemplo, la presencia de la enzima superdxido dismutasa
(SOD) a nivel tisular y celular (Indo et al., 2015). Estos mecanismos de lesion y
proteccion frente a las EROs seran descritos en mayor detalle en las secciones

3.4y 3.5, respectivamente.
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Figura 11. Mecanismos de generacion de EROs por macréfagos. La figura ilustra la
produccion de radical anion superoxido (O, ") por la cadena transportadora de
electrones a nivel mitocondrial y por el complejo NADPH oxidasa. También se genera
el radical 6xido nitrico (NO') mediante la activaciéon de la enzima éxido nitrico sintasa
inducible (iNOS) al utilizar el aminoacido arginina como precursor. Los radicales O, "y
NO’, juntos, producen peroxinitrito (ONOO~) involucrado en la actividad microbicida.
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Las moléculas coestimuladoras como CD80, CD86 y el complejo mayor de
histocompatibilidad 1l (MHCII) son moléculas involucradas en la presentacion
antigénica y son considerados marcadores de la activacion de macréfagos (Modificada
de Koo & Garg, 2019).

Finalmente, una vez digerido el agente extrafio, queda una vesicula que
contiene desechos (o el mismo antigeno, ya que, no siempre puede ser
desintegrado). Esta vesicula se fusiona de nuevo con la membrana celular y es
posteriormente exocitada como desechos o los antigenos no desintegrados son
presentados en los MHC a células como son los linfocitos T involucrados en la

respuesta inmune adaptativa (Lim et al., 2017).

3.2.4 Células Dendriticas

Las células dendriticas (CD), como ya se ha mencionado previamente, forman
parte de la inmunidad innata, ya que, son capaces de fagocitar patégenos, y
también participar en la funcién inmune adaptativa, debido a que su funcién
principal es actuar como las células presentadoras de antigeno (CPA)
profesionales de nuestro sistema inmune (Akira et al., 2006). Esto implica que
viajan a los nédulos linfaticos, bazo y amigdalas a realizar la presentacion
antigénica donde activan a los linfocitos T citotdxicos CD8 + vy las células T CD4
+ o T ayudadores, las cuales son parte de la respuesta inmune del tipo

adaptativo (Ver Figura 12) (Leopold Wager et al., 2016)
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Figura 12. Presentacion de antigenos por células dendriticas a linfocitos T. Las
células dendriticas interactian con las células T CD4 a través de un antigeno que se
presenta en el complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC-II) que es
reconocido por el receptor de linfocitos T (TCR) y mediante interacciones con las
moléculas coestimuladoras CD40 y CD40L. Las sefiales rio abajo de CD40 y de los
TLRs conducen al aumento de expresién del complejo mayor de histocompatibilidad de
clase | (MHC- I) y las moléculas coestimuladoras CD80/ 86, permitiendo que las células
dendriticas interactten con los infocitos T CD8 citotdxicos (CTL) (Thaiss et al., 2011)

3.3 Radicales Libres y Especies Reactivas del Oxigeno

En la seccién anterior, se menciond que las células inmunes y los RLs estan
estrechamente relacionados. A continuacion, se describen en detalle los RLs,

gué son y qué rol desempefian en los sistemas bioldgicos.

Los RL corresponden a moléculas que en su estructura atbmica presentan un

electrén desapareado o impar en el orbital externo, dandoles una configuracion
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espacial que genera una alta inestabilidad (Redza-dutordoir & Averill-bates,

2016).

Los RL, a nivel biologico, se forman de manera natural como subproducto del
metabolismo normal del oxigeno (Mailloux & Harper, 2011). El oxigeno
molecular (O;), que se halla de manera habitual en su forma mas estable,
resulta ser poco reactivo. Sin embargo, producto de reacciones quimicas,
acciones enzimaticas o por efectos medio ambientales, es capaz de producir
una serie de RL que tienen la capacidad de producir dafios oxidativos. A ellos
se les conoce como EROs, denominadas de esa forma dado que son el

subproducto del metabolismo normal del oxigeno (Nosaka & Nosaka, 2017).

Dentro de la familia de las EROs se identifican moléculas con diferentes grados
de reactividad tales como el anion superoxido (O, ), el perdxido de hidrégeno

(H,0,) y el radical hidroxilo (‘'OH) (Ver Figura 13) (Mailloux, 2015).

0=0, *0=0 400" *O-H
Oxigeno molecular Anioén superdxido Perdxido de hidrégeno Radical hidroxilo
0, 0" H,0; ‘OH

Figura 13. Radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ERO). La definicién de
“radical libre" se refiere a "cualquier especie quimica que contenga uno 0 MAas
electrones no apareados”. Teniendo en cuenta que el O, en el estado fundamental
tiene dos electrones desapareados en su orbital mas externo, se puede clasificar como
una especie de radical libre. La reduccion univalente de la molécula de O, conduce a la
génesis de EROs, intermediarios altamente reactivos como por ejemplo: anién
superoéxido (O,"7), peroxido de hidrégeno (H,0,) y radical hidroxilo ("OH) (Modificada
de Mailloux, 2015).
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Este tipo de moléculas se producen por diferentes mecanismos tanto a nivel
intracelular como extracelular. Los radicales O, ", son producidos en los
complejos | y lll de la cadena transportadora de electrones a nivel mitocondrial,
mediante una transferencia de electrones al oxigeno molecular. EI O, es la
principal ERO producida y da origen a las demas EROs de importancia

bioldgica: H,O,, 'OH y 'O,. (Mailloux & Harper, 2011)

En condiciones normales, hasta el 2% de los electrones son desviados de la

cadena transportadora de electrones y forman O, ~ (Meo et al., 2016).

Por su configuracidon electrénica estos RLs presentan una vida media corta,
normalmente en el orden de los milisegundos. Sin embargo, en diversos
estudios, se ha demostrado que la reactividad de estas moléculas se
correlaciona inversamente con su vida media y capacidad de difusion en el
medio celular. El radical hidroxilo, por ejemplo, presenta una vida media muy
corta (107? s), sin embargo, reacciona indiscriminadamente, con constantes de
velocidad extremadamente altas, con casi todos los tipos de moléculas que se

encuentran en las células vivas (Hrycay & Bandiera, 2015).

Como se adelanté en las secciones 3.2.2 y 3.2.3, una gran fuente de RL es
enddégena y esta constituida por el metabolismo de las células del sistema
inmune tales como los neutréfilos y macréfagos (Chen et al., 2016). Esta
produccion de EROs esta dada particularmente por enzimas de la familia de las

NADPH oxidasas (NOX), las cuales intervienen en el estallido respiratorio,
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proceso que se caracteriza por un aumento violento en la demanda de oxigeno
y en el consumo de energia a nivel celular utilizado para producir compuestos
con capacidad microbicida, tales como las EROs (N. Suzuki et al., 2011). La
NOX es un complejo enzimatico unido a la membrana que transfiere electrones
del NADPH al oxigeno. Cuenta con una estructura heterodimérica que
comprende una subunidad catalitica y tiene cinco isoformas conocidas (NOX1-
5). Estas isoformas difieren en su distribucion tisular y en la cinética de
formacion de las EROs (Lay et al., 2014). Su activacidén se caracteriza por un
aumento en el consumo de oxigeno molecular y tiene como obijetivo, la
liberacién del radical anion superédxido (O, 7) dentro de una vesicula fagocitica
o hacia el medio extracelular, utilizando como agente reductor el fosfato de
nicotinamida-adenina dinucleétido (NADPH) (N. Suzuki et al., 2011). En
condiciones normales, las EROs son producidas y utilizadas en compartimentos
celulares como los lisosomas y no producen dafio a las biomoléculas, siempre y
cuando, los mecanismos antioxidantes funcionen adecuadamente (Ver Figura

14) (Koo & Garg, 2019).
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Figura 14. Componentes del sistema NADPH oxidasa en estados de reposo y
activacion celular. En reposo las proteinas citosélicas (p40phox, p47phox y p67phox)
y Rac se encuentran separadas de las proteinas de membrana gp91phox y p22phox.
Cuando un microorganismo (como el S. aureus) es fagocitado se induce un estado
activado del sistema NADPH oxidasa caracterizado por el desplazamiento de las
proteinas citosdlicas hacia la membrana. Lo anterior induce la transferencia de
electrones desde el NADPH hacia el FAD y los grupos hemo (H) y la posterior salida de
estos electrones al fagolisosoma. Alli estos electrones inducen la generacion de anion
superoéxido y otras EROs a partir del oxigeno molecular. Todo lo anterior favorece la
destruccién del microorganismo que se encuentra en el fagolisosoma (Akong-Moore et
al., 2012).

Las EROs son moduladores cruciales de las funciones celulares. A bajas
concentraciones se ha observado que participan en la sefializacion celular, la
induccion de la respuesta mitogénica, la defensa contra agentes infecciosos,
entre otros (Buonocore & Tataranno, 2010). Las EROs, especialmente el H,O,,
sirven como moléculas mensajeras por medio de la modificacion oxidativa de
proteinas de sefalizacion (Widlansky & Gutterman, 2011). Entonces, un
balance entre la produccion de las EROs y su remocioén permite una funcion

celular normal (Halliwell, 2012a). El incremento desmedido de la produccion de
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ERO en los tejidos biolégicos se conoce como estrés oxidativo (EO). Este
estrés, se define como la exposicion de la materia viva a diversas fuentes que
producen una ruptura del equilibrio entre sustancias o factores prooxidantes y

mecanismos antioxidantes (Sies et al., 2017).

Todo esto da lugar a reacciones con otros compuestos presentes en el
organismo, provocando dafio sobre diferentes biomoléculas como lipidos,
proteinas, acidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos presentes en las
células, dafiando sus estructuras e inactivando sus funciones (Ver Figura 15)

(Pisoschi & Pop, 2015)

? -~ Ty
N NH i R
o~ A N
N7 N7 UNH, N\
R ~cl\  Modificacion
\{ S 2\ de proteinas
NH, Incrementa \ £y \ P
los dafios \ \
NN enel ADN N\ gro _ Disfuncién \
HO%N N/) y el ARN \\R 7\ mitocondrial
H l‘ / ‘.\\
[e) ({ ) _9 ‘/)
HO il OH HNE ' Peroxidacién lipidica
i \ O\/\)\/\/\ /]
| /g \\‘ X v
H (@) \ 4-hidroxinonenal /;,/
\ S V4 *OH
N /4
pS //‘ .
# Y &
P ONOO" > ERO
Carbonilacion y NO"

nitracion de proteinas

Figura 15. Rutas de accién de ERO sobre las biomoléculas celulares. Estrés
oxidativo asociado con niveles elevados de productos de oxidacion de proteinas,
lipidos y acidos nucleicos ocasionados por la accién de ERO. 4-HNE, 4-hidroxinonenal,
8-0x0-dG, 8-0x0-2'-desoxiguanosina; O,'-, anidon superdxido; "OH, radical hidroxilo;
NO’, 6xido nitrico; ONOO™-, peroxinitrito; ERO, especie reactiva de oxigeno. Las
estrellas naranjas indican dafio oxidativo (Modificada de Cheignon et al., 2018).
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i. Lipidos: Los lipidos de membrana, especialmente los acidos grasos
poliinsaturados, son mas susceptibles a la oxidacion por radicales libres. La
peroxidacion lipidica ocasiona una pérdida de la fluidez de la membrana. La
peroxidacion lipidica es iniciada, cuando un RL toma un hidrégeno de un grupo
CH, en un &cido graso y origina un radical lipidico. Este radical puede
reaccionar con el oxigeno molecular formando un radical peroxilo lipidico
(ROO.). Este ultimo radical sufre rearreglos originando endoperoxidos, que
llevan, finalmente, a la formacién de malondialdehido (MDA) y 4 hidroxil-
nonenal (4-HNE), los productos finales tdxicos de la peroxidacion lipidica que

causan dafio al ADN vy a las proteinas (Lay et al., 2014; Pisoschi & Pop, 2015).

ii. Proteinas: Todas las proteinas son potenciales blancos de oxidacion. Dentro
de las principales modificaciones que sufren ante la oxidacion se cuentan la
pérdida de la actividad catalitica, modificaciones en aminoacidos, formacion de
grupos carbonilo, alteraciéon de la estabilidad térmica, cambio en la viscosidad,
fragmentacion, formacion de enlaces covalentes inter o intraproteicos,
formacién de puentes disulfuro y mayor susceptibilidad a la protedlisis. Aunque
se ha demostrado que individualmente algunos aminoacidos son mas
susceptibles a oxidarse que otros (prolina, lisina y arginina), una proteina,
dependiendo de su conformacion tridimensional, puede exponer 0 no esos

aminodcidos a la oxidacion (Nystrom, 2005).
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La interaccion con EROs ocasiona carbonilaciones generando modificaciones
extensas en cadenas laterales de las proteinas, entre ellas, se encuentra la
aparicion de grupos carbonilo (aldehidos y cetonas), oxidacion de residuos de
histidina a oxo-histidina y otros productos de degradacion de fenilalanina a orto-
y meta-tirosina, la conversion de metionina a metioninsulfoxido o la degradacion

oxidativa de triptéfano a quinureninas. (Nystrém, 2005; Thanan et al., 2015).

El dafio oxidativo de las proteinas es irreversible e irreparable. Las proteinas
dafiadas pueden activar a los proteosomas para inducir la degradacion de las
proteinas oxidadas. De esta manera dichas modificaciones alteran la actividad

de la proteina en cuestion (Pisoschi & Pop, 2015).

iii. Acido desoxirribonucleico (ADN): EI ADN esta sujeto al ataque por parte de
radicales hidroxilo lo que genera una gran cantidad de productos modificados
en la base o en el azlcar: 8- hidroxiadenina y 8-hidroxiguanina, entre otros
(Halliwell, 2012a). El dafio oxidativo al ADN ocasiona mutaciones génicas,
inestabilidad microsatelital y afecta la unién de los factores de transcripcion,
ocasionando un fenédmeno de carcinogénesis producto de la pérdida de
expresion o sintesis de una proteina por dafio a un gen especifico o por

modificaciones oxidativas (Halliwell, 2012a; Pisoschi & Pop, 2015).

Todo esto trae como consecuencia alteraciones de la relacibn estructura-
funcibn en cualquier 6rgano, sistema o0 grupo celular especializado;

contribuyendo a la fisiopatologia primaria o la etiopatogenia de una gran
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cantidad de afecciones (gastricas, respiratorias, cardiacas, 0seas, etcétera)
ademas del envejecimiento y las enfermedades relacionadas con la edad
(Cancer, Diabetes tipo Il, Demencias, Alzheimer, enfermedad de Parkinson,

entre otras) (Rani et al., 2016).

3.4 Sistema de Defensa Antioxidante Enzimaético

Debido a la necesidad de mantener a las EROs dentro de niveles compatibles
con la funcion celular normal, los organismos han desarrollado mecanismos
antioxidantes endégenos constituidos por enzimas que actlan inhibiendo la
activacion o neutralizando la accion de las EROs ya formadas, retrasando o
previniendo significativamente la oxidacion de casi todas las moléculas
organicas o0 inorganicas que se encuentran en las células vivas, como

proteinas, lipidos y ADN (Nimse & Pal, 2015).

Entre las enzimas antioxidantes se encuentran la Superéxido Dismutasa (SOD),
Catalasa (CAT) y Glutation Peroxidasa (GPX) (Ver Figura 16) (Indo et al.,
2015). La enzima SOD es la encargada de transformar el anion superoxido en
peréxido de hidrégeno. Su distribucion es amplia en el organismo, esta formada
por un grupo de enzimas metaloides: Cu-SOD y Zn-SOD que contienen cobre y
zinc en su sitio activo, respectivamente, se encuentran en el citosol y en el

espacio inter-membranoso mitocondrial; Mn-SOD que contiene manganeso y se
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localiza en la matriz mitocondrial (Indo et al., 2015). Las CAT, son enzimas que
se localizan en el peroxisoma, mitocondrias y citosol. Estan encargadas de
catalizar la conversion del peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno usando el
hierro como cofactor (Heck et al.,, 2010). La GPX, es una gran familia de
enzimas cuya funcién es la reduccion de peroxido de hidrégeno en agua. Esta
usa como agente reductor el glutation reducido (GSH) y se localiza
principalmente en el citosol y lisosomas (en neutréfilos, macrofagos y otras
células del sistema inmune) (Ribas et al., 2014). El glutatibn oxidado (GSSG)

debe ser regenerado para poder continuar funcionando y lo hace a través de la

\

enzima glutation reductasa (Ribas et al., 2014)
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Figura 16. Principales enzimas antioxidantes y sus sustratos. Las principales
enzimas antioxidantes son la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la
glutatién peroxidasa (GPX) (Modificada de Moret-Tatay et al., 2016)
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3.5 Estrés Oxidativo: mecanismo de toxicidad en sistemas bioldgicos por

accion de NPMs

Una vez descritas las caracteristicas de las EROs (seccion 3.3), es interesante
conocer qué rol desempefian dentro de los sistemas bioldgicos producto de la

aplicacién de NPMs y, sobre todo, las consecuencias de aquello.

En relacibn a esto ultimo, se ha reportado en literatura que el uso de
nanomateriales del tipo metalico, como tratamiento en el area de la
biomedicina, pueden provocar toxicidad e interferir en el metabolismo de los

seres vivos a través de la generacion de EROs (Yulin Tang et al., 2016).

Una fuente de generacion de EROs también puede provenir desde el exterior,
ya sea, como consecuencia del metabolismo de ciertas sustancias (cloroformo,
paracetamol, etanol, etcétera), o bien, de manera directa por la presencia de
metales de transicién (hierro, cobre, plata, silicio, entre otros) (Flora et al.,
2008). En presencia de metales de transicion reducidos, como el i6n ferroso
(Fez*), el H,O, es parcialmente reducido generando el radical "OH, uno de los
oxidantes mas fuertes de la naturaleza. Esta reaccion se conoce como reaccion
de Fenton (Ver Figura 17) (Halliwell, 2012b). En los sistemas vivos la reaccion
que genera radicales "OH ademas de la reaccién de Fenton, es conocida como
la reaccion de Haber Weiss (Ver Figura 17), en la cual en presencia de O," y

H,O, se generan mas radicales "OH (Kehrer, 2000).
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Reaccion de Fenton

Fe?* + H,O, —> Fe* +-OH +|OH-

Reaccion de Haber-Weiss
H+
0 +H,0; L—>02+ H,O +|-OH

Figura 17. Reacciones de Fenton y Haber-Weiss. Cuando el peroxido de hidrégeno
reacciona con un metal de transicion, mediante la reacciéon de Fenton, se forma el
radical hidroxilo. El hidroxilo puede reaccionar con el ADN, los lipidos o las proteinas
presentes en la célula y generar dafio en su estructura y funcién. La reacciéon de
Haber-Weiss genera radicales hidroxilo a partir de peroxido de hidrégeno y anion
superoéxido.(Modificada de Macedo-Marquez, 2012).

Este radical reacciona tan rapido con las biomoléculas que ningun antioxidante
a concentraciones fisiolégicas es capaz de competir con las biomoléculas por el
"OH generado. En vista de lo anterior, la mejor estrategia para minimizar el
dafio causado por el 'OH es remover el H,0O, 0 secuestrar los metales de
transicion necesarios para la produccién de 'OH por la reaccién de Fenton
(Halliwell, 2012b). En ambas estrategias, participan las células a través de
proteinas como la transferrina, ceruloplasmina y albamina, cuyo papel es quelar
0 secuestrar extracelularmente iones metalicos, evitando la produccion del

radical "OH altamente toxico (S. K. Biswas, 2016)
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Los metales de transicion tienen varias valencias y los cambios de valencia los
hacen aceptar o donar electrones individuales. Esta caracteristica hace a los
iones metéalicos muy buenos promotores de las reacciones con RL (Halliwell,

1989).

Los metales pueden oxidarse en disoluciones acuosas aireadas para dar paso a
la generacién de iones metélicos (Behra et al., 2013). En base a esto, existe un
debate sobre si las NPMs y/o los iones que se liberan al medio son los
encargados de ejercer un efecto citotoxico sobre los elementos celulares

(Barros et al., 2018).

Los mecanismos de toxicidad generados por NPMs no estan del todo claros,
pese a ello, se ha propuesto que el efecto toxico de las NPMs se asocia con un
contacto directo de las NPMs con las membranas celulares, seguido de su

ingreso al citoplasma celular (Gahlawat et al., 2016).

Una de las NPMs mas estudiadas en cuanto a la generacién de EROs y, de la
cual se dispone mayor informacién, son las AgNP. Esto esta muy ligado a su
funcién antimicrobiana, propiedad que también comparten NPMs como AuNP,
CuNP, ZnO, entre otras. Aunque existe una gran controversia sobre su
mecanismo de accién, éste permite comprender de buena manera como es que
se generan las EROs en sistemas biol6gicos por accion de NPMs. El
mecanismo de accién bactericida podria resumirse en tres principales eventos;

el primero, se explicaria por la liberacion gradual de iones metalicos (iones de
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plata para este caso) que inhiben la produccion de adenosin trifosfato (ATP) y la
replicacion del ADN, factores fundamentales para la supervivencia celular; el
segundo mecanismo, podria atribuirse a la capacidad de las NPMs para
generar un dafio directo a la membrana celular y sus biomoléculas (lipidos,
proteinas y ADN). Finalmente, y tercero, por la generacion de EROs, en
especial "OH, ocasionando EO y con ello, la muerte celular (Ver Figura 18) (Le

Ouay & Stellacci, 2015; Salem et al., 2015; S. K. Biswas, 2016)
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Figura 18. Mecanismos bactericidas de las AgNP. Representacion esquematica de
los efectos bactericidas debidos al dafio de la membrana inducido por las AgNP y la
liberacién de iones de plata de las NPMs, o la combinacion de estos dos efectos. Estos
efectos se pueden resumir en una unién inicial de AQNP o iones Ag + a la pared celular
bacteriana, su posterior penetraciéon dentro de la célula, seguida de generacion de
EROs, dafio del ADN y desnaturalizacién de proteinas (Modificada de Liao et al.,
2019).
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3.6 Mecanismos de interaccidon de las células del sistema inmune innato

con las NPMs

El sistema inmunoldgico es el responsable de la defensa del organismo frente a
organismos patdégenos y agentes extrafios, como son las NPMs. Las NPMs
pueden ser reconocidas por el sistema inmunoldgico, interactuar con éste y
modular su funcién induciendo un efecto inmunosupresor o inmunoestimulador
(Dobrovolskaia, 2015). La diversidad quimica y estructural de las NPMs,
sumada a la capacidad de llegar a diferentes células y tejidos, es ventajosa
para su uso. Sin embargo, esas mismas caracteristicas y propiedades hacen
que las NPMs al ingresar al organismo, sean reconocidas (Dobrovolskaia et al.,
2016). El reconocimiento de las NPMs dependera de factores tales como la
dosis, la via de administracién, el tamafio, la composicion y las propiedades de
la superficie de las NPMs (Reichel et al., 2019). Las células inmunes pueden
estar expuestas a NPMs de tres formas principales: 1) administracion oral o
parenteral de formulaciones farmacéuticas basadas en NPMs, 2) inhalacién de
NPMs por contaminacién o exposicién ocupacional, o 3) generacién de NPMs
por el organismo debido a la degradacion de implantes metalicos (Walkey et al.,

2012).

Como se ha dicho en la seccién 3.2.1., existen tres tipos de células inmunes

innatas principales. Sin embargo, la informacién mayormente descrita asociada
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al reconocimiento de las NPMs por parte del sistema inmune se centra en los

macrofagos.

En los sistemas vivos no se encuentran nanomateriales con su disefio original,
sino que ocurre la adsorciébn de proteinas o recubrimiento proteico en la
superficie del biomaterial (denominado "corona" en la literatura de
nanomateriales, y también "opsonizacion” en la literatura de administracion de
medicamentos) al entrar en contacto con la sangre o el tejido (Ver Figura 19)
(Aggarwal et al.,, 2009). Proteinas sanguineas, como la albumina, las
apolipoproteinas, las Ig y de la coagulacién, entre otras, pueden unirse
inespecificamente a la superficie de los nanomateriales y provocar su
opsonizacién favoreciendo la fagocitosis o0 endocitosis de las NPMs por parte de
los macrofagos (Diaz et al., 2008). Esto puede dar lugar a una reduccion en la
vida media de las NPMs en el sistema circulatorio y alterar su estabilidad,
induciendo su precipitacion y agregacion. La adsorcién de las proteinas a la
superficie de las nanoparticulas depende de las caracteristicas de la cubierta,
de la composicion y del método de sintesis de la NP en cuestién. Se sabe que
alterando la carga de la superficie, como por ejemplo afadiendo diferentes
grupos funcionales, pueden modificarse las propiedades hidrofilas de las NPMs
y su vida media, a la vez que disminuye la interaccion con proteinas o
receptores que estimulan la fagocitosis (Dobrovolskaia & McNeil, 2007). Por

ejemplo, las NP con su superficie recubierta de polietilenglicol (PEG) unen
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menos proteinas que las que no poseen esta modificacion en su superficie, y en

algunos casos también disminuyen su toxicidad (Diaz et al., 2008).

Nanoparticula Formacién de Corona Proteica
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Figura 19. Formaciéon de la “corona” proteica en la superficie de las
nanoparticulas. Cuando las NPs se administran in vivo, quedan cubiertas por una
corona de proteinas que activa la respuesta inmune e influye en la administracion
dirigida de la nanomedicina (Modificada de Digiacomo et al., 2020).

Debido a que los materiales extrafios, patdégenos y tejidos dafiados presentan
patrones reconocidos por los receptores de la superficie de los fagocitos, las
NPs también podrian presentar patrones moleculares analogos debido a la
adsorcion de proteinas, o asociados especificamente a las propiedades
fisicoquimicas de las materias primas (Gustafson et al., 2015). Taylor et al.
(2005) ha identificado que los cuatro receptores de superficie de macréfagos,
descritos en la seccion 3.2.3., estarian involucrados en el reconocimiento de los

nanomateriales (Ver Figura 20).
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Figura 20. Receptores de superficie de macrofagos: posibles responsables del
reconocimiento de las nanoparticulas. Cada receptor que reconoce NPs inducira un
mecanismo de internalizacion especifico, que se describe en el diagrama. Los efectos
inflamatorios posteriores, desencadenados por la participacion del receptor, pueden
inducirse a través de estas vias de internalizacion (Modificada de Gustafson et al.,
2015)

Estos mecanismos de internalizacion celular se clasifican generalmente como
fagocitosis o pinocitosis segun los receptores, los mecanismos de membrana y

la disposicion intracelular (Aderem & Underhill, 1999).

La fagocitosis se utiliza para la absorcién y degradacion de particulas de gran
tamafio que superan los 500 nm (Doherty & McMahon, 2009). Las tasas de
fagocitosis varian ampliamente y cambian segun el tipo de célula, el estado de

activacion, las condiciones de cultivo o las condiciones biologicas en las que se
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encuentren las NPs (por ejemplo, la exposicion a endotoxinas o proteinas)

(Kumari et al., 2010).

La pinocitosis es activa en todas las células de los mamiferos y también es
responsable de la absorcién de NPs. Este mecanismo de captacién se puede
clasificar en internalizacion extracelular de gran volumen (por ejemplo,
macropinocitosis) y una internalizacion de menor volumen por ejemplo, a base
de clatrinas, capaces de una internalizacion de especies de 20 a 500 nm en
tamafio (Doherty & McMahon, 2009; Kumari et al., 2010). Receptores
Scavenger, TLRs y de manosa participan en estos mecanismos de
reconocimiento e induccion de este proceso, que involucran la formacion de
invaginaciones de clatrina en la membrana celular que envuelven y arrastran el
cargamento al interior de la célula (McMahon & Boucrot, 2011). Una vez que
envuelven el cargamento, estas invaginaciones de membrana, a través de la
escision por dinamina, forman vesiculas endocelulares, que se envian a
endosomas tempranos, se acidifican y se transforman en vesiculas
endosOmicas tardias, que luego son direccionadas a otros destinos
intracelulares, incluidos los compartimentos lisosomales (Figura 21) (Canton &

Giuseppe, 2012; Doherty & McMahon, 2009).
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Figura 21. Modelo de los mecanismos endociticos y de transporte intracelular.
Las nanoparticulas (puntos amarillos) y otras sustancias captadas por endocitosis
estan encerradas dentro de los endosomas tempranos, fagosomas 0 macropinosomas.
Estas vesiculas con particulas maduran luego por la via degradativa y se convierten en
cuerpos multivesiculares/ endosomas tardios que se fusionan con lisosomas.
Alternativamente, las NPs se pueden transportar de regreso a la superficie celular
directamente desde los endosomas tempranos o a través de los endosomas de
reciclaje. El pH desciende gradualmente desde la superficie celular hacia los lisosomas
donde el pH es de 4,0 a 5,5. Los lisosomas contienen proteasas y otras enzimas que
degradan la mayoria de las sustancias biolégicas (Modificada de Iversen et al., 2011).

71



3.7 Estrés Oxidativo: mecanismo de toxicidad en macré6fagos por accion

de NPMs

Se ha informado que las respuestas de EROs mediadas por NPMs orquestan
una serie de eventos patoldégicos como genotoxicidad, inflamacion, fibrosis y
carcinogénesis (Li et al., 2010). Hasta la fecha, el mecanismo celular exacto
subyacente a la generacion de EROs por el uso o aplicacion de las NPMs, no
se ha dilucidado completamente. A continuacién, se detallara algunos de los

mecanismos posibles encontrados y considerados en esta revision.

Toxicidad mediada por accion de metales de transicion

La mayoria de las NPs de base metalica provocan toxicidad mediada por RLs a
través de reacciones de tipo Fenton (Dayem et al., 2017). Se ha demostrado
que NPMs como el diéxido de titanio (TiO,), 6xido de zinc (ZnO), AgNP, entre
otras; acttan principalmente depositandose en las superficies celulares o dentro
de los organulos celulares, induciendo cascadas de sefializacion de EO

(Gustafson et al., 2015).

Las CuNP también siguen la misma linea. Su mecanismo de accion
antimicrobiano es provocado por la liberacién de iones de cobre Cu2* que iran a
dafar las membranas celulares de macréfagos, alterando su funcién y

conduciéndolas a la muerte (Ren et al., 2009; Sohrabnezhad et al., 2014).
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A su vez, estudios con AuNPs también han descrito un aumento en la
produccion intracelular de EROs en poblaciones de macréfagos humanos luego

de haber sido internalizadas (Fatima et al., 2015).

Activacion del sistema inmune e inflamacién mediado por las NPMs

El sistema inmune innato juega un papel fundamental en el transito de las
NPMs a través del organismo. Ante la presencia de un antigeno o elemento
extrafio, como es el caso de las NPMs, el macrofago cuenta con mecanismos
de reconocimiento, internalizacién y degradacién que ya han sido sefialados en

los puntos anteriores (ver seccion 3.2.3 y 3.6).

Por ejemplo, se ha demostrado que algunas NPMs activan células inflamatorias
fagociticas como macrofagos y neutréfilos, lo que resulta directamente en un
aumento de la produccion de EROs y EO (Manke et al., 2013) El EO inducido
desencadena vias de sefalizacion celular que dan como resultado una mayor

expresion de citoquinas proinflamatorias y fibroticas (Li et al., 2010).

Se ha informado que uno de los principales mecanismos de citotoxicidad de las
NPMs son influir en las concentraciones de calcio intracelular, activar factores
de transcripcion y modular la produccion de citoquinas pro inflamatorias a traves

de la generacién de RL (Manke et al., 2013).

También se ha demostrado que, en particular, las AuNP pueden iniciar una

respuesta inflamatoria mediante la activacion de macrofagos tanto in vitro como
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in vivo (Fallarini et al, 2013). Un estudio que comparé las AuNP con las AgNP,
en macréfagos, demostré que la exposicion a corto plazo a AgNP indujo la
sefalizacion que activdé al Factor Nuclear kappa B (NF-kB) (considerado el
factor transcripcional maestro de la respuesta inflamatoria) y la producciéon de
EROs, lo que condujo a aumentos en los niveles de citoquinas pro inflamatorias

TNF-a e IL-6 (Gustafson et al., 2015; Nishanth et al., 2011).

Yazdi y cols. (2010) observaron algo similar luego de la aplicacion de NPMs de
diéxido de titanio (TiO;) (20 nm y 80 nm), desencadenando la produccion de
EROs. Estos demostraron ser los responsables de la activacion del
inflamasoma, complejos multiproteicos que conducen a la activacién de la
caspasa-1, mediante la sintesis y secreciéon de IL-1B en macréfagos. La
proteina adaptadora MyD88 que forma parte de la via de sefializacién de los
TLRs vy, encargada de la translocacion rio abajo del factor NF-kB al nucleo,
también participa de este proceso. La via de sefializacion activada por la union
de IL-1B a su receptor también comprende la activacion de la proteasa caspasa-
1, encargada de mediar tanto los procesos de inflamacibn como los de
apoptosis, lo que se transforma en conjunto en un circulo vicioso de

proinflamacién constante (Yazdi et al., 2010).

Disfuncién mitocondrial generada por las NPMs

La apoptosis es considerada como uno de los mecanismos principales de
muerte celular causada por el EO inducido por NPMs. Entre las diferentes vias
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apoptoticas, la via apoptoética mitocondrial intrinseca juega un papel importante
en la muerte celular inducida por NPMs, ya que, las mitocondrias son uno de
sus principales organelos diana (Ma & Yang, 2016). Primero las NPMs dafan
los fosfolipidos de membrana mitocondrial, provocando su despolarizacion.
Luego las NPMs ingresan a las mitocondrias y sobre estimulan la produccion de
EROs a través de la disfuncion en la cadena transportadora de electrones
(Manke et al., 2013). La liberacion de iones metélicos seria la responsable de la
interaccidon con los grupos -SH de las enzimas y proteinas celulares,
interfiriendo con la cadena respiratoria, afectando la produccién de ATP
mitocondrial, alterando la permeabilidad de las membranas, generando cambios
en la forma, estructura y funcidon de este organelo clave en el metabolismo y
supervivencia de la célula (Hsueh et al., 2015). Otra consecuencia es la
alteracion del ADN cromosémico, lo que afecta la capacidad de replicacién y la
sintesis de proteinas esenciales para el correcto funcionamiento de la célula.
Varias NPMs, incluidos Zn, Cu, Ag, Fe, provocan la muerte celular mediada por
EROs a través de la disfuncion mitocondrial, exhibiendo altos niveles de
caspasa-3 y caspasa-9, asi como altas proporciones de proteina 4 similar a bcl-
2 (Bax)/ linfoma de células B-2 (Bcl-2). (Chernousova & Epple, 2013; Dayem et

al., 2017; Liao et al., 2019).
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Desestabilizacién del fagosoma vy lisosoma generada por las NPMs

Existiria un efecto sinérgico en la interaccion entre fagocitos y NPMs. Por un
lado, la activacion del fagosoma, potenciando la induccién de estrés celular,
fomenta un aumento en la liberacién de EROs y la produccién de citoquinas (IL-
6, IL-12, IL-1B, TNF-a, INF-y), y por el otro, el contacto directo de NPMs con
amplias areas de superficie de las membranas celulares del fagocito, provocan
dafios y pérdida de la integridad de esta misma, ocasionando la fuga del
contenido celular, afectando la sobrevida de la célula (Barros et al., 2018;

Bondarenko et al., 2013).

Como se menciond en la seccion 3.6, una vez que las NPMs son reconocidas y
endocitadas por las células fagociticas, éstas terminan principalmente dentro de
los endosomas, vesiculas endociticas que luego se fusionan con los lisosomas,
organulos que presentan un pH bajo debido a que en su membrana poseen una
bomba protonica ATPasa que transporta hidrogeniones (protones [H+]) desde el
citosol hacia su interior (Xia et al.,, 2008). Esto ultimo le permite facilitar la
funcion de sus proteasas y enzimas hidroliticas, las cuales estan encargadas de

ayudar a la degradacion de sustancias biolégicas (Mindell, 2012).

Un estudio informd de la captacién de AuNP (16 nm) modificadas por péptidos
cargados positivamente, por parte de los endosomas (lversen et al., 2011). Una
vez unido con el lisosoma, dentro de estas vesiculas, se observé que las NPMs

pueden absorber protones en respuesta a la acidificaciéon de los endosomas
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actuando como unas "esponjas de protones"” (Iversen et al., 2011). Esto puede
ser utilizado por las NPMs para romper las membranas de estas vesiculas, y
con ello, la liberacion de proteasas y enzimas hacia el citosol, ocasionando
serios dafos al interior de la célula, provocando citotoxicidad e induciendo

cascadas de sefalizacion de muerte celular (Sharifi et al., 2012).

Dafno en macromoléculas mediado por las MNPs

Como se dijo en las secciones 3.3 y 3.5, los RL son potencialmente dafinos
para las macromoléculas celulares que incluyen lipidos, proteinas y acidos
nucleicos. El ADN es uno de los principales objetivos del EO y representa el
primer paso involucrado en la mutagénesis, carcinogénesis y envejecimiento
celular (Shi et al.,, 2004). Los efectos genotoxicos pueden producirse por
interaccion directa de las NPMs con material genético o por dafio secundario de
las EROs inducidas por las NPMs. Las NPMs inducen aberraciones
cromosémicas, roturas de cadenas de ADN, dafio oxidativo del ADN vy
mutaciones (Xie et al., 2011). Se sabe que el 'OH reacciona con todos los
componentes del ADN provocando la rotura de una sola hebra del ADN
mediante la formacion del aducto de ADN 8-hidroxil-2-desoxiguanosina (8-
OHdG). 8-OHdG es un biomarcador de lesiones de ADN mediadas por-'OH
(Valavanidis et al., 2009). Un estudio que comparé NPMs que incluia Cu, Fe, Ti
y Ag inform6 genotoxicidad mediada por EROs caracterizada por la formacién

de micronucleos y dafio en el ADN in vivo (Song et al., 2011).
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Junto con el dafio cromosomico, los RLs también interactian con lipidos y
proteinas, abundantemente presentes en las biomembranas, para producir
productos de peroxidacion lipidica asociados con mutagénesis. Los acidos
grasos poliinsaturados estan sujetos a oxidacion dando lugar a hidroperoxidos
lipidicos como paso inicial en la generaciéon de EROs (Ayala et al., 2014). Los
metales prooxidantes como el Cu y el Fe reaccionan con estos hidroperoxidos
lipidicos para inducir los productos finales que dafian el ADN, el
malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxinonenal (4-HNE) que actian como
mediadores inflamatorios y factores de riesgo de carcinogénesis (Napierska et
al., 2012; Shukla et al., 2011; Turski & Thiele, 2009). Los RLs inducidos por
NPMs u iones metalicos pueden activar oncogenes como Ras. Cantidades
excesivas de NPMs se han asociado con cénceres de piel, vejiga, higado,

pulmon y vias respiratorias (Manke et al., 2013).

Efectos toxicos provocados por el tamafio vy area de superficie de las NPMs

En particular, se ha observado que la toxicidad de NPMs (por ejemplo las de
oro, plata y cobre) resultan ser mayor mientras mas pequefios sean los
tamafos (lvask et al., 2014). Un estudio comprob6 que mientras mas pequefias
eran las AgNP (5 nm), mayor es la cantidad de iones Ag* que se pueden liberar,

a diferencia de las AgNP de mayores tamafios (11 nm) (Woo et al., 2008).

Algunos reportes también demuestran que el area superficial de las NPMs

influye en la produccion de EROs. Por ejemplo, en un estudio se observé que a
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pesar de utlizarse la misma concentracion de AgNPs, las de un tamafio de 15
nm produjeron mayores niveles de EROs que las de 50 nm, en macrofagos

(Cho et al., 2009).

Sintesis de los efectos nocivos causados por las NPMs

En sintesis, células de nuestro sistema inmune, en particular los macréfagos
reconocen las NPMs como agentes extrafios, y por ello desencadenan una
serie de respuestas radicalarias e inflamatorias para eliminarlas. Pero a su vez,
la inflamacién puede potenciar la produccion de EROs. El mecanismo de accion
que comparten las NPMs es la interaccidbn que ejercen sobre las membranas
externas de las células diana desorganizandolas, alterando su permeabilidad y
la respiracion celular, provocandoles la muerte (Hajipour et al., 2012). ElI EO
relacionado con la exposicion a NPMs implica la disfuncion de la respiracion
mitocondrial, la apoptosis mitocondrial, la activacion del sistema NADPH
oxidasa, el atague oxidativo a macromoléculas y el agotamiento de las enzimas
antioxidantes; todos los cuales estan asociados con lesiones tisulares (Eftekhari
et al.,, 2018). La respuesta de EROs impulsada por NPMs contribuye a la
activacion de las vias de sefalizacion celular, las expresiones de citoquinas y
guimioquinas inflamatorias y la activacion de factores de transcripcion
especificos como NF-kB (Manke et al.,, 2013). La activacion de estos
mecanismos celulares esta estrechamente relacionada con la transcripcién de

genes implicados en la inflamacién, genotoxicidad y con el desarrollo de cancer.
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Por tanto, las consecuencias patologicas observadas durante la exposicion a

NPMs podrian atribuirse a la generacion de EROs (Dayem et al., 2017).

La Figura 22 resume y propone los efectos oxidativos inducidos por las NPMs y
la toxicidad resultante al interactuar con las células fagociticas como
macrofagos. Estos efectos son considerados clave en esta revision y deben ser

considerados al momento de usar y/o aplicar las NPMs.
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Figura 22. Mecanismo de toxicidad dependiente de estrés oxidativo inducido por
nanoparticulas metdlicas sobre fagocitos. Las NPMs ingresan al interior de las
células a través de fagocitosis, proteinas integrales de membrana o también mediante
endocitosis. Una vez dentro, ocurre una liberacion de iones metélicos, los principales
factores responsables de la generacion de EROs, via reaccion de Fenton. Tras la
exposicion a NPMs, el exceso de produccién de EROs conduce a dafio oxidativo de la
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membrana mitocondrial y cadena transportadora de electrones, produciendo su
disfuncion y proceso de apoptosis. Los fagosomas al interaccionar con estos
elementos exégenos (NPMs), generan cantidades masivas de EROs a través del
complejo enzimatico NOX, mientras que las EROs inducidas por las NPMs, a su vez,
desestabilizan las membranas del fagosoma, liberando su contenido hacia el
citoplasma. La generacion de EROs también es capaz de inducir dafio oxidativo del
ADN, roturas de cadenas, demostrando asi las caracteristicas mutagénicas y
cancerigenas asociadas a las NPMs; la desnaturalizacion de proteinas y la
peroxidacion lipidica a nivel de membrana celular, promoviendo su ruptura, y en
consecuencia, la fuga del citoplasma hacia el espacio extracelular (Manke et al., 2013).
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CAPITULO IV: CONCLUSION Y PROYECCIONES

Comprender las implicancias biolégicas y celulares del uso de NPMs, desde el
punto de vista radicalario, y sus consecuencias oxidativas sobre las células del
sistema inmune, resulta ser de suma importancia para aportar a la mejora del
disefio, fabricacion, y promocién de estrategias y procedimientos, que permitan
mitigar o eludir estos mecanismos de toxicidad, no solo mejorando los
estandares de seguridad de éstas herramientas para la salud humana (antes de
su comercializacion), sino que, también para poder ejercer mas eficazmente su

potencial terapéutico (Boraschi et al., 2017)

Los principales efectos deletéreos inducidos por la utilizacion de NPMs son
atribuibles a sus propiedades fisicoquimicas, las que incluyen el tamafio de la
particula, el area de superficie, la composicidbn quimica y la presencia de
metales de transicion. A pesar de que se comprende bien la toxicidad de
muchos materiales a granel, no se sabe a qué concentracién o tamafio pueden
comenzar a exhibir nuevas propiedades toxicoldgicas debido a las dimensiones

nanoscopicas (Sharifi et al., 2012).

Sin embargo, es en la generacion de EROs mediadas por la interaccion de las
células inmunitarias con las NPMs, actuando de forma sinérgica una sobre la
otra, donde identificamos los principales mecanismos de dafio que incluyen la

activacion de las células inmunitarias a través del complejo enziméatico NOX, y

82



la accion e interferencia sobre la respiracion celular que tiene lugar a nivel

mitocondrial (Eftekhari et al., 2018).

La activacion persistente de estas cascadas de sefializacion intracelulares, de
tipo proinflamatorias, puede permitir el desarrollo de alteraciones de tipo
clinicas. El desbalance redox producto del EO a través de NPMs ejerce
resultados fisiopatol6gicos indeseables como genotoxicidad e inflamacion,
contribuyendo a la etiopatogenia de carcinogénesis, afecciones respiratorias,
cardiacas, 6seas, etc; ademas del desarrollo temprano de envejecimiento y de
enfermedades relacionadas con la edad (Demencias, Alzheimer, enfermedad

de Parkinson, Diabetes tipo Il, etc) (Rani et al., 2016).

Por todo lo anteriormente descrito, es fundamental incorporar estas respuestas
bioldgicas adversas como herramienta de deteccidén de los efectos toxicos de
las NPMs. Por ejemplo, la sobreexpresibn de enzimas antioxidantes es
indicativo de EO leve en las células, mientras que la apoptosis mitocondrial

ocurre en condiciones de EO elevado (Manke et al., 2013).

Un estudio que pretenda medir los efectos oxidativos adversos asociados a la
exposicion a NPMs debe incluir, por un lado, una caracterizacion rigurosa de las
NPMs a utilizar, y por otro lado, asignar marcadores de EO, como por ejemplo
la presencia de moléculas / biomoléculas de dafio oxidativo ( 4-HNE, MDA,
carbonilos, 8-0x0.dG, etc); asi como también, la evaluacion de los niveles de

actividad de la maquinaria antioxidante enzimatica (SOD, CAT, GPX) como
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criterios de valoracion de toxicidad que permita predecir los potenciales riesgos

asociados al uso de las diferentes NPMs (Manke et al., 2013).

Pese a todo lo descrito, hay que hacer énfasis en que los mecanismos
asociados con la toxicidad y los peligros involucrados en el uso de NPMs, que
dan como resultado la induccion de EROs, siguen sin esclarecerse del todo. Se
requieren mas estudios que investiguen los efectos de inmunotoxicidad de las
NPMs o las reacciones inflamatorias para mejorar el conocimiento de las
propiedades fisicoquimicas de las NPs que puedan modular al sistema

inmunologico (Dayem et al., 2017; Luo et al., 2015).

Para finalizar, aiun queda mucho por investigar, explorar y descubrir sobre la
caracterizacion de la interaccion entre NPMs, células del sistema inmune y
EROs, tomando en consideracion que en la actualidad, si bien, por un lado el
namero de publicaciones basadas en el uso de NPMs aumenta
significativamente a lo largo de los afios; la gran mayoria de las publicaciones
se centran en la sintesis y el desarrollo de nanomateriales novedosos, y menos
del uno por ciento se han centrado en el impacto bioldgico de las NPMs (Sharifi

et al., 2012).

Esta revision narrativa podria incentivar a otras lineas de investigacion para
profundizar en los efectos adversos asociados al uso de las NPMs,

considerando la relevancia que ello podria tener en el campo de la biomedicina.
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