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EVALUACION DE UN METODO DE SELECCION CLONAL ESPECIFICO DE
ANTIGENO EN DIFERENTES LINEAS CELULARES DE LINFOCITOS B

RESUMEN

La inmunidad adaptativa esta mediada por linfocitos T y B. Los linfocitos B son
activados mediante mecanismos moleculares y celulares ante un estimulo
(antigeno) identificado por su receptor de células B (BCR), induciendo su
proliferacién, su expansion clonal y diferenciacion a células plasmaticas productoras
de anticuerpos de larga vida y células B de memoria que entran en la reserva
linfocitica recirculante [1], dichos procesos ocurren en los centros germinales (CG).
En el CG los linfocitos B reciben sefiales derivadas del contacto con antigeno para
la expresion de BCL-6. BCL-6 es un factor de transcripcion que actia como
represor de la transcripcion que promueve la proliferacion de células B, permite la
hipermutacion somatica, cambio de isotipo y ayuda a mantener la reaccion del CG
[1,2]. Por ello la expresion de BCL-6 es clave para la formacion y mantenimiento de
los CG. Por ello, la expresion de BCL-6 en los linfocitos B facilitaria la formacion in
vitro de CG, los cuales servirian como modelos para estudiar la memoria

inmunoldgica y generar nuevos anticuerpos terapéuticos humanos.

En el presente trabajo se evalué un método de seleccion clonal de linfocitos B,
empleando nanoparticulas de quitosan (Np-Ch) recubiertas de la proteina A de
Staphylococcus aureus (SpA) como antigeno. Las Np-Ch fueron utilizadas como
nanoacarreadores que transfirieron un vector codificante para la proteina BCL-6 a
las células B antigeno-especificas. La hipotesis es que las Np-Ch recubiertas con
antigeno serviran como un método de seleccion clonal para linfocitos B especificos
de antigeno. Nuestros objetivos fueron 1) preparar las Np-Ch unidas a SpA y que
contengan el vector codificante para BCL-6; 2) evaluar la especificidad de la
incorporacion de estas Np-Ch en lineas celulares de linfocitos B; 3) evaluar si la
incorporacion de las Np-Ch conteniendo el vector codificante para BCL-6 estimula
la proliferacion celular. Para probar la especificidad por el antigeno se emplearon 3

lineas celulares de linfocitos B, las células Daudi y Raji, que pertenecen al clan



de las inmunoglobulinas y que reconocen al antigeno; y las células Ramos,

pertenecientes al clan Il y que fueron nuestro control negativo.

Logramos preparar con alta eficiencia las Np-Ch acopladas al vector y a SpA, asi
como sus respectivos controles. Las nanoparticulas fueron incorporadas
exitosamente por las células, sin embargo, no se encontré especificidad respecto
alantigeno empleado, por lo que se cree que estan siendo incorporadas por un
mecanismo independiente de receptor. Por otro lado, se encontré que BCL-6 ejerce
su funcion en la induccién de la division celular comparado con el control, asi como
también una mejor proliferacion y viabilidad celular en comparacion con aquellas
gue no incorporaron el vector. Concluimos que las mejores condiciones para la
estimulacion con las Np-Ch es la siembra de las células a una densidad de 1.25 x
10% células/mL, en medio RPMI suplementado con 10% SFB, empleando una
cantidad de nanoparticulas de entre 6-12 uL por cada 100 puL de medio por un
periodo de 24 h. Dado que la incorporacion de las Np-Ch resulté ser poco especifica
sugerimos que para experimentos posteriores se evalue el empleo de quitosan de
otro peso molecular, la densidad de proteinas en las Np-Ch, asi como el empleo de

linfocitos B de sangre periférica de voluntarios sanos.



INTRODUCCION

mponen | sistemainmune.
El sistema inmune esta compuesto por érganos linfoides, por una gran gama de
moléculas sefializadoras y por células que desempefian funciones especializadas
en las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas. La inmunidad innata es el
primer paso critico en la defensa del huésped contra las infecciones y tiene otras
funciones clave como la eliminacion de tejidos muertos y el inicio de la reparacion

tisular.

Los principales componentes de la inmunidad innata son [1]:
e Barreras epiteliales (fisicas) y sustancias antimicrobianas (quimicas).
e Células como neutrdfilos, macrofagos, dendriticas y linfocitos citoliticos
naturales (NK).
e Proteinas pertenecientes al sistema de complemento.

e Citocinas reguladoras de la inmunidad innata.

Por otro lado, la respuesta inmune adaptativa proporciona la capacidad de
reconocer y recordar patdgenos especificos, generando respuestas mas potentes
ante subsecuentes enfrentamientos. Esta respuesta es mediada por linfocitos T y
B, y es necesariamente activada por un antigeno. Una caracteristica importante de
la inmunidad adaptativa es la formacion de la memoria inmunolégica, con lo cual el
sistema inmune es capaz de recordar los encuentros con microbios y reaccionar
con mas fuerza después de encuentros subsecuentes. Este fendmeno asegura que
las reacciones de defensa del huésped sean eficaces contra infecciones repetidas

0 persistentes, y es la base sobre la que se fundamenta la vacunacion [3].

Reconocimiento antigénico en el sistema inmune adaptativo
El reconocimiento de este sistema inmunitario lo efectian moléculas de membrana

celular (receptores) o moléculas solubles (anticuerpos) y funciona mediante la union

de un sitio activo en el receptor o0 el anticuerpo y regiones discretas en la estructura



del antigeno llamadas epitopos, o determinantes antigénicos. Los linfocitos T y B
reconocen al antigeno a través de sus receptores para antigeno llamados TCR (T
cell receptor) y BCR (B cell receptor), respectivamente. La estimulacion por el
antigeno, junto con otras sefiales complementarias, conduce a su proliferacién
clonal con la produccion de dos grupos de células: las de memoria, que son de larga
vida y conservan la especificidad de la precursora y células efectoras que llevan a
cabo funciones definidas [1].

En el caso de los linfocitos T, éstos se encargan de montar respuestas celulares al
destruir a células infectadas con patdgenos y mediante la liberacion de citocinas
gue permiten la activacion y participacion de otros grupos de células. Los linfocitos
B son los encargados de montar la respuesta adaptativa humoral, la cual esta
mediada por anticuerpos secretados, y su funcion fisiologica es la de la defensa

contra microorganismos extracelulares y toxinas microbianas.

El inicio de la respuesta humoral se da cuando los linfocitos B y T activados
(especificos frente al mismo antigeno) se reconocen, migrando hacia los bordes de
los foliculos en 6rganos linfoides secundarios, donde surge la primera respuesta de
anticuerpos. Las células T activadas expresan el ligando de CD40 (CD40L), el cual
se une a CD40 ubicado en la superficie de las células B estimuladas por antigeno.
Esta interaccion, induce proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B, asi como
la sintesis y secrecion de inmunoglobulinas (lg), al principio en focos extracelulares

(sufren un cambio de isotipo limitado) y después en centros germinales [1].

Los centros germinales (CG) son estructuras organizadas que se producen unos 4-
7 dias después del inicio de una respuesta del linfocito B dependiente de T [1]. El
CG esta compuesto por una variedad de células y matriz extracelular que
proporcionan sefiales para la proliferacion, diferenciacion y migracion de las células

B. Estas estructuras contienen células derivadas de solo uno o unos pocos clones



de linfocitos B especificos frente al antigeno y expresan un represor de la
transcripcion llamado BCL-6 (del inglés B cell ymphoma gen 6) [2].

La arquitectura de los CG se divide en dos regiones, una zona oscura llena de un
cumulo denso de linfocitos B que proliferan; y una zona clara donde los linfocitos B,
interactian con el antigeno presentado por las células dendriticas foliculares (FDC).
Tras su interaccion con las células B, las FDC liberan citocinas como IL-6 y BAFF,
mientras que el antigeno es reconocido por el receptor especifico de células B
(BCR). La célula B también interactta con el linfocito T cooperador folicular (THF),
el cual libera citocinas como IL-21 e IL-4, y reconoce al antigeno por medio de su

receptor especifico de células T (TCR).

La generacion de anticuerpos monoclonales (mAbs) de alta afinidad requiere de la
formacion de CG, ya que en estas regiones ocurren los acontecimientos
caracteristicos de las respuestas dependientes del linfocito T cooperador, como:
maduracion de la afinidad, cambio de clase, y la generacion de células plasmaticas

de vida larga y linfocito B de memoria [1].

Activacion de linfocitos B
y migracién al centro Linfocito B
germinal

Linfocito T
cooperador

Centro J
‘%’ germinal
N ey [

Proliferacion del linfocito B

!

Mutacién somatica y
maduracion de la
afinidad; cambio de isotipo

Célula A3 S
dendritica &\ Linfocito
— TFH

folicular

e & Célula
:—;22‘;:% B = N plasmética
. i / )
Salida de linfocitos B 4 0
memoria y secretores de "rk
anticuerpos con afinidad alta e

Figura 1. Estructura y funciéon de un centro germinal.



Papel Bcl-6 en la funcién del

Uno de los principales factores de transcripcion implicados en la determinacion del
destino de los linfocitos B del CG es Bcl-6. BCL-6 es un gen que esta ubicado en el
cromosoma 3g27 y tiene un tamafio aproximado de 24kb y codifica para una
proteina de 95kDa [16]. Esta proteina se expresa ante el estimulo de CD40 y del
receptor para IL-21. Algunas de sus funciones mas importantes en la reaccién del
CG son: cooperacion con c-Myb, un activador de la transcripcidén para promover la
entrada répida al ciclo celular manteniendo la proliferacién de los linfocitos B y por
ende la reaccion del CG [1], previene la activacion prematura y diferenciacion de las
células B, proporciona un entorno tolerante a las roturas de DNA reprimiendo a p53,
factor transcripcional que media la apoptosis ante dafio al material genético, este
dafio es asociado a mecanismos de remodelacion del gen de inmunoglobulina
involucrados en la produccién de anticuerpos de alta afinidad (hipermutacion
somatica) de diferentes isotipos [16].

Una vez que bcl-6 se ha expresado en las células B, los niveles de esta proteina
son regulados negativamente. Una via para la inactivacion/regulacion de bcl-6 es
mediante la interaccion de alta afinidad entre el antigeno y el BCR, esto conduce a
la activacion de una cascada de sefializacion inducida por MAPK seguida de la
fosforilacion de BCL6, culminando en su degradacion a través de la via ubiquitina-
proteasoma [17]. Por ello, Bcl-6 se expresa en células B en CG y no en células

plasmaticas o de memoria.
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Figura 2. Regulacion de los CG por Bcl-6.

ANTECEDENTES

Diversos modelos in vitro han sido utilizados con el objetivo de esclarecer los
procesos que ocurren dentro de los CG, que conducen a la activacion, proliferacion
y diferenciacion de células B, asi como la generacion de mAbs altamente
especificos. Una variedad de protocolos han sido descritos para proliferacion de las
células B, asi como su diferenciaciéon hacia células plasmaticas y células de
memoria in vitro. En estos modelos, células B humanas o murinas son estimuladas
con citocinas como IL-4, IL-21 y CD40L, afiadidas al medio de cultivo. Sin embargo,
un problema comun en estos modelos es la elevada activacion policlonal, generada
por la estimulacion inespecifica. Esto es que la administracion de agentes
estimulantes de forma soluble en el medio de cultivo, induce la activacion de células

B con diversas especificidades.

En los ultimos afios, los avances en ingenieria de materiales han generado nuevas
alternativas para la presentacion antigénica como el empleo de nanoparticulas
sintéticas. Las nanoparticulas son particulas microscopicas con un tamafio entre 1
y 100 nanémetros y pueden estar hechas con base en distintos materiales organicos

e inorganicos como fosfolipidos, polimeros, metales, silice y carbono [4].



Las nanoparticulas pueden asemejar la naturaleza de los virus al adoptar
caracteristicas como la morfologia a nanoescala y la visualizacion repetitiva de
antigenos multivalentes. Es bien sabido que las superficies de los virus muestran
una forma ordenada y repetida de sus epitopos, lo cual se ha relacionado con una
manera en la que el sistema inmune de los mamiferos responde mas fuertemente
a estos patrones de repeticiones en el antigeno para desarrollar inmunidad
adaptativa contra el patdgeno [4]. Por ello, las nanoparticulas tendrian la capacidad
de inducir fuertes respuestas inmunes humorales y celulares contra diversas dianas

antigénicas [4].

En este contexto, el sistema de complemento puede ser activado por las
repeticiones de la particula viral, involucrando el complejo CD19-CD21, lo cual
facilita aun mas la activacion de células B [5], y amplifica otras vias de
procesamiento inmunologico [6] culminando en una potencializacion de la respuesta
inmune. Ademas, las repeticiones multivalentes promueven la agrupacion y
entrecruzamiento de BCRs lo cual facilita la internalizacion por endocitosis mediada

por receptor [4].

Varias vacunas basadas en nanoparticulas que varian en composicion, tamafio,
forma y propiedades superficiales han sido aprobadas para uso humano y el nimero
de candidatos esta aumentando [22]. El uso de nanoparticulas en formulaciones de
vacunas permiten estabilidad del antigeno e inmunogenicidad, asi como también
una mayor seguridad, en contraste con las vacunas atenuadas, que por su
naturaleza "viva" plantea problemas de seguridad, especialmente para las personas

gue pueden estar inmunodeprimidas [4].

Entre los diferentes materiales que pueden ser utilizados para la generacion de
nanoparticulas, el quitosan ha sido ampliamente utilizado al ser un polimero
biocompatible, biodegradable y de baja toxicidad, y, por tanto, potencialmente
aplicable en medicina [7]. Estas Las nanoparticulas poliméricas sintéticas son

tipicamente sélidas entre 10 nm y 200 nm [9]. Distintas investigaciones apuntan a
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gue el quitosano se une eficazmente al ADN en solucién salina o de 4cido acético y
protege parcialmente al ADN de la degradacion de las nucleasas [10, 11, 12]. Las
nanoparticulas de CS son resultado de una asociacion o entrecruzamiento de sus
cadenas poliméricas por interacciones intermoleculares asi como también por
asociaciones intramoleculares, pueden ser de tipo covalente y no covalente [9].

En nuestro grupo de investigacion se desarroll6 un método de estimulacién de
células B utilizando Np-Ch recubiertas con un antigeno especifico, con la finalidad
de estimular a células B especificas y evitar el problema de la activacién policlonal
gue ocurre cuando se utilizan antigenos solubles [9]. Simultaneamente, las
nanoparticulas servirdn como nanotransportadores al encapsular el vector
codificante para la proteina Bcl-6 . Para validar la especificidad de este método de
estimulacion, las Np-Ch se conjugaran con el superantigeno SpA (proteina A de
Staphylococcus aureus). Elegimos el uso de un superantigeno, dado que éste es
un factor con interacciones mediadas por receptor-antigeno con capacidad para
interactuar con gran parte de la reserva linfocitica (mas del 5%), mientras que los
antigenos peptidicos convencionales generalmente interactian con menos del 0,1%

del repertorio de linfocitos virgenes [18].

SpA es una proteina de 42 kDa con 5 dominios homadlogos de 56 a 61 aminoacidos
formando alfa hélices que se unen en tandem [18]. Cada uno de los cinco dominios
tienen un sitio de unién a Fab [19]. Estos dominios en conjunto le brindan al
superantigeno la capacidad de localizar células B que expresan anticuerpos
relacionados con la familia VH3 [20], permitiendo interacciones con

aproximadamente el 30-50% de células B en humanos [18].

11



JUSTIFICACION.

Diversos modelos in vitro han sido utilizados con el objetivo de esclarecer los
procesos que ocurren dentro de los CG, que conducen a la activacion, proliferacion
y diferenciacion de células B, asi como la generacion de anticuerpos monoclonales
(mAbs) altamente especificos. Generalmente en estos modelos, se administran
agentes estimulantes de forma soluble en el medio de cultivo, lo cual induce la
activacion de células B con diversas especificidades. Por ello, el desarrollo de un
método de seleccion y estimulacion especifico de antigeno permitira la activacion
de células B especificas, facilitando el aislamiento de mAbs y el estudio de los

procesos que ocurren en el CG.

HIPOTESIS
Nanoparticulas de quitosan recubiertas con antigeno servirdn como un método de
seleccion clonal para linfocitos B, al ser incorporadas especificamente en un

proceso mediado por el receptor de células B.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar la especificidad de un método de seleccion clonal basado en nanoparticulas
de quitosan recubiertas con el superantigeno SpA empleando lineas celulares de

linfocitos B humanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Generar nanoparticulas de quitosan recubiertas con el superantigeno SpA.
2. Evaluar la especificidad de la incorporacion de las nanopatrticulas conjugadas
con antigeno en lineas celulares de linfocitos B humanos.

3. Determinar si la incorporacion de nanoparticulas de quitosan recubiertas de

antigeno estimula la proliferacion de lineas celulares de linfocitos B.
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METODOLOGIA

1. Preparaciéon de nanoparticulas de quitosan recubiertas con SpA.

1.1 Purificacion del plasmido por el método de lisis alcalina (PureYield

Plasmid Midiprep System).

Para la obtencion del pladsmido codificante para Bcl-6 se partié de un cultivo liquido
de bacterias E. coli cepa DH50 previamente transformadas con un vector pIRES2-
EGFP-Bcl6. El cultivo se centrifugd y se descartd el sobrenadante, la pastilla se
resuspendié en 150 ul de la solucién | (50 mM Glucosa, 25 mM Tris-HCI pH8, 10
mM EDTA), se mezcl6 con ayuda del vortex, se le agregd 150 pl de la solucién Il
(0.2 N NaOH, 1 % SDS) y se mezcl6 por inversion. A la muestra se le agregaron
150 pl de la solucidn Il (29.5 g de acetato de potasio, 11.5 ml &cido acético glacial),
y también se mezclé por inversion, seguido de una centrifugacion a velocidad
maxima por 10 min. Al sobrenadante se le afiadio 1 mL de resina de diatomeas, se
mantuvo por 3 minutos a temperatura ambiente en rotacidn, la mezcla se transferio
a una jeringa donde previamente se habia colocado la columna promega y se filtré
lentamente, enseguida se agregaron 2 mL de solucion de lavado y de nuevo se
pasoé por la jeringa lentamente, la columna se coloc6 en un tubo eppendorf y se
centrifugé por 2 min a velocidad maxima, la columna se coloc6 en un tubo nuevo y
se le agregaron 30 pl de H.O MQ estéril, el tubo con la columna se mantuvo a
temperatura ambiente por 3 min y después se centrifugé a velocidad maxima por 2
min, se tomaron 2 pl para separarlo por electroforesis en un gel de agarosa al 1%
para corroborar la presencia de DNA plasmidico, esperar la banda en el peso que
corresponde el vector mas el inserto, teniendo esto se prosiguié a realizar una PCR

para mandar a secuenciar y asi comprobar la secuencia de Bcl-6.

13



1.2 Preparacién de nanoparticulas de quitosan.

Las nanoparticulas de quitosan se prepararon mediante el método de coacervacion
utilizando un 0.25 % de polimeros de quitosén, tripolifosfato de sodio (TPP), 10 ug
de proteina (albumina de suero bovino [BSA] o SpA) y 10 ug de DNA plasmidico
(pIRES2-Bcl6-EGFP o el vector vacio[g]). Para preparar el quitosan se diluyeron 2.5
mg de quitosan en 1 mL de &cido acético al 2% y se mezclaron durante 1 hora. La
proteina se disolvio en agua miliQ y se prepard un stock de 2 mg/ml.

Con estos datos se construy6 una tabla para preparar las nanoparticulas:

Proteina DNA Quitosan| Volumen
Condicién | 2 mg/ml Bi_;jl:;s_:::,:;m 2% Final
NP-Ch-
Bcl-6-
proteina 5uL 13.39/16.52 yL | 150 uL | 200 pL
Control sin
proteina 13.39/16.52 uL | 150 uL | 200 pL
Control sin
guitosan 5uL 13.39/16.52 uL
Control sin
DNA 5L

Los reactivos se afiaden en el siguiente orden:

H20->quitosan—> DNA->proteina>TPP 10%. Cada uno de los reactivos se afiaden
en tubos enumerados en el orden indicado. Se les adicion6 TPP 10%
(entrecruzador) 10 pl cada 12 minutos 5 veces, mientras se agitaba la mezcla. Una
vez terminado los 5 ciclos del TPP, se paso el liquido a tubos eppendorf y se
centrifugaron a 25°C, 3000 RPM por 30min. Una vez que se centrifugaron, el
sobrenadante se coloc6 en tubos nuevos rotulados y el pellet se resuspendi6é en
500 pl de H20 miliQ. Se centrifugd nuevamente y el sobrenadante se coloco en
tubos nuevos rotulados, el pellet se resuspendié en 200 pl de H2O miliQ y se

guardaron a 4°C.
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2. Evaluacion de la eficiencia de pegado de proteinas y DNA al quitosan.

2. 1 Ensayo de BCA:

Este ensayo de proteinas combina la reduccién de Cu?* a Cu'* por proteina en un
medio alcalino con la deteccién colorimétrica altamente sensible y selectiva del
cation cuproso Cul* por &cido bicinconinico BCA. Primero ocurre la quelacion de
cobre con proteinas en un ambiente alcalino para formar un complejo azul claro,
esta reaccion es conocida como la reaccion de biuret. Los péptidos que contienen
tres 0 mas residuos de aminoacidos forman un complejo de quelato coloreado con
iones cupricos en un ambiente alcalino que contiene tartrato de sodio y potasio. Hay
un segundo paso de este ensayo, donde el BCA reacciona con el catién reducido
(cuproso) que se formd anteriormente, el intenso producto de reaccion de color
purpura resulta de la quelacion de dos moléculas de BCA con un ion cuproso, este
complejo exhibe una absorbancia lineal a 562 nm con concentraciones crecientes

de proteinas.

Para este ensayo se prepararon 9 estandares a partir de un stock de BSA de 2
mg/ml con las siguientes concentraciones: 1500,750,500,250,125,50,25,5,0 pg/mL.
Los estandares se pusieron por duplicado en la placa de 96 pozos mas las muestras

de interés (nanoparticulas y sobrenadante) también por duplicado (25 pL).

Para preparar la solucion A+B (Reactivo de trabajo) de acuerdo al Kit “Pierce BCA
Protein Assay” con una relacién de 50:1, se utilizaron 10 ml de la solucion A 'y 200
pl de la solucion B. Este stock se prepard en un tubo falcon de 50 ml y

posteriormente se afiadieron 200 pl de éste en cada pozo con muestra.
Las muestras se agregaron en campana pues requeriamos mantenerlas estériles.

Una vez que se afadi6 todo, se incubd a 37°C por 30 min. Se prosiguio a leer la

placa en el lector de placas ELISA a 540nm.
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La eficiencia del pegado de la proteina se determiné mediante la siguiente férmula:

[Inicial] — [sobrenadante]
X 100

% Eficiencia=
[Inicial]

En donde inicial corresponde al sobrenadante de la muestra que no contiene
quitosan, y que fue preparada de la misma forma que para las nanoparticulas.

2.2 SDS-PAGE
Se prepararon geles de acrilamida con un espesor de 1 mm, de 8 x 10 cm, con un
porcentaje de acrilamida al 10%. La polimerizacion se llevo a cabo a temperatura

ambiente y los geles se dejaron reposar 10 minutos antes de su utilizacion.

Las muestras se desnaturalizaron diluyéndolas 1:1 (v: v) con buffer sample reductor:
tris120 Mm, glicerol 10 %, SDS 6%, beta- mercaptoetanol puro, azul de bromofenol
0.05%. El buffer sample no reductor: tris 120 mM, glicerol 20%, SDS 4%, azul de

bromofenol 0.1% en agua hirviendo por 10 minutos.

Para el gel separador se adicionaron los siguientes reactivos en el siguiente orden:

Gel Separador

REACTIVOS VOLUMEN (6 ml)
Mezcla de acrilamida/bis- 2ml
Acrilamida
Tris-HCI 1M pH 8.8 2.25 ml
Agua bidestilada 1.62 mi
SDS 10% 60 pl
Persulfato de amonio al 60 ul
10%
TEMED 6 pl
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Para el gel concentrador se adicionaron los siguientes reactivos en el siguiente

orden:
Gel Concentrador
REACTIVOS VOLUMEN (3 ml)

Mezcla de acrilamida/bis- 0.66 ml
acrilamida

Agua bidestilada 1.86ml
Tris-HCI 1M pH 6.8 416.66 pl
SDS 10% 33.33 pl
Persulfato de amonio al 10% 16.66 pl
TEMED 3.33

Se prepar6 el gel separador y se afadid entre las placas hasta una altura
aproximada de 1 cm del final del cristal, se agrego isopropanol a las placas para
acelerar la polimerizacion y que estuviera uniforme el gel, se tardé en polimerizar
unos 20 minutos. Después se retird el isopropanol y se adiciono el gel concentrador,
preparado momentos antes, hasta llenar totalmente el espacio entre los dos
cristales, se incluyo el peine con cuidado, se polimerizé6 en unos 10 minutos.
Posteriormente una vez transcurrido este tiempo se retir0 el peine con cuidado, se
montd en la camara de electroforesis, se agrego el buffer de electroforesis y se
cargaron las muestras de un volumen final de 25 ul en cada pozo. Se corrieron a
100 V por 90 minutos, por ultimo, se desmonto el gel, y se separaron los vidrios con
ayuda de agua destilada, se tifié con tincion de coomassie por 12 horas, y se destifio

con solucion destifiidora a base de metanol y acido acético.

2.3 Electroforesis de agarosa

Se prepar6 un gel de agarosa al 1%, en un matraz Erlenmeyer se coloc6é 1 g de
agarosa y 100 ml de buffer TAE se mezclaron y se calentaron hasta la completa
disolucién de la agarosa. Una vez listo, se vertio la mezcla en la camara previamente
armada y se le adicion6é 0.5 pL de bromuro de etidio, se mezclé bien y se dejé

polimerizar por aproximadamente 20 minutos. Se cargd un volumen total por
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muestra de 10.5 pL por pozo, dicha muestra previamente preparada con buffer de
carga (10 pL muestra + 0.5 uL buffer). Por dltimo, se corrié a 95 V por 35 minutos.

3. Cultivo de lineas celulares de linfocitos B.

Se realiz6 el cultivo de las lineas celulares Daudi, Raji y Ramos para su posterior
uso para la incorporacion del antigeno en nanoparticulas de quitosan. Las células
congeladas deben estar a una temperatura inferior a 130 °C, preferiblemente en
vapor de nitroégeno liquido, hasta que estén listas para su uso. Para asegurar el nivel
mas alto de viabilidad, se descongelé el vial agitando suavemente en un bafio de
agua a 37 °C, seguido del inicio del cultivo tan pronto como sea posible (la
descongelacion debe ser rapida, aproximadamente 2 minutos). Se retir6 el vial del
bafio de agua tan pronto como se descongeld el contenido y se descontamino
sumergiéndolo o rociandolo con etanol al 70%. Todas las operaciones a partir de

este momento se realizaron en estrictas condiciones de asepsia.

Se transfirié el contenido del vial a un tubo de centrifuga que contenia 9 ml de medio
de cultivo completo y se centrifugd la suspension celular a aproximadamente 125
rpm durante 5 a 10 minutos y se desecho el sobrenadante. Se agrego el contenido
del vial (pellet) a un matraz de cultivo de 25 cm? o 75 cm? que contiene el medio de
crecimiento fresco para el cual, previamente se coloco en la incubadora durante al
menos 15 minutos para permitir que el medio alcanzara su pH normal (7,0 a 7,6).
Es importante evitar una alcalinidad excesiva del medio durante la recuperacion de
las células. Se incubo el cultivo a 37 °C en una incubadora adecuada y se

recomienda un 5% de CO2 en atmoésfera de aire.

4. Incorporacion especifica de las Np-Ch a las células B.

4.1 Estandarizacion de la cantidad de células a emplear y cantidad de
nanoparticulas.

Previo a la incubacion de las nanoparticulas con Bcl-6 con las lineas celulares de
linfocitos B, se probaron diferentes concentraciones de células Daudi, Ramos y Raiji

y se evalu6 su proliferacion alas 0, 24 y 48 h por un ensayo de MTS/PMS. El ensayo
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se compone de dos soluciones; una sal interna de tetrazolio: [3- (4,5-dimetiltiazol-2-
i) -5- (3-carboximetoxifenil) -2- (4-sulfofenil) -2H-tetrazolio; MTS] y un reactivo de
acoplamiento de electrones (metosulfato de fenazina; PMS). EI MTS es biorreducido
por las células a un producto de formazan que es soluble en medio de cultivo de
tejidos. La absorbancia del formazan a 490 nm se mide directamente a partir de
placas de ensayo de 96 pocillos sin procesamiento adicional. La conversion de MTS
en formazan soluble acuoso se logra mediante enzimas deshidrogenasa que se
encuentran en las células metabdlicamente activas. La cantidad de producto de
formazan medida por la cantidad de absorbancia de 490 nm es directamente

proporcional al nUmero de células vivas en cultivo.

Las células se centrifugaron y se resuspendieron en medio completo con y sin suero
fetal bovino al 10% (SFB 10%), se cultivaron a 3 distintas concentraciones cada
linea celular (0.62 x 104, 1.25 x 10*y 2.5 x 10%). Para los posteriores experimentos
se eligio la concentracion de células en la que las 3 lineas celulares mostraban una

duplicacién similar a los distintos tiempos.

Para el ensayo de MTS/PMS primero se descongel6 la solucién MTS y la solucion
PMS en un bafio de agua a 37°C, en un tubo de ensayo se afiadio 2 ml de solucién
MTS y 100 pl de solucion PMS y se mezclé suavemente para asegurar una
combinacién correcta de la solucion MTS/PMS seguido de la adicion de 20 pl de
esta solucion a cada pocillo de la placa de 96 ensayos que contiene 100 ul de células
en medio de cultivo. Posteriormente se incubd la placa durante 1-4 h a 37°C en una
atmésfera humidificada de COz al 5%. Por ultimo, se medi6 la absorbancia a 490

nm utilizando un lector de placas ELISA.

Posteriormente se probd la concentracion de nanoparticulas a adicionar, usando
Unicamente la linea celular Daudi para estandarizacién, se evalud la adicion de 3, 6
y 12 pL de nanoparticulas en un volumen final de 100 uL de suspension celular
(1.25 x 10% células/pozo, Daudi). Se evaluaron las concentraciones en medio RPMI

con y sin suero. También se probaron concentraciones mas bajas de
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nanoparticulas, diluyendo 1:10 las preparadas en el punto 2 de la metodologia y
empleando los mismos volumenes (3, 6 y 12 yL en un volumen final de 100 pL).
Cada determinacion se realizé por cuadruplicado o quintuplicado.

4.2 Incorporacion de las Np-Ch a las células B.

Se realiz6 la transferencia de las nanoparticulas con Bcl-6 en las lineas celulares
de linfocitos B y la evaluacion de su expresion por inmunoflorescencia, para ello, se
incubaron las células B con diferentes concentraciones de las Np-Ch durante 72 h
a 37°c. Como control negativo utilizamos Np-Ch carentes de antigeno y recubiertas
con BSA. Laincorporacién de las Np-Ch se evalud6 por microscopia de fluorescencia
al detectar la expresion de EGFP y realizando un estimado del numero de células
fluorescentes (observacion de las células a las 24 h). El control negativo nos
permitira obtener el porcentaje de células no especificas que incorporen las Np-Ch,
ya que se espera que solo las incorporen aquellas que tengan el BCR que
reconozca al antigeno SpA.

5.Evaluacion del efecto de la incorporacion de las nanoparticulas de quitosan
recubiertas de antigeno en la proliferacion de los linfocitos B.

Se incubaron las células Daudi con diferentes concentraciones de las Np-Ch
durante 24, 48 y 72 h a 37°C. Como control negativo utilizamos Np-Ch con el vector
vacio (sin Bcl-6). Se determind la proliferacion celular empleando el ensayo
colorimétrico de MTS/PMS, ademas se evaluo la viabilidad celular empleando azul
de tripan. Se esperaba que las células que expresen Bcl-6 proliferaran mas, por
ello se compararon con las que incorporaron el vector vacio. Para cada experimento
se realizaron 3-4 réplicas. Ademas, para determinar la contribucidén de la expresion
de Bcl-6, se comparo el efecto de la adicion de Np-Ch conteniendo pIRES2-EGFP-

Bcl6 o el vector vacio, en el cultivo celular.
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RESULTADOS

Preparacion de las Np-Ch-DNA conjugadas con antigeno y evaluacion de la
eficacia de pegado al quitosan

Previo a la preparacion de las Np-Ch se purificé el vector pIRES2-EGFP-Bcl6é
mediante un protocolo de lisis alcalina y se corroboré la presencia de éste en la
muestra mediante electroforesis en gel de acrilamida al 1%. Posteriormente se llevo
a cabo la preparacion de las nanoparticulas de acuerdo a la seccion 1.2 de la
metodologia. Estas nanoparticulas se sometieron a varios experimentos con la
finalidad de poder evaluar su eficiencia de pegado de proteinas y DNA al quitosan,
asi como también ver que los componentes se encontraran en la muestra, para su

posterior uso en cultivos de células B para su incorporacion.

Para evaluar la eficiencia del pegado del DNA en las Np-Ch conjugadas con las
proteinas se empled un espectrometro para la deteccion del DNA a 260nm. Se
realizo el calculo de eficiencia utilizando la formula indicada en los métodos. En la
Tabla 1 se muestran los resultados de la eficiencia de la preparaciéon de las Np-Ch
empleando las proteinas BSA (control negativo) y SpA. Como podemos observar,
en ambos casos la eficiencia de pegado del DNA al quitosan fue mayor al 80%.
Como era de esperarse nuestros controles que no contienen DNA, la eficiencia de
pegado fue del 0% ya que en esta muestra no pusimos el vector, mientras que, en
ausencia de la proteina, la totalidad del DNA se pega al quitosan. En el control que
no contiene quitosan tanto el DNA como la proteina permanecen en la fraccién que
recolectamos como sobrenadante, ya que no se forma el precipitado

correspondiente a las Np-Ch.
CALCULO DE EFICIENCIA CUANTIFICACION DE DNA

% Eficiencia
Np-Ch-Bcl-6-SpA 89.40
Np-Ch-g-SpA 94.3
Np-Ch-Bcl-6-BSA 95.4
Np-Ch-g-BSA 96.8
Control sin proteina 100
Control sin DNA -

Tabla 1. Eficacia de pegado de DNA a las Np-Ch.
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Posteriormente, evaluamos la eficiencia de pegado de la proteina a las Np-Ch
mediante un ensayo de BCA en el sobrenadante obtenido de la preparacion de las
Np-Ch. Se empled6 la misma formula indicada en los métodos y se encontro que la
eficiencia de pegado de la proteina a las Np-Ch con DNA fue del 100% (Tabla 2).
De igual forma, en nuestro control sin proteina no se encontr6 proteina en el
sobrenadante por lo que la eficiencia de esta muestra fue de 0 %. Estos resultados
nos muestran que la preparacion de las Np-Ch fue correcta, ya que tanto el DNA

como la proteina se pegaron con alta eficiencia.

CALCULO DE EFICIENCIA CUANTIFICACION DE PROTEINA

% Eficiencia
Np-Ch-Bcl-6-SpA 100
Np-Ch-g-SpA 100
Np-Ch-Bcl-6-BSA 100
Np-Ch-@-BSA 100
Control sin proteina -
Control sin DNA 100

Tabla 2. Eficacia de pegado de proteina a las Np-Ch.

Una vez que se calculo la eficiencia de pegado de la proteina y DNA al quitosan
mediante su cuantificacion, se prosiguié a corroborar con ayuda de geles de
acrilamida y agarosa respectivamente. Se prepararon nanoparticulas de quitosan al
0.5% disuelto en acido acético al 0.2%, usando TPP, 15 pg/mL de DNA que fue
tanto vector vacio como vector con Bcl-6 y 50 pug/mL proteina, para corroborar que
el DNA fuera encapsulado se realizé un gel de agarosa al 1%. Cuando el DNA se
encapsula completamente, se observa en la electroforesis que el DNA no corre y se
gueda en el pozo, esto es porque el quitosan que encapsula el DNA tiene carga

positiva (Figura 1).
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Figura 1. Electroforesis de la encapsulacién del DNA por nanoparticulas de quitosan: 1. Marcador
de peso molecular, 2-4. Nanoparticulas de quitosan conjugadas con 10 ug/mL BSAy DNA (PIRES2-
EGFP) a las concentraciones de 3 (carril 2), 5 (carril 3) y 10 pug/mL (carril 4). 5. Control de preparacion
de las Np-Ch sin BSA. 6. Control de preparacion de las Np-Ch sin chitosan. 7. Control de preparacion
de las Np-Ch sin DNA (PIRES2-EGFP). 8. PIRES2-EGFP-Bcl-6). En cada carril se cargaron 15 pl
de muestra.

Para saber con mas certeza si la proteina se estaba uniendo a Np-Ch, realizamos
4 experimentos independientes de SDS- PAGE, tanto de Np-Ch+ BSA+BCL-6 y con
vector vacio (@) para tener un estimado de la proteina que no se pegaba y comparar
con el ensayo de BCA. En la figura 2 se muestra el corrimiento de las Np-Ch
conjugadas con proteina y DNA, con sus respectivos controles. Como podemos
observar, en la proteina tiene un tamafio de 66.5 kDa (carril 1), cuando se tiene un
exceso de proteina durante la preparaciéon de las Np-Ch se observa una banda en
este peso molecular. Sin embargo, en nuestro caso vemos que practicamente toda
la proteina se une al quitosan ya que se queda retenida en el pozo y no se observa
banda en el peso molecular correspondiente al de la proteina. En los controles de
preparacion de las Np-Ch, observamos que al no afiadir quitosan, la proteina corre

libremente en el gel de acrilamida (carril 5y 9).
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Figura 2. SDS-PAGE representativo de las nanoparticulas de quitosan conjugadas a proteinay DNA.
1. BSA(10 pg/mL). 2. Marcador de peso molecular. 3. Nanoparticulas de quitosan conjugadas con
10 pg/mL BSA y DNA (PIRES2-EGFP). 4. Control de preparacion de las Np-Ch sin BSA. 5. Control
de preparacion de las Np-Ch sin quitosan. 6. Control de preparacion de las Np-Ch sin DNA (PIRES2-
EGFP). 7. Nanoparticulas de quitosan conjugadas con 10 pg/mL BSA y DNA (&). 8.Control de
preparacioén de las Np-Ch sin BSA. 9. Control de preparacion de las Np-Ch sin quitosan 10. Control
de preparacion de las Np-Ch sin DNA (PIRES2-EGFP). En cada carril se cargaron 25 ul de muestra.

Incorporacion especifica de las Np-Ch a las células B.

Para determinar la concentracion de células y de Np-Ch a utilizar en nuestros
ensayos se emplearon las células Daudi y Raji a diferentes concentraciones para
evaluar su tasa de proliferacion en medio RPMI 10% suero fetal. Para esto,
suspensiones celulares de ambas lineas celulares se contabilizaron con ayuda de
una camara de newbauer y se sembraron a diferentes concentraciones (0.62 x 104,
1.25 x 10%y 2.5 x 10* células/mL), se dejaron en incubacién a 37°C durante 0, 24 y
48 h. Al transcurrir este tiempo se realizé un ensayo de MTS/PMS y se obtuvieron

las curvas de crecimiento correspondientes.
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Figura 3. A. Curvas de crecimiento de las lineas celulares Raji y Daudi a distintos tiempos (0, 24, 48
h) en distintas concentraciones (0.62,1.25 y 2.50 x 10* células/ml), mediante un ensayo MTS/PMS a
una absorcién de 490 nm. B. Comparativo de la proliferacion de las lineas celulares Daudi y Raji a
diferentes tiempos y diferentes densidades celulares.

Como se presenta en la figura 3, las células Raji proliferan mas rapidamente que

las células Daudi, comparando diferentes densidades celulares a diferentes

tiempos. En la figura 3A se observa que, aungue la linealidad (R?) de la curva de

crecimiento de las células Daudi sea mayor que la de las células Raji, para las

concentraciones celulares de 0.62 y 1.25 x 104, la pendiente observada es menor,

lo cual nos representa la mayor proliferacion de las células Raji. En estas curvas

también vemos que la densidad Optica de ambas lineas celulares es similar a las 24

h para las concentraciones de 1.25 x 104, asi como las curvas de crecimiento son

mas similares a la concentracion de 2.5 x 10* células/ml, por ello estas condiciones
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fueron utilizadas para experimentos posteriores para comparar ambas lineas

celulares

En la figura 3B, observamos que las células Daudi tienen duplicacién celular entre
las 24 y 48 h, esto evidenciado por el incremento en la densidad Optica en estos
tiempos a cada una de las concentraciones analizadas. En el caso de las células
Raiji, éstas proliferan mas rapidamente, con un tiempo de duplicacién cercano a las
24 h. Esto es mas evidente cuando comparamos los datos experimentales de las
dos lineas en una misma gréfica (Figura 4). De manera que se pueda apreciar la
comparacién entre las distintas lineas celulares a las 24 y 48 h. La figura 4, nos
indica que a las 24 h ambas lineas celulares muestran una duplicacién celular muy

parecida cuando se siembran a una concentracion de 1.25 x 10% células/ml.

Crecimiento celular en Crecimiento celular en
RPMI10%SFB (24 h) RPMI 10%SFB (48 h)
L 1.5
1 ' O Raji
—_ - Il Daudi
o £ £
O o L n c
2 ﬂ °g ﬂ
L0m | lm LW
0.62 1.25 2.50 0.62 1.25 2.50
Concentracién (x10"4) Concentracion (x10"4)

Figura 4. Comparativo del crecimiento de las lineas celulares Raji y Daudi a las 24 y 48 h en medio de
proliferacidn, analizada mediante un ensayo MTS/PMS a una absorcidon de 490 nm. La concentracion

celular se muestra en 10 células por mililitro.
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Una vez que ya se tenia la concentracion celular y los tiempos a los cuales las
células se deben sembrar para exhibir un crecimiento celular similar, el siguiente
parametro que se estandarizé fue el medio y la concentracion de nanoparticulas
gue se debe afadir a las células. Para esto, se prepard una suspension de células
Daudi a una concentracion celular final de 1.25 x10%cel/ml en medio suplementado
con SFB al 10% y medio RPMI solo, se dejaron crecer por 24 horas. Se sembraron
en placas de 96 pozos y se pusieron en presencia de nanoparticulas conjugadas
con BCL-6 (15 pg/mL) y la proteina BSA (50 pg/mL), se diluyeron 1:10 y se
afadieron a las células a distintos volumenes 3uL y 12uL en presencia y ausenciade
SFB 10%.

Viabilidad de células Daudi
con NP-Ch + Bcl-6

120 4
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Figura 5. Proliferacion de la linea celular Daudi, en presencia y ausencia de SFB 10% con dos diferentes
concentraciones de nanoparticulas conjugadas a BCL-6 y BSA, evaluada a las 24 h por un ensayo de
MTS/PMS. Promedio +/- desviacién estandar, U de Mann Whitney, +p<0.06, *p<0.05, n=4. La linea punteada
representa el control de solo medio sin adicién de Np-Ch.

Como se observa, empleando 3uL de nanoparticulas diluidas 1:10, las células
muestran una tendencia a proliferar mas en presencia de suero al estimular con

Np-Ch-Bcl-6, mientras que a una concentracion de 12uL se aprecia un aumento
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significativo en la proliferacion celular en la condiciéon que tiene SFB 10% vs la que
no, por lo que para los siguientes ensayos se decidio estimular en presencia de

Suero.

Una vez que ya se tenia los pardmetros de tiempo de duplicacién, concentracion
celular y medio suplementado con suero, se analizaron distintas concentraciones
de nanoparticulas sometidas a diluciones y sin diluir, conjugadas y no conjugadas
a proteina (BSA). Primero se contaron las células, se centrifugaron y se dejaron a
una concentracion final de 1.25 x 10* cel/ml, las células se resuspendieron en medio
suplementado con SFB al 10% y se dejaron crecer por 24 horas en presencia de

nanoparticulas con y sin proteina a distintas concentraciones.

Viabilidad células Daudi estimuladas con diferentes
concentraciones de Np-Ch-Bcl-6
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8 O Sin proteina
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Figura 6. Proliferacion de la linea celular Daudi bajo distintas concentraciones de nanoparticulas diluidas y no diluidas
observada a las 24 h de crecimiento en medio suplementado con SFB 10%. Se probd con nanoparticulas conjugadas
a proteina (BSA) y nanoparticulas sin conjugar. La proliferacion fue evaluada a las 24 h por un ensayo de MTS/PMS.
Promedio +/- desviacion estandar, U de Mann Whitney, +p<0.07, n=4-5. La linea punteada representa el control sin
nanoparticulas. Concentracién de DNA en las Np-Ch 15 pug/mL, concentraciéon de proteina en las Np-Ch 50 pg/mL.

Enlafigura 6, en el panel de laizquierda se observa como al diluir las nanoparticulas
no se muestra una diferencia significativa entre nanoparticulas conjugadas y sin
conjugar al BSA, ni un incremento importante respecto al control de solo medio

(linea punteada). En el panel de la derecha, se observa un cambio bastante
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significativo respecto al control de solo medio al agregar las nanopatrticulas, aunque
no se encontrd diferencia al comparar con y sin proteina cuando se adicionaron 3y
6 uL de las Np-Ch-Bcl-6, sin embargo, cuando se afiadieron 12 uL se observé una

mayor proliferacion cuando las Np-Ch no estaban conjugadas con BSA.

Dado que nuestra hipétesis es que las Np-Ch conjugadas con antigenos son
incorporadas a las células B mediante endocitosis mediada por receptor, al estar
unidas con BSA no se espera que haya reconocimiento. Por ello, las Np-Ch-BSA
gue ingresen a las células B se consider6 que entraron inespecificamente a través
de la membrana, posiblemente por otro mecanismo de transporte. Esto mismo se
espera que ocurra con las Np-Ch que no estan unidas a proteina (antigeno), por
ello las que logren ingresar a las células las consideraremos como incorporacion
basal. En la Figura 6 en el panel de la derecha se observa que la union a BSA en la
Np-Ch tiende a disminuir el ingreso inespecifico de las nanoparticulas.

Posteriormente, comparamos la incorporacién de las Np-Ch-Bcl6 conjugadas con el
antigeno SpA y con BSA en las lineas celulares Ramos (clan Il) y Daudi (clan [lI).
Primero evaluamos su viabilidad por un ensayo de azul de tripan alas 48y alas 72
h posteriores a la incubacion con 6 pL de Np-Ch-Bcl6. Encontramos que a las 48 h
tras la estimulacion con Np-Ch conjugadas a SpA en la linea celular Ramos, hubo
una tendencia a que haya menor niumero de células viables en comparacion con la
estimulacion causada por las Np-Ch-BSA, mientras que en el caso de las células
Daudi no se observaron diferencias. Al observar el panel de la derecha a las 72 h,
encontramos que la linea celular Ramos tiende a tener una proliferacion similar
indistintamente se estimule con SpA o BSA, mientras que la linea celular Daudi
tiende a proliferar mas en presencia de SpA. De acuerdo a la hipoétesis, dicha linea
tiene especificidad por SpA, por lo que si se esperara que hubiera un mayor nimero

de células viables al estimular con estas Np-Ch.
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Figura 7. Ensayo de viabilidad celular de la linea celular Daudi y Ramos incubadas en medio suplementado
con SFB 10% con la adicion de 6 uL de nanoparticulas conjugadas a BSA y SpA cada una, analizadas a las
48 y 72h Concentracion de DNA en las Np-Ch 15 pg/mL, concentracién de proteina en las Np-Ch 50 pg/mL.

Después comparamos su proliferacion mediante un ensayo de MTS/PMS a las
24,48 y 72 h tras adicionarle 3y 6 pl en la linea celular Daudi y Ramos. Como se
puede observar, independientemente de la cantidad de Np-Ch-BCI-6 afadidas, ya
sea conteniendo BSA o SpA, no se observdo un cambio significativo en la
proliferacion, solamente se observa que ésta es mayor que la de las células en solo
medio de cultivo (linea punteada). Estos resultados nos muestran que las células

fueron incorporadas independientemente del antigeno al que fueron expuestas.
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Figura 8. Ensayo MTS/PMS en las lineas celulares Daudi y Ramos incubadas en medio suplementado con
SFB 10% tras la adicion de 3 y 6 puL de nanoparticulas conjugadas a BSA y SpA cada una. Np analizadas a
las 24, 48 y 72h. Concentracion de DNA en las Np-Ch 15 pg/mL, concentracion de proteina en las Np-Ch 50

Deteccidon de la incorporacion de las Np-Ch conjugadas con antigeno en
células B por microscopia de fluorescencia

Para comprobar que las nanoparticulas de quitosan conjugadas a DNA y antigeno
estaban siendo incorporadas por las células y promovian la proliferacion por accion
de BCL-6 que se encontraba codificado en el vector, se analiz6 la incorporacion de
las nanoparticulas por células B mediante microscopia de fluorescencia al detectar
EGFP que se encontraba en la construccion del vector (pIRES2-Bcl6-EGFP). Para
realizar dicha evaluacion se uso la linea celular Daudi en presencia de las Np-Ch-
Bcl-6 acopladas a SpA 'y a BSA, asi como en ausencia de Np-Ch. En concordancia
con nuestros resultados anteriores, no hubo especificidad en la incorporacion. En
las células que fueron incubadas en presencia de las Np-Ch se puede observar
fluorescencia por accion de la proteina EGFP tras su transcripcion y traduccion, al
ser incorporadas por las células B (Figura 9). Esto nos indica de forma indirecta que

BCL-6 también se esta transcribiendo y ejerciendo su funcién en la proliferacion.

Figura 9. Andlisis de la linea celular Daudi tras la incorporacion Np-Ch que contienen el vector pIRES2-
Bcl6-EGFP y acopladas a SpA (A), acopladas a BSA (B), sin nanoparticulas (C) y con Np-Ch-Blc6-SpA
en campo claro (D) observadas a las 24 h por microscopia de fluorescencia.



Evaluacion del efecto de la incorporacién de las NP-Ch-Bcl-6 en la
proliferaciéon celular

Por ultimo, se evalud el efecto que tenia BCL-6 tras su incorporacion por células B.
Para estos experimentos usamos la linea celular Daudi la cual se cultivé en medio
RPMI suplementado con SFB al 10% en presencia de Np-Ch-BCL-6-BSA, Np-Ch-
BCL-6 (sin proteina), Np-Ch-@-BSA y Np-Ch-@ (sin proteina), con la finalidad de
poder comparar entre el vector @y el que contenia BCL-6.

BCL-6 es el regulador maestro de los centros germinales y tiene un papel
fundamental en la proliferacion celular, por lo que se espera que las células
estimuladas con las NP-Ch conteniendo el vector codificante para Blc-6 proliferen
mas que aquellas con el vector vacio. Se compararon diferentes concentraciones
de Np-Ch empleando aquellas conjugadas con BSA o sin la proteina. Como
podemos observar, las células proliferaron significativamente mas en presencia de
las Np-Ch conteniendo el vector Bcl-6 en comparacion con el control sin estimular
(linea punteada), independientemente de si estaban acopladas a BSA o no (Figura
10). No encontramos una diferencia importante al estimular con Np-Ch acopladas
a BSA o sin proteina, tampoco encontramos dependencia de la concentracion de

las nanoparticulas afiadidas.

Viabilidad Daudi + Np-Ch Viabilidad Daudi + Np-Ch-BSA
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Figura 10. Proliferacion de la linea celular Daudi en medio de cultivo RMPI suplementado son SFB 10% tras la
incorporacion de nanoparticulas conjugadas con el vector codificante para Blc-6 o con el vector vacio (), analizadas
a las 24 h mediante un ensayo de MTS/PMS. La linea punteada representa el control sin nanoparticulas.
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DISCUSION

Una caracteristica importante de la inmunidad adaptativa es la formacion de la
memoria inmunoldgica, con lo cual el sistema inmune es capaz de recordar los
encuentros con microbios y reaccionar con mas fuerza después de encuentros
subsecuentes. La generacion de mAbs de alta afinidad y la generacién de memoria
inmunoldgica requiere de la formacion de CG. A su vez, la formacion de CG es
dependiente de antigeno, y es altamente especifica. Una estimulacién antigénica
especifica in vitro puede inducir la activacion y proliferacién de células, simulando
la formacion de estructuras como lo son los CG. Los CG son de suma importancia
por lo que en un futuro se pueden implementar para el uso de nuevas
inmunoterapias, asi como también para comprender mejor los mecanismos que ahi
suceden. El entendimiento sobre los CG nos puede abrir las puertas para la sintesis
de vacunas capaces de estimular células del sistema inmune humoral y celular para
la generacion de memoria inmunoldgica antigeno especifica. Dicha estimulacion
antigeno especifica se puede obtener con el uso de nanoparticulas que a su vez
también pueden funcionar como vehiculo de transfeccidn para incorporar material

genético en células de interés.

En el presente trabajo se llevd a cabo la estandarizacion e incorporaciéon de
nanoparticulas a base de quitosan conjugadas con un vector codificante para Bcl-6
y proteina como antigeno en distintas lineas celulares con la finalidad de poder
llevar a cabo una estimulacién antigénica in vitro. En cuanto a la composicion de las
nanoparticulas, optamos por el uso de quitosan, ya que este material es
biodegradable, biocompatible y de baja toxicidad que se puede unir eficazmente a
moléculas de DNA en soluciones salinas y de acido acético, por lo cual es
ampliamente utilizado en medicina asi como en ingenieria genética. Entonces, si la
incorporacion de las Np-Ch es especifica sobre las células de interés, este sistema
funcionaria como un sistema de administracion no viral que puede optimizarse para

futuras terapias génicas eficientes.
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En trabajos anteriores, se ha demostrado que las Np-Ch pueden ser eficaces para
el transporte de moléculas de DNA hacia células blanco. En 2003 Corsi y
colaboradores [22], disefiaron un sistema de administracion a base de quitosan
conjugado a DNA. Su objetivo era estudiar la eficacia del quitosan para desarrollar
un sistema de administracién de genes no virales que pueda optimizarse para una
terapia génica eficaz, para esto probaron dos materiales con la finalidad de
transfectar células, y evaluar cuél era el mas eficaz en términos de viabilidad celular.
Los tipos celulares que utilizaron en su estudio fueron: células madre
mesenquimales humanas, células de osteosarcoma humano (MG63) y células
renales embrionarias humanas (HEK293). En su trabajo ellos demostraron que su
construccién nanoparticula-DNA funcionaba mucho mejor en contraste con el
reactivo LipofectAMINETM 2000 (LF), muy comUunmente usado para la transfeccion
de células. Por lo tanto, el quitosan resulta una opcion mas viable que la LF para la

transfeccion, al tener un indice de toxicidad celular menor.

Por otra parte, la incorporacion del vector codificante para Bcl-6 (pIRES2-Bcl6-
EGFP) a las Np-Ch nos permitiria evaluar la proliferacion inducida por este al
compararlo con el control, dado que Bcl-6 es un factor transcripcional altamente
regulado, clave en la reaccion del CG, el aumento de éste, promueve la rapida
proliferacion de células para dar lugar a la generacion del CG. Entonces al ser
incorporadas las nanoparticulas conjugadas al vector expresaran BCL-6 mediante
la maquinaria celular, induciendo proliferacion y diferenciacion celular. Por lo tanto,
si Bcl-6 es expresado por las células que incorporen las Np-Ch esperariamos ver la

formacion de rosetas derivada de la acumulacion de células por su duplicacion.

Por otra parte, la conjugacion de las Np-Ch con proteinas, nos permite dirigir la
incorporacion de éstas hacia blancos de interés. En este sistema se espera que las
Np-Ch recubiertas con un antigeno puedan ser reconocidas por BCR especificos en
la superficie de las células, incorporadas y procesadas por endocitosis mediada por
BCR. Por ello, para evaluar si las células estaban incorporando las Np-Ch de forma

especifica mediada por su receptor, preparamos Np-Ch conjugadas con BSA para
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utilizarlas como control negativo y con el superantigeno SpA. Dado que no se
espera que el BCR de estos linfocitos reconozca a la proteina BSA, se esperaba
qgue las Np-Ch no penetraran a la célula o que su incorporacion fuera minima
comparada con la de las Np-Ch unidas al superantigeno. Se optd por el uso del
superantigeno SpA dado que los superantigenos son mitbgenos de origen
bacteriano que se dirigen a grandes conjuntos clonales de células B a través de los
sitios de region variable del receptor de antigeno (BCR) conservados a lo largo de
la evolucién [28]. Los superantigenos tienen capacidad de interactuar con
inmunoglobulinas mediante su BCR para inducir la activacién de gran parte del
repertorio linfocitario, entre el 30 y 50% mientras un antigeno convencional solo

puede interactuar aproximadamente con el 0.1% del repertorio linfocitario [28].

Al usar SpA como antigeno propusimos el empleo de las lineas celulares Ramos,
Daudi y Raji para probar la especificidad de la incorporacion de las Np-Ch, dado
gue sus BCRs poseen diferente afinidad por el antigeno. Se sabe que SpA se une
a VH3 perteneciente al clan 1l [28]. De acuerdo a Schoroeder y colaboradores [23],
existe una notable conservacion evolutiva de las familias VH durante la evolucion
de los vertebrados, lo que sugiere que esta conservacion es el resultado de
seleccion a favor de determinantes especificos denominados frameworks (FW). De
acuerdo a estas secuencias las inmunoglobulinas se han clasificado en clanes (clan
[, clan I, clan lll). Daudi y Raji son pertenecientes al clan lll, mientras que las células
Ramos pertenecen al clan I, por ello esperamos que las Np-Ch-SpA fueran
incorporadas mayormente por las células Daudi/Raji, mientras que la entrada fuera
minima en las células Ramos. Entonces, nuestro primer control para evaluar la
especificidad seria la comparacion de la incorporacion de las Np-Ch-SpA contra la
de las Np-Ch-BSA, y el segundo corresponderia a la comparacion entre células de

diferentes clanes.

Para estas evaluaciones primeramente tuvimos que encontrar las condiciones
Optimas para la estimulacién de las lineas celulares, esto lo hicimos estandarizando
las concentraciones celulares; 0.62 x 104, 1.25 x 10*y 2.5 x 10*. Encontramos que

la concentracion celular de 1.25 x 10* células/mL al tiempo de 24 h fue la mas
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Optima, en el que las lineas celulares a pesar de tener tiempos de duplicacion muy
distintos, exhibian una duplicacion celular similar. Por otro lado, la estimulacion con
las Np-Ch fue mas evidente cuando cultivamos las células en presencia de SFB al
10%. El SFB es una fuente de factores de adhesion, hormonas, lipidos y minerales,
asi como también regula la permeabilidad de la membrana y funciona como un
carrier de lipidos, enzimas y micronutrientes. Por ello es que todos los experimentos

posteriores se realizaron en medio suplementado con SFB al 10%.

Contrario a lo que esperdbamos, las células incorporaron las Np-Ch
independientemente de si estaban acopladas al antigeno o no, en ambos casos, la
incorporacion de las nanoparticulas con Bcl-6 indujo proliferacion celular. Una
posibilidad es que por su tamafio y carga eléctrica las Np-Ch puedan ser
incorporadas a la célula por otro mecanismo diferente a endocitosis mediada por
receptor. Entre los diferentes mecanismos de endocitosis que tiene la célula para
ingresar particulas se encuentra: fagocitosis, macropinocitosis y micropinocitosis,
entre otras. De las vias mas conocidas y estudiadas para la entrada de las
nanoparticulas al interior de las células, estdn los mecanismos activos de
internalizaciéon: endocitosis, macropinocitosis, fagocitosis y pinocitosis. Se ha visto
gue, en algunos casos, las nanoparticulas de dimensiones muy pequefias (entre
1.4-8 nm), se acumulan inicialmente sobre la membrana celular para posteriormente
entrar en la célula gradualmente, mientras que a mayor tamafo (45 nm), el
mecanismo de internalizacién es a través de endocitosis mediada por la clatrina
[32].

Segun Rodriguez-Hernandez 2018 ésta es la via mas comun [32]. La
macropinocitosis es la encargada de la captacion de particulas pequefas, asi
como también de fluidos y solutos [30], este mecanismo permite internalizar
moléculas de hasta 500 nm de diametro [30], mientras que la micropinocitosis
permite internalizarmoléculas més pequefias de hasta <200 nm [31]. Entonces, al
ser un proceso menos selectivo independiente de receptor, se podria creer que las
nanoparticulasestan siendo incorporadas mediante esta via, por eso resulta no

haber diferencia
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notable en cuanto especificidad de la incorporacién de nanoparticulas entre las
conjugadas a BSA o SpA.

Por otra parte, el tipo celular utilizado también influye en la tasa de incorporacion de
las Np-Ch. De acuerdo a Corsi y colaboradores [22], empleando distintos tipos
celulares (células madre mesenquimales humanas; MSCs, células de
osteosarcoma humano; MG63 y células renales embrionarias humanas; HEK293) y
nanoparticulas hechas de quitosan conjugadas a DNA, observaron que el tipo
celular que tuvo una mayor incorporaron de los complejos fueron las células HEK,
seguidas por las células MSC y por ultimo las MG63, por lo cual ellos argumentan
qgue depende del tipo celular. Algo similar pudiera esta ocurriendo en el presente
trabajo, puesto que, a pesar de pertenecer al mismo tipo celular, cada una de las 3
lineas celulares son muy distintas, desde su tiempo de duplicacion (figura 4), donde
se puede apreciar que la linea celular Raji tiene tiempos de division mucho mas
rapidos que las otras dos lineas, por lo que no se pudo evaluar de manera eficaz la
proliferacion inducida por nanoparticulas. Con base en estas observaciones, para
futuros experimentos se podria trabajar con linfocitos B virgenes obtenidos de
pacientes donadores y no con lineas celulares, de esta forma podemos asegurar

gue presenten tiempos de duplicacion similares.

Otro punto a evaluar son las nanoparticulas, Okahata y colaboradores en 2001 [25],
encontraron que el nivel de transfeccién con complejos de plasmido/quitosano era
mas alto cuando la masa molecular del quitosano era de 40 u 84 kD, mientras que
nosotros empleamos quitosan de bajo peso molecular con un peso de 120 kD, lo
cual podria generar resultados diferentes. Ademas, lllum L. et al [26], han elaborado
nanoparticulas que van desde 20-500 nm y Corsi et al [22] han sintetizado
complejos desde 100 a 750 nm, mientras que nuestras Np-Ch tienen un tamafio
promedio de 100-150 nm. Esto es importante ya que las nanoparticulas deben tener

un tamafio adecuado, el cual es fundamental para una captacion celular favorable.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La memoria inmunolégica es de suma importancia en el sistema inmune de
vertebrados, ya que gracias a esta se logra poder estar protegidos contra eventos
repetidos de infeccion por microorganismos, algunos potencialmente peligrosos que
pueden atentar contra nuestra salud y/o vida, por lo tanto, la memoria inmunoldgica
es una de las caracteristicas mas importantes del sistema inmune para nuestra
supervivencia. Dicho lo anterior, el poder encontrar nuevas alternativas en la
estimulacion antigénica especifica, no viral in vitro seria de gran importancia para el

tratamiento de enfermedades inmunodeficientes.

En el presente trabajo se logro la estandarizacion de distintos parametros para la
estimulacion antigénica in vitro de distintas lineas celulares usando nanoparticulas
sintéticas a base de quitosan. Se determin6 que las mejores condiciones para la
estimulacién fueron: 1) La concentracion celular de 1.25 x 10% cel/ml; 2) el medio de
crecimiento RPMI suplementado con suero fetal bovino al 10%; 3) el tiempo de
incubacion del cultivo celular con las Np-Ch a las 24 h; y por ultimo, 4) la cantidad
de las nanoparticulas a emplear entre 3-12 uL (15 pg/mL de DNA, 50 pg/mL de

proteina) por cada 100 pL de medio de cultivo.

Nuestra hipotesis era que las Np-Ch recubiertas con antigeno serian incorporadas
especificamente por las células B con el BCR especifico que reconociera el
antigeno. Sin embargo, encontramos que tanto las Np-Ch con antigeno como las
Np-Ch control negativo eran incorporadas a la célula, posiblemente por un
mecanismo inespecifico como la pinocitosis. Para disminuir la incorporacion
inespecifica de las Np-Ch proponemos evaluar mas a fondo el pegado de la proteina
al quitosan, puesto que esto podria estar influyendo en la incorporacion inespecifica,
al no encontrarse la proteina unida en la superficie de la nanoparticulas, puede
influir en que los preparados estén entrando por otras vias independientes de
receptor al no llevar a cabo una estimulacion especifica eficaz. Esto nos puede

permitir en un futuro, con investigaciones posteriores, poder crear nuevas
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alternativas para inmunoterapias y modelos para el estudio de la memoria

inmunolégica.

Uno de nuestros objetivos fue evaluar la funcién de BCL-6 en aquellas células que
incorporaron las nanoparticulas comparandolas con un control negativo, que
correspondia a Np-Ch con el vector pIRES-EGFP carente de Blc-6. BCL-6 es el
regulador maestro de la reaccion del centro germinal el cual esta altamente regulado
y ejerce funcion en la proliferacion celular. En este proyecto logramos demostrar
gue BCL-6 induce a la proliferacién por arriba del control en aquellas células que lo
han incorporado mediante el uso de las nanoparticulas. Por lo que mi perspectiva a
futuro seria utilizar el empleo de nanoparticulas a base de quitosan como vehiculo
para transfeccion de células, para que puedan expresar material genético exdgeno
de interés, ya que por las propiedades del quitosano se ha demostrado ser un
material favorable y de baja toxicidad para su uso, en términos de viabilidad celular.
Esta estrategia se podria emplear, por ejemplo, para transfectar células como
comunmente se hace con las vacunas, pero usando quitosan como nanocarreador,
ya que sabemos que tiene una baja toxicidad y se une eficientemente al material
genético para entregarlo de forma eficiente y lograr la expresion de proteinas
heterdlogas con la finalidad de generar inmunidad. Otra perspectiva a futuro seria
la generacion de un modelo de CG, para esto, primeramente, se debe llevar a
cabouna estimulacion antigénica eficaz, por lo que la adecuacion de los protocolos
empleados en el presente trabajo podria favorecer para la activacion y proliferacion

de células que eventualmente daran lugar a la formacién de CG in vitro.
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