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LABORATORIO 6: FARMACOLOGIA,
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“No hay ninguna ley fisica que impida manipular
atomos y moléculas individualmente, o fabricar
estructuras a partir de los mismos. En principio se
puede hacer; en la préactica no se ha hecho porque

somos demasiado grandes”

“There’s Plenty of Room at the Bottom...”
Richard Feynman como padre “conceptual” de la nanotecnologia.
1959

“Una meta sin un plan, es simplemente un deseo.”
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i eEAD AT ARONA DL Secretaria de Investigacion
ESTADO DE MORILOS
Jefatura de Posgrado
,\\y Cuemavaca, Mor., a 19 de noviembre de 2020
acultad Asunto: Asignacion de jurado
de Farmacia Folio: FF/D/SIJP/DF/102/2020

L e

M.F. YANETH ANAHI RODRIGUEZ LOPEZ
ESTUDIANTE DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
PRESENTE

Por este conducto le informo que la Comision Académica de Doctorado en la sesion del 18 de noviembre
de 2020 le asigno jurado para revisar y presentar la defensa oral de la tesis titulada:

“Estudio de la interaccion de nanoparticulas de Cd$-dextrina con componentes
sanguineos y sus efectos fisiopatologicos asociados”

Dra. Leticia Gonzdlez Maya Presidente
Dra. Judith Gonzdlez Christen. Secretaria
Dr. César Millan Pacheco Vocal 1
Dra. Yjvechana Agarwal Vocal 2
Dra. Maria Luisa Gardufio Ramirez Vocal 3
Dr. Gerardo Gonzalez de la Cruz Vocal 4
Dr. Alfonso Lgjja Salas Vocal 5

De acuerdo al Articulo 75. (Reglamento General de Posgrado) DE LOS VOTOS PARA EL EXAMEN DE GRADO.
Sera requisito previo al examen de grado que los integrantes de Ia Comision Revisora emitan su voto y opinion

favorable en términos de que la tesis retine 10s requisitos para ser presentada y defendida ante e/l jurado de examen
correspondiente.

Il. Sera requisito para presentar el examen de grado académico de maestria que al menos cuatro de los cinco votos
emitidos sean favorables.

Lo anterior no compromete de ningtin modo el dictamen del jurado en la presentacion y defensa de Ia tesis o tesina.

Asimismo, le recuerdo que es responsabilidad de usted enviar los respectivos ejemplares a su comité sinodal y dar
seguimiento a las correspondientes revisiones para poder concluir este importante proceso.

Sin mas por el momento, me despido de usted, no sin antes felicitarla por estar proxima a obtener el titulo de Doctora
en Farmacia.

Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia

DR. SERGIO ALCALA ALCALA
JEFE DE POSGRADO

G.&.p. Dra. Leticia Gonzélez Maya, Dra. Judith Gonzalez Ghisten. Dr. César Millén Pacheoo, Dra. Mjyechana Aganwal, Dra. Maria Luisa Garduio
Ramirez, Dr. Gerardo Gonzélez de Is Cruz y Dr. Alfonso Lgijig Sslas. U n

Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuemavaca Moreles, México, 82209. Facultad de Fammacia, Edificio 81 C
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Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electronico

SERGIO ALCALA 8LGALA | Fecha:2020-11-19 18:13:52 | Firmante

\VWxY2IKmfEDVEvwcbGBFIOYnUXdYeVgCOF EDAcIMXgTHehzUSVWKTVW FZxful ZNsujyK ¢ HmOS'N 1JA8 g0y W SEUESDqmGyU|jSaigs7TRGFoYY + tsNMeKSLVqU8qSQndawani
NEQYusDTIJ5sDNIM1/gd GG SN2yndd4KeKhaINyaF UEZF qeow VWV Q lyPl8olwqkqlaDxbhAtreQeXAgvund N TwZI S+ Y X2+ YTZx)PRGMRpuPursKAPyk\We0 Gy JedbHTgrMwe e
KAC4Z0abNKBHaCKKIEO2IRyDeMQvABESNESg+2RX1CT72mEEEIF + OVMvgd + JAM1ZOTAYUILBY /A==

Pueds verificar la autenticidad del documento en Ia sigulente direccion electronica o
escaneando el cddigo QR Ingresando Ia sigulents clave:

mTcSIL

httpsilefrma.usem.mu/neRepudicddiIhVnPXZVivYq Y IEVF QXybqqYSbiyh1Z

Una universidad de excelencia




Cuernavaca, Morelos a 26 de Febrero de 2021.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL

ESTADO DE MORFLOS VOTO APROBATORIO
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de Farmacia Nombre del alumno: M.F. Yaneth Anahi Rodriquez Lépez

Titulo de tesis: “Estudio de la interaccion de nanoparticulas de CdS-Dextrina con
componentes sanguineos y sus efectos fisiopatologicos asociados”.

Grado a obtener:
_ Maestria
_X_ Doctorado

Miembro del jurado: Dr. Gerardo Acacio Gonzalez de la Cruz

La tesis fue leida y se hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decision
es:

La tesis:

_X_ Si se aprueba tal como se presenta.

Se rechaza

Observaciones (s6lo en caso de rechazo):

Dr. Gerardo Gonzalez de la Cruz Fecha

Miembro del jurado



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

GERARDO ACACIO GONZALEZ DE LA CRUZ | Fecha:2021-03-10 18:10:20 | Firmante
NuregchFmtVTfgRivzebDWDsVJowlob7Klec6+QkPgnal9xpTcU/VinMpiyq3QiMJIZHvsd5qQ6FEikb1XMDCIWZLfHmM4gvrM5Rag6gQ+2NZtq0pj6zMIP+QbX1KI950SKWCQgDVcJ
NXLZSLBytAUo8TmVIcTXCtTFvVs8ko++ef9bAq36yNvIVNFo1lFCiVMANYNUHDTAPgLFFOj+Wt/L6fSVgp9PPIYU/zYOHf+80zpMrPIHtggMJITXQ+JVulSQwlYpNba3gtoMXv3Guy
mMRYXz0jBgyUBAdTrNpQrT3KZpgVc9gorAj09BNEG6W+YrmKen9buql6fnLWfF42DwP7kbA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

mOx2Np

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/CQdOQDXuchF7vOGGWm5i3X6gszuXpC

Una universidad de excelencia



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/CQd0QDXucQqF7vO66Wm5i3X6gzkXuXpC

Cuernavaca, Morelos a 26 de Febrero de 2021.
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Conocimiento al servicio de la salud

Nombre del alumno: M.F. Yaneth Anahi Rodriguez Lopez

Titulo de tesis: “Estudio de la interaccion de nanoparticulas de CdS-Dextrina con
componentes sanguineos y sus efectos fisiopatolégicos asociados”.

Grado a obtener:
__ Maestria
_X_Doctorado

Miembro del jurado: Dra. Judith Gonzalez Christen

La tesis fue leida y se hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decision
es:

La tesis:

_X_ Si se aprueba tal como se presenta.

Se rechaza

Observaciones (so6lo en caso de rechazo):

26/02/2021

Dra. Judith Gonzalez Christen Fecha

Miembro del jurado



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

JUDITH GONZALEZ CHRISTEN | Fecha:2021-03-01 13:35:34 | Firmante
uUvlignQIDJINOINZvM3edMIGeV5Fxel/nkxtu09x10ri3979rkY TOiHwdb4wriJAoMpBNVpWOT 7¢cxjf8mw36FzHR57D0o2Bjsbd/tDt7m/yplGjwqog/INzKLx7YNH6NL|Z5r5n0YKaY1120B
B/u320KCwyj7gUQ/IMT8SLQ8gzFprck8kNp408+TIGpE7f8Xtd+IOR0OIR4pfZ+0DXKNDC/N1/zwY QspCitxsoxQIOpsX8ZJ+IQXrR+0zNQA5VGsC3sa2NBLARLVB/GAMWbX4LCh+C/
KKWOIi4gGZ0kyWGKIZMEFNn+iVFq9vH4gRLMEKJIWJIWBVvNnWhNc4BCWOUF1fHQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

dgyjLX

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/W7UrJuyuwigSBevC4poRANRZjs8HvQf7

Una universidad de excelencia



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/W7UrJuyuwigSBevC4poRAnRZjs8HvQf7

Cuernavaca, Morelos a 26 de Febrero de 2021.
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Nombre del alumno: M.F. Yaneth Anahi Rodriguez Lépez

Titulo de tesis: “Estudio de la interaccion de nanoparticulas de CdS-Dextrina con
componentes sanguineos y sus efectos fisiopatologicos asociados”.

Grado a obtener:
__ Maestria
_X_Doctorado

Miembro del jurado: Dra. Leticia Gonzalez Maya

La tesis fue leida y se hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decision
es:

La tesis:

_X_ Si se aprueba tal como se presenta.

Se rechaza

Observaciones (s6lo en caso de rechazo):

____1rode marzo 2021__

Dra. Leticia Gonzalez Maya Fecha

Miembro del jurado



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

LETICIA GONZALEZ MAYA | Fecha:2021-03-01 13:54:27 | Firmante
VfHC8ToffICIrHox/1YBcLjbaPN9SqbDGKGDerABI2aaHHLOhHZsnitBOMEJ29n13f38S8Htsy2wRQSh7W8q0RRnrD3UoNDj4zZWKkM8KNu1MWdv5+Xo/6eqlVVKPCy7cNBG5VyA+
PUF7EnrsSkXvRIirE48CzL2+06MopWa60U+p2aCTwhl6xC1H4rZmJgJE3RVCAEgGNGYIde94iXwZJ80ajzB2N79P7WmVY0dpoor+I3p6CMLs1mk/nwsAzzXKQPuzSIw7Nj2rut0Z
32FbXUCieB67hA+Im6Wr1BHNseeYpYyUT51Yj/irTIlutdkFVFYTuh1Vqt8eYaMv1l/XELB8Cw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

2Piqd7

https://efirma.uaem. mx/noRepud|o/1bGe8Yu56nrQSonJStFXS|NJ5M89MNc
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/1bGe8Yu56nr9SoHmj8tFXSiNj5M89MNc

Cuernavaca, Morelos a 26 de Febrero de 2021.
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Nombre del alumno: M.F. Yaneth Anahi Rodriquez Lépez

Titulo de tesis: “Estudio de la interaccidon de nanoparticulas de CdS-Dextrina con
componentes sanguineos y sus efectos fisiopatologicos asociados”.

Grado a obtener:
__ Maestria
_X_Doctorado

Miembro del jurado: Dra. Maria Luisa Gardufio Ramirez.

La tesis fue leida y se hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decisién
es:

La tesis:

_X_ Si se aprueba tal como se presenta.

Se rechaza

Observaciones (sé6lo en caso de rechazo):

26-Feb-2021

Dra. Maria Luisa Garduiio Ramirez. Fecha

Miembro del jurado



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

MARIA LUISA DEL CARMEN GARDU%O RAMIREZ | Fecha:2021-02-26 13:55:31 | Firmante
bAVeUDAmMVBEQWIUAQIIMmUIH3ISrE103u0V6bJISH/tZ0i6aN3bEO7DofLSSOWLWz5c6C0Q8zJkI7Max33sBrmMsHNOihWSVkXz2K5Fysi3KIwrlF3NfX2gNITR1DvdyJW/90FCJ
Yfov5ImVSHXBmMPVZEP21hdqW11De6fiodK5cRDgsobGrzzv8DIUEmIi2koO0I127iAINGEqLENSSXjrG/dYifQhN4sXuh4af8P54Hev4aMfs4C2DW/XhuivSuorQBavs2groijprxugx8akfw

CKUGYErZMAW2K8HII3LcyvL5YTcDFXx3Nu/79162pryHd/PE9KIXN61S21axoLcHQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

KXuB2v

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/3XE5B1qLnBFFDBG1ixgrTWIV2C6Qoc67
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/3XE5B1qLnBFFDBG1ixgrTWlV2C6Qoc67

Cuernavaca, Morelos a 26 de Febrero de 2021.
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d.e Farmaci Nombre del alumno: M.F. Yaneth Anahi Rodriguez Lopez

io de la salud

Titulo de tesis: “Estudio de la interaccion de nanoparticulas de CdS-Dextrina con
componentes sanguineos y sus efectos fisiopatologicos asociados”.

Grado a obtener:
__ Maestria
_X_Doctorado

Miembro del jurado: Dr. César Millan Pacheco

La tesis fue leida y se hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decisién
es:

La tesis:

_X_ Si se aprueba tal como se presenta.

Se rechaza

Observaciones (s6lo en caso de rechazo):

26 de febrero del 2021

Dr. César Millan Pacheco Fecha

Miembro del jurado



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

CESAR MILLAN PACHECO | Fecha:2021-02-26 16:03:42 | Firmante
WG+BxZ8cEzYkB9z08qd8af4q6vMYVsD164y/Zfnjb7E20psOyl6wQJrYzkllvUMGbU5UalJ/dallla2nJ6j2NBJ/Tz9rTVIanPBHSPOaGTLouZZkslIMerlMhjZ2vuR+R8k2W5Cng3eV8
N+PgVGP9IMd8do2NWaYjOnzTLu5I6CjtOvPHG5Mb5u0tfsrOOStX+99Zh2Kjdb0JcEdqZBOCRYtjFoJrPLDget0qukOSCGFiOn0OPo/aNgq9iE8uB24rmXuXAVI/jVvM5n39fDa0xn+Ly
fZs32IR6pm9IPhM+rG+NHCOi3e6bnryIDCzIG1K673HO7xdRL6fbsvimPaAS7Q==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

4Z1gy3

https://efirma.uaem. mx/noRepud|o/05FJOfORYOY8RfCJm|anVJ|OHuTX|CS
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/O5FJ0fORYOY8RfCjmisnVVjiOHuTxiCS

Cuernavaca, Morelos a 26 de Febrero de 2021.
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de Farmacia Nombre del alumno: M.F. Yaneth Anahi Rodriguez Lopez

Titulo de tesis: “Estudio de la interaccion de nanoparticulas de CdS-Dextrina con
componentes sanguineos y sus efectos fisiopatolégicos asociados”.

Grado a obtener:
__ Maestria
_X_ Doctorado

Miembro del jurado: Dra. Vivechana Agarwal

La tesis fue leida y se hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decisién
es:

La tesis:

_X_ Si se aprueba tal como se presenta.

Se rechaza

Observaciones (s6lo en caso de rechazo):

Dra. Vivechana Agarwal Fecha

Miembro del jurado



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

VIVECHANA AGARWAL | Fecha:2021-02-27 16:55:51 | Firmante
0Zh5uagoYOlc18LPoHDxoQuQ7mWnWhcLuaOVDugg5pTI96tMwsMRpIMtG7dmGydEFEcPNdESSWAEIZfAUTS5yn7VB1HG+W8W3WO0KclddnNn2g1FUt7KDbid7WArRtsLM2lju
00EcNocEnZ8mk1nVd+bkHenad+pRwUFtoxRPyHejYmuTgJp1xR69+2z0ADsxgc4YaxsuZIZEWQ1uXEq2jDk9Vbz50fch+sh46U+plYbpek2dvOemNWFkgfUE8xthwalys4NxS2ML
nOwDDTuBOjmelF3ute5TMOSmv6QM8uH2Wxcq5TOY +gw0ispMWDmp+xpHfyMS6dyjg6 DOE4dPhg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

bBVVMP

https://efirma.uaem. mx/noRepud|o/|czkanXKKu0PUCeAVIfbvaQMOOOOKS
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de Farmacia Nombre del alumno: M.F. Yaneth Anahi Rodriguez Lopez

Titulo de tesis: “Estudio de la interaccion de nanoparticulas de CdS-Dextrina con
componentes sanguineos y sus efectos fisiopatolégicos asociados”.

Grado a obtener:
__ Maestria
_X_ Doctorado

Miembro del jurado: Dr. Alfonso Leija Salas

La tesis fue leida y se hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decisién
es:

La tesis:

_X_ Si se aprueba tal como se presenta.

Se rechaza

Observaciones (s6lo en caso de rechazo):

Dr. Alfonso Leija Salas Fecha

Miembro del jurado



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.
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V. RESUMEN

Las nanoparticulas (NP) al ser administradas de manera sistémica van a interactuar
con componentes de la sangre. Las interacciones entre las NP-célula aun no se
comprende bien. Las NP de sulfuro de cadmio-dextrina (CdS-Dex), son nanomateriales
inorganicos en el orden de nanémetros (3 nm), con propiedades épticas que presentan
ventajas sobre los biomarcadores fluorescentes tradicionales, lo que permite su uso en
deteccion de fluorescencia e imagenes sin casuar dafio en tejidos a largo plazo, por lo
gue se consideran biocompatibles con el organismo. La hipétesis de este trabajo es que
las NP de CdS-Dex al interactuar con componentes sanguineos, pueden desencadenar
procesos fisiopatolégicos en forma concentracion dependiente. El objetivo de este
proyecto es evaluar la interaccion de NP de CdS-Dex con componentes sanguineos y
sus posibles efectos fisiopatolégicos asociados. Las NP de CdS-Dex se evaluaron in
vitro con componentes sanguineos de ratas Wistar a concentraciones de 0,1, 1, 10,100
y 1000 pg/mL. Se evalué el efecto de la interaccion de NP de CdS-Dex con albumina,
por electroforesis en gel SDS-PAGE vy el potencial Z. Los resultados sugieren que se
forma la corona de proteinas, principalmenre de albumina, siendo evidente a 100 y 1000
Mg/mL. Este proceso generd un potencial Z bajo, es decir, que hay una mayor atracciéon
entre las NP de CdS-Dex y la albumina. Por otro lado, estas nanoparticulas causaron
una alteracion en el tiempo de cambio de protrombina, siendo concentracion y tiempo
de exposicion dependiente a partir de 5 minutos, para 0.01 y 0.1 ug/mL y hasta 30
minutos para 0.1 a 10 ug/mL de NP de CdS-Dex. Lo cual puede indicar que, a mayor
concentracion y tiempo de exposicion, comienza a activarse la via extrinseca y podria
desencadenarse la cascada de coagulacion. Sin embargo, las NP no alteran la
concentracion de fibrinbgeno de manera significativa. Asi mismo, el estudio sobre
eritrocitos aislados de rata , por medio de un ensayo de hemdlisis y analisis topograficos
usando métodos como espectrofotometria y microscopia de fuerza atébmica (AFM),
mostraron que NP de CdS-Dex produjeron hemdlisis (5%) con todas las
concentraciones utilizadas y causaron cambios morfolégicos como pérdida de
biconcavidad y grietas en la superficie a 0.1 y 1 yg/mL (30 min). En eritrocitos incubados
a 60 min, ademas de la pérdida de biconcavidad, hubo presencia de depdésitos en la
superficie, que aumenté de una manera dependiente de la concentracion. No hubo
cambio al determinar el potencial {, en ninguna de las concentraciones. Las NP de CdS-
Dex no fueron internalizadas por los eritrocitos, aunque se observo fluorescencia verde
en la periferia de cada célula. En la evaluacion por microscopia de fluorescencia y
agregacion plaquetaria, las NP de CdS-Dex causaron agregacion plaquetaria a partir
de 0.01 pg/mL y modificaron la morfologia de la plaqueta. Se evalué la viabilidad celular
de M¢s por la técnica de MTT. Se observé que no produjeron disminucion de la
viabilidad celular a concentraciones de 0.001 hasta 100 pg/mL, aunque fueron
analizadas por microscopia confocal y se observé que se localizaban en todo el interior
de la célula, hasta nucleolos. En estas células inducen la produccién de 6xido nitrico y
fagocitosis a partir de 0.01 pg/mL, siendo mayor el efecto observado en la concentracion
de 1000 pg/mL. Finalmente, por estudios in silico el acoplamiento molecular revel6 que
la dextrina que recubre a las NP podria estar interactuando con el transportador de
glucosa GLUT1. No se puede determinar si estos cambios podrian estar asociados con
alteraciones funcionales. Estos hallazgos evidencian que los nanomateriales
interactan con diferentes componentes sanguineos y pueden causar procesos
fisiopatolégicos asociados después de la administracion en el organismo.



VI. ABSTRACT

When NP were administered systemically will interact with components of the blood.
These NP-cell interactions are not yet well understood. CdS-Dex NP are inorganic
nanomaterials of nanometric size (3 nm), have an optical property that exhibit
advantages over traditional fluorescent biomarkers and include imaging and
fluorescence detection without causing long-term tissue damage, for which they are
considered biocompatible with the body. The proposed hypothesis is that CdS-Dex
NP interact with blood components and trigger pathophysiological processes in a
concentration-dependent manner. The aim of this project was to evaluate the
interaction of CdS-Dex nanopatrticles with blood components and their associated
pathophysiological effects. CdS-dextrin NP were evaluated (in vitro) with blood
components at concentrations of [0.1, 1, 10, 100 and 1000 pg/mL], the blood was
obtained from Wistar rats (healthy). In which the effect of the interaction of CdS-Dex
NP with albumin was evaluated by SDS-PAGE gel electrophoresis and the Z
potential. The results suggest that the protein crown is formed, being evident at 100
and 1000 pg/mL. The C potential, associated with the formation of the crown protein
of CdS-Dex NP exposed to albumin is low, that is, there is a greater attraction
between the CdS-Dex NP and albumin. The effect of CdS-Dex NP influenced the
prothrombin time concentration and dependent exposure time from 5 minutes (0.01
and 0.1 yg/mL) to 30 minutes (0.1 to 10 pg/mL). This may indicate that, at higher
concentration and exposure time, the extrinsic pathway begins to be activated and
could trigger the coagulation cascade. However, NP did not significantly alter
fibrinogen concentration. The erythrocytes were isolated by centrifugation. A
hemolysis assay and topographic analysis were performed using methods such as
spectrophotometry and AFM, respectively. The Z potential and coupling were also
determined. The CdS-Dex NP produced hemolysis (5 %) with all the concentrations
used and caused morphological changes such as loss of biconcavity and surface
cracks at 0.1 and 1 ug/mL (30 min). In erythrocytes incubated for 60 min, in addition
to the loss of biconcavity, there was the presence of deposits on the surface, which
increased in a concentration-dependent manner. There was no change when
determining the Z potential values, in any of the concentrations used. CdS-Dex NP
were not internalized by erythrocytes, although green fluorescence was observed at
the periphery of each cell. Molecular coupling revealed that the NP-coating dextrin
could be interacting with the glucose transporter GLUT1. In the evaluation by
fluorescence microscopy and platelet aggregation, the NP of CdS-Dex caused
platelet aggregation in a concentration-dependent manner from 0.01 pug / mL and
modified the platelet morphology. The cell viability of M¢s (RAW 264.7) was
evaluated by the MTT technique. It was observed that they did not produce a
decrease in cell viability at concentrations of 0.001 to 100 pg / mL, although they
were analyzed by confocal microscopy and it was observed that they were located
throughout the interior of the cell, up to nucleoli. Although they increase NO
production and phagocytosis from 0.01 pug/mL, the observed effect being greater at
a concentration of 1000 pg/mL. It cannot be determined if these if these changes
could be associated with functional changes. But we can with these preliminary
findings provide evidence that nanomaterials can interact with different blood
components and can cause associated pathophysiological processes after
administration in the body.
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1. Introduccion

Nanociencia es el estudio de los fendmenos y la manipulacién de materiales a escala
nanométrica (ver figura 1). En la Gltima década, la nanotecnologia se ha colocado como
uno de los campos mas importantes y de vanguardia en diferentes areas de la salud. La
nanotecnologia, es multidisciplinaria y abarca un amplio rango de herramientas y técnicas
con potencial de ampliar el panorama en areas como la nanomedicina. (Whitesides, G.M.
et al., 2003).

1A inm 10 nm 100 nm 1um 10um

Célula Célula
animal vegetal 0,2 mm
20 um 35 um

Figura 1. Escala que muestra dimensiones nanométricas y micrométricas.
Modificada de Britto & Castro, 2012.
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En la actualidad, existe una amplia gama de nanodispositivos utilizados en deteccion
temprana de enfermedades, diagnodstico y seleccion de estrategias terapéuticas, como
sefiales moleculares y biomarcadores en tiempo real. Por ejemplo, algunos nanotubos,
liposomas y nanoparticulas semiconductoras o puntos cuénticos. Teniendo como ventaja
fundamental, la capacidad y la multifuncionalidad de actuar como agentes de liberacion

especifica de farmacos y de imagen (Biju, et al., 2010; Surendiran, et al., 2009).

Se ha reportado un sinfin de aplicaciones biomédicas para las nanoparticulas (NP), tales
como vehiculos para farmacos, vacunas, antimicrobianos y para nanodiagndstico como
nanobiosensores (Gao et al., 2016; Lan et al., 2017). Sin embargo, todavia existen muchos
obstaculos para la transferencia tecnoldgica en aplicaciones clinicas. En evaluaciones
toxicolégicas de nanomateriales, se ha reportado que, las NP causan indudablemente
efectos adversos sobre el organismo. Estas investigaciones van desde los estudios que
demuestran que NP de 6xido de niquel (NiO) causan inflamacién en los pulmones de ratas
(Shinohara et al., 2017) o puntos cuénticos de telururo de cadmio (CdTe) que causan
nefrotoxicidad tanto en células de rifion embrionario humano (HEK 293) como en ratones
(Jiang et al., 2018). Aun asi, los mecanismos moleculares de la nanotoxicidad inducida por

diversos nanomateriales no se entiende completamente (Missaoui et al., 2018).

1.1 Generalidades de nanoparticulas semiconductoras o puntos cuanticos.

Las nanoparticulas semiconductoras (NP) o puntos cuanticos (PC), son nanocristales
coloidales semiconductores tridimensionales en escalas de 1-10 nm (Lourengo, et al., 2014;
Resch-Genger, et al., 2008) (ver figura 2). La caracteristica esencial de los PC es que los
electrones que lo constituyen estan obligados a mantenerse confinados en las tres
dimensiones, lo que genera diversos fendmenos cuanticos. El tamafio de las NP, es la
caracteristica que determina la longitud de onda a la que emite y no su composicion. Por lo
gue, NP de 2 nm emiten en azul, de 3-5 nm en verde, de 6-8 nm en naranja y tamafos de

aproximadamente 8-10 nm en rojo. (Timothy, et al., 2007; S Mukherjee & Ushasi, 2011)
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Figura 2. Representacion grafica de puntos cuanticos y su emisién de color.

Las NP prometen ser una herramienta esencial en nanomedicina sin embargo, entre los
principales desafios es su biocompatibilidad. Algunos autores refieren que, la
caracterizacion de las NP solas o bioconjugadas es de gran importancia, ya que permitira
ademas de conocer su tamafio y composicion, la prediccion y/o evaluacion de los efectos
tras la interaccion con el organismo. Los investigadores sugieren que, un hanomaterial, es
lo suficientemente pequefio para entrar a una célula; independientemente de la via de
exposicion que se haya tenido. Ademas de desencadenar algun efecto debido a la
interaccion con un sistema biologico (Wang, et al., 2009; Egusquiaguirre, et al., 2012).

En general, la aplicacién de nanomateriales en nanomedicina, representan un escenario
complicado para los nanotoxicélogos, debido a los eventos que se originen después de la
exposicion a las NP. Esta interaccion NP-organismo, esta totalmente basado en términos

de caracteristicas fisicoquimicas de las NP, dosis, frecuencia y via de administracion. La
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via de administracion intravenosa (1.V.) permite la entrega de medicamentos de manera
sistémica (Dobrovolskaia y McNeil, 2013; Alyautdin, Khalin, Nafeeza, Haron y Kuznetsov,
2014). El que las NP sean seguras, es uno de los grandes retos en el desarrollo de
nanoterapias, por ejemplo; la interaccibn nanomaterial-sangre y asi conocer los efectos
secundarios y adversos. Actualmente, muchos nanomateriales se encuentran en estudio
gue, en su mayoria, combinan dianas terapéuticas y biologicas y su gran capacidad como
agentes de transporte farmacoldgico personalizado (Pinto Reis, et al., 2006; Dobrovolskaia,
et al., 2008; Kumari, et al., 2010; Mura, et al., 2012). En estudios previos, se sugirio la
importancia de estudiar al menos tres de los factores de la posible interaccion de las NP al
ser administradas via I.V. como la adsorcion de proteinas, el efecto sobre la cascada de

coagulacion, asi como su efecto hemolitico (Fornaguera, et al., 2015).

En el momento en que las NP llegan a la circulacién sanguinea, entran en contacto directo
con las células que la componen y con proteinas plasmaticas, donde pueden afectar la
estructura y las funciones criticas de estos componentes sanguineos (Brash, 2018; Ritz, et
al., 2015). Las proteinas plasmaticas se adsorben en la superficie de las NP para formar
una corona de proteinas que puede influir significativamente en su interaccion con los
componentes sanguineos e incluso puede conducir a la activacion de las plaquetas, células
como los macréfagos y estas a su vez, tienen consecuencias como reacciones de
hipersensibilidad, trombosis, hemdlisis, agregacién plaquetaria e internalizacion de
proteinas (ver figura 3) (Rodriguez-Fragoso, et al., 2018; Jiskoot, van Schie, Carstens,
Schellekens, 2009).
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Figura 3. Efectos de lainteraccién de NP con componentes sanguineos (Rodriguez-Fragoso, et al.,

2018).

La hemodlisis, agregacién plaguetaria e internalizacién y adsorcion de proteinas son efectos
fisiologicos por los que es necesario evaluar estos efectos de la interaccion de
nanoparticulas con los componentes sanguineos y asi conocer los riesgos al ser

administradas en un sistema biolégico.

1.2 Hemocompatibilidad de las nanoparticulas.

Las NP mas usados en la industria cosmética, ingenieria y actualmente comercializados
son las NP basadas en carbono, tales como: fullerenos y nanotubos de carbono, metal,
ceramica, las semiconductoras (puntos cuanticos), poliméricas y basadas en lipidos (Khan,

Saeed and Khan, 2017). Cada uno presenta propiedades fisicoquimicas unicas que los
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hacen indispensables dentro de sus campos de aplicacion. Los disefios innovadores de
este tipo de NP les confiere el potencial de ser utiles en el diagnéstico, prevencion y
tratamiento de enfermedades (Gobbo, Sjaastad, Radomski, Volkov and Prina-Mello, 2015;
Hajipour, Santoso, Rezaee, Aghaverdi, Mahmoudi and Perry, 2017; Sarmabh, et al., 2017).
Sin embargo, muy pocos son los nanomateriales que pueden llevarse al uso en humanos,
ya que poseen caracteristicas toxicas o imprevistas interacciones entre la superficie de la
NP vy las células del organismo. Es debido a estas interacciones que, se han sugerido
realizar pruebas de hemocompatibilidad que permitan determinar si estos nanomateriales

pueden causar efectos adversos (Szebeni and Haima, 2013).

Algunos componentes celulares de la sangre sirven como barrera y tienen una estructura
fisica y una maquinaria especifica que les permite realizar funciones cruciales en la
hemostasia de un organismo. A continuacion, se hablara de la importancia de evaluar la
interaccidon de nuestras NP con algunos de estos componentes sanguineos con base a su
cambio estructura, funcionamiento y los efectos que pueden provocar. Estos ensayos
pueden ayudar a conducir a la sintesis y disefio de novedosas NP biocompatibles y

hemocompatibles que permitan ser utilizadas con fines teragnosticos.

1.3 Las propiedades fisicoquimicas de las NP y su influencia en Ia

hemocompatibilidad.

La composicién quimica de la superficie de las NP, juegan un papel muy importante en
términos de hemocompatibilidad (Das, et al., 2017). Estas propiedades fisicoquimicas
como: carga superficial, geometria, porosidad y funcionalizacién superficial con polimeros
especificos o grupos funcionales pueden ser determinantes en la formacién de la corona
de proteinas e influenciar la captacion y potencial celular, asi como su nivel de toxicidad
(Zhang, et al.,, 2011). Se sabe que las NP cationicas al entrar al organismo, pueden
internalizarse eficientemente a través de la membrana celular debido a la carga negativa
de la superficie celular (Buzea, Pacheco and Robbie, 2007). Es asi como, los disefios mas

innovadores de NP son aquellas que tienen carga positiva; ya que, los convierte en el



FACULTAD DE FARMACIA — UAEM M.F. YANETH ANAHI RODRIGUEZ LOPEZ

vehiculo idea para la administracion de farmacos. No obstante, los estudios reportados
sobre NP con carga positiva han demostrado que son los que poseen un potencial mas
toxico en comparacion con los de carga negativa (Zhao, F.; Zhao, Liu, Chang, Chen and
Zhao, 2011). Lo anterior debido a que, las NP anidnicas tienen mayor dificultad debido a
las fuerzas repulsivas entre las dos superficies y por lo tanto, la captacién celular es
desfavorable (Greish, et al., 2012).

1.4 Interaccion de NP y proteinas plasmaticas.

A lo largo de los afios, las NP han logrado gran impacto y muestran una presencia cada
vez mayor en muchos disefios cientificos y desarrollos farmacéuticos. Pero tienen una serie
de desventajas, como los efectos citotéxicos previamente reportados, que pueden limitar
su uso en el entorno clinico-humano (Sanchez, Sobolev, 2010; Ingle, Duran, Rai, 2014).
Sin embargo, las NP tienen ventajas que las convierten en candidatos ideales para
aplicaciones biomédicas, como su capacidad intrinseca para ingresar al cuerpo humano a
través de la inhalacion, la piel y otras vias. Debido a sus ya mencionadas propiedades
fisicoquimicas hacen que potencialmente accedan a los érganos vitales a través del flujo
sanguineo (Verma, Stellacci, 2010). Aunque se ha recomendado tener detenida atencion
en la interaccion de NP con su microambiente, principalmente con otros nanomateriales y

biomoléculas dentro del organismo.

La adsorciéon de proteinas es un fenémeno que contribuye a la determinacién del destino
de las NP en el organismo, que depende en gran medida del patron de cada proteina (tipo
y cantidad de proteinas) adsorbidas en diferentes NP (Hadjidemetriou, Kostarelos, 2017,
Ke, Lin, Parak, Davis, Caruso, 2017). La corona de proteinas se compone principalmente
de proteinas con diferentes proteinas tales como, inmunoglobulina G, albimina sérica,
fibrinégeno y apolipoproteinas (Choi, Webster y Kim, 2015). Es decir, una vez que las NP
entran en el torrente sanguineo, comienza un proceso dinamico competitivo entre
biomoléculas y esto desencadena la formacién de la corona de proteinas o la adsorcién por

afinidad de proteinas en la superficie de las NP e inicia una interaccion NP-proteina.
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Las primeras proteinas en unirse a la superficie de las NP son aquellas que se encuentran
en alta concentracion y de baja afinidad y que gradualmente son reemplazadas por
proteinas de mayor afinidad, aunque con baja concentracién plasmatica; este proceso de
acuerdo con el efecto Vroman (ver figura 4) (Hirsh, Mckenzie, Nosworthy, Denman,
Sezerman and Bilek, 2013). Esta formacion de la corona de proteinas se clasifica en dura
y blanda segun la duracién de los intercambios o reemplazos de proteinas. La corona dura
es una capa unida de proteinas con alta afinidad y largo tiempo de intercambio. Las
proteinas de la corona dura conforman la capa més cercana a la superficie NP, por lo que
son susceptibles termodindmicamente a cambios conformacionales favorables
(irreversibles) dependiendo de la funcionalizacion quimica, hidrofobicidad o hidrofilia,

naturaleza del fluido biolégico proximal y la temperatura (Megido, Diez and Fuentes, 2018).

No obstante, la corona de proteinas suave o blanda es una capa de proteinas de baja
afinidad con un rapido intercambio en el tiempo. En este caso, la unidon de estas proteinas
a la superficie de las NP es méas débil con respecto a la corona de proteinas dura, aunque
esta corona dura tenga baja interaccién de biomoléculas (Liu, Rose, Plantevin, Auffan,
Bottero, Vidaud, 2013). Por lo tanto, la concentracién, tamafio, tipo de nanomaterial y las
propiedades de la superficie son factores que determinan las capas de biomoléculas y la

formacion de la corona de proteinas.
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NP en torrente sanguineo
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Figura 4. Nanoparticulas (NP) en interaccién con biomoléculas y la formacién de la corona de

proteinas. (Rodriguez-Fragoso, et al., 2018).

El tipo de nanomaterial influye en la interaccion con diferentes tipos de biomoléculas. Por
ejemplo, en un estudio con NP de 6xido de cerio (CeO) recubiertas con silica, sulfato de
bario (BaS0Oa4) y 6xido de zinc (ZnO) que se incubaron con fluido de revestimiento pulmonar
de rata (in vitro) se encontré que, la formacién de la corona de proteina en los cuatro tipos
de NP vario significativamente. Las cantidades de albumina, transferrina y a-1 antitripsina
fueron mayores en las coronas evaluadas de BaSO4 y ZnO que en las de los dos tipos de
NP de CeO:2 (Konduru, et al., 2017). Se han utilizado diferentes métodos y técnicas para
determinar las interacciones de las NP con proteinas en diferentes estudios in vitro e in vivo
(Del Pino, Pelaz, Zhang, Maffre, Nienhaus, Parak, 2014).

De acuerdo con esos estudios, la corona de proteinas se forma en un tiempo aproximado

de 0.5 min sobre la superficie de las NP. Lo que provoca un aumento considerado del

9



FACULTAD DE FARMACIA — UAEM M.F. YANETH ANAHI RODRIGUEZ LOPEZ

tamafo de las NP (Tenzer, et al., 2013). Por ejemplo, la adsorcién de albumina de suero
bovino (BSA) en las NP reduce su captacion celular por células monociticas y macrofagos
a través de la reduccion de la adhesion inespecifica de la NP y la membrana celular (Yan,
et al.,, 2013). Las técnicas que se describen habitualmente para la evaluacién de la
formacion de la corona de proteinas van desde el analisis protedmico (Liu, Rose, Plantevin,
Auffan, Bottero, Vidaud, 2013), centrifugacion, titulacion por calorimetria isotérmica,
espectrometria ultravioleta y visible (UV-visible), cromatografia liquida con espectrometria
de masas en tAndem (LC-MS / MS), cuantificacion y electroforesis en gel de poliacrilamida-
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) (Strojan, Leonardi, Bregar, Kriz, 2017).

1.5 Interaccién de NP y el sistema de coagulacion.

Las interacciones de las nanoparticulas con el sistema de coagulacidon sanguinea pueden
ser beneficiosas o adversas dependiendo del blanco terapéutico de un nanomaterial. Las
NP pueden disefiarse o funcionalizarse con factores iniciadores de la coagulacién para
tratar ciertos trastornos o para llevar farmacos anticoagulantes e intervenir en otras
patologias en las que la coagulacion es el problema. (llinskaya, Dobrovolskaia, 2013). El
impacto que pueden tener los hanomateriales en el sistema de coagulacién va desde el
contacto con los factores de coagulacion, en donde, la adsorcién/unién de estos factores
de coagulacién en la superficie de las NP puede desencadenar consecuencias como su
inactivacion o deficiencia en la activacién de la cascada de coagulacion. Como hemos
mencionado antes, uno de los efectos de la interaccién de NP con proteinas plasméticas
es la adsorcion y formacion de la “corona de proteinas” (Mayer, Vadon, Rinner, Novak,
Wintersteiger, Frohlich, 2009; Nel, Madler, Velegol, et al., 2009). Con base en esto,
podemos sugerir su relevancia al evaluar la interaccion “indeseable” entre las NP y el
sistema de coagulacion, porque la unién a proteinas puede alterar las propiedades
fisicoquimicas de las NP que, a su vez, determina la interaccion con proteinas involucradas
en la coagulacion de la sangre como por ejemplo, el fibrinbgeno y por lo tanto,

desencadenar alteraciones en los tiempos de coagulacién (Lundgqvist, Stigler, Elia, Lynch,

10
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Cedervall, Dawson, 2008; Aggarwal, Hall, McLeland, Dobrovolskaia, McNeil, 2009;Tenzer,
Docter, Rosfa, et al., 2011).

También, se sabe que, las NP de superficie anidnica interactian con el factor de
coagulacion Xll e inducen su autoactivacion (Sperling, Fischer, Maitz, Werner, 2009).
Asimismo, NP compuestas por poliestireno anionico causan la activacion de la coagulacion
intrinseca. Aunque, se destaca que este efecto es dependiente del tamafio de las NP, ya
gue este efecto es notorio en NP de tamafo de 220 nm, pero no en aquellas cuyo tamafo
no rebasa los 24 nm (Oslakovic, Cedervall, Linse, Dahlback, 2012). Aunque los
nanomateriales han demostrado un gran potencial en los controles de hemorragia, existe
una preocupacion creciente sobre la coagulopatia inducida por nanomateriales. En
diferentes estudios se ha informado que las NP aumentan significativamente el riesgo de
inducir coagulopatias e incluso causar complicaciones trombaticas (Brook, Rajagopalan,
Pope, et al., 2010; Baccarelli, Martinelli, Zanobetti, et al., 2008).

Por ejemplo, la administracion intravenosa (l.V.) de ciertos nanomateriales como
dendrimeros de poli catibnicos (amidoaminas) y dendrimeros amino terminales se han
relacionado con la inducciébn de coagulacién intravascular diseminada (Greish K,
Thiagarajan, Herd, et al., 2012; Nabeshi, Yoshikawa, Matsuyama, et al., 2012). Desde hace
varias décadas, el uso de nanomateriales en aplicaciones biomédicas ha estado en duda,
debido a la hemocompatiilidad de algunos nanomateriales. Otro ejemplo muy claro, es el
trastorno de la coagulacion como la trombosis venosa profunda que se caracteriza por la
formacién de coagulos en las venas y que se asocia al uso de nanotubos de carbono en la

ingenieria (Radomski, Jurasz, Alonso-Escolano, et al., 2005).

1.6 Estructura y funcion de los eritrocitos en la hemostasia y los efectos implicados

en la interaccion con nanoparticulas.

Ya hemos hablado de la interferencia de las nanoparticulas con la cascada de la

coagulacion, en esta revision exploraremos la hemocompatibilidad de las nanoparticulas
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desde un angulo celular. Se destacan las funciones mas importantes de tres componentes
celulares de la sangre, a saber, proteinas, eritrocitos y plaquetas, en la hemostasia. Debido
a que se consideran uno de los componentes con mayor abundancia en la sangre, los
eritrocitos contribuyen principalmente a la hemostasia y trastornos trombdéticos gracias a
sus propiedades reologicas (Du, Huskens, Maas, Al Dieri, De Groot and De Laat, 2013). La
hemorreologia hace referencia a la influencia del flujo sanguineo en la hemostasia que
depende en gran medida a los cambios en la viscosidad de la sangre y sus elementos de
plasma y células (Mehri, Mavriplis and Fenech, 2018).

Los eritrocitos son células sanguineas que continuamente estan expuestas a agresiones
durante su lapso de vida, lo cual resulta en constantes cambios bioquimicos y morfoldgicos.
La morfologia de los eritrocitos, tienen forma de disco bicdncavo, miden aproximadamente
8 um de diametro y unos 2 um de espesor en la zona mas ancha y puede variar en
diferentes especies (ver figuras 5 y 6). Los glébulos rojos tienen una estructura de
membrana altamente especializada y organizada, y el citosol est4 altamente enriquecido
con hemoglobina. La forma biconcava de los eritrocitos le permite su estabilidad en
condiciones normales, pero también puede sufrir alteraciones que hacen que se deforme
de manera extraordinaria, pudiendo pasar a través de capilares, vasos sanguineos (con
diametros de unos 3 um) mas pequefios que el propio tamafio del eritrocito. Esta estabilidad
en su estructura es gracias a la composicion principal de la membrana de los eritrocitos.
Tienen una concentracion de colesterol por encima del 30%, mas que las membranas
plasmaticas de las demas células del organismo. Esto hace a su membrana mas rigida y
mas hidr6foba (menos permeables). Con ellos son capaces de soportar las fuerzas

mecanicas en las grandes arterias.

Ademas, la membrana plasmética esta anclada a una trama de citoesqueleto de unos 100
pm de espesor que cubre toda la superficie interna de dicha membrana, y por ello es capaz
de responder y resistir a los cambios de forma. Los eritrocitos circulantes son responsables
del intercambio gaseoso en los tejidos, cuya importancia es vital. Pero esta no es la Unica

funcién que cumplen. Ademas de transportar hemoglobina, los eritrocitos participan en la
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cadena de sefales celulares y responden a condiciones fisiolégicas y en situaciones de

estrés.

)\ 2.5-3um
Q p— 4

vista lateral

- 7.5-8 um

vista superior

Figura 5. Morfologia del eritrocito.

Grosor minimo

0.81+0.35mm
Superficie
135+ 16 um’
7.82+0.62 mm
Didmetro

Figura 6. Membrana eritrocitaria. (Modificada de Fernandez-Tresguerres: Fisiologia humana,

4a. edicion. Mc. Graw-Hill.)
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La membrana eritrocitaria, es la primera entidad celular que entra en contacto directo
con las NP. Los estudios en células han demostrado que los nanomateriales pueden
alterar la integridad de su membrana, lo que conduce a efectos nocivos sobre la
viabilidad celular (Zhang, et al., 2012; Shinto, Fukasawa, Yoshisue, Tezuka and Orita,
2014; Chen and Bothun, 2014). Por lo tanto, es importante investigar los mecanismos
subyacentes por los cuales las nanoparticulas alteran la integridad de la membrana y
de qué manera las NP inducen dafio en la membrana con base en sus propiedades
fisicoquimicas o factores como el tiempo de exposicion. La estructura semi-oval y el
tamafio de los eritrocitos, depende principalmente de la estructura oxigenada o
desoxigenada de la hemoglobina (Hb), por lo cual estas células tienen membranas
con gran capacidad de deformacion. De hecho, muchas de estas alteraciones son
irreversibles y se utilizan en la préactica clinica para identificar algunas patologias
hematolégicas (Wintrobe, M. M, 2009).

Algunos estudios indican que los eritrocitos pueden verse afectados después de la
interaccidn y reaccionan al contacto con diversos agentes fisicos, biolégicos o con
objetos no biolégicos, y puede alterar su funcion. Pero el mecanismo que conduce a
esta interaccion y deformidad aun no esta clara (Venkatesan, Tumala, Subramanian
and Vellaichamy, 2016). Se ha reportado que nanoparticulas de quitosan cargadas
con siRNA-Npr3 y en nanoparticulas de apatita coloidal poseen una alta
hemocompatibilidad por lo que no causan dafio en eritrocitos, no modifican su

estructura o funcion. (Choimet, Hyoung-Mi, Jae-Min, Tourrette and Drouet, 2016).

Por otro lado, se demostrd que puntos cuanticos de grafeno a concentraciones de 5
mg/Kg, incrementaban la concentracion de eritrocitos y hemoglobina en ratas (Wang,
Gao, Gao, Wo, Wang and Shen G, 2013). En este estudio se demostré que, no solo
incrementaron las células periféricas, sino que células mononucleares de médula
0sea incrementaron su proliferaciéon cuando fueron expuestas a puntos cuanticos de

grafeno durante 72 horas de exposicion.

La razon por la cual los eritrocitos no presentan dafo inmediato a sustancias toxicas
es debido a que tienen un sistema de defensa antioxidante, que incluye antioxidantes

no-enzimaticos como el glutation y enzimas antioxidantes como la catalasa y
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peroxiredoxin-2 (Gonzalez, Auclair, Voisin, Gautero, Dhermy, and Boivin, 1984; Lee,
Kim, Yu, Kim, Park and Moon H, 2003). Estos hallazgos sugieren que los eritrocitos
pueden desempeniar un papel activo en la hemostasia normal o anormal en ciertas

condiciones en las que se produce perturbacién de la membrana celular.

La hemdlisis, es uno de los parametros importantes a evaluar sobre el efecto de los
nanomateriales al interactuar con eritrocitos (Krajewski, et al., 2013). Este, es un
indicativo de toxicidad causada por la interaccién de NP con eritrocitos. Sin embargo,
este efecto no es el Unico que puede ser causado por la interaccién de las NP con
eritrocitos como se describe en la evaluacion de NP magnéticas de Fes3Oas (Ran, et
al., 2015). En donde, concluyeron que NP de Fes3O4 a la concentracion de 25 pg/mi
causaron un dafio en eritrocitos en experimentos in vitro y en ensayos in vivo a dosis
de 12 mg/kg. Estas NP magnéticas de Fes3Os conducen a la apoptosis de los
eritrocitos o también denominada eriptosis (ver figura 7). Este ultimo fenémeno, no
induce a la hemodlisis aguda causando la liberacion de hemoglobina; sin embargo,
esté relacionada con procesos patolégicos en la membrana del eritrocito y por lo tanto

a pérdida de la funcionalidad.

La deformabilidad es el reflejo y la capacidad de los eritrocitos para cambiar su
geometria en respuesta a los cambios al transitar con el torrente sanguineo. De esta
manera, los eritrocitos resisten la tension en el flujo sanguineo y asi les permite
desplazarse a través de los vasos mas pequefios y asi asegurar el transporte 6ptimo
de oxigeno y nutrientes a todos los tejidos (Geekiyanage, Balanant, Sauret, Saha,
Flower, Lim and Gu, 2019). Los eritrocitos son tan flexibles que pueden adaptar su
forma en respuesta a factores y condiciones ambientales a los que sean sometidos,
esta capacidad unica de los eritrocitos tiene una influencia directa en la viscosidad de
la sangre (Kim, Lee and Shin, 2019). Ademas de que, un cambio en su forma se asocia
con un aumento en su potencial trombatico. Ya que los eritrocitos mas rigidos pueden
llegar a ocluir facilmente los microvasos y como consecuencia principal atenuar y
alterar el flujo sanguineo y facilitar la activacion plaquetaria (Kwaan and Samama,
2019).
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Figura 7. Efecto de la interaccidon de NP de Fe3O4 sobre los eritrocitos y el impacto sobre la
circulaciéon sanguinea (Ran, et al., 2015).

Es bien sabido que la interaccion de los nanomateriales con estas células produce
diversos efectos, segun el nanomaterial empleado. Se ha observado que algunos
nanomateriales son capaces de inducir hemolisis (destruccion inmediata de los
eritrocitos), dependiendo de la concentracién a la que sean expuestos (in vitro) (Kim,
Heo, and Shin, 2016). Uno de los factores que pueden influir para que un

nanomaterial no destruya al eritrocito es la presencia de tensoactivos (Thasneem,
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Sajeesh, Sharma, 2011) y tipo de recubrimiento del nanomaterial (Barshtein, Livshits,
Shvartsman, Shlomai, Yedgar and Arbell, 2016). Sin embargo, la hemdlisis no es la

Unica alteracion que se ha asociado con la interaccion nanomaterial/eritrocito.

1.7 Interaccion entre NP y eritrocitos: alteraciones y cambios morfolégicos de

los eritrocitos relacionados con la hemostasia.

Algunos estudios han demostrado la importancia del efecto de las interacciones
célula-NP ya que pueden alterar la membrana eritrocitaria (Gov, and Safran, 2005).
Estos cambios en los eritrocitos pueden causar una agregacion significativa de
eritrocitos con consecuencias perjudiciales en el organismo, aun cuando las NP
tengan poca actividad hemolitica. Los trabajos mas recientes sobre los efectos de la
interaccion de NP-células sanguineas, incluyen agregacion y cambios morfolégicos
de eritrocitos, ademas de ensayos de viabilidad celular y hemdlisis, para demostrar
la hemocompatibilidad. Asi es como se demostré en un estudio reciente en el que NP
poliméricas de 600 nm, NP de TiO2 de 15, 180 y 250 nm, NP de ZnO de 270 nm y
nanodiamantes de 100 nm causaron la formacion de agregados de diferentes formas
y tamafios irregulares. Estos resultados revelaron que los nanodiamantes causaron
el mayor niumero de agregados eritrocitarios a diferencia de las NP poliméricas que
no tuvieron influencia significativa en la interaccién con los eritrocitos. (Avsievich, et
al., 2019).

En otro estudio, se evalu6 el efecto hemolitico de puntos cuanticos de carbono, los
resultados mostraron que el nanomaterial era citocompatible, tras la exposicion
inmediata a estos, reportd que no hubo cambios significativos a la morfologia de la
superficie celular a través del analisis topografico en imagenes de AFM (Das, et al.,
2019). Los puntos cuanticos de carbono, no produjeron hemdlisis y agregacion
eritrocitaria de manera significativa. Por otro lado, en un estudio eritrocitos fueron
incubados con puntos cuanticos de acido carboxilico (CA), cloruro de
polidialildimetilamonio (PDDA) y polietilenglicol (PEG); a diferentes concentraciones

(2.5 a 320 nM) durante 4 horas. Los resultados demostraron que tanto los PC de CA
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como los PC de PEG tuvieron efecto hemolitico a las concentraciones que van de 2.5
a 320 nM. Mientras que, los PC de PDDA causaron hemdlisis de manera
concentracion dependiente (Liu, Li, Xia, Liu, and Xiao, 2015). Estos resultados
sugieren que este nanomaterial podria ser Gtil con fines de bioimagenes debido a su
minima citotoxicidad. En la literatura estos hallazgos son favorables ya que sugieren
gue este tipo de nanomateriales pueden ser utilizados en aplicaciones biomédicas
debido a que no alteran la morfologia y funcionalidad de los eritrocitos. Algunos
investigadores han evaluado el efecto de la interaccion de NP con la membrana
eritrocitaria y han sugerido que la morfologia de estas células sanguineas se ve
afectada y por lo tanto su funcion intrinseca en el transporte de oxigeno es deficiente
(Lin and Tsai, 2012).

Otro ejemplo sobre el efecto de las NP en eritrocitos es el realizado con PC de oro, NP
de oro pegilado y NP de mesosporos de silicio. En este estudio de hemocompatibilidad,
se expuso que los nanomateriales tuvieron efecto significativo sobre la membrana del
eritrocito ya que modificaron su flexibilidad y causaron cambios morfolégicos (Zhao,
Sun, Zhang, Trewyn, Slowing and Lin, 2011; He, Liu and Du, 2014; Kim, Nafiujjaman,
Nurunnabi, Lee and Park, 2016). Estos hallazgos sugieren que, al reducir la morfologia
de los eritrocitos, se afecta el flujo sanguineo y puede aumentar la acumulacion de
eritrocitos en el bazo. Esta acumulacion puede obstaculizar la actividad funcional
normal de este Organo vital, esta afectacion ya ha sido estudiada con NP de
mesosporos de silicio (Kim, Nafiujjaman, Nurunnabi, Lee and Park, 2016).

Se sabe gue los eritrocitos no son los Unicos contribuyentes al volumen sanguineo y
el principal determinante de la viscosidad de la sangre, pero también tienen distintas
propiedades que le dan a la sangre la capacidad de actuar como un fluido (Sriram,
Intaglietta and Tartakovsky, 2014). Es debido a estas propiedades que los eritrocitos
tienen la tendencia a descender por el centro del vaso sanguineo, empujando
plaguetas hacia la periferia, donde pueden interactuar facilmente con la vasculatura
para formar un tapon hemostatico (Walton, et al., 2017). Este fenomeno es

denominado como marginacion axial y permite tener influencia en la distribucion de
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plaguetas y NP a lo largo del torrente sanguineo y dentro de la vasculatura. Asi que,
el cambio estructural o dafio en los eritrocitos puede influenciar la viscosidad
sanguinea, lo que a su vez intensifica la colisiones entre plaquetas por lo que puede
aumentar el riesgo de formacion de trombos (Brass, Tomaiuolo, Welsh, Poventud-
Fuentes, Zhu, Diamond, and Stalker, 2019).

Las propiedades fisicoquimicas de las NP como la composicion, el tamafio y la forma
podrian tener una influencia significativa en las interacciones célula-NP y determinar
en gran medida los cambios morfolégicos, asi como otros efectos inducidos. Por lo
que, los efectos de las NP con alguno de los componentes de la sangre pueden
relacionarse entre si en mayor medida o no y tener implicaciones significativas para la
eficacia terapéutica de varios medicamentos a nanoescala que dependen en gran
medida de dicha marginacién para alcanzar sus blancos terapéuticos (Cooley, Sarode,

Hoore, Fedosov, Mitragotri and Gupta, 2018).

1.8 Interaccion de NP con plaquetas y su efecto relacionado en la funcion en la

hemostasia.

Las plaquetas tienen un papel fundamental en hemorragias al formar un tapon
hemostéatico después de una lesion vascular. Una disminucion en el nimero de
plaguetas podria causar riesgo en la formacion de codgulos necesarios en dafio
vascular (Broos, Feys, De Meyer, Vanhoorelbeke and Deckmyn, 2011). Las plaquetas
son pequefias células que se encuentran circulando en la sangre. Estas carecen de
nucleo con un tamafio aproximado de 3.6 a 0.7 pum.

En condiciones fisiol6gicas basales, las plaquetas circulan en sangre en un estado
inactivo y tienen en su superficie diferentes tipos de granulos (fundamentalmente
granulos densos, granulos a y lisosomas que, en estado activo, liberan diferentes
factores almacenados en ellos y que a su vez estimulan mas la actividad de la propia
plaqueta (Senzel, Gnatenko and Bahou, 2009; Yeaman, et al., 2010). Es decir, van a

facilitar su interaccion con otras plaguetas, con otras células o agentes extrafios de su
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entorno (Clemetson, 2012). Una vez que se activan, llegan a formar un tapén
hemostético y causar dafio endotelial adhiriéendose a la pared vascular, causando a su
vez la activacion de la cascada de coagulacion (Broos, Feys, De Meyer,
Vanhoorelbeke, Deckmyn, 2011). No obstante, los mecanismos por los cuales las
plaguetas regulan la hemostasia no estan claros, aunque se reconoce su participacion
en la inmunidad innata, inflamacion vascular, combate de infecciones, regulacion en

desarrollo de tumores y la angiogénesis (Holinstat, 2017; Mancuso, 2017).

Las plaquetas se encuentran circulando en torrente sanguineo y la interaccion con las
NP puede causar distintos efectos que pueden interferir en la hemostasia primaria.
Cuando esto sucede, las plaquetas pasan por tres etapas criticas, tales como, la
adhesidn, activacion y agregacion. La adhesién es un proceso que se da de manera
inmediata una vez que hay lesion vascular y conlleva la desaceleracion de las
plaguetas que se mueven rapidamente para permitir la adherencia a la pared vascular
(Bergmeier and Stefanini, 2018). Por ejemplo, las NP de silice que han sido
ampliamente utilizados en nanomedicina, nanofarmacia y nanodiagnostico, no
obstante, en recientes estudios se ha demostrado que tienen efectos adversos al
causar alteraciones en la hemostasia vascular (Corbalan, Medina, Jacoby, Malinski
and Radomski, 2012). Estas evaluaciones sobre la hemocompatibilidad de las NP de
silice han limitado su uso como candidatos ideales para aplicaciones biomédicas.
También se sabe que, estas NP de silice tienen efecto sobre la adhesion de las
plaguetas, es decir, mejoraron la interaccion plagueta-célula endotelial a través del
aumento de la expresion de PECAM-1 (molécula de adhesion en la superficie de las
células) (Saikia, Mohammadpour, Yazdimamaghani, Northrup, Hlady and Ghandehari,
2018).

Las plaquetas contienen en su superficie tres tipos de granulos de almacenamiento:
los granulos densos, los granulos a y los lisosomas. De los granulos densos se liberan
difosfato de adenosina (ADP), trifosfato de adenosina (ATP), fosfato inorganico,
polifosfatos, serotonina y calcio, entre otros. El ADP, es esencial como cofactor de la

agregacion plaquetaria y actia mediante su interaccion con receptores especificos
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localizados en la superficie plaquetaria (Wang, Andrews, Yang, Lang, Jin, Cameron-
Vendrig, Zhu, Reheman and Ni, 2013). El calcio liberado de los granulos plaquetarios
es necesario para la formacion de fibrina (Kahner, Shankar, Murugappan, Prasad and
Kunapuli, 2006; Angiolillo, Ferreiro, 2010).

Finalmente, la serotonina actia como vasoconstrictor e interviene en la activacion de
las propias plaguetas. El mecanismo por el cual se forma un trombo plaquetario puede
darse mediante la activacion y adhesion firme de la plaqueta a la pared del vaso. Eso
provoca que a esas plaquetas ya adheridas se agregue un nimero mayor de estas y
comience el crecimiento del trombo. La proteina GPIba actua en la fase inicial de
frenado de las plaquetas sobre la pared vascular. La GPlba se expresa de forma
constitutiva en la superficie de la plaqueta e inicia el proceso de adhesion plaguetario
uniéndose al fibrindgeno y al factor von Willebrand (FVW) (Zaidi and Green, 2019).

Las plaquetas al activarse sufren cambios conformacionales y adoptan una forma semi
esférica con prolongaciones prominentes que conducen a un aumento del ligando y la
secrecion de factores procoagulantes contenidos en sus granulos (ver figura 8). Una
vez que las plaquetas se han activado, los cambios en su morfologia permiten que la
integrina GPIIb/llla se una a varios ligandos (fibrindbgeno, tromboxano A2) y provocan
gue otras plaquetas que se encuentren circulando comiencen a agregarse entre ellas
y formen un tapdén plaquetario en el sitio de lesién. Mientras esta interaccion entre el
receptor de glicoproteina y las proteinas circulantes es mas eficiente, permitira que el

agregado plaquetario sea estable y controlado (Austin, 2017; Zaidi and Green, 2019).
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Figura 8. Principales proteinas de adhesién que en la plagueta participan en el proceso de
activacion plaquetaria. ADP: difosfato de adenosina; ATP: trifosfato de adenosina; FvW: factor
de von Willebrand; GP: glicoproteina; TxA2: tromboxano A2; 5-HT: serotonina; Ca**: Calcio; ON:
oxido nitrico.

En la membrana de las plaquetas hay grupos sialicos ionizables que le confieren carga
negativa, esta carga puede ser neutralizada si el nanomaterial tiene carga positiva
neta. Por lo tanto, si un nanomaterial es catiénico puede facilitar la interaccién entre
plaguetas y causar la formacion del agregado plaquetario (Radomska, Leszczyszyn
and Radomski, 2016). De hecho, se ha descubierto que los polipéptidos cationicos
aumentan la agregacién plaquetaria. Sin embargo, no todos los nanomateriales

conducen a la agregacién plaguetaria, ya que diferentes nanosistemas pueden
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interactuar a través de cargas electrostaticas y dar como resultado un efecto diferente

(Radomski, Jurasz, Alonso-Escolano, Drews, Morandi, Malinski and Radomski, 2005).

1.9 El efecto de la interaccion entre NP y macréfagos en la captacion celular y

fagocitosis.

Los macréfagos (Més), son células mononucleares fagociticas que se originan a partir
de monocitos que se encuentran circulando en sangre y se diferencian. En presencia
de un estimulo, los M¢s son capaces de proliferar (Mantovani & Sozzani, et al., 2002).
Bajo un estimulo, los M¢s son substancialmente heterogéneos, lo que probablemente
refleja el grado de especializacion requerido dentro del ambiente tisular en el que se
encuentren. Dicha heterogeneidad se ve reflejada en su morfologia, el tipo de
patdgenos que pueden reconocer, asi como el nivel de citocinas inflamatorias que
producen (ej. IL-1, IL-6, factor de necrosis tumoral alfa) (Frantz & Vincent, et. al., 2005).
Ademas, los macréfagos producen especies reactivas de oxigeno, como el éxido
nitrico, que permite la destruccion de las bacterias fagocitadas. Los macréfagos
pueden migrar y circular entre casi todos los tejidos, buscando la presencia de

patégenos y eliminando células muertas.

Los M¢s responden a varios estimulos, por lo que esta interaccion NPs-M¢s, no pasa
desapercibida, ya que los M$s son componentes esenciales y efectores cruciales de
la inmunidad innata en las respuestas primarias a los patégenos (Paola Italiani & Diana
Boraschi, 2014; Egners, Erdem & Cramer, 2016). También, los M¢s cumplen funciones
importantes en la eliminacion de particulas y las reacciones inflamatorias (Rabolli,
Lison & Huaux, 2016) y, por lo tanto, participan en la homeostasis y la regeneracion
de tejidos (Kaur, Raggatt, Batoon, Hume, Levesque & Pettit, 2016). Una vez activados,
los macrofagos inducen una variedad de efectos biolégicos, como la mediacion de las
respuestas inflamatorias in vivo y la respuesta inmune especifica, a través del
procesamiento y presentacion antigénicos, la expresion de moléculas coestimulatorias

y la produccion de citocinas. (Patel, Rajasingh, Samanta, Cao, Dawn & Rajasingh,
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2016; Murray, P.J., et al., 2017). Los Mé¢s son células especializadas que de forma
basal se encuentran en disposicion de realizar una serie de funciones tales como
deteccion, fagocitosis y destruccion de bacterias y otros agentes extrafios al
organismo. Aungue muchas de sus funciones pueden realizarse con mayor eficiencia

una vez activados (Mosser, & Edwards, 2008).

En un estudio en el que los M¢s RAW 264.7 fueron tratados con PC de CdSe/ZnS
(9.79 nm) a concentraciones de 0, 10, 50 and 100 pg/mL por 4 horas de tiempo de
exposicion. Los resultados del ensayo Cell Counting Kit-8 (CCK — 8) demostraron que
los puntos cuanticos de CdSe/ZnS a la concentracion de 50 pg/mL causaron
proliferacion celular de M¢s RAW 264.7 de manera significativa con respecto al grupo
sin tratamiento. Sin embargo, este aumento de la proliferacion no fue diferente de los
macrofagos tratados con puntos cuanticos a la concentracion de 100 ug/mL. Estos
resultados indicaron que los puntos cuanticos tienen la capacidad de aumentar la
proliferacion de macréfagos independiente de la concentracion (Li, Zhang, Hao, He,
Shen, & Lu, 2018).

24



FACULTAD DE FARMACIA — UAEM M.F. YANETH ANAHI RODRIGUEZ LOPEZ

2. Antecedentes

La Facultad de Farmacia de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos (UAEM)
en colaboracion con el Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados (CINVESTAV)
del Instituto Politécnico Nacional (IPN), se han dado a la tarea de sintetizar una serie
de nanomateriales y a realizar su evaluacion biolégica. Uno de ellos es la preparacion
de nanoparticulas semiconductoras de sulfuro de cadmio cubiertas con dextrina (CdS-
Dex), las cuales pertenecen a la clasificacion de nanoparticulas semiconductoras (NP)
0 puntos cuanticos (PC), que tienen amplia utilidad en las areas biomédicas. Las NP
de CdS-Dex son nanomateriales inorganicos de tamafio nanomeétrico (3 nm), que
tienen notables propiedades Opticas y electrénicas; por lo que, exhiben distintas
ventajas sobre los biomarcadores fluorescentes tradicionales Estas han sido
caracterizadas y evaluadas en estudios in vitro e in vivo; en donde se demostré que

son menos citotdéxicas en comparacion con otros nanomateriales. (ver figura 9).
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Figura 9. Imégenes de la caracterizacion de NP de CdS-dextrina. a. Difraccion de rayos X de NP
de CdS-dex. b.imagenes de HRTEM de NP de CdS-Dex. c.Distribucién de tamafio de NP de CdS-
Dex. d. Distribucion de tamafio por UV-visible NPs de CdS-Dex. e. Espectro de fotoluminiscencia
atemperatura ambiente NP de CdS-Dex. (Reyes-Esparza et. al., 2015).
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Presentan la ventaja de que pueden ser detectadas por su emision de fluorescencia
en verde, por lo que se pueden visualizar imagenes de células y tejidos. Se ha
mostardo que al ingresar a las células, pueden localizarse en varios compartimentos
subcelulares, como el citoplasma, nucleo y nucléolos. Asi mismo también se ha
observado que logran distribuirse en todos los 6rganos estudiados (cerebro, corazén,
higado, rifidn, intestino, estbmago, bazo, pulmdn y testiculo) y logran penetrar barreras

fisiologicas (ver figura 10).

CONTROL 0,1 pug/mL 10 pg/mL

(xo01)
NOIJISOd¥3dNS VION3D$3¥0N1d 318ISIA

(x002)
NOIDISOd¥3dNS

Figura 10. Visualizacién microscépica de la fluorescencia en células endoteliales (HUVEC)
tratadas con NP de CdS-Dex. Las células se incubaron durante 24 h con NP de CdS-Dex (0.001,
0,01, 0,1, 1y 10 ug/mL). Imagenes de fluorescencia (verde) muestran la captacion celular de NPs
en el citoplasma y nucleo de las células HUVEC. Barra de escala de 20 pm.
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Auln asi, no causan dafio morfoldgico en tejidos ni afectan las funciones hepaticas y
renales en ratas Wistar hembras y machos administrados por via intraperitoneal (I.P.)
(Reyes-Esparza et al.,, 2015), por lo que se consideran biocompatibles con el
organismo. En este estudio los resultados demostraron que las NP de CdS-Dex son
citotoxicos solo a altas concentraciones (> 2 ug/mL) en células hepaticas (HepG2) y
renales (HEK293) (ver figura 11), pero en bajas concentraciones (<1 ug/mL), no son
toxicos en las células HepG2 o células de cancer cérvico uterino (HeLa). También, se
mostré que solo indujeron la muerte celular por apoptosis en células HEK293 a
concentraciones de 1 pg/mL (ver figura12).
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Figura 11. Efecto de las NP de CdS-Dex sobre la viabilidad celular de lineas celulares humanas.
A. Efecto de las NPs de CdS-Dex sobre la viabilidad celular en células HepG2, HEK293 y HelLa.
Tiempo de exposicion 24 h. Los resultados se expresan como el porcentaje de viabilidad celular
en comparacion con el grupo de control. Los datos se presentan como la media = DE de al menos

tres experimentos independientes. *p <0,05 en comparacion con el grupo de control. (Reyes-
Esparza et. al., 2015)

Se sabe que fueron internalizadas por células, esto con base en los resultados in vitro

en donde se mostro que las células absorbieron eficientemente las NP de CdS-Dex

27



FACULTAD DE FARMACIA — UAEM M.F. YANETH ANAHI RODRIGUEZ LOPEZ

observadas en el citoplasma de células HelLa (ver figura 13). Aunque en el caso de

células HEK293, era mas abundante y se encontraban en el ndcleo.

HEK293

Necrosis

Figura 12. Ensayo de muerte celular inducida por NP de CdS-Dex en lineas celulares humanas.
Tratamiento a concentraciones (0,01 y 1 pg/mL) durante 24 horas. Tincién de naranja de
acridina/Bromuro de etidio. Se analizaron mediante microscopia de fluorescencia (x 100). Control
de apoptosis: células expuestas a 1 ul/mL de H»O- al 30% durante 2 h; Control necrosis: células
expuestas a 100°C durante 5 min; y las células no tratadas se utilizaron como control negativo.
Estos son resultados representativos de al menos tres experimentos independientes (n= 3).

(Reyes-Esparza et. al., 2015)
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Figura 13. Visualizacién microscopica de la fluorescencia en lineas celulares tratadas con NP de
CdS-Dex. Las células se incubaron durante 24 h con NP de CdS-Dex (0.01 y 1 pg/mL). Imagenes
de fluorescencia (verde) muestran la captacién celular de NP en el citoplasma de las células
HepG2 y Hela, y en el nlcleo de las células HEK293. Barra de escala de 20 ym. Para medir la
captacion celular de NP de CdS-Dex se analizaron usando el software Image-Pro Insight 9. Los
datos se presentan como la media + DE de al menos tres experimentos independientes. * p <0,05

en comparacion con el grupo de control. #p <0.05 en comparacion con 0.01 pg/mL. (Reyes-
Esparza et. al., 2015)

En ensayos in vivo, los animales tratados con 100 ug/kg de NP de CdS-Dex y que se
sacrificaron a diferentes tiempos (3, 7 y 18 h), se observo que se distribuyeron de
manera homogénea en los 6rganos. Tal como se muestra en la imagen (figura 14) en
la que se detect6 una intensa fluorescencia en pulmén y rifién, con una moderada
fluorescencia detectada en higado, bazo y cerebro.
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Spleen Kidney Liver Lung

Brain

Figura 14. Imagenes microscopicas de fluorescencia que muestran la distribucion y localizacion
de NP de CdS-Dex en secciones de tejido de ratas después de 3, 7y 18 h administradas via I.P.
Las imagenes pertenecen a pulman, higado, rifién, bazo y cerebro y tienen un aumento de 10X.
La fluorescencia (verde) NP de CdS-Dex en los tejidos mostrd su distribucién y localizacion. La
columna de la derecha muestra los tejidos después de 18 h de administracion; los tejidos se
tifieron con hematoxilinay eosina (aumento x 10). La columna de laizquierda muestralos tejidos
del grupo de control observados bajo microscopiade fluorescencia. (Reyes-Esparzaet. al., 2015)

La biocompatibilidad y toxicidad NP de CdS-Dex en animales tratados con una dosis
diaria con 100 pg/kg durante 1 semana mostré que el nivel mas alto de fluorescencia
se observo en rifion, higado y cerebro. Sin embargo, se detecté menor fluorescencia
en pulmon y bazo, con presencia evidente de fluorescencia en los testiculos. Estos
analisis histopatologicos y bioquimicos sugirieron que las NP de CdS-Dex no fueron

toxicos para los animales tratados (ver figura 15).
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a b c
Control

Figura 15. Im4genes de andlisis microscépico de fluorescencia que muestran la distribucién y
localizacion de NP de CdS-Dex en diferentes tejidos de ratas tratadas durante 7 dias. Las
imagenes pertenecen a pulmén, rifién, higado, bazo, cerebro y testiculos (con un aumento de x
10). a. Tejidos del grupo de control observados bajo microscopia de fluorescencia. b La
distribucion y localizacién de NP de CdS-Dex en tejidos (verde fluorescente). ¢ Secciones
histolégicas de tejidos después de 7 dias de administracion de NP; teflidos con hematoxilina 'y
eosina (aumento x 10). (Reyes-Esparza et. al., 2015)

En animales experimentales, se ha demostrado que pueden atravesar barreras
bioldgicas, tienen un suministro importante de tejido y pueden permanecer en los
tejidos durante periodos prolongados de tiempo después de una sola administracion
(Gomez-Cansino, Reyes-Esparza, Rodriguez-Fragoso, Gonzalez de la Cruz and
Rodriguez-Fragoso, 2017).
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Por ejemplo, en un estudio realizado por nuestro grupo de investigacion en el que se
utilizaron ratas Wistar (macho) administradas con una dosis diaria via I.P. de
nanoparticulas de CdS-Dextrina (100 ug/kg) durante 30, 60 y 90 dias., mostré que el
efecto de la administracion subaguda y cronica de NP CdS-Dextrina en
subpoblaciones CD4/CD8 de timocitos, las NP de CdS-Dex causaron una reduccion
significativa de los timocitos CD4+ en hasta un 17 % y de CD8+ en un 13.7 % a los 90
y 60 dias, respectivamente (ver figura 16). También se observé que a los 60 dias de
tratamiento hubo un aumento en las células derivadas del bazo CD4+. Sin embargo,
aumentaron subpoblaciones de CD4+ (28%), CD8 + (25%) y CD3 + (27%) a los 60
dias de tratamiento. No obstante, a 90 dias, hubo una disminucion considerable en
CD4+, CD8+ en mas del 40%.
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Figura 16. Analisis del efecto de las nanoparticulas de CdS-Dextrina en subconjuntos CD4/CD8
de timocitos. Dosis de 100 pg/kg) administradas por via I.P. durante 30, 60 y 90 dias. Los
resultados se representan como media + D.E. n=4, *datos significativamente diferentes del grupo
de control (p <0.05). (Gomez-Cansino, Reyes-Esparza, Rodriguez-Fragoso, Gonzélez de la Cruz
and Rodriguez-Fragoso, 2017)
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Otro hallazgo sobre el estudio de biocompatibilidad de nuestras NP de CdS-Dex, es
gue se distribuyeron en el tejido de timo y bazo. Aunque la intensidad de fluorescencia
en el tejido del timo al principio del tratamiento fue minima comparada con la intensidad
observada a los 60 dias de tratamiento y a 90 dias casi fue insignificante (ver figura
17).

CdS-Dextrin nanoparticles
CONTROL HBE Fluorescence

...... ~

Figura 17. Analisis microscdépico y de nanoparticulas de CdS-Dextrina en el timo de ratas. Dosis
de tratamiento de 100 pg/kg de NP de CdS-Dextrina administradas por viai.p. durante 30, 60y 90
dias. (Gbmez-Cansino, Reyes-Esparza, Rodriguez-Fragoso, Gonzalez de la Cruz and Rodriguez-
Fragoso, 2017)

Cabe destacar que, en el bazo se observd un aumento dependiente del tiempo en la
cantidad de fluorescencia inducida por nanoparticulas de CdS-Dextrina. (ver Figura
18). La cantidad de fluorescencia que se observo en el bazo fue mucho mayor que en

el timo a los 60 dias, hasta casi 300 veces mas.
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Figura 18. Andlisis microscépico y cuantitativo de NP de CdS-Dextrina en el bazo de ratas. Dosis
de 100 pyg/kg de nanoparticulas de CdS-Dextrina administradas por via i.p. durante 30, 60 y 90
dias; la intensidad de la fluorescencia es evidente en la pulpa roja. La tincion H&E muestra el
aspecto morfolégico del bazo después de la exposicién a hanoparticulas (aumento de 10X). Wp
(pulpa blanca), Rp (pulparoja), Mz (zona marginal). (Gémez-Cansino, Reyes-Esparza, Rodriguez-
Fragoso, Gonzélez de la Cruz and Rodriguez-Fragoso, 2017)

También se ha evaluado la disposicion y eliminacibn de NP de CdS-Dex, se
administraron dosis Unicas (I.P.). En este estudio, se realiz6 un perfil de concentracion-
tiempo a través de la medicion de la intensidad de fluorescencia (UA) en higado, rifion,
corazéon, pulmoén, bazo, timo, musculo, cerebro y testiculos analizado por

espectrofotometria (ver figura 19).
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Figura 19. Perfiles de tiempo-concentracién de dosis Unicade NP de CdS-Dex en tejidos en ratas.
Anélisis de distribucion durante un periodo de 90 dias después de la administracién de dosis
Unica (I.P.). ( ) Bazo, (-----) timo, (=) rifién, (=——) corazén, (-——=) cerebro, (——) testiculo,
(=) pulmén, (==—=) musculo. (Gonzalez de la cruz, et.al., 2019)

Se obtuvieron parametros farmacocinéticos de la concentraciéon de NP de CdS-Dex en
tejidos. Después de la administracién de dosis Unica en ratas, las NP de CdS-Dex
logran distribuirse rapidamente con una Cmax que se produjo en las primeras 72 horas
en todos los tejidos analizados. Asi como el tiempo de eliminacién media (t), fue de
menos de 12 dias en rifidn, bazo, pulmdn y cerebro. Sin embargo, pasaron mas de 40
dias en musculo, higado y testiculo con un t» de residencia superior a 50 dias (ver
tabla 1). En esta tabla observamos los parametros farmacocinéticos obtenidos
después de la administracion de dosis Unica. La concentracion maxima (Cmax) de NP
en los tejidos fue principalmente entre las 24-48 h, aunque permanecio en el musculo
hasta 150 h. Como podemos observar, la Cmax fue mas intensa en el higado (65.739
AU), alcanzando la Tmax el dia 3 (72 h).
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Tabla 1: Parametros farmacocinéticos después de la administracion de dosis
Unica de NP de CdS-Dex. (Gonzalez de la cruz, et.al., 2019)

Tissue C,,. (AU) T, (h) AUC , (AU *h) MRT (d) T, (d) K, (h™")
Liver 65 739:1621 72 26 484 05874650 6918 4816 0.0006:0.00008
Kidney 6018+1257 24 519 582+8348 9.319 6.41£0.8 0.0045+0.0009
Heart 36794552 72 3 637 75045 823 16.0+7 11.143 0.002610.0007
Lung 73392070 48 3794 373172859 14.816 10.31:4 0.002810.0006
Spleen 4386468 48 1 147 335493 856 10.4:7 7.04+2 0.00410.0009
Brain 65611427 24 1 487 975:69784 8.5:4 5.9:0.8 0.0049:0.0005
Testis 16 810£5426 48 11 677 942179 385 83.3:3 58£12 0.0005+0.00001
Muscle 25151896 150 1 582 380+99 563 5918 41.3+17 0.0007:0.00002

Each value represents the average#SD, n=5

Ademas, se analizaron cortes histolégicos por microscopia UV visible y microscopio
de epifluorescencia en muestras tefiidas y no tefidas, respectivamente; las
microfotografias fueron tomadas durante el tiempo méaximo de fluorescencia (tmax) y a
los 90 dias. Las NP de CdS-Dex se observaron debido a su emision de fluorescencia
(color verde) como se ha visto en estudios previos. Esta intensidad de fluorescencia
vario dependiendo del tejido analizado (ver figura 20). No hubo cambios estructurales
en los tejidos; sin embargo, el analisis histopatoldgico revelé alteraciones morfolégicas
en los testiculos debido a la presencia de NP. Los cambios observados en los
testiculos, se caracterizaron por una reduccion de células de Leydig, cambios en el

tejido intersticial y conductos seminiferos.
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Figura 20. Imagenes de distribucidon y localizacién de NP de CdS-Dex en tejidos de rata.
Tratamiento de dosis unica de 100 pg/Kg. Emisién de fluorescencia por presencia de NPs (color
verde). Estas imagenes corresponden atejidos de: A. higado, B. rifién, C. corazén, D. pulmén, E.
cerebro y F. testiculo; obtenidos en el momento de la concentracién maxima (Tmax) Y a los 90
dias. Todos los tejidos se tifieron con Hy E. Aumento 20X. (Gonzalez de la cruz, et.al., 2019).

En el analisis bioquimico se demostro que las NP de CdS-Dex son capaces de inducir
cambios, tales como, alteraciones en glucosa, triglicéridos (TG) y fosfatasa alcalina
(ALP) a partir del primer dia y continuaron durante los 90 dias posteriores a la
administracion. Es decir, se observaron cambios desde la primera hora hasta los 45
dias. Sin embargo, las variaciones observadas a lo largo de los 90 dias del estudio,
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solo la glucosa, TG y ALP fueron relevantes. Aunque la glucosa y la ALP alcanzaron
valores normales al final del estudio. Los niveles de TG, por otro lado, se mantuvieron
altos hasta los 90 dias. También, se encontraron ligeros cambios en AST, ALT y urea.
No obstante, no se observaron cambios en colesterol, acido urico y creatinina (ver
figura 21).

Otra de las evaluaciones fue por microscopia de epifluorescencia en donde se
observaron muestras de cortes histoldgicos obtenidos de ratas tratadas diariamente
durante 30, 60 y 90 dias. En todos los dias se observé una distribuciéon homogénea de
NP en todos los tejidos analizados. La intensidad de la fluorescencia aumentaba con
respecto al tiempo de tratamiento (ver figura 22).
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Figura 21. Curva de parametros bioquimicos después de administracién de dosis Unica de NP
de CdS-Dex (I.P.). Dosis: 100 pg/Kg de NP de CdS-Dex. Cada punto representa la media + DE de

5 animales. (=) Glucosa, (...) Triglicéridos, (=—-—) colesterol, (---) AP, (—) AST, (—==), urea.
(Gonzalez de la cruz, et.al., 2019)
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Figura 22. Imagenes para analisis de distribucién y localizacién de NP de CdS-Dex en cortes de
tejido de rata. Tratamiento diario con una dosis de 100 ug/Kg durante 30, 60 y 90 dias. Ampliacién
20X. (A) Higado, (B) rifion, (C) pulmén, (D) cerebro, (E) testiculo. (Gonzalez de la Cruz, et.al., 2019).

A pesar de la distribucion evidente de las NP de CdS-Dex en los tejidos. Las muestras
de cortes representativos de tejido de higado, rifidn y cerebro (tefiido con H'y E), no

mostraron alteraciones morfoldgicas, y en apariencia son similares al grupo control.
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Sin embargo, destacaron que en el caso de cierta secciéon del pulmén se demostro la
presencia de una inflamacion después de 90 dias de tratamiento. Por otra parte, en el
testiculo fue notoria la atrofia y cambios degenerativos causados por las NP de CdS-

Dex (ver figura 23).

Control

Figura 23. Cortes histolégicos de tejidos de ratas tratadas diariamente con NP de CdS-Dex
durante 30, 60 y 90 dias. Evidencia de proceso inflamatorio crénico en los pulmones después de
90 dias de tratamiento (flechas negras). Atrofia y alteraciones degenerativas en los testiculos
(flechas azules). Tincién con H y E. Magnification 20X. (A)Higado, (B) rifién, (C) pulmén, (D)
cerebro, (E) testiculo. (Gonzalez de la Cruz, et.al., 2019).
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A pesar de estos hallazgos, no se encontraron alteraciones en los parametros
bioquimicos (Tabla 2) de ratas tratadas diariamente con NP de CdS-Dex a 30 dias de
tratamiento. Sin embargo, a los 60 dias las NP causaron niveles elevados de AP (73%)
y urea (41%). Aunque, los niveles de urea permanecieron elevados soélo en un 28%,
después de 90 dias de tratamiento. De manera interesante, no se observaron cambios
en niveles de colesterol o creatinina durante todo el tiempo de tratamiento (90 dias).
(Gonzalez de la Cruz, et.al., 2019).

Tabla 2. Efecto de las NP de CdS-Dex sobre parametros bioquimicos en ratas
tratadas diariamente durante 30, 60 y 90 dias (n = 6).

Parameter Control 30 days 60 days 90 days
Glucose 140.2+19.4 120.5+36.1 152.0+43.3 159.9+19.4
Triglycerides 60.8+13.7 112.3451.7 122.4134.4 187.0+£15.5
Cholesterol 54.9+8.9 59.4+12.9 58.7+3.3 64.9+10.3
ALT 54.318.6 54.5+8.9 74.9+25 57.5£9.7
AST 160.2+26 168.3+20.1 146.5+40.9 176.1£29.0
AP 121.6+33.7 156.9+13 210+31.4'% 113.8+23.8
Urea 39.6x8.4 35.816.6 55.9+8.3% 50.8+2.0%
Creatinine 0.6x0.1 0.50.1 0.4:0.1 0.7+0.04
Uric Acid 5.2+1.8 5.6+1.7 10.645.4 10.5£3.4

Each value represents the mean+5D. *P<0.05 compared with control group; *p<0.05 compared with 30 d group; **p<0.05 compared with
60 d group; and &p<0.05 compared with 90 d group

Con estos resultados tenemos clara evidencia de que las NP de CdS-Dex son
biocompatibles, pero que producen toxicidad selectiva después un largo periodo de
tratamiento e interactian con los érganos e incluso llegan hasta los compartimentos
celulares. Asi también que son capaces de modificar las poblaciones celulares y actuar
como moduladores del sistema inmunolégico. Estas NP han demostrado en diversos
estudios que tienen el potencial de ser utilizados con propésitos teragndsticos. Sin
embargo, y a pesar de que las nanoparticulas han demostrado tener toxicidad
selectiva, se necesita mas investigacion para garantizar que nuestras NP puedan

aplicarse de forma segura y eficaz en nanomedicina. Asi que, estos hallazgos
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farmacoldgicos y toxicoldgicos, nos indicaron que podria haber efectos secundarios

después de administrar las NP.
¢, Dependeria del tiempo, de la concentracién o tipo de interaccion?
Es esta la interrogante a responder, necesitamos evaluar el comportamiento biologico

al interactuar con componentes sanguineos. Ya que las NP al ser administradas por

via intravenosa (I.V.) tendran contacto con componentes de la sangre.
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3. Justificacion

Las NP prometen ser una herramienta esencial en nanomedicina sin embargo, entre
los principales desafios es su biocompatibilidad. Algunos autores refieren que la
caracterizacion de las NP solas o conjugadas es de gran importancia, ya que permitira
ademas de conocer su tamafio y composicion, la prediccion y/o evaluacién de los
efectos tras la interaccidon con el organismo. Pues sugieren que un nanomaterial es lo
suficientemente pequefio para entrar a una célula; independientemente de la via de
exposicion que se haya tenido. Ademas de desencadenar algun efecto debido a la

interaccién con un sistema orgéanico.

La administracion sistémica de NP, ha sido ampliamente reportado como una
alternativa prometedora para la administracion de medicamentos de manera
especifica. Estos ultimos afios, nuestro grupo de investigacion en el laboratorio 6 de
Farmacologia, toxicologia e inmunomoduladores de la Facultad de Farmacia-UAEM y
en colaboracién con el departamento de FiSICA del CINVESTAV, nos hemos dado a
la tarea de disefiar nanomateriales con la intencion de que sean utiles con fines de
diagndstico, tratamiento y prevencion de enfermedades. Nuestras NP de CdS-Dex han
demostrado ser candidatas ideales debido a sus propiedades fisicoquimicas y 6pticas
con capacidades nanoteragnosticas. Ademas, han sido caracterizadas y evaluadas en
estudios in vitro e in vivo, en donde se demostré que se distribuyen en todos los
organos (cerebro, corazon, higado, rifién, intestino, estbmago, bazo, pulmén y
testiculo) y logran penetrar barreras fisiolégicas. Asi mismo, no causan dafio
morfolégico en tejidos ni afecta las funciones hepaticas y renales en ratas Wistar
hembras y machos administrados via intraperitoneal (I.P.) cuando se han administrado
en dosis multiples por periodos de tiempo corto y prolongado. Ademas, un estudio
farmacocinético ha mostrado que se distribuyen en forma diferente en los diversos
tejidos y su tiempo de residencia es diferente, sin producir efectos téxicos, por lo que

se consideran biocompatibles con el organismo.

La via de administracion intravenosa (I.V.), permite la entrega de medicamentos de

manera sistémica. Uno de los grandes retos en el desarrollo de nanoterapias, es evitar
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la interaccion nanomaterial-sangre, asi como los efectos secundarios y adversos. Pues
las interacciones NP-sangre estan intimamente unidas y puede desencadenar efectos
nocivos. Estos efectos estan asociados a la formacion de la corona de proteinas, los
tiempos de coagulacion, la agregacion de plaguetas y la hemdlisis son evaluaciones
basicas para determinar el potencial téxico de nuestro nanomaterial. Estos fenbmenos
fisiopatolégicos pueden ser desde problemas respiratorios (disnea) hasta derrame
pleural. Ya que e sabe que algunos nanomateriales pueden penetrar a alveolos
pulmonares, donde se puede producir una inflamacion aguda o crénica y evolucionar
a fibrosis pulmonar (Song, et.al., 2009). Por lo que las enfermedades cardiovasculares
como trombosis, son ampliamente asociadas a la toxicidad causada por los
nanomateriales. Otra de las posibles patologias puede estar asociada a la hemolisis
causada por las NP. Es decir, la destruccion aguda de eritrocitos puede desencadenar
una condicion de crisis hemolitica, que es una afeccion caracteristica de la lisis de
grandes cantidades de eritrocitos durante en un periodo corto de tiempo y culmina con

anemia aguda.

Conocer las caracteristicas hemorreologicas, de las NP de CdS-Dex nos permitira
predecir los efectos tras la interaccion con el organismo. Aunque resulta desafiante,
con este proyecto, nos hemos dado a la tarea de aportar y generar conocimiento
cientifico en el campo de las ciencias farmacéuticas para ser aplicado en la
nanomedicina. Conocer las interacciones de las NP de CdS-Dex nos permitira tener
evidencia cientifica sobre su relacién con los componentes sanguineos y sus efectos
fisiopatolégicos asociados y contribuir en gran medida a generar un avance sobre su
seguridad, la que es limitada para ser usados en aplicaciones biomédicas.
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4. Hipotesis

Las nanoparticulas de CdS-Dextrina interactian con componentes sanguineos y
podrian desencadenar procesos fisiopatolégicos en forma concentracion

dependiente.
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5. Objetivo General

Evaluar la interaccion de nanoparticulas de CdS-Dex con componentes sanguineos

y sus efectos fisiopatolégicos asociados.

5.1 Objetivos Especificos

1.- Evaluar el efecto de la interaccién de NP de CdS-Dex con albumina.

+ Formacion de la proteina por electroforesis en gel SDS-PAGE.
+ Potencial Z (¢-potential) asociado a la formacién de la proteina corona de NP

de CdS-Dex expuestas a albumina.
2. Evaluar el efecto de la interaccion de NP Cd-Dex sobre los tiempos de
coagulaciéon sanguinea.
+ Protrombina

+ Tiempo de Tromboplastina parcial activada (TTPA)

+ Concentracion de fibrin6geno
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3. Evaluar el efecto de la interaccién de NP de CdS-dex sobre eritrocitos:

+ Citotoxicidad mediante un ensayo de hemodlisis,
+ Captacion y localizacion intracelular (in vitro) mediante microscopia de
fluorescencia.

+ Andlisis topografico mediante microscopia de fuerza atémica (MFA).

-

Determinacion de potencial Z (-potential).

+ Acoplamiento molecular

4. Evaluar el efecto de lainteraccién de NP CdS-dex con plaquetas:

+ Ensayo de agregacion plaquetaria.
+ Captacion y localizacion intracelular (in vitro) mediante microscopia de
fluorescencia.

+ Andlisis topografico mediante microscopia de fuerza atémica (MFA).

5. Evaluar el efecto de lainteraccion de NP de CdS-Dex macréfagos (Raw 264.7):

+ Ensayo de viabilidad celular.

+ Captacion y localizacion intracelular (in vitro) mediante microscopia de
fluorescencia.

+ Produccion de 6xido nitrico (NO)

+ Induccién de fagocitosis.
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6. Metodologia

6.1 Proyecto en colaboracion.

Este proyecto se realizé en colaboracién con el laboratorio 6 de Farmacologia,
Toxicologia e Inmunomoduladores de la Facultad de Farmacia-UAEM vy el
Departamento de Fisica del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAYV).

También se contdé con el apoyo del laboratorio de Ingenieria Ambiental,
Nanoestructuras y Semiconductores del Centro de Investigacion en Ingenieria y
Ciencias Aplicadas (CIICAp) de la UAEM y el Departamento de Biofisica del Instituto
de Ciencias Fisicas (ICF) de la UNAM

6.2 Nanoparticulas de CdS-Dextrina (NP CdS-Dex).

Los puntos cuénticos de sulfuro de cadmio cubiertos con dextrina se prepararon de

acuerdo con el procedimiento reportado anteriormente (Reyes-Esparza et al., 2015).

6.3 Linea celular

Para los ensayos de este proyecto se utilizé la linea celular RAW 264.7 (ATCC® TIB-
71™) las cuales son células transformadas (leucemia murina de Abelson). Estas
células fueron cultivadas en medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose
(DMEM HG), suplementado con 2 mM de L-glutamina, 0.1 mM de aminoacidos no
esenciales y 1 mM de piruvato de sodio, 10% de suero fetal bovino (SFB), a 37°C y
5.0% de COz. Todos los reactivos de cultivo celular fueron adquiridos de GIBCO® life
technologies ™ (Nueva York, EE. UU.).
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Se realizaron pases celulares 2 veces por semana (dependiente del crecimiento del
cultivo) y se sembraban 500,000 por pase (dependiendo de la confluencia celular).
Las células se descongelaron a partir de crioviales. Para descongelar las células que
estan en crioviales, se debe esperar a que el medio estuviera completamente liquido.
Posteriormente, se transfirieron a un tubo de 15 mL con 3 mL de medio y se
centrifugaron a 1000 rpm a 25°C por 5 minutos. A continuacion, se decantd el
sobrenadante con cuidado de no llevarnos el pellet y sin tocar superficies para evitar
contaminacion. Se afadi6 1 mL de medio suplementado y se homogenizé con
micropipeta hasta solubilizar el pellet. Se pasaron las células solubilizadas en el
medio suplementado (5 0 10 mL) a una caja de cultivo debidamente rotulado (Nombre

de linea, fecha). Se incubaron a 37+1 °C en una atmdsfera de 5 + 0.5% de COs..

Una vez que se alcanzo6 una confluencia celular de aproximadamente 80-90% en el
plato de cultivo, las células RAW?264.7 se recolectaron y se utilizaron para los
diferentes ensayos. El pase celular se realizd retirando cuidadosamente el medio
suplementado que contenian. Se realizaron tres lavados a las células con PBS 1X
(para platos de 5 mL con 500 pL y para el de 10 mL con 1000 pL). Se afiadio tripsina
(se utilizé el mismo volumen que el PBS 1X) para poder despegarlas del plato. Se
afadiéo medio de pase sin suplementos (se agreg6 el doble del volumen utilizado de
tripsina para desactivar) y se recolectaron las células en un tubo para centrifuga.
Después se centrifugd las células (1000 rpm, 5 minutos a 25 °C), se resuspendieron
con medio suplementado y se contaron con ayuda de una camara de Neubauer. Se
realizaron los calculos correspondientes para cada ensayo dependiendo del nimero

de células a utilizar.

6.4 Animales y obtencién de sangre.

En un cuarto especial para alojamiento de animales de experimentacion, se colocaron
ratas Wistar macho sanas (20) (100-150 g.) (Bioterio CIRCULO ADN S.A. de C.V.),

con luz y temperatura controladas (22+1°C). Se alimentaron con agua y granulos
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estandar (dieta para roedores, EE.UU.) ad libitum. Todos nuestros procedimientos
experimentales siguieron las Guias Institucionales para la practica en animales y la
Ley de Bienestar de las Leyes Publicas del Estado de Morelos (México) y la Guia
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio. Los animales se sacrificaron bajo
anestesia y luego se extrajo la sangre del corazén y se recolectdé en tubos con citrato
de sodio al 3.2% (Becton Dickinson Co. New Jersey, EE. UU.).

6.5 Determinacién de la formacién de la corona de proteinas de las NP de CdS-
Dex en presencia de albumina por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-
PAGE.

Para esta prueba, se utilizaron las NP de CdS-Dex a diferentes concentraciones 0.01,
0.1, 1, 10, 100 y 1000 pg/mL y se incubo con 50 pg/mL de albumina y se agitaron en
vortex (velocidad fija) durante 10 min y se dejan incubar durante 30 minutos a 37°C,
respectivamente. A continuacion, se realizaron lavados con PBS 1X (frio) seguido de
centrifugacion a 1000 rpm durante 10 minutos. Transcurrido ese tiempo, se realizé un

gel de poliacrilamida electroforesis en gel (PAGE) que a continuacion se describe.

La técnica consiste en la migracion de las moléculas a través de un gel u otro tipo de
matriz de naturaleza porosa, en el cual, por accion de un campo eléctrico, seran
separadas de acuerdo a su tamafio o peso molecular. Para controlar el avance de la
separacion de las moléculas en la matriz y establecer un patron de fragmentos, las
moléculas deberdn ser teflidas con diferentes colorantes. Se prepararon las
soluciones amortiguadoras “upper” y “lower” en diferentes tubos con bis-acrilamida al
40% para un gel de SDS-PAGE al 15%. Una vez preparado el lower se agité en el
vortex y se fue afadiendo lentamente dentro de la hendidura de los cristales
previamente montados. Una vez polimerizado el lower, se agregd el upper hasta
llenar la capacidad del cristal, donde se coloc6 un peine (1.5 mm) para la formacion

de los pozos. Transcurrido el tiempo de polimerizaciéon se desmontan los cristales y
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se transfieren a la camara de electroforesis, a la que previamente se le afadio la

solucion amortiguadora de corrida (1X).

Preparacion de las muestras:

La preparacion de la proteina consiste en un proceso fisico-quimico, en el cual se
rompen enlaces peptidicos y puentes disulfuro gracias a la accion de detergentes
ionicos, reactivos reductores y altas temperaturas, los que en conjunto consiguen

desnaturalizar la proteina hasta su estructura primaria.

Una vez incubadas la proteina albumina con las NPs de CdS-Dex (antes descrito), se
procedi6 a mezclar la proteina con la solucion amortiguadora de la muestra
concentrada por cuatro veces (4x) en proporcion 3:1 (tres partes de la muestra 'y una
de buffer). Nos aseguramos de que la tapa de los tubos con lamina extensible de
parafina y colocamos la muestra en un termo-bafio seco a una temperatura de 95°C
durante 5 minutos. Finalizado el procedimiento, se retiraron los tubos del termo-bafio
seco y se centrifugaron por diez segundos para garantizar que la muestra se

concentre en el fondo del tubo de microcentrifuga.

Se procedi6é a depositar cuidadosamente la muestra en los pozos del gel. Se coloco
un marcador estandar de albumina (Precison Plus Protein WesternC Standards-
BioRad) para la medicién del peso molecular de la muestra. Una vez finalizada la
colocaciéon de las muestras en cada pocito del gel se encendio la fuente de poder
previamente conectada a la camara de electroforesis y se comenzé a correr a un
voltaje de 180 V (constantes), amperaje (no constante) y por un tiempo de entre 1-
1:10 h).

Cuantificacion de intensidad de bandas:

Una vez que se termind el tiempo de corrida, se removio el gel, cuidadosamente para
evitar su ruptura debido a la fragilidad del gel. Se colocoé el gel en un recipiente para
tincion y se agrega solucién colorante de azul brillante de Coomasie por 30 minutos.

Después, se retira el colorante y se hacen lavados con solucién destefiidora por 1
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hora. Transcurrido este tiempo, se visualizaron las bandas del gel en el analizador de
imagenes de BioRad y se analizaron los datos con el programa FIJI IMAGE J
(programado en Java-desarrollado en el National Institutes of Health) (Bethesda,
Maryland; Estados Unidos).

6.6 Determinacion del potencial Z asociado a la formacién de la corona de

proteinas de NPs de CdS-dex expuestas a albumina.

Para esta prueba, se utilizaron las NPs de CdS-Dex a las concentraciones de 0.01,
0.1, 1, 10, 100 y 1000 pg/mL. Se incub6 con 50 pg/mL de albumina y se agitaron en
vortex (velocidad fija), durante 10 min. Se dejaron incubar durante 30 minutos a 37°C,
respectivamente. A continuacion, se realizan lavados con PBS 1X (frio) seguido de
centrifugacion a 1200 g durante 10 minutos. A continuacion, se determina el potencial
Z mediante el equipo Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern Instrument Inc.), el cual se basa
en el fundamento de microelectroforésis Lasser-Doppler, por medio de la medicién de
muestra en celdas electroforéticas del mismo equipo. En donde se colocan una
alicuota de cada muestra de un lado de la celda evitando derramar y se introduce en
el equipo. Es importante que después de cada lectura se lave con agua estéril 3 veces
y después con etanol y se deje secar para evitar errores en las lecturas. Los datos
gque se obtuvieron de la lectura de las muestras, se graficaron en excel (3

experimentos independientes) para su analisis.

6.7 Determinacion del efecto de la interaccion de NPs de CdS-Dex sobre el

tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA)

El ensayo se basa en la medida del tiempo que tarda en coagular un plasma
descalcificado, colocado en un bafio a 37°C y en presencia de un exceso de cefalina,
activador y calcio. EI método consiste en obtener sangre cuidadosamente, evitando

estasis 0 espuma, y colocarla en un tubo con anticoagulante en proporcion 9 + 1
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(ejemplo: 4,5 ml de sangre + 0,5 ml de anticoagulante). Se mezclé suavemente. A
continuacion, se centrifugd y se separd el plasma antes de los 30 minutos. Para

obtener el plasma se emplea anticoagulante citrato de sodio 3.2%.

Una vez obtenido el plasma, se colocan 100 uL de plasma en una placa de 96 pozos
y se trataron con NP de CdS-Dex a diferentes concentraciones (0.001 a 10 pg/mL) y
tiempos de exposicion (5, 10 y 30 minutos), respectivamente. Se precalentd el
Reactivo B (solucion de cloruro de calcio 0.025 mol/L.) antes de realizar la prueba en
el recipiente especifico para el reactivo a 37°C en el equipo previamente encendido.
En una cubeta para muestra se colocaron 50 pL, también se agrego el Reactivo A
(cefalina con tierra de diatomeas como activador particulado) (homogeneizado) 50
uL. Se mezclo e incubo por 3 minutos a 37°C en el coagulometro (WIENER LAB COL
1 K1766241). Se agreg6 50 uL del Reactivo B (previamente precalentado a 37°C). A
continuacion, se registré el tiempo de formacion del coagulo en funcion de la
concentracion y tiempo de exposicién correspondiente. Se repitié la determinacién y

se promedio el resultado para cada muestra.

6.8 Determinacién del efecto de lainteraccion de NP de CdS-Dex sobre el tiempo
de PROTROMBINA

El método se basa en la medicion del tiempo de formacién del coagulo de fibrina, al
agregar una tromboplastina calcica a un plasma citratado. Se obtuvo sangre
cuidadosamente, evitando estasis 0 espuma, y colocarla en un tubo con
anticoagulante en proporcion 9:1 (ejemplo: 4,5 ml de sangre + 0,5 ml de
anticoagulante). Se mezclé suavemente. A continuacion, se centrifugé y se separo el
plasma antes de los 30 minutos. Para obtener el plasma se empleé anticoagulante

citrato de sodio 3.2%.

Una vez obtenido el plasma, se colocaron 100 pL de plasma en una placa de 96 pozos

y se trataron con NPs de CdS-Dex a diferentes concentraciones (0.001 a 10 pg/mL)
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y tiempos de exposicion (5, 10 y 30 minutos), respectivamente. Se precalentd el
Reactivo A (liofilizado de tromboplastina de cerebro de conejo con una concentracion
final de 10 mM de cloruro de calcio) a 37°C (no més de 20 minutos) Soluplastin C
870890022 / 02 p. 2/11. En una cubeta precalentada a 37°C, se colocaron 50 pL de
muestra. Se incubd 1 minuto en el coagulémetro (WIENER LAB COL 1 K1766241)
previamente encendido a 37°C. Transcurrido este tiempo, se coloco la cubeta dentro
del lector y se agregaron 100 pL del Reactivo A previamente precalentado. A
continuacion, se registré el tiempo de formacion del coagulo en funcién de la
concentracion y tiempo de exposicion correspondiente. Se repitio la determinaciéon y

se promedio el resultado para cada muestra.

6.9 Determinacion del efecto de la interacciéon de NP de CdS-Dex sobre la

concentracion de fibrindégeno.

El ensayo se basa en el método de Clauss, designado como procedimiento de
referencia por el NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards).
Cuando un exceso de trombina se adiciona a un plasma diluido, el tiempo de
coagulacion es inversamente proporcional a la concentracion de fibrinégeno
plasmatico. El tiempo de coagulacion obtenido se compara posteriormente con una

preparacion de fibrinégeno estandarizada.

El método consiste en obtener sangre cuidadosamente, evitando estasis o espuma,
y colocarla en un tubo con anticoagulante en proporcion 9:1. Se mezclé suavemente.
A continuacioén, se centrifugd y se separ6 el plasma antes de los 30 minutos. Para
obtener el plasma se emplea anticoagulante citrato de sodio 3.2%. Una vez obtenido
el plasma, se colocaron 100 pL de plasma en una placa de 96 pozos y se trataron
con NP de CdS-Dex a diferentes concentraciones (0.001 a 10 pug/mL) y tiempos de
exposicion (5, 10 y 30 minutos), respectivamente. Antes de colocar la muestra en
cada celda, se precalentaron 0.2 mL de cada muestra a 37°C durante 2 minutos.

Transcurrido este tiempo, se coloco la cubeta en el coagulometro (WIENER LAB COL
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1 K1766241) para procesar la muestra. A continuacion, se agregé 0.1 mL del reactivo
(sin precalentar) de la prueba (kit). Se registro el tiempo de formacion del coagulo en
funcion de la concentracién y tiempo de exposicion correspondiente. Se repitio la
determinacion y se promedi6 el resultado para cada muestra.

6.10 Preparacién de eritrocitos
Procedimiento del método para recolectar muestra (plasma):

Se obtuvo sangre cuidadosamente (evitando estasis o trauma) y se coloc6 en un tubo
con anticoagulante citrato de sodio al 3.2% (0.109 M). A continuacién, la sangre de

ratas macho Winstar obtenida se mezclo6 por inversion.
Para conteo de eritrocitos:

Luego, los eritrocitos se separaron por centrifugacién a 1000 rpm durante 15 minutos.
Con la ayuda de una pipeta de toma para eritrocitos, se aspird sangre (por capilaridad)
hasta la marca de 0.5. A continuacion, se aforo con buffer KClI 150mM + Tris 3mM
hasta la marca de 101. Se mezclé por inversion y se desecharon las primeras 5 gotas
(para tener uniformidad en la muestra). Con la misma pipeta de toma, se cargé la
camara de Neubauer y se realizé el conteo de eritrocitos. Se tomé una alicuota que
contenga 1 x 107 células y se colocaron en tubos de 15 mL. Después se resuspendi6
con buffer de KCI 150mM + Tris 3mM para cada concentracién [0.001, 0.1, 1, 10, 100
y 1000 pg/mL]. Se agreg6 un control positivo con NaCl 35mM. Una vez ya preparadas
las muestras, se dej6é incubando a temperatura ambiente por 30 minutos.
Transcurrido este tiempo, se centrifugd a 1200 g durante 1 minuto. El sobrenadante
y los eritrocitos se recolectaron por separado para los ensayos de hemdlisis, analisis
topografico, localizacion y determinacion del potencial { que a continuacion se

describen, respectivamente.
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6.11 Determinacion del efecto hemolitico de NPs de CdS-Dex sobre eritrocitos

de ratas wistar macho in vitro.

El método consiste en resuspender 1 x 107 eritrocitos con una solucién amortiguadora
de KCI 150 mM + Tris 3 mM y se incubaron con CdS-dextrina a concentraciones de
0,01, 0,1, 1, 10, 100 y 1000 pg/mL. Durante 30 minutos de exposicion. Como grupo
control positivo se utilizé una solucion amortiguadora de NaCl 35 mM. A continuacion,
se recolect6é el sobrenadante, se transfiri6 a una placa de 96 pozos y se midio la
cantidad de hemoglobina en un espectrofotbmetro (Lector de placas multimodo
VICTOR X3 PerkinElmer, Massachusetts, EE. UU.) a una longitud de onda de 550
nm. Los resultados se expresaron como el porcentaje de hemolisis en comparacion
con el grupo de hemodlisis. Se representan como la media + desviacién estandar de
al menos tres experimentos independientes. *p <0,05 en comparacion con el grupo

de hemolisis.

6.12 Andlisis topogréfico de eritrocitos por microscopia de fuerza atémica.

Se resuspendieron 1 x 107 eritrocitos con una soluciéon amortiguadora de KCI 150 mM
+ Tris 3 mM y se incubaron con NP de CdS-Dex a concentraciones de 0,01, 0,1, 1,
10, 100 y 1000 pg/mL. Durante 30 minutos de exposicion. Como grupo control positivo
se utilizdé una solucién amortiguadora de NaCl 35 mM. A continuacion, los eritrocitos
se trataron con NP de CdS-dextrina a diferentes concentraciones (0,1, 1, 10 y 100
pMg/mL) y se incubaron nuevamente durante 30 y 60 min. Pasado este tiempo, se
tomaron alicuotas de aproximadamente 10 L y se realizaron frotis en seco. Después,
sobre un portaobjetos, se coloc6 una gota de glicerol al 10% (aproximadamente 12
uL) y se fijo el cubreobjetos de manera que la monocapa de células quedara sobre la
gota. Se sell6 el cubreobjetos sobre el portaobjetos con barniz transparente y se dejo
secar 24 horas. Una vez trasncurrido el tiempo de secado, se utilizé un microscopio

de fuerza atdmica XE-Bio (Park Systems Co., Suwan, Corea) para obtener imagenes
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topograficas de las plaquetas con software XEP y XEI de Park Systems para analizar
los datos. Se utilizaron “cantilevers” de nitruro de silicio PPP-NCHR con constante de
resorte nominal de 42 N/m de nanosensores en modo sin contacto y “cantilevers” de
nitruro de silicio DNP-S-D con constante de resorte nominal de 0,06 N/m (Bruker, EE.
UU.) Los “cantilevers” DNP-S-D se calibraron utilizando la rutina del método térmico
incorporada en el software XEI. Las representaciones topograficas se obtuvieron a
21+1°C. Las imagenes son de 256 pixeles x 256 pixeles y se tomaron a una
frecuencia entre 1,5 y 3,5 Hz. Los barridos realizados en el modo de contacto se
llevaron a cabo con fuerzas de carga inferiores a 1 nN. Las imagenes mostradas

corresponden a una muestra tipica.

6.13 Determinacion del potencial Z () asociado a la pérdida de la funcionalidad
de eritrocitos tratados con NPs de CdS-dex.

Se resuspendieron 1 x 107 eritrocitos con una soluciéon amortiguadora de KCI 150 mM
+ Tris 3 mM y se incubaron con NP de CdS-Dex a concentraciones de 0,01, 0,1, 1,
10, 100 y 1000 ug/mL. Los eritrocitos tratados, se dejaron incubar durante 30 minutos.
Como grupo control positivo se utilizé una solucién amortiguadora de NaCl 35 mM.
La prueba consiste en realizar un lavado a los eritrocitos previamente obtenidos y se
resuspenden con una solucion amortiguadora de fosfato al 10%, pH 7.5. Después,
los eritrocitos se incubaron con NP de CdS-dextrina a diferentes concentraciones
(0,1, 1, 10 y 100 pg/mL) durante 30 min. Transcurrido este tiempo, se determinoé el
potencial  utilizando un Zetasizer, que se basa en la técnica de microelectroforesis
Lasser-Doppler (Tokumasu F, et.al., 2009). El potencial { se midi6 indirectamente
controlando la velocidad de las particulas con un laser, que permite medir la motilidad
electroforética de los eritrocitos. Para este ensayo se utilizé el equipo Zetasizer Nano-
ZS90 (Malvern Instrument Inc., Westborough, EE. UU.). Los resultados se analizaron
utilizando el software de tecnologia de dispersion 6.2 (Malvern Instrument Inc.,

Westborough, EE. UU.). Se determind el potencial { de eritrocitos de dos
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experimentos independientes. Los datos se graficaron y se representaron como la

media + DE. *p <0.05 en comparacion con el grupo de control.

6.14 Determinacion de la captacion y localizacion intracelular de NP de CdS-Dex

en eritrocitos por microscopia confocal de fluorescencia.

Para esta prueba se utilizaron (1 x 107) eritrocitos, se resuspendieron 1 x 10’
eritrocitos con una solucion amortiguadora de KCI 150 mM + Tris 3 mM y se incubaron
con CdS-Dex concentraciones de 0,01, 0,1, 1, 10, 100 y 1000 pg/mL por 30 minutos.
Como grupo control positivo se utilizé una solucion amortiguadora de NaCl 35 mM. A
continuacion, se trataron con NPs de CdS-dextrina 0,1, 1, 10, 1 y 00 pg/mL durante
30 min. Los eritrocitos empleados para verificar la captacién y localizacion se
cultivaron durante 10 min, se lavaron con PBS y luego se incubaron con. Las células
se fijaron en portaobjetos por medio de frotis en seco. Luego se analizaron
microscopio confocal, utilizando el software Image-Pro Insight 9 (Digital Imaging
Systems, Bourne End, Reino Unido). Las NPs de CdS-dextrina se excitaron con un
laser de 488 nm y sus sefiales de emision a partir de 515 nm. Los cortes se

observaron bajo microscopia de fluorescencia y se analizaron.

6.15 Acoplamiento molecular de la interaccion de NP de CdS-dextrina con

eritrocitos.

En este ensayo se utilizé el transportador de glucosa humano GLUTL1 (ID de PDB:
4PYP). Este trasnportador GLUT1 se coloc6 en una membrana con 75/25 de 1,2-
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y colesterol, respectivamente. La orientacién de
GLUT1 se realizo siguiendo la base de datos de Orientaciones de Proteina en
Membrana (OPM) (Lomize, et.al., 2012). El sistema GLUTL1 se construyo utilizando el
servidor charmm-gui (Wu, Davila-Contreras, Im, 2014). La concentracion de sal fue

de KCI 0.15 M. El sistema completo se equilibré6 con Gromacs 2019.2 siguiendo las
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entradas arrojadas por el servidor charmm-gui utilizando los parametros charmm36.
La ultima estructura después de la estabilizacion del sistema se utiliz6 como receptor
para estudios de acoplamiento molecular. Se realizaron 50 corridas de acoplamiento
en ciego independientes de GLUT1 sobre la region extracelular (segun la base de
datos OPM) empleando Autodock vina 1.12 (Huang, D MacKerell, 2013). Para este
ensayo se utiliz6 una caja de 45x45x23A con un espaciado de 0.375 A. Se
construyeron dextrinas de 6 y 12 carbonos utilizando el servidor charmm-gui
empleando la opcion de modelo y lector de glicanos. Ambos glicanos se solvataron y
equilibraron con NAMD 2.12 utilizando entradas proporcionadas por charmm-gui.
Ambos sistemas se prepararon en Pymol 2.3.0 utilizando el complemento Autodock
Vina para pymol (Seeliger, D., and de Groot, B. L., 2010). Las imagenes de los
complementos se crearon utilizando Maestro (Trott, Olson, 2010) y VMD (Sang-Jun
Park, et.al., 2017).

6.16 Determinacién del efecto de la interaccién de NPs de CdS/Dex sobre la

agregacion plaguetaria.

Procedimiento del método para recolectar muestra (plasma):

Se obtuvo sangre cuidadosamente (evitando estasis o trauma) y se coloc6 en un tubo
con anticoagulante citrato de sodio al 3.2% (0.109 M). Para la prueba de identificacion
de la captacién de las NPs de CdS-Dex, la sangre se cambié a tubos de 15 mL
(Corning Incorporated Costar) y se centrifugé a 1000 rpm durante 15 minutos para
separar eritrocitos. Para obtener plasma rico en plaquetas (PRP) se centrifugd a 1000
rpm durante 15 minutos y se tomé el sobrenadante. A continuacion, se volvié a
centrifugar el sobrenadante a 3000 rpm a 15 minutos y se decantd el sobrenadante,
guedando las plaguetas en el fondo del tubo. Como control positivo de agregacion
plaguetaria, se utilizo colageno a una concentracion de 0.19 mg/mL y un grupo control
sin tratamiento para eritrocitos y plaquetas, respectivamente. Se prepararon las
plaquetas por separado y se trataron con NP de CdS-Dex a concentraciones de 0.01,

0.1, 1, 10, 100 y 1000 pg/mL y se incubé nuevamente durante 30 minutos.
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Transcurrido este tiempo, se tomaron alicuotas de 100 uL y se colocaron en una placa
de 96 pozos (Corning Incorporated Costar) y se analizé en un espectrofotometro
(Multimode plate Reader VICTOR X3 PerkinElmer) a una longitud de onda de 550
nm. Los datos obtenidos se graficaron, para su andlisis. Los resultados se expresaron
como el porcentaje de agregacion plaquetaria en comparaciéon con el grupo de

agregacion plaquetaria inducida por colagena.

6.17 Determinacion de la captacion y localizacién intracelular de NP de CdS-Dex
en plaguetas por microscopia confocal de fluorescencia.

Siguiendo el mismo procedimiento de obtencion de plaguetas antes mencionado, se
tomaron alicuotas de aproximadamente 10 L y se realizaron frotis en seco. Después,
sobre un portaobjetos, se colocé una gota de glicerol al 10% (aproximadamente 12
HL) y se fij6 el cubreobjetos de manera que la monocapa de células quedara sobre la
gota. Por ultimo, se sell6 con barniz transparente y se tomaron fotografias en tres
modalidades: visible, fluorescencia y superposicién, con un objetivo de 100X en
inmersion de aceite mediante Microscopio Confocal Olympus FV100 Invertido para
adquisicién de imagenes de alta resolucion (3D) en muestras vivas o fijadas.

6.18 Analisis topogréafico de plaquetas por microscopia de fuerza atomica.

Las laminillas obtenidas anteriormente se utilizaron para el analisis topografico por
microscopia de fuerza atomica (AFM). Para esto se utilizd un microscopio de fuerza
atomica XE-Bio (Park Systems Co., Suwan, Corea) para obtener imagenes
topograficas de las plaquetas con software XEP y XEI de Park Systems para analizar
los datos. Se utilizaron “cantilevers” de nitruro de silicio PPP-NCHR con constante de
resorte nominal de 42 N/m de nanosensores en modo sin contacto y “cantilevers” de
nitruro de silicio DNP-S-D con constante de resorte nominal de 0,06 N/m (Bruker, EE.
UU.) En el modo de contacto. Los “cantilevers” DNP-S-D se calibraron utilizando la

rutina del método térmico incorporada en el software XEI. Las representaciones

60



FACULTAD DE FARMACIA — UAEM M.F. YANETH ANAHI RODRIGUEZ LOPEZ

topograficas se obtuvieron a 21+1°C. Las imagenes son de 256 pixeles x 256 pixeles
y se tomaron a una frecuencia entre 1.5y 3.5 Hz. Los barridos realizados en el modo
de contacto se llevaron a cabo con fuerzas de carga inferiores a 1 nN. Las imagenes

mostradas corresponden a una muestra tipica.

6.19 Ensayo del efecto de de las NP de CdS-Dex sobre la viabilidad celular en
células Raw 264.7.

Para este ensayo, se empled el ensayo colorimétrico por medio de la técnica de MTS,
la cual se fundamenta en la conversion de dicho colorante a un precipitado insoluble
llamado formazan. Este se usa como el indicador de la funcién mitocondrial en células
vivas, el cual mide la capacidad metabdlica en las células y sirve como indicador de
citotoxicidad. Ha sido reportado que los resultados de esta prueba son comparables

en sensibilidad con aquellos obtenidos usando la incorporacién de [3H].

La prueba consiste en sembrar 10,000 células por pozo en placas de 96 pozos
(Corning Incorporated Costar) en medio de acuerdo a cada linea -celular,
respectivamente e incubarlas (Nuaire autoflow CO2 water-jacketed incubator) durante
24 ha37°Cy 5.0 % de COz2. Se incluyeron diferentes concentraciones de tratamiento:
0.01, 0.1, 1, 10, 100 y 1000 pg/ml de NP de CdS-Dex. Una vez transcurrido el tiempo
de incubacion, las células fueron tratadas e incubadas un lapso de 24h mas. Pasando
el tiempo de incubacién con los tratamientos, se aspird con cuidado el medio y se
agrego 20 uL por cada 100 de tratamiento con medio de pase (medio sin suplementos,
sin antibiotico a temperatura ambiente y sin tratamiento). Se incub6 por 3 horas bajo
las mismas condiciones ya mencionadas. Transcurrido este tiempo se leyé en un
espectrofotometro (Multimode Plate Reader VICTOR X3 PerkinElmer) a una longitud

de onda de 550 nm. Los datos obtenidos se graficaron para su analisis.
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6.20 Determinacién de la captacion de NP de CdS-Dex por macrofagos RAW

264.7 mediante microscopia confocal de fluorescencia.

Para la prueba de identificacidén de la captacion de las NP de CdS-Dex, se sembraron
250,000 células Raw 264.7 en placas de 6 pozos (Corning Incorporated Costar) a los
gue previamente se les colocd un cubreobjetos estéril (para que se adhieran en la
superficie) y se dejé incubar durante 24 h a 37°C y 5% de CO:2 (Nuaire autoflow CO:2
water-jacketed incubator). Después de este tiempo, se trataron con NP de CdS-Dex a
diferentes concentraciones 0.01, 0.1, 1, 1, 10, 100, 1000 pg/mL y después incubamos
nuevamente durante 24 h. Incluimos un grupo control sin tratamiento. Transcurrido
este tiempo, se retiré el medio con tratamiento y realizamos dos lavados con PBS
estéril 1X a temperatura ambiente. A continuacion, agregamos 1 mL de formaldehido
al 3.7% por pozo para fijar las células, por 20 minutos a temperatura ambiente.
Después, se retiré el formaldehido y realizamos tres lavados con PBS 1X por cada
pozo para evitar residuos de formaldehido. Una vez que agregamos el PBS por tercera
vez se dejo en los pozos y metemos la placa en refrigeracion (4°C) por 1 hora.
Transcurrido este tiempo, cuidadosamente; sobre un portaobjetos, se colocé una gota
de glicerol al 10% (aproximadamente 12 uL) y se fij6 el cubreobjetos sobre de manera
que la monocapa de células quedara sobre la gota. Por ultimo, se sellé con barniz
transparente y se tomaron fotografias en tres modalidades: visible, fluorescencia y
superposicién, con un objetivo de 100X en inmersion de aceite mediante Microscopio
Confocal Olympus FV100 Invertido para adquisicion de imagenes de alta resolucion

(3D) en muestras vivas o fijadas.

6.21 Determinaciéon del efecto de NP de CdS-dex sobre la produccién de ON

inducida en macréfagos RAW 264.7.

Se sembraron 10,000 células Raw 264.7 en placas de 96 pozos (Corning Incorporated
Costar) y se dejé incubar durante 24h a 37°C y 5% de CO2 (Nuaire autoflow CO2 water-

jacketed incubator). Después de este tiempo, se trataron con NP de CdS-Dex a
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diferentes concentraciones 0.01, 0.1, 1, 1, 10, 100 Y 1000 pg/mL. Se incluy6 un grupo
control sin tratamiento (negativo) y un control de células con LPS (lipopolisacarido) [10
mg/mL], para inducir produccion de ON (positivo). El ensayo se llevo a cabo siguiendo
las instrucciones del proveedor del kit para deteccion de ON (PROMEGA G2930). La
técnica consiste en medir el nitrito (NO2), que es uno de los dos productos de
descomposicion primarios, estables y no volatiles de ON. Este ensayo se basa en una
reaccion de diazotacion que se describid originalmente por Griess en 1879 (Griess, P.,
1879). La técnica consiste en una reaccion quimica usando sulfanilamida y
diclorhidrato de N-1-naftiletiiendiamina (NED) en condiciones acidas (acido fosforico).

El limite de deteccion es 2.5 uM (125 pmol) de nitrito (en agua desionizada).

6.22 Determinacion del efecto fagocitico inducido por NPs de CdS-dex en
macrofagos RAW 264.7

Preparacion de Sacaromyces cereviciae

Las levaduras se tomaron de un sobre comercial y se resuspendieron en 10 mL de
PBS (1X) en un tubo para centrifuga. Se coloc6 un vaso de precipitado con 50 mL de
agua desionizada y se llevé a una temperatura entre 95-100°C. Después, se sumergio
el tubo por 10 min. A continuacion, se realizé un conteo bacteriano en camara de
Neubauer. Se contaron las bacterias que estén dentro de los 25 cuadrantes de ambas
cuadriculas. Se obtuvo el promedio de bacterias contadas y se multiplica el resultado
por 1 X 10%. El resultado obtenido se multiplicé por el volumen de PBS 1X en el que se
resuspendieron las bacterias. Se sembraron 50,000 células Raw 264.7 en placas de
24 pozos (Corning Incorporated Costar) y se dejo incubar durante 24 h a 37°C y 5%
de CO:2 (Nuaire autoflow CO2 water-jacketed incubator). Después de este tiempo, se
trataron con NP de CdS-Dex a diferentes concentraciones 0.01, 0.1, 1, 1, 10, 100 Y
1000 pg/mL y se agregaron 5 uL de la suspension de levaduras inactivadas (agregan
5 uL que contengan 10 levaduras por cada célula en la muestra), previamente
contadas en una camara de Neubauer. Se incluyé un grupo control sin tratamiento
(negativo) y un control de células con levaduras y sin NP (control positivo). Se

mezclaron suavemente y se incubaron a 37°C durante 1 h con 30 min. Transcurrido el
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tiempo, se observaron por microscopia visible para realizar el analisis cualitativo y

cuantitativo de 5 campos en total (50 células por cada campo por muestra).

6.23 Anédlisis estadistico.

Los datos se representan como la media + desviacion estandar de tres experimentos
diferentes. Los datos se procesaron mediante la prueba T (para grupos
independientes) utilizando el software SPSS 10.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.).
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7. RESULTADOS

7.1 Efecto de la interaccion de NP de CdS-Dex con albumina de suero bovino
(BSA).

En la figura 24, podemos observar el resultado de la electroforesis en gel de
poliacrilamida SDS-PAGE. En donde, evaluamos si se forma la corona de proteinas,
cuando las NP de CdS-Dex se incuban con albumina de suero bovino. El control
positivo correspondiente al peso molecular del suero albumina (67 kDa),

aproximadamente.

Los resultados ilustran una clara diferencia en la identidad de la formacion de la
corona de proteina y una tendencia evolutiva en la intensidad de la banda conforme
aumenta la concentracién desde bajas concentraciones desde 0.01 hasta 1000
pg/mL, con respecto al grupo de BSA sin tratamiento. En la gréfica, podemos observar
la cuantificacion de la intensidad relativa de las bandas del gel de electroforesis SDS-
PAGE para la identificacion de la corona de proteinas tras la incubacién de NP de
CdS-Dex con albumina por 30 min. De lzquierda a derecha podemos observar, la
primera barra corresponde a albumina [75 ug/mL] sin NP con una intensidad de banda
de mas del 40%. A partir de la concentracién de 0.01 hasta 1000 ug/mL, esta
intensidad es mayor hasta en un 30 % con respecto a lo observado en albumina
(p<0,05). Estos hallazgos sugieren que, la caracterizaciéon y analisis de proteinas
unidas a las NP de CdS-dex es el primer paso hacia la comprension de la verdadera
naturaleza de la interaccion y los efectos biolégicos mediados por NP. Hasta ahora
podemos destacar que a altas concentraciones las NP de CdS-Dex afectan la
adsorcion de las proteinas. Esto puede ser indicio de como significativamente la
reactividad de las NP con algunos componentes biologicos puede marcar y

determinar la ruta y la eficiencia de la absorcion de NP en el organismo.
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Figura 24. Representacion esquematica de la estrategia utilizada para aislar e identificar
proteinas adsorbidas en la superficie, cuando las nanoparticulas interactiian con albimina. Gel
de electroforesis SDS-PAGE. De izquierda a derecha. Carril 1: Peso molecular (P.M.). Carril 2:
Control Albumina de suero bovino (BSA). Carril 3-8: Albumina + NPs de CdS-dex a diferentes

concentraciones (0.01, 0.1, 1, 10, 100 y 1000 pg/mL).
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7.2 ldentificacion de la formacion de la corona de proteinas asociado a la

dispersion del tamafio de las NP de CdS-Dex en presencia de albumina.

En la figura 25, de izquierda a derecha podemos observar un alto potencial Z para las
NP de CdS-dex, lo cual sugiere que al ser particulas de tamafio nanométrico y tener
un potencial Z de hasta -29, esto le confiere estabilidad, es decir, las nanoparticulas
se encuentran lo suficientemente dispersas y no forman agregados. Sin embargo, en
la segunda barra podemos observar el resultado para albumina, que, si bien no
sugiere estabilidad suficiente, se encuentra dentro de los valores esperados para una
molécula con tamafio mayor al nanométrico. A continuacion, a partir de la
concentracion de 0.01 a 1000 pg/mL, podemos observar que el potencial Z es bajo,
es decir, que hay una mayor atraccion entre las NP de CdS-Dex y la albumina. Este
resultado que es evidente de manera concentracion dependiente, sugiere que se ha
dado la formacién de la proteina corona, debido a que esta atraccion ha superado a
la repulsién NP-albumina y ha formado floculos, en lugar de dispersarse. Por lo tanto,
las NP de CdS-dex son estables en solucidén, pero podria formar la corona de

proteinas en presencia de una o mas proteinas como se muestra en este analisis.
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Figura 25. Grafico de puntos cuanticos de potencial Z incubados con albumina. Tratamiento a
diferentes concentraciones [0.01, 0.1, 1, 10, 100 y 1000 pg/mL]. Tiempo: 30 min. La medicién se
evalu6 usando dispersién de luz dinamica en un Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern Instrument Inc.).
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7.3 Efecto de la interaccion de NP de CdS-Dex sobre el tiempo de
tromboplastina parcial activada (TTPA) a 5, 10 y 30 minutos de tiempo de

exposicion.

En la figura 26, podemos observar los resultados obtenidos del ensayo de
determinacion de los tiempos de coagulacion (TTPA) que se llevo a cabo a en sangre
(plasma) tratada con NP de CdS-Dex a concentraciones de 0.01 hasta 10 pg/mL y a
diferentes tiempos de exposicion (5, 10 y 30 min). En el tiempo de 5 minutos podemos
observar que el efecto de estas NP sobre el tiempo de tromboplastina parcial activada
(TTPA) se reduce a partir de la concentracion de 0.1 hasta 10 pg/mL, lo cual puede
ser un indicativo de que ha entrado en activacion la via intrinseca de la coagulacion.
En el caso del minuto 10, el efecto que se observa es diferente, ya que a partir de la
concentracion de 0.01 hasta 10 pug/mL aumenta en comparacion con el tiempo de 5
minutos. Aunque aun se mantiene por debajo del control de manera significativa. Sin
embargo, a los 30 minutos, el TTPA se incrementa de manera significativa con

respecto al grupo control, a partir de las concentraciones de 0.1 y10 pg/mL (p<0.05).
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Figura 26. Efecto de NP de CdS-Dex sobre el tiempo de tromboplastina parcial activada en
plasma sanguineo. Tiempo de exposicion: 5, 10 y 30 minutos. Cada barra representa la media
+ DS de dos experimentos independientes. N=4. *p <0.05 con respecto al grupo control.

7.4 Efecto de la interaccién de NP de CdS-Dex sobre el tiempo de protrombina

(PT) a5, 10y 30 minutos de tiempo de exposicién.

En la figura 27, podemos observar el efecto de las NP de CdS-Dex sobre el tiempo
de protrombina (PT). Al hacer el analisis pudimos observar que, a partir de los 5
minutos de exposicion, el tiempo de protrombina se reduce en las concentraciones
de 0.01 y 0.1 pg/mL (p<0.05). Sin embargo, a los 10 minutos, el PT se reduce a partir
de la concentracién de 0.01, 1 y 10 pg/mL de manera significativa con respecto al

grupo control.
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Cabe mencionar que, a los 10 minutos, después de una “lesion” o activacién por
agente extrafo, se activa la via extrinseca de la coagulacion. Por lo que este hallazgo
es importante destacarlo ya que la evaluacion del PT es de mayor importancia clinica,
es decir, es el tiempo necesario para detener una hemorragia. Por lo que se sugiere
que, las NP no estan alterando la via extrinseca de la coagulacion. Esto puede
corroborarse con los valores obtenidos a los 30 minutos, en donde el PT aumenta con
respecto al grupo control y si bien es de manera significativa, a ese tiempo ya han

actuado los factores de coagulacion (p<0.05).
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Figura 27. Efecto de NP de CdS-Dex sobre el tiempo de protrombina (PT) en plasma sanguineo.
Tiempo de exposiciéon: 5, 10 y 30 minutos. Cada barra representa la media + DS de dos
experimentos independientes. n=4. *p <0.05 con respecto al grupo control.
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7.5 Efecto de la interaccion de NP de CdS-Dex sobre el fibrinédgeno a5, 10y 30

minutos de tiempo de exposicion.

En la figura 28, podemos observar los resultados obtenidos del ensayo de
determinacion de los tiempos de coagulacion fibrinégeno que se llevo a cabo a en
sangre (plasma) tratada con NP de CdS-Dex a diferentes tiempos de exposicion (2,
4 y 10 min). La sangre tratada con NP desde 0.001 a 0.1 pg/mL no causé efecto
significativo con respecto al grupo control, aun a diferentes tiempos de exposicion. El
fibrinbgeno es uno de los factores que se encentra en mayor concentracion
plasmética, sus valores normales oscilan entre 200 a 400 mg/dL en adultos sanos.
Solo hubo variaciones ligeramente notorias, aunque no significativas a diferentes
tiempos de exposicidon como el de 10 minutos, en donde se observo un incremento
de los mg/dL. Por lo tanto, los resultados obtenidos en esta prueba sugieren que
efectivamente la via extrinseca esta activada o que las NP no estan ocasionando un
trastorno hemorragico o riesgo de sangrado excesivo intravascular y se relaciona con

los resultados obtenidos en la prueba de PT.
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Figura 28. Efecto de NP de CdS-Dex sobre el fibrinégeno en plasma sanguineo. Tiempo de
exposicion: 5, 10 y 30 minutos. Cada barra representa la media £+ DS de dos experimentos
independientes. n=4. *p <0.05 con respecto al grupo control.

7.6 Efecto de las NP de CdS-Dex sobre plaquetas y la agregacion plaguetaria.

Cuando observamos una ligera variacion sobre los niveles del fibrindgeno (fig. 28),
analizamos que, estos sugerian que no se afectaba la coagulacién sanguinea, pero
el gue estos resultados no fueran significativos; podrian tener una relacién con la
activacion de plaguetas. Esto debido a que, el fibrinbgeno ademas de ser
considerado un factor de la coagulaciéon también es una glicoproteina que se
encuentra presente en los granulos alfa (a) de las plaquetas. Asi que, a continuacion,
en la figura 29, podemos observar el efecto de estas NP de CdS-Dex sobre plaquetas
tratadas a concentraciones de 0.01, 0.1, 1, 10, 100 y 1000 pg/mL a 30 minutos de

tiempo de exposicion. Las NP causaron agregacion plaquetaria entre 36 y 40% a
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partir de la concentracion de 0.01 hasta 100 pg/mL (p<0.05), comparado con el grupo
control. En el caso de la concentracion de 1000 pg/mL este efecto incrementd hasta
57%, significativo con respecto al grupo control. Es un hallazgo interesante, ya que
como hemos descrito anteriormente, las plaquetas son esenciales para el normal
desarrollo de la hemostasia y cumplen un papel importante en los desérdenes tanto

trombaticos como hemorragicos.

Agregacion plaquetaria (%)

* s
30 minutos
‘|‘\ * *
| |||I | |
0.01 0.1 1 10 100

1000

control control
negativo  positivo Concentraciones [pg/mL]

Figura 29. Efecto de NP de CdS-Dex sobre plaquetas: agregacién plaquetaria. Tiempo de exposicion:
30 minutos. Cada barrarepresentala media + DS de dos experimentos independientes. n=5. *p <0.05
con respecto al grupo control.
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7.7 Identificacion de la captacion de NP de CdS-Dex en plaquetas, por medio de

microscopia confocal de fluorescencia.

En la figura 30-1, podemos observar microfotografias tomadas con un microscopio
confocal de fluorescencia, en ellas se muestra el efecto de las NP de Cds-Dex sobre
plaquetas. En el inciso a, tenemos el control de plaguetas sin tratamiento para mostrar la
apariencia “normal” de plaquetas no agregadas observadas en visible y fluorescencia. En
el inciso b, se muestra el control de agregacion plaquetaria sin emision de fluorescencia,
esta seria la apariencia de plaquetas que se han activado y comienzan a agregarse para

formar un tapon plaquetario.
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Figura 30-1. Fotografias de plaquetas y agregacién plaquetaria tomadas con microscopio
confocal de fluorescencia. a. Control de plaquetas sin tratamiento visible/fluorescencia. b.
Control de agregacion plaquetaria visible/fluorescencia. 60X + 3 Z (aumentos).
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En la figura 30-2, podemos observar fotografias tomadas con un microscopio confocal
de fluorescencia, en ellas se muestra el efecto de las NP de CdS-Dex sobre
plaguetas. En el inciso a, tenemos el control de plaquetas sin tratamiento para
mostrar la apariencia “normal” de plaquetas no agregadas observadas en visible y
fluorescencia. En el inciso b, se muestra el control de agregacion plaquetaria, esta
seria la apariencia de plaquetas que se han activado y comienzan a agregarse para
formar un tapon plaquetario. En el inciso a, podemos observar dos columnas, una en
visible y la otra en fluorescencia y 3 filas de fotografias con plaquetas tratadas con
NP de CdS-Dex a diferentes concentraciones de 0.01 a 1 pg/mL. En el inciso b,
podemos observar dos columnas, una en visible y la otra en fluorescencia y 3 filas de
fotografias con plaquetas tratadas con NP de CdS-Dex a concentraciones de 10 a
1000 pg/mL.

En estas figuras, podemos observar el efecto de agregacion plaquetaria causado por
las NP de CdS-Dex, el cual se relaciona con lo cuantificado anteriormente. Sin
embargo, también pudimos observar que la captacion de estas NP en plaquetas se
da de manera concentracion dependiente. A partir de las concentraciones de 10, 100
y 1000 pg/mL, ya se observa la fluorescencia emitida por las NP de CdS-Dex. Aunque
esta intensidad es mayor a la concentracion de 1000 pg/mL, lo que nos indicaria que
las NP de CdS-Dex han sido captadas por las plaquetas. Con los resultados del
efecto de las NP de CdS-Dex sobre plaguetas pudimos observar que, las NP de CdS-
Dex causan agregacion plaquetaria menor al 40% en concentraciones bajas desde

0.01 hasta 100 pg/mL y mayor al 50% s6lo a 1000 pg/mL.
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Figura 30-2. Fotografias de plaquetas y agregacion plaquetaria tomadas con microscopio
confocal de fluorescencia. a. Plaquetas tratadas a 0.01, 0.1y 1 ug/mL en visible/fluorescencia.
b. Plaguetas tratadas a 10, 100 y 1000 pug/mL en visible/fluorescencia. 60X + 3Z (aumentos).
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7.8 Identificacion de la agregacion plaguetaria por medio del andlisis topografico

en microscopia de fuerza atdbmica.

En la figura 31, se observan las imagenes de reconstruccion 3D analizadas por AFM.
En el inciso A) se muestra control de plaguetas sanas sin tratamiento: con morfologia
hexagonal, semiplanas, carente de nucleo, tamafio aproximado de entre 3-4 um y
con bordes definidos. En el inciso B) observamos el control de agregacion plaquetaria
inducida con colagena [0.19 mg/mL], donde es posible observar plaquetas sin
morfologia aparente, tamafio irregular aproximado de entre 2 y 3 um y sin bordes
definidos. A continuacion, en los incisos C, D y E podemos observar las plaquetas
tratadas a concentraciones de 0.01, 100 y 1000 pg/mL. En las microfotografias
podemos observar que carecen de bordes definidos y morfologia similar a agregados
plaquetarios como el control positivo descrito anteriormente. Estos resultados
sugieren que, luego de la activacion, las plaquetas sufren una serie secuencial de
cambios morfologicos: pueden tornarse de forma esférica irregular para poder formar
un tapdén plaquetario, adhesiéon por filopodios (proyecciones citoplasmaticas
delgadas) que pueden ser cortos y largos, y finalmente, la pérdida completa de la
morfologia como parte de la consolidacion completa de la adhesién/agregacion
plaguetaria (Li, Delaney, O’Brien & Du, 2010). También, estos hallazgos nos permiten
relacionar con los resultados cuantitativos obtenidos en el ensayo de agregaciéon
plaquetaria y en combinacion con las imagenes confocal de fluorescencia, en donde
se observaban claramente la presencia de estas NP en plaquetas. Sin embargo, con
el AFM se puede sugerir que, si bien estas NP causan agregacion plaquetaria menor
al 40% en bajas concentraciones, las caracteristicas aqui observadas podrian dar
constancia de que estas plaguetas se activan al interactuar con las NP y comienzan
a agregarse en una especie similar a lo que seria el “tapdn o mosaico plaquetario”

como cuando existe una lesion vascular o alteracion por un agente extrafio.
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Figura 31. Analisis topogréfico (3D) por AFM de plaquetas tratadas con NP de CdS-Dextrina. A)
control de plaquetas sanas sin tratamiento: con morfologia hexagonal, semiplanas, carente de
nucleo, tamafio aproximado de entre 3-4 um y con bordes definidos. B) control de agregacion
plaquetaria inducida por coladgena [0.19 mg/mL]: sin morfologia aparente, tamafio irregular
aproximado de entre 2y 3 um y sin bordes definidos C), D) y E): Plaquetas tratadas con NP de
CdS-Dextrina a concentraciones de 0.01, 100 y 1000 pug/mL, respectivamente. AFM: microscopia
de fuerza atdmica; NPs: Nanoparticulas; CdS-Dex: Sulfuro de cadmio-dextrina.

79



FACULTAD DE FARMACIA — UAEM M.F. YANETH ANAHI RODRIGUEZ LOPEZ

7.9 Efecto de las NP de CdS/Dex. sobre eritrocitos a 30 minutos de tiempo de

exposicion.

En la Figura 32, se muestra el efecto de NP de CdS-Dex sobre eritrocitos tratados con las
diferentes concentraciones (0, 01, 0.1, 1, 10, 100 y 1000 pg/mL). Los eritrocitos se
incubaron durante 30 minutos. Se observé que las NP de CdS-Dex produjeron hemalisis
(5%) en todas las concentraciones (p<0.05), comparado con el grupo control de hemolisis
(eritrocitos tratados con NaCl 35 mM).
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Figura 32. Efecto de NP de CdS-dex sobre la integridad de los eritrocitos. Los eritrocitos se trataron
con NP de CdS-dextrina a 0, 01, 0,1, 1, 10, 100 y 1000 pg/mL durante 30 min. Los eritrocitos control
se consideraron como células sanas sin tratamiento y el grupo de hemdlisis fueron células
preincubadas con NaCl 35 mM. Los resultados se expresan como el porcentaje de hemdlisis en
comparacion con el grupo de hemdlisis. Los datos se presentan como la media + DE de al menos
tres experimentos independientes. * p <0,05 en comparacién con el grupo de hemdlisis.
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7.10 Determinacion de la captacion y localizacion de NP de CdS-Dex en

eritrocitos de ratas Wistar, por microscopia confocal de fluorescencia.

En la figura 33 se observan eritrocitos tratados con NP de CdS-dex a 0,01, 0,1, 1, 10,
100 y 1000 pg/mL durante 30 minutos. Los eritrocitos no tratados se observan con la
morfologia caracteristica de eritrocitos sanos (biconcavos). Cabe destacar que no se
detecté fluorescencia dentro de las células, lo que sugiere que no tienen
autofluorescencia. Los eritrocitos tratados con 0,01, 0,1 y 1 pg/mL de NP de CdS-
dextrina mostraron una fluorescencia minimay no hubo una captacion e internalizacion
por parte de las células. Por lo contrario, los eritrocitos tratados con 10, 100 y 1000
pMg/mL mostraron una fluorescencia a su alrededor; esto aumenté de acuerdo a la
concentracion de NP. Estos hallazgos sugieren que, los eritrocitos no lograron captar

las NP de CdS-dextrina.

VISIBLE

FLUORESCENCIA
- @ @ -
0.01 pg/mL 0.1 pg/mL 1 pg/mL 10 pg/mL 100 ngmL ) 1000 ug/mL
A : TR [ . 0 :
® (LK [ 1
) I ‘ '
y ] ﬁ &

0

VISIBLE

l
l 1] |
}Ml "] ” {Hd L,\‘ m lf

FLUORESCENCIA

Figura 33. Visualizacion en microscopia fluorescente de eritrocitos trataddos con NP de CdS/dextrina.
Los eritrocitos se incubaron durante 30 min a diferentes concentraciones (0,01, - 1000 pg/mL). Se utilizé
la técnica de frotis en seco y se analizaron usando un microscopio de epifluorescencia confocal. La
fluorescencia verde muestra la presencia de NP alrededor de los eritrocitos.
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7.11 Identificacion de hemdlisis por medio del analisis topografico en

microscopia de fuerza atomica.

En la figura 34, se muestran imagenes obtenidas por AFM de eritrocitos en
reconstruccion 3D tratados con NP de CdS-Dex con concentraciones de 0.1, 1, y 1000
png/mL durante 30 min. El inciso A, corresponde al control negativo: eritrocitos no
tratados, con caracteristicas tipicas de una célula sanguinea sana, con morfologia
ovalada, biconcava con una depresion central. En las siguientes imagenes marcadas
con los incisos B, C y D, corresponden a eritrocitos tratado con 0.01, 1y 1000 pg/mL
de NP de CdS-Dex, respectivamente. Los eritrocitos se observan con una morfologia
redonda, semi planos, con grietas en su superficie y bordes no definidos. En el caso
del eritrocito tratado con 1 pg/mL de NP de CdS-Dex, ademas de su carente
morfologia definida, se observa la presencia de abultamientos que lo hacen verse
rugoso en su superficie. Por altimo, observamos el eritrocito tratado con 1000 pg/mL,
de morfologia no definida, aplanado, con bordes rugosos, carente de depresion
central y alteraciones en su superficie. En todas las concentraciones, los eritrocitos

se observaron carentes de depresion central.
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Figura 34. Imagenes en AFM reconstruccion en 3D de eritrocitos tratadoscon las NP de CdS-Dex.
AFM: microscopia de fuerza atdmica; NP: Nanoparticulas; CdS-Dex: Sulfuro de cadmio-dextrina.

83



FACULTAD DE FARMACIA — UAEM M.F. YANETH ANAHI RODRIGUEZ LOPEZ

7.12 Efecto de lainteraccion de NP de CdS-Dex con eritrocitos de sangre de rata,

por microscopia de fuerza atémica (AFM).

En la figura 35 se muestra imagenes obtenidas por AFM de eritrocitos en
reconstruccion 3D tratados con NP de CdS-Dex con concentraciones de 0.1, 1, 10,
100y 1000 pg/mL durante 60 min. Las dos primeras imagenes corresponden al control
negativo: eritrocitos no tratados, con caracteristicas tipicas de una célula sanguinea
sana, con morfologia ovalada, biconcava con una depresion central. Al lado derecho,
se observa el control positivo: eritrocitos que se les indujo hemdlisis tratandolos con
NaCl (35 mM), con caracteristicas tipicas de une membrana destruida en totalidad, la
célula muestra una pérdida de su morfologia, sin bordes definidos con evidente salida
de contenido celular. A continuacion, podemos observar eritrocitos tratados con 0.01
hasta 1000 pug/mL de NP de CdS-Dextrina, los eritrocitos se observaron con una
membrana intacta, pero hubo una pérdida de biconcavidad, aumento de tamafio y
mayor presencia de artefactos en su superficie, que se acumularon en mayor cantidad
conforme se aumento la concentracién de NP de CdS-Dex. Haciendo un analisis con
respecto a la evaluacién de hemolisis que reveld que tan sélo un 5% de ellos sufrieron
lisis, este andlisis topografico no mostrd evidencia de ruptura de la membrana en

ninguno de los estudios topogréficos.
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Figura 35. Andlisis topografico en AFM de eritrocitos. a) morfologia de eritrocitos intactos:
normocitos (discocitos). b) eritrocito hemolizado. c-e) morfologia de los eritrocitos: anisocitosis
y planocitos; d-g) estomatocito: la alteracion eritrocitaria mas incidente bajo el efecto de NP de
CdS-dex Tiempo de exposicién: 60 min.
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7.13 Determinacion del potencial { en eritrocitos tratados con NP de CdS-

dextrina asociado a la integridad de la membrana celular.

En la figura 36, podemos observar el potencial ¢ obtenido en eritrocitos sanos vy
eritrocitos tratados con NP de CdS-dextrina. El potencial ¢ de la membrana celular de
las células vivas esta determinado, entre otros factores, por la organizacion y las
interacciones intermoleculares de sus componentes (proteinas y lipidos). Asi que en
eritrocitos tratados con concentraciones de 0.1 a 100 pg/mL, no se observé cambios
significativos en el potencial {. Sin embargo, se mantuvo oscilando entre los valores
normales comparados con el grupo control. Esto puede ser un indicativo del hecho
de que las NP de CdS-dextrina no afectaron la integridad de las membranas de los
eritrocitos por lo que podemos sugerir que no estaria afectado su funcionalidad.
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Figura 36. Potencial zeta de los eritrocitos tratados con NP de CdS/dextrina. Los eritrocitos
sanos se consideraron grupo control. Tratamiento: NP de CdS/dextrinaa 0.1, 1,10 y 100 ug/mL
durante 30 min. Se determino el potencial { de eritrocitos de dos experimentos independientes.
Los datos se presentan como la media + DE. * p <0,05 en comparacion con el grupo de control.

86



FACULTAD DE FARMACIA — UAEM M.F. YANETH ANAHI RODRIGUEZ LOPEZ

7.14 Acoplamiento molecular de CdS-dextrina/eritrocito

En la figura 37 observamos el sistema hipotético creado para obtener un posible modo
de union entre las esferas de CdS cubiertas con dextrinas y la proteina principal en
la membrana de los eritrocitos, el transportador de glucosa GLUT1. Debido a la falta
de estructuras moleculares de NP de CdS con dextrinas, solo una dextrina de cada
tamafio se acopl6 con el transportador GLUT1. Se realizaron 50 corridas de
acoplamiento independientes utilizando la estructura GLUT1 y dos dextrinas de
diferente tamafo: 6 y 12 azUcares. Las dextrinas se acoplaron en la misma region del
transportador GLUTL1. Los residuos de GLUTL1 involucrados en el sitio de unién
potencial de las dextrinas reportados por autodock vina fueron: 37, 38, 41, 58, 61, 62,
65, 66, 296, 299 a 304, 355 a 366, 423, 424, 426 a 432 (numeros de residuos con

respecto al PDB original).
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Figura 37. Transportador de glucosa hipotético GLUT1 unido a dextrinas. A) Representacion
esquematica del procedimiento utilizado en este trabajo. B) Superficie molecular de la
membrana con una estructura representativa de ambas dextrinas (6 azlcares en barras azules
y 12 azlicares en barras verdes) con GLUT1 en el centro de la imagen. La mayoria de los
resultados de acoplamiento se unieron a un lado de la superficie GLUT1 (en rojo). C)

Representacion de dibujos animados de GLUT 1 con 6 y 12 azlcares (izquierda y derecha,
respectivamente).
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7.15 Efecto de la interaccion de las NP de CdS-Dex sobre la viabilidad celular

en células Raw 264.7.

En la figura 38, podemos observar los resultados del efecto de la interaccion de NP de
CdS-Dex sobre la viabilidad de células RAW 264.7 tratadas a concentraciones de 0.01,
0.1, 1, 10, 100 y 1000 pg/mL durante 24 h. En la primera columna podemos observar
la viabilidad celular de células sin tratamiento. A partir de las concentraciones de 0.01
a 100 pg/mL no se observo efecto sobre la viabilidad de las células RAW 264.7. En la
concentracion de 1000 pg/mL se observo un aumento de células vivas con respecto al

grupo control, hasta en un 10 % (p<0.05).
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Figura 38. Efecto de NP de CdS-Dex sobre la viabilidad celular de RAW 264.7. Tratamiento 24
horas. Cada barrarepresentalamedia+ DS de tres experimentos independientes. n=4. *p <0.05
con respecto al grupo control.
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7.16 Efecto de la captacion celular de NP de CdS-Dex en macréfagos RAW 264.7
estudiado por microscopia confocal de fluorescencia.

En la figura 39, se muestran microfotografias de células RAW 264.7 en dos
modalidades (visible y fluorescencia) tomadas con microscopio confocal a 60 X con
3 aumentos. Las células fueron tratadas con concentracion de 0.01 a 1000 pg/mL
de NP de CdS-Dex, y la presencia de las NP es evidente por la fluorescencia de
color verde, que no es observada en la imagen control de fluorescencia. De derecha
a izquierda, les muestro las imagenes de ambos controles de células sin tratamiento
en visible y fluorescencia. Se observan con morfologia caracteristica de células RAW
264.7 adherida y en cultivo y sin autofluorescencia. En la siguiente columna las
imagenes en visible, continuando con la columna de fluorescencia. Como podemos
observar a partir de la primera fila de células tratadas con NP de CdS-dex desde
0.01 a 1000 pg/mL podemos observar la presencia de estas NP por el efecto de la
fluorescencia que los caracteriza. Se observan en la membrana celular, alojarse en
citoplasma e incluso llegar hasta nucleo y nucléolos. La fluorescencia en color verde
fue mas intenso en células tratadas con 100 y 1000 pg/mL como era de suponer. Sin
embargo, podemos observar que en concentraciones desde 1 a 1000 pg/mL en
visible los cambios morfologicos observados son mayores con respecto a las otras

concentraciones de 0.01 y 0.1 pg/mL.

Estas imagenes obtenidas sugieren que los macréfagos RAW 264.7 captan e

internalizan a las NP de CdS-Dex de manera eficiente.
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Figura 39. Imagenes de células RAW 264.7 tomadas con microscopio confocal de fluorescencia.
visible/fluorescencia. 60X + 3 Z (aumentos).
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7.17 Efecto de NP de CdS-Dex sobre la produccion de o6xido nitrico (NO)
inducida en macréfagos RAW 264.7.

En la figura 40, Se observan células RAW 264.7 tratadas con NP de CdS-Dex a
diferentes concentraciones (0.01, 0,1, 1, 10, 100 y 1000 pg/mL). De izquierda a
derecha, podemos observar el control negativo (0% de NO). Después, la columna
que corresponde al control positivo (células tratadas con LPS). A continuacion,
observamos el efecto de la interaccion de NP de CdS-dex sobre la produccion de NO
en macrofagos desde la concentracion de 0.01 a 1000 pg/mL. A partir de la
concentracion de 0.01 hasta la de 10 ug/mL la produccién de NO es de hasta mas de
60% con respecto al grupo control negativo (p<0.05). Sin embargo, a la concentracion
de 100 pg/mL este efecto fue mucho mayor hasta 70% de NO. Aunque, en la
concentracion de 1000 ug/mL el efecto de produccién de NO por los macréfagos
RAW 264.7 supero el 100%, con respecto al grupo control (p<0.05). Se ha reportado
gue macrofagos peritoneales tratados con nanoparticulas de SiO2a concentracion de
50 mg/Kg durante 24 y 72 horas, no producen un aumento en los niveles de NO lo
gue indica que no existe una activacién de macréfagos, ya que el aumento de 6xido
nitrico es considerado el segundo mensajero en una respuesta inflamatoria (Park &
Park 2009). Con base en nuestros resultados podriamos sugerir que, la produccién
de NO por los macrofagos es un efecto de la interaccion con NP de CdS-Dex y se da

de manera concentracion dependiente.
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Figura 40. Efecto de NP de CdS-Dex sobre la produccion de NO en macrofagos RAW 264.7.
Tratamiento 24 horas. Cada barrarepresentala media + DS de tres experimentos independientes.
n=4. *p <0.05 con respecto al grupo control negativo.

7.18 Efecto de lainteraccion de NP de CdS-Dex con macréfagos RAW 264.7 sobre
la fagocitosis de levaduras.

En la figura 41, podemos observar el efecto de la interaccion de las NP de CdS-Dex
sobre macrofagos y en presencia de levaduras. De izquierda a derecha en la primera
columna les muestro el control positivo de células sin tratamiento y cultivadas con
levaduras, en su interior se observan levaduras ya fagocitadas. A continuacion,
observamos el control negativo que son células sin tratamiento y sin levaduras. En las
siguientes columnas, se observan las microfotografias de células tratadas con 0.01
hasta 1000 ug/mL de NP CdS-Dex y en presencia de levaduras. Como podemos
observar en todas las concentraciones se observan levaduras fagocitadas por los
macrofagos. Sin embargo, el efecto fagocitico aumenta de manera concentracion

dependiente, siendo mayor este efecto en la concentracién de 1000 pug/mL. Lo cual
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puede indicarnos que la interaccion con NP de CdS-Dex podria ser la causa del
aumento de la fagocitosis de levaduras por los macréfagos RAW 264.7.

[0,1 pg/mL]

CONTROL POSITIIVO

CONTROL NEGATIVO

1h 30 Min.
40x

Figura 41. Visualizacién en microscopio de luz visible (40X) de células RAW 264.7 en presencia
de levaduras y tratados con NP de CdS-dex. Diferentes concentraciones (0,01 a 1000 pg/mL)
durante 60 minutos.

Para tener mas claro este efecto, cuantificamos las levaduras de cada muestra como
se observa en la figura 42. Con este resultado, cuantificamos lo observado en las
microfotografias antes mencionadas y se da de manera concentracion dependiente.

Siendo evidente este efecto a la concentracion de 1000 ug/mL.
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Nuestros resultados sugieren que los macrofagos aumentan su capacidad fagocitica

con respecto al aumento de la concentracion de nanoparticulas, siendo mayor a 1000
ug/mL (p<0,05).
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Figura 42. Efecto fagocitico de macr6fagos inducido por NP de CdS-Dex. Tratamiento 24 horas.
Cada barra representa la media £ DS de dos experimentos independientes. n=4. *p <0.05 con
respecto al grupo control.
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8. DISCUSION

La sangre es un fluido biolégico Unico en el que cada componente juega un papel
distinto en la efectividad y funcionamiento en el organismo. Este fluido biol6gico es el
de primer contacto con las NP administradas via sistémica. En el momento en que las
NP llegan al sistema sanguineo, entran en contacto directo con los eritrocitos, células
endoteliales y proteinas plasmaticas, donde pueden afectar la estructura intrincada y
las funciones criticas de estos componentes sanguineos (Ritz, et.al., 2015). Sin
embargo, a pesar de los intensos estudios preclinicos y clinicos sélo unas pocas NP
han llegado a ensayos clinicos o al mercado (Danhier, Ansorena, Silva, Coco and Le
Breton, 2013; Caracciolo, Farokhzad and Mahmoudi, 2017). La principal causa de que
no haya avance en la comercializacion de nanomateriales es la falta de comprension
de los mecanismos y efectos de la interacciéon que ocurre entre las NP y el entorno
bioldgico y fisiolégico (Caracciolo, Farokhzad and Mahmoudi, 2017). Las interacciones
NP con los componentes sanguineos son, no sélo inevitables sino también
enfaticamente peligrosas y la hemocompatibilidad debe ser una de las principales

preocupaciones en el disefio y desarrollo de NP con aplicaciones terapéuticas.

Hablando desde el punto de vista de las NP, las diferentes interacciones pueden
provocar transformaciones de fase, agregacion de particulas, reconstruccién de
superficies y disolucién. Todos estos procesos logran una influencia significativa en
su reactividad, biodisponibilidad y farmacocinética (Maynard, Warheit, Philbert, 2011)
afectando su persistencia y provocado que cause efectos téxicos (Liu and Hurt, 2010;
S. Elzey and Grassian, 2010; Pelaz, et.al., 2013). Es decir, la aglomeracién
extracelular de NP, o la aglomeracién que ocurre antes o durante la exposicion en
modelos in vitro o in vivo tiene un impacto significativo en los efectos biolégicos
observados y sobre su toxicidad dependiente del tamafio (G.J. Oostingh, et.al., 2011,

Jiang, Oberdorster and Biswas, 2009).
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La investigacion realizada atendio a las necesidades de comprender y visualizar los
posibles efectos de las NP de CdS-dextrina. Considerando que una vez que entran
en contacto con la sangre, las proteinas se adsorben en la superficie de las NP
formando una corona de proteinas (Cedervall, et.al., 2007), al adsorberse las
proteinas plasmaticas de manera instantanea en la superficie de las NP, lo que influye
significativamente en su interaccion con los componentes sanguineos. Este efecto
conduce a una patologia denominada como la coagulopatia inducida por NP, y se ha
convertido en una seria preocupacion, ya que segun varios estudios se ha reportado
un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular debido a complicaciones trombdéticas
inducidas por NP. En estas investigaciones han encontrado que las NP pueden alterar
el sistema de coagulacién y provocar un cambio en el equilibrio hemostético, lo que
da como resultado afecciones graves que ponen en peligro la vida, como trombosis
venosa profunda (TVP) y coagulopatia intravascular diseminada (CID) (Sun, Lv, Bai,
Yang, Zhou, Li, and Yang, 2018). Por tanto, las NP de CdS-Dex podrian causar
complicaciones vasculares, por lo que requeriamos conocer si esto ocurre y si es

dependiente de concentracién.

La albumina es una proteina de 69 kDa que representa mas de la mitad de la
composicién del suero en el cuerpo. Hace tiempo que estéd bien establecido que la
hipoalbuminemia es un poderoso marcador de prondstico en la poblacion general y en
muchos entornos patologicos, principalmente como resultado de la desnutricion y la
inflamacion (Arques, 2018). En el desarrollo de la experimentacion se encontr6 que el
efecto de la interaccién de las NP de CdS-Dex con albumina, era la formacion de la
corona de proteinas tras 30 minutos de incubacién y este efecto se ve en aumento
conforme aumenta la concentracién de NP. Estos resultados sugieren que la superficie
de las NP de CdS-Dex tuvieron mayor reactividad biologica con la albumina como ha
sido reportado por otros investigadores (Ge, et.al., 2011). Habra que considerar que
esta formacién de la corona de proteinas de albumina en especifico, es importante
porque podria desencadenar eventos trombaticos vasculares. No obstante, las NP de
CdS-Dex no han demostrado tener efectos secundarios en los modelos in vivo
ensayados tanto en dosis Unicas como en dosis repetidas. Lo que sugiere que, las NP

probablemente no estén adsorbiéndose cuando son administradas por via l.V., al evitar
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esta adsorcion de proteinas puede representar una ventaja importante, ya que evitaria
la aglomeracion y desencadenar eventos tromboticos. Ya se ha descrito en otros
estudios con NP de oro, que pueden influir en los cambios conformacionales en la
estructura de la albumina de suero bovino (BSA) de manera dosis dependiente
(Wangoo, Suri and Shekhawat, 2008). Por lo que, resulta interesante notar que las
propiedades fisicoquimicas de las NP y de ciertas proteinas juegan un papel
importante para la formacion de la corona de proteinas (Lacerda, et al., 2009). Esto se
sustenta en estudios con otros nanomateriales como fullerenos de carbono 60, que
sugieren que la albumina no sufre ningn cambio conformacional ya que no se adsorbe
a estas NP (Shufang, Kai, Zhijuan and Xibao, 2012).

También, se sabe que la albumina es la proteina plasmética mas abundante y se
adsorbe rapidamente a las NP (Vu, 2019). Por lo que, la adsorcién de una proteina en
la superficie de la NP también depende sobre la afinidad de la proteina hacia la
superficie de la NP y su capacidad para ocupar completamente la superficie del
nanomaterial. Como se demostré en un estudio en el que utilizaron NP de platino de
hierro (FePt) en el que la albumina de suero humano (ASH) y la transferrina se

adsorben con mayor afinidad a la superficie de estas NP (Jiang, 2009).

En otro estudio, se observé que la albumina de suero bovino (BSA) se adsorbe en
NP con superficie de éxido de aluminio superficie formando una especie de monocapa
utilizando hasta un 30-36% de su carga negativa para unirse y que incluso el
reemplazo de moléculas de BSA adicionales del medio se unen a esta monocapa
como dimeros (Rezwan, Meier, Rezwan, Voros, Textor and Gauckler, 2004). En este
sentido es posible sugerir que la albumina es afin a las NP de CdS-Dex, ya que esta
afinidad puede darse dependiendo de su composicion quimica y la carga de su
superficie (potencial Z) (Albanese and Chan, 2011; Walkey, Olsen, Guo, Emili and
Chan, 2011; Alexis, Pridgen, Molnar and Farokhzad, 2008).
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Para tener mas claro este fendmeno, la corona de proteinas es de naturaleza
dindmica y como podemos darnos cuenta la composicién varia en funcion de las
propiedades fisicoquimicas de las NPs. En un estudio, se evaluo la formacion de la
corona de proteinas una vez que NPs de poli (lactida-co-glicélido) (PLGA) se
incubaron con diferentes concentraciones de suero fetal bovino (FBS) y suero
humano (Partikel, Korte, Mulac, Humpf, and Langer, 2019). La corona de proteinas
se identifico a través de electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE), con un ensayo de proteinas de Bradford, se determiné el
potencial zeta y se realiz6 un analisis de cromatografia liquida-espectrometria de
masas/espectrometria de masas (LC-MS / MS); los resultados que obtuvieron,
revelaron que el entorno fisioldgico afecta criticamente la adsorcién de proteinas en
NPs de PLGA con importante impacto en la interaccion. En condiciones comparables,
la cantidad de proteina que forma la corona de proteinas depende del tipo de suero
utilizado y es dependiente de la concentracion sérica. En las NP de PLGA incubadas
con FBS o suero humano, hubo una clara diferencia en la composicién de la corona
de proteina que se identific6 mediante SDS-PAGE y LC-MS/MS.

No obstante, en el caso del suero humano, se observé un cambio considerable en la
composicién de la corona de proteinas que conduce a una concentracion dependiente
de adsorcion de proteinas abundantes junto con una adsorcion de proteinas de alta
afinidad con menor abundancia (Partikel, Korte, Mulac, Humpf, and Langer, 2019).
Sin duda alguna, tener el control de la formacion de la corona de proteinas es una
tarea desafiante. Con los datos obtenidos en la presente investigacion, es posible
destacar la necesidad de disefiar nanomateriales Optimos que permitan una
prediccidén de la interaccion de NPs-proteinas y, por lo tanto, la biodistrubucion y

efecto secundario en el organismo.

Las NP de CdS-dextrina fueron evaluadas con base al cambio de potencial Z, este
parametro es un indicativo de estabilidad coloidal debido a la repulsion de particulas
electrostaticas (Casals, Pfaller, Duschl, Oostingh and Puntes, 2010). En el analisis
realizado encontrd que, a concentraciones de entre 0.01 a 1000 ug/mL y en presencia

de albumina el potencial Z es bajo, lo que indica que no hay repulsion y se forma la
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corona de proteinas. De manera general, se sabe que la adsorcion de proteinas
séricas en NPs cargadas negativamente conduce a una disminucion del potencial
zeta que depende en gran medida de la concentracion y la identidad de la proteina
unida (Monopoli, et.al., 2011; Schéffler, et. al., 2013). Esta adsorcién de proteinas es
en efecto la base de toda la hemocompatibilidad, ya que las proteinas plasmaticas
adsorbidas recubren eficazmente las NP y previenen el contacto directo de las células
sanguineas. El proceso de adsorcidn de proteinas es proceso dinamico y es la causa
de la activacion del sistema del complemento y la cascada de coagulacion, entre otros
(Vauthier, Persson, Linder and Cabane, 2011; Cavadas, Gonzéalez-Fernandez and
Franco, 2011).

Por otra parte, la hemostasia es un delicado equilibrio entre procoagulante,
anticoagulante y vias fibrinoliticas en respuesta a un trauma para prevenir la pérdida
de sangre. La coagulacion sanguinea es activada en respuesta a una lesion para
liberar factor tisular o por activacion en respuesta a un agente extrafio que puede
alterar las vias extrinsecas o intrinsecas de la coagulacién que dan como resultado
una cascada de reacciones enzimaticas (Frohlich, 2016; Gorbet and Sefton, 2004;
Vogler and Siedlecki, 2009). Ambas vias convergen en la via comun a través de la
ruptura enzimatica de protrombina en trombina para activar la conversién de
fibrinbgeno en mondmeros de fibrina para formar una red de malla y un tapén
plaquetario que da como resultado un coagulo estable (Frohlich, 2016; Gorbet and
Sefton, 2004; Vogler and Siedlecki, 2009). Por lo tanto, la trombogenicidad es la
propension de un material a inducir la coagulacion sanguinea parcial o completa
mediante la oclusion de un vaso sanguineo por la formacion de un trombo (una mezcla
de glébulos rojos, plaquetas agregadas, fibrina y otros elementos celulares). El tiempo
de tromboplastina parcial activada (aPTT) y el tiempo de protrombina (TP) son ensayos
gue miden las vias intrinsecas y extrinsecas de la cascada de coagulacion, y carecen
de los componentes celulares (por ejemplo, plaguetas) y factores de coagulacion
presentes en sangre total (Park, et.al., 2009). Los tiempos prolongados de aPTT y PT
son insensibles a pequefos cambios en coagulacion, y no siempre predicen estados
protrombogénicos (Park, et.al., 2009). Asimismo, se sabe que el fribindgeno, es afin

a nanomateriales como NP de oro (AuNP) (5-100 nm) con las que tiene fuertes
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interacciones que provocan cambios en la conformacion de esta proteina (Lacerda,
et.al., 2010; Dobrovolskaia, et.al., 2009). Sin embargo, algunos nanomateriales han
demostrado que pese a ser funcionalizados, como por ejemplo las NP de oro con
polifosfato (10-50 nm) tienen efecto en la coagulacion sanguinea y activan la via
intrinseca provocando efectos procoagulantes rapidos que reducen los tiempos de
coagulacion (Szymusiak, et.al., 2016) No obstante, NP con la misma composicion de
oro, pero diferente funcionalizacion (quitosan sulfonado y pirimidina) y tamafio (10 y
13 nm) modificados con quitosano sulfonado, demostraron que afectan la coagulacion
prolongando el tiempo, inhiben la agregacion plaguetaria y causan
antitrombogenicidad al interactuar con trombina y fibrina (Tian, Zhao, Zheng, Zhang
and Jiang, 2014; Ehmann, et.al., 2015).

Los resultados obtenidos del efecto de las NP de CdS-dextrina sobre los tiempos de
coagulacion arrojaron que, las vias de coagulacion son activadas de manera que no
alteran los tiempos de coagulacion tanto para el tiempo de tromboplastina parcial
activada, como para los tiempos de protrombina. Sin embargo, esta “activacion
normal”, se corrobord con la concentracion de fibrindégeno la cual no mostré diferencia
significativa con respecto al control. Estos hallazgos pueden sugerir que nuestras NP
no estan alterando el sistema de coagulacién. Ya que se sabe que, en recientes
estudios, se han encontrado respuestas inflamatorias por la interaccion de NP con
fibrindbgeno e incluso mostraron un aumento de la trombogenicidad y la adherencia
de las plaquetas a la superficie de la particula (Lin, Lin, Yang, Hung and Fang, 2018).
Los mecanismos de accion y posibles efectos clinicos de las interacciones NP-
plaguetas son extremadamente diversos y especificos de cada caso (Matus, Vilos,
Cisterna, Fuentes and Palomo,2018). Ademas, la adsorcién de componentes del
plasma puede modificar el tamafio, estado de agregacion y composicion interfacial de
los nanomateriales y, por lo tanto, debe considerarse cuidadosamente al evaluar las

interacciones y toxicidades de las NP en la sangre.
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Estos estudios nos sugieren que, el disefio ideal de las NP destinadas para
administracion de farmacos, depende de muchos factores como la composicion del
nanomaterial, su tamafio y funcionalizacion. A pesar de esto, una parte muy
importante a tomar en cuenta para el disefio de estos nanomateriales seria reducir su
aclaramiento en el torrente sanguineo para extender los tiempos de circulacion
sistémica y asi aumentar la eficacia al liberar el farmaco en el sitio blanco. Cuando la
tasa de depuracion sanguinea es rapida, se minimiza la interaccion de las particulas
con los componentes sanguineos. Un aumento en el tiempo de circulacion aumenta
proporcionalmente la duracién del contacto con los componentes del sistema de
coagulacion. Esto puede amplificar los efectos adversos de esta interaccion, como la
activacion de la cascada de coagulacion, y oclusién parcial o completa de un vaso
sanguineo. Los estudios para evaluar la propension de las NP a inducir la activacion
y/o agregacion plaquetaria, sus efectos sobre el tiempo de coagulacion del plasma y
la tendencia a iniciar la trombosis vascular son Gtiles para evaluar la trombogenicidad
de estos nanomateriales. Sin embargo, existen pocas evaluaciones de las
interacciones NP en la sangre y su influencia en la coagulacion sanguinea, pruebas

gue son basicas e integrales para su disefio, para su aplicacion segura y eficaz.

En la regulacion para mantener un equilibrio hemostatico en el organismo, las
plaguetas juegan un papel muy importante. Las plaguetas, previenen la pérdida de
sangre por lesion vascular, pueden inducir trombosis arterial, y tienen funciones
adicionales en la defensa inmunitaria, la cicatrizacién de heridas (Nieswandt, Pleines,
and Bender, 2011; Li, Yang, Dunn, Gross and Smyth, 2011; Nurden, Nurden, Sanchez,
Andia and Anitua, 2008). En un sistema vivo, las plaquetas normalmente no
interactuan con las superficies internas de los vasos sanguineos, pero responde a
estimulos externos vy fisicos y se adhieren rapidamente cuando la pared del vaso es
alterada. La mayoria de las NP aunque no estan destinados a uso sistémico pueden,
debido a su capacidad para atravesar barreras epiteliales, alcanzar la circulacion
sistémica e interferir con la funcion fisiologica de las plaquetas aumentando el riesgo
de enfermedad cardiovascular y trombosis vascular (Pope CA I, et.al.,, 2002;
Radomski, et.al., 2005; Gaffney, et.al., 2015).
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Las propiedades fisicoquimicas de las NP, es uno de los determinantes clave de las
interacciones NP con las plaquetas. Entre los diferentes nanosistemas que se aplican
en biomedicina, los dendrimeros se destacan en términos de su capacidad para inducir
la agregacion plaquetaria; varios tipos de dendrimeros, incluida la poliamiodamina
(PAMAM), polipropilenimina (PPI), triazina y dendrimeros de carbosilano, causan la
formacion de trombos (Caminade and Majoral, 2018). Los dendrimeros PAMAM
especificamente se han estudiado extensamente por su hemotoxicidad y sus efectos
sobre las plaquetas. También, se sabe que estos dendrimeros de PAMAM pueden
causar una condicion letal, diseminada, similar a la coagulacion intravascular como se
demostrd en un estudio in vivo (Greish, et.al., 2012). Ademas, en otro estudio, se
demostrd que los dendrimeros PAMAM con un grupo amino terminal se unen y alteran
la morfologia de las plaquetas y conducen a un mayor numero y tamafo de los
agregados plaquetarios (Jones, et.al., 2012). Como la mayoria de las membranas
celulares, la superficie de las plaquetas esta cargada negativamente y puede
interactuar facilmente con NP catidnicas. Asi que, las plaquetas también pueden
interactuar con NP catidnicas, como en el caso de nanomateriales con carga positiva
que alteran la morfologia plaquetaria y por lo tanto su activacion. El mismo estudio
demostrd que este nanomaterial pero con carga neutra y otros anionicos no causaban
efecto alguno sobre la integridad y funcionamiento plaquetario (Jones, et.al., 2012). Lo
que confirma, que el efecto de los nanomateriales sobre las plaquetas puede depender

mas que del tipo de su tamano, que de su carga superficial.

Los resultados obtenidos en el presente proyecto, demostraron que, las NP de CdS-
dextrina causaron agregacion plaquetaria y cambios morfolégicos en las plaquetas a
partir de bajas concentraciones de 0.01 ug/mL. Sin embargo, para aseverar que estas
NP causaron la activacion y dafio en la funcién e integridad de las plaquetas tendrian
que evaluarse otros factores que confirmen o corroboren los hallazgos expuestos. Es
posible sugerir que, no son niveles elevados para considerarse un riesgo; sin embargo,
estudios en este campo de la investigacion han revelado que la acumulacion excesiva
de plaquetas propicia a un evento patdgeno crucial y por lo que puede considerarse

como la principal responsable del desarrollo agudo de complicaciones isquémicas y
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enfermedades vasculares. Por ejemplo, en un estudio se encontré que NP de silice
induce la agregacion plaquetaria y lo hace a través de diferentes mecanismos, como
la regulacién de la expresién de la proteina P selectina y liberacion de NO de la

superficie plaquetaria (Corbalan, Medina, Jacoby, Malinski and Radomski, 2012).

Se han sugerido diferentes efectos causados por NP, incluidas las interacciones con la
membrana del eritrocito, captacion celular, internalizacion y estrés oxidativo. El
mecanismo mas destacado por el cual ocurre este fenébmeno es la interaccion directa de
las NPs con la membrana de los eritrocitos que puede provocar lesiones, perjudiciales,
cambios morfoldgicos y distorsiones citoesqueléticas (Chen, Fang, Ling, Ding, Kang, and
Huang, 2015).

En este trabajo de tesis, se evaluaron los efectos in vitro de las NP de CdS-dextrina en
eritrocitos de rata y se demostré que las NP de CdS-dextrina causaron solo un 5 % de
hemodlisis y cambios significativos en su morfologia. Sin embargo, es importante destacar
gue las NP de CdS-dextrina si bien causaron efecto sobre la integridad de los eritrocitos,
la hemodlisis fue posterior a 30 minutos de exposicion. Aunque, con el bajo porcentaje que
se observo de hemdlisis se puede sugerir que pudo deberse a la manipulacion de los
eritrocitos y no por un efecto directo de las NP de CdS-dextrina. El efecto hemolitico de
algunos nanomateriales radica en el mecanismo relacionado a la interaccién directa de
las NP con la membrana de los eritrocitos lo que puede provocar lesiones, perjudiciales
cambios morfolégicos y distorsiones citoesqueléticas (Chen, Fang, Ling, Ding, Kang and
Huang, 2015).

Tal como se describe en un estudio con NP de plata (Ag), las cuales tienen efecto
hemolitico. Su actividad hemolitica se atribuy0 principalmente a interacciones directas NP-
células, donde las particulas se unen a restos biolégicos como proteinas y fosfolipidos en
la membrana de los eritrocitos, que conduce a la desnaturalizacion y deterioro del
funcionamiento de la membrana. Ademas, las NP de plata, son anidnicas en su superficie,
lo que indica que tienen interacciones fuertes con cationes biologicos en el eritrocito

membrana, contribuyendo aun mas a la hemdlisis (Das, Tripathy and Adhikary, 2018).
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Existen varios estudios en los que se ha demostrado que las NP no son
hemocompatibles debido a la toxicidad que causan en eritrocitos (Sang-Jun Park, et.
al., 2017; Tsatsakis, et. al., 2019). Como ejemplo se hace referencia al estudio en el
que las nanoparticulas de oro de 30 nm de tamafio produjeron hemdlisis, en este
estudio destacan que el efecto hemolitico no se observé con nanoparticulas mas
pequefias (5,10, 20 nm) (Cenni and Baldini, 2008). Por el contrario, existen reportes
de nanoparticulas como las de plata en las que se demostr6 que a pesar de su tamafio
(1-3 nm) causaron una mayor actividad hemolitica de hasta un 60 % (Aseichev and
Sergienko, 2014). Algunos nanomateriales han recurrido a diferentes recubiertas
como agentes pasivantes que puedan disminuir su toxicidad al interactuar con glébulos
rojos humanos. En un estudio se expusieron los glébulos rojos fueron expuestos a tres
formas diferentes de puntos cuanticos de grafeno (GQD) (sin recubierta, hidroxilados
y carboxilados) a diferentes concentraciones (0, 500, 750, y 1000 mg/mL) y tiempos
de incubacion (0, 1, 2, 3 0 4 h) (Kim, Nafiujjaman, Nurunnabi, Lee, and Park, 2016).
Las caracteristicas reoldgicas de los glébulos rojos fueron analizadas mediante
difractometria y agregometria de laser de microfluidos. En general, se observé que el
porcentaje de hemdlisis y las alteraciones reoldgicas de los glébulos rojos no fueron
significativas a una concentracion menor de 500 mg/mL. También, se observo que los
GQD carboxilados tenian una actividad hemolitica méas sustancial y causaban cambios
abruptos en la deformabilidad y agregacién de los glébulos rojos comparados con los
GQD no recubiertos o hidroxilados a concentraciones> 750 mg/mL. Estos hallazgos
indican que las evaluaciones hemorreoldgicas podrian utilizarse para estimar el grado
de toxicidad causado por los nanomateriales y obtener informacién util sobre su
seguridad al interactuar con células. Las NP de CdS tienen una recubierta de dextrina
(agente pasivante) que, de acuerdo con los resultados obtenidos, no ha causado

toxicidad significativa en eritrocitos (5 % hemdalisis) y deformabilidad.

El aspecto morfologico y su influencia en la hemocompatibilidad, ya se ha descrito
anteriormente. Este aspecto ha sido estudiado por algunos investigadores, en los que
se ha demostrado que las nanoparticulas como las de TiO2 de diferentes tamafios (20

y 200 nm), causaron deformacion de la membrana de los eritrocitos a una
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concentracion de 100 ug/mL, siendo el efecto mas marcado con las de menor tamafio
(Pretorius, Du and Bester, 2016). Este tipo de estudios han sugerido la capacidad de
interaccion de las NP en la superficie membranal de los eritrocitos. En otro estudio, se
informo que los eritrocitos tratados con nanoparticulas de SiO2 de un tamafio de 30
nm a una concentracion de 1 mg/mL producian alteraciones morfoldgicas y adhesion
de eritrocitos; mientras que, los eritrocitos tratados con nanoparticulas de ZrO: de
diferentes tamafos (80-100 nm) y nanoparticulas de Al203 (15-60 nm) a una
concentracion de 2 mg/mL produjeron cambios superficiales en los eritrocitos, tales
como, grietas y se perdio la morfologia biconcava normal. Asimismo, los eritrocitos
tratados con Al2O3 presentaban vesiculas en la membrana eritrocitaria y sugirieron que

los cambios producidos eran irreversibles (Shi-Qiang, et.al., 2008).

Otro factor que se ha tomado en cuenta para los estudios sobre efecto hemolitico es
el tiempo al que se expongan los eritrocitos con NP. Sin embargo, en un estudio se
informd que la actividad hemolitica no depende del tiempo transcurrido porque la
hemolisis es completada en un tiempo de 5 minutos (Pathak et al., 2014). En el
presente estudio realizado sobre los eritrocitos tratados con NPs de CdS-dextrina (3-5
nm) se observé que provocaron cambios morfologicos en la membrana eritrocitaria a
concentraciones de 0,1 y 1 pg/mL cuando se incubaron durante 30 min. Las
alteraciones que se observaron fueron pérdida de biconcavidad, grietas y pequefios
bultos en la superficie de la membrana. Sin embargo, en los eritrocitos tratados durante
60 minutos, ademas de las alteraciones antes mencionadas, se observd que existia
una aglomeracion de las nanoparticulas en la superficie celular con todas las
concentraciones estudiadas. Las imagenes de AFM y las mediciones topogréficas
probaron que las NP de CdS-dextrina producian alteraciones morfoldgicas similares a
las ya reportadas, dado a su pequefio tamafio podrian tener una mayor superficie para

interactuar con la membrana eritrocitaria.

La carga de las células depende directamente de la composicién de la membrana
celular y del estado fisiologico de la célula; por lo que, los cambios en el potencial
pueden reflejar cambios morfolégicos y/o funcionales (Kozelskaya, et.al., 2016;
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Furusawa and Uchiyama,1998). Los cambios en el potencial { de la membrana se han
asociado con la presencia de ciertos materiales en algunas células, incluidos los
eritrocitos. Como se demostré en el estudio de Bondar et al., 2012 donde se evalud el
efecto de diferentes nanopolimeros y su influencia sobre el potencial ¢ en células de
adenocarcinoma cervical (HeLa), adenocarcinoma de mama (MCF-7) y eritrocitos,
como indicativo biofisico de la composicion fisioldgica de las células. Se demostré que
la interaccion de las células con poli-L-lisina (20 pyg/mL) y polietilenimina (5 pg/mL)
modifico el potencial { de la membrana celular volviéndola catidnica, y se asociaba con
una reduccion en la viabilidad y efecto apoptético. Por otro lado, se ha observado que
los eritrocitos expuestos a nanocapsulas de mono laurato de glicerol no produjeron
toxicidad ya que lo asociaron a que no hubo cambios significativos en el potencial ¢ de

la membrana del eritrocito (Bondar et al., 2012).

Los resultados obtenidos en la experimentacion, mostraron que la exposicion de
eritrocitos con NP de CdS-Dex en concentraciones de 0.01 a 100 uyg/mL durante 30
minutos no produjo cambios en el potencial {. Aunque se observaron cambios
morfoldgicos del eritrocito, probablemente no ocurran cambios en la integridad de la
membrana. Por tanto, en base a otros estudios reportados similares al realizado, es
posible sugerir que la interaccidén de las NP de CdS-Dex/eritrocitos probablemente no
afecte la funcionalidad, ya que no observamos cambios en la carga neta de la

superficie celular, al menos un tiempo de exposicion corto.

Una de las principales estrategias para mejorar la hemocompatibilidad de las NP es la
modificacion de la superficie que puede alterar la quimica y las propiedades de la
superficie que entra en contacto directo con la sangre. Esto a menudo puede
enmascarar la toxicidad inherente de las NP, extender su vida media en circulaciéon y
drasticamente cambiaria sus interacciones con las células sanguineas (Pleskova,
Kriukov, Gorshkova and Boryakov, 2019). Tal como se demuestra en un estudio de la
interaccién de NP funcionalizadas de polietilenglicol unido covalentemente (PEG) a NP
de oOxido con eritrocitos, plaquetas y leucocitos para determinar si la PEGilaciéon
mejoraba la hemocompatibilidad de las NP. Sus resultados mostraron que, ademas de
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observar una reduccion del efecto hemolitico tras la exposicion a NP de éxido de hierro
PEGilado, confirmaron que esta modificacion en la carga de la superficie provocaba la
ausencia de dafo en la membrana de los eritrocitos (Herrmann, et.al., 2011). Sin
embargo, un interesante estudio realizado por He et al, demostr6é un efecto negativo
inesperado en NP de oro PEGiladas y su influencia en la funcion de los eritrocitos. Este
estudio sugiere que, aunque estas NP no indujeron hemodlisis, si alteraron la morfologia
de los eritrocitos y con esto se afectaba la capacidad de suministro de oxigeno a través
de la interaccién con los eritrocitos (He, Liu and Du, 2014). Considerando esta
informacion es posible proponer que los cambios morfolégicos o efectos hemoliticos
de las NP de CdS-dextrina, van a depender de cada NP en cuestion. Ya que, aunque
tengan agentes pasivantes que eviten su toxicidad, no pueden evitar que afecten la
superficie de la membrana de los eritrocitos. Lo que a su vez se puede traducir como

parte del dafio a la integridad y funcionalidad eritrocitaria.

En estudios previos con NP de CdS-dextrina se ha demostrado que son captados por
células y son internalizados eficientemente y distribuidos homogéneamente dentro de
las células no sanguineas, y que la captacion ha sido dependiente de la dosis
(Gonzalez De La Cruz, et. al., 2019). Se sabe que hay nanomateriales que no pueden
atravesar la membrana, tal es el caso de los PC carboxilados de un tamafio de 625 nm
que fueron evaluados en células de médula ésea humana durante 1, 3, 6 y 24 horas
de tiempo de exposicion. Se demostré que estos PC se internalizan facilmente, pero
su localizacion es sélo en el citoplasma y en la superficie celular, sin llegar a penetrar
hasta el nucleo (Agulla, et. al., 2014). Los eritrocitos se han utilizado para la liberacién
de agentes de contraste mediante el uso de nanoparticulas magnéticas, lo anterior se
ha logrado mediante la apertura temporal de poros en la membrana eritrocitaria para
que puedan atravesar las nanoparticulas y puedan permanecer dentro de estas células
una vez que se cierran los poros membranales (Kundrotas, et.al., 2019). Esta
metodologia ha demostrado ser estable, versatil y segura. Sin embargo, no existen
informes que indiquen que los eritrocitos sean capaces de internalizar nanomateriales

por si mismos.
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En este estudio, se evalu6 la capacidad del eritrocito para captar NP de CdS-dextrina
utilizando concentraciones de 0.1 a 1000 pg/mL, después de la exposicion durante 30
min. El analisis se realizd por microscopia confocal, en donde se pudo observar que
las NP solo rodeaban a los eritrocitos en la superficie, sin ser captados al interior del
eritrocito. Estos hallazgos se correlacionaron con los estudios de AFM, donde se
demostrd que las NP permanecian en la superficie celular. Se ha informado que una
célula es capaz de internalizar nanoparticulas a través de mecanismos activos de
internalizacién: endocitosis, macropinocitosis, fagocitosis y pinocitosis (siendo esta
ultima, la mas comun). Se sabe que a través de estos mecanismos las NP son
encapsuladas en forma de vesiculas y se transportan de manera selectiva, y se estima
que el tamafo, la carga superficial de las NP, asi como la maquinaria de transporte
(Takeuchi, et al., 2014) pueden estar involucrados en cada mecanismo. Sin embargo,
se sabe que el eritrocito al no tener la maquinaria de una célula normal, como la
endocitosis o cualquier otro mecanismo de transporte, es quizas una limitante para que

pueda internalizar las NP.

Por otra parte, el analisis de acoplamiento molecular sugiere que los cambios en la
forma del eritrocito pueden ser debidas a interacciones moleculares entre la dextrina
que recubre el centro de CdS y la superficie celular. La representacion esquematica
obtenida del acoplamiento molecular muestra que la dextrina se puede unir al
transportador de glucosa GLUT1. Tal como lo muestran Galochkina et al 2019, el
puente de sal formado por los residuos K38 y E299 es clave para la absorcion de
glucosa. Los resultados obtenidos de acoplamiento pueden dar una explicacién a los
cambios morfoldgicos de los eritrocitos ya que la interaccién de la dextrina puede
alterar el movimiento natural conformacional del transportador GLUT1, y con esto
producir una disminucion de la absorcion de glucosa. Aunque el potencial ¢ no mostro
cambios en el eritrocito que pudiesen indicar un cambio funcional del mismo, por
técnicas de AFM se mostré que las NP si permanecen en la superficie celular y que se
asocian con un cambio morfoldgico de la célula. Por lo que, el analisis de acoplamiento
molecular sugiere que podria haber modificaciones en componentes importantes de la

membrana celular que lleve a cambios funcionales del eritrocito. Con base en la
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informacion antes mencionada, se sugiere que los eritrocitos son células sensibles al
efecto de algunos nanomateriales y como resultado de tal interaccion se puede
producir alteraciones membranales y morfolégicas. El tipo de célula y las
caracteristicas de su membrana puede influir en la interaccion con algun tipo de
nanomaterial (Park, Lee, Patel, Ma, Lee, Jo and Im, 2017). En resumen, los resultados
demostraron que, las NP de CdS-dextrina producen ligera hemdlisis y cambios
morfolégicos importantes en la membrana del eritrocito. Sin embargo, no es posible
sugerir que estos cambios pudieran desencadenar efectos en el funcionamiento de la

célula.

Esta claro que las NP al ser administradas de manera sistémica en el organismo, se
distribuyen libremente, aunque en el torrente sanguineo lo hacen por tiempo limitado.
Esto debido a que pueden ser fagocitados por macréfagos residentes en tejidos.
Dependiendo de la ruta que sigan, las NP llegan a acumularse en 6érganos especificos.
Al tener resultados que respaldan el hecho de que nuestras NP logran internalizarse y
distribuirse en las células y que han causado ciertas modificaciones morfoldgicas en
eritrocitos, es importante destacar lo observado al exponer macrofagos RAW 264.7
con las NP de CdS-Dex. Ya que estos hallazgos proporcionan nuevos conocimientos
sobre el comportamiento detallado de un tipo de nanomaterial al interactuar dentro del

organismo.

Para continuar con la comprension de las interacciones de las NP y las células, se ha
reportado que células RAW 264.7 tratadas con nanoparticulas de Fe a 50 pg/mL,
aumentan la proliferacion de células en hasta un 37% comparado con el grupo control.
Aunque a concentraciones de 100 pg/mL la proliferacion celular disminuye detiene,
pero se mantiene la viabilidad celular (Zhang et al., 2019). También, algunos estudios
han reportado que células RAW 264.7 tratadas con nanoparticulas lipidicas de 212.8
nm a una concentracion de 250 pg/mL y monitoreadas a 5 horas de incubacion,
disminuyeron la viabilidad significativamente dependiente del tiempo de exposicion, e
incluso causaron apoptosis tras 2 horas de incubacién (Liang et al.,2019). En otros

estudios, células RAW 264.7 tratadas con nanoparticulas de SiO2 de diferentes
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tamafios (1-5 um y 14 nm) y nanopatrticulas de TiO2 (30 nm y 1 um) a concentraciones
de (0.0052, 0.052, 0.52, 5.2, 52, y 520 pug/cm?) por 24 h; se observo que, los diferentes
tipos de nanoparticulas disminuian notablemente la viabilidad celular de manera
concentracion dependiente. No obstante, destacaron que en el caso de las
nanoparticulas de nSiO2 (14 nm) exhibio una disminucion particularmente clara con
respecto a la viabilidad de células tratadas con mSiO2 (1-5 um) (Kim et al., 2009). Esto
sugiere que, el efecto sobre la viabilidad celular en macréfagos tratados con diferentes
nanoparticulas podria depender del tipo de nanomaterial utilizado, asi como de la

concentracion y tiempo de exposicion.

Existen algunos reportes en los que células RAW264.7 tratadas con nanoparticulas
de poly-(D,L-lactide-co-glycolide (PLGA) a concentraciones de 10, 30, 100, 300
pMg/mLy a diferentes tiempos de 10min, 30min, 1, 2, 3, 4, and 24 h entran a las células
y permanecen en citoplasma y ndcleo. Sin embargo, se observé que la intensidad de
fluorescencia se aumentaba dependiente de la concentracién de nanoparticulas y con
respecto al tiempo de exposicion (XIONG, Zhao, Heng, Ng & Loo, 2011). En el estudio
realizado con las NP de CdS-Dex se observé que fueron captadas por los macréfagos
desde concentraciones de 0.01 pg/mL, aumentando la internalizacion de NP
conforme se incrementaron las concentraciones, siendo mas evidente esta intensidad
a 1000 pg/mL.

En otro estudio realizado sobre células RAW 264.7, tratadas con nanoparticulas de
SiO2 Aerosil1200 (12 nm) a concentracién de 50 ug/mL durante 1, 3y 6 h, se observo
que la exposicién de macréfagos RAW 264.7 a estas nanoparticulas desencadend la
aparicion de vesiculas por una doble membrana que sugiere pueden ser
autofagosomas y también la presencia de vacuolas mas grandes que se asemejan a
autolisosomas encapsulando restos celulares. También, se observaron
nanoparticulas en la membrana celular y en el citoplasma se observaron pequefios
agregados de nanoparticulas (Marquardt, C., Fritsch-Decker, S., Al-Rawi, M.,
Diabaté, S. & Weiss, C., 2017). Contrastando los resultados antes expuestos con los

obtenidos en el presente estudio, podria sugerirse que lo observado en la
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concentracion de 1000 pug/mL, puede corresponder a autofagosomas como resultado

de la captacion de nanoparticulas de CdS-Dex por los macrofagos.

La fagocitosis de NP por algunas células del sistema inmune, es considerado un
evento que los investigadores usan a favor, tratando de disefiar nuevas formas de
administrar farmacos a través de esta interaccion con NPs (Yong, Song, Kim, Ain and
Kim, 2017). En el estudio realizado, se encontré que, el efecto fagocitico aumenta de
manera concentracion dependiente, siendo mayor este efecto en la concentracién de
1000 pg/mL; lo cual puede indicar que la interaccion con NPs de CdS-Dex podrian
estar induciendo el aumento de la fagocitosis de levaduras. Se sabe que, algunas
NPs pueden inducir la activacion de células del sistema inmune (Blanco, Shen and
Ferrari, 2015). Algunos autores sugieren que, la respuesta de los macréfagos es
dependiente del tamafio de algunos nanomateriales. Es decir, sugieren que
nanomateriales pequefos (< 10 nm), pueden ser fagocitados de manera efectiva por
los macrofagos (Kou & Babensee, 2011). Esto podria relacionarse con lo observado
en los resultados obtenidos en la concentracién de 1000 pg/mL, en donde claramente
se observaron puntos cafés en los macrofagos y que podrian no corresponder a las

levaduras fagocitadas.

Las propiedades fisicoquimicas de las NP tienen una influencia pertinente en su
hemocompatibilidad. No podemos descartar que la carga superficial, tamano y
funcionalizacion debe ser considerado como parte esencial al disefiar y sintetizar
nanomateriales. Asi como dentro del alcance de la investigacion y el desarrollo, es
fundamental ver cada NP recién disefiada como un caso individual sin conferir ninguna
caracteristica de particulas similares. Se considera que, algunos cambios leves en la
NP, puede generar un nuevo perfil toxicolégico y debe evaluarse desde cero. Los
resultados de esta investigacion amplian la importancia de evaluar |la
hemocompatibilidad de NP desde todos los angulos celulares disponibles, hasta
comprender los alcances toxicologicos. Sin embargo, considero que el valor de
comprender las interacciones NP-células sanguineas va mas alla de mejorar el disefio

de novedosas NP. Es fundamental que todas estas nuevas tecnologias involucren
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estudios basados en las interacciones NP-sangre. Ya que se podria abrir la posibilidad
de prevenir, diagnosticar y tratar infecciones, basandonos en las interacciones NP-

sangre.
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9. Conclusioén general.

« La interaccion de NP de CdS-Dex tiene efectos sobre componentes

sanguineos.

9.1 Conclusiones particulares.

Las NP de CdS-dex inducen la formacion de la corona de proteina al interactuar con
albimina y se da de manera concentracién dependiente. Siendo mas evidente el

efecto a la concentracion de 100 y 1000 pg/mL.

Las NP de CdS-dex modifican el Potencial Z ({-potential) al interactuar con albamina

por lo que se asocia a la confirmacién de la formacion de la corona de proteina.

Las NPs de CdS-Dex si ocasionaron diferencias en el tiempo de tromboplastina
dependiente de la concentracién y tiempo de exposicion. Esto sugiere que pueden

estar activando la via intrinseca.

Las NPs de CdS-Dex causaron un efecto en el tiempo de protrombina concentracion
y tiempo de exposicion dependiente a partir de 5 minutos (0.01 y 0.1 ug/mL) hasta 30
minutos (0.1 a 10 ug/mL). Lo cual puede indicar que a mayor concentracion y tiempo
de exposicidén, comienza a activarse la via extrinseca y desencadenar la cascada de

coagulacion.

Las NPs de CdS-Dex no alteran la concentracion de fibrindgeno en sangre de manera

significativa.
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Las NPs de CdS-Dex causaron ligera hemdlisis e indujeron cambios morfolégicos en

la membrana del eritrocito. Aunque no fueron captadas.

Las NPs de CdS-Dex causaron agregacion plaquetaria de manera concentracion

dependiente a partir de 0.01 pg/mL y modificaron la morfologia de la plaqueta.

Las NP de CdS-Dex no produjeron disminucion de la viabilidad celular de macro6fagos
RAW 264.7 a concentraciones de 0.001 hasta 100 ug/mL. Sin embargo, se observo

proliferacion celular a la concentracién de 1000 pg/mL.

Las NP de CdS-Dex fueron captadas por macréfagos y se observaron en todo el

interior de la célula, hasta nucleolos.

La interaccién de NP de CdS-Dex con macrofagos cuas6 como efecto la produccion
de NO en todas las concentraciones a partir de 0.01 pg/mL, siendo mayor el efecto

observado en la concentracién de 1000 pg/mL.
La interaccién de NP de CdS-Dex con macrofagos, produjo un aumento de fagocitosis

de levaduras en todas las concentraciones desde 0.01 ug/mL. Sin embargo, este

efecto fagocitico fue mayor a la concentracién de 1000 pg/mL.
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10. Perspectivas

Evaluar el efecto de NP de CdS-Dex para establecer si generan la activacion de
plaguetas cuantificando la activacién de la proteina GPIIb/Illa mediante Western blot

o citometria de flujo.

Evaluar el efecto de NP de CdS-Dex para demostrar si influyen en la activacion por
medio de la cuantificacion de la expresion de IL-10, TNF-a y oxido nitrico por ELISA.

Evaluar si las NP de CdS-Dex inducen captacion en células endoteliales y dafio
endotelial la cuantificacion de especies reactivas de oxigeno, 6éxido nitrico y la

expresion de VCAM-1 en células endoteliales HUVEC.

Evaluar si las NP de CdS-Dex inducen la activacion del complemento mediante la

cuantificacion del complejo terminal C unido a vitronectina (SC5b-9) mediante ELISA.
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ABSTRACT

Erythrocytes are sensitive to the effects of interaction with external agents and pathogens, which results in
biochemical and morphological changes. This study evaluated the effects of CdS-dextrin nanoparticles on the
biocompatibility, morphology and (-potential of erythrocytes in vitro. Blood was obtained from healthy male
Wistar rats and erythrocytes were obtained by centrifugation. Hemolysis and topographical analyses were done
using spectrophotometry and AFM, respectively. Determination of {-potential and molecular docking were also
performed. CdS-dextrin quantum dots were evaluated at 0.1, 1, 10, and 100 ug/mL. CdS-dextrin quantum dots
produced hemolysis (5%) with all concentrations used. Morphological changes included loss of biconcavity, and
surface cracks were observed with 0.1 and 1 ug/mL during 30 min of exposure. When erythrocytes were incubated
for 60 minutes this resulted in loss of concavity, increased size, and the presence of surface accumulations,
which increased in a concentration dependent manner. The (-potential values did not change, regardless of the
concentration of quantum dots. The analysis of CdS-dextrin quantum dots uptake showed that they did not enter the
cell, though green fluorescence surrounding the erythrocytes was observed. The molecular docking revealed that
dextrin of quantum dots might be interacting with glucose transporter GLUTI. Therefore, the interaction of CdS-
dextrin quantum dots with erythrocytes induce minimal hemolysis but important morphological changes. It is not
clear if these changes could be associated with functional changes. These preliminary findings provide evidence
that nanomaterials can interact with erythrocytes and might cause associated pathophysiological processes
following human exposure.

Keywords bloodstream, they must contact all blood components. Erythrocytes
Erythrocytes, Cadmium sulfide, Hemolysis, {-potential, Quantum are blood cells that are continually exposed to aggression
dots. during their life span, which results in constant biochemical and

morphological changes [6-8]. While it has been reported that some
Introduction nanomaterials are safe for these cells [9-11], it is well known

The multiple advantages and biomedical applications of quantum
dots (QDs) are well known nowadays [1,2]. However, their
clinical use is still restricted because it has been shown they can be
potentially toxic to humans. One of the great current challenges in
nanomedicine is to produce small enough nanomaterials, capable
of effectively entering the body and accessing the white site [3-5],
but make them safe.

The use of quantum dots for theranostic purposes most often
requires the intravascular route and, once they enter the

that their interaction with nanomaterials has variegated effects
depending on the nanomaterial employed. Some nanomaterials
can induce hemolysis (immediate destruction of erythrocytes),
which is dependent on the concentration and exposure time [12-
14]. A nanoparticle can be prevented from producing hemolysis
with surfactants [15] and coatings [16]. However, hemolysis is not
the only alteration so far associated to nanomaterial/erythrocyte
interaction. Some nanoparticles induce alterations that can lead
to erythrocyte stress and their premature immediate death, which
will trigger various pathophysiological effects associated with the
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deficient compensation of erythropoiesis and the consecutive loss
of its presence in the blood [17-20].

Our research group has evaluated CdS-dextrin QDs in recent
years using different in vitro and in vivo models [21]. It has been
previously reported that they can enter the cell and reach the
nucleus. Experiments with animals report they can go through
biological barriers, have important tissue delivery and can remain
in tissues for prolonged periods of time after a single dose [22].
An important feature is that they are biocompatible and only
produce organ-selective toxicity following administration for
prolonged periods of time [23]. All these properties make them
ideal for use with theragnostic purposes. However, because we
have only assessed their intraperitoneal use in animal models, we
do not know if they could interact with some blood components
after coming into direct contact. Therefore, the aim of this study
was to evaluated the effects of CdS-dextrin nanoparticles on
biocompatibility, morphology and (-potential of erythrocytes in
Vitro.

Material and Methods

Reagents

The sodium chloride and potassium chloride reagents were
obtained from Sigma Aldrich (St. Louis, MO). Phosphate-buffered
saline (PBS) came from GIBCO® by life technologies™ (New
York, USA). The cadmium sulfide quantum dots capped with
dextrin were prepared according to previously reported procedure
[21].

Animal handling and blood collection

Healthy male Wistar rats (20) were housed in light and
temperature controlled (22 = 1°C) rooms. They had free access to
water and standard pellets (Rodent chow diet, USA) ad libitum.
All experimental procedures followed the Institutional Guides
for practice in animals and Welfare Act Public Laws of Morelos
State (Mexico) and the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals [24]. Animals were sacrificed under anesthesia, and
then blood was drawn from the heart and collected in tubes with
3.2% sodium citrate (Becton Dickinson Co. New Jersey, USA).
Erythrocytes were obtained according with the following method.

Preparation of erythrocytes

Erythrocytes were prepared following the method previously
described by Nemmar et al. [25]. Briefly, the collected male Wistar
rats’ blood was mixed by inversion. Then, the erythrocytes were
separated by centrifuging at 1000 rpm for 15 minutes. They were
washed 4 times by suspending them in 0.9% NaCl, followed by
centrifugation at 1200 g for 10 mins. Then, they were separated by
centrifuging at 1000 rpm for 15 minutes. The resulting supernatant
was collected for the hemolysis assay, topographical analysis,
localization and determination of (-potential.

Hemolysis assay

The hemolytic assay used in the present study followed the method
previously described by Neun and Dobrovolskaia, [26]. Briefly,
for every assay, 1 x 107 erythrocytes were resuspended with KCl

150mM + Tris 3mM buffer and incubated with CdS-dextrin QDs
at concentrations of 0.1, 1, 10, and 100 pg/mL. After 30 minutes of
exposure, the supernatant was collected, transferred in a 96 well,
and the amount of hemoglobin was measured at a wavelength of
550 nm in a spectrophotometer (Multimode Plate Reader VICTOR
x3 PerkinElmer, Massachusetts, USA). For positive control we
used NaCl 35mM buffer.

Topographical analysis of erythrocytes by AFM

Erythrocytes were prepared according to the above method. Cells
were treated with CdS-dextrin QDs at different concentrations
(0.1, 1, 10, and 100 pg/mL) and incubated again for 30 and 60
min. After this time, approximately 10 pL aliquots were taken and
dry smears were performed on slides. An XE-Bio Atomic Force
Microscope (Park Systems Co., Suwan, Korea) was used to obtain
topographic images of the erythrocytes. We used XEP and XEI
software from Park Systems to analyze the data. PPP-NCHR
silicon nitride cantilevers with nominal spring constant of 42
N/m from nanosensors were used in non-contact mode. DNP-S-D
silicon nitride cantilevers with nominal spring constant of 0.06
N/m (Bruker, USA) were used in Contact mode. The DNP-S-D
cantilevers were calibrated using the Thermal Method routine built
into the XEI software. Topographic representations were obtained
at 21 + 1°C. Images are 256 pixels x 256 pixels and were taken at
a frequency between 1.5 and 3.5 Hz. Scans performed in Contact
mode were carried out at load forces lower than 1 nN. The images
shown correspond to one typical sample.

Determination of the zeta-potential ((-potential) in erythrocytes
The (-potential assay was performed using a Zetasizer Nano-ZS90
device (Malvern Instrument Inc., Westborough, USA). Isolated
erythrocytes were washed and resuspended in 10% phosphate-
buffer, pH 7.5. Cells were incubated and treated with CdS-dextrin
QDs at different concentrations (0.1, 1, 10, and 100 pg/mL) during
30 min. Afterwards, -potential was determined using a Zetasizer,
which is based on the Lasser-Doppler microelectrophoresis
technique [27]. {-potential was indirectly measured by monitoring
particle speed using a laser, which enables the measuring of
electrophoretic motility of erythrocytes. The results were analyzed
using the Dispersion Technology Software 6.2 (Malvern Instrument
Inc., Westborough, USA).

Fluorescent microscopic visualization of CdS-dextrin QDs in
erythrocytes

The erythrocytes employed to verify selective uptake (1 x 107)
were cultured for 10 min, washed with PBS and then incubated
with CdS-dextrin QDs 0.1, 1, 10, 1 and 00 pg/mL during 30
min. The cells were seeded on slides by smearing and allowed
to dry- Then they were placed above the objective on a confocal
microscope. CdS-dextrin QDs were excited with a 488 nm laser,
and their signals were collected from 515 nm. Slices were observed
under fluorescence microscopy and analyzed using the Image-Pro
Insight 9 software (Digital Imaging Systems, Bourne End, UK).

Molecular docking of interaction CdS-dextrin/erythrocyte
We used human glucose transporter GLUT1 (PDB ID: 4PYP) in
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this study. GLUT!1 was embedded on a membrane with 75/25
of 1,2-Dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) and cholesterol,
respectively. GLUT1 orientation followed the Orientations of
Protein in Membrane (OPM) database [28]. The GLUT1 system
was built using charmm-gui server [29]. Salt concentration was
0.15 M KCI. The complete system was equilibrated with Gromacs
2019.2 following inputs proposed by the charmm-gui server
using charmm36 parameters. The last structure after equilibration
was used as a receptor for docking studies We performed 50
independent blind docking runs of GLUT1 over the extracellular
region (as reported on the OPM database) using Autodock vina
1.12 [30]. A grid box of 45x45x23A with a 0.375 A spacing was
used. 6 and 12 dextrins were built using charmm-gui server by
employing the glycan reader & model option. Both glycans were
solvated and equilibrated with NAMD 2.12 using inputs provided
by charmm-gui. Both systems were prepared on Pymol 2.3.0 using
Autodock Vina. Plugin images were created by using Maestro [31]
and VMD [32].

Statistical analysis

The data are represented as the mean + SD of three different
experiments. The data were processed by T-test (for independent
groups) using SPSS 10.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
software.

Results

Effect of CdS-dextrin QDs on the integrity of erythrocytes
after 30 minutes of exposure

Figure 1 shows the effect of different concentrations (0.1, 1, 10, and
100 pg/mL) of CdS-dextrin QDs on the integrity of erythrocytes.
Cells were incubated during 30 minutes with nanomaterial. It
was observed that the CdS-dextrin QDs produced 5% hemolysis
under all concentrations (p<0.05). These results indicate that CdS-
dextrin QDs produce minimal lysis of erythrocytes.

120
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Figure 1: Effect of CdS/dextrin QDs on integrity of erythrocytes.
Erythrocytes were treated with CdS-dextrin QDs at 0.1, 1, 10, and 100
pg/mL during 30 min. Control erythrocytes were considered as healthy
cells not exposed to QD and hemolysis group were cells preincubated
with NaCl 35mM. Results are expressed as the percentage of hemolysis
as compared with hemolysis group. Data are presented as the mean +
SD of at least three independent experiment. * p<0.05 as compared with

hemolysis group.

Effect of CdS-dextrin QDs on morphology and size of
erythrocytes after 30 minutes of exposure
Figure 2 shows AFM images of erythrocytes treated with CdS-

dextrin QDs during 30 and 60 min. The first two images correspond
to untreated erythrocytes (control group) and erythrocytes treated
with NaCl 35mM (hemolysis). First there is a 3D image of a
healthy erythrocyte with oval morphology, biconcave with a
central depression. Next to it is a hemolyzed erythrocyte. The cell
shows a loss of its morphology due to the rupture of its membrane
and the output of cellular content.

Control - % Hemolysis

30 min

60 min

Figure 2: Representative AFM images showing the surface morphology
of erythrocytes. Outer surface images were recorded in air tapping-mode
AFM, images of typical circular, biconcave rat erythrocytes are shown
in control group (height 3D image) and loss of morphology in hemolysis
group. Erythrocytes treated with CdS-dextrin QDs at 0.1, and 1, pg/mL
during 30 min showed alterations in their morphology. Erythrocytes
treated with CdS-dextrin QDs at 0.1, 1, 10 and 100 pg/mL during 60 min
showed loss of concavity, an apparent size increase, and the presence of

surface accumulations. The image is representative of two experiments.

Erythrocytes treated with 0.1 pg/mL CdS-dextrin QDs during 30
min show a corpulent morphology and undefined edges, flat, with
cracks on the surface and lacking a central depression, as shown
in the 3D reconstruction. In the case of erythrocytes treated with
1 pg/mL of CdS QDs during 30 min, the cells showed defined
and smooth edges, increased in width, flatness and lack of a
central depression, as well as “artifacts” that made the surface
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look rough, suggesting these could be nanoparticles (see image).
Interestingly, erythrocytes treated with concentrations of 0.1, 1,
10, and 100 pg/mL during 60 min showed significant changes.
The erythrocyte itself was intact and there was no rupture of its
membrane, but there was a loss of concavity, an increased size, and
the presence of surface accumulations, which increased alongside
QD concentration. Although the hemolysis analysis revealed 5%
of'it, the AFM analysis showed no evidence of hemolysis with any
QD concentration. This discrepancy in the results may indicate
that the observed hemolysis might be due to sample manipulation.
Interestingly, a topographical analysis showed loss of biconcavity
in those erythrocytes treated with CdS-dextrin QDs. However, there
was no increase in the size of erythrocytes at any concentration oe
under any time of exposure (see AX values, Figure 3).

Control
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Figure 3: Topographic height-AFM images of erythrocytes treated with
CdS-dextrin QDs at 0.1 and 1pg/mL during 30 min or 0.1, 1, 10 and 100
pg/mL during 60 min. AX shows that the size of erythrocytes did not
change regardless of QD concentration and exposure time. The image is
representative of two experiments.

Determination of the { -potential in erythrocytes treated with
CdS-dextrin QDs as a measure of cell membrane integrity

In Figure 4, we can see the -potential recorded in healthy
erythrocytes and erythrocytes treated with CdS-dextrin QDs. The
net {-potential on cell membrane of live cells is determined, among
other factors, by the organization and intermolecular interactions
of its components (proteins and lipids). In erythrocytes treated

with concentrations of 0.1 to 100 pg/mL, {-potential was close
to the control values- That is, it was indicative of the fact that the
CdS-dextrin QDs did not affect the {-potential of the erythrocyte
membranes.
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Figure 4: The zeta potential of erythrocytes after exposure to CdS/dextrin
QDs. Healthy erythrocytes were taken as the control group. Erythrocytes
were treated with CdS/dextrin QDs at 0.1, 1, 10 and 100 pg/mL during 30
min. ¢ -potential of erythrocytes was detected in independent duplicates.
Data are presented as the mean + SD. * p<0.05 as compared with control

group.

In vitro cellular uptake and localization of CdS-dextrin QDs in
erythrocytes

Erythrocytes were incubated with 0.1, 1, 10, and 100 pg/mL of
CdS-dextrin QDs for 30 min and then washed to remove any
unbound nanoparticles (Figure 5). Untreated erythrocytes showed
the usual morphology for these cells, including the presence of
biconcave morphology. There was no fluorescence detected inside
of cells. Erythrocytes treated with 0.1 and 1 pg/mL CdS-dextrin
QDs showed minimal fluorescence, and there was no clear uptake
by the cells. Interestingly, erythrocytes treated with 10 and 100 pg/
mL showed green fluorescence surrounding them; this increased
alongside the concentration of quantum dots. These findings show
that, at times, erythrocytes were unable to uptake CdS-dextrin
QDs.

0.1 pg/mL 10 pg/mL

d @G

od A

Figure 5: Fluorescent microscopic visualization of CdS/dextrin QDs in
erythrocytes. Erythrocytes were treated for 30 min with CdS/dextrin QDs
(0.1 — 100 pg/mL). Cells were seeded on slides by smearing and allowed

100 pg/mL

Visible

Fluorescence
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to dry, then analyzed using confocal epifluorescence microscope. Green
fluorescence shows the presence of QDs surrounding the erythrocytes.

Molecular docking of CdS-dextrin/erythrocyte

A hypothetical system was created to get a possible binding mode
between CdS spheres covered with dextrins and the main protein
on the erythrocyte membrane, glucose transporter GLUT1. Due
to the lack of molecular structures of CdS spheres with dextrins,
only one dextrin of each size was docked with GLUT1 transporter.
50 independent docking runs were performed using the GLUT1
structure and two dextrins of different size: 6 and 12 sugars (Figure
6A panel). Dextrins were docked on the same region of GLUT1
transporter (Figure 6 B and C panels). GLUT1 residues involved
in the potential binding site of dextrins reported by autodock vina
were: 37, 38, 41, 58, 61, 62, 65, 66, 296, 299 to 304, 355 to 366,
423, 424, 426 to 432 (residue numbers as on the original PDB).

- €dS Cds CdSCdS.

g %

i .. l.
| B

Figure 6: Hypothetical glucose transporter GLUT1 bound to dextrins.
A) Schematic representation of the procedure used on this work. B)
Membrane molecular surface with one representative structure of both
dextrins (6 sugars on blue sticks and 12 sugars on green sticks) with
GLUT]1 on the center of the image. Most of the docking results bound to
one side of GLUTT1 surface (in red). C) GLUT 1 cartoon representation

with 6 and 12 sugars (left and right, respectively).

Discussion

QD applications have increased in recent years. However,
even with their potential utility, their toxicity is still closely
associated with size, composition, loading and coating, among
other characteristics. Here we evaluate the in vitro effects of
the interaction of CdS-dextrin QDs with rat erythrocytes and
show that CdS-dextrin QDs may cause important morphological
changes without modifying the (-potential in the erythrocyte and
or inducing cell death.

Previous studies have shown that the exposure of erythrocytes to
QDs is associated with toxicity [32,33]. Gold nanoparticles of 30
nm in size produced hemolysis, and no such effect was observed
with smaller nanoparticles (5.10, 20 nm) [34]. Contrary to the
above, another study with silver nanoparticles showed that smaller

nanoparticles (1-3 nm) produced greater hemolytic activity (60%)
[35], suggesting that hemolysis induction is independent of size.
Likewise, 3.2 nm gold nanoparticles coated with polyethylene
glycol produced minimal hemolysis (<5%) with concentrations
of 100 pg/mL, but nanoparticles not coated produced greater
hemolysis (70%) at concentrations of 30 ug/mL [36]. Reports from
other studies using QDs coated with different materials or drugs
have shown a reduction in the hemolytic effect [37,38] suggesting
that size and coating could help reduce the hemolytic effect of
certain nanomaterials. In the present work the erythrocytes were
exposed to CdS-dextrin QDs for 30 min and we observed minimal
hemolysis (<5%), even at the concentration of 100 pg/mL. The
nanoparticles used in the present study have the characteristic
of being small in size (3-5 nm) and are also coated with dextrin.
Which suggests that as with nanomaterials, the small size and
dextrin coating could be protecting the core of CdS and thus be
more biocompatible with erythrocytes.

It is suggested that erythrocytes are cells sensitive to the effect of
some nanomaterials and as a result of such interaction membrane
and morphological alterations of the erythrocyte can occur [39].
It has been reported that TiO, nanoparticles of a size of 20 and
200 nm, produced deformation of the erythrocyte membrane at a
concentration of 100 pg/mL, the effect being more marked with
those of smaller size [40]. In another study, it was reported that
erythrocytes treated with SiO, nanoparticles of a size of 30 nm at
a concentration of 1 mg/mL produced morphological alterations
and adhesion of erythrocytes; while erythrocytes treated with
ZrO, nanoparticles (80-100 nm) and Al O, nanoparticles (15-
60 nm) at a concentration of 2 mg/mL produced surface cracks
and the biconcavity was lost. Additionally, erythrocytes treated
with AL O, presented vesicles on the erythrocyte membrane and
the changes produced were irreversible [41]. In our study, we
observed that erythrocytes treated with CdS-dextrin QDs (3-5
nm) caused morphological changes in the erythrocyte membrane
at concentrations of 0.1 and 1 pg/mL after 30 min of exposure.
The alterations that were observed were loss of biconcavity,
cracks and small lumps on the surface of the membrane. However,
in the erythrocytes treated for 60 minutes, in addition to the
aforementioned alterations, it was observed that there was an
agglomeration of the nanoparticles on the cell surface with all
the concentrations studied. The AFM images and topographic
measurements showed evidence that CdS-dextrin QDs produced
morphological alterations similar to those already reported, given
their small size they could have a larger surface area to interact
with the erythrocyte membrane.

The charge of the cell membrane depends directly on the
composition of the cell membrane and the physiological state of
the cell, so changes in the {-potential may reflect morphological
and/or functional changes [42,43]. Changes in the {-potential of
membrane have been associated by the presence of certain materials
in some cells, including erythrocytes. As demonstrated in the study
by Bondar et al., [44] where the effect of different polymers on
the (-potential in cervical adenocarcinoma cells (HeLa), breast
adenocarcinoma (MCF-7) and erythrocytes was evaluated, as a
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biophysical indicative of the physiological composition of cells. It
was shown that the interaction of the cells with poly-L-lysine (20
pg/mL) and polyethyleneimine (5 pg/mL) modified the {-potential
of the cell membrane towards positivity which was associated
with a reduction in viability and presence of apoptosis. On the
other hand, it has been observed that erythrocytes exposed to
nanocapsules of glycerol monolaurate did not induce toxicity and
this correlated with no changes in the (-potential of the erythrocyte
[45]. Our results showed that the exposure of erythrocytes with
CdS-dextrin QDs at concentrations of 0.01 to 100 pg/mL for
30 minutes did not produce changes in (-potential. Although
we observe morphological changes of the erythrocyte, there are
probably no changes in membrane integrity. Therefore, based on
other studies we can suggest that the interaction of the CdS-dextrin
QDs/erythrocytes probably does not affect the functionality, since
we do not observe changes in the net charge of the cell surface, at
least a short exposure time.

Previous studies with CdS-dextrin QDs have been shown to be
easily internalized and distributed homogeneously inside non-
blood cells, and that uptake has been dose-dependent manner
[22]. Tt is known that there are nanomaterials that cannot reach
the cell nucleus, such is the case of carboxylated QDs (625 nm)
that were evaluated in human bone marrow cells for 1, 3, 6 and
24 hours, where it was shown that QDs were easily internalized
but were located only in the cytoplasm and on the cell surface,
without reaching the nucleus [46]. The erythrocytes have been
used for the delivery of contrast agents through the use of magnetic
nanoparticles, the above has been achieved through the temporary
opening of pores in the erythrocyte membrane so that they can cross
the nanoparticles and can remain within these cells a once the pores
close [47]. This methodology has proved to be stable, versatile, safe
and easy to manufacture. However, there are no reports indicating
that erythrocytes are capable of internalizing nanomaterials by
themselves. In this study, the ability of the erythrocyte to capture
CdS-dextrin QDs was evaluated using concentrations of 0.1 to 100
pg/mL, after exposure for 30 min. By confocal microscopy it was
possible to observe that QDs only surrounded the erythrocytes,
that is, the erythrocyte was unable to internalize CdS-dextrin QDs.
These findings correlated with the AFM studies, where it was
shown that QDs remained on the cell surface. It has been reported
that a cell internalizes nanoparticles through active internalization
mechanisms: endocytosis, macropinocytosis, phagocytosis and
pinocytosis (this being the most common). These mechanisms
encapsulate NPs in selectively transported vesicles, and it is
estimated that size, surface charge of NPs, as well as transport
machinery [48] are involved in each mechanism. However, it is
known that erythrocyte does not have endocytosis mechanisms or
active transport due to its limited metabolism, perhaps that may be
the reason why it cannot internalize QDs.

The molecular docking analysis suggests that changes in the shape
of the erythrocyte may be due to molecular interactions between
the dextrin that covers the core of CdS and the cell surface. The
schematic representation obtained from molecular docking shows
that dextrin can bind to the GLUTI1 glucose transporter. As

Galochkina et al show, the salt bridge formed by residues K38
and E299 are key to glucose absorption [49]. Our coupling results
can give an explanation to the morphological changes of the
erythrocytes since the interaction of dextrin can alter the natural
conformational movement of the GLUT1 transporter, and with this
produce a decrease in glucose absorption. Although the potential
€ did not show changes in the erythrocyte that could indicate a
functional change thereof, by AFM techniques it was shown that
the QDs do remain on the cell surface and are associated with
a morphological change of the cell. Therefore, the molecular
docking analysis suggests that there could be modifications in
important components of the cell membrane that lead to functional
changes of the erythrocyte.

Conclusion

The results showed that the CdS-dextrin QDs produce minimal
hemolysis but induce notable morphological changes of
erythrocytes. However, it is not clear whether these changes
could be associated with functional changes. Therefore, further
studies are necessary to clarify this matter and assess whether
the interaction of the CdS-dextrin QDs/erythrocyte can trigger
associated pathophysiological effects in vivo.
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