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1. RESUMEN

Los nanomateriales (NMs) como el diéxido de titanio (TiOz2), el diéxido de silice
(SiO2) y Oxido de indio y estafio (ITO) tienen aplicaciones importantes
principalmente en productos alimenticios, pinturas, pantallas tactiles entre otros.
Los trabajadores son susceptibles en ambientes ocupacionales durante la
fabricacion de estas NPs, donde son inhaladas y pasan al torrente sanguineo,
esto permite la distribucién y acumulacion en diferentes érganos. El objetivo de
este trabajo fue evaluar las alteraciones en sangre a 1 y 7 dias de ratas
expuestas intravenosamente con una dosis Unica de 2.5 mg/kg de TiO2, SiOze
ITO NPs. Se midieron los pardmetros hematolégicos tales como hematocrito,
hemoglobina, leucocitos. Se realizaron cultivos primarios de higado y bazo para
determinar la viabilidad celular con el fin de evaluar qué érgano era el mas
susceptible a la exposicion de NPs. Los hallazgos indicaron que los 3
tratamientos con NPs reducen la concentracion de hemoglobina y el nUmero total
de leucocitos, principalmente el grupo administrado con ITO NPs. Los neutrofilos
y los linfocitos fueron los mayormente alterados después de 1 y 7 dias
respectivamente. Los 3 tratamientos con NPs disminuyeron la viabilidad celular
en higado y bazo tanto con la administracion intravenosa como con la exposicion
in vitro por separado, pero al combinar ambos métodos de exposicién de NPs
(intravenosa + in vivo) provocan resistencia celular tanto en el cultivo primario de

higado como en el de bazo.



2. INTRODUCCION
2.1 Nanotecnologiay nanomateriales
La nanotecnologia es la ciencia empleada para estudiar el desarrollo de
materiales de tamafio nanométrico, generando innovaciones tecnoldgicas y
proporcionando nuevas propiedades fisicoquimicas teniendo en consideracion
su impacto social y ambiental. Estos nanomateriales (NMs) son un producto de
creciente importancia ya que estan presentes en industrias tradicionales y en
ambitos muy diversos que incluyen desde la industria aeroespacial, la
electronica, la cosmética, la alimenticia e inclusive hasta el desarrollo de nuevos
tratamientos médicos, medicamentos y herramientas biomédicas. Conjunta
ciencias como lafisica, la biologia, la quimica, la ingenieria entre otras (Gutiérrez

et al., 2009).

2.1.1 Definicién de nanomateriales
Los NMs se definen como un material que contiene nanoparticulas (NPs), en un
estado no unido, como un agregado o como un aglomerado donde una 0 mas de
sus dimensiones externas estan en el rango de tamafio de entre 1 nm y 100 nm
(Figura 1), donde posee el 50% o mas de las NPs en la distribucién de tamafio y
de nimero. Aunque existe controversia ya que hay casos especificos donde hay
organizaciones que por preocupaciones por el ambiente, la salud, la seguridad
o la competitividad, el umbral en la distribucion de tamafio de numero de 50%
puede ser reemplazado por un umbral de entre el 1% y 50% de NPs en la

distribucion de tamafio de namero (European Commission, 2011).
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Figura 1. Ubicacion de los nanomateriales en la escala de longitud en comparacién con
diferentes compuestos biolégicos.

Existen NMs que son abundantes en la naturaleza y se considera que los seres
vivos nos encontramos rodeados de miles de millones de los mismos (Tiwari et
al., 2016). Los NMs se pueden presentar de forma natural como cenizas
generadas por un volcan, polvo de arena y sustancias generadas por el plancton
oceanico, o incidental como humos de productos de combustion, fumarolas de
volcanes e incendios. El término “nanomaterial” también incluye los NMs
manufacturados disefiados intencionadamente con propiedades especificas
incluyendo las mecanicas, eléctricas, 6pticas, cataliticas entre otras (INSHT,

2015).

2.1.2 Usos de nanomateriales
La utilizacion de productos que contienen NMs esta introducida en la mayoria de
los sectores industriales. Entre las aplicaciones mas destacadas se encuentran
productos de la industria alimenticia, energética, medicinal, de construcciéon y la
aeroespacial, por mencionar algunas. Es probable que en muchos de los

productos que wusamos en nuestra vida cotidiana contengan NMs



manufacturados. Por ejemplo las nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO2 NPs)
son usadas para la produccién de desinfectantes, desodorantes, pastas de
dientes, aditivos alimenticios, humidificadores, protectores solares vy
recientemente en polvos antimicrobianos para la purificacion de aguas (Pichat,
2014). Otras NPs que han sido aplicadas ampliamente son las nanoparticulas de
diéxido de silice (SiO2 NPs) que se usan en aditivos alimenticios, excipientes
para medicamentos y cosméticos (Athinarayanan et al., 2014). De las NPs mas
recientes se encuentran las nanoparticulas de 6xido de indio y estafio (ITO NPs)
que se utilizan para la fabricacion del recubrimiento transparente en pantallas
planas, pantallas tactiles y celdas fotovoltaicas, en la elaboracion de dispositivos

electronicos y difusores de luz en LEDs (Falk, 2012).

2.1.3 Produccién y manufacturacion de nanomateriales
En los ultimos afios, las NPs manufacturadas han tenido un aumento a nivel
mundial en materiales y productos de aplicacién industrial; en diferentes &mbitos
sobre todo en el laboral, que esta relacionado con sectores energéticos,
médicos, alimenticios, textiles, electrénicos, de agricultura, cosméticos, entre
muchos otros (Murashov et al., 2012). Las TiO2NPs y las SiO2 NPs destacan ya
que llegan a tener una produccion mundial de hasta 10,000 y 100 toneladas al
ano respectivamente (Figura 2). Otras NPs que no son producidas enormemente
pero que si estan teniendo un gran auge y son de las mas recientes son las de

oxido de indio y estafio (ITO NPs) (Kazuyuki et al., 2011).
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Figura 2. Nanomateriales (NMs) producidos en todo el mundo. La produccion de NMs (toneladas/afio).
Los principales NMs producidos son TiO2 (diéxido de titanio) ZnO (éxido de zinc), SiO2 (6xido de silice),
FeOx (6xido de fierro), AIOx (6xido de aluminio) y CeOx (6xido de cesio), SWCN (nanotubos de carbono
de pared simple), MWCN (nanotubos de carbono de varias paredes), nanoparticulas de plata (Ag),
nanoparticulas de oro (Au), Quantum dots (QD), fulerenos y dendrimeros. Modificado de Gardufio-

2.1.4 Clasificacion de nanomateriales
Los NMs pueden ser clasificados de acuerdo a su composicidon quimica, entre
los cuales se encuentran, los de base de carbon, los metalicos, 6xido metalicos
y metaloides (OM), las quantum dots (QDs), los dendrimeros, los de base lipidica

y los basados en biomoléculas (Figura 3; Medina et al., 2017).
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La Agencia de Proteccion al Ambiente de Estados Unidos pos sus siglas en
inglés EPA, es una de las agencias que clasifica a dichos NMs y define asi a los
principales 4 grupos (EPA, 2016):

» Base de carbono: Son moléculas compuestas principalmente de carbény
organizadas en formas especificas como tubos y esferas.

+ Dendrimeros: Son moléculas ramificadas que proveen cavidades internas
para transportar otras moléculas y pueden estar funcionalizados en su
superficie. También son utilizados en recubrimientos.

* Metdlicos y O0xidos metalicos/metaloides (OM): Son generalmente NPs
compuestas de uno o dos metales.

* Quantum dots: Son semiconductores cristalinos, usualmente de metal que
al ser manipulado su tamafio puede resultar en diferentes colores

fluorescentes (Wang et al., 2006).

2.2 Exposicién a nanoparticulas

La exposicion humana a NPs se puede dar a través de diferentes vias de las
cuales las més relevantes son la dérmica, la oral y la inhalatoria aunque no son
las Unicas (Figura 4).

La via de exposicién dérmica de NPs se presenta principalmente mediante el
uso de cosméticos y protectores solares que las contienen. Se han realizado
diversos estudios para determinar si las NPs se pueden absorber a través de la
piel, encontrandose que algunas como las TiO2 NPs no pueden atravesar el
estrato corneo (Nohynek et al., 2007). Otras NPs como los QDs, no sélo han
demostrado atravesar el estrato corneo sino que incluso llegan a acumularse en

los foliculos pilosos de la dermis (Ryman et al., 2006).



La exposicion oral de NPs es principalmente a través de los alimentos dado que
las NPs se usan en la industria alimenticia para mejorar la seguridad de los
mismos, extender la vida de almacenamiento, mejorar el sabor y la entrega de
nutrientes, el empaquetado y también como aditivo (He y Hwang, 2016). Un
ejemplo de un aditivo alimenticio altamente empleado es el TiOz2, que recibe el
nombre de E171 segun la designacion de la Unién Europea. Se utiliza en
diversos alimentos para darles color blanco, brillo u opacidad y también es usado
en productos farmacéuticos como excipiente. EI E171 es utilizado en México en
la elaboracion de harinas, tortillas, helados, quesos frescos y procesados, dulces
a base de leche y cremas (Rodriguez, 2016). Después de que las NPs son
ingeridas pasan por el tracto gastrointestinal o también llamado digestivo, que
abarca la faringe, el eséfago, el estbmago y el intestino, llegando en este ultimo
es donde son absorbidas las NPs y después traspasan la barrera intestinal
llegando asi al torrente sanguineo donde se distribuyen a diversos tejidos
(Avalos et al., 2013).

En la via de exposicion inhalatoria las NPs estan presentes en el uso de
productos como aerosoles pero principalmente son provenientes de procesos
industriales (Kyung y Hyeon, 2013). Tras la inhalacion, las NPs se depositan en
la cavidad nasal, la region alveolar y en los ganglios linfaticos de los pulmones y
posteriormente se eliminan a través del sistema mucociliar y del sistema linfatico,
donde son absorbidas o degradadas para incorporarse al torrente sanguineo

(Coutifio et al., 2017).
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Figura 4. Principales vias de exposicion humana a nanoparticulas (NPs). Se muestran las vias
més destacadas por las cuales las NPs pueden ingresar al cuerpo.

Ademas de las vias de exposicién antes mencionadas existen otras en las que
los humanos podemos estar expuestos a las NPs. Por ejemplo la via intravenosa
(.V.) que se da a través de inyecciones que funcionan en la liberacion y/o
direccionamiento de farmacos. También existe una forma de exposicion que
afecta al sistema reproductivo por medio de una variedad de productos
comerciales como anticonceptivos y productos de higiene femenina (Avalos et
al., 2013). Inclusive se ha reportado que las NPs pueden ser traslocadas de
manera placentaria en donde a las mujeres embarazadas que estan expuestas
a NPs por cualquier via, llegan hasta la sangre del feto y pasan a 6rganos

secundarios del mismo como higado, bazo, intestino entre otros (Gehr, 2018).



Sin embargo lo que ha generado inquietudes sobre los posibles efectos adversos
en la salud humana ha sido el aumento en la produccion de NPs, especialmente
de las OM. En los &mbitos ocupacionales los trabajadores son los mayormente
expuestos porque estan involucrados en la investigacion, desarrollo, fabricacion,
produccion, uso, reciclaje y eliminacion de NPs o productos que contienen NPs
(Seaton et al.,, 2010). Estas NPs son inhaladas y absorbidas por las células
epiteliales que recubren el tracto respiratorio y también por los receptores
olfativos, donde entran directamente en los pulmones. La exposicién prolongada
de la NPs provocan un riesgo de mortalidad atribuido al cancer, principalmente
de pulmén (Chen et al.,, 2008; Mossman et al., 2007) y a enfermedades

cardiopulmonares (Parveen et al., 2015).

2.2.1 Limites de exposicién ocupacional

En ambientes ocupacionales la exposicion en trabajadores ocurre al inhalar las
NPs durante su manufacturacion, manipulacién y disposiciébn provocando
efectos adversos debido a su depdsito en pulmones, lo que causa procesos
inflamatorios (Galvez y Tanarro, 2010; Warheit et al., 2007).

Actualmente existen limites determinados de exposicidon ocupacional para NPs
gue son inhaladas por los trabajadores, sobre todo de las OM y metaloides
debido a que son de las mas producidas (Tabla 1). En el caso de las TiO:z el
Instituto Nacional para la Salud y Seguridad Ocupacional (por sus siglas en
inglés NIOSH) recomienda limites de exposicion en el aire de 0.3 mg/m3 (NIOSH,
2016). El limite de exposicion establecido para SiO2 por la Administracion de
Seguridad y Salud Ocupacional (por sus siglas en inglés OSHA) es de 0.05
mg/m3 (OSHA, 2016). Para el caso de ITO no se ha establecido un limite de

exposicion hasta el momento y la Unica recomendacion disponible es para indio
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(In) y estafio (Sn), con limites de 0.1 mg/m?3y 2 mg/m?, respectivamente (Indium
Corporation, 2018). Cabe mencionar que Indium Corporation no es una agencia
de salud ocupacional ni gubernamental pero hasta el momento es la Unica que

ofrece algun tipo de recomendacion para estos metales.

Tabla 1. Limites de exposicién ocupacional de TiO2, SiOz e ITO NPs

recomendados por el NIOSH y la OSHA.

Limites de
Compuestos exposicién ocupacional
6xido metalicos National Institute for 3 ®
ccupational Safety and Health ‘ SHA
m M Occupational Safety

and Health Administration

Di6xido de titanio (TiOy) 0.3 mg/m?

Diéxido de silicio (SiO>) 0.05 mg/m3

Oxido de indio y estafio No establecido
(ITO)

Como se mencion6é anteriormente las NPs ingresan al cuerpo mediante
diferentes vias de exposicion, e interaccionan con componentes biolégicos y
ejercen diferentes efectos, los cuales dependen en gran medida de las

propiedades fisicoquimicas de las NPs (Khan et al., 2017).

2.3Propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas
Existen diversos factores de las NPs que influyen de manera importante en su
biodistribucién y toxicidad, como lo son el estado de aglomeracion, la carga
superficial, la composicién quimica, la concentracion, el tamafio, la solubilidad y

la forma, por mencionar algunas (Figura 5) (Landsiedel et al., 2012).
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Figura 5. Principales factores fisicoquimicos que influyen en la toxicidad de las
nanoparticulas.

e Aglomeracién: Las NPs tienen una tendencia natural a formar agregados
o aglomerados (Oberddrster et al., 2005), estos ultimos son grupos de
particulas unidas mediante fuerzas relativamente débiles de tipo van der
Waals, electroestaticas o de tensién superficial, que pueden
redispersarse. Esto puede cambiar el lugar de depésito de las NPs en un
organismo, ya que un aglomerado de NPs se deposita en distintas zonas
debido al distinto tamafio hidrodindmico. Ademas, también afecta la
toxicidad, ya que al ser una estructura relativamente compacta, el area
superficial es menor y por tanto la toxicidad también sera menor (Galvez
y Tanarro, 2010).

e Carga superficial: La caracterizacion de las NPs se pueden llevar a cabo
de la dispersion dinamica de luz (DLS) que permite relacionar el
desplazamiento aleatorio de las NPs con el tamafio hidrodinamico de

estas. Este diametro depende principalmente de la fuerza idnica del medio
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y de la concentracion de la disolucion. La DLS incorpora un sistema de
medida del potencial zeta que se relaciona con la carga superficial de las
NPs y es muy Util para evaluar la estabilidad y el grado de agregacion de
las NPs. Asi, si se obtiene un elevado valor absoluto de potencial zeta, las
NPs tenderan a repelerse entre siy no flocularan. Sin embargo, silas NPs
presentan unos bajos valores de potencial zeta estas acabaran floculando
ya que no existe ninguna fuerza que lo impida. En general, la linea divisora
entre suspensiones estables e inestables se establece en el rango de +30
mV o -30mV (Llinas y Sanchez, 2014).

Forma: Existen NPs de diversas formas tales como esferas, tubos, fibras,
floreadas, discos entre otras. La forma de la NPs incide en su toxicidad,
incluso se ha revisado que hay formas mas toxicas que otras dependiendo
su area superficial (Subbeniak, 2016).

Solubilidad: Las NPs reaccionan de manera distinta cuando se suspenden
en diferentes medios acuosos. Por ejemplo, existen NPs insolubles como
el TiO2, algunas de mediana solubilidad como SiO2 y otras solubles como
el ZnO (Feng et al., 2015).

Tamafio: es de las propiedades mas importantes de las NPs ya que la
toxicidad de las mismas depende del tamafio. Cuando las NPs son muy
pequefias pueden entrar mas facilmente al cuerpo humano que particulas
de mas grandes. Esto puede influir tanto en la distribucién tisular como en
la captacion celular de NPs. Por ejemplo, las NPs de alrededor de 5 nm
pueden ser mas facilmente fagocitadas que aquellas de 80 nm que en
suspension forman aglomerados de mas de 500 nm (Ramakrishna y

Pragna, 2011).
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2.3.1 Mecanismos de toxicidad

La toxicidad de las NPs se debe a su relacion con varios procesos biolégicos.
Por ejemplo, las NPs pueden ser internalizadas en las células a partir de
mecanismos como difusion pasiva, pinocitosis y fagocitosis en donde se da la
captacion de material extracelular a través de la membrana plasmética. En esta
dltima, las regiones localizadas se envuelven alrededor del material a
internalizar, se pliegan y se desprenden para formar vesiculas. Las diferencias
entre las vias de internalizacion de la fagocitosis y la pinocitosis depende del
tamafio de las vesiculas: la primera implica la ingestion de particulas grandes
por vesiculas grandes (fagosomas), mientras que la ultima implica la ingestién
de fluidos y solutos a través de pequefias vesiculas pinocitéticas (Panariti et al.,
2012).

Otro proceso destacado es la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ERO) y la induccién de estrés oxidativo (EO) (Chernousova et al., 2013). EI EO
se define como la perturbacién en el balance prooxidante-antioxidante en favor
del prooxidante provocando un dafio potencial. Un aspecto particular del EO es
la produccion de ERO que incluyen a los radicales libres, al oxigeno singulete, al
perdxido de hidrogeno, entre otros (Halliwell y Gutteridge, 2015). Las NPs de
varios tamafos y formas pueden acumularse en las mitocondrias después de
interactuar con las células. Esta acumulacién puede dafar directamente la
membrana mitocondrial e interrumpir la funcion de la cadena respiratoria. Como
este Ultimo es uno de los sitios principales para la generacion de ERO, cualquier
perturbacion de esta cadena de transporte de electrones puede resultar en una
mayor produccion de ERO (Feng et al., 2015). EI EO induce un desacoplamiento

del transporte de electrones y la desactivacion de enzimas como el a-
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cetoglutarato deshidrogenasa, el piruvato deshidrogenasa, la fumarasa entre
otras, lo que conduce a la muerte celular ya sea por apoptosis 0 necrosis
(Halliwell y Gutteridge, 2015). Las alteraciones como la disrupcion de
membranas, la formacion de ERO, la liberacion de componentes tdxicos, entre
otros tienen como consecuencia dafios a niveles sistémicos provocando
genotoxicidad, esto puede resultar en la induccibn o promocion de
carcinogénesis (Bailon y Romero, 2016).

Las reacciones inflamatorias también han sido sefialadas como un mecanismo
implicado en la toxicidad de las NPs ya que se ha demostrado que provocan
inflamacion al depositarse y acumularse en los tejidos, esto estd altamente
relacionado con la produccion de ERO (Gutiérrez et al., 2009).

Debido a todas las caracteristicas mencionadas se ha revisado que las NPs
poseen la capacidad de causar dafio al ADN, incrementar la produccion de ERO,
dafar la membrana del reticulo endoplasmico (Luo et al., 2015), y causar
apoptosis y necrosis en diferentes células e inflamacién en tejidos (Panas et al.,

2013).

2.4Traslocacion de nanoparticulas al torrente sanguineo
En ambientes ocupacionales la via respiratoria es la principal ruta por la cual
ingresan las NPs, tras su inhalacion, se depositan en la cavidad nasal, en los
ganglios linfaticos pulmonares y en la region alveolar de los pulmones
(Oberdorster, 2001). En ésta ultima region las NPs acumuladas se pueden
redistribuir a través de 3 rutas importantes; a traveés del sistema mucociliar a lo
largo del tracto traqueobronquial, a través del sistema linfatico y/o a partir de la
traslocacion al tejido. Independientemente de cualquiera de estas rutas las NPs

se incorporan al torrente sanguineo (Takenaka et al., 2001).
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2.4.1 Descripcion de células del torrente sanguineo
Como todos los tejidos del organismo la sangre se encarga de diversas
funciones fundamentales como la defensa ante infecciones, intercambios
gaseosos y distribucion de nutrientes entre muchas otras. Es importante resaltar
que la mayoria de las células que componen la sangre se producen en la médula
Osea. La sangre se considera como un tejido “renovable” del cuerpo humano,
esto se refiere que 6rganos como la médula 6sea, los ganglios linfaticos y el bazo
se encuentran produciendo células sanguineas, ya que éstas tienen un tiempo
limitado de vida y, ante determinadas situaciones de salud, puede aumentar su
produccion (Turgeon, 2004). Existen 3 tipos principales de células en el torrente

sanguineo:

e Eritrocitos: también Illamados glébulos rojos, son las células mas
numerosas de la sangre. La hemoglobina es uno de sus principales
componentes, y su funcién es transportar el oxigeno hacia los diferentes
tejidos del cuerpo. Los eritrocitos constituyen alrededor del 45 % total de
la sangre, a esa magnitud porcentual se le conoce como
hematocrito (fraccion celular). La vida celular de los eritrocitos es de 100
a 120 dias (Musso, 2014).

e Plaquetas: También conocidos como trombocitos son pequefios
fragmentos citoplasmaticos, irregulares, carentes de nucleo derivados de
la fragmentacion de sus células precursoras (megacariocitos).
Desempefian un papel fundamental en la hemostasia (mecanismos para
detener procesos hemorragicos). La vida celular de las plaquetas es de

aproximadamente 3 dias (Weyrich et al., 2004).
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e Leucocitos: También llamados globulos blancos, son un conjunto de

células ejecutoras de la respuesta inmune, interviniendo en la defensa del

organismo contra antigenos. Se originan en la médula 6sea y en el tejido

linfatico (Kaushansky, 2010).

Este ultimo grupo celular mencionado destaca ya que son producidos y

derivados de las células multipotenciales en la médula Osea, conocidas

como ceélulas madre hematopoyéticas. Ademas de que se encuentran en todo el

organismo. Existen 5 tipos de leucocitos (Tabla 2; Handin et al., 2003).

Tabla 2. Leucocitos: apariencia, morfologia, tamafio y vida media

Imagen Diametro Vida celular
Tipo celular . L Nucleo
microscopica (um) en torrente
(1000x) sanguineo
Ve
Neutrofilo n@ Multilobulado 10-12 7 horas
Eosindfilo Bilobulado 10-12 8-12 dias
Basofilo oo e 12-15 Horas-dias
trilobulado
Linfocito Excéntrico 7-15 Afos
r
Monocito L - Arrifionado 12-15 3 dias
(

Iméagenes obtenidas a través de la técnica de microscopia Optica en campo claro (Motic B series).
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Las principales funciones de dichas células son:

Neutrofilos: defienden al organismo contra infecciones
principalmente bacterianas o por hongos al fagocitarlos. Son el tipo
celular mas encontrado en las fases tempranas de la inflamacion aguda.
e Eosinodfilos: Actian contra infecciones parasitarias y también son las
células inflamatorias predominantes durante una reaccion alérgica.

e Basofilos: Son responsables de las respuestas alérgicas al
liberar histamina, provocando vasodilatacion. Al igual que los neutrofilos y
eosindéfilos son conocidos como granulocitos debido a la presencia de
granulos en su citoplasma.

e Linfocitos: se encargan de la regulacion de la respuesta inmunitaria
adaptativa (o especifica), reaccionando frente a microorganismos, células
tumorales o antigenos entre otros.

e Monocitos: su principal funcion es la fagocitosis junto con los neutrdfilos,

pero son mas longevos y ademas presentan fragmentos de patégenos a

linfocitos T para que éstos puedan ser reconocidos de nuevo y ser

eliminados.

Cabe resaltar que cuando se describen los valores correspondientes a la
cantidad y distribucion porcentual de las distintas células de la sangre y la
concentracion de hemoglobina se conoce como evaluacion de parametros

hematolégicos (Handin et al., 2003).
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2.4.2 Distribucion y acumulacién de nanoparticulas en tejidos
Cuando las NPs llegan al torrente sanguineo son distribuidas a tejidos como
cerebro, corazon, pulmones, rifiones, bazo e higado (Figura 6); siendo estos
altimos los principales érganos de acumulacion de NPs. Cabe resaltar que el
higado y el bazo son de los 6rganos con mayor flujo de sangre. Simplemente, la
sangre que llega al higado a través de lavena portay la arteria hepatica
constituye del 70 al 75% del flujo sanguineo, este contiene sangre poco
oxigenada y con nutrientes provenientes del tracto gastrointestinal y del bazo

(Mufioz, 2011).

Figura 6. Esquema del aparato circulatorio y ubicacién del higado y bazo.

El higado se encarga principalmente de segregar la bilis que es esencial para la
digestién de los alimentos pero igual cumple con otras funciones, entre ellas la

metabolizacion de la bilirrubina que es una sustancia téxica que procede de la
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degradacion de la hemoglobina. Incluso el higado posee funciones
inmunoldgicas ya que en él existen gran numero de células conocidas como
células de Kupffer, que son macrofagos residentes en el higado que fagocitan
macromoléculas extrafias al organismo (Miyake et al., 2010).

El bazo ha sido considerado un 6érgano que esta fuertemente relacionado con el
higado. Es un 6rgano parenquimatoso que desempefia un papel importante en
la inmunidad tanto humoral como celular (Tarantino et al., 2013). Sus principales
funciones son la maduracion y eliminacion de eritrocitos (Henry y Thompson,
2005).

Aunque cabe sefialar que no todas las NPs siguen el mismo patron de
distribucion a los diferentes 6rganos. Por ejemplo se ha observado las
nanoparticulas de plata (Ag NPs) se depositan mayormente en pulmén pero esto
depende de todos los factores fisicoquimicos que las NPs puedan presentar
(Figura 5) (Avalos et al., 2013). También se encuentran los dendrimeros que
sirven transportar otras moléculas y se emplean en la liberaciéon de farmacos

para terapias biomedicinales (Kolhe et al., 2003).
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3. Antecedentes

A continuacion, se detallan investigaciones que evaltan los diferentes cambios
en parametros hematolégicos y en tejidos por NPs administradas de manera I.V.
en diferentes periodos. Las siguientes dosis se reportan como la relacién entre
la concentracién empleada y el peso corporal (BW) body weight por sus siglas
en inglés, del modelo animal usado.

Fabian et al., en 2007 administrando intravenosamente una dosis Unica de 5
mg/kgsw de TiO2 NPs en ratas Wistar durante 1, 14 y 28 dias describieron que
no hubo cambios en el nimero de células sanguineas, plasma, cerebro ni
nddulos linfaticos. Wai et al., en 2017 usaron dosis Unicas de 1, 2.5, 5, 10, 100,
200, y 300 mg/kgsw de SiO2 NPs intravenosamente durante 14 dias pero
tampoco observaron diferencias en el nimero de eritrocitos ni de leucocitos con
ninguna dosis. En contraste con lo reportado por Elgrabli et al., en 2015
empleando igualmente intravenosamente una dosis Unica de 5 mg/kgsw de TiO2
NPs a los 10 minutos, 1, 7, 28 y 56 dias después de la exposicion y observaron
que disminuia el nimero de leucocitos solamente en los periodos de 28 y 56
dias. Por otra parte Xu et al.,, en 2013 usaron dosis Unicas administradas
intravenosamente de 0, 140, 300, 645 y 1387 mg/kgsw de TiO2 NPs reportaron
que solamente las dosis de 645y 1387 mg/kg aumentan el nUmero de leucocitos.
Shinohara et al., en 2014 evaluaron la cantidad de TiO2 en érganos de ratas
F334 después de la administracion 1.V. de 0.95 mg/kgsw en ratas F344/DuCrICrlj,
donde observaron que los principales tejidos de acumulacién fueron higado y
bazo, seguidos de pulmones, rifiones y corazon. En el caso de ITO NPs aun no

se han encontrado trabajos en donde evalien de manera I.V. los efectos que
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pudieran tener las NPs en células sanguineas ni los efectos al acumularse en
tejidos.

También es importante sefialar, que al igual que en los estudios in vivo, existe
una gran controversia sobre las concentraciones, métodos utilizados y vehiculos
de dilucién ya que estos pueden influir fuertemente en la interpretacion de los
resultados. Ademas, no en todos los estudios se especifican las caracteristicas
de las NPs utilizadas, esto limita también la interpretacion y la extrapolacion de

los resultados de forma que estén mas apegados a la realidad.

22



4. Justificacién
A pesar de que en las investigaciones previamente mencionadas usan el mismo
método de administracion de NPs difieren mucho en cuanto a las dosis y los
periodos de evaluacion. Se sabe muy poco de los efectos a corto y a largo plazo
sobre la salud humana, aunque se ha observado que las NPs manufacturadas
pueden causar dafos diferentes a las NPs que se presentan de manera natural
(Gutiérrez et al., 2013). Las TiOz2 y SiO2 NPs son de los NMs mas producidos a
nivel mundial (Figura 2) mientras que otros se perfilan como NMs con gran
potencial industrial de manufactura, entre ellos las ITO NPs. Esto implica que
dichas NPs sean a las que los humanos podamos estar expuestos, ya sea por
via inhalatoria en sitios de produccién industrial o por via oral, en el caso de
alimentos o empaques de alimentos. Por otra parte, una pequefia fraccion de las
NPs inhaladas puede llegar al tracto gastrointestinal. En ambos casos dichas
NPs pueden traslocarse a torrente sanguineo, lo cual abre la posibilidad de su
interaccibn con los diferentes componentes de la sangre. De forma
independiente, algunas NPs pueden llegar directamente a torrente sanguineo,
por ejemplo aquellas usadas en aplicaciones biomédicas. Una vez en torrente
sanguineo, las NPs pueden interactuar con células del sistema inmune como son
los neutrdfilos, basofilos, eosindfilos, linfocitos y monocitos. Los efectos de las
NPs sobre estas células han sido poco estudiados y usando dosis altas dificiles
de alcanzar en condiciones reales de exposicion para los humanos. Tomando en
cuenta lo anterior, en este trabajo se empled la dosis Unica de 2.5 mg/kgsw por
via I.V. de TiOz y SiOz por ser de las NPs de mayor produccion a nivel industrial
y de ITO por su potencial uso, sobre parametros hematoldgicos, ya que al revisar

diversos articulos (Disdier et al., 2015; Fabian et al., 2007; Hong et al., 2017;
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Sang et al.,, 2012; Wai et al., 2017 y Xu et al.,, 2013) se observdé que una
concentracion menor a 1 mg no provoca efectos, ademas de que
concentraciones mayores a 5 mg son consideradas excesivas.

Ademas existen estudios agudos que muestran algunos cambios en parametros
hematoldgicos sin embargo se desconoce si dichos cambios son reversibles, se
mantienen o se exacerban. Es por ello que los andlisis hematologicos se
evaluaron después de 1 y 7 dias de administracion de las diferentes NPs.
También influye de manera importante la vida celular, tanto de eritrocitos como
de leucocitos y de esto depende el que unas estén mas presentes que otras,

frente a diferentes patégenos o agentes extrafios.
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5. Hipotesis
Se ha comprobado que la exposicidn a diferentes tipos de NPs incluyendo la via
oral e inhalatoria causa translocacion de NPs al torrente sanguineo y dichas NPs
se distribuyen en diversos érganos entre ellos el higado y el bazo. Sin embargo
mientras estan en el torrente sanguineo no se sabe si existen alteraciones en
poblaciones celulares sanguineas. La hipotesis de este estudio es que si las
TiO2, SiO2 e ITO NPs llegan al torrente sanguineo por via intravenosa, entonces
se alteraran los porcentajes de eritrocitos y leucocitos en sangre y se afectara la
viabilidad de células de higado y bazo siendo las TiOz e ITO NPs las que mayor
toxicidad provoquen en ratas Wistar administradas con una dosis Unica de 2.5
mg/kgsw de TiOz2, SiO2 e ITO NPs. Asimismo se esperaria que las alteraciones
en torrente sanguineo se presentaran hasta los 7 dias después de la

administracion de TiO2, SiO2 e ITO NPs.
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6. Objetivo general
Evaluar los efectos en los parametros hematoldgicos a 1 y 7 dias de ratas Wistar

expuestas via intravenosa a nanoparticulas de TiOz, SiOz e ITO.

6.1 Objetivos particulares

e Caracterizar el tamafio, la forma y estabilidad de nanoparticulas de TiOz2,
SiO2e ITO.

e Medir el porcentaje del hematocrito por capilaridad en ratas Wistara 1y
7 dias de administracion de nanoparticulas de TiO2, SiOz2 e ITO.

e Calcular la concentracion de hemoglobina mediante la técnica de Drabkin
en ratas Wistar a 1 y 7 dias de administracion de nanoparticulas de TiOz,
SiO2e ITO.

e Cuantificar el namero neutrofilos, eosindfilos, basdfilos, linfocitos y
monocitos mediante una cuenta diferencial de ratas Wistar a 1 y 7 dias
de administracion de nanoparticulas de TiOz, SiOz e ITO.

e Determinar el porcentaje de viabilidad por medio del ensayo de exclusion
de Azul Tripano en células vivas de higado y bazo expuestas a

nanoparticulas de TiOz, SiO2 e ITO.
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7. MATERIALES Y METODO
7.1Preparaciéon de NPs
La caracterizacion de las mismas se realizé obteniendo imagenes por medio de
microscopia electrénica de barrido (SEM), evaluando el tamafio hidrodindmico y
analizando potencial z con un Zetasizer nanoZS90, Malvern Instruments. Se
suspendieron 1 mg de NPs en 1 ml de solucion salina al 0.9%. Esto se realiz6 a
partir de un stock de 1 mg de TiO2, SiOz2 e ITO NPs en 1 ml de solucién salina

al 0.9%.

7.2 Animales y tratamiento
Se obtuvieron ratas Wistar macho de entre 6-8 semanas de edad del bioterio de
la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, donde fueron alojadas en un cuarto
para animales con una temperatura controlada de 24°C + 2°C, con un ciclo de
luz de 12 h de luz y de oscuridad, con una humedad relativa de 50% + 10%. Se
les proporcioné una dieta ad libitum y durante todo el tratamiento los animales
fueron pesados antes y después de la dosificacion. Se dividieron aleatoriamente
en 5 grupos con 5 animales cada grupo: un grupo control, un grupo al que se les
administré 200 pl de solucion salina al 0.9% y 3 grupos a los que se les administro
una dosis Unica |.V. de 2.5 mg/kgsw de TiOz, SiO2 e ITO NPs respectivamente.
Después de 7 dias se sacrificaron utilizando una sobredosis de 40 mg/sw de
pentobarbital sddico. La sangre fue recolectada, por medio de puncién cardiaca
después de 1y 7 dias de la administracion de NPs y el higado y bazo fueron
obtenidos por medio de una autopsia después de 7 dias de la administracion de

NPs.
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7.3 Andlisis de parametros hematoldgicos
Se colocé 1 ml de sangre en tubos eppendorf de 1.5 ml que contenia 200 ul de
etileno diamina tetraacético (EDTA) el cual se empled como anticoagulante. A

partir de este stock se realizaron los siguientes analisis.

7.3.1 Andlisis del hematocrito
Se llenaron tubos de sangre por capilaridad hasta llegar a % partes del mismo,
se sellaron con plastilina, se dejaron reposar 24 horas y con una regla se

midieron el paquete globular y la longitud del plasma.

7.3.2 Concentracion de hemoglobina
Se afadié 2.5 ml de solucién de Drabkin a 10 pl de las muestras de sangre en
donde fueron leidas en un espectrofotometro a 540 nm y los datos obtenidos se

multiplicaron por el factor de dilucién de la solucion.

7.3.3 Conteo de leucocitos totales
Se colocaron 10 pl de sangre y 90 pl de diluyente de Turk en un tubo de 500 pl
donde se resuspendieron y se colocaron 10 yl en una camara de Neubalder,

donde fueron contados.

7.3.4 Conteo diferencial
Se realizaron frotis sanguineos colocando 10 pl de sangre en la parte media de
un extremo del portaobjetos, con el borde liso de otro portaobjetos se tocé la
muestra de sangre dejandose difundir por capilaridad y se desliz6 suavemente
extendiendo la muestra por todo el portaobjetos. Después los portaobjetos
fueron fijados en alcohol por 3 minutos, después tefiidos con colorante Giemsa
(WG32-1L, Sigma-Aldrich) durante 2 minutos y se enjuagaron con agua destilada

para ser observados empleando microscopia 6ptica al 100x donde se realizo el
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conteo neutrofilos, eosinodfilos, basdfilos, linfocitos y monocitos. Dichos
parametros fueron medidos después de un dia y a después de 7 dias de la

exposicion a las NPs.

7.4 Cultivos primarios
Para evaluar la proliferacion de las células de higado y bazo, se emple6 una
parte de higado y bazo y fueron colocados en medio de transporte que contenia
medio RPMI 1640 (R4130, Sigma-Aldrich), 5% de suero de ternera y 1% de
antibiético y antimicético (15240-062, Gibco). Después el higado y bazo fueron
homogeneizados en 5 ml de medio de transporte, posteriormente se
centrifugaron por 5 minutos a 1500 rpm, se descartd el sobrenadante y se
resuspendio el pellet en 1 ml de medio de cultivo (medio RPMI 1640 + 10% de
suero de ternera y 1% de antibiotico y antimicético). Finalmente se sembraron
100,000 células en cajas de 24 pozos donde se les administré 1 pg/m? de TiOz,
SiO2 e ITO NPs después de 24 h de la siembra y a los 3 dias de la administracién

de NPs se contaron las células vivas por medio del ensayo de exclusion de Azul
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Figura 7. Modelo de administracion de TiOz, SiO2 e ITO NPs de manera in vitro y/o I.V. en cultivo
primario de higado o bazo. A) De un animal sin previa administracion de NPs se obtiene el higado o
bazo y ya con el cultivo primario preparado se le administra las NPs. B) El animal es administrado
via 1.V. con NPs, se obtiene el higado o bazo y se prepara el cultivo primario C) El animal es
administrado via I.V. con NPs, se obtiene el higado o bazo, se prepara el cultivo primario y en el
mismo se vuelve a exponer a NPs.
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7.5 Andlisis estadisticos
Todos los experimentos fueron realizados por triplicado y los datos se
presentaron como media + SD obtenida de 2 experimentos independientes. Las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando el valor P sea
<0.05. Los analisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism

(Version 5.1).
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8. Resultados

8.1 Caracterizacidén de nanoparticulas

Las imagenes obtenidas por SEM donde muestran las TiOz2, SiOz e ITO NPs con

una morfologia en bandas, esférica y amorfa respectivamente (Figura 8).

Ti SiO> - TO

Figura 8. Imagenes de nanoparticulas 6xido metalicas suspendidas en solucién salina por medio
de microscopia electronica de barrido (SEM).

Las NPs fueron suspendidas en solucién salina. Se valor6 el tamafio
hidrodinamico, siendo el mas grande el de SiO2 NPs (499.1+38.1 nm) indicando
las dimensiones de los componentes aglomerados interaccionando en el medio
suspendido. El indice de polidispersién fue de 0.9 en el caso de TiOz e ITO NPs
y de 0.8 SiO2 NPs indicando la frecuencia de tamafio en la muestra. El potencial
zeta mas destacado fue de ITO NPs (-12.5 mV) refiriéndose a la estabilidad de

la suspensiéon de NPs en el medio (Tabla 3).

Tabla 3. Caracterizacion de nanoparticulas en solucién salina.

TiO2NPs SiO2NPs ITO NPs
Tamafo 258.4+4.7 499.1+38.1 316+41.8
hidrodindmico (nm)
indice de 0.9 0.8 0.9
polidispersion
Potencial z (mV) -3.9 -6.2 -12.5
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8.1 Peso corporal del modelo in vivo

En el peso de obtenido de ratas Wistar se observa una disminucion del peso de

los animales en los 3 grupos administrados con NPs a los 7 de exposiciéon .V

con respecto al grupo control a los 7 dias. En el grupo administrado con TiO2

NPs los animales bajan 84 g, para el grupo con SiO2 NPs decremetan 78 g y

para el grupo con ITO NPs disminuye hasta 108 g del peso corporal (Tabla 4).

Tabla 4. Peso corporal de ratas Wistar durante el estudio

Oh 1 dia 7 dias
Control 323.94+28.47 329.78+29.99 363.46+25.94
Solucién 349.5+35.13 359.06+33.38 389.24+43.40
salina
TiO2NPs 328+20.88 334.74+32.82 279.8+8.7*
SiO2 NPs 360+34.77 356.04+36.06 285.66+38.17*
ITO NPs 318.44+25.19 306.82+30.78 255.05+33.41*

El peso esta expresado en gramos (g) al inicio del estudio y después 1y 7 dias de exposicion
a TiO2, SiO2 e ITO NPs. *p<0.05 vs control.
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8.3 Alteraciones en parametros hematologicos
Se observa el porcentaje del paquete globular representado por el volumen que
ocupan solamente los globulos rojos con relacion al total de la sangre. En el
tratamiento de SiO2 NPs el hematocrito aumenta un 31% después de un dia
(barras rojas; *p<0.05 vs control) y disminuye un 34% después de 7 dias (barras
rojas; *p<0.05 vs solucién salina). En el caso del grupo tratado con ITO NPs
disminuye en un 33% (barras verdes; **p<0.01 vs control) y un 34% después de

7 dias (barras verdes; *p<0.05 vs solucion salina) (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje del paquete globular representado por el volumen que ocupan los glébulos
rojos. Los datos se presentan como promedio * error estandar, n=3-5 de dos experimentos
independientes. Parametros medidos a 1 y a 7 dias después de la administracién de 2.5 mg/kg
de nanoparticulas. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs control; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs
solucién salina.
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En la concentracion de hemoglobina obtenida se observa un decremento con
TiO2 NPs del 26% (barras azules; **p<0.01 vs control) y del 25% después de 7
dias (barras azules; **p<0.01 vs solucién salina). Con el grupo tratado con SiO2
NPs igualmente disminuy6 en un 23% (barras rojas; **p<0.01 vs control) y un
22% después de 7 dias (barras rojas; *p<0.05 vs solucién salina). En el caso del
grupo administrado con ITO NPs disminuy6 un 44% después de un dia (barras
verdes; **p<0.01 vs control) y después de 7 dias (barras verdes; ***p<0.001 vs
control) e igualmente disminuyé un 46% después de un dia (barras verdes;
**p<0.01 vs solucién salina) y un 43% después de 7 dias (barras verdes;

***p<0.01 vs solucion salina) (Figura 10).
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Figura 10. Concentraciéon de hemoglobina expresada en g/dl (proteina sobre volumen total de
sangre). Los datos se presentan como promedio + error estandar, n=3-5 de dos experimentos
independientes. Parametros medidos a 1 y a 7 dias después de la administracion de 2.5 mg/kg
de nanoparticulas. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs control; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs
solucién salina.
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En los conteos de leucocitos totales se aprecia un decremento en todos los
tratamientos con NPs en ambos periodos. Primero, para el grupo administrado
con TiO2 NPs disminuye un 37% después de un dia (barras azules; **p<0.01 vs
control) y un 43% después de 7 dias (barras azules; *p<0.05 vs control) e igual
disminuyeron en un 43% al dia (barras azules; **p<0.01 vs solucién salina) y un
33% a los 7 dias (barras azules; ***p<0.001 vs solucion salina). En el caso de
SiO2 NPs el numero de leucocitos disminuyd un 43% después 7 dias (barras
rojas; *p<0.05 vs control) y de la misma manera disminuy6 en un 29% después
de un dia (barras rojas; *p<0.05 vs solucion salina) y un 33% después de 7 dias
(barras rojas; ***p<0.05 vs solucion salina). Con respecto con el grupo de ITO
NPs, los leucocitos disminuyeron un 50% después de un dia (barras verdes;
***p<0.001 vs control) y 63% a los 7 dias (barras verdes; ***p<0.001 vs control)
y un 55% al dia (barras verdes; ***p<0.001 vs solucién salina) y 66% a los 7 dias

(barras verdes; ***p<0.001 vs solucion salina) (Figura 11).

8000001
CR
E -_
1S
= 6000001 T
= ** : *
= ++ 43 +++
S 400000+ = Bt »
§ +++
S 200000 7
: /
- 7
O' T T T T T T
i1 v 1 7 1 7 1 7
Control  Solucién TiO, SiO, I TO
salina
Grupos

Figura 11. Namero total de leucocitos contados por mms2. Los datos se presentan como
promedio + error estandar, n=3-5 de dos experimentos independientes. Parametros medidos
alya?7dias después de la administracién de 2.5 mg/kg de nanoparticulas. *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001 vs control; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs solucion salina.
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En el conteo de neutrdéfilos se observa un aumento del 44% en el grupo de TiO:2
NPs después de un dia (barras azules; ***p<0.001 vs control) pero disminuye un
43% después de los 7 dias (barras azules; *p<0.05 vs control). Para el grupo de
SiO2 NPs hay un aumento del 40% después de un dia (barras rojas; **p<0.01
vs solucidn salina). En el caso del grupo de ITO NPs hay un aumento de células
del 17% (barras verdes; *p<0.05 vs control) y un 50% después de un dia (barras
verdes; ***p<0.001 vs solucion salina), pero estos disminuyen un 47% después

de 7 dias (barras verdes; **p<0.01 vs control) (Figura 12).
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Figura 12. Porcentaje de células contadas en frotis de sangre. Los datos se presentan como
promedio * error estandar, n=3-5 de dos experimentos independientes. Parametros medidos a
1y a7 dias después de la administracién de 2.5 mg/kg de nanoparticulas. *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001 vs control; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs solucién salina.
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En el porcentaje obtenido del conteo de eosinofilos se obtuvo en el grupo de TiO2
NPs disminuye un 46% después de un dia (barras azules; *p<0.05 vs solucion
salina) pero aumenta un 2.6 veces después de 7 dias (barras azules; *p<0.05 vs
control). Con el grupo de SiO2 NPs aumenta de la misma manera 2.6 veces
(barras rojas; *p<0.05 vs control). Para el caso del grupo de ITO NPs
decrementan 8.52 veces (barras verdes; **p<0.01 vs control) y 9.1 veces
después de un dia (barras verdes; ***p<0.001 vs solucién salina), aunque
aumentan 3 veces después de los 7 dias (barras verdes; **p<0.01 vs control) y

1.8 veces (barras verdes; *p<0.05 vs solucion salina) (Figura 13).
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Figura 13. Porcentaje de células contadas en frotis de sangre. Los datos se presentan como
promedio + error estandar, n=3-5 de dos experimentos independientes. Parametros medidos a
1y a 7 dias después de la administracién de 2.5 mg/kg de nanoparticulas. *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001 vs control; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs solucién salina.
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Para el porcentaje de basdfilos se obtuvo que en el grupo de TiO2 NPs aumento
4 veces (barras azules; **p<0.01 vs control) y 4.8 veces después de un dia contra
(barras azules; *p<0.05 vs solucién salina). En el caso del grupo de ITO NPs
aumentaron 2.2 veces (barras verdes; ***p<0.001 vs control) y 2.7 veces

después de un dia (barras verdes; **p<0.01 vs solucién salina) (Figura 14).
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Figura 14. Porcentaje de células contadas en frotis de sangre. Los datos se presentan como
promedio * error estandar, n=3-5 de dos experimentos independientes. Parametros medidos a
1y a 7 dias después de la administracién de 2.5 mg/kg de nanoparticulas. *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001 vs control; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs solucion salina.

38



En el conteo de linfocitos el grupo de TiO2 NPs disminuye un 8% (barras azules;
*p<0.05 vs control) y un 13% después de un dia (barras azules; **p<0.01 vs
solucién salina), pero aumenta un 13% (barras azules; ***p<0.001 vs control) y
un 9% después de 7 dias (barras azules; *p<0.05 vs solucion salina). Para el
grupo SiO2 NPs solamente disminuye 10% después de un dia (barras rojas;
*p<0.05 vs solucién salina). En los grupos de ITO NPs de igual manera
disminuyen un 11% (barras verdes; **p<0.01 vs control) y un 15% después de
un dia (barras verdes; **p<0.01 vs solucion salina), sin embargo aumenta el 14%
(barras verdes; ***p<0.001 vs control) y 10% a los 7 dias (barras verdes; **p<0.01

vs solucion salina) (Figura 15).
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Figura 15. Porcentaje de células contadas en frotis de sangre. Los datos se presentan como
promedio * error estandar, n=3-5 de dos experimentos independientes. Parametros medidos a
1y a7 dias después de la administracion de 2.5 mg/kg de nanoparticulas. *p<0.05, **p<0.01,
***n<(0.001 vs control; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs solucion salina.
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Para los monocitos solamente se observa un incremento en el grupo ITO NPs
de 2.2 veces (barras verdes; **p<0.01 vs control) y de 1.9 veces después de un

dia (barras verdes; *p<.05 vs solucion salina) (Figura 16).

Monocitos (26 de clul==>

Figura 16. Porcentaje de células contadas en frotis de sangre. Los datos se presentan como
promedio + error estandar, n=3-5 de dos experimentos independientes. Pardmetros medidos
a ly a 7 dias después de la administracion de 2.5 mg/kg de nanoparticulas. *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001 vs control; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs solucion salina.
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8.4Viabilidad celular en cultivos primarios

La viabilidad celular obtenida con el cultivo primario de higado expuesto NPs se
detalla de la siguiente manera: Primero se muestra la exposicion in vitro de NPs
en donde so6lo se expuso el cultivo primario con TiO2, SiO2 e ITO NPs (barras
azules) y en dichos porcentajes los grupos administrados con NPs se observa
que la viabilidad celular disminuye en un 65% (***p<0.001 vs control), 61%
(***p<0.001 vs control) y 68% (***p<0.001 vs control) respectivamente. Después
se realizé el cultivo primario de los animales que a los que solo se les administro
de manera I.V. las NPs (barras amarillas) donde provocaron una disminucién en
la viabilidad celular del 67% (***p<0.001 vs control), 53% (**p<0.01 vs control) y
64% (***p<0.001 vs control), con TiO2, SiO2 e ITO NPs respectivamente.
Finalmente, se usaron ambos métodos de exposicion (tanto la administracion
[.V. en los animales como la exposicidn ya en el cultivo primario) (barras rosas).
En este caso la viabilidad celular de los cultivos de los grupos administrados con
TiO2 e ITO NPs solamente disminuyeron 33% (*p<0.05 vs control) y 55%

(**p<0.01 vs control), respectivamente (Figura 17).
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Figura 17. Porcentaje de viabilidad celular en cultivos primarios de higado obtenidos de
modelos in vivo e in vitro. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs control.
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La viabilidad celular obtenida con el cultivo primario de bazo expuesto NPs se
detalla de la siguiente manera: Primero se muestra la exposicion in vitro de NPs
en donde soélo se expuso el cultivo primario con TiO2, SiO2 e ITO NPs (barras
azules) y en dichos porcentajes los grupos administrados con NPs se observa
que la viabilidad celular disminuye en un 78% (***p<0.001 vs control), 70%
(***p<0.001 vs control) y 78% (***p<0.001 vs control) respectivamente Después
se realiz6 el cultivo primario de los animales que a los que so6lo se les administro
de manera I.V. las NPs (barras amarillas) donde provocaron una disminucion en
la viabilidad celular del 70% (***p<0.001 vs control), 62% (**p<0.01 vs control) y
80% (***p<0.001 vs control), con TiO2, SiO2 e ITO NPs respectivamente.
Finalmente, se usaron ambos métodos de exposicion (tanto la administracion
I.V. en los animales como la exposicion ya en el cultivo primario) (barras rosas).
En este caso la viabilidad celular de los cultivos de los grupos administrados con
TiO2 e ITO NPs solamente disminuyeron 33% (*p<0.05 vs control) y 55%

(**p<0.01 vs control), respectivamente (Figura 18).
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Figura 18. Porcentaje de viabilidad celular en cultivos primarios de bazo obtenidos de modelos
in vivo e in vitro. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs control.
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9. DISCUSION

Para analizar la toxicidad de las TiO2, SiO2, e ITO NPs se realiz6 una
administracion 1.V. de 2.5 mg/kgsw usando como vehiculo solucién salina y se
midieron los pardmetros hematoldgicos después de 1 y 7 dias de la
administracion. La importancia de administrar las NPs intravenosamente es que
independientemente de la via de exposicion a la que podamos estar expuestos
a NPs, todas llegan al torrente sanguineo, por eso con la administracion L.V. se
aprecian de mejor manera los efectos de las NPs al interaccionar con los
diferentes componentes que se encuentran en la sangre.

La caracterizacion de las NPs es de gran relevancia porque de este modo se
observa y analiza las diferentes propiedades de las NPs. De estas propiedades
dependen los efectos que las NPs provocan, un ejemplo es la biodistribucion de
las mismas. En la caracterizacion de TiO2 NPs se obtuvo que presentan forma
de banda, tamafio hidrodinamico de 258.4+4.7 nm, indice de polidispersion de
0.9 y potencial z de -3.9. En las SiO2 NPs se obtuvo que presentan forma
esférica, su tamafo hidrodinAmico de 499.1+38.1nm, un indice de polidispersién
de 0.8 y con potencial z de -6.2. Para el caso de ITO NPs que presentan una
morfologia amorfa se obtuvo un tamafio hidrodinamico de 316+41.8 nm, un
indice de polidispersion de 0.9 y un potencial z de -12.5. En la bibliografia de
trabajos anteriores no se encontraron datos donde emplearan dichas NPs con
caracteristicas similares y evaluaran sus efectos en parametros hematolégicos.
Solamente en el caso de SiO2 NPs Wai et al., en 2017 usando las NPs con
morfologia de esférica evaluaron los efectos de las mismas en parametros
hematolégicos. Hasta el momento no se han reportado trabajos donde evallen

los efectos de los aglomerados de las TiOz, SiO2, e ITO NPs suspendidas en
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solucion salina en el torrente sanguineo, pero si se han reportado trabajos que
emplean otros vehiculos como agua desionizada, HPMC entre otros solventes
(Hong et al., en 2017; Sang et al., 2011) y se observan efectos similares a lo
reportado en esta tesis.

La Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdémicos (por sus siglas
en inglés OECD) en su monografico (no.116) recomienda el uso de Ratas Wistar
para biocinética cuando se administra un agente via I.V. (OECD, 2010).
Kreyling et al., 2017 (Parte 1, 2, 3) evaluaron el porcentaje de retencion en
diferentes tejidos expuestos por diferentes vias a TiO2 NPs suspendidas en
solucion acuosa en ratas Wistara 1, 4y 24 hy a 7 y 8 dias. Kreyling et al., 2017
(Parte 1) evaluaron de manera 1.V. con una dosis de 40 y 400 ug/kg, donde
observaron que en higado se acumulé el 94.6 % ID (porcentaje de dosis
inyectada) a 24 hy el 92.5 % ID a 7 dias. En bazo se acumul6 el 2.2 % ID a 24
hyel2.7 % ID a7 dias. En sangre solamente se observo el 0.3% IDa24 hy el
0.04 % ID a 7 dias. Kreyling et al.,, 2017 (Parte 2) evaluaron de manera
intraesoféagica con una dosis de 30 y 80 ug/kg, donde observaron que en higado
se acumul6 el 0.02 % ID a 24 h'y el 0.007 % ID a 7 dias. En bazo se acumulo el
0.004 % ID a24 hy el 0.0016 % ID a 7 dias. En sangre solamente se observo el
0.02% IDa24hyel0.001% ID a7 dias. Kreyling et al., 2017 (Parte 3) evaluaron
de manera intratraqueal con una dosis de 40 y 240 ug/kg, donde observaron que
en pulmones se acumulé el 96.8 % ID a 24 hy el 64.6 % ID a 7 dias. En higado
se acumul6 el 0.16 % ID a24 hy el 0.11 % ID a 7 dias. En bazo se acumul¢ el
0.010 % ID a 24 hy el 0.014 % ID a 7 dias. En sangre solamente se observo el
0.26 % ID a 24 h'y el 0.037 % ID a 7 dias. En los estudios mencionados

anteriormente, el paso de las TiO2 NPs por el torrente sanguineo es muy rapido
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y por eso es muy pequeia la cantidad de NPs que se acumulan en el mismo. En
los estudios de Kreyling et al. (Parte 1, 2, 3) cualquiera de las 3 vias que
emplearon (1.V., intratraqueal e intraesofagica) corroboran lo antes mencionado,
ya que la cantidad de Ti en sangre obtenida fue baja, especificamente 0.3% por
via .V., 0.26% por via intratraqueal y 0.02% via intraesofagica y depende entre
otros factores, de las vias de exposicién para que lleguen a torrente sanguineo
y asi distribuirse en diferentes tejidos (Figura 4).

El vehiculo empleado fue solucion salina isotonica al 0.9%, ya que dicha
presenta la misma osmolaridad que el contenido de agua en la sangre y la misma
concentracion de sales requeridas en los eritrocitos. De esta manera no se
produce una disminucién o un aumento en el tamafio de los eritrocitos y es
similar al medio en el que los mismos se encuentran en la sangre.

Los periodos de respuesta en la evaluacién de este trabajo fueron después de 1
y 7 dias de la administracion 1.V., dichos tiempos fueron elegidos para observar
un efecto inmediato de la toxicidad en leucocitos provocado por las TiOz, SiO2 e
ITO NPs y por el tiempo de vida que poseen las células como neutrofilos,
eosindfilos, basofilos, linfocitos y monocitos en el torrente sanguineo. Aunque
también hay que considerar el tiempo de vida de estas células a partir de una
célula madre hematopoyética pluripotentencial que se desarrolla en la médula
Osea y hasta que se logra diferenciar al llegar al torrente sanguineo (Janeway et
al., 2012).

En el hematocrito se observd que el porcentaje del paquete globular aumenta
con la administracion de SiO2 NPs después de un dia y disminuye en los grupos

de SiO2 e ITO después de 7 dias (Figura 8). El impacto que tiene una disminucion
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en el hematocrito es que puede causar principalmente hemolisis (destruccion de
glébulos rojos) y anemia (Connes et al., 2013).

En la concentracion de hemoglobina se reporté una disminucion en los grupos
administrados con TiO2 y SiO2 después de 7 dias y en ambos periodos para el
grupo administrado con ITO NPs (Figura 9). Una disminucién en la concentracion
de hemoglobina provoca hemorragias, deficiencia de hierro, anemia e inclusive
linfomas. La disminucion en los niveles de hematocrito y de hemoglobina
provoca entre otras cosas, anemia (Johnson y Graham, 2011) y esto esta
fuertemente relacionado con lo reportado en este trabajo ya que se encontré una
disminucion en el peso de los animales (Tabla 4).

En el conteo total de leucocitos se observo un decremento en todos los grupos
administrados con NPs en ambos periodos (Figura 10). Una disminucién de
leucocitos totales también conocida como leucopenia, tiene como consecuencia
una gran susceptibilidad a diferentes patégenos (Luo ket al., 2009).

En el conteo diferencial de neutréfilos se observé un aumento en los 3 grupos
administrados con NPs después de un dia de administracién, y después de 7
dias decrementan pero solamente los grupos de TiO2 e ITO NPs (Figura 11). El
aumento de neutréfilos puede llevar a provocar enfermedades como la leucemia
y la disminucién de los mismos provocan anemia y ser susceptible a infecciones
(Wright et al., 2010).

En el conteo diferencial de eosindfilos se observo un decremento en los grupos
de TiO2 e ITO NPs después de un dia de administracion y después de 7 dias un
aumento en todos los grupos administrados con NPs (Figura 12). Los niveles
altos de eosindfilos ocasionan inflamacion en tejidos y niveles bajos ocasionan

anemia, susceptibilidad a infecciones severas (Navabi y Upton, 2016).
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En el conteo diferencial de basofilos solamente se observa un aumento en los
grupos de TiO2 e ITO NPs después de un dia de administracion (Figura 13). Un
aumento en el numero de basdfilos de igual manera provoca anemia,
enfermedades respiratorias e incluso leucemia (Siracusa et al., 2013).

En el conteo diferencial de monocitos solamente hay un aumento en el grupo de
ITO NPs después de un dia de administracion (Figura 15). EI aumento de
monocitos provoca el desarrollo de enfermedades autoinmunes e infecciones,
tanto virales como bacterianas. Los granulocitos (neutréfilos, basofilos y
eosindfilos) junto con los monocitos son considerados como parte del sistema
inmune innato, que es la primera barrera de defensa contra patégenos y su
funcion principalmente es eliminar y fagocitar agentes patégenos (Dale et al.,
2008). Esto tendria sentido con lo reportado en este trabajo ya que para los
neutrdfilos, baséfilos y monocitos aumentan al dia y disminuyen a los 7 dias.
Curiosamente los eosindfilos aumentan hasta los 7 dias, esto puede ser
argumentado ya que en la activacion de los mismos se liberan radicales libres 'y
diversas proteinas toxicas, dicho proceso puede llevar varios dias lo que sugiere
del por qué los eosindfilos se presentan sino hasta varios dias después de la
administracion de NPs.

En el conteo diferencial de linfocitos se observa un decremento en los 3 grupos
administrados después de un dia de administracién y un aumento después de 7
dias en los grupos de TiO2 e ITO NPs (Figura 14). El aumento de linfocitos es
considerado como una reaccion inmunitaria normal, pero sino es regulada
correctamente puede llegar a provocar enfermedades como el cancer (Ruffell et
al., 2010). Los linfocitos son células que son parte del sistema inmune adaptativo,

que se adapta al reconocimiento del patdgeno y es continuo después de la
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activacion de células pertenecientes al sistema inmune innato. Este
reconocimiento especifico permite dirigir mecanismos efectores y se caracteriza
ademas por contar con un mecanismo de memoria y depende en una gran parte
de las diferentes fases de la respuesta inmune con respecto al tiempo de inicio
y duracion de la respuesta (Tabla 5; Janeway et al., 2012). Lo que concuerda

con lo observado ya que el nimero de linfocitos aumenta hasta después de los

7 dias de administracion de NPs.

Tabla 5. Fases de la respuestainmune con tiempo de inicio y duracion.

Tiempo tipico
después de la -
despue Duracién de la
Respuesta infeccién para
S respuesta
iniciar la
respuesta.
. Inflamacién, activacion del
Respuestainmune L . .
innata complemento, fagocitosis y Minutos Dias
destrucciéon de patégenos
Reconocimiento de antigeno,
adhesién, co-estimulacion, .
) g . T Horas Dias
proliferacion y diferenciacion de
linfocitos
Activacion de linfocitos .
oo . Horas Dias
especificos de antigeno
R i Formacion de linfocitos efectores Dias Semanas
espuestainmune y de memoria.
adaptativa
Interaccién de linfocitos,
formacién de centros germinales. Dias Semanas
Produccion de anticuerpos
Emigracion de linfocitos
efectores de érganos linfoides Pocos dias Semanas
periféricos
Eliminacién de patdégenos por .
. patoge P Pocos dias Semanas
células efectoras y anticuerpos.
. Mantenimiento de linfocitos y .
Memoria . - Dias a Puede ser para
. o niveles elevados de anticuerpos. :
inmunoldgica it . s semanas toda la vida
Proteccién contra la reinfeccion.
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Lo anteriormente mencionado concuerda con lo reportado por Kumar et al., en
2016 administraron 5, 25 y 50 mg/kg de TiO2 NPs en forma anatasa de manera
I.V. suspendidas en solucion salina 1 vez a la semana durante 30 dias en ratas
Wistar. Las TiOz-anatasa NPs se caracterizaron por microscopia electrénica de
transmision (TEM), DLS y analizador de potencial zeta. Las TiO2 NPs fueron
dispersadas en agua destilada y en buffer fosfato salino (PBS)y sonicadas
durante 30 minutos. Con base en esto obtuvieron que las TiO2 NPs presentaron
una forma globular. Para el tamafio las TiO2 NPs dispersadas en PBS tuvieron
un promedio mayor (114.5£17.8 nm) que las dispersadas en agua destilada
(72.3+9.5 nm).En el potencial zeta también fue mas negativo en las TiO2 NPs
dispersadas en PBS (-24.2 £ 3.5 mV) que las TiO2 NPs dispersadas en agua
destilada (-11.6 + 0.7 mV). En la evaluacion de parametros hematoldgicos
Kumar et al. observaron que en la 1°y 2° semana el hematocrito, la hemoglobina
y el conteo de eritrocitos disminuyeron con la dosis de 25 y 50 mg/kg pero
después de la 3° semana vuelven al control. En el conteo de leucocitos totales
estos aumentaron en todos los periodos con la dosis de 25 y 50 mg/kg. En el
conteo de linfocitos aumentaron a partir de la 2° y 4° semana con la dosis de 5
mg/kg y en todos los periodos de con la dosis de 25 y 50 mg/kg. Para el conteo
de neutréfilos aumentaron solamente en la 1° y 2° semana con la dosis de 5y
25 mg/kg y en todos los periodos con la dosis de 50 mg/kg. Sin embargo cabe
mencionar que las dosis usadas, especialmente 25 y 50 mg/kg son dosis altas
dificiles de alcanzar por la via I.V. Cabe mencionar que se encontraron
resultados similares a los nuestros pero sélo se observaron alteraciones en
dichos parametros con las dosis mas altas ademas de que administracion de

NPs fue por mas tiempo.
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De manera similar Hong et al., en 2017 que administraron 1.25, 2.5y 5 mg/kg de
TiO2 NPs de manera intragastrica diluidas en HPMC (hidroxipropilmetilcelulosa)
en ratones ICR durante 9 meses, observaron un decremento en el nimero de
leucocitos totales a partir de las dosis de 2.5 y 5 mg/kg y en los niveles de
hemoglobina y eritrocitos en todas las dosis administradas. De forma similar
Sang et al., en 2011 administraron intragastricamente 2.5, 5y 10 mg/kg de TiO2
NPs suspendidas en HPMC en ratones ICR durante 90 dias consecutivos y
hallaron que la concentracion de hemoglobina disminuye con las dosis de 5y 10
mg/kg y el nimero de leucocitos totales, linfocitos y neutrofilos disminuyen en
todas las dosis administradas. Esto fue argumentado demostrando que las NPs
inducen procesos apoptéticos tanto en eritrocitos como en leucocitos y esto
podria estar relacionado con generacion de radicales libres y EO en la
mitocondria provocado un cambio en la homeostasis celular.

En contraste con los resultados obtenidos Xu et al., en 2013 administrando 140,
300, 300, 645y 1387 mg/kg de TiO2 NPs de manera |.V. suspendidas en solucién
salina en ratones ICR y evaluaron entre otras cosas los parametros
hematoldgicos 14 dias después de la administracién. No observaron cambios en
hematocrito, hemoglobina ni en el conteo de eritrocitos pero si observaron un
aumento en el nimero de leucocitos totales con las dosis de 645 y 1387 mg/kg.
También Wai et al., en 2017 administraron de manera I.V. dosis de 1, 2.5, 5, 10,
100, 200 y 300 mg/kg de SiO2 NPs suspendidas en solucion salina en ratones
BALB/c y evaluaron los parametros hematologicos a 14 dias después de la
administracion. No observaron cambios en el hematocrito, hemoglobina, conteo
de eritrocitos, conteos de leucocitos totales, neutrdéfilos, basofilos ni eosindfilos.

Solamente se observo un aumento en linfocitos y monocitos a los 14 dias con la

50



dosis de 200 mg/kg. Esto se ha observado en otros estudios que reportan
diferencias significativas en los niveles de diferentes poblaciones sanguineas lo
que nos lleva a pensar que es necesario aumentar el nimero de organismos por
tratamiento ya que los diferentes fenotipos de los modelos experimentales
pueden afectar la dispersion de los resultados e igualmente el uso de dosis
consideradas excesivas (Disdier et al., 2015; Elgrabli et al., 2014; Kumar et al.,
2016; Wai et al., 2017 y Xu et al., 2013). Es importante destacar que no se han
encontrado estudios en donde se investigue toxicidad en los parametros
hematoldgicos de manera in vivo usando ITO NPs por ninguna via de exposicion.
Aungue Abe et al., en 2009 evaluaron la biodistribucion de ITO NPs en ratones
ICR administrando 0.16 mg/g via I.V. usando solucién salina como vehiculo y
observaron que las ITO NPs llegaron y se acumularon en pulmon, higado y el
bazo. Pero estas NPs disminuian al cabo de 4 semanas.

En el porcentaje de viabilidad celular de higado y bazo se encontr6 que para
ambos casos usando el cultivo con una exposicion in vitro e 1.V. la viabilidad
disminuye empleando los 3 tipos de NPs e incluso de una manera muy parecida.
Esto sirve como un modelo de prediccién donde usando esas mismas dosis de
NPs tienen un efecto parecido usando tanto en una exposicién in vivo como una
I.V. Pero al momento de combinar ambos métodos de exposicion la viabilidad
celular no disminuye tanto como en los métodos por separado. Esto sugiere un
tipo de resistencia o adaptabilidad celular a la exposicion repetida de NPs. La
adaptacion celular consiste en la respuesta que presentan las células ante
estimulos fisiologicos excesivos, mediante la cual consiguen mantener un estado
de equilibrio relativo que les permite preservar la viabilidad y funcion de la propia

célula. Se sugiere que las células presentes en higado y bazo hayan desarrollado
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lo anteriormente mencionado al haber sido expuestas nuevamente a las NPs ya
gue ambos Organos respondieron de manera muy similar cuando fueron
administrados con las NPs, principalmente con las TiO2 e ITO NPs.

Existen muchos trabajos donde evallan la biodistribucion de TiO2 NPs en
diferentes tejidos administradas de manera L.V., intragéstrica y usando una
sonda (Cui et al., en 2011; Disdier et al., en 2015; Elgrabli et al., en 2014; Fabian
et al., en 2008; Martins et al., en 2017; Lee et al., en 2016; Smulders et al., en
2015) que corroboran que los 6rganos con mayor acumulacién de TiO2 NPs son
principalmente higado y bazo pero aun no se han hallado investigaciones en las
que evallen la viabilidad celular en los mismo ni si las SiO2 e ITO NPs se
acumulan de misma manera en dichos tejidos.

Por otro lado, existen varias explicaciones posibles sobre los efectos globales
observados en esta tesis. Aunque hubo parametros hematolégicos que no fueron
revisados en este trabajo como las plaquetas, células dendriticas, macréfagos,
trombocitos, niveles de plasma entre otros, si son importantes porque pudieran
estar afectados de manera similar a la exposicion de NPs.

A continuacion sugiero algunas rutas de interaccion entre NPs y las células del

sistema inmune estudiadas aqui y que se esquematizan en la Figura 19.
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Figura 19. Rutas de interaccion entre nanoparticulas (NPs) y células sanguineas
1. Exposicién primara de NPs a partir de la administracion 1.V.
2. NPs que van de torrente sanguineo a médula 6sea.
3. Ingreso de células afectadas en médula 6sea por NPs al torrente sanguineo o
reingreso de células inmunes al torrente sanguineo
4. NPs que van de torrente sanguineo a higado por medio de la vena porta.
NPs gue van de torrente sanguineo a bazo.
6. Ingreso de células afectadas en bazo por NPs al torrente sanguineo o reingreso
de células inmunes al torrente sanguineo.

o
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10.CONCLUSIONES

El tamafio hidrodinamico mas alto fue el de SiO2 NPs, refiriéndose a que
dichas NPs forman aglomerados mas grandes al ser suspendidas en
solucion salina.

Los indices de polidispersion mas altos fueron de 0.9 en el caso de TiO2
e ITO NPs.

El potencial zeta mas bajo fue el de ITO NPs con -12.5mV, indicando que
dichas NPs son inestables al ser suspendidas en solucion salina.

La administracién de TiO2 no causo efectos sobre el paquete globular en
ningun periodo sin embargo la administracion de SiO2 si indujo un
aumento al dia y una disminucion después de 7 dias de administracion,
similar a lo que ocurrié con la administracion de ITO NPs que causaron
una disminucion solamente después de 7 dias.

La concentracion de hemoglobina disminuyé en los grupos administrados
con TiO2 y SiO2 NPs solamente después de 7 dias en comparacion con el
grupo administrado con ITO que disminuyé en ambos periodos.

Todas las NPs estudiadas indujeron leucopenia en ambos tiempos
evaluados. Ademas todas las NPs causaron neutrofilia después de 1 dia
de administracion sin embargo, después de 7 dias causaron neutropenia.
Todas las NPs estudiadas indujeron eosinofilia después de 7 dias.

Las TiO2 e ITO NPs provocaron basofilia después de un dia.

Las TiO2 e ITO NPs causaron linfopenia después de un dia y linfofilia
después de 7 dias.

Todos los tipos de NPs indujeron un decremento en el porcentaje de

viabilidad celular de higado y bazo con una exposicion in vitro e I.V.
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11.DIRECCIONES FUTURAS

Evaluacion cronica: Se necesitaria realizar una evaluacion de los mismos
paradmetros revisados en este trabajo usando el mismo modelo pero en
este caso seria administrando dosis reales administradas parcialmente
por periodos mas largos. Por ejemplo observar lo que provocan las NPs
en el hematocrito en una exposicion parcial durante 3 meses.

Otras vias de exposicion: Con base en este trabajo y usando el mismo
modelo seria relevante usar otras vias de administracion destacadas
como la inhalatoria o la oral y comparar si se provocan efectos similares
en los parametros hematoldgicos.

Dosis: Para el caso de las dosis dependeria de los tiempos a evaluar ya
que como se menciond anteriormente, en trabajos pasados empleaban
dosis muy altas para observar un efecto notable o para evaluar
biodistribucién de NPs. Pero en trabajos futuros se emplearan dosis en
las que realmente sean viables y en las que se asemejen a la vida real.
Otros tipos de NPs: emplear otro tipo de NPs que sean destacadas y en
las que estemos propensos a estar expuestos. Por ejemplo el didxido de
zinc (ZnO) que son también de las mas producidas en el mundo, o
inclusive los nanotubos de carbono.

Obtencion de células de médula Osea, diferenciarlas para linea
mieloide/linfoide y exponerlas a diferentes concentraciones de NPs para
corroborar si afectan la diferenciacion a nivel basal o si simplemente

alteran la composicion celular por toxicidad.
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