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RESUMEN 

 

El rápido avance de la nanotecnología ha permitido diseñar, fabricar y utilizar 

nanopartículas (NP) que interactúan con los sistemas biológicos para el diagnóstico y 

tratamiento de enfermedades, surgiendo así una nueva disciplina llamada nanomedicina. En 

este sentido, se ha desarrollado una amplia gama de aplicaciones médicas, por ejemplo, en 

imágenes para diagnóstico, biosensores, administración de fármacos y genes, terapia 

fototérmica, ingeniería tisular y materiales biomiméticos, entre otras. Dado que el tamaño 

de las nanopartículas les permite interactuar directamente con las células o con el medio 

ambiente extracelular, éstas pueden desencadenar una secuencia de efectos biológicos que 

dependen en gran medida de sus características fisicoquímicas y determinan la 

biocompatibilidad y la eficacia de los resultados deseados. Para garantizar un uso eficaz y 

seguro de los nanomateriales en aplicaciones biomédicas, es necesario en primer lugar, 

estudiar y caracterizar sus interacciones con el sistema biológico de interés, incluyendo el 

sistema inmune, ya que la comprensión de los mecanismos detrás de los diferentes 

resultados permitirá predecir la relación que existe entre ellos. Una de las nanopartículas 

más usadas en el campo biomédico son las nanopartículas de sílice, pero a la fecha, sus 

efectos en los componentes del sistema inmune y en particular, en los de la inmunidad 

innata han sido poco estudiado. Por lo tanto, se desconoce si dichos nanomateriales pueden 

alterar o no la expresión y función de los receptores de la inmunidad innata implicados en 

la respuesta inflamatoria Aunque la sílice es considerada como un material biocompatible, 

como nanomaterial presenta cambios en sus propiedades fisicoquímicas que pueden 

ocasionar, tanto in vitro como in vivo, efectos deletéreos de las funciones 

celulares. Estudios previos han demostrado por ejemplo que las partículas de sílice con 
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diferentes propiedades fisicoquímicas (tamaño, forma, y porosidad, entre otras) pueden 

inducir la liberación de citoquinas proinflamatorias en células de la inmunidad, incluyendo 

monocitos/macrófagos y células dendríticas, a través de la activación del inflamasoma 

NLRP3. Sin embargo, se desconoce la participación de otros tipos celulares, importantes en 

el proceso inflamatorio, como los neutrófilos. 

 

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar in vitro, el potencial efecto 

inmunomodulador de NP de sílice de 12 y 200nm en la expresión de citoquinas pro-

inflamatorias y componentes de los inflamasoma NLRP3 en neutrófilos y células 

mononucleares de sangre periférica (CMSP) obtenidas de individuos sanos. Los neutrófilos 

y CMSP se estimularon con las respectivas NP y se cuantificó tanto i) la expresión de los 

componentes del inflamasoma NLRP3 (NLRP3, ASC, Caspasa-1) y de los receptores tipo 

Toll 2 y 4 (TLR2 y TLR4) por RT-PCR en tiempo real como ii) la producción de las 

citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6 e IL-18) por RT-PCR en tiempo real y por ELISA. 

 

En las CMSP se observó que las NP de sílice de ambos tamaños inducen la producción de 

IL-1 e IL-6, así como la expresión de los componentes del inflamasoma NLRP3, de 

manera dosis dependiente. Sin embargo dichas NP no inducen la producción detectable de 

IL-18 en esas células. En contraste, en los neutrófilos se encontró que sólo las NP de 

200nm indujeron producción de IL-6. Aunque en estas células se evidenció la expresión de 

los componentes del inflamasoma NLRP3, no se evidenció la producción de IL-1 o IL-

18. En conclusión, los resultados encontrados observados en el presente estudio muestran 

que las NP de sílice inducen la producción de citoquinas pro-inflamatorias de una manera 
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dosis dependiente y dicha producción depende del modelo celular, pero no del tamaño de la 

NP. En el caso de la IL-1, según los resultados observados, depende de la activación del 

inflamasoma NLRP3. 

 

Adicionalmente, con el objetivo de fortalecer la formación y recopilar información 

científica se realizó una revisión de literatura en la revista IATREIA -Efecto 

inmunomodulador de nanopartículas usadas en nanomedicina- 2016 Oct-Dic;29(4):445-

457. DOI 10.17533/udea.iatreia.v29n4a06 en la cual se discuten los hallazgos más recientes 

sobre las NP y el sistema inmune.  

 

Este trabajo concluye con la propuesta de un modelo que pretende explicar los efectos de 

las NP de sílice sobre los componentes de los inflamasomas, a partir de los resultados 

obtenidos en este estudio y con aportes recientes de la literatura. 

 

Finalmente, se presenta material suplementario en el que se incluye la estandarización de 

las técnicas y condiciones de los experimentos realizados y algunos resultados adicionales. 
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INTRODUCCIÓN 

 

1. NANOBIOTECNOLOGÍA Y NANOMEDICINA 

 

La nanotecnología es una disciplina extensa y heterogénea de la tecnología en la que se 

diseñan, fabrican, caracterizan, y aplican estructuras, componentes y sistemas a nivel de la 

escala de los nanómetros manteniendo un control sobre su tamaño y forma (1–3). A su vez, 

la nanobiotecnología es la rama de la nanotecnología que combina la ingeniería molecular 

con la biología, las reglas de la química, la física y la genética con el fin de fabricar 

estructuras sintéticas a escala nanométrica. La nanobiotecnología estudia además las 

interacciones entre los sistemas nanométricos y los sistemas biológicos (4–6). 

 

La aplicación de la nanobiotecnología para el tratamiento de enfermedades, diagnóstico, 

monitoreo y control de sistemas biológicos ha sido recientemente referido como 

Nanomedicina, por el Instituto Nacional de Salud de EE.UU. (7). Esta es un área 

interdisciplinaria de la investigación en ciencias básicas, ingeniería y medicina que ofrecerá 

nuevas innovaciones y aplicaciones (5,8). Algunos de los desarrollos más importantes de la 

nanomedicina y que son objeto de estudio incluyen: sistemas de diagnóstico en la detección 

precoz de enfermedades (9); recubrimientos y nanocompuestos para mejorar la bioactividad 

y biocompatibilidad de los implantes; aditivos para mejorar la solubilidad y 

biodisponibilidad de fármacos poco solubles (10); desarrollo de nueva generación de 

materiales en el ámbito de la ingeniería tisular y de los materiales biomiméticos (11); 

diseño de nuevos sistemas de encapsulación, transporte y administración dirigida y 

controlada de fármacos y genes a tejidos o células específicas (12,13); adyuvantes para 
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vacunas (10); diseño y fabricación de nanoobjetos que pueden detectar e introducirse al 

interior de células cancerosas para su tratamiento (14–16). 

 

Hasta la fecha, se han estudiado y diseñado diversos tipos de nanoobjetos para su uso en 

nanomedicina: nanopartículas poliméricas, metálicas y a base de lípidos, nanocápsulas, 

dendrímeros, liposomas, micelas y Quantum Dots (2,13,17). Estos objetos de tamaño 

nanométrico (por lo menos una de sus dimensiones se encuentra entre 1 y 100nm) asumen 

nuevas propiedades y funciones que difieren marcadamente de un objeto del mismo 

material en una escala mayor y tienen la habilidad de interactuar con los sistemas celulares 

más complejos (17,18). 

 

1.1. NANOPARTÍCULAS 

 

Las NP son especialmente atractivas para la construcción de estructuras de alto 

rendimiento, debido a sus propiedades físicas y químicas únicas. Muchas de estas 

propiedades pueden ser cambiadas sin alterar la composición del material, sino 

simplemente cambiando su tamaño, forma o funcionalizando su superficie. Los avances en 

la manipulación de las condiciones de síntesis han permitido adaptar las propiedades de las 

NP para el control racional de su morfología, así como su estabilidad en función del 

tiempo, de acuerdo con su uso específico (19–22). Las NP pueden imitar los procesos 

biológicos, por lo que su uso en la medicina podría dar solución a los problemas asociados 

con la solubilidad, inmunocompatibilidad, citotoxicidad y biodisponibilidad (11). Son una 

de las más prometedoras candidatas para el suministro de fármacos a través de la barrera 

hematoencefálica, para aplicaciones terapéuticas y de diagnóstico del sistema nervioso 
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central como el Alzheimer (16,23,24). Pueden ser especialmente útiles también para el 

tratamiento de tumores diseminados. Los medicamentos que han sido transportados con 

éxito hasta el sistema nervioso central, usando NP como vehículo incluyen la dalargina 

hexapéptido, el dipéptido kytorfina, loperamida, tubocurarina, el MRZ 2/576, antagonista 

del receptor de NMDA, y la doxorrubicina (24). 

Usando células madre como transportadores celulares es posible cargar drogas específicas a 

los tumores cerebrales, por ejemplo, para el tratamiento del glioma, logrando además 

proteger el agente terapéutico y permitiendo su liberación controlada (25).  

 

Nanopartículas de Sílice 

Estudios recientes sugieren un gran potencial para las NP de sílice, ya que pueden ser 

usadas como nuevos instrumentos en el campo biotecnológico y biomédico. Las inusuales 

propiedades fisicoquímicas y biológicas de estas NP pueden ser atribuidas a su gran área 

superficial, distribución de tamaño, cristalinidad, propiedades de superficie, propiedades 

electrónicas, solubilidad, agregación y forma (26,27). Además presentan alta estabilidad 

química y térmica; son poco apetecidas por microorganismosy pueden actuar como una 

barrera, limitando el efecto del ambiente exterior en el núcleo de la partícula (28). Debido a 

la estabilización electrostática, la superficie de la sílice promueve su dispersión en solución 

acuosa, lo que lo hace adecuado para realizar bioensayos (27). De ahí que tengan el 

potencial para ser usadas como nuevos dispositivos biomédicos en aplicaciones tales como: 

matrices para entrega controlada de drogas/genes, biosensores, imagen para diagnóstico e 

ingeniería de tejidos (26). Se han usado también como sensores para ensayos simultáneos 

de niveles de glucosa, L-glutamato e hipoxantina en el cuerpo estriado de ratas, como 

biomarcador en la identificación de células de leucemia mediante la obtención de imágenes 
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por microscopía óptica, diagnóstico y tratamiento de cáncer e inmovilización de enzimas 

(29). Se ha reportado que la sílice es capaz de guardar y entregar gradualmente drogas 

terapeúticamente relevantes como antibióticos y otros (27). Es usada además para 

intensificar la biocompatibilidad de varios sistemas de entrega de fármacos como NP 

magnéticas, biopolímeros y micelas (27). 

 

Nanopartículas de sílice dopadas con óxido de gadolinio y conjugados con ADN mostraron 

mayor eficacia de transfección in vitro, en comparación con el Polyfect (Quiagen) en 

células COS-7 y células 293T (12). Esto muestra que las NP de sílice con su superficie 

modificada son capaces de facilitar la transferencia de ADN plasmídico en células de 

mamífero in vitro. Teniendo en cuenta tanto la inercia química como la biocompatibilidad 

de la sílice, estas NP podrían proporcionar una nueva plataforma para la entrega de genes 

no virales, así como un agente de contraste en imágenes de resonancia magnética (12). 

 

 

2. SISTEMA INMUNE INNATO 

El sistema inmune, constituido por componentes celulares y solubles, protege al organismo 

de agentes o sustancias posiblemente nocivas. La primera línea de defensa de un organismo 

es la respuesta inmune innata, que comprende células y mecanismos que actúan de forma 

no específica. La activación de la inmunidad innata depende de receptores de 

reconocimiento de patrones (PRR, del inglés pattern recognition receptors) que reconocen 

patrones moleculares conservados como los patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMP, del inglés pathogen-associated molecular patterns) o señales de peligro (DAMP, 

del inglés danger/damage-associated molecular patterns) (30,31). 
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La activación de estos receptores promueve la respuesta inflamatoria a través de la 

producción de citoquinas y otros mediadores. Los PRR mejor caracterizados son los TLR 

(del inglés Toll-like receptors), de los cuales se han descrito 10 en humanos (TLR1 a 

TLR10), y los receptores tipo NOD (NLR), que incluyen los NLRP (del inglés nucleotide 

binding oligomerization domain, leucine rich repeat and pyrin domain containing protein) y 

los NLRC (del inglés nucleotide-binding oligomerization domain, leucine rich repeat and 

CARD domain containing protein) (32,33). 

 

2.1. INFLAMASOMA NLRP3  

Los NLR son receptores citosólicos que regulan la inflamación (proceso fisiológico del 

sistema inmune para el control de las infecciones) y la apoptosis. Molecularmente tienen 

tres dominios en la región amino-terminal: un dominio de reclutamiento y activación de 

caspasas (CARD, del inglés caspase activation and recruitment domain), un dominio pyrin 

(PYD), y un dominio IAP (del inglés inhibitor of apoptosis domain) de baculovirus (BIR, 

del inglés baculovirus inhibitor of apoptosis protein repeat), responsables de mediar la 

transducción de la señal y la activación de caspasas inflamatorias, a través del inflamasoma. 

En la región central tienen un dominio de unión a nucleótidos (NOD), responsable de la 

oligomerización; y en la región carboxi-terminal, una secuencia repetitiva rica en leucinas 

(LRR, leucine rich region), que es la que se une a ligandos específicos (32–34).  

 

Los inflamasomas son plataformas de señalización multiproteícos que controlan la 

respuesta inflamatoria. Se agrupan mediante PRR tras la detección de microorganismos 

patógenos y señales de peligro en el citosol de las células hospederas y así activan caspasas 
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inflamatorias para producir citoquinas e inducir la muerte de células por piroptosis (32,34). 

Uno de los mejor caracterizados es el inflamasoma NLRP3, que contienen la proteína 

NLRP3. Es un miembro de la familia de los NLR y contiene un PYD, un dominio NACHT 

central y un dominio LRR. El LRR expone el dominio NACHT por agregación homotípica, 

desencadenando una cascada que conduce a la formación del complejo NLRP3 / ASC / 

Pro-Caspasa-1. La Pro-Caspasa-1 en el complejo se autocliva espontáneamente, para 

producir Caspasa-1 activa, responsable de escindir pro-IL-1 y pro-IL-18 en sus formas 

maduras (32,34–36). 

 

La activación del inflamasoma  es un proceso altamente controlado e implica dos señales 

específicas. En primer lugar, los PAMP tales como el LPS estimulan los TLR, 

desencadenando la expresión de pro-IL-1, pro-IL-18 y NLRP3. A continuación, una 

segunda señal es la implicada de activar la Caspasa-1 que finalmente procesa la pro-IL-1 y 

pro-IL-18 dando origen a las formas maduras. Esta segunda señal, que activa la formación 

del complejo del inflamasoma, es desencadenada por un grupo de PAMP o DAMP 

(endógenos o exógenos) no relacionados entre sí, química y biológicamente, tales como el 

ATP, los cristales de urato monosódico, la irradiación UVB y los contaminantes 

ambientales, sílice y amianto (37–40). 

 

2.2. INMUNOMODULACIÓN 

Inmunoestimulación  

Cuando un compuesto o material se introduce en el cuerpo, el sistema inmunitario lo 

reconoce como extraño y puede provocar una respuesta inmune multi-nivel. Cuando esto 
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ocurre, la actividad de uno o más componentes de los complejos inmunorreguladores es 

directamente potenciada, y se observan efectos inmunoestimulantes tales como 

hipersensibilidad (41). La estructura molecular, la arquitectura de los motivos de 

plegamiento, los productos de degradación, la formulación, la pureza del empaque y la 

estabilidad de los productos farmacéuticos son factores responsables de 

inmunoestimulación (42). Además, factores tales como la dosis, la vía y el tiempo de 

administración, el mecanismo de acción, y el sitio de la actividad - que son propiedades 

extrínsecas al material - también son críticos en la inmunoestimulación (13,43). Como parte 

de la inmunoestimulación, las nanopartículas han mostrado propiedades adyuvantes. Los 

adyuvantes son sustancias que potencian la respuesta inmunitaria del cuerpo a un antígeno. 

En el contexto del cáncer, los productos farmacéuticos se consideran adyuvantes cuando, 

por la estimulación del sistema inmune, suprimen la formación de tumores secundarios 

después del tratamiento (13). 

 

Inmunosupresión  

Se describe como la regulación negativa o la prevención de la activación del sistema 

inmune. Aunque la inmunosupresión tiene sus inconvenientes, tales como el aumento de la 

susceptibilidad a las infecciones causadas por bacterias, virus, hongos y levadura(13), así 

como el desarrollo de neoplasias (44), también es deseable en algunos casos, por ejemplo 

para el tratamiento de enfermedades autoinmunes y para la aceptación de tejidos extraños 

en pacientes con trasplante de órganos. Al igual que con la inmunoestimulación, factores 

tales como la dosis, la vía y el tiempo de administración, el mecanismo de acción, y el sitio 

de la actividad afectarán la respuesta del cuerpo a un inmunosupresor (43). 
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2.3. NANOPARTÍCULAS DE SÍLICE E INMUNOMODULACIÓN 

Aunque la sílice es generalmente considerada como un material no citotóxico, es bien 

conocido que como nanomaterial puede tener cambios en su propiedades fisicoquímicas 

inherentes como tamaño, forma, características de la superficie, capacidad de adsorción, 

hidrofobicidad y actividad catalítica, lo que puede llevar a la evocación de efectos 

deletéreos sobre las funciones celulares in vivo e in vitro(29,45–49). Esto incluye efectos en 

el crecimiento celular, la apoptosis, la adhesión y la migración celular, contribuyendo a la 

toxicidad de las NP en sistemas vivos (26,47–50), así como al medio ambiente con el cual 

entra en contacto (13). Además, la ruta de entrega de un nanomaterial en el cuerpo ya sea 

por vía oral o intravenosa, induce diferentes reacciones inmunes (51,52). 

 

Lee y colaboradores (26) estudiaron la influencia de las NP de sílice en la respuesta 

inflamatoria y la apoptosis, y definieron los mecanismos de acción y las condiciones 

estructurales de los poros de NP de sílice tanto in vitro como in vivo, comparando 

nanopartículas de sílice mesoporosas y coloidales. Sus resultados mostraron que las NP 

mesoporosas inducen menor expresión de citoquinas proinflamatorias como factor de 

necrosis tumoral alfa (TNF-α), interleuquina 1beta (IL-1β) e interleuquina 6 (IL-6) en 

macrófagos que las nanopartículas coloidales. Sin embargo en un estudio posterior (53), 

examinaron las diferencias en la toxicidad y los cambios histológicos, en una población de 

linfocitos, y los niveles séricos de IgG/IgM, en ratones femeninos de la cepa BALB/c, entre 

los tratados con NP de sílice mesoporosas y cristalinas, encontrando mayor citotoxicidad en 

las nanopartículas mesoporosas. Hirai y colaboradores (54) mostraron que las NP amorfas 

de sílice con diámetros de 70 y 100 nm, aumentaban la entrada de antígeno exógeno desde 

el endosoma al citoplasma e inducían presentación cruzada en células dendríticas murinas; 
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por el contrario, las partículas de tamaño submicrónico de sílice (> 100 nm) no tenían el 

mismo efecto. 

 

Diferentes autores han estudiado el potencial efecto citotóxico, in vitro, de las NP de sílice 

con especial atención en la inducción de estrés oxidativo, como mecanismo de toxicidad. 

Así, Park y colaboradores (55) estudiaron la inducción de estrés oxidativo de las NP de 

sílice porosas y NP fumed (partículas amorfas de baja densidad), usando células humanas 

de epitelio bronquial (BEAS-2B) mediante evaluación de la formación de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) y la inducción de enzimas antioxidantes, tales como la 

superóxido dismutasa y el grupo hemo oxigenasa-1. Encontró que ambas NP inducían 

citotoxicidad ejercida por estrés oxidativo, siendo más sensibles las células expuestas a 

nanopartículas porosas, que a las NP fumed. Posteriormente, Passagne y colaboradores (56) 

estudiaron las vías moleculares involucradas en la citotoxicidad y el estrés oxidativo 

inducido por NP de sílice, en dos líneas celulares de epitelio tubular proximal renal humano 

(HK-2) y porcino (LLC-PK1). Los autores mostraron que existía una dependencia de 

tiempo y tamaño; es decir, había un aumento en la citotoxicidad con las nanopartículas de 

tamaño más pequeño (20nm). Otro estudio mostró que las partículas de sílice no cristalina 

de tamaño nano y submicrónico pueden desencadenar la liberación de IL-1β en la línea 

celular RAW264.7 (macrófagos murinos) pre-activada con LPS, a través de mecanismos 

similares a los de las NP de sílice cristalina (cuarzo), que implican la captación de la NP, 

fuga del fagosoma y activación del inflamasoma NLRP3. Este estudio muestra también que 

la producción de IL-1β inducida por la sílice no depende únicamente del área superficial de 

las nanopartículas, sino también de factores como la reactividad de la partícula o el 

mecanismo de captación de ésta (57).  
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Varios estudios han reportado además que las partículas no cristalinas de sílice pueden 

inducir activación del inflamasoma NLRP3, dependiendo del tamaño de la partícula y el 

tipo de células evaluadas (58). Recientemente se demostró que las partículas de sílice con 

diámetros entre 15 y 1000 nm, inducen una alta producción de IL-1β, en macrófagos 

humanos diferenciados a partir de la línea celular THP-1. Además se ha reportado que la 

producción de IL-1β inducida por partículas de sílice depende de la producción de ROS, 

ruptura del endosoma, la posterior activación del inflamasoma NLRP3 y escisión de 

caspasa-1 (59,60).  

Peeters y colaboradores demostraron la activación del inflamasoma NLRP3 en células 

primarias humanas derivadas del epitelio bronquial y en la línea celular de epitelio 

bronquial BEAS-2B, expuestas a dosis tóxicas de sílice cristalina. Interesantemente, dicha 

estimulación también induce la liberación de las alarminas no convecionales HMGB1 y 

bFGF, importantes para la potenciación de la respuesta inflamatoria sistémica (46).  

 

A pesar del creciente interés de los nanomateriales y sus aplicaciones en la biomedicina, 

son limitados los estudios en células humanas primarias, las cuales representan el modelo 

más aproximado al comportamiento in vivo de los materiales exógenos, para uso en 

humanos. Por lo anterior, en el presente trabajo se evaluó el efecto de las NP de sílice en la 

activación del inflamasoma NLRP3 y la producción de citoquinas por neutrófilos y células 

mononucleares de sangre periférica. 
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto inmunomodulador de las nanopartículas de sílice en la expresión de 

citoquinas pro-inflamatorias e Inflamasoma, en cultivos de células humanas primarias.  

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 Cuantificar el nivel de expresión del mRNA  de los componentes del inflamasoma 

NLRP3 (NLRP3, ASC, Caspasa-1), de los receptores tipo Toll 2 y 4 (TLR2 y 

TLR4), y de las citoquinas pro-inflamatorias (IL-1, IL6 e IL-18) por RT-PCR en 

tiempo real, en neutrófilos y células mononucleares de sangre periférica de donantes 

sanos, estimuladas in vitro con nanopartículas de sílice. 

 

 Cuantificar la producción de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1, IL-18 e IL-6, 

en sobrenadantes de neutrófilos y células mononucleares de sangre periférica de 

donantes sanos, estimuladas in vitro con nanopartículas de sílice. 
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HIPÓTESIS 

 

Las características físico-químicas de las nanopartículas de sílice promueven la 

activación de los receptores de la inmunidad innata, incluyendo los receptores tipo 

Toll y los componentes del Inflamasoma NLRP3, de monocitos y neutrófilos, 

favoreciendo la activación de una respuesta inflamatoria evidenciada por la 

producción de citoquinas pro-inflamatorias.  
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RESUMEN
Las nanopartículas (NP) son estructuras con tamaño en la escala nanométrica (1 x 10-9 m). Por 
sus características, en los últimos años ha crecido su potencial para usarlas en los campos 
biotecnológico y biomédico en una amplia gama de aplicaciones, tales como el diagnóstico, 
la terapia y la medicina regenerativa.

El sistema inmunológico es el responsable de la defensa del cuerpo ante organismos patógenos 
y otros agentes extraños, como las NP, que pueden ser reconocidas por dicho sistema, interac-
tuar con él y modular su función induciendo efectos inmunosupresores o inmunoestimulado-
res. Las primeras se podrían utilizar como agentes terapéuticos antinflamatorios o para tratar 
las enfermedades autoinmunes, y las que activan el sistema inmune, como adyuvantes en vacu-
nación o potenciadores de la respuesta inmune en cáncer y otras enfermedades humanas. Sin 
embargo, su uso en nanomedicina debe estar sujeto a ensayos previos que determinen su efecto 
en la respuesta inmune antes de aplicarlas a los sistemas biológicos. Por esta razón es impor-
tante conocer su composición, tamaño y características superficiales, entre otras propiedades 
fisicoquímicas, directamente implicadas en los efectos sobre el sistema inmune. Se presenta una 
visión general de la relación entre las propiedades fisicoquímicas de las NP candidatas para ser 
usadas en los campos biomédico y biotecnológico y su actividad inmunomoduladora.

PALABRAS CLAVE
Inmunomodulación; Nanomedicina; Nanopartículas

SUMMARY
Immunomodulating effect of nanoparticles used in nanomedicine 

Nanoparticles (NP) are structures with a size on the nanometer scale (1 x 10-9 m). Due to their 
characteristics, their potential use in the fields of biotechnology and biomedicine has grown in 
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recent years with a wide range of applications, such as 
diagnosis, therapy and regenerative medicine.

The immune system is responsible for defending the 
body against pathogenic organisms and other foreign 
agents, such as NP, which can be recognized by such 
system, interact with it and modulate its function in-
ducing immunostimulatory or immunosuppressive 
effects. The latter could be used as anti-inflammatory 
therapeutic agents or to treat autoimmune diseases, 
and those that activate the immune system, as ad-
juvants in vaccination or enhancers of the immune 
response in cancer and other human diseases. How-
ever, their use in nanomedicine should be submitted 
to preliminary tests to determine their effects on the 
immune response before being applied to biologi-
cal systems. For this reason it is important to know 
their composition, size and surface characteristics, as 
well as other physicochemical properties, directly in-
volved in the effects on the immune system. We pres-
ent an overview about the relationship between the 
physicochemical characteristics of NP candidates to 
be used in the biomedical and biotechnological fields 
and their immunomodulatory activity.

KEY WORDS
Immunomodulation; Nanomedicine; Nanoparticles

RESUMO
Efeito imunomodulador de nanopartículas usadas 
na nanomedicina

As nanopartículas (NP) são estruturas com um tama-
nho na escala nanométrica (1 x 10-9 m). Por suas carac-
terísticas, nos últimos anos há crescido seu potencial 
para ser usadas no campo biotecnológico e biomédi-
co em uma ampla gama de aplicações, tais como o 
diagnóstico, a terapia e a medicina regenerativa.

O sistema imunológico é o responsável da defensa 
do corpo ante organismos patógenos e outros agen-
tes estranhos, como as NP, que podem ser reconhe-
cidas pelo sistema imunológico, interatuar com ele 
e modular sua função induzindo um efeito imunos-
supressor ou imunoestimulador. As NP com efeitos 
imunossupressores poderiam ser utilizadas como 
agentes terapêuticos anti-inflamatórios ou para tratar 
as doenças autoimunes e as NP que ativam o sistema 

imune, como adjuvantes em vacinação ou potencia-
dores da resposta imune no câncer e outras patolo-
gias humanas. Porém, seu uso na nanomedicina deve 
estar sujeito a ensaios prévios que determinem seu 
efeito na resposta imune antes de ser aplicadas aos 
sistemas biológicos. Por esta razão é importante co-
nhecer seu composição, tamanho e características da 
superfície, entre outras propriedades físico-químicas, 
diretamente implicadas nos efeitos sobre o sistema 
imune. Aqui recopilamos uma visão geral da relação 
entre as propriedades físico-químicas das NP candi-
datas para ser usadas no campo biomédico e biotec-
nológico e sua atividade imunomoduladora.

PALAVRAS CHAVE
Imunomodulação; Nanomedicina; Nanopartículas

INTRODUCCIÓN
La nanotecnología es una disciplina extensa y hete-
rogénea en la que se diseñan, fabrican, caracterizan y 
aplican estructuras en la escala nanométrica. Lo inte-
resante es que las propiedades de las nanopartículas 
(NP) se pueden manipular, para modificar su tamaño 
o forma sin afectar su composición química (1-5).

Las NP tienen propiedades físicas y químicas únicas 
como su pequeño tamaño, gran área superficial, alta 
relación de aspecto, o sea, la proporción entre su an-
cho y su altura, lo que permite que tengan gran poten-
cial para diferentes aplicaciones biomédicas (1,2). La 
nanomedicina es la aplicación de la nanotecnología 
para el diagnóstico y tratamiento de enfermedades, 
y para el monitoreo y control de sistemas biológicos, 
un área interdisciplinaria de la investigación en cien-
cias básicas, ingeniería y medicina (2,4,6,7).

Entre los desarrollos más importantes de la nanome-
dicina se encuentran sistemas de diagnóstico para 
la detección temprana de enfermedades (8-10), re-
cubrimientos para mejorar la biocompatibilidad de 
implantes o prótesis, aditivos para mejorar la solubi-
lidad y biodisponibilidad de fármacos (11,12), mate-
riales para ingeniería tisular, medicina regenerativa 
y biomiméticos (13-15), sistemas de encapsulación, 
transporte y administración dirigida y controlada 
de fármacos y genes a tejidos o células específicas 
(6,9,11-13,15,16), adyuvantes para vacunas (11) y tera-
pias antitumorales (7,17), entre otras.
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Hasta la fecha se han diseñado y estudiado diversos 
tipos de NP, tanto orgánicas como inorgánicas, para 
uso en nanomedicina: NP poliméricas, cerámicas, 
metálicas, lipídicas, a base de carbono, nanocáp-
sulas, dendrímeros, liposomas, micelas, Quantum 
Dots, poliplexos, entre otros (2,12,18) (figura 1). Es-
tas NP asumen nuevas propiedades y funciones que  

difieren marcadamente de un objeto del mismo ma-
terial en una escala mayor, y son precisamente esas 
propiedades las que les dan la posibilidad de atrave-
sar las barreras biológicas y llegar hasta diferentes 
células y tejidos, permitiéndoles interactuar con los 
sistemas celulares e incluso imitar los procesos bio-
lógicos (3,18). 

Es así como el uso de diferentes NP para el desarro-
llo de nuevas aplicaciones biomédicas va cada día en 
aumento. Sin embargo, los efectos perjudiciales en la 
salud humana y en especial los relacionados con la 
respuesta inmune resaltan la necesidad de estudios de 
seguridad e inmunomodulación previos a su imple-
mentación comercial. En esta revisión se discute la 
actividad inmunomoduladora de diferentes NP utili-
zadas en nanomedicina, según sus propiedades fisico-
químicas y los mecanismos subyacentes.

ACTIVIDAD INMUNOMODULADORA DE 
DIFERENTES NANOPARTÍCULAS
La diversidad química y estructural de las NP, sumada 
a la capacidad de llegar a diferentes células y tejidos, 

Figura 1. Nanopartículas usadas en nanomedicina. Las NP se clasifican según su composición química en los siguientes dos grupos: A. Nanopartículas inor-
gánicas como las de sílice, los Quatum Dots, las metálicas, los nanotubos de carbono, las de oro y los fulerenos. B. Nanopartículas orgánicas como los liposomas, 
las micelas, los dendrímeros, los conjugados de proteínas y las poliméricas

es ventajosa para su uso; sin embargo, esas mismas 
características y propiedades hacen que, cuando una 
NP se introduce en el organismo, el sistema inmuni-
tario la reconozca como un agente extraño y se pro-
duzca una respuesta inmune (19,20). Además, factores 
como la dosis y la vía de administración, el mecanis-
mo de acción y el sitio de la actividad -que son pro-
piedades extrínsecas al material- también son críticos 
en el establecimiento de la respuesta inmune (12,21). 
Por esta razón, se han reportado múltiples efectos in-
munomoduladores mediados por las NP en diferentes 
componentes de la respuesta inmune (12). 

Como parte de la inmunoestimulación, las NP han 
mostrado propiedades adyuvantes (potenciadoras de 
la respuesta inmune), incluso en el contexto del cáncer, 
favoreciendo la eliminación de tumores secundarios 
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refractarios al tratamiento (12). Además, se han descri-
to múltiples modificaciones a las NP, que les confieren 
efectos específicos sobre la respuesta inmune, pero que 
no serán consideradas en esta revisión, pues dichos efec-
tos se asocian directamente con estas modificaciones. 
Por otra parte, la inmunosupresión se describe como 
la regulación negativa o la prevención de la activa-
ción del sistema inmune. Aunque la inmunosupresión  

tiene sus inconvenientes, tales como el aumento de 
la susceptibilidad a las infecciones causadas por mi-
croorganismos (12) y el desarrollo de neoplasias (22), 
también puede ser deseable para el tratamiento de en-
fermedades autoinmunes y para la compatibilidad de 
tejidos en pacientes que reciben trasplantes. A conti-
nuación se discuten los efectos inmunomoduladores 
reportados para las diferentes NP (tabla 1).

Tabla 1. Inmunomodulación in vivo de diferentes nanopartículas usadas en nanomedicina 

NANOMATERIAL EFECTOS EN EL SISTEMA INMUNE REFERENCIA

Fulerenos

C60 Aumento de IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-12, IFN-γ e IgE 23

NP derivadas de fulerenos Aumento de la respuesta de linfocitos Th1 24

C60 hidroxilados
Disminución de la respuesta proliferativa de linfocitos T y B, 
histamina, ROS, enzimas cinasas (Lyn y Syk), TNF-α, IL-1β y elastasa 
2. Aumento de IL-11 y mieloperoxidasa

26-29

Nanotubos de carbono

Nanotubos de carbono 

Aumento de IL-4, IL-5, IL-13, IL-33, IFN-γ, IL-17A, IL-23, TGF-β, 
PDGF-AA, CCL3, CCL11, eotaxina, IgG1; afluencia de macrófagos, 
eosinófilos y neutrófilos; producción de colágeno, moco y MMP13

33,34,36-38

Disminución de la respuesta de linfocitos T. Aumento de IL-10, 
TNF-α, IL-6, MCP1 y NAD(P)H1 oxidorreductasa 

39-42

NP de sílice

NP amorfas de sílice Aumento de los niveles de IgE, IgG, sCD40 y citocinas Th2 51-53

NP de sílice no porosas Aumento de ROS, TNF-α y NO 54

NP de oro

NP de oro Inmunogenicidad 61

Dendrímeros

Pan HLA DR-binding epitope (PADRE)-
derivatized-dendrimer (PDD)

Aumento de la inmunidad adaptativa 75

Dendrímeros de poliamidoamina Disminución de citocinas inducidas por LPS 76

Dendrímeros de poliamidoamina 
conjugados con heteroglucano

Aumento de la producción de óxido nítrico y generación de ROS. 
Aumento de los marcadores celulares CD4, CD8, CD19, CMH-II 

78

ROS: especies reactivas del oxígeno, por la sigla en inglés de reactive oxygen species; PDFG-AA: factor de crecimiento derivado de plaquetas, compuesto de 
dos cadenas A (-AA), por la sigla en inglés de platelet derived growth factor; CCL: ligando de quimiocina; MMP: metaloproteinasas de matriz, por la sigla en 
inglés de matrix metalloproteinases; MCP: proteína quimioatrayente de monocitos, por la sigla en inglés de monocyte chemotactic protein; sCD40: CD40 
soluble; LPS: lipopolisacárido
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Fulerenos de carbono (C60) 
Representan la tercera forma molecular más estable 
del carbono, tras el grafito y el diamante. Los más co-
nocidos son los formados por 60 átomos de carbo-
no (C60). Recientemente ha aumentado su uso en la 
industria y la biomedicina, debido a sus propiedades 
fisicoquímicas, por lo que su toxicidad ambiental y en 
la salud humana ha motivado la investigación (23,24).

Con respecto a sus propiedades inmunomoduladoras, 
Park y colaboradores (23) demostraron en un modelo 
murino que C60 induce un aumento en la producción 
de citocinas proinflamatorias como IL-1β, TNF-α, IL-6 
e IL-12 y de citocinas del perfil Th1, como IFN-γ. Estos 
hallazgos se correlacionaron con la presencia de 
infiltrado linfocítico en el pulmón. Además, pueden 
favorecer la maduración de las células dendríticas 
(DC, por su sigla en inglés) mediante la producción de 
citocinas, incluyendo IL-12p70, así como el aumento 
en la expresión de CD80, CD83, CD86 y CMH-II (23). 
Otros autores han informado un aumento en la su-
pervivencia de los neutrófilos, que se relacionó con 
una mayor capacidad bactericida luego de la estimu-
lación con C60. Dicho efecto confiere resistencia a 
Streptococcus pyogenes en ratones infectados (25), lo 
que sugiere su potencial inmunoestimulante. 

Sin embargo, otros autores han informado un efec-
to inmunosupresor de C60. Por ejemplo, se encontró 
que el tratamiento con él disminuye la hipersensibili-
dad tipo I, al prevenir la degranulación de mastocitos 
y basófilos dependiente de IgE (26). En modelos mu-
rinos de artritis, se ha informado que C60 suprime la 
producción de citocinas proinflamatorias, reducien-
do la sinovitis y mejorando la sintomatología de la 
enfermedad (27). La inmunosupresión mediada por 
C60 no siempre resulta beneficiosa para el individuo. 
Un estudio publicado en 2009 (28) demostró que su 
administración intraperitoneal en ratones con mela-
noma aumenta significativamente el crecimiento del 
tumor, mediado por la producción de óxido nítrico, 
así como por una reducción en la respuesta prolifera-
tiva de linfocitos T y B. También se ha informado que 
C60 puede afectar la función de los neutrófilos, dismi-
nuyendo la explosión oxidativa, la liberación de tram-
pas extracelulares de neutrófilos (NET, por la sigla en 
inglés de neutrophil extracellular traps). la expresión 
de elastasa-2 y la degranulación (29). 

Nanotubos de carbono 
Los nanotubos de carbono (CNT, por la sigla en inglés 
de carbon nano tubes) son estructuras tubulares en 
monocapa (single-walled nanotubes) que tienen una 
sola pared cilíndrica, o en multicapa (multi-walled 
nanotubes) que pueden formarse a partir de un con-
junto coaxial de CNT en monocapa, o como una sola 
hoja de grafito dispuesta en forma de rollo. Los CNT 
tienen propiedades mecánicas, eléctricas, ópticas y 
térmicas únicas y un enorme potencial para aplica-
ciones industriales y biomédicas. Sin embargo, su uso 
es todavía limitado debido a su baja solubilidad, su 
poca dispersión, su toxicidad y sus efectos secunda-
rios en el sistema inmunológico (30,31), por lo que 
aún se requieren más estudios para una mejor com-
prensión de los mecanismos que causan dichos efec-
tos. Diferentes estudios han demostrado que los CNT 
inducen inmunoestimulación in vitro e in vivo. Por 
ejemplo, se ha demostrado que la instilación de CNT 
multicapa causa alteración de la función pulmonar 
en ratones debido al desarrollo de inflamación aso-
ciada a Th2 dependiente de IL-33, aumento de la hi-
perreactividad de las vías respiratorias, reclutamiento 
de eosinófilos y células linfoides innatas y producción 
de citocinas y quimiocinas (32). Además, en ratones 
provocan un aumento significativo en la expresión 
del ARNm de citocinas incluyendo IL-4, que se asocia 
con un aumento en la diferenciación celular espléni-
ca de LT CD4+ y CD8+ (33). También se ha asociado 
con inflamación pulmonar por infiltración de células, 
depósito de colágeno, formación de granulomas 
y una huella inflamatoria marcada por citocinas 
(IL-33), quimiocinas (CCL3 y CCL11) y producción 
de la metaloproteinasa de matriz extracelular-13 
(MMP13) (34). En un estudio reciente (35) se presen-
taron pruebas de la generación de ROS por el sistema 
NADPH oxidasa en macrófagos expuestos a CNT mul-
ticapa, lo que se relacionó con daño lisosomal y pro-
ducción de IL-1β. Igualmente, se ha informado que 
los CNT aumentan la inflamación de las vías respira-
torias inducida por alérgenos, caracterizada por un 
aumento en los niveles de IgG1, afluencia de macrófa-
gos, eosinófilos y neutrófilos, producción de colágeno, 
TGF-β1, IL-13, eotaxina y quimiocina regulada y acti-
vada del timo (TARC, por la sigla en inglés de Thymus- 
and activation- regulated chemokine) de manera do-
sis dependiente (36,37). Estos efectos se asocian con 
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un aumento de linfopoyetina estromal tímica, IL-25, 
IL-33 y factor estimulante de colonias de granuloci-
tos y monocitos en las vías respiratorias. Otro estudio 
(30) demostró que los CNT multicapa aumentan la se-
creción basal de citocinas (TNF-α, IL-2, IL-5, IL-6, IL-
12/23p40 e IFN-γ) en células mononucleares de sangre 
periférica (CMSP) de donantes sanos estimuladas con 
agonistas de los TLR (por la sigla en inglés de toll-like 
receptors) o mitógenos. Sin embargo, inhibieron la 
respuesta inmune en CMSP de individuos alérgicos. 
Este trabajo demostró también que los CNT multicapa 
alteran la capacidad de los monocitos de diferenciar-
se a DC funcionales. Se ha informado también que 
tanto los CNT monocapa como los multicapa pueden 
promover respuestas alérgicas (38,39). En ratones sen-
sibilizados con ovoalbúmina (OVA), los CNT aumen-
tan la fibrosis de las vías respiratorias con elevación 
de los niveles de ARNm de IL-5 en ratones con asma 
alérgica, pero no tienen efecto en ratones sanos (39). 

Por el contrario, otros estudios sugieren que los CNT 
multicapa pueden inducir inmunosupresión en rato-
nes, caracterizada por respuesta reducida y disfun-
ción de linfocitos T, además de un incremento en los 
niveles de IL-10 y prostaglandinas (33,40,41). Asimis-
mo, la preincubación de linfocitos T vírgenes con DC 
tratadas con CNT monocapa reduce la proliferación 
de los linfocitos T (42).

Nanopartículas de sílice 
Las NP de sílice son biodegradables y en general 
presentan una buena biodistribución; estas caracte-
rísticas se pueden atribuir a su gran área superficial, 
distribución de tamaño, cristalinidad, propiedades de 
superficie, solubilidad y alta estabilidad química y tér-
mica. Son fácilmente sintetizables y se pueden fabri-
car de distintas formas y tamaños (43,44). Aunque la 
sílice es generalmente considerada como un material 
no citotóxico, es bien conocido que como nanomate-
rial tiene cambios en sus propiedades fisicoquímicas, 
lo que puede llevar a efectos dañinos sobre las fun-
ciones celulares in vivo e in vitro (45), incluidas las del 
sistema inmune.

Con respecto a sus propiedades inmunoestimula-
doras, se han reportado los efectos inflamatorios de 
nanopartículas de sílice amorfa de 30 nm en CMSP y 
monocitos purificados, relacionados con un aumento 

en la producción de IL-1β, IL-8 y ROS, así como con 
la activación del inflamasoma NLRP3 (46). Otros es-
tudios indican que las NP de sílice pueden favorecer 
respuestas inmunes alérgicas de tipo Th2 en ratones 
expuestos a OVA, induciendo mayores niveles de in-
munoglobulinas IgE, IgG e IgG1 (47). Estas NP tam-
bién inducen la producción de TNF-α dependiente de 
la producción de ROS y de la activación de las pro-
teínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK, por la 
sigla en inglés de mitogen-activated protein kinases) 
en macrófagos, activando una respuesta inflamatoria 
(48,49). Chen y colaboradores (50) mostraron que cé-
lulas de Kupffer estimuladas con NP de sílice liberan 
grandes cantidades de ROS, TNF-α y óxido nítrico 
causando inflamación. Varios autores han referido la 
capacidad de las NP de sílice para activar el inflama-
soma NLRP3 (46). Lee y colaboradores (43) informa-
ron que las NP de sílice coloidales inducen mayor ex-
presión de las citocinas proinflamatorias TNF-α, IL-1β 
e IL-6 en macrófagos, que las NP mesoporosas, y que 
estas a su vez presentan mayor actividad proinflama-
toria que las NP cristalinas (51). Hirai y colaborado-
res (52) mostraron que las NP amorfas de sílice con 
diámetro de 70 y 100 nm aumentan el paso de antíge-
nos desde el endosoma al citoplasma induciendo la 
presentación cruzada en DC murinas.

Diferentes estudios han evidenciado el efecto inmu-
nomodulador de las NP de sílice, con especial aten-
ción a la participación del estrés oxidativo como me-
canismo de toxicidad. Uno de ellos demuestra que 
las NP porosas inducen mayor estrés oxidativo y de 
enzimas, tales como la superóxido-dismutasa y el gru-
po hemo-oxigenasa-1, que las nanopartículas no po-
rosas en células del epitelio bronquial humano (53). 
Passagne y colaboradores (54) encontraron que las 
NP de sílice inducen estrés oxidativo, dependiente del 
tiempo y de su tamaño. Igualmente, se ha demostra-
do que las NP de sílice no cristalina, de tamaño nano 
y submicrónico, pueden inducir una alta producción 
de IL-1β por mecanismos que implican la activación 
del inflamasoma NLRP3, en macrófagos murinos pre-
activados con LPS (55) y en macrófagos humanos 
(48,56,57). Por otro lado, Peeters y colaboradores (58) 
demostraron que las NP de sílice cristalina inducen 
la activación del inflamasoma NLRP3 en células hu-
manas derivadas del epitelio bronquial. Dicha estimu-
lación induce la liberación de las alarminas HMGB1 
(por la sigla en inglés de high mobility group box 1) y 
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bFGF, importantes para la potenciación de la respues-
ta inflamatoria sistémica.

Nanopartículas de oro (AuNP) 
Son NP metálicas que presentan propiedades ópticas 
y electrónicas totalmente dependientes de su forma 
y tamaño. Las AuNP han surgido como un candidato 
atractivo para la administración dirigida de diversos 
agentes terapéuticos debido a su baja citotoxicidad, 
parámetros optimizables de la superficie, estabilidad 
y biocompatibilidad en condiciones in vivo (59,60). 

Parween y colaboradores (61) demostraron que AuNP 
formuladas con alumbre activan la inmunidad humo-
ral contra Plasmodium falciparum, y muestran escasa 
inmunogenicidad en los ratones expuestos, por lo que 
se sugirió que podrían ser útiles en el desarrollo de un 
adyuvante contra dicho parásito. Estudios recientes 
hallaron que tanto los macrófagos como los neutró-
filos humanos internalizan las AuNP lo que aumenta 
la producción intracelular de ROS (62,63). También 
se ha demostrado que las AuNP pueden iniciar una 
respuesta inflamatoria mediante la activación de 
macrófagos tanto in vitro como in vivo (64). Uno de 
esos estudios halló que AuNP de 40 nm aumentan no 
solo la hiperreactividad de las vías respiratorias, sino 
también el número de neutrófilos y macrófagos en 
ratones sensibilizados (65). Asimismo, AuNP de 13 nm 
recubiertas con polietilenglicol (PEG) pueden inducir 
una respuesta inflamatoria aguda y apoptosis en el hí-
gado, con presencia de numerosas vesículas citoplas-
máticas y lisosomas en células de Kupffer y macrófagos 
del bazo. Sin embargo, otros estudios han demostra-
do que las AuNP tienen propiedades antinflamatorias, 
inhibiendo la respuesta celular inducida por citocinas 
proinflamatorias in vivo e in vitro (14,66). 

Quatums-dots 
Los Quantums Dots (QD) son una categoría particu-
lar de NP de aproximadamente 1-20 nm de diámetro, 
que se caracterizan por su estructura cristalina com-
puesta de un material semiconductor. Su fotoestabili-
dad los hace ideales para la formación de imágenes. 
Entre los más utilizados están los QD de sulfuro de 
cadmio y seleniuro de cadmio (67,68). Como los QD 
son fuertes donadores de energía, se ha demostrado 

que pueden inducir la generación de ROS mediante 
la transferencia de energía a moléculas de oxígeno 
cercanas, ocasionando daños en diferentes organelas 
y muerte celular (69).

Nguyen y colaboradores (70) informaron que la pre-
exposición a QD suprime la respuesta inmune de 
macrófagos a Pseudomonas aeruginosa, debido a la 
reducción de los niveles de óxido nítrico, TNF-α, KC/
CXCL-1 e IL-8. También se ha informado que la inyec-
ción de QD estimula en ratones la proliferación de 
células inmunes como linfocitos T y macrófagos, in-
duciendo la producción de citocinas y quimiocinas 
proinflamatorias (71).

Dendrímeros 
Los dendrímeros son polímeros sintéticos globu-
lares de distribución y tamaño monodisperso. Sus 
propiedades fisicoquímicas los hacen similares a las 
biomoléculas; son altamente biocompatibles, tienen 
una biodistribución predecible y características que 
les permiten interactuar con la membrana según su 
tamaño y carga superficial. Tienen múltiples grupos 
funcionales en la superficie que se pueden utilizar 
para acoplar diferentes moléculas biológicamente re-
levantes. Se destaca su uso como andamios para la 
presentación de antígenos, especialmente péptidos, 
que los hace buenos candidatos como adyuvantes 
en la formulación de vacunas (72,73). Córdoba y co-
laboradores (74) demostraron el potencial de glico-
dendrímeros para estimular DC y activar el sistema 
inmune. Se ha informado también que dendrímeros 
derivatizados (o sea, modificados químicamente para 
producir un compuesto con nuevas propiedades) con 
PADRE (por la sigla en inglés de pan HLA DR-binding 
epitope) tienen la capacidad de aumentar la eficacia 
de la anfotericina B liposomal y su orientación ha-
cia las células presentadoras de antígeno, activando 
la respuesta inmune adaptativa como consecuencia 
de la activación de linfocitos T, con lo que se logra 
reducir la carga parasitaria en leishmaniasis cutánea 
murina (75). 

Sin embargo, otros autores han demostrado que los 
dendrímeros tienen propiedades inmunosupresoras. 
Dendrímeros de poliamidoamina (PAMAM) conjuga-
dos con eritromicina demostraron tener actividad an-
tibacteriana y además un gran efecto antinflamatorio,  
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evidenciado en la supresión de la producción de 
óxido nítrico en macrófagos murinos activados con 
LPS (76). De manera similar, estos dendrímeros deri-
vatizados con grupos alquilo protegen contra la sepsis 
fatal y la secreción in vivo e in vitro de citocinas indu-
cidas por LPS (77). Además, los dendrímeros pueden 
afectar la estructura y actividad de moléculas inmu-
nes; por ejemplo, los dendrímeros de PAMAM pueden 
afectar la estructura secundaria y la conformación 
de la molécula de γ-globulina, inhibir la activación 
del complemento y deteriorar la reacción antígeno-
anticuerpo de los glóbulos rojos humanos (78). Igual-
mente, se ha informado que en modelos murinos 
los dendrímeros heteroglucanos glicoconjugados 
pueden inducir mejoras en las funciones inmunoló-
gicas tales como la producción de óxido nítrico y la 
generación de ROS (79). También inducen una alta 
regulación de los marcadores de superficie de células 
inmunes (CD4, CD8, CD19, MHC-II) y de los niveles de 
citocinas.

Nanopartículas poliméricas 
Son partículas coloidales de tamaño submicrónico 
usadas en diferentes aplicaciones biomédicas debido 
a sus propiedades como alta biodegradabilidad y bio-
compatibilidad, circulación prolongada y a que pue-
den funcionalizarse (o sea, modificarles la estructura 
mediante la introducción de átomos o grupos fun-
cionales en la superficie) con un amplio espectro de 
agentes terapéuticos (80).

Se han informado algunas NP poliméricas como acti-
vadoras del sistema inmune al favorecer la activación 
de DC y linfocitos T. Por ejemplo, las NP anfifílicas de 
polianhídrido poseen propiedades que mimetizan 
componentes de los patógenos, como se evidenció 
en su capacidad para activar DC de manera similar 
al LPS (81). Las NP de polianhídrido metil vinil éter 
comaleico (PVMA NP) utilizadas como adyuvante ac-
tivan diferencialmente las DC a través de receptores 
TLR2 y TLR4, de manera dosis dependiente (82-84). 
NP basadas en quitosano prometen ser una buena 
opción como adyuvantes y como sistemas para la 
entrega de antígenos. Por ejemplo, la vacunación in-
tranasal con NP de quitosano cargadas con toxoide 
tetánico induce respuesta inmune sistémica y en las 
mucosas (85).

CONCLUSIÓN
El notable progreso de la nanotecnología y su aplica-
ción en biomedicina ha ampliado los rangos y tipos 
de NP usadas. Esta revisión presenta una visión ge-
neral de resultados recientes sobre los efectos inmu-
nomoduladores de varias de estas NP. Tales resultados 
muestran que actualmente se están utilizando las NP 
en aplicaciones cada vez más diversas y complejas, 
pero aún existen muchas preguntas acerca de su pa-
pel inmunomodulador, que no se han abordado por 
completo. 

Para las aplicaciones en nanomedicina, el efecto in-
munomodulador de las NP es un arma de doble filo: 
se puede obtener beneficio de sus propiedades para 
estimular o suprimir el sistema inmune y usarlas, por 
ejemplo, como adyuvantes o como antinflamatorios 
respectivamente, pero, al mismo tiempo, es necesario 
evitar las respuestas inmunes indeseables (inflama-
ción, hiperreactividad, inmunosupresión) con el fin 
de minimizar los efectos secundarios sistémicos. Los 
factores que influyen en los diferentes mecanismos 
de la respuesta inmune son múltiples y complejos, 
entre ellos: la composición química de las partículas, 
el tamaño, la forma, la composición y la carga de la 
superficie, la vía de exposición y la dosis. Igualmen-
te, las variaciones e incluso contradicciones de los 
efectos inmunomoduladores de las NP reportadas a 
la fecha, pueden estar asociadas con las condiciones 
particulares de cada preparación y con los modelos 
celulares o animales utilizados. Por esto, para su apli-
cación potencial en medicina y otras áreas, es crucial 
investigar la relación entre las características fisico-
químicas de las NP y la respuesta inmune sistémica 
en diferentes modelos biológicos, pues los enfoques 
actuales de predicción y prevención de la inmuno-
modulación de las NP siguen siendo muy precarios, 
por lo que se deben fomentar estudios mucho más 
profundos. 
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SILICA NANOPARTICLES INDUCE NLRP3 INFLAMMASOME ACTIVATION 

IN HUMAN PRIMARY IMMUNE CELLS 

 

ABSTRACT 

Background: In recent years, the potential use of silica nanoparticles (SNPs) among 

different biomedical fields has grown. A deep understanding of the physicochemical 

properties of nanoparticles (NPs) and their regulation of specific biological responses is 

crucial for the successful application of NPs. Exposure to NP physicochemical properties 

(size, shape, porosity, etc.) could result in deleterious effects on cellular functions, 

including a proinflammatory response mediated through activation of the NLRP3 

inflammasome. The aim of this study was to evaluate the potential in vitro 

immunomodulatory effect of 12 nm and 200 nm SNPs on the expression of 

proinflammatory cytokines and NLRP3 inflammasome components in human primary 

neutrophils and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs).  

Results: This study demonstrate that regardless of the size of the nanoparticles, SNPs 

induce the production of proinflammatory cytokines in a dose-dependent manner. Induced 

IL-1 production after exposure to SNPs suggests the involvement of NLRP3 

inflammasome activation in this process. 

Conclusion: SNPs induce the production of proinflammatory cytokines in a dose 

dependent manner. Furthermore, our data suggest that the production and release of IL-1β 

occurs through the formation of the NLRP3 inflammasome. 

Keywords: silica nanoparticles, immunomodulation, NLRP3 inflammasome, 

proinflammatory cytokines  
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BACKGROUND 

Nanotechnology has great potential for use in several medical applications such as medical 

diagnostics, therapy and tissue engineering. As nanotechnology develops, nanoparticles 

have been used in an increasingly wide range of applications and to obtain different results 

due to their unique physicochemical properties (1,2). Recent studies suggest great potential 

for SNPs as new tools in biotechnology and the biomedical field. NPs have unusual 

physicochemical properties such as their large surface area, size distribution, crystallinity, 

surface properties, electronic properties, solubility, ability to aggregate and shape (3,4). For 

these reasons, biomedical uses of silica nanoparticles (SNPs) are rapidly increasing and 

include drug delivery systems, labeling, and tissue engineering (4–6). However, due to the 

physicochemical properties of SNPs, which are different from bulk particles, they interact 

with biological systems differently and require further study (7). Several investigations 

have revealed that SNPs, due to their foreign nature, can be recognized by the immune 

system and induce immunomodulatory effects (through stimulation or suppression of 

immune responses). Interactions between SNPs and immune-competent cells may be 

desirable for some applications but may be unwanted for others (3,4,8).  

 

The immune system defends organisms against a wide variety of pathogenic agents and 

danger signals. The first line of defense is the innate immunity response, which comprises 

both innate cells and effector molecules involved in host protection. This response is 

dependent on initial recognition of the pathogen by pattern recognition receptors (PRRs), 

which recognize conserved molecular pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) or 



 
 

41 
 

danger signals called danger/damage-associated molecular patterns (DAMPs) present in the 

environment (1,7). It has been reported that innate immune cells such as macrophages, 

dendritic cells and monocytes internalize SNPs and produce pro-inflammatory cytokines 

such as interleukin (IL)-1 and IL-18 (5). This process involves a cytosolic multiprotein 

complex, called the inflammasome, which plays a major role in innate immunity. One of 

the best characterized is the NLRP3 inflammasome, which contains the protein NLRP3 

(previously termed Nalp3 or Cryopyrin). This is a member of the NOD-like receptors 

(NLRs) family and consists of a N-terminal PYRIN domain (PYD), a central NACHT 

domain and C terminal leucine-rich repeats (LRRs). The LRR exposes the NACHT domain 

for homotypic aggregation, triggering a cascade leading to NLRP3/ASC/Pro-Caspase-1 

complex formation. Consequently, triggered by the signaling of PAMPs or DAMPs, the 

NLRP3 inflammasome regulates caspase-1 activation and the maturation of IL-1 and IL-

18 (9–13).   

 

This is a highly controlled process involving detection of two specific signals. First, a 

priming signal is required to induce the transcription and translation of pro-LI-1 and pro-

IL-18 and the expression of NLRP3. PAMPs, such as lipopolysaccharide (LPS), stimulate 

the activation of Toll-like receptors (TLRs), which results in the generation of a priming 

signal. Then, a second signal causes inflammasome activation, leading to the formation of 

the complex and activation of Caspase-1, which modifies pro-IL-1 and pro-IL-18, 

resulting in their maturation. This second signal is triggered by a group of chemically and 

biologically unrelated PAMPs or DAMPs (endogenous or exogenous), such as ATP (16), 
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monosodium urate crystals, UVB irradiation, and the environmental pollutants silica and 

asbestos (9,14,15).  

 

Several studies have shown that SNPs can act as a second signal to stimulate the assembly 

of the NLRP3 inflammasome (14,15). However, other studies have demonstrated that the 

effects of SNPs on cells vary with the physicochemical properties of the SNPs, such as 

chemical composition, crystallinity, size, shape and surface area (3,16). For example, it was 

recently reported that SNPs are sensed by the NLRP3 inflammasome and induce the release 

of mature IL-1β, but this response is dependent of the SNP size (8). Similarly, silica 

particle size impacts immune responses, with submicron amorphous silica particles 

inducing higher inflammatory responses than silica particles over 1000 nm in size (5). On 

the other hand, Sandberg et al. demonstrated that non-crystalline silica particles of nano- 

and submicro-sizes induced IL-1β release from LPS-primed cells; however, the differential 

response patterns obtained suggest that silica-induced IL-1 responses depend not only on 

the particle surface area but also on factors such as particle reactivity or particle uptake 

(17). Therefore, due to these varying results, the interactions and responses of the immune 

system to the SNPs must be evaluated before any biomedical application. 

 

Neutrophils and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) are essential players in 

immunity, providing an effective defense against foreign agents and playing a key role 

during inflammation by using several mechanisms including inflammasome activation 

(18,19). However, the literature addressing SNP activation of the inflammasome in 

neutrophils and PBMCs is poorly documented, even more so in human primary cells. Then, 
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the aim of this work was to evaluate the potential in vitro immunomodulatory effect of 

SNPs on the expression of pro-inflammatory cytokines and inflammasome components in 

human primary neutrophils and PBMCs. 

 

 

METHODS 

Ethics statement.  

Following ethical guidelines, all donors gave written informed consent before enrollment in 

the study. Study protocols were reviewed and approved by the Institutional Research Ethics 

Boards at the Universidad Cooperativa de Colombia and were conducted according to the 

Declaration of Helsinki. 

 

Silica nanoparticles 

Two diferent monodisperse spherical SNPs with diameters of 12nm (nanopowder, spec. 

surface area 175-225 m2/g (BET Surface Area Analysis of Nanoparticles), 99.8% trace 

metals basis, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) and 200nm (nanoparticles, 

mesoporous, 200 nm particle size, pore size 4 nm, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) 

were used to investigate how particle size and concentration affect the immunomodulatory 

effect of human cells. The 12nm silica nanoparticle was previously characterized (20) and 

its reported physicochemical properties include an state amorphous, with a surface area of 

175-225 m
2
/g, and ζ: −11.6 ± 1.0 mV. 

 

PBMC and Neutrophil isolation 
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Fresh whole-blood samples were obtained by venipuncture and collected into EDTA-coated 

tubes. Human PBMCs were isolated using a standard Ficoll/Histopaque-1077 (Histopaque 

1077, Sigma - USA) gradient and cultured in RPMI medium (RPMI 1640, Gibco-USA) 

supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich), as previously 

described (21). Neutrophils were isolated from blood samples collected into ACD (citric 

acid, citrate, dextrose) anticoagulant-coated tubes (BD Pharmingen, San Diego, CA). 

Neutrophils were isolated by dextran sedimentation (Sigma), followed by centrifugation 

over Ficoll-Hypaque (Sigma), as previously reported (22). To avoid cell death or cellular 

activation during isolation, all buffers and reagents were used at 4°C. Cellular viability was 

monitored by trypan blue exclusion and found to be consistently ≥95%; cellular purity 

(≥96%) was verified by Wright stain.  

 

Cell culture and treatment with SNPs 

PBMCs (1.5 × 10
5 

cells/well) or neutrophils (2 × 10
5 

cells/well) were seeded in 96-well 

plates and treated with RPMI-1640 containing 12 nm or 200 nm SNPs (10
-1

-10
5 

ng/mL). 

Cells unexposed to SNPs served as a negative control, whereas cells stimulated with 50 

ng/ml lipopolysaccharide (LPS, Invitrogen, San Diego, CA) were used as a positive 

control. PBMCs were incubated overnight, and neutrophils were incubated for 4 hours at 

37°C and 5% CO2.  

To evaluate the effect of priming in the inflammasome activation (23), cells were pre-

treated with 50 pg/ml LPS for 2 h, before exposure to increasing concentrations of the 

SNPs for 4 h. Cells were then centrifuged, and the supernatants were collected and 

immediately frozen at -80°C until cytokine quantification using ELISA. To analyze RNA 

levels, we followed the same protocol described above, but seeded the cells in a 24-well 
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plate at a density of 1×10
6 

cells/well and incubated them for 4 h at 37 °C and 5% CO2 to 

maximize RNA yield for targeted immune outputs. Then, PBMC or neutrophil pellets were 

used for total RNA extraction. All reagents and materials used in the experiments were 

endotoxin free. 

 

Cytokine Analysis 

To investigate the effect of SNPs on IL-1, IL-6 (OptEIA, BD Biosciences, USA) and IL-

18 (eBiosciences, San Diego, CA, USA) production, cytokine concentrations (pg ml
-1

) in 

cell culture supernatants were determined using a commercial ELISA assay according to 

the manufacturer’s instructions. All samples were run in duplicate. Cytokine concentrations 

were calculated from a standard curve of the corresponding recombinant human cytokine. 

 

Transcriptional analysis of inflammasome components by real-time PCR 

A previously optimized quantitative real-time PCR (qPCR) assay was used to quantify 

mRNA levels (21,24). Briefly, total RNA was purified from cells using a One Step RNeasy 

Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) and was reverse transcribed into cDNA in a 20 μL 

reaction volume using a RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo 

Scientific, Waltham, MA), following the manufacturers’ instructions. qPCR was performed 

using SYBR Green Mastermix (Thermo Scientific, Waltham, MA) and a Real-Time PCR 

detection system (Bio-Rad CFX96, USA). A list of primer sequences used to detect immune 

and housekeeping gene mRNAs is presented in Table 1. 

 

Cytotoxicity Assay 
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Cell viability was assessed using 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT) reduction. After exposure of cells to SNPs of each concentration lasting as 

long as 24 h for PBMC and up to 8 h for Neutrophils, supernatant was removed from each 

well, and the cells were washed with PBS. The cells were then incubated in fresh serum-

free medium containing 0,5 mg/mL MTT for 4 h at 37 °C. The resulting formazan product 

was dissolved in 100 µL of DMSO. Finally, the absorbance was measured at 570 nm using 

a microplate reader (Multiskan™ FC Microplate Photometer, Thermo Scientific). The data 

were normalized to the absorbance of the untreated control cells. 

 

Statistical analysis 

Data were plotted and analyzed using Prism 5.0 software (Graph Pad Software, CA). All 

results represent at least three independent experiments. Normality was determined by 

Shapiro-Wilks test. The data were analyzed using a nonparametric one-way Kruskal-Wallis 

test. Dunn’s Multiple Comparison test was used as a post-test to compare samples within 

the dataset. Values of p<0.05 (*) were considered significant, and values of p<0.01 (**) and 

p<0.001 (***) were considered highly significant. 

 

 

RESULTS 

SNPs do not have cytotoxic effects on PBMCs and neutrophils 

The cytotoxicity of 12 nm and 200 nm SNPs on PBMCs and neutrophils was assessed at 

different concentrations using the MTT reduction method (Figure 1). PBMCs exposed to 12 

nm or 200 nm SNPs for 24 hours at concentrations of 1x10
2
, 1x10

3
 and 1x10

4 
ng/mL did 

not show any changes in cell viability. Similarly, 12 nm and 200 nm SNPs did not have a 
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significant cytotoxic effect on neutrophils at any concentration when cells were exposed for 

8 hours.  

 

SNPs induce IL-1β and IL-6 release in PBMCs and neutrophils  

The release of two proinflammatory cytokines after treatment with 12 nm and 200 nm 

SNPs was assessed in the culture supernatants of PBMCs. The results indicate that 200 nm 

SNPs induced the release of IL-6 at SNP concentrations above 1x10
4 

ng/ml (Fig. 2); 12 nm 

SNPs induced the production of IL-1 at SNP concentrations higher than 1x10
1 

ng/ml, but 

only resulted in significant differences when compared to controls at concentrations higher 

than 1x10
4 

ng/ml (Fig. 2). The 12 nm NPs also induced the release of IL-6 at concentrations 

above 1x10
2 

ng/ml (Figure 2). Neutrophil stimulation with 12 nm and 200 nm SNPs did not 

result in the significant production of IL-1 (Figure 3). IL-6 was only detected in 

neutrophils stimulated with 200 nm NPs at 1x10
4 

ng/ml. Levels of IL-18 from PBMCs and 

neutrophils stimulated with 12 nm and 200 nm SNP were not detected (data not shown). 

 

SNPs induce IL-1β and IL-6 release in primed PBMCs and neutrophils  

The activation of the NLRP3 inflammasome involves two specific signals; during the first 

(priming-signal), PAMPs such as LPS stimulate multiple signaling receptors and induce the 

expression of pro-IL-1, pro-IL-18 and NLRP3 (23,25). To generate a priming signal, 

PBMC and neutrophil cultures were primed with LPS (50 pg/ml, 2 h) before exposure to 

the SNPs for 4 h. When PBMCs were primed and then exposed to 12 nm or 200 nm SNPs 

(1x10
4 

ng/ml), there was release of IL-1 at higher levels than when the PBMCs were not 

primed (Fig. 4). IL-6 release was significantly elevated when PBMCs were exposed to 12 
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nm SNPs at a concentration of 1x10
4 

ng/mL (Fig. 4). Levels of IL-18 from LPS-primed 

PBMCs stimulated with 12 nm and 200 nm SNPs were not detected (data not shown). IL-6 

production in LPS-primed neutrophils was detected after stimulation with 1x10
4 

ng/ml 200 

nm SNPs (Figure 5), but not when exposed to any concentration of 12 nm NPs (data not 

shown). Levels of IL-1or IL-18 from LPS-primed neutrophils stimulated with 12 nm or 

200 nm SNPs were not detected (data not shown). 

 

SNPs induce the expression of NLRP3 inflammasome components and 

proinflammatory cytokines 

Quantification of mRNA expression in PBMCs revealed that both 12 nm and 200 nm SNPs 

increased the mRNA of IL-6 and IL-1 at two concentrations tested (1x10
4
 and 1x10

3 

ng/mL) in PBMCs. Likewise, the 200 nm SNPs administered at 1x10
4 

ng/mL increased the 

expression of TLR2, TLR4, ASC, and NLRP3 (Fig. 6). The 12 nm SNPs administered at 

1x10
3 

ng/mL resulted in decreased expression of TLR4 and increased expression of NLPR3 

(Fig. 6). 

 

As shown in figure 7, both 12 nm and 200 nm SNPs increased the mRNA levels of TLR2, 

caspase-1, and IL-6 in neutrophils at both concentrations of SNPs evaluated (1x10
4
 and 

1x10
3 

ng/mL). The 200 nm SNPs at 1x10
4 

ng/mL increased the expression of ASC and IL-

1 in neutrophils, and SNPs at a concentration of 1x10
3 

ng/mL increased the mRNA levels 

of NLRP3 and IL-1. Although 12 nm SNPs increased the expression of NLRP3, IL-1 

and IL-18 at 1x10
4 

ng/mL, only the IL-6 mRNA was increased at 1x10
3 

ng/mL (Fig. 7). 
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DISCUSSION  

SNPs have been used in nanobiotechnology for various applications, such as controlled 

drug/gene delivery matrices, biosensors, diagnostic imaging and tissue engineering (3,26). 

However, SNPs can induce immune responses affecting their safe use for human 

applications.  

 

In these studies, we ensured that all experiments focused on measuring cytokine levels were 

conducted in non-cytotoxic conditions (Fig. 1). It has been previously reported that 

cytotoxic effects of SNPs appear at concentrations above 1x10
4 

ng/mL in different cellular 

models (27–29). Similar to previous reports (20), our results provided evidence that both 12 

nm and 200 nm SNPs induce the production of IL-1 and IL-6 by PBMCs. However, SNPs 

do not induce detectable IL-18 production (as observed in response to microbial 

stimulation), likely due to low levels of this cytokine that cannot be detected by the ELISA 

test used (30,31). The induced cytokine levels could have an impact on individuals treated 

with SNPs, resulting in initiation of the innate immune response and also regulation of 

adaptive immunity (32,33). 

 

Neutrophils are among the first immune cells to arrive at the site of inflammation, where 

they initiate a rapid, nonspecific, phagocytic response and the release of soluble mediators 

(34). However, our results indicate that 200 nm SNPs induce IL-6, but not IL-1 or IL-18 

production in our in vitro cellular model. These results suggest that in neutrophils, the 

inflammatory response after stimulation with the SNPs is not mediated through activation 
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of the inflammasome or IL-1/IL-18 production but through other mechanisms; the most 

likely mechanism of this response is the production of ROS, which has been implicated in 

the inflammation induced by many types of NPs of varying composition and structure 

(35,36). Neutrophils and other cells internalize NPs through phagocytosis, followed by 

ROS production via NADPH oxidase, leading to damage to the mitochondrial membrane 

and the release of its contents. ROS trigger an inflammatory cascade via activation of 

redox-sensitive MAPK and NF-κB signaling pathways, and they also increase the 

transcription of multiple proinflammatory cytokines, including IL-1β, IL-6, IL-18, and 

TNF-α (37–40). This is the most probable mechanism of transcription of IL-6 in cells 

stimulated with SNPs evaluated in our study.  

 

Similar to others reports (5), our results indicate that the cytokine production after exposure 

to SNPs is dose-dependent, but contrary to reports from other groups (20,41), this response 

was not dependent on the size of the NPs. These contradictory findings suggest that various 

nanomaterials induce biological effects in response to differences in particle characteristics, 

but this response is also dependent on the cellular model evaluated, as indicated by our 

results. 

  

Maturation of IL-1and IL-18 is strongly regulated by the NLRP3 inflammasome. Thus, 

even if pro-IL-1/18 protein is present on the cell, it cannot be released until NLRP3 

inflammasomes are formed. After the correct assembly of NLRP3 inflammasomes, 

caspase-1 is activated and cleaves the pro-form of IL-1/18 to generate mature IL-1/18 

(12,13). Therefore, we evaluated the expression of NLRP3 inflammasome components 
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after the cells were stimulated with SNPs. Our results provided evidence that SNPs induce 

expression of the inflammasome components (NLRP3, ASC, Casp-1) as well as IL-1, IL-

6 and IL-18 in PBMCs and neutrophils in a dose-dependent manner.  

 

The mechanism by which PBMCs and neutrophils recognize SNPs and then activate the 

NLRP3 inflammasome with the consequent release of IL-1β and IL-18 is not fully 

understood. A recent report indicate that scavenger receptor B1 (SR-B1) is a silica receptor 

associated with canonical inflammasome activation associated with caspase-1-mediated 

inflammatory responses in mouse macrophages and human peripheral blood monocytes 

(42).  Lately, different authors have reported that cathepsin B leakage after lysosomal 

rupture and the presence of cytoplasmic ROS play a crucial role in the activation of the 

NLRP3 inflammasome. However, it is unclear if these phenomena act separately or in a 

coordinated manner or how endosomal rupture occurs (5,15). Some studies have reported 

that SNPs activate NLRP3 inflammasomes after the generation of ROS, leading to IL-1β 

release (14,43). 

 

Some reports suggest that ROS trigger destabilization of the lysosomal membrane by lipid 

oxidation. Kojima and collaborators demonstrated that ATP released from the P2X7 

receptor in response to the stimulation of KUP5 cells with SNPs induces ROS production 

via cell-membrane NADPH oxidase. The ROS activation of inflammasomes leads to 

caspase-1-dependent processing of IL-1β (41). 
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On the other hand, some studies suggest that phagocyte membrane binding with particles 

may directly regulate NLRP3 inflammasome activity accompanied by K
+
 efflux. The 

tension generated during particle binding changes the surface curvature and triggers ion 

channel opening. Recent papers reviewed a list of NLRP3 activators and identified K
+
 

efflux as an event common among them all; however, mechanisms of ion channel opening 

related to NLRP3 activation remain unclear (9).  

 

Several studies regarding immunological studies with NPs have been conducted using 

macrophage cell lines, but not in PBMCs or neutrophils; it was recently reported, however, 

that macrophages differ in their mechanisms of inflammasome activation compared to other 

cells. The signals involved in inflammasome activation can be characterized as primers or 

activators of IL-1 production. The priming signals include PAMPs such as LPS and 

trigger the synthesis of inactive pro-IL-1β in macrophages via activation of TLRs, whereas 

elements such as K+ efflux, ROS or lysosomal rupture are considered upstream of 

inflammasome activation. While macrophages require two signals to produce mature IL-1, 

monocytes and neutrophils constitutively express active caspase-1 and need only one signal 

for IL-1 release (44,45). However, our study shows that in PBMCs, priming with LPS and 

then stimulating with SNPs results in greater production of IL-1 than in non-primed cells 

(Figure 8). 

 

In conclusion, our results demonstrate that SNPs induce the production of proinflammatory 

cytokines in a dose dependent manner and that this stimulation takes place independently of 
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NP size. In addition, these data suggest that the production and release of IL-1β occurs 

through the formation of the NLRP3 inflammasome.  
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Table 1. Primers  

 

Gen Primers 5´- 3´ 
Annealing 

temperature 

TLR2 
Fw: GGCCAGCAAATTACCTGTGTG 

Rv: CCAGGTAGGTCTTGGTGTTCA 
63 °C 

TLR4 
Fw: CTGCAATGGATCAAGGACCA 

Rv:TCCCACTCCAGGTAAGTGTT 
61 °C 

IL-1β 
Fw: CTTTGCCGATCCGCCGC 

Rv: ATCACGCCCTGGTGCCTGG 
60 °C 

IL-18 
Fw:ATGGCTGCTGAACCAGTAGAAG 

Rv: CAGCCATACCTCTAGGCTGGC 
62 °C 

IL-6 
Fw: ATTCGGTACATCCTCGAC 

Rv: GGGGTGGTTATTGCATC 
56 °C 

NLRP3 
Fw: AGCACCAGCCAGAGTCTAAC 

Rv: CCCCAACCACAATCTCCGAAT 
57 °C 

ASC 
Fw: AACCCAAGCAAGATGCGGAAG 

Rv: TTAGGGCCTGGAGGAGCAAG 
62 °C 

Caspasa-1 
Fw: CAAGGGTGCTGAACAAGG 

Rv: GGGCATAGCTGGGTTGTC 
60 °C 

-actina 
Fw:ATCTGGCACCACACCTTCTACAATGAGCTGCG 

Rv:CGTCATACTCCTGCTTGCTGATCCACATCTGC 
60 °C 
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Figure 1. SNP do not have cytotoxic effect on PBMC and neutrophils.  Figure 1. SNPs 

do not have cytotoxic effects in PBMCs and neutrophils. (A) PBMCs treated with 12 nm 

and 200 nm SNPs at 10
2
–10

4 
ng/mL for 24 hours and (B) Neutrophils treated with 12 nm 

and 200 nm SNPs at 10
2
–10

4 
ng/mL for 8 hours. C

+
: Positive control (DMSO). 
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Figure 2. SNP induce IL-1β and IL-6 release in PBMC. PBMCs were treated with SNPs 

overnight, and supernatant levels of IL-1 and IL-6 were assessed by ELISA. Data 

represent the medians  IR of at least three independent experiments. Kruskal-Wallis 

analysis shows significance. *p<0.05,**<0.01,***p<0.001. * Represent statistical 

difference between treatment and negative control.   *    Represent statistical difference 

between the treatments. C
-
: Negative control (cells without treatment) 
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Figure 3. SNP induction of IL-1β and IL-6 release in neutrophils. Neutrophils were 

treated with SNPs for 6 h, and supernatant levels of IL-1 and IL-6 were assessed by 

ELISA. Data represent medians  IR of three independent experiments. Kruskal-Wallis 

analysis shows significance. *p<0.05,**<0.01,***p<0.001. C
-
: Negative control (cells 

without treatment) 
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Figure 4. SNP induce IL-1β and IL-6 release in primed PBMC. PBMC cultures were 

primed with LPS (50 pg/ml, 2 h) and then treated with SNPs (4 h). Supernatant levels of 

IL-1and IL-6 were assessed by ELISA. . Data represent medians  IR of three 

independent experiments. Kruskal-Wallis analysis shows significance. 

*p<0.05,**<0.01,***p<0.001. * Represent statistical difference between treatment and 

negative control.  *    Represent statistical difference between the treatments. C
-
: Negative 

control (cells without treatment) 
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Figure 5. SNP induce IL-6 release in primed neutrophils. Neutrophils were primed with 

LPS (50 pg/ml, 2 h) and then treated with SNPs (4 h). Supernatant levels of IL-6 were 

assessed by ELISA. Data represent medians  IR of three independent experiments. 

Kruskal-Wallis analysis shows significance. *p<0.05,**<0.01,***p<0.001. C
-
: Negative 

control (cells without treatment) 
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Figure 6. SNP induce the expression of the inflammasome NLRP3 components and 

proinflamatory cytokines in PBMC. Expression of TLR2, TLR4, NLRP3, ASC, caspase-

1, IL-1, IL-18 and IL-6 genes in PBMCs stimulated for 4 h with 12 nm and 200 nm SNPs 

(1x10
4 

and 1x10
3 

ng/mL) analyzed by quantitative PCR. C
+
: Positive control (LPS 

50ng/mL). C
PRI

: Priming Control (LPS 50pg/mL) 
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Figure 7. SNP induce the expression of the inflammasome NLRP3 components and 

proinflamatory cytokines in Neutrophils. Expression of TLR2, TLR4, NLRP3, ASC, 

Caspase-1, IL-1, IL-18 and IL-6 genes in Neutrophils stimulated for 4 h with 12 and 

200nm silica nanoparticles (1x10
4 

y 1x10
3
ng/mL) was analyzed by quantitative PCR. C

+
: 

Positive control (LPS 50ng/mL). C
PRI

: Priming Control (LPS 50pg/mL) 
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Fig. 8. Production of IL-1β and IL-18 in cells exposed to SNP. Signal 1 is provided by 

PAMPs (LPS) and leads to the upregulation of NLRP3 and pro-IL-1/18 through the 

activation of the transcription factor NF-B activation pathway. Signal 2 is provided by 

SNP that activates NLRP3 through lysosomal rupture, ROS or K
+
 efflux.  
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1. INFORMACIÓN COMPLEMENTARIA 1: ESTANDARIZACIÓN DE 

TÉCNICAS Y CONDICIONES DE LOS EXPERIMENTOS 

 

Con el fin de estandarizar las técnicas usadas en el estudio, así como las condiciones 

experimentales (condiciones de cultivo, concentraciones de los tratamientos, etc), se 

hicieron una serie de experimentos previos a los definitivos usando nanopartículas de sílice 

disponibles en el laboratorio. 

Se muestran a continuación algunos de los resultados obtenidos de esta estandarización. 

 

1.1. Estandarización de las condiciones de cultivo (densidad celular y 

concentración de los tratamientos) de PBMC para ELISA 

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica siguiendo el protocolo de 

aislamiento y se sembraron 150.000 cel/pozo en 100uL de RPMI suplementado con SBF al 

10%. En platos de cultivo de 96 pozos se sirvieron 5 tratamientos: C-, C+ (LPS 50ng/mL) y 

3 concentraciones de NP (1x10
4
, 1x10

3
 y 1x10

2
 ng/mL). Se incubó toda la noche a 37°C, 

5% CO2. Después de la incubación se recogió el sobrenadante y se hizo ELISA con las 

siguientes interleuquinas: IL-6, IL-1, IL-8 y TNF- 

 

Resultados: 

Los resultados mostrados en la figura suplementaria 1 A-D que las nanopartículas de sílice 

inducen la producción de citoquinas pro inflamatorias detectables por ELISA a las 

concentraciones evaluadas, por lo tanto se establecen estas condiciones para los 

experimentos posteriores. 
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Figura suplementaria 1. Producción de: A. IL-6, B. IL-1, C. IL-18 y D. TNF- en 

PBMC estimuladas con nanopartículas de sílice a diferentes concentraciones, medida por 

ELISA 

 

 

1.2. Estandarización de las condiciones de cultivo (densidad celular y 

concentración de los tratamientos) de PBMC para análisis transcripcional. 

 

Se aislaron PBMC de sangre periférica siguiendo el protocolo de aislamiento previamente 

descrito y se sembraron 1’000.000 cel/pozo en un volumen final de 1000uL de RPMI 

suplementado con SBF al 10%. Se sirvieron 4 pozos: C-, C+ (LPS 50ng/mL) y 2 

concentraciones de NP (10
4
 y 10

3
 ng/mL) y se incubó durante 4 horas a 37°C, 5% CO2 . 

Luego de la incubación se separan las células y se lisan con buffer de lisis. 
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Se hace extracción de ARN según el protocolo de extracción del Kit RNeasy Mini Kit 

(Qiagen, Valencia, CA, USA) y posteriormente se hace PCR inversa usando 180ng de cada 

muestra para obtener cDNA según el protocolo del kit RevertAid H Minus First Strand 

cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, Waltham, MA). Así: 

 Se hizo la siguiente mezcla: 

o RNA total :     volumen para 180ng 

o Primer Random Hexámero:  1uL 

o Agua:     hasta 12uL 

o Volumen total:    12uL 

 Se incubó por 5’ a 65°C  

 Se adicionó la siguiente mezcla: 

o Buffer de reacción:    4uL 

o Inhibidor de RNAasa:   1uL 

o dNTPmix:     2uL 

o Transcriptasa reversa:   1 uL 

o Volumen total:   20uL 

 Ciclo de amplificación: 

o 5’ a 25°C 

o 60’ a 42°C 

o 5’ a 70°C 

o 30’’ a 4°C 

Con el cDNA obtenido se hace PCR en tiempo real de los genes que se evaluaron en el 

estudio. Para esto, se hace una amplifcación con gradiente de temperatura, con el fin de 
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estandarizar las temperaturas de anillamiento y melting de cada uno de los primers de los 

genes (TLR2, TLR4, IL-1, IL-18, ASC, Caspasa-1, -Actina y  2 Microglobulina) en un 

volumen final de 15L. Además de esto, Se hace análisis transcripcional de las 

amplificaciones obtenidas 

 

Resultados: 

Tabla suplementaria 1. Cuantificación de ARN obtenido 

Muestra ug/mL 260/280 

C- 17,5 1,80 

LPS 22,4 1,74 

NP 1,0ug/mL 21,3 1,92 

NP 10ug/mL 16,6 1,99 
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Gráfica suplementaria 1. Curva Melting gen 1L-1 

 

 

Gráfica suplementaria 2. Curva Melting gen TLR2 
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Gráfica suplementaria 3. Curva Melting gen ASC 

 

 

 

 

Gráfica suplementaria 4. Curva Melting gen TLR4 
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Gráfica suplementaria 5. Curva Melting gen Caspasa-1 

 

 

 

 

 

Gráfica suplementaria 6. Curva Melting gen IL-18 



 
 

78 
 

 

 

 

Gráfica suplementaria 7. Curva Melting gen 2-Microglobulina 

 

 

Gráfica suplementaria 8. Curva Melting gen  -actina 
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Figura suplementaria 2. Cuantificación de ARNm de PBMC estimulada con NP de 

sílice. La expresión de los genes TLR2, TLR4, ASC, Caspase-1, IL-1, IL-18 en PBMC 

estimuladas durante 4 horas con nanopartículas de sílice de (1x10
4
 y 1x10

3
 ng/ml) PCR. 
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1.3. Estandarización de las condiciones de aislamiento y cultivo de neutrófilos 

 

Se extrajeron 8,0mL de sangre periférica en un tubo vacutainer tapa amarilla, de 1 sólo 

donante. Se aislaron NEUTRÓFILOS siguiendo el protocolo de aislamiento. Luego se hace 

conteo y prueba de viabilidad celular con azul de tripano y prueba de pureza con tinción de 

Wrigth. Para los cultivos, se sembraron 250.000 y 200.000 cel/pozo en 100uL de RPMI 

suplementado con SBF al 10% e incubadas a 37°C, 5% CO2 por tiempos entre 0 y 6 horas, 

evaluando viabilidad celular y producción basal de interleuquina 6 en los sobrenadantes por 

ELISA. 

 

Resultados 

Aislamiento: 

– Viabilidad: 90% 

– # Células: 7’000.000 

– Pureza: 94% 

Los resultados mostrados en la tabla suplementaria 2 muestran que los neutrófilos 

mantienen una buena viabilidad celular (mayor al 90%) durante las 4 primeras horas de 

cultivo, a partir de ahí la viabilidad empieza a disminuir, por lo que se concluye que en los 

experimentos posteriores con neutrófilos los cultivos se harán durante 4 horas. 

 

De la cuantificación de la IL-6 (Gráfica suplementaria 10) en los diferentes tiempos y para 

las dos concentraciones celulares evaluadas se observa que sólo hay diferencia significativa 

entre el tiempo 0 y los demás tiempos, pero al incrementar el tiempo de cultivo, no 

incrementa la producción de IL-6. Sin embargo, la producción de citoquina es mayor 
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cuando la concentración células es de 250.000cel/mL a cualquier tiempo, por lo que se 

decide que la concentración óptima para cultivas los neutrófilos es de 200.000cel/mL 

 

Tabla suplementaria 2. Viabilidad de neutrófilos cultivados durante diferentes 

tiempos 

Tiempo 200.000 cel/pozo 250.000 cel/pozo 

0 Horas 83% 90% 

2 Horas 90% 100% 

4 Horas 96% 97% 

 6 horas 76% 78% 

 

 

 

Gráfica suplementaria 10. Producción basal de IL-6 en neutrófilos cultivados 
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2. INFORMACIÓN COMPLEMENTARIA 2: EFECTO DE LAS 

NANOPARTÍCULAS DE SÍLICE EN LA FORMACIÓN DE NETs 

 

Los neutrófilos median su actividad antimicrobiana a través de la fagocitosis, la 

degranulación y la formación de trampas extracelulares de neutrófilos (NETs, neutrophil 

extracellular traps). Las NETs actúan para atrapar y degradar los patógenos, y están 

compuestas de ADN extracelular, histonas y proteínas granulares, incluyendo α-defensinas 

y catelicidina (1). Aunque son importantes en la defensa del huésped, la producción y 

persistencia excesivas de las NETs se asocia con numerosas enfermedades inflamatorias 

crónicas (2) Las NETs contribuyen en gran medida a la defensa inmune, tanto innata como 

adaptativa y estudios previos revelaron que la generación y activación de NETs no sólo 

causa inflamación mediada por patógenos, sino también inflamación estéril (3), por 

ejemplo cuando los neutrófilos se ponen en contacto con nanomateriales (4–6). Por lo 

anterior se evaluó el potencial de las nanopartículas de sílice de 12 y 200nm para inducir la 

formación de NETs como marcador de la actividad de los neutrófilos. 

 

2.1. Materiales y métodos 

Para la evaluación de NETs se hizo extracción de neutrófilos según el protocolo 

previamente descrito. Se sembraron 500.000cel/mL en un volumen final de 1mL en placas 

de 6 pozos en las que se colocaron cubreobjetos redondos (12mm de diámetro). Luego se 

trataron las células con PBS 1X que contenía nanopartículas de 12nm o 200nm a las 

concentraciones a evaluar (100, 1.000 y 10.000ng/mL), se usó 100ng de forbol-12-

miristato-13-acetato (PMA, Phorbol Myristate Acetate) como control positivo y células sin 

ningún tratamiento como control negativo. Se incubó a 37°C en ambiente de 5% de CO2 
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durante 3 horas, terminado este tiempo se descartó el exceso de células y estímulo que no 

se adhirieron al cubreobjetos y se realizaron 2 lavados con PBS 1X, se fijaron las NETs con 

paraformaldehido al 4% a temperatura ambiente durante 20 minutos y se realizaron otros 2 

lavados. Posterior a esto, se adicionó 1mL de solución de Sytox Green durante 15 minutos 

para hacer la tinción, se realizaron 2 lavados con PBS para eliminar el exceso y se 

observaron las NETs en un microscopio de fluorescencia utilizando los filtros 

correspondientes (los cubreobjetos se colocaron de manera invertida sobre una gota de PBS 

contenida sobre un portaobjetos) 

 

2.2. Resultados 

El análisis por microscopía de fluorescencia muestra núcleos verdes normales en los 

neutrófilos sin tratamiento como se ilustra en el Supl. 1A. Los neutrófilos se activaron con 

PMA y se monitorizaron a las 3 h, como se muestra en la Supl. 1B. La incubación de los 

neutrófilos con nanopartículas de sílice llevó a una cierta pérdida de lóbulos y expansión de 

los núcleos, lo que indica una posible citotoxicidad y formación NETs, que fue más 

marcada para las nanopartículas de 12nm y dependiente de la concentración Supl. 1C y 1D.  
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Suplemento 1. Efectos de las nanopartículas de sílice en la formación de NETs examinada 

con microscopía de fluorescencia y tinción con Sytox Green. A. Control negativo (PBS). B. 

Control positivo (PMA). C. NP de 12nm. D. NP de 200nm 
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