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Macrophage cellular responses to metal oxide
nanoparticles
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ABSTRACT: Recently, metal oxide nanoparticles received special attention due to their broad
spectrum of unique properties with applications in research and industry. Because of to the rais-
ing of the nanotechnology market, the synthesis and use of nanomaterials are expected to in-
crease considerably in the coming years. Thus, it is crucial to test the effects of nanomaterial ex-
posure in biological systems. To achieve this, nanotoxicology aims to evaluate nanomaterials’
toxicity that correlates to the physicochemical parameters such as size and shape. In this review,
we focus on macrophages’ cellular responses exerted by their exposure to metal oxide nanopar-
ticles. Since macrophages are the first cells to interact with nanoparticles once they enter the
body, they are able to uptake them by different mechanisms. The interaction with some metal
oxide nanoparticles causes an alteration in the expression of genes that modulate macrophages’
phenotype and functions. This modulation can be used for immunotherapy against cancer; how-
ever, it is of utmost importance to study whether this modulation leads to immunotoxicity, which
directly impacts the primary functions of macrophages, and therefore the immune system.
KEYWORDS: nanotoxicology, macrophages, toxicity, oxide metallic nanoparticles.

RESUMEN: Recientemente las nanoparticulas de oxidos metalicos han recibido especial aten-
cion por su amplio espectro de propiedades (nicas que pueden tener miltiples aplicaciones en
la investigacion y la industria. Debido al incremento del mercado de la nanotecnologia, se es-
pera que en los proximos anos la sintesis y el uso de nanomateriales aumente considerable-
mente, por lo cual es de vital importancia evaluar los efectos de la exposicion de nanomateria-
les en sistemas bioldgicos. Por ello, la nanotoxicologia tiene como objetivo evaluar la toxicidad
de los nanomateriales, intimamente ligada a sus parametros fisicoquimicos como tamano y
forma, entre otros. En esta revision, nos enfocamos en las respuestas celulares desencadena-
das por macrofagos a causa de la exposicion a nanoparticulas de oxidos metalicos, pues los
macrdfagos son las primeras células en interaccionar con las nanoparticulas una vez que ingre-
san al organismo, y tienen la habilidad de fagocitarlas por distintos mecanismos. La interaccion
con algunas nanoparticulas 6xido metalicas causan alteracion en la expresion de genes que
modulan el fenotipo y las funciones de los macréfagos. Esta modulacion puede ser aprovecha-
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da para inmunoterapia contra el cancer; sin embargo, es de suma importancia estudiar si esta
modulacion dirige a inmunotoxicidad, la cual impacta directamente de manera negativa en las
funciones primordiales de los macréfagos y, por lo tanto, del sistema inmunolégico.

PALABRAS CLAVE: nanotoxicologia, macrofagos, toxicidad, nanoparticulas de oxidos metalicos.

Introduccion

En arfios recientes, la nanotecnologia ha causado toda una revolucién en el 4m-
bito industrial y cientifico al haber permitido el estudio y la manipulacién de
las interacciones y fendmenos a nivel atémico y molecular, dando lugar a una
nueva generacién de materiales nanométricos con propiedades y aplicaciones
unicas (Ramsden, 2016). Se denomina nanomaterial a todo aquel material sin-
tetizado de manera natural, incidental o manufacturado con al menos una di-
mensién igual o menor a 100 nm, y se clasifican de acuerdo con su origen, di-
mensionalidad, composicién quimica y toxicidad potencial (Dolez, 2015). Para
el caso de los nanomateriales, las caracteristicas fisicoquimicas como tamario
reducido y la gran &drea superficial les otorgan propiedades 6pticas, eléctricas,
mecanicas, quimicas, térmicas, magnéticas, entre otras, que difieren del mate-
rial en bulto (micro o macrométrico) y que son de interés para el area indus-
trial (Roduner, 2006); sin embargo, dichas caracteristicas también impactan
en su interaccién con sistemas biolégicos y su toxicidad. Debido al amplio es-
pectro de aplicaciones de los nanomateriales en multiples 4reas, se estima que
para el afio 2022 el valor del mercado de la nanotecnologia serd de aproxima-
damente 55 mil millones de délares (Inshakova y Inshakov, 2017).

Uno de los campos mdas prometedores derivados de la nanotecnologia es
la bionanotecnologia, cuyo objetivo de estudio son las interacciones de nano-
materiales con los sistemas biolégicos con la finalidad de desarrollar nuevas
estrategias de diagndstico y terapias contra enfermedades que actualmente no
tienen cura o tratamiento exitoso. Algunas de estas estrategias incluyen na-
noacarreadores de farmacos, biosensores, agentes antimicrobianos, inmuno-
moduladores, entre otros (Nagamune, 2017). Actualmente, es posible encon-
trar una gran variedad de productos que contienen nanoparticulas de 6xidos
metalicos en el mercado, ya sea en productos de uso cotidiano, aditivos ali-
mentarios, e incluso medicamentos (Wiechers y Musee, 2010; Song, B. et al.,
2016). En este contexto, es un hecho que los nanomateriales son y serdn parte
de nuestra vida diaria, y, por lo tanto, la sintesis, aplicacién y la exposicién a
nanomateriales se verd considerablemente incrementada en los préximos
anos; por ello, es de vital importancia evaluar su seguridad y regular su comer-
cializacién y disposicién final.

La nanotoxicologia: ;qué tan seguro es un nanomaterial?

La nanotoxicologia nace de la necesidad de evaluar la toxicidad de los nano-
materiales, uno de sus retos es el de disefiar y adaptar los métodos de anali-
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sis toxicolégicos convencionales al estudio de nanomateriales. La toxicidad
de los nanomateriales depende de una gran cantidad de factores como su ta-
mario, forma y propiedades quimicas de la superficie, y pueden inducir toxi-
cidad a través del contacto directo, por ingesta de agua o alimentos contami-
nados, o por su incorporacién a productos de uso diario (Kumar et al., 2018).

Las interacciones de los nanomateriales con los sistemas biolégicos que
conducen a respuestas bioldgicas téxicas constan de cuatro fases principales:
1) introduccién de nanomateriales al sistema biol6gico, pudiéndose producir
a través de seis vias: intravenosa, dérmica, subcutanea, inhalacién, intraperi-
toneal y oral, la mayor exposicién es mediante la via inhalatoria seguida por la
gastrointestinal; 2) adsorcién: tiene lugar cuando el nanomaterial interac-
ciona con componentes biolégicos como proteinas y células, ocasionando la
formacién de una corona proteica que cubre el nanomaterial y le otorga una
identidad bioldgica, o el nanomaterial puede ser opsonizado, es decir, puede
ser cubierto por moléculas conocidas como opsoninas que tienen como fun-
cién facilitar la fagocitosis; 3) biodistribucién: consiste en la distribucién del
nanomaterial a través del torrente sanguineo a varios érganos del cuerpo en
donde pueden ser modificados, metabolizados o acumulados, y, 4) excrecién y
desecho de los nanomateriales, en donde pueden participar 6rganos como el
rifién, higado o conducto biliar (figura 1). Si los nanomateriales no son excre-
tados se desconoce su comportamiento a largo plazo (Fischer y Chan, 2007).

Una vez absorbidos por el organismo, los nanomateriales pueden interac-
tuar con las células de manera pasiva y activa a través de la regulacién de fun-
ciones celulares mediante mecanismos moleculares, en los que sus propiedades
fisicoquimicas determinan su biocompatibilidad y seguridad. De tal modo, la
respuesta celular se caracteriza por variar considerablemente tanto entre dis-
tintas lineas celulares como en el nanomaterial de estudio, atn si estos son de
la misma naturaleza (Villanueva-Flores et al., 2020). Esto complica la predic-
cién de la toxicidad de un nanomaterial de acuerdo con sus caracteristicas en
un sistema biolégico en especifico. Algunas de las respuestas citotéxicas desen-
cadenadas por la exposicién a nanomateriales comprenden la generacién de es-
pecies de oxigeno altamente reactivas (ROS, del inglés reactive oxygen species)
pudiendo conducir a estrés oxidativo, perturbacién mitocondrial, estrés del re-
ticulo endoplasmico, degradacién y desnaturalizacién de proteinas, alteracién
del ciclo celular, dafio al ADN, peroxidacién de lipidos, entre otras (Nel et al.,
2006). La citotoxicidad desencadenada por nanoparticulas consiste en 4 meca-
nismos fundamentales: 1) adhesién a la superficie de la membrana; 2) penetra-
cién dentro de la célula y el nucleo; 3) generacién de ROS y toxicidad celular, y,
4) modulacién de sefializaciéon celular (Dakal et al., 2016).

Macrofagos: funcion e importancia

Una de las vias de introduccién de nanomateriales mas estudiadas es la inha-
latoria, donde, de manera dependiente del tamartio, es probable que ocurra el
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Figura 1. Analisis de calidad de los estudios incluidos para la sintesis de resultados.
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Nota: EL primer paso consiste en la introduccion de nanomateriales a través de diversas vias, una
de ellas es la inhalatoria (1), en donde son adsorbidos y de esta forma pueden llegar al torrente
sanguineo (2) donde se encuentra una gran variedad de células, proteinas y moléculas. Dadas sus
propiedades fisicoquimicas, algunas de estas proteinas y moléculas pueden adsorberse en la super-
ficie, formando una “corona proteica”, otorgandole una identidad bioldgica al nanomaterial que le
permitira internalizarse en algunas células. Mediante esta via, el nanomaterial puede ser distribuido
hacia otros drganos como el higado, en donde puede ser metabolizado, transformado o bioacumulado
(3). Por iltimo, los nanomateriales pueden ser excretados a través de su transporte a los rifiones (4).
Fuente: Elaboracion de los autores (imagen creada en BioRender.com).

deposito de nanomateriales en el sistema respiratorio INSHT, 2015). Debido
ala exposicién constante a microrganismos patégenos y agentes exdgenos en
el sistema respiratorio, en estos tejidos existe una alta concentracién de célu-
las del sistema inmune innato con capacidades fagociticas para erradicar y
prevenir posibles dafios en el hospedero. La funcién fisiolégica del sistema in-
munolégico consiste en defender al hospedero de microrganismos infeccio-
sos y sustancias fordneas. La respuesta inmunolégica contra un microrganis-
mo o agente exdgeno se encuentra orquestada primeramente por la
inmunidad innata, consistente en una respuesta rapida que carece de especi-
ficidad, seguida por la inmunidad adaptativa, que es una respuesta tardia con
alta especificidad. La inmunidad innata y adaptativa se encuentran intima-
mente ligadas, y en esencia, dependen la una de la otra (Abbas et al., 2015).
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Una de las principales células del sistema inmunolégico innato en el sis-
tema pulmonar son los macréfagos y, debido a su capacidad natural de fago-
citar nanomateriales, algunos autores sugieren que son los primeros en inte-
raccionar con las nanoparticulas, por lo tanto, también en mediar la respuesta
inmunolégica. Por ello, estudiar el efecto en la funcién de macréfagos y los me-
canismos de reconocimiento de nanoparticulas es sumamente importante
(Gustafson et al., 2015). Los macréfagos se encuentran distribuidos en una
gran variedad de tejidos y desempefian un papel fundamental en la respuesta
inmunolégica tanto innata como adaptativa. Algunas de sus funciones in-
cluyen fagocitosis, presentacién de antigeno e induccién de la inflamacién, asi
como en el mantenimiento de la homeostasis celular a través de la eliminacién
de células apoptoéticas, reparacion de tejidos dafiados, entre otras; por lo que,
de manera general, los macréfagos, dependiendo de su fenotipo, pueden tener
funciones pro-inflamatorias o anti-inflamatorias (Le et al., 2019).

La fagocitosis, ademads de tener un papel fundamental en la alimentacién
de la célula, tiene otras funciones como producto de la evolucién. Es un pro-
ceso activo mediado por receptores dependiente de energia, que permite la
internalizacién en vesiculas de particulas de hasta 10 pm, y comprende las si-
guientes etapas: 1) reconocimiento del microrganismo o agente exégeno me-
diante receptores de membrana por parte del macréfago, los cuales pueden
ser receptores de reconocimiento de patrones, receptores opsénicos o recep-
tores de cuerpos apoptéticos; 2) la membrana de la célula fagocitica sufre una
alteracién que rodea la particula a fagocitar; 3) el agente exdgeno es ingerido
a través de su internalizacién en una vesicula que recibe el nombre de fago-
soma, y, 4) se forma el fagolisosoma a través de la fusién del fagosoma y liso-
soma, este ultimo contiene un bajo pH y enzimas digestivas que producen la
destruccion de la particula (figura 2). Este proceso es crucial para el sistema
inmune adaptativo, pues tras la digestién, los macréfagos pueden presentar
antigenos a los linfocitos B y T, y, en consecuencia, responder al estimulo de

Figura 2. Etapas de la fagocitosis de microrganismos o agentes exdgenos por macrofagos.

Nota: 1) reconocimiento del agente a fagocitar a través de distintos receptores; 2) la cascada de se-
fializacion desencadenada por el reconocimiento dirige a alteraciones en la membrana que permiten
rodear al agente a fagocitar; 3) el agente es fagocitado dentro de una vesicula que recibe el nombre de
fagosoma; 4) el fagosoma se fusiona con el lisosoma, causando la degradacion del agente fagocitado
mediante enzimas y el bajo pH del lisosoma.

Fuente: Elaboracion de los autores (imagen creada en BioRender.com).
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manera especifica y generar memoria contra una posterior invasién por parte
del mismo agente (Gordon, 2016). Sin embargo, estos procesos no ocurren
posterior a la fagocitosis de nanoparticulas y se desconocen los mecanismos
moleculares y las consecuencias de la persistencia en los macréfagos debido a
la incapacidad de degradarlos a través de enzimas, asi como su impacto en las
funciones del sistema inmunoldgico en general.

La fagocitosis es activada a través de cuatro mecanismos moleculares de
sefializacién: fagocitosis mediada por el receptor Fc,, fagocitosis mediada
por receptores TLR, fagocitosis mediada por receptores lectina tipo C y fago-
citosis mediada por receptores scavenger (Gustafson et al., 2015).

Fagocitosis mediada por el receptor Fc,

La activacién del receptor Fc, (Fc,R) es un proceso de replicacién a medida
que la membrana envuelve la particula a fagocitar. Esto es posible gracias a
la extensién de los pseuddépodos que permite encuentros adicionales entre
los receptores desocupados y los ligandos disponibles en la superficie de la
particula, lo que al mismo tiempo permite el acercamiento del motivo de ac-
tivacion basado en tirosina inmunorreceptora (ITAM), que es un sustrato
para la fosforilacién por tirosina cinasas de la familia Src. Seguidamente, se
lleva a cabo la incorporacién de proteinas adaptadoras que actian como pla-
taformas para el reclutamiento de componentes de sefializacién rio abajo.
Un ejemplo de proteina adaptadora es CrKkIl, que recluta el complejo entre un
factor promotor de la nucleacién (Dock180) y un factor intercambiador de
nucleétidos de guanina (ELMO1). Los factores promotores de la nucleacién
activan el complejo de nucleacién de actina Arp2/3 a través de Racl que, a su
vez, provoca la polimerizacién de actina, proteina del citoesqueleto celular,
que impulsa la extension del pseudépodo, permitiendo la fagocitosis (Flan-
nagan et al., 2012). Los principales factores de transcripcion activados son el
NFk-B y AP-1.

Fagocitosis mediada por receptores TLR

Los receptores tipo Toll (TLR) son receptores transmembranales de tipo 1.
Actualmente se han descrito 10 TLR distintos en humanos con un amplio
rango de ligandos que van desde motivos estructurales caracteristicos de mi-
crorganismos como bacterias, hongos y parasitos, hasta componentes deri-
vados del propio hospedero. Posterior a la unién del ligando con su receptor
TLR, ocurre una dimerizacién que causa cambios conformacionales necesa-
rios para la sefializacién rio abajo, por la presencia de moléculas adaptadoras
cono MyD88, TIRAP/MAL, TRIE, TRAM, cinasas asociadas con el receptor
de IL-2 (IRAK), cinasas activadas por el factor transformante beta/TGF-§
(TAK1), entre otras. La ruta de sefializacién intracelular promueve la trans-
cripcién de genes de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas y coestimula-
doras de manera dependiente de la molécula adaptadora rio arriba (Mesa-Vi-

llanueva y Patifio, 2006).
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Fagocitosis mediada por receptores lectina tipo C

Los receptores lectina C son un grupo de receptores no opsénicos que reco-
nocen carbohidratos y uno de los mas estudiados es el receptor para la ma-
nosa MRC1 que reconoce carbohidratos presentes en microrganismos como
manosa, fucosa, N-acetilglucosamina y otros ligandos para su eliminacién, y
sus moléculas adaptadoras incluyen CDC42 y Rho (Gordon, 2016).

Fagocitosis mediada por receptores scavenger
Entre este grupo de receptores se incluye el receptor scavenger A (SRA-1), re-
ceptor de macré6fago con estructura de coldgeno (MARCO) y CD36. Estos re-
ceptores promiscuos se unen a ligandos polianiénicos, tienen una capacidad
de sefializacién pobremente definida, varian en dominio estructural y tienen
un reconocimiento distinto, aunque superpuesto, de ligandos apoptéticos y
microbianos. En la mayoria de los casos, la participacién de CD36 provoca la
activacion de las tirosinas cinasas de la familia SRC. Después de la unién de
lipoproteina oxidada de baja densidad (0xLDL), la activacién prolongada de
la cinasa de adhesion focal 1 (FAK1), junto con la activacién mediada por
VAV1 de RAC y la inhibicién de la miosina II no muscular, dan como resulta-
do una polimerizacién de actina, un aumento de la propagacién celular y la
pérdida de polaridad celular. Otras cascadas de sefializacién orquestadas por
CD36 inducen el reordenamiento de actina y estimulan la produccién de ci-
tocinas pro-inflamatorias y de sefiales pro-apoptoéticas (Canton et al., 2013).
Estos receptores se diferencian entre si porque poseen distintos grados de
afinidad a un grupo de ligandos, su expresién en los macréfagos varia entre los
distintos fenotipos y su activacién dirige distintas respuestas inmunoldgicas
las cuales son especificas contra el patdgeno a erradicar, lo que impacta de ma-
nera directa en su toxicidad. Si bien cualquiera de los procesos moleculares
mencionados previamente podria estar involucrado en la internalizacién de
nanoparticulas debido a la adsorcién de proteinas, se ha observado que los re-
ceptores de manosa y Fc, internalizan nanoparticulas de manera mas répiday
eficiente que la fagocitosis mediada por receptores scavenger e inclusive se su-
giere que mas de un grupo de receptores podria causar la internalizacién en
conjunto (Taylor et al., 2005). Sin embargo, debido a la promiscuidad de los re-
ceptores scavenger y su capacidad de unir ligandos polianiénicos, este meca-
nismo en particular resulta de especial interés debido a que permite el recono-
cimiento por parte del hospedero de materiales extrafios como nanoparticulas
e implantes quirtrgicos, y su internalizacién por los macréfagos contribuye a
la inflamacién crénica y a dafio progresivo en el tejido. Por ejemplo, un estudio
por Arredouani et al. (2005) determiné que particulas de TiO, fueron recono-
cidas e internalizadas por macréfagos a través del receptor scavenger MARCO,
lo que a suvez ocasioné cambios a nivel de expresién génica en los mismos. Por
otro lado, Chao et al. (2012) evidenciaron que la inhibicién de receptores sca-
venger MARCO evita la internalizacién de nanoparticulas de 6xido de hierro

cubiertas con dextrano.
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Finalmente, las caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas de-
terminan el proceso molecular que conlleva su internalizacién, y, por lo
tanto, la respuesta inmunolégica orquestada. Entre estas caracteristicas se
encuentran su tamario, forma y carga superficial (Behzadi et al., 2017). Por
lo anterior, diversos autores sugieren que modificar las propiedades fisico-
quimicas de las nanoparticulas podrian disminuir su internalizacién en cé-
lulas del sistema inmunolégico y con ello, su toxicidad, o bien, dirigir la in-
ternalizacién por una ruta especifica con fines terapéuticos. También se han
estudiado las estrategias de evasién del sistema inmunolégico de algunos
microrganismos patdgenos, con la finalidad de que puedan ser mimetizados
por nanoparticulas (Parton y Richards, 2003). Sin embargo, es necesario
llevar a cabo mas estudios de la relacién entre estas caracteristicas y la inter-
nalizacién, para mejorar nuestro conocimiento y disefiar nanoparticulas de
manera mas especifica, para reducir la toxicidad y aumentar la especificidad.

Inmunomodulacion de macrofagos por exposicion
a nanoparticulas oxido metalicas

Con anterioridad se ha planteado el papel y la importancia del sistema inmu-
nolégico para el adecuado funcionamiento del organismo; no obstante, una
respuesta inmunolégica adecuada depende de un delicado equilibro. En condi-
ciones patoldgicas como en algunas enfermedades autoinmunes, se presenta
una exacerbacién de la respuesta inmunolégica y una falta de tolerancia hacia
lo propio que causa dafios en el hospedero, por lo cual el tratamiento consiste
en tratar de disminuir dicha respuesta, a este proceso se le conoce como inmu-
nosupresion. Por otro lado, el desarrollo de vacunas y los recientes avances en
la inmunoterapia contra el cdncer tienen como objetivo estimular la respuesta
inmunolégica, por ello, se define como inmunoestimulacién. De manera gene-
ral, tanto la inmunosupresién como la inmunoestimulacién son tipos de in-
munomodulacién, que consiste en optimizar la respuesta inmunolégica. Las
capacidades inmunomoduladoras de algunas nanoparticulas éxido metélicas
han sido estudiadas para poder aprovecharlas en el drea de la inmunologia
(Kubackova et al., 2019). A continuacién, se describen algunas estrategias bio-
nanotecnoldgicas para el uso de nanoparticulas en la inmunoterapia.

Modulacion de macrofagos para inmunoterapia en cancer

La inmunoterapia consiste en aprovechar y potenciar la habilidad natural del
sistema inmunoldgico para combatir enfermedades de distinta naturaleza.
Resultados prometedores se han obtenido en la investigacién de la inmuno-
terapia como tratamiento contra algunos tipos de cancer, con el objetivo de
superar los obstaculos que impone el tumor al evadir y controlar las células
inmunitarias. En este sentido, el sistema inmunolégico puede inhibir o pro-
mover el crecimiento tumoral. Por ello, se propone el uso de inmunomodula-
dores para potenciar la respuesta inmunolégica; asimismo, se requiere modu-
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lar de manera selectiva las células inmunitarias. Debido a la gran plasticidad
fenotipica que poseen los macré6fagos, estos pueden adoptar distintas funcio-
nes en respuesta a las sefiales del microambiente, lo que se conoce como po-
larizaciéon de macréfagos (Perisé, 2013). Los macréfagos asociados con tumo-
res (TAM) han sido ampliamente estudiados como blancos terapéuticos en la
inmunoterapia contra el cidncer, al localizarse en el microambiente natural del
tumor, y se ha observado que pueden tener un papel tanto antitumoral como
protumoral y que difieren de las funciones de los macréfagos presentes en el
tejido sano. En los primeros estadios de la formacién del tumor, se reclutan
monocitos y macréfagos que se polarizan hacia un fenotipo conocido como
M1, caracterizado por tener efectos antitumorales, y conforme el tumor
avanza hacia un estadio avanzado, los macréfagos M1 se transforman en M2,
que poseen efectos protumorales y participan en la supresién de la respuesta
inmunoldgica (Mantonovani et al., 2017). Algunas nanoparticulas 6xido me-
talicas presentan la capacidad de modular estos fenotipos y las actividades de
los TAM (figura 3).

Figura 3. Polarizacion del fenotipo de macréfagos asociados con tumores (TAM) por nanoparticulas de
oxidos metalicos como estrategia de inmunoterapia.

Macrofago A
TAM M2

Fe,03-NPs
MnO>-NPs

Polarizacion

Macroéfago
TAM M1

Nota: Nanoparticulas de oxido de hierro (Fe,0;-NPs) y didxido de manganeso (MnO,-NPs) cubiertas
con acido hialurénico pueden causar cambios a nivel de expresion genética que conducen en un cam-
bio de fenotipo de M2 (anti-inflamatorio) a un fenotipo M1 (pro-inflamatorio) para disminuir la tasa
de crecimiento del tumor.

Fuente: Elaboracion de los autores (imagen creada en BioRender.com).
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Por ejemplo, en 2016, Zanganeh et al. observaron que el medicamento
Ferumoxytol, compuesto por nanoparticulas de 6xido de hierro aprobadas por
la Administracién de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos de
América (FDA, por sus siglas en inglés) para el tratamiento de las deficiencias
de hierro, tiene un efecto terapéutico intrinseco en tumores, ya que células tu-
morales coinyectadas con Ferumoxytol exhibieron un considerable retraso en
la tasa de crecimiento tumoral en comparacién con la inyeccién de células sin
Ferumoxytol. Ademas, se observé una mayor presencia de macréfagos pro-in-
flamatorios con fenotipo M1 en el tumor. Estudios posteriores demostraron
que el tratamiento con Ferumoxytol causé el aumento de la expresién de genes
involucrados en respuestas pro-inflamatorias. Los autores sugieren que este
tipo de compuesto modula el fenotipo TAM a través de la reaccién Fenton, en
donde el peréxido de hidrégeno secretado por los macréfagos M1 podria reac-
cionar con el hierro para producir radicales hidroxilos téxicos. En otro estudio,
también se reporté que la entrega dirigida de nanoparticulas de diéxido de
manganeso conjugadas con manano y recubiertas con 4cido hialurénico a ma-
créfagos asociados con tumor incremento6 la oxigenacién tumoral y causé la
polarizacién de macréfagos del fenotipo M2 al M1 (Song, M. et al., 2016).

Respuestas celulares de macrdofagos a la exposicion
a nanoparticulas oxido metalicas: ;modulacion o
inmunotoxicidad?

A pesar de los resultados prometedores en la inmunoterapia con el uso de di-
ferentes nanoparticulas 6xido metélicas, diversos autores han reportado que
la exposicién de macréfagos a nanoparticulas 6xido metalicas induce respues-
tas de inmunotoxicidad, entre las que se encuentran la induccién de la infla-
macion, internalizacién de las nanoparticulas, perturbacién de las funciones
fagociticas, aumento en la produccién de ROS y 6xido nitrico, entre otras (fi-
gura 4) (Nel et al., 2006). La inmunotoxicidad se define como todo efecto ad-
verso sobre la estructura o funcién del sistema inmune, o en otros sistemas, a
consecuencia de la disfuncién inmune. Por lo tanto, un efecto adverso o inmu-
notdxico afecta la inmunidad humoral o celular necesaria para que el hospede-
ro pueda suscitar una respuesta adecuada para su defensa (inmunosupresion)
o0 que cause dafio tisular innecesario (autoinmunidad, hipersensibilidad o in-
flamacién crénica) (FDA, 1999). En este contexto, hay que tener en cuenta
que, si bien un nanomaterial puede presentar propiedades sumamente intere-
santes y con potencial terapéutico, es sumamente importante no perder de
vista su toxicidad, pues esta tltima limita su aplicacién.

Durante los dltimos afios, diversos grupos de investigacién han enfo-
cado sus esfuerzos en tratar de elucidar los mecanismos toxicoldgicos de los
nanomateriales; sin embargo, los resultados en ocasiones son contradicto-
rios debido en parte a las diferencias en las caracteristicas fisicoquimicas de
los nanomateriales evaluados. Varios autores han reportado la toxicidad in
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vitro en macréfagos expuestos a distintas concentraciones de nanoparticulas
de 6xido de zinc (ZnO-NPs) de distinto tamafio y concuerdan en que las na-
noparticulas de menor tamario y carga positiva presentan mayor toxicidad,
la cual es dependiente de la concentracién y el tiempo. Ademas, se ha repor-
tado que existe un incremento en la produccién de las citocinas proinflama-
torias IL-1b, TNF-a e IL-8, lo cual sugiere activacién inmunoldgica (Feltis et
al., 2012). Por otro lado, en 2014, Wang et al. evidenciaron que la solubilidad
de los iones Zn?* es dependiente del pH del medio, de manera que, a menor
pH, mayor concentracién de iones Zn?**. Esto sugiere que el potencial téxico
de las ZnO-NPs podria verse incrementado en los macréfagos, ya que, como
se mencioné anteriormente, el fagolisosoma formado después de la fagoci-
tosis de agentes exdgenos posee un bajo pH; por esto se ha especulado que la
toxicidad de las ZnO-NPs se debe principalmente a la liberacién de iones
Zn?* producto de su disociacién.

Por otro lado, se han utilizado las herramientas émicas para estudiar de
manera mds general las respuestas celulares suscitadas por la exposicién de
los macréfagos a las ZnO-NPs. Ejemplo de ello es un estudio del perfil trans-
criptémico de macréfagos humanos expuestos a ZnO-NPs de 15y 12 nm de
didmetro conducido en el afio 2013 por Tuomela et al., en donde se estableci6
que los principales procesos biolégicos afectados fueron regulacién del creci-
miento, muerte celular, desarrollo y control del sistema inmune. Por otro
lado, el andlisis proteémico revelé alteraciones en rutas implicadas en estrés
oxidativo que podrian conducir a genotoxicidad y una fuerte respuesta en
rutas de degradaciéon de proteinas (Triboulet et al., 2014). No obstante, elu-
cidar un mecanismo molecular que explique los efectos téxicos e inflamato-
rios de las nanoparticulas 6xido metdlicas en macréfagos requiere ain de mas
investigacion.

En este contexto, en 2014, Roy et al. evidenciaron que el aumento de ROS
es causado por la disminucién y la inhibicién de la actividad de enzimas antio-
xidantes, como consecuencia de la supresién del factor de transcripcién Nrf2,
dirigiendo a la peroxidacién lipidica y de proteinas. Otros estudios llevados a
cabo por el mismo grupo de investigacién indican que ZnO-NPs de aproxima-
damente 50 nm presentan propiedades adyuvantes al alérgeno ovoalbimina
en ratones Balb/c. Ademads, describieron que este efecto involucra las vias de
sefalizacién mediadas por receptores tipo Toll y Src, debido al incremento en
la expresién de TLR2, 4 y 6, asi como la proteina de respuesta primaria de di-
ferenciacién mieloide 88 (MyD88), la cinasa 1 asociada con el receptor de IL-1
(IRAK-1) y el factor 6 asociado con TNFR (TRAF-6). Todo esto se atribuye a
respuestas inflamatorias por el reclutamiento y activacién de moléculas de ad-
hesién y células inflamatorias (Roy et al., 2014). Si bien los autores sugieren
que este mecanismo podria utilizarse para desarrollar estrategias para su uso
terapéutico, es necesario considerar los efectos adversos que podrian desenca-
denarse por la exposicién a las ZnO-NPs de 50 nm en pacientes sanos debido
al potencial inmunomodulador de este tipo de NPs.
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Figura 4. Respuestas celulares de macréfagos expuestos a nanoparticulas de oxido de zinc (ZnO-NPs).
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Nota: La internalizacion de ZnO-NPs puede ocurrir de manera directa por dafo a la membrana celular,
o bien, puede ser mediada por receptores. La endocitosis de ZnO-NPs forma un fagosoma que se fu-
siona con un lisosoma, en donde se degrada la cubierta de las nanoparticulas y se incrementa la libe-
racion de iones zinc, los cuales se consideran los causantes de su toxicidad. Una vez en el citoplasma,
las ZnO-NPs pueden modular de manera directa o indirecta vias de sefalizacion que podrian conducir
ala activacion de la ruta inflamatoria NF-kB, lo que a su vez ocasionara cambios en la expresion de ge-
nesy respuestas celulares. Por otro lado, las ZnO-NPs tienen la capacidad de alterar la funcion mito-
condrial y conducir la activacion de caspasas y la induccion de la muerte celular por apoptosis a través
de diversos mecanismos como el incremento en la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS).
Fuente: Elaboracion de los autores (imagen creada en BioRender.com).

Al igual que con las ZnO-NPs, multiples estudios sugieren que la rapida
disolucién y la liberacién de iones Cu?, el tamafio y la forma son los princi-
pales factores que influyen en la toxicidad de las nanoparticulas de 6xido de
cobre (CuO-NPs) (Bucchianico et al., 2013). Debido a su evidente potencial
téxico, los autores sugieren que las CuO-NPs podrian ser buenos candidatos
como control positivo en ensayos de nanotoxicologia. Asimismo, los ensayos
in vivo evidencian el potencial téxico de las CuO-NPs. Por ejemplo, Gosens et
al., en 2016, realizaron un estudio en ratas, a las que se les administraron
CuO-NPs de un tamario promedio de 14 nm. Después de 5 dias de exposicién
a CuO-NPs, las ratas presentaron inflamacién pulmonar, ademas, los ana-
lisis histopatoldgicos indicaron alveolitis, bronquiolitis, vacuolacién del epi-
telio respiratorio y enfisema pulmonar. Los efectos adversos a causa de la to-
xicidad fueron desapareciendo en un periodo de 3 semanas post-exposicion.
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Por otra parte, se ha discutido sobre el impacto en la reactividad inmuno-
légica de la administracién o inhalacién de este tipo de nanoparticulas. En un
estudio realizado en el afio 2019 por Holan et al., analizaron la composicién
de poblaciones celulares de la inmunidad innata y adaptativa en el bazo pre-
sentes en ratones expuestos a una inhalacién continua de CuO-NPs de 30 nm
durante 3 meses. Los resultados demostraron que la inhalacién de las CuO-
NPs afecta de forma més severa las células de la inmunidad innata, pues hubo
cambios en la proporcién de eosinéfilos, neutréfilos, macréfagos y células
presentadoras de antigeno, mientras que el impacto en las células de inmu-
nidad adaptativa, como linfocitos T y B, fue minimo. Esto sugiere que existe
un efecto modulador de las CuO-NPs dependiente del tiempo de inhalacién
en la produccién de citocinas de las células del sistema inmune adaptativo.
Los efectos adversos en las células del sistema inmune por la exposicién a
CuO-NPs pone en evidencia su capacidad de causar inmunotoxicidad.

Lo anterior evidencia el efecto citotéxico, genotdxico e inmunotéxico de
las ZnO-NPs y las CuO-NPs en distintos modelos in vitro e in vivo; sin em-
bargo, es necesario realizar mds estudios que establezcan escenarios mds
reales (concentracién y tiempo de exposicion), para comprender y lograr elu-
cidar los mecanismos involucrados en dichos efectos adversos; y de este
modo, disefiar estrategias que permitan evitar la toxicidad de nanomate-
riales y aprovechar sus propiedades tnicas.

Conclusiones

Las nanoparticulas 6xido metdalicas presentan una gran variedad de propie-
dades de interés para la investigacién y la industria, por ello se exploran sus
usos potenciales. Debido a sus capacidades inmunomoduladoras se ha suge-
rido su uso para el tratamiento de disfunciones inmunoldgicas; sin embargo,
es necesario considerar el posible efecto téxico. Los macréfagos son un buen
modelo de estudio de inmnunotoxicidad debido a sus funciones primordia-
les para el mantenimiento del organismo y la orquestacién de la respuesta
inmunoldgica. Ademads, se ha sugerido que son las primeras células en inte-
raccionar con los nanomateriales una vez que estos ingresan al organismo. Si
bien diversos estudios han probado que las nanoparticulas éxido metélicas
pueden inducir inmunotoxicidad en macréfagos tanto in vitro como in vivo,
es necesario realizar més investigacién que permita elucidar los mecanismos
precisos de toxicidad. Este conocimiento es indispensable para el disefio de
nanomateriales mediante la modificacién de sus propiedades fisicoquimicas
con la finalidad de ampliar su potencial y asi pueda ser aprovechado en futu-
ras aplicaciones biomédicas, especificamente en el campo de la inmunomo-
dulacién y el combate a enfermedades crénicas como el céncer.
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