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Abreviaturas

AMCyan: anticuerpos murinos para CD45
ANOVA: andlisis de varianzas

BHI: caldo de infusién de cerebro y corazén
CBA: arreglo de perlas citométrico

DNA: &cido desoxirribonucleico

FITC: isotiocianato de fluoresceina

g: gravedad

IC: intervalo de confianza

IL: interleuquina

. MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos 1

. MOI: multiplicidad de infeccion

. NPOHA: nanoparticulas de 6xido de hierro recubiertas de poliacrilato de sodio,
. OD: densidad dptica

. PBS: solucion salina tamponada con fosfato

. PeCy7: estreptavidina-Ficoeritrina / Cy7

. ROS: especies reactivas de oxigeno, IONS: nanoparticulas de éxido de hierro.
. RPMI: instituto Conmemorativo de Roswell Park

. SBF: suero bovino fetal

. Syto: tincion fluorescente de acido nucleico

. TNF: factor de necrosis tumoral

. UFC: unidades formadoras de colonias



RESUMEN

Las células fagociticas mononucleares, monocitos y macréfagos, tienen amplia participacion
en los procesos de inflamacion, su resolucion y en la orquestacion y regulacion de la
respuesta adaptativa. Los monocitos han sido clasificados en tres subpoblaciones segun la
expresion del CD14 y el CD16. Tienen elevada plasticidad funcional en la eliminacion de
microorganismos y en procesos angiogénicos. Se ha considerado que el uso extracorpéreo de
nanoparticulas supermagnéticas de Oxidos ferrosos podria evidenciar y caracterizar los
infiltrados mononucleares en sitios en los que se requeria acceder mediante procedimiento
invasivos como biopsias, lavados broncoalveolares o, en algunos casos dada su complejidad,

se hacen quiréfanos como las biopsias estereotacicas.

En el Grupo de Inmunologia Celular e Inmunogenética (GICIG) se han hecho estudios con
Nanoparticulas recubiertas con poliacrilato de sodio (NPOHA). Estos estudios que incluyen
los efectos sobre células mononucleares de sangre periférica no han mostrado que no afectan
las respuestas a mitdgenos y antigenos como el toxoide tetanico ni su capacidad de activar
linfocitos T CD4 y CD8, pero si reducen su capacidad de remocion de células apoptoticas y

la agregacion plaquetaria.

Tratando de ampliar y comprender el impacto putativo de las NPOHA sobre los fagocitos
mononucleares, este trabajo se enfocé en evaluar los efectos sobre la respuesta efectora de
macrofagos derivados de monocitos de sangre periférica, expuestos a las NPOHA e

infectados con Listeria monocytogenes.

Las NPOHA no tuvieron actividad directa sobre L. monocytogenes y, aunque no hubo efecto
sobre el crecimiento intracelular de L. monocytogenes, en presencia de las NPOHA se
observo reduccion en la union e internalizacion de la bacteria. Los incrementos en los niveles
de IL6, IL8, pero no TNFa, inducidos por la infeccion fueron menores en los fagocitos
expuestos a NPOHA. Si la menor internalizacion de bacterias, con la menor produccion de
citoquinas en presencia de NPOHA es consecuencia de una mayor replicaciéon dentro del

ambiente intracelular, requiere mas evidencia, como el estudio de la replicacion bacteriana



en funcion del tiempo, la evaluacion del escape putativo del fagolisosoma en presencias de

las nanoparticulas, entre otros mecanismos que no se exploran en este trabajo.

Palabras clave: NPOHA, Listeria monocytogenes, macrofagos, efecto.



INTRODUCCION.

El sistema de fagocitos mononucleares desempefia papeles esenciales en el mantenimiento
de la homeostasis tisular en condiciones basales, asi como en la orquestacion y la génesis de
la inflamacion y su resolucién, la respuesta adaptativa y su regulacion (6,7). Se reconoce que
los macrofagos tisulares se forman en el saco embrionario y se localizan en los tejidos antes
del nacimiento (8) y, a lo largo de la edad adulta, se mantienen mediante la proliferacion de
los reservorios de células residentes con una entrada minima de monocitos de la circulacion
(9), salvo en algunos procesos inflamatorios. Los monocitos circulantes representan células
versatiles y dinamicas, compuestas por subpoblaciones heterogéneas que difieren en
fenotipo, tamarfio, morfologia y perfiles transcripcionales (10,11). Los diferentes tipos de
monocitos se definieron con base en la expresion superficial del CD14 y del CD16 en
humanos. Las células CD14++ CD16-, han sido denominadas como la subpoblacion clésica;
las CD14+ CD16+, como la subpoblacion intermedia y la CD14- CD16++ como la
subpoblacion no clasica, a su vez dentro de esta Gltima subpoblacién aproximadamente un
monocitos son Slan+ (slanMo), y son considerados como los principales productores de la
citoquinas inflamatorias (12,13). También se ha caracterizado la poblacion de monocitos Tie-
2 (TEMs), los cuales promueven la angiogénesis de tumores y parecen favorecer el
crecimiento tumoral, la metéstasis y ademas antagonizan varios de los mecanismos efectores

contra el tumor (14).

Los monocitos se reclutan rapidamente en los sitios de infeccion e inflamacion (1,15), donde
exhiben una considerable plasticidad funcional, que va desde la capacidad de destruir a un
microorganismo hasta tener funciones angiogénicas (11). Ademas, participan en las
diferentes etapas durante los procesos inflamatorios cronicos (16). Pero es de notarse que,
durante estos procesos, el compromiso tisular solo es evidente en las fases mas tardias de las
patologias cuando el dafio es evidente y cuando la intervencion médica es fundamentalmente
paliativa. La deteccion temprana de células en los tejidos comprometidos podria favorecer

su pronostico e intervencion de forma més temprana y dirigida.



En estudios previos del Grupo de Inmunologia Celular e Inmunogenética ha sido de particular
interés el entendimiento del comportamiento de los fagocitos mononucleares en diversas
patologias. Se han reportado alteraciones en pacientes en las subpoblaciones de monocitos
en tuberculosis y diferencias funcionales que parecen estar relacionadas con su etapa de
diferenciacion (17). En el caso del lupus eritematoso sistémico (LES) es evidente el
compromiso de los monocitos no clasicos en la enfermedad, incluida su presencia en las
lesiones renales (18). Estos estudios in vitro mostraron cambios en las proporciones de
monocitos circulantes en pacientes con LES; ademas, mostraron alteraciones funcionales que
sugieren la pérdida de su capacidad reguladora sobre la proliferacion de los linfocitos T (19).
El dafio mediado por complejos inmunes se considera una de las principales causas de
morbilidad en pacientes con la enfermedad (20).En varios procesos inflamatorios crénicos y
divergentes, que incluyen obesidad (21), diabetes (22), aterosclerosis (15), enfermedades
cardiovasculares (23), VIH (24), enfermedad de Chron (25). Ademas, los monocitos CD14
+ CD16 + no clasicos aumentan significativamente con la edad, pero muestran una expresion
de superficie HLA-DR y CX3CRL1 reducida en los ancianos (26), lo que pone de relieve el

hecho de que los monocitos tienen un papel muy diverso en las condiciones fisiologicas (27).

En la mayoria de los casos, para acceder a muestras de los tejidos comprometidos se requiere
de procedimientos invasivos como biopsias, cateterismos, lavados broncoalveolares, por lo
que se ha considerado que el uso extracorpdreo de nanoparticulas supermagnéticas derivadas
de Oxidos ferrosos y ferruméxidos (28) puede constituirse como una alternativa para
visualizar la presencia de los fagocitos mononucleares de forma no invasiva y con la
posibilidad de repetirse para hacer seguimientos que permitan visualizar la evolucién de la

patologia.

Algunas de estas nanoparticulas se han desarrollado en nuestra Universidad por el Grupo de
Estado Sélido de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Las NPOHA estan formadas
por un nucleo de 6xido de hierro y preparadas por el método de coprecipitacion de las sales
FeCl2.4HO y de FeCls.6H20, con un revestimiento de acido poliacrilico para su
funcionalizacion y estabilizacion (28,29). El revestimiento de acrilato, al parecer, les permite

interactuar con receptores “scavenger”, debido a la carga negativa que esta molécula provee.



Estos receptores de membrana son ampliamente encontrados en monocitos y macréfagos
(30). Es asi como se ha estudiado la interaccion de las nanoparticulas en estas poblaciones
celulares, evidenciado que macrofagos tisulares internalizan en mayor medida las

nanoparticulas (28).

En el Grupo de Inmunologia Celular e Inmunogenética se han iniciado los estudios
conducentes a entender los efectos que estas puedan tener sobre células mononucleares de
sangre periférica y, mas especificamente, sobre las células fagociticas mononucleares que
serian su blanco primario. Hasta el momento se ha encontrado que las NPOHA no generan
cambios significativos en su funcionamiento y fisiologia y que tienen una mayor captacion

por parte de los monocitos no clasicos.

Las NPOHA interactuarian directamente con los fagocitos mononucleares y las evidencias
obtenidas en el Grupo sugieren que las NPOHA son inocuas y que su mas probable aplicacion
estaria dirigida a permitir revelar la presencia de infiltrados de fagocitos de manera no
invasiva. Hemos querido abordar el problema considerando que aiin en forma minima puedan
comprometer la funcién de los fagocitos. No se ha observado que las NPOHA comprometan
las respuestas a estimulos solubles, o la capacidad de activar linfocitos T CD3 y CD4 en
respuesta a mitdgenos y antigenos como el toxoide tetanico, pero si tiene efectos sobre la
remocion de células apoptoticas y la agregacion plaquetaria (4,5) y no es claro si otras de las
funciones de los fagocitos pueden estar comprometidas. Una de estas funciones es la
capacidad efectora que puedan tener durante las infecciones. Por ello se quiso evaluar si la
presencia de nanoparticulas puede comprometer el curso de la infeccién con L.

monocytogenes.

L. monocytogenes es un bacilo intracelular Gram positivo, facultativo y que ha sido
ampliamente usado como modelo de infecciones intracelulares (31,32). Mediante los ensayos
de unidades formadoras de colonia (UFC) y espectrofotometria se evalud el crecimiento
intracelular de la bacteria a partir de lisados de macrdéfagos expuestos a las NPOHA e
infectados con L. monocytogenes. No se encontraron diferencias en el recuento de las
bacterias intracelulares, ni se observod efecto directo de las NPOHA sobre el crecimiento de

las bacterias en medio liquido y en ausencia de células. No obstante, se observé una menor



cantidad de bacterias unidas e internalizadas por los fagocitos pretratados con NPOHA, una

menor acumulacion de IL-6, TNF-a e IL-8.

En este punto, no es claro si la no diferencia en el crecimiento intracelular sea debida a un
mayor crecimiento bacteriano dentro de los macréfagos que compensara el un menor nimero
de bacterias unidas y fagocitadas, es decir que la carga bacteriana inicial no fue la misma,

pero el recuento de UFC termind siendo comparable.

Concluimos que el tratamiento con NPOHA en macrdfagos infectados con Listeria
monocytogenes no inhabilita el control de la bacteria y, dado que las nanoparticulas reducen
la cantidad de listeria unida e internalizada, asi como la acumulacion de IL6, TNF-a e ILS,
se requieren ensayos que permitan evaluar la replicacion de las bacterias en funcion del
tiempo. Por tanto, el uso de estas nanoparticulas para el rastreo de células fagociticas en el

contexto de una infeccidn intracelular, podria mitigar la capacidad efectora de los fagocitos.
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MATERIALES Y METODOS.

Materiales

El anti-CD14-RD1 My4 (1gG2b de ratdn, clona 322A-1) fue obtenido de Beckman Coulter.
Las siguientes monoclonales, fueron obtenidos de BD Biosciences (San Jose, CA): anti-
CD45-PeCy7 (IgG2b, k clona 30-F11), anti-CD3-PeCy5 (IgG2a, x clona HIT3a), anti-
CD56-PE (IgGl, x, clona MY31), anti-CD19 AMCyan (IgGl1, k clona HIB19), asi como el
estuche comercial de citoquinas inflamatorias humanas (RUO).

PBS libre de calcio y magnesio, el Syto 9 Green, RPMI1640 y Suero Bovino Fetal fueron
obtenidos de GIBCO Lifetechnologies, Thermo Fisher (Waltham, Massachusetts).

Obtencidn de las nanoparticulas

Las nanoparticulas fueron preparadas en el Grupo de Estado Solido del Instituto de Fisica en
la Universidad de Antioquia, usando el método de coprecipitacion a partir de una solucion
de FeCl2.4H,0 y de FeCls.6H.0 (relacion estequiométrica 1:2) en medio alcalinizado y
adicion de NaOH 0.1 M. Mas adelante se recubrieron con &cido poliacrilico para su

estabilizacion (33).

Muestreo

Se obtuvieron muestras sangre periférica de 60 mL de individuos sanos que aceptaron ser
donantes voluntarios y que firmaron el consentimiento informado. Los individuos eran
mayores de 18 afios, y declararon no padecer algun tipo de enfermedad autoinmune,
infecciosa 0 haber sido recientemente sometidos a procedimientos quirdrgicos. Diez
mililitros la muestra se depositaron en un tubo sin anticoagulante para extraer el suero
autdlogo después de su coagulacion. EI coagulo se retrajo mediante centrifugacion a 2000
Xg. Los restantes 50 mL de sangre fueron desfibrinados mediante agitacion continua en

Erlenmeyers de 120 mL conteniendo esferas vidrio de 20 mm de diametro.
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Obtencidn y cultivo de los fagocitos mononucleares

Las muestras desfibrinadas se diluyeron en la proporcién 1:1 en PBS suplementado con
0.05% de SBF, posteriormente, alicuotas de 11 mL de sangre diluida se centrifugaron por 30
min a 900 xg sobre un gradiente de densidad con 3 mL Ficoll hypaque. La interfase de células
mononucleares se lavo con PBS suplementado con 0.05% de SBF y se centrifug6 a 900 xg
por 10 minutos. Las células precipitadas fueron suspendidas en 5 mL con PBS suplementado
con 0.05% de SBF y se tomaron 10 pL de la suspension con 90 pL de azul de tripano para
realizar recuento de células viables en la camara de Neubauer. Cien microlitros de la muestra
fueron tefiidos con anti-CD14+-RD1 y anti- CD45+ PeCy5 (0.5 pl de cada anticuerpo) se
incubaron durante 20 minutos en la oscuridad y a temperatura ambiente. Posteriormente se

adquirieron las muestras en un citdbmetro LSR Fortessa 11 (BD Biosciences).

En platos de 48 pozos se sembraron 3x10° células CD14+ en un volumen de 800 pL de RPMI
1640 suplementado con 0.5% de suero aut6logo, inactivado por calor durante una hora a
56°C. Las celulas fueron incubadas a 37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad relativa durante
cuatro horas. Después de la incubacion, las células fueron lavadas con PBS precalentado a
37°C. Las monocapas fueron incubadas 12 horas y se les hizo cambio de medio con RPMI
1640 suplementado con 10% y el 50% de los pozos fueron tratados con las nanoparticulas a
una concentracién final de hierro de 64 pug/mL, y a los cultivos se les permitié completar su

diferenciacion hasta las 120 h.

Se conservé un pozo sin exponer a las nanoparticulas para la determinacion de la pureza de
las monocapas. Las células fueron desprendidas remocion fisica con un embolo de una
jeringa de 1 mL, las células fueron suspendidas en 100 pL de PBS y tefiidas con una mezcla
qgue de los siguientes anticuerpos: anti-CD3, anti-CD56, anti-CD19; donde la mezcla
contenia 1.5 pL y las muestras fueron adquiridas en el citometro de flujo. Las impurezas

fueron en promedio de un 3% de células CD3+ y 0.2 a 1.0% de células CD19+.
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Ensayo de exposicidn de fagocitos mononucleares a nanoparticulas y L. monocytogenes

Las L. monocytogenes fueron cultivadas durante la noche, 12 horas aproximadamente y se
midieron las densidades 6pticas 620 nm de una dilucién de 1:9 en PFA al 4% v/v en PBS de
cada uno los cultivos de las bacterias en BHI utilizando como blanco de lectura una dilucién
del medio sin bacterias. El valor estimado de las bacterias ha sido previamente referenciado
(34). La concentracion de bacterias fue ajustada para hacer la infeccion a una multiplicidad

de infeccion (MOI) de 1:5 bas&dndose en el nimero de monocitos inicialmente sembrados.

La infeccidon se llevé a cabo mediante la remocién del medio adicionando 800 pL con la
suspension de bacterias durante 20 minutos a 37°C y 5% CO». Después de incubacion se retird
el medio y se adicionaron 800 puL de RPMI 1640 suplementado con 5% de SBF y 10 pg/ml
de gentamicina por 2h a 37°C y 5% CO.. Después de dos horas se recolectaron los
sobrenadantes para congelar a -80°C para la posterior cuantificacion de citoquinas. Las
células fueron lisadas mediante la adicion de agua bidestilada estéril con 0.1% de Triton X-
100 v/v, los lisados fueron diluidos en PBS 107! hasta 10%; para determinar el nimero de
UFC sobre BHI Agar (34).

Medicion de citoquinas y quimioquinas en sobrenadantes de los cultivos de fagocitos

mononucleares expuestos a nanoparticulas e infectados con L. monocytogenes

Las citoquinas fueron medidas mediante el ensayo comercial de CBA (“Cytokine Bead
Array”), con pequefias variaciones a las instrucciones del proveedor. Brevemente, las
diluciones estandares y los sobrenadantes fueron mezclados con perlas con diferentes
cantidades de Aloficocianina (APC) y revestidas con anticuerpos especificos para la
identificacion de las citoquinas (TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-12, IL-8, MCP-1 e IL-10), se
incubaron durante toda la noche y después de la incubacion se lavaron dos veces mediante
centrifugacion a 900 x g durante 5 min con una solucién provista por el fabricante. Para el
revelado se adiciond un coctel de anticuerpos conjugados con PE (Ficoeritrina) y especificos
contra cada uno de las citoquinas, luego de remover el exceso de anticuerpos mediante dos

lavados con centrifugacién como. Las muestras fueron analizadas en el citometro de flujo.
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Las concentraciones de citoquinas fueron determinadas mediante regresién polinomial

utilizando el Statgraphics Centurion 16.1.18.

Tincién de bacterias con SYTO 9 Green.

Las listerias se llevaron a una concentracion 10 x10° bacterias/mL en PBS y se tifieron
0.05ug/mL del colorante SYTO 9 Green por 10 minutos a 37°C en un agitador orbital. Los
tubos se sometieron a centrifugacion por 5 minutos a 1200 xg, para después suspender el
botdn con 400 pL de RPMI e incubar por 40 minutos en agitacion. Las bacterias fueron
lavadas sucesivas veces hasta que no se detecté Syto 9 Green en los sobrenadantes. La
presencia de Syto 9 Green en los sobrenadantes fue evidenciada mediante el marcaje de 10 x
10° células U937.

Las bacterias marcadas se usaron para los ensayos de adherencia e internalizacion por
macrdéfagos humanos; la proporcion para la infeccion fue de 1:5 macréfagos: bacteria en 800
uL de RPMI 1640 suplementado con 10 pg/ml de gentamicina para prevenir la replicacion
de las bacterias extracelulares, con un tiempo de incubacion de 40 minutos en agitacion
continua a 37°C (34). La fluorescencia de las células debida a la unién y captacion fue
analizada mediante el citometro y, para estimar la fluorescencia debida Unicamente a las
bacterias intracelulares, se adicionaron 10 pL de azul tripano el cual extingue la fluorescencia
del colorante SYTO 9 Green debida de las bacterias extracelulares, y analizaron nuevamente

las celulas nuevamente en el citdmetro de flujo.

Andlisis estadistico.

Las comparaciones entre las medias de los tratamientos de las muestras pareadas fueron
comparadas mediante ANOVA | y ANOVA Il contrastando las medias mediante la prueba
de Tuckey. En algunos casos, se evaluaron las diferencias entre tratamientos pareados
mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon. Estos analisis se hicieron con el GraphPad

Prism version 5 (GraphPad Software, San Diego, CA).

14



15



RESULTADOS

Crecimiento intracelular de listeria en presencia de NPOHA

Con el proposito de evidenciar si las NPOHA afectan directamente el crecimiento intracelular
de la Listeria monocytogenes dentro de los macréfagos, las monocapas de fagocitos se
expusieron a las nanoparticulas durante su diferenciacion y posteriormente se infectaron con
la bacteria. Las densidades y las UFC se muestran en la Tabla 1, las pequefias variaciones
que se observaron entre las células tratadas y no tratadas con nanoparticulas indican que no
hubo diferencias estadisticas entre los tratamientos de cada ensayo, indicando que no hubo

efecto apreciable de las NPOHA sobre el crecimiento intracelular de la listeria.

Uniodn e internalizacion de L. monocytogenes a macréfagos expuesto a NPOHA

Teniendo la evidencia en la que no se observd inhibicion en el crecimiento intracelular de L.
monocytogenes se quiso establecer si habia diferencian en la union e internalizacién de las L.
monocytogenes marcada con SYTO 9 Green debida al tratamiento con las nanoparticulas,
como lo muestra la Figura 1; no hubo diferencias en las intensidades medias de fluorescencia
de las células expuestas y no al azul de tripano, sugiriendo que la sefial era debida a las
bacterias internalizadas, sin embargo, el tratamiento con las NPOHA inhibieron

significativamente la union y la internalizacion de las bacterias.

Expresion y acumulacién de interleuquinas

Las cantidades de 1L12p70 estuvieron por debajo de los limites de deteccién y no se
observaron variaciones en las cantidades de 1L10 entre los tratamientos comprados con los
controles. El tratamiento con las nanoparticulas solas no indujo acumulacién de citoquinas
diferencial con el control no tratado. La infeccion con L. monocytogenes indujo una mayor
acumulacion significativamente mayor de IL-6, IL-8 y TNF-o. En presencia de las

nanoparticulas la infeccion con L. monocytogenes redujo significativamente la acumulacion

16



de IL6 y de IL-8. Se observo, ademas, que la TNF-a tuvo menor acumulacion, a niveles

comparables con los del control, pero sin alcanzar diferencia significante.

Crecimiento extracelular de listeria en presencia de NPOHA

Para conocer si existia un efecto directo de las nanoparticulas sobre el crecimiento de L.
monocytogenes, las bacterias fueron expuestas directamente a ellas durante 6 y 7 hora. La
Figura 4 muestra las densidades Opticas a los dos tiempos y entre observaciones
independientes no se pudo concluir que las NPOHA tuviera un efecto directo sobre la
replicacion de las listerias.

17



DISCUSION Y CONCLUSIONES

El hecho de que las particulas supermagnéticas de 6xido de hierro con revestimiento de
poliacrilato (NPOHA) puedan interactuar con receptores scavenger (35), ha promovido en
nuestro Grupo la necesidad de explorar sus efectos en la funcién de los fagocitos
mononucleares en diversos contextos, dados los usos putativos que las nanoparticulas puedan
tener para la deteccidn y rastreo extracorpéreo de estas células en procesos inflamatorios
crénicos. La internalizacion de las NPOHA a través de estos receptores podria modular la
funcién de los fagocitos induciendo una trayectoria asociada con la activacion M2, por lo que
varios de los mecanismos efectores de los fagocitos podrian estar comprometidos.
Previamente hemos observado que la remocion de cuerpos apoptoticos, en la que también
han estado involucrados estos receptores, esta disminuida, asi como también la agregacion

plaquetaria inducida por acido araquidénico y por ésteres de forbol (5).

La fagocitosis de bacterias por monocitos y macréfagos, es una estrategia de contencion que
involucra privar a la bacteria de los nutrientes del medio extracelular, ademas de buscar su
eliminacién mediante la union del fagosoma con el lisosoma (36,37); por parte de la bacteria
se han reportado algunas proteinas como proteinas de superficie bacteriana, InlA (internalina)
e InIB (38), ademas del peptidoglucano y acido lipoteicoico que estan presentes en todas las
bacterias Gram-positivas que pueden interactuar, bajo condiciones no opsénicas como las
que se usaron en el presente trabajo, con receptores scavenger, receptores tipo lectina C,
integrinas, receptores tipo Toll y siglecs (39). No obstante, hay que tener en cuenta que L.
monocytogenes puede formar colas de actina cuando escapa del fagolisosoma al citosol (40).
En este sentido, y para futuras investigaciones, la formacion de colas de actina en presencia
de las nanoparticulas debe ser considerada como una posible via mediante la cual sea

favorecida su replicacion.

La adherencia e internalizacién de las bacterias marcadas con Syto 9 por los macréfagos
expuestos a las nanoparticulas se vio disminuida. Previamente se habia reportado que la

interaccion con la NPOHA puede regular negativamente la expresion del CD36 y a su vez
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diezmar la capacidad de reconocer cuerpos apoptoticos (5). Estudios previos de nuestro grupo
evaluando diferentes respuestas de monocitos a las nanoparticulas recubiertas con acrilatos,
mostrando que no se compromete el estallido respiratorio ni de monocitos ni de neutrofilos,

por lo que desconsideramos que estos mecanismos puedan estar involucrados.

No obstante, las nanoparticulas de 6xido de hierro podrian tener un efecto dual. Como lo
indica Ranmadugala et al.2017, nanoparticulas de 6xido de hierro desnudas y cubiertas por
(3-aminopropil) trietoxisilano afectaron la viabilidad de B. subtilis y la formacion de bio-
peliculas de forma dependiente a la concentracion, encontrandose que a concentraciones
altas entre 300 y 400 pg/mL de nanoparticulas desnudas se redujo la cantidad de la bacteria,
mientras que en concentraciones menores a 200 pug/mL sirvieron como fuente de hierro para
promover su replicacién (41). En comun, Gholima et al.2016 evidencié que el uso de
nanoparticulas de 6xido de hierro desnudas, cubiertas por glicina y acido lipoamino,
inhibieron el crecimiento de seis bacterias Gram positivas, incluyendo Listeria
monocytogenes, y Gram negativas en concentraciones entre 200 y 100 pg/mL, mientras las
que comprendian 1y 10 pg/mL también promovieron su crecimiento (42), conjuntamente
Ebrahiminezhad et al.2012 obtuvieron resultados similares con nanoparticulas de magnetita,
donde a una concentracion inferior o cercana a 20 pug/mL la replicacién de la listeria se
favorecio y mayor a 40 pg/mL se inhibi6 (43). Considerando que en el presente trabajo se
utilizé una concentracion de 64 pg/mL de NPOHA, y la concentracion estimada por célula
es de alrededor de 60 pg/mL (5), no podemos afirmar que las NAPOHA tengan efecto directo
sobre las L. monocytogenes, pero que se requieren disefios mas complejos que permitan
establecer si el rango de concentracion intracelular puede facilitar el crecimiento de la listeria.
Otro factor que han considerado en la literatura es su tamafo, 12.4 nm es la medida de las
nanoparticulas usadas en este estudio, una dimensién en el rango de nanoparticulas de plata
y zinc entre 10 a 12 nm que mostraron propiedades bacteriostaticas en S. aureus y V.

natriegens (44-46), pero esto seria objeto de otro estudio.

Con antelacion en nuestro grupo se realizo un estudio de exposicion de macréfagos derivados
de monocitos a NPOHA, los resultados referentes a la acumulacion de citoquinas mostraron
un incremento en la acumulacion de IL8 y IL6, efecto que se asemeja al que describen en la
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referencia (47), donde la produccion de IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8, IFN-y ¢ IL-10 fue inducida
en un tratamiento de sangre total con NPOHA. Los resultados obtenidos en este trabajo son
contrarios a los previos presentados por el Grupo en el que se usaron estimulos solubles como
toxoide tetanico y la PHA (5). La inhibicion en la acumulacion de IL8 y IL6 en macrdfagos
expuestos a las NPOHA e infectados con Listeria monocytogenes sugieren que de alguna
forma las nanoparticulas limitan la acumulacion de citoquinas proinflamatorias en respuestas
a un parasito intracelular, o que dentro del fagolisosoma que contiene las nanoparticulas la
bacteria no alcanzan a ser estimulo suficiente para alcanzar niveles comparables a los de las
células sin tratamiento. Este es un punto de importancia inherente al uso de las NPOHA en
pacientes, pues estas citogquinas son primordiales para la respuesta innata al momento de una
infeccion intracelular (48,49). Es de notarse que los niveles d TNF-o no fueron muy
diferentes de los del grupo control, sugiriendo que el efecto sobre la acumulacion de
citoquinas obedeci6 en cada caso a una via diferencial sobre la que tuvieron efecto las

nanoparticulas.

El ensayo de efecto directo de las NPOHA sobre las colonias de listeria no mostré cambios
significantes entre las 6 y 7 horas de incubacion con la nanoparticulas; teniendo en cuenta
todo lo anterior, podemos concluir que las NPOHA no tienen un efecto directo sobre L.
monocytogenes en un dmbito extracelular, no obstante al verse igual carga bacteriana y
menos union e internalizacion por parte de los macréfagos tratados con las NPOHA, es claro
gue se requieren mas ensayos con la evaluacion de mas puntos en funcion del tiempo, ademas
de saber si las bacterias escapan o no del fagolisosoma. Por lo tanto, hipotetizamos que la
diferencia en la actividad fagocitica se ve compensada por la mayor replicacion y menos
capacidad efectora de los fagocitos sobre las listerias, apoyandonos en el hecho de que hubo

una menor acumulacién de citoquinas como la IL-6 y la IL-8.
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TABLAS Y LEYENDAS

oD UFC
L.m. L.m. + NPOHA L.m. L.m. + NPOHA
Promedio 1,05 1,11 106,83 101,30
95% IC 0,10 0,12 9,26 12,64

Tabla 1. Las nanoparticulas no afectaron el crecimiento extracelular de L.
monocytogenes. Densidades Opticas a 620 nm y recuento de unidades formadoras de colonia
(UFC) en agar BHI a partir de lisados de macréfagos humanos expuestos a NPOHA e
infectados con L. monocytogenes. Las densidades Opticas fueron obtenidas después de 6 horas
de incubacion a 37°C. Se aplicdé una prueba de rangos con signos de Wilcoxon para los
experimentos, el valor p para las UFC es de 0.35 y el de las densidades Opticas es 0.5, n = 6

observaciones independientes.
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FIGURAS Y LEYENDAS
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Figura 1. Histogramas representativos del ensayo de union de L. monocytogenes marcada con
SYTO 9 a macro6fagos diferenciados en ausencia (A) o presencia de NPOHA (B). Después de
detectar la sefial de fluorescencia del SYTOO, se adicionaron 10 pL de azul de tripano (TB) al
1% a fin de extinguir la fluorescencia periférica y poder estimar la sefial de fluorescencia de
las bacterias que habian sido Unicamente internalizadas. En (C) se representa el consolidado
de tres ensayos independientes en los que se us6 ANOVA para hacer las comparaciones entre

tratamientos.
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Figura 3. Las nanoparticulas inhibieron la acumulacion de IL-8, IL-6 y TNF-a inducida
por la infeccidén de L. monocytogenes. Las muestras para el ensayo fueron los sobrenadantes
de cultivos de macrdfagos humanos de 6 sujetos diferentes, expuestos a NPOHA e infectados
con L. monocytogenes. Anova |, fue utilizada para comparar las medias de los tratamientos.

Las diferencias significativas con p < 0.05 son indicadas (*).
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Figura 4. Densidades dpticas de L. monocytogenes expuesta y no expuesta a NPOHA durante
6 (A) y (B) 7 horas de incubacion, los valores se tomaron a 620 nm después de la exposicion a
las nanoparticulas. Una prueba de Wilcoxon para cada hora de incubacién arrojo un valor p de

0.5.
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