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Resumen

Con los avances registrados por la nanotecnologia en los Ultimos afios y la amplia
gama de aplicaciones de los nanomateriales que con mayor frecuencia se
encuentran en el mercado, el ser humano se encuentra cada vez mas expuesto a
los posibles efectos adversos de los nanomateriales. Las nanoparticulas de plata
destacan por ser los nanomateriales mas comercializados y utilizados con intereses
biomédicos y en el area de la salud. Se han utilizado principalmente porque sus
propiedades fisicoquimicas Unicas les confieren un potencial agente antimicrobiano

y anticancerigeno.

Los resultados de citotoxicidad de nanomateriales como las AgNPs que han sido
reportados en la literatura presentan una falta de sistematicidad en los modelos de
evaluacion, siendo las lineas celulares las méas utilizadas para determinar los
efectos toxicol6gicos de estos materiales. Se ha identificado que los efectos
citotoxicos dependen de la linea celular utilizada para las determinaciones, esto
aunado al hecho de que muchos resultados son contradictorios 0 no tienen una
correlaciéon con los estudios realizados en organismos vivos. En este sentido, los
cultivos primarios se han recomendado por su sensibilidad a evaluaciones
toxicoldgicas, ademas de que al ser células aisladas de tejidos guardan mejor sus
caracteristicas bioquimicas y sus funciones se asemejan mas a las de un organismo
vivo. Por lo anterior, en el presente trabajo se evalud el efecto citotoxico de cinco
formulaciones de nanoparticulas de plata Argovit™ en cultivos primarios de ratones
BALB/c tras 24 horas de exposicién a 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag de AgNPs.
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1. Introduccidén

Los seres humanos han experimentado exposiciones a particulas nanométricas a
lo largo de la historia, pero es solo con la llegada de la revolucién industrial que tales
exposiciones han aumentado drasticamente debido a fuentes antropogénicas
(Oberdorster et al., 2005). En ese sentido, es probable que el campo de la
nanotecnologia, que se encuentra en rapido desarrollo, se convierta en una fuente
mas de exposicion humana a particulas nanométricas (Loret et al., 2018; Moghimi
et al., 2005). En los ultimos afos, el interés por los efectos potenciales de la
exposicién a nanomateriales ha aumentado considerablemente porque los estudios
reportados han demostrado que éstos pueden producir efectos adversos para la
salud (Moghimi et al., 2005; Sayes et al., 2007).

Si bien los nanomateriales son atractivos tanto por razones cientificas como
tecnologicas, el creciente contacto humano con estos materiales asi como sus
propiedades distintivas exigen el desarrollo y la validacion de protocolos precisos
de caracterizacion que permitan clasificarlos en funciébn de su toxicidad y
peligrosidad (Jones & Grainger, 2009; Sayes et al., 2007). Estos métodos deben
predecir y evaluar de manera confiable los posibles escenarios de efectos, desde
los beneficios hasta los posibles riesgos, ademas de los peligros para la salud
asociados con la exposicion a los nanomateriales a medida que se vuelven mas
utilizados en la industria y la medicina (Jones & Grainger, 2009; X. F. Zhang et al.,
2016).

La revolucion actual en el uso de los nanomateriales ha conducido a un
aumento en el numero de evaluaciones toxicolégicas reportadas. Sin embargo,
estos estudios deben ir acompafiados de un esfuerzo de investigacion para
desarrollar nuevas herramientas, meétodos, protocolos y estandares de
biocompatibilidad para las diferentes clases de nanomateriales (Dobrovolskaia et
al., 2009; Jones & Grainger, 2009).
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Actualmente, no existe consenso sobre los riesgos intrinsecos, tolerancia,
peligros, toxicidad o relaciones dosis-respuesta para la mayoria de los
nanomateriales. Una busqueda en la literatura actual puede proporcionar facilmente
opiniones diametralmente opuestas sobre toxicidad del mismo nanomaterial en

modelos de ensayo in vitro (Loret et al., 2018).

A pesar de los intensos esfuerzos de investigacion, los informes de las
respuestas celulares a los nanomateriales suelen ser inconsistentes e incluso
contradictorios. Se ha informado de wuna variacion considerable en el
comportamiento celular con los cambios en el tamafio, la forma y las propiedades
de la superficie de los nanomateriales sintetizados. Sin embargo, la relacion entre
la respuesta inducida en los diferentes tipos celulares y las propiedades de los
nanomateriales aln no se encuentra completamente descrita (Kumar et al., 2015;
Shubayev et al., 2009; Sohaebuddin et al., 2010). En el contexto de la aplicacién
biomédica, las propiedades fisicoquimicas juegan un papel muy importante en la

induccion de respuestas a escala biologica (Sohaebuddin et al., 2010)s.

En la actualidad, no se ha desarrollado un protocolo de prueba completo para
comparar la toxicidad de diferentes nanomateriales de forma estandarizada (Mao et
al., 2016; Xia et al.,, 2006). Un ensayo in vitro adecuado para las pruebas de
toxicidad reglamentarias debe incluir criterios de valoracion bioldégicamente
relevantes, pero faciles de medir. Esto aumentara el valor predictivo de los datos in
vitro obtenidos, asi como la correlacion con los resultados obtenidos en modelos in
vivo (X. Chen & Schluesener, 2008; Hirsch, C.; Roesslein, M.; Krug, H.; Wick, 2011;
Riaz Ahmed et al., 2017; Wiemann et al., 2016).
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2. Justificacion

Para algunos estudios, los modelos de cultivo de células primarias dan resultados
mas pertinentes en comparacion con las lineas celulares inmortalizadas. Las células
de cultivos primarios de Organos sanos conservan muchas, si no todas, las
funciones celulares nativas in vitro (Kim et al., 2014). Estas células se derivan de
tejido sano bien identificado, no se modifican o alteran genéticamente de ninguna
manera mas alla de la exposicion natural a las agresiones ambientales que se
encuentran normalmente durante la vida atil del organismo del que se aislaron.
Generalmente, conservan la morfologia, funcion celular, caracteristicas de
crecimiento, marcadores celulares, sefializacion e integridad genética normales

cuando se mantienen o se propagan en cultivo (ZenBio, 2017).

El uso de un tipo celular bien caracterizado y diferenciado puede brindar
confianza y seguridad en los datos generados in vitro. Estas herramientas
proporcionan biorelevancia y datos experimentales mas realistas que aquellos

obtenidos de lineas celulares transformadas e inmortalizadas (Kim et al., 2014).

La vida util finita de las células de cultivos primarios es esencialmente un
mecanismo de control incorporado que protege contra los peligros de las
alteraciones genéticas, las transformaciones o una variedad de presiones selectivas
encontradas en las lineas celulares inmortalizadas que se utilizan durante periodos

prolongados de tiempo (ZenBio, 2017).
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3. Antecedentes

El uso de cultivos primarios aislados de mamiferos para la evaluacion de efectos
toxicolégicos de nanomateriales ha sido poco reportado en la literatura. Su uso
como modelo de evaluacion toxicologica de AgNPs ha sido principalmente en la
determinacion de neurotoxicidad con cultivos primarios de cerebro de ratas o
ratones. Algunos trabajos que muestran los resultados de viabilidad celular tras la
exposicion a AgNPs con cultivos primarios como modelo de evaluacién toxicoldgica
se presentan en la Tabla 1.

Sung-Hwan y colaboradores utilizaron cultivos primarios de neuronas de
ratas para determinar el efecto citotoxico de AgNPs comerciales identificaron una
disminucién de viabilidad celular dependiente de la dosis que fue atribuida a la
induccion de apoptosis por un incremento en los niveles intracelulares de ROS, de
acuerdo con los resultados de fragmentacion de ADN (Kim et al., 2014). Haase y
colaboradores también describieron un efecto dosis dependiente de AgNPs de 20y
40 nm en un co-cultivo de neuronas y astrocitos de cultivos primarios de cerebro de
ratbn (Haase et al., 2012). Por su parte, Xu y colaboradores encontraron que las
AgNPs causan degeneracion del citoesqueleto y generan una deficiencia en la
magquinaria singptica de las neuronas, dafio mitocondrial y muerte celular en cultivos
primarios de rata (Xu et al., 2013).

Por su parte, Habas y colaboradores confirmaron que las AgNPs pueden
causar toxicidad reproductiva en mamiferos machos, al evaluar los efectos de
diferentes concentraciones de nanoparticulas en células de Sertoli aisladas de
ratén. Identificé que el dafio es causado por incremento en ROS, conduciendo a
dafio oxidativo en células testiculares y culminando en apoptosis (Habas et al.,
2018). Del mismo modo, Hernandez-Sierra y colaboradores, evaluaron
concentraciones de 1 y 100 pg/ml de AgNPs de tres diferentes tamafios.
Encontrando que las nanoparticulas mas pequefias inducen efectos citotoxicos mas
notorios en cultivos primarios de fibroblastos humanos (Hernandez-Sierra, 2011).

Finalmente, Arora y colaboradores utilizaron cultivos primarios de fibroblastos

y células hepaticas para evidenciar la citotoxicidad de AgNPs a diferentes
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concentraciones. Determinaron que la morfologia celular en ambos cultivos

primarios se mantiene inalterada hasta los 100 pug/ml. Sin embargo, la viabilidad

celular fue mucho menor en fibroblastos que en células hepaticas. Sugieren que la

diferencia entre los mecanismos antioxidantes es la causa de las diferencias en

viabilidad identificadas, siendo cada uno de estos mecanismos el encargado de

proteger a las diferentes células de dafios por estrés oxidativo inducido por los

tratamientos de AgNPs (Arora et al., 2009).

Tabla 1. Viabilidad de células de cultivos primarios tras 24 horas de exposicion a

AgNPs.
Célula Formulacién Tamafio | Concentracion | Viabilidad Ref.
(nm) (pg/ml) (%)
Cultivos AgNPs (Nanopoly | 10 0.4 ~71 (Kim et al.,
primarios de Co) 2014)
neuronas de rata 2 ~ 68
Sprague Dawley 10 ~ 46
Cultivos AgNPs 10 1 ~ 100 (Hernandez-
primarios de 5 ~ 98 Sierra,
fibroblastos 10 ~ 095 2011)
humanos 25 ~ 66
50 ~23
100 ~7
15-20 1 ~ 102
5 ~ 100
10 ~ 86
25 ~72
50 ~ 40
100 ~ 28
80-100 1 ~ 102
5 ~ 96
10 ~ 96
25 ~ 95
50 ~ 94
100 ~ 94
Cultivos AgNPs (Sigma 5 ~94 (Habas et
primarios de Aldrich) 10 ~92 al., 2018)
células Sertoli de
raton 15 ~ 57
Cultivos AgNPs 7-20 10 ~ 81 (Arora et al.,
primarios de 25 ~ 68 2009)
fibroblastos de 50 ~52
ratbn Swiss 61 50
albino 100 ~37
Cultivos AgNPs 7-20 100 ~81
primarios de 200 ~71
higado de ratén 300 ~ 63
Swiss albino 449 50
500 ~ 48
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4. Marco Teoérico

Cultivo celular

El cultivo celular se refiere a métodos de laboratorio que permiten el crecimiento de
células eucariotas o procariotas en condiciones fisioldgicas (Invitrogen, 2018;
Lonza, 2020a). Su origen se remonta a principios del siglo XX cuando se introdujo
para estudiar el crecimiento y la maduracion de los tejidos, la biologia del virus y el
desarrollo de vacunas, el papel de los genes en la enfermedad y la salud, y el uso
de lineas celulares hibridas a gran escala para generar productos biofarmacéuticos.
Las aplicaciones experimentales de las células cultivadas son tan diversas como los
tipos de células que pueden cultivarse in vitro (Segeritz & Vallier, 2017
SigmaAldrich, 2020b). Sin embargo, en un contexto clinico, el cultivo celular esta
comunmente relacionado con la creacién de sistemas modelo que estudian la
biologia celular basica, replican los mecanismos de la enfermedad o investigan la
toxicidad de nuevos compuestos farmacologicos. Una de las ventajas de utilizar el
cultivo celular para estas aplicaciones es la posibilidad de manipular genes y rutas
moleculares (Lonza, 2020a; SigmaAldrich, 2020b; ThermoFisher, 2020).

El cultivo celular es una herramienta invaluable que proporciona a los
cientificos, sistemas modelo para estudiar la fisiologia y bioquimica de células sanas
y enfermas. Menos costosos y mas faciles de trabajar que los organismos
completos, la reproducibilidad de los cultivos celulares se pone en evidencia ya que
se utilizan ampliamente tanto en la investigacion, como en la fabricacion a gran

escala de compuestos bioldgicos (SigmaAldrich, 2020b; ThermoFisher, 2020).

El cultivo celular es una de las principales herramientas utilizadas en biologia
celular y molecular, que proporciona excelentes sistemas modelo para estudiar la
fisiologia y bioguimica normales de las células (por ejemplo, estudios metabdlicos,
envejecimiento), los efectos de farmacos y compuestos toxicos en las células,
mutagénesis y carcinogénesis. También se utiliza en la deteccion y el desarrollo de

farmacos y en la fabricacion a gran escala de compuestos biologicos (por ejemplo,
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vacunas y proteinas terapéuticas). La principal ventaja de usar cultivo celular para
cualguiera de estas aplicaciones es la homogeneidad y reproducibilidad de los
resultados que se pueden obtener al usar un lote de células clonales (Invitrogen,
2018; ThermoFisher, 2020).

Cultivos primarios

El cultivo primario se refiere a la etapa del cultivo después de que las células se
aislan del tejido y proliferan o se mantienen en las condiciones apropiadas hasta
que ocupan todo el sustrato disponible. En esta etapa, las células que son capaces
de proliferar deben ser sub cultivadas (es decir, pasadas) transfiriéndolas a un
nuevo recipiente con medio de crecimiento fresco para proporcionar mas espacio
para el crecimiento. Una vez aislados, se colocan en un ambiente artificial en
recipientes de plastico o vidrio, apoyados con un medio especializado que contiene
nutrientes esenciales y factores de crecimiento (Lonza, 2020b; SigmaAldrich,
2020b).

Las células de cultivo primario representan mas fielmente el tejido de origen.
Se toman directamente del tejido y se procesan para establecerlas en condiciones
de cultivo éptimas. Debido a que se derivan de tejido y no se modifican, son mas
similares al estado in vivo y exhiben una fisiologia normal. Por esta razén, son
excelentes sistemas modelo para estudiar la fisiologia y bioquimica de las células
(por ejemplo, estudios metabdlicos, envejecimiento, estudios de sefalizacion, entre
otros) y los efectos de farmacos y compuestos téxicos (Lonza, 2020b; ZenBio,
2017).

Se debe tener en cuenta que las células de cultivos primarios tienen una vida
atil limitada y aquellas que proliferan, dejaran de dividirse (o envejecer) después de
cierto numero de divisiones celulares y pueden ser mas dificiles de cultivar y

mantener que una linea celular continua.

23



Ventajas

El uso de células de cultivo primario proporciona resultados mas pertinentes que las
lineas celulares en ciertos casos. Una vez preseleccionadas son buenos modelos
para representar la sefializacion in vivo muy de cerca. Ademas, son rentables ya
gue ayudan a reducir el gasto en modelos animales necesarios para los estudios in
vivo (Invitrogen, 2018; ZenBio, 2017).

Aplicaciones

Los cultivos primarios se utilizan en estudios metabdlicos, de envejecimiento y
sefalizacion para estudiar la fisiologia normal y bioquimica; para determinar los
efectos de, farmacos, compuestos toxicos, mutagénicos y carcinogénicos. También
se utiliza en el cribado de farmacos, asi como para el desarrollo de compuestos
biolégicos tales como: vacunas y proteinas terapéuticas a gran escala
(SigmaAldrich, 2020b).

= Cultivo de células en 3D: dado que las células primarias no se transforman ni se
inmortalizan, simulan de cerca un modelo vivo, producen resultados mas
fisiol6gicamente significativos y se pueden utilizar para modelar tejidos. Estas
células pueden actuar como un sistema modelo para estudiar la biologia y
bioguimica celular, la interaccion entre la célula y los agentes causantes de
enfermedades como bacterias y virus, el efecto de las drogas, entre otros
(SigmaAldrich, 2020b).

* Pruebas de deteccion y toxicidad de farmacos: los cultivos primarios se utilizan
para estudiar la citotoxicidad de nuevos farmacos (para estudiar el efecto y la
dosis segura) o acarreadores de farmacos (nanoparticulas). Son utiles para la
sintesis o produccion de una variedad de biomoléculas a escala industrial. Esto

es particularmente til en la industria farmacéutica (SigmaAldrich, 2020b).
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Citotoxicidad

El efecto toxico causado por agentes externos a las células se denomina
citotoxicidad. La exposicion de las células a un compuesto citotdxico puede producir
varios resultados en la célula (Salih Istifli et al., 2019). Una sustancia se considera
citotoxica si interfiere con la union de las células, altera significativamente la
morfologia, afecta negativamente la tasa de crecimiento celular o hace que las
células mueran (McGaw et al., 2014).

Se ha prestado mucha atencion a los estudios de citotoxicidad como primer
paso para evaluar la toxicidad de las sustancias de prueba. Esto es especialmente
valido en relacién con el cribado de la actividad biolégica de extractos de plantas y
compuestos activos aislados de plantas. Los ensayos de citotoxicidad se realizan
ampliamente porque los compuestos de prueba, incluidos los extractos derivados
de plantas y los compuestos purificados, pueden estar destinados a ser utilizados
como productos farmacéuticos 0 cosmeéticos, en cuyo caso es importante una
toxicidad minima o nula (McGaw et al., 2014). En particular, los ensayos para medir
la reduccion de la viabilidad celular (inhibicion del crecimiento/division o muerte por
vias apoptoéticas-necroticas) se denominan pruebas de citotoxicidad (Aslantirk,
2018).

Determinacion de citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad se utilizan ampliamente en la investigacion y en el
descubrimiento de farmacos para seleccionar bibliotecas en busca de compuestos
toxicos. Un compuesto que genera una respuesta citotoxica puede eliminarse de las
rondas de seleccion posteriores; pero si el compuesto estéa dirigido a células que se
dividen rapidamente puede constituir un "éxito" en una pantalla de terapias contra

el cancer (Aslantirk, 2018).

Los estudios de citotoxicidad son un paso inicial util para determinar la
toxicidad potencial de una sustancia de prueba. Una toxicidad minima o nula en

modelos sanos es esencial para el desarrollo exitoso de una preparacion
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farmacéutica o cosmética y, en este sentido, los estudios de toxicidad celular juegan

un papel crucial (McGaw et al., 2014).

Viabilidad celular

Los ensayos de viabilidad celular con células cultivadas se utilizan ampliamente
para las pruebas de citotoxicidad de productos quimicos y farmacos. En patrticular,
la viabilidad y la tasa de proliferacion de las células son buenos indicadores de
citotoxicidad, y pueden determinar tanto efectos adversos inducidos por diferentes
agentes fisicos y quimicos, como potenciales efectos benéficos de terapias
oncoldgicas que pretenden inhibir el crecimiento de células tumorales (Aslanttrk,
2018).

Conteos celulares en la determinacion de viabilidad celular

La proporcién de células viables en una poblacion celular se puede estimar
mediante varios métodos. El método mas simple y ampliamente utilizado es el
método de exclusion de colorante, donde las células viables excluyen a los
colorantes y las células muertas los incorporan. Aunque el procedimiento de tincién
es bastante simple, el procedimiento experimental de un gran nimero de muestras
es dificil y requiere mucho tiempo. La determinacion de la integridad de la
membrana es posible utilizando esta técnica, para la que se han empleado una gran
variedad de colorantes que incluyen, eosina, rojo Congo, eritrosina B y azul tripano.
De estos, el azul tripano se ha utilizado con mayor frecuencia (Aslantirk, 2018).

El recuento de células se utiliza como una medida generalizada en el cultivo
de tejidos, para evaluar y normalizar la densidad celular de cultivos, como una

lectura en los ensayos de proliferacion, viabilidad y toxicidad (BioTek, 2020).

Prueba de exclusion vital de azul tripano
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El azul tripano es una molécula grande con carga negativa. Este ensayo de
exclusion de colorante se usa para determinar el nimero de células viables o
muertas en una suspension celular. El ensayo de exclusion del colorante azul
tripano se basa en el principio de que las células vivas poseen membranas celulares
intactas que excluyen este colorante, mientras que las células muertas no (Figura
1). En este ensayo, las células adherentes o no adherentes se incuban con
diferentes concentraciones de los compuestos de prueba durante varios tiempos.
Después del tratamiento, la suspension celular se mezcla con el colorante y luego
se examina visualmente para determinar si las células incorporan o excluyen el tinte.
Las células viables tendran un citoplasma claro, mientras que las células muertas
tendran un citoplasma azul (Strober, 2015). EI nimero de células viables o muertas
por unidad de volumen se determina mediante microscopia éptica como porcentaje
de células con respecto al control sin tratamiento. Un cultivo celular sano se
caracteriza por una viabilidad celular del 80 al 95%. El recuento de células se realiza
generalmente con la ayuda de un hematocitometro utilizando la Férmula 1
(Aslantirk, 2018; Fuentes, 2014; SigmaAldrich, 2020a)
numero de células viables

% viabilidad = X 1009
% viabilida promedio células viables del control negativo %

Figura 1. Prueba de exclusion de azul tripano en células Jurkat. Las células viables (amarillo)
mantienen sus membranas celulares intactas y no permiten el paso del colorante. Sin embargo, las
células no viables (rojo) son tefiidas por el ingreso del colorante al citoplasma. Adaptada de (L. Chan,
2020).
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En los ultimos afos, el recuento celular automatizado se ha convertido en una
alternativa atractiva al recuento celular manual con hematocitometros, que ofrece
resultados fiables en una fraccién del tiempo necesario para el recuento manual,

una de las técnicas automaticas mas utilizadas es la citometria de flujo.

Citometria de flujo

La citometria de flujo es una tecnologia potente y de alto rendimiento que se utiliza
para caracterizar suspensiones de células o particulas individuales [18, 19], analiza
rapidamente eventos individuales a medida que pasan por un laser tnico o multiple
mientras estan suspendidas en una solucion salina tamponada. Cada evento se
analiza para determinar la dispersion de la luz visible y uno o varios parametros de
fluorescencia. La dispersion de luz visible se mide en dos direcciones diferentes, la
direccion de avance (dispersion hacia adelante o FSC) que puede indicar el tamafio
relativo del evento y a 90° (dispersion lateral o SSC) que indica la complejidad

interna o granularidad del evento (McKinnon, 2018).

Todos los citobmetros de flujo se componen de tres componentes basicos (Figura
2). El sistema de fluidos utiliza presién, vacio o bombas para mover las células del
tubo de muestra, a la celda de flujo donde se enfoca la corriente de muestra, para
alinear los eventos y analizarlos uno a la vez. En el sistema 6ptico, los laseres se
dirigen al punto de andlisis (punto de interrogaciéon) como fuente de excitacién para
las sondas fluorescentes. La emision de fluorescencia (fotones) y la dispersiéon de
la luz se dirigen a los detectores mediante fibra éptica o lentes/espejos. El sistema
electronico convierte los fotones emitidos en un pulso de voltaje, una sefial
electréonica a lo largo del tiempo. Cada evento se procesa Yy visualiza usando

gréaficos de una y dos dimensiones (Biotechne, 2019).

La citometria de flujo es una tecnologia que mide simultaneamente y luego analiza
multiples caracteristicas fisicas de particulas individuales, generalmente células,
mientras fluyen en una corriente de fluido a través de un haz de luz. Las propiedades

medidas incluyen el tamafio relativo, la granularidad relativa o la complejidad interna
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y la intensidad de fluorescencia relativa. Estas caracteristicas se determinan
mediante un sistema de acoplamiento Optico-electronico que registra como la célula
o particula dispersa la luz laser incidente y emite fluorescencia (BectonDickinson,
2002; BIO-RAD, 2017).

Sistema Optico

Sistema de fluidos

|

Filtros

Sefial electronica

Célula @

s s e Laser

A

Procesador de sefiales

Células /ﬂ\ Detectores
. \ C

Voltaje

Laser Y 0\

Punto de Sistema electronico

interrogacion

Computadora

Figura 2. Componentes de un citbmetro de flujo. El sistema de fluidos del instrumento permite la
adquisicion de muestras y dirige las células al punto de interrogacién. Un complejo sistema optico
basado en laseres, que incluye espejos, filtros y detectores, que generay dirige la fluorescencia. Las
sefales fluorescentes generadas por este proceso se convierten a formato digital para su
procesamiento y almacenamiento en el sistema electrénico. Adaptada de (Biotechne, 2019).

Los datos de citometria de flujo se almacenan de acuerdo con un formato estandar,
el formato estandar de citometria de flujo (FCS), desarrollado por la Society for
Analytical Citology. De acuerdo con el estandar FCS, un archivo de almacenamiento
de datos incluye una descripcion de la muestra adquirida, el instrumento en qué los
datos se recopilaron, el conjunto de datos y los resultados del analisis de datos
(BectonDickinson, 2002)
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5. Hipotesis

La viabilidad de cultivos primarios de aorta, bazo, corazon, higado, médula 6sea y
rifidn de ratones BALB/c es sensible a la exposicion a diferentes formulaciones de

nanoparticulas de plata Argovit™.
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6. Objetivos

Objetivo general:

Determinar el efecto citotoxico de nanoparticulas de plata en cultivos primarios de
ratones BALB/c comparando entre dos métodos de determinacion de viabilidad

ampliamente reportados en la literatura.

Objetivos especificos:

= Determinar la viabilidad celular de los cultivos primarios mediante la prueba de
exclusion de azul tripano tras 24 horas de exposicion a 10, 100, 1000 y 10,000
ng/ml de Ag de las cinco formulaciones de nanoparticulas de plata Argovit™.

» Evaluar la viabilidad celular de los cultivos primarios del panel mediante
citometria de flujo tras 24 horas de exposicion a 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml
de Ag de las cinco formulaciones de nanoparticulas de plata Argovit™.

» Evaluar el efecto de las diferentes formulaciones de nanoparticulas de plata
Argovit™ en linfocitos y monocitos de cultivos primarios de bazo de ratones
BALBI/c.

» Realizar el analisis estadistico para determinar diferencias significativas entre

concentraciones y formulaciones.

31



7. Metodologia

Formulaciones de nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata fueron donadas por la Dra. Nina Bogdanchikova del
Centro de Nanociencias y Nanotecnologia (CNyN) de la UNAM y producidas en el
Centro de Investigacion y Desarrollo Vector-Vita Ltd ubicado en Novosibirsk, Rusia,

por el Dr. Vasily Burmistrov.

El productor reporta que las formulaciones de nanoparticulas de plata
(Argovit) contienen 12 mg/ml de plata metélica estabilizada con 188 mg/ml de
polivinilpirrolidona (PVP) por 1 litro de agua, siendo la Unica diferencia entre ellas la
longitud de la PVP. Se evaluaron cuatro concentraciones de cada formulacion de
nanoparticulas, correspondientes a 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag.

Ratones BALB/c

Se utilizaron ratones BALB/c, machos, de 4 a 6 semanas de edad,
mantenidos en condiciones de bioterio con agua y comida ad libitum en el bioterio
de la Universidad Autbnoma de Baja California, Unidad Valle de las Palmas. En todo
momento se siguié la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 para el
cuidado y uso de animales de laboratorio. El protocolo fue sometido y aprobado por

el Comité de Bioética de la misma institucion con numero de expediente 001/2019.

Diseccion de ratones BALB/c

Los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical en un ambiente estéril.
Posteriormente, se diseccionaron y perfundieron el higado, rifidn, bazo, aorta,
corazoén, rifiones, y médula ésea, y fueron colocados en cajas Petri con solucién

salina fisiologica estéril (SSF).
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Cultivos primarios de raton BALB/c

Se establecieron cultivos primarios de aorta, bazo, corazén, higado, médula 6sea y
rinon. Para ello se disgregé mecanicamente el tejido obtenido, se lavé con solucion
salina fisiologica estéril y se sembré en cajas Petri con medio RPMI-1640
suplementado con 10% (v/v) de Suero Fetal Bovino (FBS, por sus siglas en inglés)
y 0.1% (v/v) de antibidtico/antimicoético. Los cultivos se incubaron 2 horas a 37°C,

en una atmésfera con 5% de CO2 y humedad del 90%.

Ensayo de viabilidad celular

Para la evaluacion de la citotoxicidad de las formulaciones de Argovit, se sembraron
entre 50,000 y 100,000 células en placas de 96 pozos y se afadieron 10ul de
suspension de AgNPs Argovit™ para alcanzar las concentraciones finales de 10,
100, 1000 y 10,000 ng/ml, en un volumen final de 200 pl. Esto se realiz6 por cada
uno de los cultivos primarios aislados y se realizaron tres ensayos independientes
por triplicado. Las placas se incubaron por 24 horas a 37°C, en una atmdsfera con
5% de CO2 y humedad del 90%. Se utiliz6 un control negativo de medio RPMI 1640

suplementado con 10% (v/v) de FBS y un control negativo con SSF.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se determind la viabilidad celular de los
cultivos por la prueba de exclusion vital con azul tripano, a través del conteo de
células en cdmara de Neubauer bajo un microscopio 6ptico recto AmScope B120c.
Ademas, se contaron las células por citometria de flujo utilizando un Attune NXxT
Flow Cytometer utilizando como referencia el tamafio y granularidad de los controles

negativos.
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Andlisis estadistico

Se realizd una prueba D’Agostino-Pearson para determinar la distribucion normal
de los datos. Posteriormente, se calcularon los promedios y desviaciones estandar
de los resultados obtenidos de la viabilidad celular de los cultivos primarios. Se
realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de dos factores y pruebas post-hoc de
Tukey para determinar diferencias significativas entre concentraciones vy
formulaciones de las diferentes AgNPs en los diferentes cultivos primarios
utilizados. Un valor de p < 0.05 se considerd estadisticamente significativo. Para

realizar los analisis se utilizé el programa GraphPad Prism (v.6.01).

34



8. Resultados

Prueba de exclusion vital de azul tripano

El efecto citotdxico de diferentes concentraciones de las formulaciones de
AgNPs se evalu6 mediante la prueba de exclusion vital de azul tripano tras 24 horas
de exposicion de cultivos primarios de aorta, bazo, corazén, higado, médula 6sea y
riion. Los conteos en camara de Neubauer revelaron un mayor niamero de células
muertas (tefiidas con azul tripano) a las concentraciones mas altas (1,000 y 10,000
ng/ml de Ag) en cultivos primarios de higado, rifion y bazo, no asi en los cultivos

primarios de aorta, médula y corazén.

Figura 3. Imagenes del cambio de coloracion de células y aumento de restos celulares de cultivos
primarios de higado de raton BALB/c en camara de Neubauer. Tratamiento representativo. A)
Hepatocito (blanco) de pozo sin tratamiento (control). B) y C) Pozos tratados con 1,000 ng/ml de Ag.
Célula epitelial (negro) sin cambio y hepatocitos (rojo) con cambio de coloracién respecto al control.
D) y E) Pozos tratados con 10,000 ng/ml de Ag (incremento de restos celulares). Célula epitelial
(negro) y hepatocito (rojo) con cambios de coloracion respecto al control. Las imagenes fueron
obtenidas a 40x en un microscopio AmScope B120c.
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Ademas, los cultivos primarios de higado, rifibn y bazo presentaron un
incremento en la cantidad de restos celulares en los cultivos con 10,000 ng/ml de
Ag de las diferentes formulaciones de AgNPs. Algunas células de estos cultivos que
fueron expuestas a concentraciones de 1,000 y 10,000 ng/ml de Ag cambiaron de
coloracion a un tono coincidente con el de los tratamientos de las diferentes

formulaciones de AgNPs (Figura 1).

Viabilidad celular por citometria de flujo

El efecto en la viabilidad celular de cultivos primarios de aorta, bazo, corazon,
higado, médula 6sea y rifion se determind por citometria de flujo tras 24 horas de
exposicion a cuatro concentraciones diferentes de las formulaciones de AgNPs. Los
porcentajes de viabilidad celular obtenidos para cada uno de los cultivos fueron
normalizados con respecto al control negativo de medio RPMI-1640. En la Figura 2
se presenta un ejemplo representativo de grafico obtenido del analisis de cultivos
con el citbmetro de flujo. Describe la contabilizacion de eventos en funcién de los
pardmetros de tamafio y granularidad celular para determinar la viabilidad de las

células en los diferentes cultivos primarios de ratones BALBI/c.

1000 TN N L 1000- R1: 80.890%
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Figura 4. Distribucion de eventos contabilizados por citometria de flujo de una poblacién de cultivos
primarios de higado de raton BALB/c. A la izquierda se muestra el grafico de densidad obtenido del
andlisis de poblacion celular por la compensacion de tamafio (FSC) contra granularidad (SSC). A la
derecha se resalta en color rojo la region que abarca la poblacion celular identificada, de la cudl se
estimard la viabilidad celular.
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Anélisis estadistico

Se graficaron los porcentajes de viabilidad celular obtenidos del panel completo de
cultivos primarios tratados con cada una de las formulaciones de AgNPs en
comparacion con el control sin tratamiento. El andlisis de varianza muestra que, el
efecto inducido por la exposicion a una misma formulacion de Argovit depende del
cultivo primario en el que se esta evaluando. Sin embargo, la prueba post-hoc de
Tukey indica que, en ocasiones el efecto en la viabilidad celular de los cultivos
primarios no depende de la concentracion de las formulaciones Argovit a la que

fueron expuestos.

En este trabajo no se identificaron diferencias significativas al comparar la
viabilidad celular determinada por el ensayo de exclusion vital de azul tripano y la
calculada utilizando el citbmetro de flujo. Ambas técnicas mostraron que las cinco
formulaciones evaluadas disminuyeron los valores de viabilidad celular en cultivos
primarios de higado, rifion y bazo, por lo que registran los menores porcentajes (74-
85%, 82-89%, 67-88%, respectivamente) en comparacion con los cultivos primarios
de aorta, médula y corazon (90-98%, 84-96%, 90-96%, respectivamente). La prueba
post-hoc de Tukey muestra que, las concentraciones mas altas de AgNPs (1,000 y
10,000 ng/ml de Ag) disminuyeron de forma significativa la viabilidad celular con
respecto al control sin tratamiento en los cultivos que registran los efectos

citotoxicos (higado, rifidn, bazo).
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Figura 5. Viabilidad celular de cultivos primarios de ratbn BALB/C después de 24 horas de
tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag de la AgNP1. Los resultados representan el
promedio + desviacion estandar de tres ensayos independientes por triplicado. Las diferencias
significativas fueron determinadas con un andlisis de varianza (ANOVA) de dos factores y prueba
post-hoc de Tukey. Los promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.

El tratamiento de los cultivos primarios con AgNP1 (Figura 3) evidencio
efectos citotoxicos (viabilidad celular < 85%) en cultivos primarios de bazo, higado,
médula y rifién. Sin embargo, el andlisis de varianza indic6 que no en todos los
valores la disminucion registrada es dependiente de la dosis. De acuerdo con la
prueba post-hoc de Tukey, sélo los cultivos primarios de bazo y médula tratados
con 10,000 ng/ml de Ag presentaron diferencias significativas. Por lo tanto,

Unicamente estos cultivos mostraron un efecto dosis dependiente.

Por su parte, los cultivos primarios de bazo, riidon e higado registraron los
menores valores de viabilidad celular (69-88%, 82-88%, 80-82%, respectivamente)

después del tratamiento con AgNP2 (Figura Al, pagina 62). Se encontré que
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Gnicamente los cultivos primarios de bazo mostraron un efecto dependiente de la

concentracion, presentando diferencias significativas a 10,000 ng/ml de Ag.

Los cultivos en los que AgNP3 mostro una disminucion mas marcada fueron
los cultivos primarios de bazo, higado, médula y rifién (70-87%, 78-85%, 91-95%,
85-88%, respectivamente) (Figura A2, pagina 63). De acuerdo con la prueba post-
hoc de Tukey, sélo los cultivos primarios de bazo y médula tratados con 10,000
ng/ml de Ag presentaron diferencias significativas, siendo los unicos cultivos del

panel con efectos dependientes de la concentracion.

El tratamiento de los cultivos primarios con AgNP4 mostro efectos citotdxicos
en cultivos primarios de bazo, higado y rifién (viabilidad celular < 85%) (Figura A3).
Sin embargo, Unicamente los cultivos primarios de bazo e higado evidenciaron un
efecto dependiente de la dosis, al registrar diferencias significativas con 10,000
ng/ml de Ag.

Los cultivos primarios de bazo, higado, médula y rifidn registraron los
menores valores de viabilidad celular (67-88%, 74-79%, 84-95%, 87-88%,
respectivamente) después del tratamiento con AgNP5 (Figura A4, pagina 64). Se
encontré6 que Unicamente los cultivos primarios de bazo mostraron un efecto
dependiente de la concentracion, presentando diferencias significativas a 10,000

ng/ml de Ag.

Como se encontrd una respuesta citotdxica dependiente de la sensibilidad de
los diferentes cultivos primarios a los tratamientos de AgNPs, se determino el efecto
de las diferentes formulaciones de Argovit a 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag,
graficando los porcentajes de viabilidad celular obtenidos del tratamiento tras 24
horas de exposicion en cada uno de los cultivos primarios en comparacion con el
control sin tratamiento. Para el analisis de resultados se compararon los resultados
en viabilidad celular entre valores de concentraciones iguales de las cinco
formulaciones de Argovit™. El analisis de varianza muestra que, el efecto inducido
por algunas concentraciones es dependiente de la formulacién con la que se esté

tratando cada uno de los cultivos primarios. La prueba post-hoc de Tukey indica que
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en ocasiones este efecto en la viabilidad celular es especifico para ciertas

formulaciones en concentraciones puntuales entre los cultivos.

Los cultivos primarios de aorta y corazdn no presentaron disminuciones
significativas a tratamientos con ninguna de las formulaciones de AgNPs (viabilidad
celular > 90%) (Figuras A5 y A6, paginas 66 y 67, respectivamente). Sin
embargo, la prueba post-hoc de Tukey identificoO diferencias estadisticamente
significativas entre AQNP1 en 100 ng/ml de Ag en comparaciéon con el resto de las

de concentraciones en la totalidad de formulaciones en los cultivos primarios de
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Figura 6. Viabilidad celular de cultivos primarios de higado de raton BALB/C después de 24 horas
de tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los
resultados representan el promedio + desviacion estandar de tres ensayos independientes por
triplicado. Las diferencias significativas fueron determinadas con un analisis de varianza (ANOVA)
de dos factores y prueba post-hoc de Tukey. Los promedios con la misma letra no son
significativamente diferentes.
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Figura 7. Viabilidad celular de cultivos primarios de rifién de ratén BALB/C después de 24 horas de
tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los resultados
representan el promedio + desviacion estandar de tres ensayos independientes por triplicado. Las
diferencias significativas fueron determinadas con un analisis de varianza (ANOVA) de dos factores
y prueba post-hoc de Tukey. Los promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Figura 8. Viabilidad celular de cultivos primarios de bazo de raton BALB/C después de 24 horas de
tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los resultados
representan el promedio + desviacion estandar de tres ensayos independientes por triplicado. Las
diferencias significativas fueron determinadas con un analisis de varianza (ANOVA) de dos factores
y prueba post-hoc de Tukey. Los promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Figura 9. Viabilidad celular de cultivos primarios de médula de raton BALB/C después de 24 horas
de tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los
resultados representan el promedio + desviacién estandar de tres ensayos independientes por
triplicado. Las diferencias significativas fueron determinadas con un analisis de varianza (ANOVA)
de dos factores y prueba post-hoc de Tukey. Los promedios con la misma letra no son
significativamente diferentes.

Los cultivos primarios de higado (Figura 4) registraron los valores mas bajos
de viabilidad celular para las cinco formulaciones de Argovit (74-85%). El analisis
de varianza indicé que no todas las formulaciones de AgNPs causan el mismo
efecto a concentraciones iguales, mostrando que los cultivos primarios de higado
permiten diferenciar entre los efectos causados entre las diferentes formulaciones.
De acuerdo con la prueba post-hoc de Tukey, se presentaron diferencias
significativas en 10,000 ng/ml de Ag entre AQNP1 con AgNP5 y entre AgNP 3 con
AgNP4 y AgNP5.
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El tratamiento con las cinco formulaciones de AgNPs también redujo la
viabilidad celular de los cultivos primarios de rifion (80-89%) (Figura 5). Sin
embargo, el analisis de varianza evidencié que el efecto no es dependiente de la
formulacion de Argovit a la que se expone el cultivo. Del mismo modo, aunque la
viabilidad celular de los cultivos primarios de bazo (Figura 6) presentd una
disminucién para la totalidad de las formulaciones, el analisis de varianza no

identifico diferencias significativas entre las AQNPs evaluadas.

De acuerdo con el andlisis de varianza, los cultivos primarios de médula
(Figura 7) fueron los més sensibles a los efectos en viabilidad celular inducidos por
las diferencias entre formulaciones de Argovit a las mismas concentraciones (81-
96%). La prueba post-hoc de Tukey indicé diferencias estadisticamente
significativas en 100 ng/ml entre AQNP4 con el resto de las formulaciones, en 1000
ng/ml de Ag entre AgNP2 con el resto de las formulaciones, y entre AgQNP1 con
AgNP2 y AgNP3 en 10,000 ng/ml de Ag.

Se evalu6 el efecto en la viabilidad celular de linfocitos y monocitos de
cultivos primarios de bazo, para distinguir los efectos inducidos entre ambas
poblaciones celulares de forma independiente. Se graficaron los valores de
viabilidad celular obtenidos tras 24 horas de tratamiento con las cinco formulaciones
de Argovit™ en comparacion con el control sin tratamiento. Para la interpretacion
de los resultados, se compararon los resultados en viabilidad celular entre calores

de concentraciones iguales de las cinco formulaciones de Argovit™.
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Figura 10. Viabilidad celular de linfocitos de cultivos primarios de bazo de raton BALB/C después de
24 horas de tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit.
Los resultados representan el promedio + desviacion estandar de tres ensayos independientes por
triplicado. Las diferencias significativas fueron determinadas con un analisis de varianza (ANOVA)
de dos factores y prueba post-hoc de Tukey. Los promedios con la misma letra no son
significativamente diferentes.
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Figura 11. Viabilidad celular de monocitos de cultivos primarios de bazo de ratén BALB/C después
de 24 horas de tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit.
Los resultados representan el promedio + desviacién estandar de tres ensayos independientes por
triplicado. Las diferencias significativas fueron determinadas con un analisis de varianza (ANOVA)
de dos factores y prueba post-hoc de Tukey. Los promedios con la misma letra no son
significativamente diferentes.

Los linfocitos de cultivos primarios de bazo (Figura 8) no registraron una
reduccion en la viabilidad celular (93-97%) tras 24 horas de exposicion a las
formulaciones de AgNPs. El analisis de varianza indicO que este efecto es
independiente de la formulacién evaluada, con excepcion de AgNP5, que presenta
diferencias significativas en 10,000 ng/ml de Ag con el resto de las formulaciones,

de acuerdo con la prueba post-hoc de Tukey.

Por el contrario, las cinco formulaciones de Argovit™ disminuyeron de forma
significativa los valores de viabilidad celular de monocitos de cultivos primarios de
bazo (44-82%) (Figura 9). El analisis de varianza indic6 que este efecto es

dependiente de la concentracion. La prueba post-hoc de Tukey mostré que, para la
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totalidad de las formulaciones, la concentracion de 10,000 ng/ml de Ag presenta
diferencias significativas respecto a las otras dosis evaluadas. Sin embargo, el
analisis de varianza indicé que la reduccion de la viabilidad celular en monocitos no

depende de la formulacion evaluada.

Finalmente, se compararon los efectos en la viabilidad celular producidos por
la variacion de las diferentes propiedades fisicoquimicas de las formulaciones de
Argovit™ en los cultivos primarios de ratones BALB/c. Para el analisis de graficaron
los porcentajes de viabilidad celular obtenidos del tratamiento con 10, 100, 1000 y
10,000 ng/ml de Ag contra los valores del diametro promedio de las particulas
metélicas, el diametro hidrodinamico y potencial Z. Sobre la distribucién de puntos
se trazaron las lineas de tendencia para observar el comportamiento de las
pendientes. En la Figura 10 se presentan los resultados obtenidos de la variacion
en la viabilidad celular generada por el cambio en el didmetro promedio de las
particulas metalicas de las formulaciones de Argovit™ en cultivos primarios de
higado. Se puede observar que la variacion entre las diferentes formulaciones no
presenta una pendiente en las lineas de tendencia que permita describir un efecto
en viabilidad celular que sea dependiente del didametro de las particulas metéalicas
en las formulaciones evaluadas de AgNPs. Se identificd que para la totalidad de los
cultivos primarios, los valores de viabilidad celular encontrada no son dependientes
de las modificaciones en el diametro de las particulas metalicas de Argovit™
(Figuras A7-A13, paginas 68-74).
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Figura 12. Efecto en viabilidad celular de la modificacion del diametro promedio de las particulas
metalicas en cultivos primarios de higado de ratén BALB/C después de 24 horas de tratamiento con
10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el
promedio de tres ensayos independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para
cada una de las concentraciones evaluadas.

En la Figura 11 se presentan los resultados de la variacion en la viabilidad
celular que es producida por el cambio en el didmetro hidrodinAmico de las
formulaciones evaluadas de nanoparticulas en cultivos primarios de higado. La
tendencia identificada muestra que las modificaciones en el diametro hidrodinamico
no conducen a una variacion en la viabilidad celular, por lo que el efecto citotoxico
identificado es independiente a esta propiedad. Las Figuras A14 a A20 muestran
que los valores de viabilidad celular de todos los cultivos primarios evaluados no
presentan variaciones con la variacion del diametro hidrodinamico de las

formulaciones de Argovit™,
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Figura 13. Efecto en viabilidad celular de la modificacion del diametro hidrodinamico en cultivos
primarios de higado de ratén BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100, 1000y 10,000
ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de tres ensayos
independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de las
concentraciones evaluadas.

Finalmente, en la Figura 12 se muestra el efecto de la variacion del potencial
Z en la viabilidad celular de cultivos primarios de higado tratados con Argovit™ en
las diferentes concentraciones. Las lineas de tendencia no indican una dependencia
entre esta propiedad y loe efectos citotoxicos identificados. Resultados similares se
identificaron para el resto de los cultivos primarios tratados con las formulaciones
de AgNPs (Figuras A21-A27), indicando que el efecto citotoxico identificado fue

independiente de la variacion del potencial Z.

49



Higado

100
® 10 ng/ml
-+ 100 ng/ml
90 ¥- 1000 ng/ml
. -+ 10,000 ng/ml
2 2 A
LR ——
=
= 70
1]
=2
E 60
>
50
-6 -4 -2 0 2 4 6

Potencial Z (mV)

Figura 14. Efecto en viabilidad celular de la modificacion del potencial Z en cultivos primarios de
higado de ratén BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de
Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de tres ensayos
independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de las
concentraciones evaluadas.

Por lo tanto, se identific6 que las modificaciones en las propiedades
fisicoquimicas de las formulaciones de AgNPs de Argovit no inducen un efecto que
sea reflejado en las tendencias de viabilidad celular identificadas en los diferentes
cultivos primarios de ratones BALB/c utilizados como modelo de evaluacion. Es
decir, que los efectos citotoxicos identificados en este trabajo son independientes

de las variaciones entre las propiedades de las nanopatrticulas de plata.
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9. Discusidn

Las evaluaciones de citotoxicidad de AgNPs han sido ampliamente
reportadas utilizando lineas celulares para determinar su efecto en células sanas.
Sin embargo, existen pocos reportes del efecto de AgNPs en cultivos primarios de
ratones BALB/c. En el presente trabajo se estudio el efecto citotoxico de cinco
formulaciones de Argovit en cultivos primarios de ratones BALB/c como una primera
aproximacion a la evaluacion toxicoldgica de dichas formulaciones. En primera
instancia, se determind la viabilidad celular por microscopia Optica a través del
ensayo de exclusion vital por tincién con azul tripano. Posteriormente, se realizé el
conteo celular por citometria de flujo y se hizo el andlisis estadistico correspondiente
para determinar la viabilidad celular de los cultivos primarios tras 24 horas de

exposicion a las AgNPs.

Aungue determinar la citotoxicidad a través del conteo manual mediante la
prueba de exclusion vital con azul tripano se ha reportado como imprecisa en
algunas evaluaciones (L. L. Y. Chan et al., 2020), en este trabajo no encontramos
diferencias significativas al comparar la viabilidad celular determinada por este
ensayo Yy la calculada por citometria de flujo. Mas aun, los conteos realizados a
través de microscopia Optica proporcionaron informacion relevante de las
condiciones experimentales en los cultivos, permitiendo identificar una mayor
cantidad de restos celulares en los tratamientos de 1,000 y 10,000 ng/ml de Ag en
cultivos primarios de rifién, bazo e higado (Figura 1).

Del mismo modo, la observacién en el microscopio de los cultivos primarios
de ratones BALB/c permitié registrar una ligera tincién en el interior de las células
similar al color de las disoluciones de nanoparticulas al tratar las células con las
concentraciones de 1,000 y 10,000 ng/ml de Ag (Figura 1). Cruz-Ramirez reporto
este efecto en células de cancer de colon humano (HCT-15) al tratar con las mismas
concentraciones de AgNPs, sugiriendo que la internalizacién del nanomaterial en

las células tratadas es la responsable de que éstas adopten la coloracién del coloide
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(Cruz-Ramirez, 2020). Ambos resultados resaltan la importancia de verificar los
efectos inducidos por nanoparticulas de plata utilizando el microscopio Optico, por

lo que sugerimos su uso al determinar los efectos citotoxicos en cultivos celulares.

Se ha reportado que las nanoparticulas de plata pueden inducir citotoxicidad
en una gran cantidad de células de mamiferos (Park et al., 2011). Dichos efectos
son dependientes del origen vy tipo celular en el que se realizan las evaluaciones
(Lankoff et al., 2012; H. Zhang et al., 2015). Debido a que las AgNPs se encuentran
entre los nanomateriales mas utilizados en productos comercializados, pueden
ingresar al organismo intencionalmente o por exposicion no consentida (Moradi-
Sardareh et al., 2018). Por esta razén, determinar la toxicidad para los efectos
citotoxicos en las células de los principales tejidos que de algin modo se verian

expuestos si las AgNPs ingresaran al organismo debe ser considerado prioritario.

Los resultados indican que la respuesta citotoxica de células aisladas de
origen tisular diferente es distinta, demostrando que el modelo de cultivos primarios
de ratones BALB/c es consistente con lo que dicta la literatura. Al comparar los
resultados de viabilidad celular se identific6 que todas las formulaciones de
Argovit™ inducen un efecto citotoxico (viabilidad < 85%) en cultivos primarios de
higado (Figura 4), rifion (Figura 5) y bazo (Figura 6). Por otro lado, en cultivos
primarios de aorta (Figura A5), corazén (Figura A6) y médula (Figura 6) no se
registraron valores inferiores a 85% en viabilidad celular, es decir, no se encontro
gue alguna de las formulaciones indujera citotoxicidad. Estos efectos diferenciados
sugieren que existe sensibilidad por parte de algunos tipos celulares a los

tratamientos con las formulaciones de Argovit™.

Zhang et al. mostraron que existe una susceptibilidad a los efectos de AgNPs
al comparar entre células de epitelio y macrofagos de lineas celulares de ratén, rata
y humano. En dicho trabajo se sugiere que la variabilidad se debe a la respuesta
especifica del sistema antioxidante de cada tipo celular, lo que conduce a resultados
de citotoxicidad distintos (H. Zhang et al., 2015). Del mismo modo, Lankoff y
colaboradores (Lankoff et al., 2012) describieron una respuesta citotdoxica y
metabdlica diferenciada entre células hepaticas humanas (HepG2), células
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pulmonares humanas (A549) y células linfoides del sistema inmunoldgico (THP1),
atribuida a la proteccion antioxidante, a la capacidad metabdlica y la funcién
fisiologica especializada de cada tipo de célula en particular. Zhang y colaboradores
(H. Zhang et al., 2015)también describen el papel de las defensas antioxidantes
como factor de la heterogeneidad de las respuestas toxicoldgicas identificadas entre

tipos celulares distintos.

El sistema cardiovascular es responsable de la distribucion y circulacion en
el organismo. Sin importar la via de administracion, la distribucion de las
nanoparticulas que lleguen al torrente sanguineo se llevaré a cabo a través de este
sistema, por lo que resulta relevante estudiar los efectos toxicolégicos que puede
llegar a tener por su exposicion (Cao et al., 2018). En el presente trabajo no se
identificaron efectos citotoxicos en cultivos primarios de aorta (Figura A5) o corazén
(Figura A6) de ratones BALB/c tratados con las diferentes formulaciones de AgNPs.
Esto coincide con lo identificado previamente por Wang (M. Wang et al., 2018),
quien tampoco identificé efectos citotdxicos tras evaluar concentraciones de 8, 16,

32y 64 pg/ml de AgNPs en células de musculo liso adrtico humano.

Por su parte, Rosas-Hernandez y colaboradores (Rosas-Hernandez et al.,
2009) reportan un efecto antiproliferativo y vasoconstrictor en células coronarias
endoteliales y anillos adrticos de rata tratadas con 0.1 y 1 pg/ml de AgNPs de 45
nm. Sin embargo, al aumentar la concentraciéon a 10 y 100 pg/ml de Ag identificd
una proliferaciéon mediada por 6xido nitrico y vasodilatacion, por lo que sugiere que
el efecto en células cardiovasculares es dependiente del tamafio de las
nanoparticulas. El que se hayan identificado respuestas celulares distintas resalta
la importancia de considerar células de origen cardiovascular para evaluaciones de

citotoxicidad inducida por AgNPs.

Los riflones desempefian un papel clave en la filtracion de la sangre para la
eliminacién de desechos en el organismo. Por lo tanto, evaluar el efecto de la
interaccion de las nanoparticulas con las células renales responsables de estos
procesos, permite comprender si es posible inducir algun tipo dafio en el proceso

de excrecion (Du et al., 2018). Con las evaluaciones realizadas se identificO una
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disminucién de viabilidad celular (~15-20%) en cultivos primarios de rifibn de
ratones BALB/c tratados con las formulaciones Argovit™ (Figura 5), reflejando que
es uno de los cultivos mas sensibles al efecto de nanoparticulas de plata. Sharma
y colaboradores (L. Sharma et al., 2014) ya habian descrito este efecto inducido por
nanoparticulas metalicas en células renales y atribuy6 la sensibilidad identificada en
células de este origen tisular a su funciéon de eliminacién de desechos. Estos
resultados son consistentes con lo descrito por Mili¢ y colaboradores (Mili¢ et al.,
2015), quienes reporta una disminucion de viabilidad celular dependiente de la
concentracion de AgNPs tras 24 horas de exposicion en células renales de puerco
(Pk15). Por otra parte, la susceptibilidad en células renales de humano (HEK293T)
a efectos inducidos por AgNPs fue confirmada por Chen en 2018 (Y. Chen et al.,
2018), quien mostré una disminucién en la viabilidad celular en concentraciones
superiores a 8 pg/ml, pero induccion de autofagia en células que fueron tratas con

dosis inferiores de nanoparticulas.

Un tejido que cumple funciones como una de las principales rutas de
excrecion y filtracion de sustancias en el organismo es el higado (Michelle Longmire,
Peter L. Choyke, M.D., and Hisataka Kobayashi, M.D., 2008). El higado recibe todo
el suministro de nutrientes a través de la circulacion, siendo responsable de filtrar y
procesar una gran cantidad de sustancias incluyendo a aquellos agentes quimicos
gue puedan resultar téxicos para el organismo (Michalopoulos, 2007). El estudio de
la respuesta citotdxica en células hepéaticas proporciona informacién relevante en la
caracterizacion toxicoldgica de nanoparticulas porque es un érgano clave en el
metabolismo y regulacién del cuerpo (Rui, 2014). Se evaluo la respuesta citotoxica
de las formulaciones de Argovit™ en cultivos primarios de higado de ratones
BALB/c (Figura 4). Se identificaron diferencias estadisticamente significativas al
comparar las concentraciones de 10 a 1,000 ng/ml con 10,000 ng/ml de Ag para
todas las formulaciones de AgNPs. Esta disminucion de viabilidad celular (~15-
25%) es posible referirla como sensibilidad a los efectos toxicol6gicos de AgNPs y
puede ser atribuida a la funcion que desarrollan las células hepaticas en el

procesamiento de sustancias en el organismo. En la Tabla 2 se presentan algunos
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resultados reportados en la literatura referentes a la exposicién de células hepaticas

a AgNPs.

Tabla 2. Viabilidad de células hepaticas tras 24 horas de exposicion a AgNPs.

Célula Formulacién Tamafo Concentracion | Viabilidad Ref.
(nm) (Hg/ml) (%)
Cultivos AgNPs 20 - 40 1 ~99 (Faedmaleki et al.,
primarios (Nanocid 10 ~82 2016)
de higado L2000) 50 ~ 67
de ratones 100 ~54
Swiss 150 ~139
albino 200 ~ 28
400 ~9
Cultivos PVP-AgNPs 16.4+8.0 0.01 84.95 Presente trabajo
primarios Argovit 0.1 82.57
de higado 1 84.09
de ratones 10 83.06
BALB/c 0.01 80.44
25.4+13.2 0.1 80.93
1 82.33
10 82.58
19.0+9.3 0.01 78.31
0.1 79.01
1 89.60
10 85.09
16.4+8.1 0.01 82.85
0.1 85.99
1 82.24
10 75.31
30.6+23.2 0.01 79.68
0.1 76.85
1 77.86
10 74.07
HepG2 AgNPs 20-40 1 ~ 96 (Faedmaleki et al.,
(Nanocid 2 ~75 2014)
L2000) 3 ~30
4 ~21
5 ~20
7.5 ~19
10 ~ 17
C3A AgNPs 15 2.5 ~ 84 (Hussain et al.,
(NM300) 5 ~73 2005)
10 ~74
25 ~ 53
50 ~13
100 2.5 ~91
5 ~71
10 ~ 60
25 ~ 43
50 ~9
HepG2 Cit-AgNPs 16.3 (dH) 1 ~75
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10 ~ 67 (Vinkovi¢ Vréek,
50 ~52 2016)
75 ~ 48
100 ~43
PVA-AgNPs 6.3 (dH) 10 ~59
HepG2 PVP-AgNPs 23.44+4.92 20 ~93 (Li et al., 2020)
40 ~92
80 ~89
160 ~ 84
320 ~81
640 ~ 62
HepG2 AgNPs 20-50 125 ~98 (J. Wang et al.,
25 ~ 96 2017)
50 ~ 88
100 ~ 69
200 ~41
HepG2 AOTA-AgNPs | 29.4+x1.4 1 ~ 96 (Brki¢ Ahmed et al.,
5 ~74 2017)
10 ~ 66
25 ~55
50 ~ 47
100 ~18
PVP-AgNPs 9.6£1.7 1 ~98
(21%) 5 ~97
29.846.4 10 ~77
(79%) 25 ~70
50 ~51
100 ~29
BSA-AgNPs 18.4+2.1 1 ~97
5 ~53
10 ~30
25 ~23
50 ~14
100 ~9
PLL-AgNPs 8.6+1.6 1 ~95
5 ~89
10 ~75
25 ~ 36
50 ~30
100 ~9
CTAB-AgNPs | 4.8+0.7 1 ~94
(11%) 5 ~71
27.815.4 10 ~59
(73%) 25 ~34
71.2+15.1 50 ~ 22
(16%) 100 ~21

De entre los valores registrados en la tabla, se pueden apreciar diferencias

en los valores de viabilidad celular dependiendo del agente de recubrimiento de las

nanoparticulas. Las nanoparticulas recubiertas con PVP registraron una menor
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respuesta citotoxica en células de origen hepatico en comparacion con AgNPs
recubiertas con agentes reportados como menos estables. Las formulaciones de
Argovit™ presentaron el menor efecto citotoxico de entre las nanoparticulas
recubiertas con PVP. Es posible que la proporcion de PVP con respecto al tamafio
del nucleo metalico que presentan estas formulaciones de AgNPs les confiera una

mayor estabilidad que se vea reflejada en una disminucién en efectos toxicoldgicos.

Se ha reportado que la estabilidad de las AgNPs juega un papel fundamental
al comparar los dafios inducidos por el estrés oxidante y desequilibrio redox en
células hepéaticas (Das et al., 2017; Tejamaya et al., 2012; Vinkovi¢ Vréek, 2016).
En este sentido, nuestros resultados en cultivos primarios de ratones BALB/c
concuerdan con el efecto citotéxico identificado por Faedmaleki y colaboradores en
2016 (Faedmaleki et al., 2016), quien describe una respuesta citotoxica en
concentraciones superiores a los 10 pg/ml. En el presente trabajo no se
determinaron los efectos en la mitocondria, desequilibrio redox o el metabolismo
celular, sin embargo nuestros resultados son consistentes con los efectos
reportados por Faedmaleki y otros estudios realizados previamente por otros grupos
de trabajo. Ejemplo de ello son los resultados encontrados por Hussain y
colaboradores (Hussain et al., 2005), quien evalud el efecto citotoxico de AgNPs de
células hepéticas de rata (BRL3A). Identific6 que a concentraciones de 5y 10 mg/mi
la funcién mitocondrial, la integridad de membrana y la actividad metabdlica fueron
disminuidas de forma significativa. Li y colaboradores en 2019 (Li et al., 2020),
describen una reduccién significativa de viabilidad celular en células hepaticas
humanas (HepG2) al tratar con concentraciones de AgNPs superiores a 20 pug/ml.
En dicho trabajo, se sugiere que la toxicidad inducida por AgNPs esta relacionada
con el dafio que se genera en la mitocondria y el colapso del potencial de membrana
gue es causado por estrés oxidativo. Con esos resultados, Li recomienda determinar
los efectos citotéxicos tomando en cuenta los parametros del funcionamiento
mitocondrial, que esta directamente relacionado con el metabolismo celular. Por su
parte, Vinkovi¢ y colaboradores (Vinkovi¢ Vréek, 2016) también identificaron que los
efectos citotoxicos de AgNPs recubiertas con citrato estan mediados por el dafio en

la membrana celular y reduccion en la funcion metabdlica de células de higado

57



humano. El dafio mitocondrial observado por Sun y colaboradores (Sun et al., 2013)
después de exponer células hepaticas primarias de rata a AQNPs demuestra que
los efectos en el metabolismo celular se deben a la interaccion del nanomaterial con

este organelo.

Conjuntando los resultados anteriormente descritos y de acuerdo con lo
indicado por Lee, se ha demostrado que las AgNPs al interactuar con células
susceptibles pueden inducir dafios en mitocondria, reducir la funcion metabdlica,
aumentar la cantidad de ROS y desencadenar un desequilibrio redox que culmina
en la muerte celular (Lee et al., 2015). En estudios previos realizados con Argovit™
se ha llegado a resultados que concuerdan con lo descrito en la literatura. Castro-
Gamboa y colaboradores (Castro-Gamboa et al., 2019) evaluaron la respuesta de
células dendriticas derivadas de médula ésea de ratones C57BL/6. En dicho trabajo
se identificO que la exposicion a una concentracion de 1.0 pg/ml de AgNPs
disminuye significativamente la viabilidad relacionada con la actividad metabolica
obtenida del ensayo con calceina, aun cuando la viabilidad celular determinada con
tinciones de Anexina V y loduro de Propidio era mayor al 95%. Del mismo modo,
Cruz-Ramirez (Cruz-Ramirez, 2020) identifico este efecto al determinar la actividad
antiproliferativa de formulaciones de Argovit™ en células de céncer de colon
humano (HCT15). En dicho trabajo, también se sugiere una sobreestimacion de
viabilidad con tinciones de exclusion de vitalidad que no corresponde con el efecto

citotoxico identificado con las tinciones de Anexina V y loduro de Propidio.

Ambos estudios muestran que el efecto citotdéxico de las AgNPs evaluadas
en este trabajo en cultivos primarios de ratones BALB/c puede explicarse como una
disminucién de actividad metabdlica en las células susceptibles que fueron
expuestas a las formulaciones. De este modo, la disminucién en la viabilidad celular
de los cultivos primarios de higado (Figura 4), rifién (Figura 5) y bazo (Figura 6)
puede atribuirse a las condiciones metabdlicas particulares que presentan sus

células, confiriéndoles dicha sensibilidad a los efectos citotoxicos de AgNPs.

El bazo desempefia numerosas funciones en el organismo. Es el 6rgano

responsable de la respuesta inmunolégica a patégenos y agentes anormales que

58



llegan a través de la sangre en su proceso de filtracion (Lewis et al., 2019). También
desempeiia un papel fundamental en la funcion hematopoyética y homeostasis de
eritrocitos, asi como del resto de células sanguineas (Bronte, V.; Pittet, 2013). Se
ha documentado que la exposicion a AgNPs puede inducir una respuesta en células
del sistema inmunoldégico (Ali et al., 2016; Luo et al., 2015), por ello resulta relevante
determinar los efectos citotoxicos que puedan llegar a desarrollar. Los resultados
de viabilidad celular de cultivos primarios de bazo de ratones BALB/c muestran una
disminucion de entre el 15-20% en células tratadas con las formulaciones de
Argovit™. Por tal motivo se determiné el efecto citotoxico en poblaciones celulares
especificas identificadas en los cultivos primarios. En los resultados se registré una
disminucién de viabilidad mayor al 50% en monocitos tratados con 10,000 ng/ml,
sin presentar un efecto citotoxico en linfocitos tratados con la misma concentracion
de las formulaciones de AgNPs. Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Greulich y colaboradores en 2011 (Cruz-Ramirez, 2020), quienes describen un
efecto citotéxico en monocitos, pero no en linfocitos. En dicho trabajo, Greulich
sugiere que los monocitos son células susceptibles a los efectos citotoxicos de las
AgNPs, mientras que los linfocitos son resistentes a éstos.

En la Tabla 3 se presentan algunos resultados reportados en la literatura
referentes a la exposicion de células del sistema inmunol6gico a AgNPs. De la datos
registrados en la tabla se puede identificar que las células de cultivos aislados
fueron mas susceptibles a efectos citotoxicos que aquellas células de lineas
celulares evaluadas con el mismo intervalo de concentraciones (-). Una vez mas se
distingue el papel que juega el PVP como agente de recubrimiento en la modulacién
de toxicidad en AgNPs. Argovit™ no es la que presenta valores de viabilidad celular
mas altos, sin embargo no conduce a efecto inmunoldgico inflamatorio como el
evidenciado en el resto de las formulaciones de AgNPs recubiertas con PVP, sino
Ccomo un proceso asociado a la respuesta inmunomoduladora como propone Catro-

Gamboa y colaboradores (Castro-Gamboa et al., 2019).
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Tabla 3. Viabilidad de células del sistema inmunoldgico tras 24 horas de exposicion

a AgNPs.
Célula Formulacién Tamafio | Concentracion | Viabilidad Ref.
(hm) (Hg/ml) (%)
Linfocitos de PVP-AgNPs Argovit | 16.4+8.0 0.01 95.49 Presente
cultivo primario 0.1 95.68 trabajo
de bazo de 1 94.84
ratones BALB/c 10 93.92
25.4+13.2 0.01 95.53
0.1 94.17
1 92.69
10 89.71
19.0+9.3 0.01 95.38
0.1 92.23
1 92.23
10 95.57
16.4+8.1 0.01 96.46
0.1 94.55
1 93.77
10 90.40
30.6+23.2 0.01 96.69
0.1 95.26
1 96.07
10 94.56
Monaocitos de PVP-AgNPs Argovit | 16.4+8.0 0.01 82.05 Presente
cultivo primario 0.1 78.36 trabajo
de bazo de 1 74.80
ratones BALB/c 10 46.67
25.4+13.2 0.01 80.28
0.1 77.6
1 70.33
10 44.25
19.0+9.3 0.01 77.12
0.1 79.39
1 73.38
10 48.26
16.4+8.1 0.01 77.89
0.1 77.27
1 73.09
10 47.10
30.6+23.2 0.01 80.18
0.1 73.58
1 74.38
10 46.80
Células PVP-AgNPs Argovit | 35 0.03 ~ 76 (Castro-
dendriticas de 0.062 ~ 78 Gamboa
cultivos primarios 0.125 ~72 et al.,
de médula de 0.25 ~73 2019)
ratones C57BL/6 05 ~62
1 ~ 54
Monocitos PVP-AgNPs 70 20 ~ 88
humanos de 25 ~76

60



sangre periférica 30 ~57 (Greulich
humana etal.,
2011)gre
THP-1 PVP-AgNPs (0.2%) | 69+49 0.625 ~78 (Foldbjerg
1.250 ~72 etal,
25 ~ 38 2009)
5 ~5
7.5 ~2
THP-1 AgNPs (Sigma <100 1 ~ 86 (Galbiati
Aldrich) 10 ~ 86 etal,
50 ~ 80 2018)
100 ~75
THP-1 PVP-AgNPs 50-70 1.9 ~ 85 (Murphy
3.91 ~70 etal,
7.81 ~ 64 2016)
15.6 ~ 60
31.25 ~ 58
62.5 ~55
125 ~52
250 ~ 46
Macréfagos AgNPs sin 15 28 50 (Carlson
primarios de rata | recubrimiento 30 33 50 etal.,
55 >75 50 2008)
RAW 264.7 PVP-AgNPs 20 0.01 ~ 100 (Makama
0.1 ~114 et al.,
1 ~ 107 2018)
5 ~95
10 ~ 76
20 ~ 47
50 ~3
100 ~0
200 ~0
50 0.01 ~ 100
0.1 ~ 100
1 ~ 98
5 ~ 96
10 ~92
20 ~82
50 ~29
100 ~4
200 ~7
Chit-AgNPs 20 0.01 ~ 100
0.1 ~ 112
1 ~ 103
5 ~95
10 ~59
20 ~ 20
50 ~3
100 ~3
200 ~2
50 0.01 ~ 100
0.1 ~ 103
1 ~ 103
5 ~ 100
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10 ~97
20 ~90
50 ~42
100 ~11
200 ~7

En la actualidad, la correlacion de los resultados obtenidos de los estudios
con modelos in vitro e in vivo es un problema. Especialmente en el rubro de la
Nanotoxicologia, se ha identificado una deficiencia en el escalamiento de resultados
obtenidos con cultivos celulares a la comprension de los efectos toxicologicos que
pueden desarrollar los nanomateriales en un organismo completo (Dobrovolskaia &
McNeil, 2013). En ese sentido, se ha reportado que los érganos diana descritos
entre nanoparticulas metalicas para diferentes modelos de roedores suele ser

diferente en funcion de las propiedades de las nanoparticulas.

Para el caso de las AgNPs, estudios previos del efecto de toxicidad y
biodistribucion reflejan que el higado, el bazo, los rifiones y los testiculos son los
principales blancos de ratones BALB/c (Loeschner et al., 2011; Moradi-Sardareh et
al., 2018; Qin et al., 2015). Nuestros resultados indican que la respuesta a células
aisladas de origen tisular diferente es concordante con lo que dicta la literatura, pues
al comparar los resultados de viabilidad celular se identificé un efecto citotdxico para
todas las formulaciones de Argovit™ en cultivos primarios de higado (Figura 3),
rinon (Figura 4) y bazo (Figura 5). Resultados no publicados de los efectos de la
administracion oral de nanoparticulas de plata Argovit™ en ratones BALB/c del
trabajo de Valenzuela-Salas también identifican al higado, bazo y rifones como
organos diana. Estos resultados son concordantes con lo reportado en la literatura,
pues las concentraciones detectadas de la biodistribucion de AgNPs se registra con
mayores concentraciones en higado y rifion (Jiménez-Lamana et al.,, 2014;
Loeschner et al., 2011).

Mas aun, el efecto propuesto de la disminucién de actividad metabdlica en
cultivos primarios de higado y bazo a lo que atribuimos la sensibilidad superior de
estos cultivos a los efectos toxicologicos de las formulaciones de Argovit™, pueden

relacionarse directamente con los resultados de Jarak (Jarak et al., 2017), que
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muestra la modulacién metabdlica de la administracion de AgNPs en ratones. En
dicho trabajo, se identifico que los érganos blanco de las AgNPs fueron el higado y
el bazo, siendo pestos los 6rganos que mostraron mayores cambios metabdlicos.
Jarak sugiere que el mecanismo de defensa antioxidante, asi como los metabolitos
relacionados con las funciones de detoxificaciébn e inmunoregulacién del higado y

bazo los convierte en 6rganos mas susceptibles a alteraciones metabdlicas.

En conjunto, los resultados obtenidos con la evaluacion de las formulaciones
en los cultivos primarios de BALB/c nos permiten proponerlos como un modelo de
evaluacion de citotoxicidad de AgNPs, por su consistencia con lo reportado en la

literatura in vitro y su excelente correlacion con los estudios in vivo.

Se ha descrito que los efectos toxicologicos inducidos por las hanoparticulas
de plata son dependientes de las propiedades fisicoquimicas de los nanomateriales,
por lo que pueden ser modulados a través de sus modificaciones (Das et al., 2017).
Se ha conseguido una disminucion de los efectos toxicoldgicos de AgNPs a través
del recubrimiento con diferentes sustancias. Dependiendo el material y el grosor del
recubrimiento, éste puede cambiar las propiedades de la nanoparticula (Fahmy et
al., 2019). Se ha reportado que el tipo de recubrimiento utilizado define la
estabilidad, captura y toxicidad de AgNPs en solucion, sistemas biologicos y el
ambiente (V. K. Sharma et al., 2014). Nuestros resultados indican que la toxicidad
de las formulaciones de Argovit™ se ve modulada por el recubrimiento de PVP que
poseen sus nucleos metalicos, registrando los menores dafios al ser comparada
con otras formulaciones con el mismo agente de recubrimiento. Atribuimos la
selectividad en las diferentes células evaluadas a la proporcion especifica de

polimero contra el de particula metalica que presentan estas formulaciones.

Sin embargo, debido a que todas las nanoparticulas de Argovit™ evaluadas
en este trabajo tienen el mismo intervalo de tamanos, carga superficial (potencial Z)
y diametro hidrodindmico (Tabla 4), no fue posible identificar diferencias en
viabilidad celular inducida por las diferencias en las propiedades fisicoquimicas. Por
lo tanto, sugerimos que esta proporcion unica entre la cantidad de polimero y de

particula metalica no conduce a una respuesta citotoxica dependiente de las
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propiedades fisicoquimicas caracterizadas en estas formulaciones (Figura 10-12 y
Figura A7-A27).

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas de las formulaciones de Argovit en disolucién
acuosa. Adaptado de (Cruz-Ramirez, 2020).

Propiedades AgNP1 | AgNP2 AgNP3 | AgNP4 AgNP5
Diametro promediode 1as | 10 106 | 2544132 | 19.049.3 | 16.448.1 | 30.6+23.2
particulas metdlicas (nm)

8}'2{;“3”" hidrodinamico 448.6 90.45 43.80 483.2 121.1
Potencial Z (mV) -0.872 -4.56 5.13 -0.464 -1.46
Peso molecular del 8-12 10 - 16 10 - 16 45 - 58 12.642.7
polimero (kDa)

Morfologia Esferoidal

ConFe_nldo de plata 12 mg/ml

metalica

Contenido de PVP 188 mg/ml

En resumen, el uso del modelo de cultivos primarios para evaluar la
citotoxicidad de AgNPs de Argovit™ evidencio una respuesta celular especifica que
es dependiente del tejido, de la capacidad antioxidante y metabolismo de las células
tratadas. Las propiedades fisicoquimicas particulares de las AgNPs utilizadas en
este trabajo tienen un variacion minima entre ellas, que aunado a que presentan la
misma relacion de cantidad de agente estabilizante y plata metalica en su nucleo
metalico, indican no hay una tendencia de citotoxicidad dependiente de alguna
propiedad fisicoquimica. Krug y Wick (Krug & Wick, 2011), sugieren que es
necesario determinar caracterizaciones especificas de tamafio, morfologia,
recubrimiento y estabilidad para poder establecer un sentido especifico de
comparacion entre las propiedades de los hanomateriales utilizados y la induccion
de una respuesta biolégica en evaluaciones toxicolégicas. En ese sentido y
haciendo uso de los resultados obtenidos en este trabajo, proponemos el uso de
cultivos primarios de ratones BALB/c para evaluar la citotoxicidad de AgNPs y otros
nanomateriales con una caracterizacion bien descrita, como las formulaciones de
Argovit™  para identificar la respuesta biolégica con una alta correlacion con

estudios in vivo. Sugerimos utilizar nanomateriales de control para comparar el
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efecto de la variacion de una sola de las propiedades fisicoquimicas en los

diferentes cultivos propuestos.
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10. Conclusiones

Se identific6 que los cultivos primarios de ratones BALB/c presentan una
sensibilidad diferente a los efectos citotéxicos de las formulaciones evaluadas de

nanoparticulas de plata.

Los cultivos primarios de higado, rifidn y bazo registraron los menores valores de
viabilidad celular (< 85%), mientras que los cultivos primarios de aorta, corazéon y

médula registraron menos efectos citotoxicos.

Los resultados de viabilidad celular tras 24 horas de exposicion a 10, 100, 1000 y
10,000 ng/ml de Ag fueron determinados comparando entre dos métodos de
determinacion de viabilidad. En este trabajo no encontramos diferencias

significativas entre la prueba de exclusion de azul tripano y la citometria de flujo.

El uso de cultivos primarios de ratones BALB/c permite identificar efectos entre
células de origen y tipo distinto. Los resultados tienen correlacién con lo descrito en

modelos in vivo.
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Figura A1l. Viabilidad celular de cultivos primarios de raton BALB/C después de 24 horas de
tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag de la AgNP2. Los resultados representan el
promedio + desviacion estandar de tres ensayos independientes por triplicado. Las diferencias
significativas fueron determinadas con un andlisis de varianza (ANOVA) de dos factores y prueba
post-hoc de Tukey. Los promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Figura A2. Viabilidad celular de cultivos primarios de raton BALB/C después de 24 horas de
tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag de la AgNP3. Los resultados representan el
promedio + desviacion estandar de tres ensayos independientes por triplicado. Las diferencias
significativas fueron determinadas con un andlisis de varianza (ANOVA) de dos factores y prueba
post-hoc de Tukey. Los promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Figura A3. Viabilidad celular de cultivos primarios de raton BALB/C después de 24 horas de
tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag de la AgNP4. Los resultados representan el
promedio + desviacion estandar de tres ensayos independientes por triplicado. Las diferencias
significativas fueron determinadas con un analisis de varianza (ANOVA) de dos factores y prueba
post-hoc de Tukey. Los promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Figura A4. Viabilidad celular de cultivos primarios de raton BALB/C después de 24 horas de
tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag de la AgNP5. Los resultados representan el
promedio + desviacion estandar de tres ensayos independientes por triplicado. Las diferencias
significativas fueron determinadas con un andlisis de varianza (ANOVA) de dos factores y prueba
post-hoc de Tukey. Los promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Figura A5. Viabilidad celular de cultivos primarios de aorta de ratén BALB/C después de 24 horas
de tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los
resultados representan el promedio + desviacién estandar de tres ensayos independientes por
triplicado. Las diferencias significativas fueron determinadas con un analisis de varianza (ANOVA)
de dos factores y prueba post-hoc de Tukey. Los promedios con la misma letra no son
significativamente diferentes.
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Figura A6. Viabilidad celular de cultivos primarios de corazén de ratdon BALB/C después de 24 horas
de tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los
resultados representan el promedio = desviacion estandar de tres ensayos independientes por
triplicado. Las diferencias significativas fueron determinadas con un analisis de varianza (ANOVA)
de dos factores y prueba post-hoc de Tukey. Los promedios con la misma letra no son
significativamente diferentes.
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Figura A7. Efecto en viabilidad celular de la modificacién del diametro de las particulas metalicas en
cultivos primarios de rifion de raton BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100, 1000
y 10,000 ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de tres
ensayos independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de las
concentraciones evaluadas.
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Figura A8. Efecto en viabilidad celular de la modificacién del diametro de las particulas metalicas en
cultivos primarios de bazo de raton BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100, 1000
y 10,000 ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de tres
ensayos independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de las
concentraciones evaluadas.
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Figura A9. Efecto en viabilidad celular de la modificacién del diametro de las particulas metalicas en
cultivos primarios de médula de raton BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100, 1000
y 10,000 ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de tres
ensayos independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de las
concentraciones evaluadas.
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Figura A10. Efecto en viabilidad celular de la modificacion del diametro de las particulas metalicas
en cultivos primarios de aorta de ratdbn BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100,
1000 y 10,000 ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de
tres ensayos independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de

las concentraciones evaluadas.
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Figura A1l. Efecto en viabilidad celular de la modificacion del diametro de las particulas metalicas
en cultivos primarios de corazon de raton BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100,
1000 y 10,000 ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de
tres ensayos independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de
las concentraciones evaluadas.
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Figura A12. Efecto en viabilidad celular de la modificacion del diametro de las particulas metalicas
en linfocitos de cultivos primarios de bazo de raton BALB/C después de 24 horas de tratamiento con
10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el
promedio de tres ensayos independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para
cada una de las concentraciones evaluadas.
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Figura A13. Efecto en viabilidad celular de la modificacion del diametro de las particulas metalicas
en monocitos de cultivos primarios de bazo de ratén BALB/C después de 24 horas de tratamiento
con 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el
promedio de tres ensayos independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para
cada una de las concentraciones evaluadas.
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Figura Al4. Efecto en viabilidad celular de la modificacion del diametro hidrodinamico en cultivos
primarios de rifion de ratén BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000
ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de tres ensayos
independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de las
concentraciones evaluadas.
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Figura A15. Efecto en viabilidad celular de la modificacion del diametro hidrodinamico en cultivos
primarios de bazo de raton BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000
ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de tres ensayos
independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de las
concentraciones evaluadas.
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Figura A16. Efecto en viabilidad celular de la modificacion del diametro hidrodinamico en cultivos
primarios de médula de ratén BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100, 1000 y
10,000 ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de tres
ensayos independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de las
concentraciones evaluadas.
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Figura Al17. Efecto en viabilidad celular de la modificacion del diametro hidrodinamico en cultivos
primarios de aorta de raton BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000
ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de tres ensayos
independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de las
concentraciones evaluadas.
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Figura A18. Efecto en viabilidad celular de la modificacion del diametro hidrodinamico en cultivos
primarios de corazén de raton BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100, 1000 y
10,000 ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de tres
ensayos independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de las
concentraciones evaluadas.
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Figura A19. Efecto en viabilidad celular de la modificacion del diametro hidrodindmico en linfocitos
de cultivos primarios de bazo de raton BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100,
1000 y 10,000 ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de
tres ensayos independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de
las concentraciones evaluadas.
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Figura A20. Efecto en viabilidad celular de la modificacion del diametro hidrodindmico en monocitos
de cultivos primarios de bazo de raton BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100,
1000 y 10,000 ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de
tres ensayos independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de
las concentraciones evaluadas.
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Figura A21. Efecto en viabilidad celular de la modificacién del potencial Z en cultivos primarios de
rifidn de ratén BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag
de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de tres ensayos independientes
por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de las concentraciones evaluadas.
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Figura A22. Efecto en viabilidad celular de la modificacién del potencial Z en cultivos primarios de
bazo de raton BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag
de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de tres ensayos independientes
por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de las concentraciones evaluadas.
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Figura A23. Efecto en viabilidad celular de la modificacién del potencial Z en cultivos primarios de
médula de ratén BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de
Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de tres ensayos
independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de las
concentraciones evaluadas.
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Figura A24. Efecto en viabilidad celular de la modificacién del potencial Z en cultivos primarios de
aorta de raton BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de Ag
de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de tres ensayos independientes
por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de las concentraciones evaluadas.
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Figura A25. Efecto en viabilidad celular de la modificacién del potencial Z en cultivos primarios de
corazon de raton BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000 ng/ml de
Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de tres ensayos
independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de las
concentraciones evaluadas.
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Figura A26. Efecto en viabilidad celular de la modificacion del potencial Z en linfocitos de cultivos
primarios de bazo de raton BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000
ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de tres ensayos
independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de las
concentraciones evaluadas.
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Figura A27. Efecto en viabilidad celular de la modificacion del potencial Z en monocitos de cultivos
primarios de bazo de raton BALB/C después de 24 horas de tratamiento con 10, 100, 1000 y 10,000
ng/ml de Ag de las formulaciones de Argovit. Los puntos representan el promedio de tres ensayos
independientes por triplicado y las lineas las tendencias marcadas para cada una de las
concentraciones evaluadas.
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