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Resumen de Tesis que presenta Edgar lvan Hernandez Ruiz como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias.

Evaluacion de la actividad citotdxica en sangre periférica humana de nanopolimeros inteligentes para
el transporte de farmacos

Resumen aprobado por:

Dra. Amelia Olivas Sarabia
Director de Tesis

En la actualidad existen polimeros que han demostrado tener uso bioldgico benéfico. Asi mismo, la sintesis
de copolimeros como nanotransportadores es la nueva direccion para aplicacién de farmacos, buscando
que el agente activo tenga el mayor rendimiento posible, siendo esta herramienta en la bisqueda de
tratamientos contra el cancer. Como cada nuevo material que pretende ser propuesto para aplicaciones
bioldgicas debe ir asociado a un estudio toxicoldgico propio, el objetivo de los nanotransportadores
poliméricos a evaluar en este proyecto pretende determinar si su contacto con sistemas bioldgicos tiene
alguna respuesta adversa. Por lo tanto, se planted evaluar el efecto citotéxico de dos nuevos
nanotransportadores poliméricos preparados y comparar estos resultados con un polimero base,
Pluronic® P123. El propdsito de realizar los ensayos en sangre periférica humana es a consecuencia de que
las células en ella son la primera defensa con la que el agente introducido se encontrara. Por ello, los
nanotransportadores poliméricos estuvieron en contacto con cultivos primarios de células mononucleares
aisladas de sangre periférica humana por 24 horas para evaluar si esta linea de defensa del sistema inmune
generaba algun tipo de respuesta citotdxica aguda. Estos nanopolimeros fueron preparados por medio de
nanoparticulas poliméricas de base Pluronic® P123 y mezclas de Pluronic® P123 con polivinilpirrolidona y
con polietilenglicol. Se estudié la biocompatibilidad de los tres nanopolimeros realizando ensayos celulares
con cultivos celulares primarios de linfocitos y monocitos aislados de sangre periférica humana de
diferentes individuos. Se evalué la viabilidad y actividad metabdlica en cultivos de células mononucleares
humanas, las cuales se expusieron a concentraciones de 1, 10 y 100 mg/ml de una solucién con los
nanotransportadores. Se reportd un efecto no-citotdxico agudo significativo en cultivos primarios de
células mononucleares y se reporté una base de informacion para dirigir estudios posteriores en
organismos vivos y el efecto sobre una determinada poblacion.

Palabras claves: nanotoxicologia, polimeros inteligentes, viabilidad celular, transporte de farmacos,
citotoxicidad.
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Evaluation of the cytotoxic activity in human peripheral blood of smart nanopolymers for drug
transport

Abstract approved by:

Dra. Amelia Olivas Sarabia
Thesis Director

Currently, some polymers have been shown to have beneficial biological use. Likewise, the synthesis of
copolymers as nanocarriers is the new direction for drug application, seeking that the active agent has the
highest possible performance, being this tool in the search for cancer treatments. As each new material
that intends to be proposed for biological applications must be associated with its toxicological study, the
objective of the polymeric nanocarriers to be evaluated in this project is to determine if their contact with
biological systems has an adverse response. Therefore, it was proposed to evaluate the cytotoxic effect of
two new polymeric nanocarriers prepared and to compare these results with a base polymer, Pluronic®
P123. The purpose of testing human peripheral blood is a consequence of the cells in it being the first
defense that the introduced agent will encounter. Therefore, the polymeric nanocarriers were in contact
with primary cultures of mononuclear cells isolated from human peripheral blood for 24 hours to assess
whether this line of defense of the immune system generated some type of acute cytotoxic response.
These nanopolymers were prepared using Pluronic® P123 based polymeric nanoparticles and blends of
Pluronic® P123 with polyvinylpyrrolidone and with polyethylene glycol. The three nanopolymers
biocompatibility was studied on lymphocytes and monocytes primary cultures isolated from different
individuals human peripheral blood. The viability and metabolic activity were evaluated in human
mononuclear cell cultures exposed to concentrations of 1, 10, and 100 mg/ml of a solution with the
nanocarriers. A significant acute non-cytotoxic effect was reported in primary mononuclear cell cultures,
and a database was reported to direct subsequent studies in living organisms and the effect on a given
population.

Key words: nanotoxicology, smart nanocarriers, cell viability, drug delivery, cytotoxicity.
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Capitulo 1. Introduccion

El cdncer, entre otros padecimientos, es actualmente una de las enfermedades con mayor
incidencia a nivel mundial. En 2018, segun los ultimos datos reportados por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), en 2015 se le atribuyd un aproximado de 8,8 millones de defunciones a los distintos tipos de
cancer conocidos. Esta alta incidencia de mortalidad se asocia con la falta de atencién o diagndstico
temprano y la deficiente especificidad de los tratamientos convencionales, siendo este Ultimo como uno

de los puntos potenciales de investigacion y aplicacidn de la nanotecnologia.

Los sistemas poliméricos a pequefia escala son una herramienta para solucionar la falta de especificidad
de los farmacos comunes. En un sistema convencional, el farmaco actla alcanzando un valor maximo de
liberacion en contacto con el ambiente bioldgico y después su efectividad disminuye (Saez et al., 2004).
Ademas, en ocasiones parte del medicamento se elimina antes de ejercer su efecto. A este mecanismo se
le conoce como metabolismo de primer paso (Ver figura 1), asi cuando atraviesan la pared intestinal o el
higado, los farmacos se metabolizan antes de llegar a circulacion sistémica (Shakya et al., 2018). El viaje
desde su sitio de administracidén por via oral puede enfrentar disolucién, permeacion, transporte activo,
flujo de salida activo y el antes mencionado, metabolismo de primer paso (Grumezescu, 2017). Este ultimo
ocurre en el higado y es aqui donde la mayoria de los farmacos son metabolizados y pierden un alto grado
de proporcion disminuyendo su biodisponibilidad. EI estdmago por un lado puede retrasar la accién del
farmaco y el paso por el intestino puede resultar en absorcidon de éste mientras que en sangre puede
enfrentarse a degradacidn enzimatica, en el rifidn excrecidn o eliminacién y ser limitado a la exposicion
del tejido cerebral por el transporte de eflujo en la barrera hematoencefalica (BBB, por sus siglas en inglés).
De esta manera, un sistema polimérico puede corregir estas deficiencias siendo capaz de liberar el farmaco

de manera gradual en el entorno bioldgico requerido y protegerlo en su trayecto no solo de este sino de

o ; .+ . ; . ; .

Figura 1: Esquema de distribucion de las barreras bioldgicas que enfrenta un farmaco al ser introducido de manera
oral (Grumezescu, 2017).

otras barreras bioldgicas.

Administracion
Oral
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Como parte del desarrollo de nanomateriales, estos pueden varias sus caracteristicas dependiendo del
método de sintesis (Urrejola et al., 2018), de tal manera que también los polimeros a nanoescala se pueden
modificar de forma que adquieran nuevas propiedades fisicoquimicas e incluso se pueden combinar entre
ellos para generar estructuras con nuevas caracteristicas. De esta forma, se pueden generar polimeros
inteligentes que respondan a estimulos como cambios de temperatura, pH, incidiendo alguna
determinada longitud de onda, entre otros parametros. Debido a esto, el sistema al detectar variaciones
en el ambiente cambia su conformacidn, lo que produce la liberacién del contenido. Entre los sistemas
poliméricos de administracion de farmacos tenemos a los nanotransportadores. Los nanotransportadores
son un tipo especifico de sistema de administracidon cuyas ventajas han sido atribuidas al tamafio (ver
figura 2) debido a que abarcan una mayor area superficial (Buzea, 2007), a su composicidn, estructura y
capacidad de modificacion. En este trabajo los polimeros evaluados estan hechos a base de un copolimero
tribloque conocido como Pluronic® P123 y una mezcla con polimeros de polivinilpirrolidona (PVP) y

polietilenglicol (PEG).

1 microparticula de 60 pm 1 millén de 1 billon de
Cabello humano de didametro (tamafio de nanoparticulas 600 nanoparticulas 60
un cabello humano) nm de diametro nm de didmetro

Figura 2: Ejemplificacién de cdmo una nanoparticula tiene una mayor area superficial y un alto nimero de
particulas por unidad de masa en comparacidn con una microparticula. De izquierda a derecha podemos observar
una microparticula de carbono con un didmetro de 60 um que tiene una masa de 0.3 pg y una superficie de 0.01
mm?Z. La misma masa de carbono en forma de nanoparticulas, teniendo cada particula un didmetro de 60 nm, tiene
un drea de superficie de 11.3 mm? y consta de un billén de nanoparticulas (Buzea, 2007).

Pluronic® P123 es la marca comercial por la que se le conoce comunmente un tipo de copolimero
distribuido en bloques anfifilicos que consiste en tribloques simétricos de polietineldxido (PEO, hidrofilico)

y polipropilendxido (PPO, lipofilico), de estructura PEO-PPO-PEO. Debido a los grupos hidrofilicos que
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poseen, estos polimeros pueden interactuar con membranas bioldgicas y pueden adoptar distintas formas
cuando se dispersan en agua dependiendo de la proporcidon de los blogues en el polimero y su masa
molecular relativa. Asi mismo, la estructura quimica del polimero es la que determinara el proceso de vida
desde la encapsulacién del agente, transporte y liberacién hasta su degradacion. En el caso particular de
los polimeros Pluronic® P123 el ndcleo hidrofdbico es el que sirve como depdsito del agente (Pasquali et

al., 2005; Urrejola et al., 2018).

Debido a las potenciales aplicaciones biolégicas de los nanotransportadores a base de polimeros, es
necesario tener una eficiente biocompatibilidad para su aplicacion in vivo. En ese sentido, la primera
barrera de defensa del cuerpo humano esta constituida por el sistema inmunoldgico, especialmente por
células como linfocitos y monocitos que, de forma aislada, pueden contribuir identificando posibles
efectos adversos al estar en contacto con estos agentes. La respuesta que se genere podra demostrar si el

agente produce o no un efecto citotéxico agudo y servira como base para estudios posteriores.

La toxicidad es un pardmetro que implica el conocer el efecto en el ambiente bioldgico frente a la
introduccién o contacto con cualquier agente externo. Este parametro depende tanto de la dosis, tiempo
de exposicion, via de administracidn, caracteristicas fisicoquimicas del agente, asi como las caracteristicas
del individuo (Kent, 1998). A pesar de que comparte el mismo fundamento, la toxicologia a escala
nanomeétrica adquiere su propio término (Nanotoxicologia) debido a las diferencias de su estudio en estas
dimensiones. La Nanotoxicologia como disciplina permite conocer el efecto de todo aquel material a escala
nanométrica que se introduce en el cuerpo. Debido a que el desarrollo de la nanotecnologia es
relativamente nuevo, es necesario que cada nuevo material esté acompanado de sus propios estudios
toxicoldgicos para reducir riesgos y dafos asociados a corto y largo plazo. Para esto, es fundamental
considerar la estabilidad del material, su solubilidad, capacidad de aglomeracién, su interaccidon con otras
moléculas del microambiente y su degradabilidad (Hussain et al., 2015). Las caracteristicas de los
nanomateriales y sus propiedades finales se obtienen dependiendo del proceso de sintesis y parametros
iniciales, uno de ellos, la proporcién de cada polimero en nanotransportadores resultado de mezclas
poliméricas. Por tales motivos, cada nanomaterial que sea objeto de aplicaciones bioldgicas debe tener

una evaluacion toxicoldgica asociada que sirva como antecedente.

Durante este trabajo se estudiara la biocompatibilidad de tres nanopolimeros realizando ensayos celulares
con cultivos primarios de sangre periférica humana. Se determinara la viabilidad celular en cultivos de

células mononucleares humanas las cuales se expondran a tres diferentes concentraciones de una solucion
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con los nanotransportadores realizando el estudio con el fin de comparar, analizar y reportar una base de

informacidn sustancial para su potencial aplicacién como polimeros inteligentes.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Fundamentos de Nanotoxicologia

Debido al desarrollo y gran interés de la nanotecnologia y nanociencia a principios del siglo XXI. Segun
reportan Hulla et al., en Estados Unidos el concepto de Feynman sobre la manipulacién de la materia a
nivel atdmico desempefié un papel importante en la legislacién convirtiendo la investigacion en
nanotecnologia en una prioridad nacional y creéd la Iniciativa Nacional de Tecnologia (NNI). Asi mismo,
debido a la extensa exposicidn humana a las nanoparticulas surgieron disciplinas como la nanomedicina y
la nanotoxicologia (Hulla et al., 2015). La nanotoxicologia por una parte estudia los efectos adversos que
se puedan producir en la salud por efecto de la interaccién con nanoparticulas. La NNI implementé en su
momento la idea de que las técnicas conocidas para la evaluacién de medicamentos o productos téxicos
de la industria quimica o farmacéutica lograrian describir la toxicidad de nanomateriales. Sin embargo,
esto no ocurrio asi. Walker y Bucher en 2009 describieron cuatro razones principales por las que la
toxicologia a escala nanométrica debia considerarse de manera diferente; (a) surgen nuevas rutas de
exposicién cuando el nanomaterial es lo suficientemente pequefio como para filtrarse al interior de la
célula, (b) una vez internalizadas, las propiedades de la superficie pueden tener gran impacto en la cinética
y la biodistribucidon de materiales de tamafio y forma similares, lo que lleva a diferencias en la dosimetria
de drganos diana, (c) las nuevas propiedades que hacen que los nanomateriales sean atractivos para
aplicaciones comerciales podrian dar lugar a nuevas interacciones bioldgicas que conducen a una toxicidad
imprevista y, (d) para algunos nanomateriales, la "dosis" puede escalar en funciéon de una propiedad
dependiente del tamafio, como el drea superficial. Por lo tanto, las evaluaciones del riesgo relativo pueden

conducir a afirmaciones erréneas cuando se basan en las dosis ( Walker y Bucher, 2009; Hulla et al., 2015).

La toxicidad asociada a una nanoparticula puede deberse a cinco factores principalmente; (a) el tamafio,
entre mds pequefia sea una particula mayor serd la toxicidad asociada y su captacidn celular, (b) la carga
superficial, una carga superficial mayormente positiva de los nanomateriales se asocia a una mayor
toxicidad, (c) revestimiento superficial, es conocido que induce una respuesta celular, (d) la composicién

y (e) la morfologia, la figura o estructura fisica influye directamente a una mayor o menor citotoxicidad e
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internalizacién celular (Blanco et al., 2015). Como se explicé anteriormente, el tamafio de una particula
influye en el area superficial, cuanto menor es el didametro, mas aumenta la relacién superficie/volumen,
este efecto se asocia principalmente con la union de proteinas y moléculas presentes en el ambiente
bioldgico alrededor de su superficie, al resultado de la capa formada se le conoce como "corona" (ver
figura 3), esta propiedad es especialmente importante ya que no es solo la composicidén del nanomaterial
sino la "corona" lo que define principalmente su comportamiento en el ambiente bioldgico (Elsaesser y

Howard, 2012).

Ademas de los factores mencionados, la ruta de exposicién y la exposicion misma en el organismo son
determinantes para la toxicidad asociada. La evaluacion a la exposicidon de un agente describe como cierta
cantidad de sustancia entra en contacto con un organismo. La exposicidon ocurre una vez que la sustancia
o agente se dispersa en el microambiente y el nivel de exposicion a este depende de la concentracién de

la sustancia, su biodisponibilidad, probabilidad y duracién del contacto, entre otros factores.
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Figura 3: Formacion de una "corona" sobre la superficie de una nanoparticula. a) Particula no cubierta. b)
Particula en contacto con proteinas. c) Formacion de la corona. La corona formada puede estar fuertemente
enlazada con la superficie de la nanoparticula o interactuar débilmente formando una capa de equilibrio
alrededor (Elsaesser y Howard, 2012).

1.2 Respuesta bioldgica a nanomateriales

Al principio, el uso de nanomateriales solo era de interés como portadores en aplicaciones biolégicas
creyendo que su participacién se relacionaba Unicamente de manera pasiva. Posteriormente se descubrié

que estas nanoparticulas participaban activamente en las funciones moleculares esenciales para las
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regulaciones celulares. Actualmente se sabe que comportamientos celulares como el apego, propagacion,
proliferacién, sefalizacidn celular y la diferenciacidn estan relacionados a una respuesta dependiente de

interacciones entre los nanomateriales y las células (Liu y Tang, 2017).

1.2.1 Interaccion con la membrana celular

Como se mencioné previamente, existe un marco de barreras biolégicas para la administracion de
farmacos a través de nanoparticulas. Ademds de una administracidon oral, durante una administracién
intravenosa las nanoparticulas también pueden toparse con una serie de obstaculos en su trayecto que
impiden la entrega eficaz y especifica. Para que los nanotransportadores puedan llevar el farmaco a su
destino, dependen de la captacién celular o endocitosis para poder atravesar el epitelio o endotelio y este
proceso esta fuertemente relacionado a la adsorcidn de proteinas alrededor del nanomaterial (Reinholz
et. al., 2018). Las nanoparticulas son marcadas por el sistema inmune para su eliminacién y captadas por
los macréfagos para su degradacién. Esto da como resultado una alta acumulacidn de nanoparticulas en
érganos, como el bazo y el higado, lo que contribuye a una distribucion inespecifica en 6rganos sanos. De
tal forma, cuando una célula esta expuesta a un agente tdxico éste puede llegar a producir que muera ya
sea por alguno de los mecanismos de muerte celular conocidos (necrosis, autofagia o apoptosis), pero
también puede ocurrir que alguna estructura celular resulte dafiada o de alguna manera alterada a

consecuencia del agente con el que se tuvo el contacto (Elsaesser y Howard, 2012).

El disefio de una particula también debe considerar su interaccién con la membrana celular. Una
membrana es permeable y selectiva a ciertas moléculas que deben entrar y salir de ella para realizar
funciones especificas. Este sistema esta muy bien regulado por las funciones celulares, sin embargo, la
estabilidad de la membrana (ver figura 4) puede verse afectada al interactuar de manera directa con la
particula. Se ha demostrado cientificamente que la integridad de la membrana celular y su estabilidad
pueden verse afectadas y presentar dafos generados por nanomateriales produciendo agujeros a escala

manomeétrica en la membrana (Elsaesser y Howard, 2012).
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Figura 4. Objetivos intracelulares y mecanismos nanotoxicoldgicos resultantes de la interacciéon de

nanoparticula con una célula. (Elsaesser v Howard, 2012).

1.2.2 Citotoxicidad y muerte celular

una

La citotoxicidad se puede definirse como la capacidad de una sustancia o proceso que resulta en dafio o

muerte celular (Eldridge, 2020). Las investigaciones sobre citotoxicidad iniciaron como un esfuerzo por

comprender porque existia un rechazo al injerto. Alrededor de los afios 50°s se realizaron las primeras

investigaciones las cuales no mostraron indicios de citotoxicidad posiblemente a que se realizaron en

tejidos separados de donantes en lugar de células aisladas. Fue hasta la década de los afios 60’s que se

habia demostrado cualitativamente que las células sensibilizadas del sistema inmune podian lisar a células

diana (también llamadas células blanco o target en inglés) in vitro. Estudios posteriores demostraron que

las células T producian un efecto citotéxico y no necesariamente estas mataban a las células, sino que la

inducian en las células diana bajo su propia maquinaria por medio de sefializacién (Golstein y Griffiths,

2018).
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Entre los procesos de muerte celular, la apoptosis por un lado es la forma mas comun y es un proceso
programado de manera natural por las células, pero aun asi puede desencadenarse por diversos estimulos.
Por otra parte, la necrosis es un tipo de muerte celular catastrofico, esto es porque este tipo de muerte
no es mediado por la accién regulada de enzimas, que en la apoptosis son las encargadas de llevar a cabo
el proceso, a estas enzimas se le conocen como caspasas (Zhang et al., 2013). La autofagia en cambio, es
un proceso de autodegradacién el cual se genera para eliminar aberraciones intracelulares o patdgenos
encapsulandolos en vesiculas y se relaciona a un tipo de muerte celular no apoptdtica, su activacién

promueve la presencia de antigenos en la membrana celular (Glick et al., 2010).

1.2.3 Células del sistema inmune

El sistema inmune es conocido como una linea coordinada de células y moléculas en el cuerpo humano
gue actlan como respuesta a sustancias y agentes ajenos a su entorno natural, de esta manera la funcién
principal es elaborar una red de proteccién en el cuerpo. Existen dos tipos de respuesta inmune conocidas
como respuesta inmune innata y respuesta inmune adaptativa, siendo la respuesta innata la primera linea
de defensa ya que actua de manera rapida eliminando agentes infecciosos mediante macréfagos y
neutrdéfilos. Por otra parte, la respuesta inmune adaptativa actia cuando la respuesta inmune innata es
insuficiente. Este tipo de respuesta es mas lenta, pero a la vez resulta mas especifica ya que se encarga de
generar un sistema de reconocimiento, asi una vez que el mismo patdgeno ingrese se puede evitar una
reinfeccion. Este tipo de respuesta esta regulada por los linfocitos también conocidos como células T,

células B y Natural Killers (NK) (Sollome y Fry, 2015).

Como se puede observar en la figura 5, las células madre dan origen a una célula bi-potencial capaz de
producir los gldbulos blancos, de tal forma que puede diferenciarse en linfocitos (ya sean T, B o NK) y
monocitos que a su vez se pueden subdividir en células dendriticas o macréfagos. Por otra parte, estas
células precursoras pueden dar origen a neutrdfilos, eosindfilos, baséfilos, eritrocitos o mastocitos. Este
ultimo tipo de célula junto a eosindfilos y basdfilos se relacionan principalmente a reacciones alérgicas y

respuestas inflamatorias en el sistema inmune (Sompayrac, 2016).
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Figura 5: Divisiones y subdivisiones de las células del sistema inmune (Sompayrac, 2016). Imagen de Graham
Colm, 2019 cuyo disefio se basa en la misma fuente consultada.

Los leucocitos o células leucocitarias que conforman al sistema inmune pueden clasificarse en cinco tipos
principalmente (ver figura 6) donde cada una se caracteriza por funciones especificas y fenotipos unicos.
Entre estos tipos de células, se pueden dividir en células que poseen o no granulos en el citoplasma
(lisosomas o vesiculas). Las células con este contenido pueden ser neutréfilos, eosinéfilos y baséfilos y se
conocen como granulocitos. Por un lado, los neutrdfilos son los leucocitos mas abundantes y los primeros
en responder a una infeccién y son parte del sistema inmune innato mientras que los eosindfilos
pertenecen a ambos sistemas siendo regularmente respuesta reacciones alérgicas. Los basofilos
contribuyen a menos del 1% del total de granulocitos en circulacidn y una al igual que los eosinéfilos, una
vez madurados en la medula dsea migran al tejido donde realizardn su funcidn, en este caso responsables
de los efectos como hinchazdn, enrojecimiento e inflamacidn. Por otra parte, los agranulocitos o células
que carecen de estas estructuras en el citoplasma se les conocen como linfocitos y monocitos (Sollome y

Fry, 2015).
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Los monocitos representan del 3 a 7% de gldbulos blancos (de 1.5x108 a 7x108 por litro de sangre) en un
adulto sano (Zhou et al., 2012). Estas células tienen dos funciones principales, reponer células dendriticas
(encargadas de iniciar la respuesta inmune adaptativa) y macréfagos en tejidos periféricos que se
encuentren en condiciones normales y realizar un monitoreo a través del endotelio a tejidos sanos.
Durante una respuesta inflamatoria actuan fagocitando los agentes extrafios y generan una rapida
respuesta inmune reclutando otras células leucocitarias (Zhou et al., 2012). Por otra parte, los linfocitos
poseen una mayor especificidad ya que al ser parte el sistema inmune adaptativo contribuyen a generar
una herramienta de memoria que ayuda a que el sistema inmune tenga una respuesta aun mas rapida y

efectiva una vez que este agente vuelve a ingresar a circulacién (Sollome y Fry, 2015).

a) Linfocito b) Eosindfilo c) Basdfilo d) Neutréfilo e) Monocito

Figura 6: Tipos de leucocitos presentes en la sangre. Agranulocitos; a) y e) y granulocitos; b), c) y d) (Sollome y Fry,
2015).

Como se menciond previamente, los linfocitos se dividen en tres clases de células; Células T, Células By
NK (Natural Killers). En primer lugar, las células T no reconocen directamente a los agentes patdgenos o
infecciosos, necesitan ser mostrados parcialmente por las células dendriticas del sistema inmune innato
que le presentan los antigenos a las células T y asi iniciando la respuesta del sistema inmune adaptativo.
La activacién genera una expresion de reconocimiento del antigeno en las células T y una vez que estas
células son activadas se produce una diferenciacién en células T citotdxicas y células T auxiliares, mientras
que las primeras migran al lugar de accidn contra el agente patdgeno o externo, las células T auxiliares
permanecen en el sistema linfatico ayudando a las células B a responder a los antigenos. Las células B son
células presentadoras de anticuerpos, las células T producen una expresién de citocinas llamadas
linfocinas (mensajeros quimicos) que generan una expresidon de reconocimiento al antigeno en las células
B activandolas, una vez que se activan generan una respuesta de anticuerpos que reconocen y recubren

al antigeno para ser fagocitado y eliminado del cuerpo (Schultz y Grieder, 1987; Zhou et al., 2012).
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Dado que las células T citotdxicas reconoceran a las células que estén infectadas o contengan el antigeno
y las eliminaran impidiendo que el agente infeccioso se propague, las células NK tienen una funcion similar,
pero a diferencia de las células T o B, estas se clasifican como parte del sistema inmune innato ya que
carecen de receptores especificos de antigenos. Sin embargo, se sabe que producen la expresidon de una
alta cantidad de citocinas ocasionando una temprana respuesta inmune contra infecciones virales o células

tumorales (Schultz y Grieder, 1987).

1.3 Estudios toxicologicos con células del sistema inmune

1.3.1 Cultivo células mononucleares

Trabajar con células de sangre periférica humana, principalmente con linfocitos y monocitos, es
indispensable en diagndsticos en inmunologia y su campo en la investigacidn. Su uso en el ambito cientifico
ayuda a entender el comportamiento de enfermedades y sirve como pauta para generar tratamientos. De
esta manera, ya sea que se extraigan y aislen dichas células al momento de trabajar con ellas o hayan sido
criopreservadas, el cultivo celular de células mononucleares son una herramienta importante cuando de
realizar pruebas de citotoxicidad se trata (Riedhammer et al., 2014). Antes de analizar o trabajar con
nanoparticulas sobre lineas celulares, observar la respuesta de las células del sistema inmune es la manera
de identificar que el material no genere una respuesta inmune que lo rechace en primera instancia. Asi
mismo, la respuesta que se observe en el cultivo celular debido al estimulo debe estar sujeta a un marco
de referencia. Los controles positivos y negativos aportan esta informacion. Por una parte, el control
positivo recibe algin estimulo cuya respuesta celular sea conocida mientras que, un control negativo

presenta las condiciones normales dentro de un cultivo celular, es decir, sin ningun tipo de estimulo.

1.3.2 Viabilidad, proliferacion y toxicidad celular

La viabilidad celular es definida como la cuantificacién del nimero de células vivas y generalmente se
expresa como un porcentaje respecto de un control, donde las células no han sido estimuladas con el
material a evaluar. Los ensayos de viabilidad son importantes para estimar la citotoxicidad de las

nanoparticulas (Fang y Trewyn, 2012). Por otra parte, la proliferacién celular es el aumento de células
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resultantes de la divisién celular y es un proceso complejo, controlado y bien definido (Yang et. al, 2014).
La produccion de citocinas, que son proteinas que regulan las funciones de las células que las producen,
se observaria en una respuesta normal después de 24 horas, que el nimero de Interlucina-2 (un tipo de
citocina), aumenta considerablemente sirviendo como factor de crecimiento para los linfocitos T, los
cuales generan las subdivisiones mencionadas anteriormente (Katial et al., 1998). Por otra parte, produce
que los linfocitos B proliferen, eso ocurre si el linfocito B ha adquirido un antigeno correspondiente de
manera que crece duplicando su tamafio y dividiéndose en dos células hijas. Este proceso de crecimiento
y divisidn celular en linfocitos B tiene una duracién de 12 horas (Sompayrac, 2016). Por otro lado, los
factores estimulantes en monocitos se conocen como M-CSF y GM-CSF e impulsan el desarrollo,
diferenciacion y proliferacién en monocitos/macréfagos junto a la Interlucina-4 (IL-4), normalmente

llevandose a cabo a partir de 24 a 48 horas (Italiani y Boraschi, 2014; Coillard y Segura, 2019).

1.4 Sistemas poliméricos para aplicaciones biolagicas y su toxicidad asociada

1.4.1 Sistemas de liberacion de farmacos

La administracion controlada de farmacos por nanopolimeros ocurre cuando un polimero a nanoescala,
natural o sintético, se combina con un agente activo, los cuales uno o mas de ellos estan covalentemente
unidos a un grupo funcional o extremo del polimero directamente o a través de un espaciador. Ya sea un
farmaco o alguna molécula bioactiva, éste agente se libera bajo un sistema de control predisefado. La
liberacion de un agente farmacoldgico puede ser constante o ciclica por un periodo de tiempo prolongado,
que puede ser provocado por su ambiente u otros eventos externos. En cualquiera de los casos, el
propdsito de estos es lograr librar las barreras bioldgicas de manera que el farmaco logre llegar a su

objetivo de la forma mas dptima posible (Wadhwa y Mumper, 2015).

Los disefios de estos sistemas de liberacidon se fundamentan en; la seleccién del agente farmacolégico;
seleccidn del polimero y seleccion del sistema de entrega, asi como sus caracteristicas fisicoquimicas; la
interaccion entre ellos y el microambiente y; su aplicacién final. Esto comprende la ideologia base de la
creacion de un nanotransportador. En afios recientes, la formulacién de estos sistemas se ha vuelto aun
mas sofisticada llegando a comprender el término de sistemas inteligentes debido a que tienen una

respuesta a estimulos y cambios en el entorno biolégico.
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1.4.2 Sistema de liberacién con polimeros Pluronic® P123

En el trabajo de investigacion de Arrollo (2017) se reportd la obtencidn de muestras (ver figura 7) de un
sistema de liberacién prolongada de farmacos por medio de nanoparticulas poliméricas de base Pluronic®
P123 mezclados con polivinilpirrolidona (PVP) y polietilenglicol probados in vitro, en condiciones que
simulan piel, con diferentes ingredientes activos farmacéuticos como 5-fluoracilo (5-FU) e Imiquimod

(agentes utilizados para el tratamiento del cancer).

Figura 7: Apariencia de las muestras poliméricas obtenidas P1, P2 y P3 con coloraciones representativas de un gel
transparente, apariencia ambarina y un gel blanco respectivamente (Arrollo, 2017).

Entre los resultados se presenta un sistema de liberacién mas sostenida y se muestra una estabilidad
sobresaliente con lo que respecta a las pruebas de potencial Zeta realizadas obteniéndose valores mayores
a -30 mV. Estos resultados indican estabilidad ya que valores de potencial Zeta de cero significa que las
nanoparticulas tienden a aglomerarse. Se demostré ademas que son componentes biolégicamente no
perjudiciales en las pruebas primarias de bioensayos realizados. Por otra parte, los nanopolimeros no

cargados presentaron valores de potencial Zeta inferiores a -5 mV (cercanos a 0).

1.4.3 Polimeros Pluronic® P123 (P123)

Los copolimeros Pluronic® P123 (P123) tienen un alto campo de investigacién como liberadores de
farmacos. Su composicion tribloque de PEO,o- PPOgs- PEOyo (ver figura 8) de caracter anfifilico a lo largo
de la estructura permite utilizar estrategias de funcionalizacién con PEG o PVP que, en este caso se asocia
con la seccion hidrofilica del copolimero. Caracteristicas como rigidez, longitud y proporcion de los bloques

a lo largo de la cadena polimérica controlan el tipo de ensamblaje que formara el nanotransportador y
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junto al segmento hidrofilico contribuye al control de la biodistribucion y el tiempo de circulacidon que
tendra (Santa et. al., 2013). Asi mismo, las propiedades mencionadas en conjunto con los segmentos
hidrofdbicos contribuiran a la encapsulacion o liberacion del farmaco (Santa y Lopez Osorio, 2013; Zhao y

Zhang, 2017).

El uso en conjunto con polimeros como PVP o PEG tiene una funcién de camuflaje lo cual impide que el
nanotransportador sea reconocido por macréfagos y posteriormente fagocitado. Esto se debe a las
caracteristicas no-idnicas que posee de tal manera que evita ser marcado por ciertas proteinas que
impulsarian su degradacién y aunado a un peso molecular determinado y su capacidad hidrosoluble
adquiere un mayor tiempo de vida en circulacién sistémica propiciando que llegue al sitio de accidn

requerida (Santa & Lépez Osorio, 2013).
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Figura 8: Estructura quimica del polimero Pluronic® P123 compuesto por tribloques de éxido de polietileno — éxido
de propileno — 6xido de polietileno (PEO-PPO-PEO).

1.5 Nanotoxicologia en la actualidad

Con el impacto de la nanotecnologia en la biomedicina se ha hecho cada vez mas necesario realizar
estudios de toxicidad asociados a las nanoparticulas. Actualmente, una de las herramientas mas utilizadas
para el estudio de toxicidad de nanoparticulas antes de su aplicacién in vivo, son sus estudios en cultivos
celulares (in vitro). Una de las preguntas se plantea en el drea de la toxicologia, que esta subdisciplina
busca responder, es "épor qué las nanoparticulas pueden ser inherentemente mds tdxicas que las
sustancias que las componen?". El rapido crecimiento de los productos a nanoescala requiere de una
amplia investigacion y para ello se han propuesto una variedad de técnicas que ayuden a estudiar sus

efectos. Asi mismo existen agencias reguladoras como la Administracién de Medicamentos y Alimentos de
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los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) y la Agencia Europea de Medicamentos que actualmente
estdn familiarizadas con la incorporacién de la nanotecnologia en productos farmacéuticos y dispositivos
médicos, asi también, la evaluacidn de seguridad para cada producto que contiene nanomateriales se
realiza caso por caso y, en general, se piensa que las regulaciones actuales para medicamentos y
dispositivos médicos son lo suficientemente competentes en su alcance para cubrir los riesgos tedricos

asociados a nanomateriales (Hobson et. al, 2016).

1.6 Antecedentes toxicolagicos y bioldgicos asociados a polimeros

1.6.1 Polimeros Pluronic® P123

En los afios recientes, la formacion de micelas a base de polimeros Pluronic® P123 con mezclas de otros
polimeros ha resultado en una mejora en la termodinamica del sistema, asi como la estabilidad cinética,
tiempo de carga del farmaco, control del tamafio para prevenir precipitaciéon, entre otros debido a la
adicién de otros bloques poliméricos en la estructura base que proporciona nuevas propiedades al sistema
inicial. En este caso, el polimero base Pluronic® P123, es utilizado principalmente a que ha resultado tener
actividad bioldgica significativa, entre sus caracteristicas destacadas inhibe una proteina de exclusion de
farmacos conocida como P-gp, que dificulta la distribucidon a zonas como el cerebro, intestino y tumores
multiresistentes. Se ha reportado actividad antimetastasica resultado de la combinacidn con clorohidrato
de doxorrubicina (DOX) que propone que este tipo de polimeros con balance hidrofilico-lipofilico (HLB, por
sus siglas en inglés) moderado, tiene capacidad para inhibir la metdstasis en cancer de mama, por ende,

se entiende que sea foco de estudio para este y otro tipo de tratamientos de cancer (Zhao y Zhang, 2017).

Es de esperar que debido a las aplicaciones potenciales de este polimero se realicen estudios de
biocompatibilidad y toxicidad de tal manera que su aplicacidn farmacoldgica no tenga resultados adversos
perjudiciales. Bhattacharjee y colaboradores (2013) reportan un estudio de viabilidad celular de 5 lineas
de cancer diferentes donde se concluye que la presencia de micelas Pluronic® P123 indica citotoxicidad
insignificante del copolimero a concentraciones menores de 5 mg/ml. Por otra parte Guany colaboradores
(2011) realizan un estudio toxicoldgico en la linea celular de adenocarcinoma de colon humano (Caco-2)

bajo el ensayo MTT donde se reporté una viabilidad del 100% en una proporcion del polimero en un 5%.
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1.6.2 Polietilenglicol (PEG) y polivinilpirrolidona (PVP)

El polietilenglicol (PEG) es un poliéter compuesto por unidades repetidas de etilenglicol [- (CH.CH,0) n],
inicialmente utilizado para lubricante de dispositivos médicos, vehiculo para aplicaciones dermatoldgicas,
entre otras, revoluciond la investigacion cuando se supo que podia actuar como medio de camuflaje
escapando al sistema de defensa inmune de un huésped alrededor de los afios 70’s. Se le atribuyé un
concepto conocido como PEGilacién, el cual consiste en agregar cadenas de este polimero a otras
estructuras base. A este polimero se le atribuye una alta flexibilidad en su estructura, cualidad anfifilica,
una alta capacidad de hidratacidn y sin impedimentos estéricos. Se han demostrado ser inertes en
ambientes bioldgicos generando respuestas inflamatorias insignificantes y baja captacién, adhesion y
activacion celular, una caracteristica ideal para un transportador de fdrmacos que ademds, se ha
demostrado que dentro de esta aplicacién aumenta la biodisponibilidad del farmaco y aumenta la
focalizacidn del transportador (D’souza y Shegokar, 2016). Por otra parte, la polivinilpirrolidona (PVP),
también denominada povidona, es un polimero sintético obtenido por polimerizacién radical del
mondmero, N-vinilpirrolidona. Se ha demostrado ser inerte y no toxico, resistente a la temperatura,
biocompatible y biodegradable. Resulta ser un buen agente transportador de fdrmacos y se ha visto que
su absorcién, distribucidon, metabolismo y excrecién se relaciona con el peso molecular del polimero,
frecuencia y ruta de administracién. Las vias de administracién intravenosa e intraperitoneal de este
polimero de alto peso molecular muestran almacenamiento en tejidos del sistema reticuloendotelial (RES)
pero su aplicacién biolégica no ha mostrado reacciones adversas ni resultados toxicoldgicos crénicos ni

subcrénicos (Kurakula y Rao, 2020).

1.7 Justificacion

Tanto polimeros PVP como PEG han demostrado tener uso biolégico favorable. Asi mismo, la sintesis de
copolimeros es la nueva direccidn para aplicaciéon de farmacos y que el agente activo tenga el mayor
rendimiento posible. Con base en tal fundamento, se prepararon dos nuevos polimeros utilizando
Pluronic® P123 como polimero base y dando como resultado dos nuevos materiales poliméricos. Asi, todo
nuevo material que pretende ser propuesto para aplicaciones biolégicas debe ir asociado a un estudio
toxicoldgico propio. En este sentido, el fin de los nanotransportadores a evaluar en este proyecto busca
direccionar farmacos de una manera mas eficiente en distintos tratamientos, entre ellos el cancer. Por lo

tanto, se plantea iniciar evaluando el efecto citotéxico de los nuevos nanotransportadores y el polimero
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base donde, tomando en cuenta las caracteristicas descritas sobre las células mononucleares, se infiere
que el propdsito de realizar los ensayos en sangre periférica humana sea a consecuencia de que las células
en ella son la primera defensa con la que el agente introducido se enfrentara. Por ello se pondran en
contacto con cultivos primarios de células mononucleares aisladas de sangre periférica humana para
evaluar si esta linea de defensa del sistema inmune genera algun tipo de respuesta adversa aguda. De esta
manera obtendriamos informacién que nos indicard si estos materiales tienen una potencial aplicacion
bioldgica sin producir una reaccidn en primera instancia, es decir, al primero contacto con las células del
sistema inmune y asi poder establecer qué estudios posteriores son necesarios para concluir si el uso de

estos materiales es realmente seguro.

1.8 Hipaétesis
Los polimeros Pluronic® P123 individuales y preparaciones de Pluronic® P123 con PVP y PEG, no

presentardn actividad citotdxica aguda significativa en células mononucleares de sangre periférica

humana.

1.9 Objetivos

1.9.1 Objetivo general

Evaluar la citotoxicidad de muestras de polimeros Pluronic® P123 individuales y preparaciones de

Pluronic® P123 con PVP y PEG en cultivos primarios de sangre periférica humana.

1.9.2 Objetivos especificos

1. Extraery aislar células mononucleares de sangre periférica humana para realizar cultivos primarios

de linfocitos y monocitos.
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Cuantificacidon de la viabilidad celular mediante exclusidon por azul tripano de las muestras
celulares obtenidas expuestas a Pluronic® P123 y preparaciones con PVP y PEG en linfocitos y

monocitos.

Evaluar la actividad metabdlica por medio del ensayo MTT para determinar viabilidad y

proliferacién celular como respuesta al estimulo inducido por los materiales poliméricos.

Determinar el efecto citotdxico de las muestras de polimeros Pluronic® P123 y preparaciones con

PVP y PEG en linfocitos y monocitos.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Polimeros para el transporte de farmacos

Los polimeros base fueron originalmente proporcionados por Sigma-Aldrich® (pureza del 98% o superior);
PEG promedio Mn 10,000 Da Numero CAS 25322-68-3, P123 promedio Mn 5,800 Da Numero CAS 9003-
11-6 y PVP promedio Mn 40,000 Da Nimero CAS 9003-39-8 (Arroyo, 2017).

2.1.1 Polimeros P123, P123/PVP y P123/PVP/PEG

De la Tesis para obtener el grado de Doctorado en Ciencia e Ingenieria de Materiales de la Dra. Eurydice
Arroyo, se reportaron nuevos materiales poliméricos para desarrollar un sistema de liberacidn prolongada
de farmacos. Se prepararon copolimeros con PVP y PEG utilizando Pluronic® P123 como polimero base
para formar sistemas de transporte y cuyos principios activos probados (Indometacina, 5-Flouracilo e
Imiquimod) tenian efecto sobre cancer de piel como carcinoma basocelular. De estos sistemas, dos de los
gue obtuvieron mejores resultados de liberaciéony P123 fueron evaluados; los polimeros P123 (nombrados
como P1), una combinacién de P1 con PVP (nombrados como P2) y, por ultimo, el resultado anterior (P2)
con PEG (nombrado como P3). Estos polimeros pasaron por un proceso de preparacion para este estudio

y se guardaron en tubos falcon de 50 ml, los cuales fueron mantenidos en condiciones de refrigeracion a

Figura 9: Micrografias de HRTEM a diferentes escalas donde podemos observar los sistemas de polimeros las
muestras P1 (a-d), P2 (e-h) y P3 (i-l), (Arroyo, 2017).
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12°C aproximadamente. Las micrografias (ver figura 9) que se obtuvieron de estos nanopolimeros
presentan a P1 como particulas semiesféricas de <30 nm de didmetro, P2 como particulas semiesféricas
un poco mas irregulares, pero con un tamano de <50 nm de didmetro y P3 nuevamente similitud en la
morfologia semiesférica con P1, pero con irregularidad en los tamafios mayormente con didmetros <100

nm.

2.1.2 Preparacion de disoluciones stock de nanotransportadores

Se preparé una disolucion stock (también conocida como solucién madre) de cada nanomaterial en agua
destilada. A partir de ahi se prepararon diluciones para obtener las concentraciones de cada muestra (ver
tabla 1). Una vez suspendidas en agua se agitaron cerca de 2 horas para homogeneizar la muestra en un

Vortex de laboratorio marca Scientific industries, modelo Vortex-genie 2.

Posteriormente, del volumen total se retiraron 10 ul de cada muestra y se diluyeron con 90 ul de agua
destilada para obtener una concentracién de 10 mg/ml. Este ultimo paso se repitiéo tomando nuevamente
10 pl de cada tubo (ya diluido a 10 mg/ml) + 90 pul de agua para obtener la tercera concentracion a evaluar

(1 mg/ml). Las diluciones de las muestras se ejemplifican en la figura 10.

a2y
@.

10 pl 10 pl

a) 100 mg/ml b) 1-10 c) 1-100

Figura 10. Esquematizacion de las diluciones con nanopolimeros partiendo de 100 mg/ml (a), diluyendo 1 a 10
(b) y 1a100 (c).
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Tabla 1. Preparacion de las concentraciones a evaluar de cada una de las muestras

Muestra

76.75 mg P1 + 767.5 ul H,0 10 pl C1 +90 pl H,O 10 pl C2 +90 pl H,0
100 mg P2 + 1000 pl H,0 10 pl C1 + 90 ul H,0 10 pl C2 + 90 ul H,0
79.75 mg P3 + 797.5 ul H,0 10 ul C1 + 90 pl H,0 10 pul C2 + 90 pl H,0

Cada muestra se trabajé en tubos eppendorf individuales de 2 ml y se transfirieron las cantidades con
micropipetas de 10 pl y 200 ul resuspendiendo el volumen final para homogeneizar las muestras. El
nuimero de muestras a evaluar fue de un total de 9 (ver tabla 2) procedente a las tres concentraciones de

cada uno de los tres polimeros.

Tabla 2. Resumen del numero final de muestras y sus respectivas concentraciones.

Muestra Concentraciéon [mg/ml] Polimero
M1 100 P1
M2 100 P2
M3 100 P3
M4 10 P1
M5 10 P2
M6 10 P3
M7 1 P1
M8 1 P2

M9 1 P3
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2.2 Aislamiento y cultivo de células mononucleares

2.2.1 Extraccion sanguinea por puncién venosa

Se obtuvo una muestra de sangre por puncién venosa de un donante sano previo consentimiento

informado. Los criterios de inclusidén se resumen en la tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de inclusion para donantes de sangre.

Entre 20 y 45 afios de edad

Hombres, no mujeres para evitar alteraciones de la respuesta celular por cambios hormonales

No fumadores

Que no hayan consumido bebidas alcohélicas o algun tipo de estupefaciente en las ultimas 48 horas
Que no padezcan enfermedades crénicas ni ETS

No deben tomar ningun tipo de medicamento de forma regular

Sin tatuajes o perforaciones realizadas en los ultimos seis meses

No haber padecido hepatitis

Para la extraccidn sanguinea se utilizaron tubos Vacutainer™ con acido etilendiaminotetraacético (EDTA,
sustancia anticoagulante). Una extraccién de 20 ml de sangre provee un aproximado de 2-3x107 células
(Raulf, 2019). Por lo tanto, para los fines del ensayo, se obtuvieron 2 tubos con 6 ml cada uno de la muestra
de sangre del donante y se agitaron suavemente mezclando por inversion para evitar la coagulacion de la
sangre dentro del tubo. Inmediatamente se procedid a separar las células mononucleares utilizando un

gradiente de densidades.
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2.2.2 Aislamiento de linfocitos y monocitos por gradiente de densidades

Se aislaron células mononucleares por medio de separacion por gradiente de densidades con el uso de
Ficoll — Histopaque® (Ficoll). El Ficoll (un polimero de sacarosa de alto peso molecular) es una solucién
altamente viscosa que provoca la acumulacién de células, asi junto a la adicién de diatrizoato de sodio
forman este compuesto que facilita la recuperacién rapida de células mononucleares viables (English y
Andersen, 1974; Sigma-Aldrich, 2020). Por ello es uno de los procedimientos mas utilizado para aislar

células mononucleares de sangre periférica humana.

2.2.3 Gradiente de densidades por Ficoll-Histopaque®

El gradiente de densidades con Ficoll fue instaurado por Bgyum en 1968 (Ficoll — Isopaque inicialmente)
modificado poco después a Ficoll — Histopaque® (Kay, 1980) para simplificar el aislamiento de linfocitos de
sangre periférica humana. Sin embargo, los procedimientos descritos inicialmente por distintos cientificos
detallaban una metodologia con un mayor nimero de pasos aumentando el riesgo de contaminacidn por
manipulacion. Por ello, para esta técnica afios después se instaurd un nuevo procedimiento para verter la
muestra de sangre sobre la solucién de Ficoll - Histopaque® (Kay, 1980) el cual fue puesto en practica en

el desarrollo experimental de este trabajo.

El aislamiento de células mononucleares por gradiente de densidades fue llevado a cabo por
centrifugacion. Se agregaron 4 ml de sangre heparinizada (adicién de un anticoagulante) a cada tubo falcon
estéril de centrifuga conico de 15 ml (3 en total) y se diluyé agregando 8 ml de solucién salina (Solucién CS
PiSA® al 0.9% de NaCl) con una pipeta estéril de 1000 pl. El uso de solucién salina proporciona un medio
isotonico para mantener la integridad y viabilidad de las células. Ademads, proporciona un valor de pH
fisiologico (de 6.8 a 7.4) importante para mantener la viabilidad. Posteriormente se deposité el volumen
final mezclado por inversién en otro tubo falcon de 15 ml con 2 ml de Ficoll previamente agregados. Se
colocaron cara a cara ambos tubos, se vertié con cuidado directamente de un tubo a otro realizando una
inclinacién de aproximadamente 30° del tubo con Ficoll y directamente del tubo con sangre y solucién
salina se fue agregando desde la pared inicial hacia la siguiente (ver figura 11) subiendo la inclinacién de
ambos tubos conforme el volumen se transferia evitando realizar movimientos violentos ya que la sangre

terminaria por mezclarse con el Ficoll, lo que estropearia la técnica.
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Sangre + SS*

2ml

Figura 11. Representacion esquemadtica del procedimiento para depositar la sangre con solucién salina sobre el
Ficoll — Histopaque. a) Inicio del proceso liberando lentamente el contenido del tubo con la muestra de sangre
sobre la pared del que contiene el Ficoll —Histopaque®. b) Conforme va cubriendo el Ficoll — Histopaque se
comienza a elevar lentamente el otro para no generar que caiga bruscamente. C) Cuando se comienza a llenar, el
tubo debe inclinarse de tal forma que no vayamos a derramar el contenido, mientras tanto seguimos depositando
la muestra con sangre manteniendo inclinado el tubo correspondiente. d) Se eleva el tubo con la muestra de
sangre para dejar caer el resto de su contenido. E) Por ultimo podemos observar que la muestra de sangre se
deposita sobre el Ficoll-Histopaque® sin haberse mezclado entre si (Kay, 1980).

Posteriormente se separd la fraccion leucocitaria/eritrocitica a temperatura ambiente mediante
centrifugacion durante 25 minutos a 400 x g. Como resultado, se obtuvo la separacién de grupos celulares
a causa de la diferencia de densidades como se puede ver en la figura 12. En la capa inferior se encontraron
los eritrocitos (ver figura 12b) seguidos por una capa delgada de granulocitos, por encima, el volumen de
Ficoll-Histopaque separando la fraccién de células plaquetarias, linfocitos, monocitos y por ultimo el

plasma (Osinski, 2019).
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Figura 12. Ejemplificacion de la técnica se separacion de células por gradiente de densidades. a) Se observa el
estado de las sustancias antes de iniciar la centrifugacién. b) Se observa el resultado de la separacién de las células
por densidades después de centrifugar. c) Esquematiza tedricamente la divisidn de las sustancias separadas por
sus densidades. Al tener una mayor densidad, los eritrocitos y granulocitos logran desplazarse debajo de la capa
de Ficoll — Histopaque®, por lo tanto, al ser menos densas, las células mononucleares (linfocitos, monocitos y
plaquetas) se depositan justo por encima y el resto, correspondiente a la menor densidad en la sustancia se le
atribuye al plasma sanguineo (Osinski, 2019).

Para poder extraer el paquete de células mononucleares (Ver figura 12c) se retird la capa superior con el
plasma y la mayor parte de la fraccién plaquetaria celular restante con una micropipeta estéril de 1000 pl,
se transfirid a otro tubo falcon estéril de centrifuga cénico de 15 ml. Se retiré la capa mononuclear, la cual
se distingue como una banda blanca y difusa entre el plasmay la capa de Ficoll-Histopaque® y se transfirid
a otro tubo falcon. Posteriormente se realizaron 3 lavados con solucidn salina, centrifugando durante 15
min a 400 x g a temperatura ambiente. Se elimind el sobrenadante y se resuspendieron las células
mononucleares en 5 ml de medio RPMI-1640 suplementando con 10% de suero autdlogo y 0.01% de
antibiodtico. Por ultimo, se depositaron sobre una caja Petri y se dejé incubar por 2 horas a 37°C en

atmdsfera con 5% de CO, y 80% de humedad.

2.2.4 Separacion de monocitos de células mononucleares por adherencia

Debido a que los monocitos y linfocitos comparten el mismo medio, es necesario separarlas en dos nuevos

cultivos, esto se debe a que los polimeros deben ser evaluados en cultivos axénicos para evitar que las



26
interacciones celulares influyan en el estudio. Las células monociticas tienen la peculiaridad de adherirse
a la base de la caja Petri mientras que los linfocitos se mantienen en suspension en el medio de cultivo.
Por esta razdn, se retirdé el medio con los linfocitos en suspensidn y se colocd en otra caja Petri estéril de

10 ml afadiendo rapidamente 5 ml de medio RPMI 1640 a la caja Petri inicial.

Para la obtencidn de los monocitos se realizé un raspado de la base de la caja Petri con un raspador celular
estéril. El paquete celular se resuspendid con una micropeta de 1000 ul y se anadieron 10% de suero
autdélogo y 0.01% de antibidtico al medio. Se tomaron muestras de los cultivos de linfocitos y monocitos y

se contaron en un hematocitémetro para conocer el total de células obtenidas en el cultivo de linfocitos:

células vivas (1)

concentracion celular = ( 2 Y(factor de dilucién)(10,000)

cuyo resultado corresponde al nimero de células en 1 ml de cultivo

(2)

concentracién celular inicial = (concentracion celular)(volumen total)

Células totales obtenidas del primer ensayo:

135
concentracién celular = (T) (10,000) = 337,500 células/ml

concentracion celular inicial = (337,500 células/ml)(5.5 ml) = 1,856,250 células

Una vez teniendo el total de células disponibles se realizé un sembrado de células para poder realizar las
pruebas de citoxicidad con las muestras de polimeros. Para los monocitos se obtuvieron un total de

1,416,250 células.

2.2.5 Sembrado y mantenimiento de las células aisladas.

Las células aisladas de sangre periférica humana se sembraron en medio de cultivo RPMI 1640. Este medio
es un sistema de doble tampdn que contiene bicarbonato (24 mM) y HEPES (50 mM) (acido N-2-hidroxietil-
piperazina N-2-etanosulfénico) tamponado con CO; en el aire, ya que se asemeja a las condiciones

fisioldgicas en condiciones de cultivo cerrado (5% de CO; en aire en una incubadora con gas) (Raulf, 2019).
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Por otra parte, para mantener el medio libre de contaminacién bacteriana se implementé el uso de
antibiodtico de penicilina-estreptomicina, solucién estabilizada, con 10.000 unidades de penicilinay 10 mg

de estreptomicina/ml proporcionado por Sigma-Aldrich®.

Ademas de lo ya mencionado, los cultivos celulares requieren de una mezcla de nutrientes y otros
componentes esenciales. Normalmente ese complemento lo cubre el uso de suero fetal bovino (FCS, por
sus siglas en inglés), sin embargo, en este caso sdélo se implementd el uso de suero autdlogo (AS, por sus
siglas en inglés). El uso de suero autdélogo se debe principalmente a que no genera respuesta inmune a las
células, ademas, en ensayos mas prolongados se omite el uso de FCS debido a que este estimula la
proliferacién celular que, en el caso de linfocitos estimula su transformacidn en linfoblastos

indiferenciados capaces de dividirse (Sanz y Repetto, 1993; Raulf-Heimsoth, 2008).

2.3 Viabilidad, proliferacion y toxicidad celular

2.3.1 Viabilidad celular

La viabilidad celular se refiere al nimero de células vivas en una muestra, en cultivos celulares se puede
utilizar la técnica de exclusion vital con azul tripano para determinar la viabilidad celular. Este colorante
tifie las células cuya membrana se ha desestabilizado permitiendo el paso de las moléculas y tifiendo a las
células de color azul oscuro mientras que las células vivas que permanecen con una membrana celular
intacta excluyen el colorante (Stoddart, 2011). Este método se utilizd en suspensién celular para ser

evaluado bajo microscopio con la ayuda de un hemocitémetro.

2.3.2 Estudio de viabilidad en cultivos primarios de sangre periférica humana con azul tripano

Para evaluar la exposicidn a las muestras de polimeros se sembraron células mononucleares en pozos de
una placa de 96 pocillos. La placa se dividié en dos secciones (ver figura 13), la primera para evaluar los
nanomateriales a la exposicion en linfocitos y la segunda para ser evaluados en monocitos. En cada seccion
se utilizaron 8 pozos de cada cultivo primario para los controles, de los cuales 4 fueron para controles

positivos y 4 para controles negativos. Los controles dentro de un experimento son segmentos paralelos
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al experimento evaluados en poblaciones diferentes. Dentro de ellos, los controles negativos son
poblaciones de células cuyo tratamiento utilizado no tiene efecto en los resultados mientras que, los
controles positivos utilizan un tratamiento que se sabe cdmo influye en ellos (Spacey, 2018). Para el resto
de la placa, se dividié en 3 filas de 9 pocillos para cada polimero y a su vez estos nueve en secciones de 3
para evaluar por triplicado cada una de las concentraciones de polimeros, de manera que, se afiadieron
10 ul de cada una de las concentraciones ubicadas de menor a mayor concentracion en la distribucion de

la placa. Se realizaron ensayos por triplicado para observar la reproducibilidad de cada muestra.
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Figura 13. Representacion de la placa de 96 pozos utilizada para el estudio de viabilidad por exclusién de azul
tripano. A-D representan el estudio hecho con linfocitos, A1-A4 para controles positivos y A5-A8 para controles
negativos. B, Cy D corresponde al tratamiento con los polimeros P1, P2 y P3 respectivamente. E-H representan
el estudio hecho para monocitos, E1-E4 para controles positivos y H5-H8 para controles negativos. De igual forma
F, G y H corresponde al tratamiento con los polimeros P1, P2 y P3 respectivamente. La flecha indica que las
concentraciones para cada una de las diluciones de las muestras fueron colocadas de mayor a menor
concentracion y cada concentracion se realizo por triplicado. CL y CM representa el grupo control para linfocitos
y monocitos respectivamente.
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Para sembrar 50,000 células en 34 pozos de linfocitos en una placa de 96 pocillos se utilizaron 148 pl de
medio celular para cada pozo llevdndolos hasta 200 ul con su respectivo complemento: 52 ul de agua
inyectable para controles positivos; 52 pl de medio RPMI-1640 para controles negativos y; 10 ul de Ia
solucién con polimeros para cada concentracién y 42 ul de medio RPMI-1640. Se realizé el mismo
procedimiento de sembrado para el cultivo celular de monocitos para un sembrado de 40,000 células por
pozo: 155 ul de medio de cultivo celular por pozo completando a 200 ul con cada respectivo complemento;
45 ul de agua inyectable para controles positivos; 45 pl de medio RPMI-1640 para controles negativos y;
10 pl de la solucidn con polimeros y 35 pl de medio RPMI-1640. Se evalué la viabilidad celular utilizando
el colorante de exclusidn vital azul tripano. Se agregé 1 ul de azul tripano a cada pozo para tefir y se fijo
con 20 ul de formaldehido al 3.7%. Una vez fijadas las células se realizd un conteo celular pozo por pozo

de todo el contenido de la placa.

2.3.3 Estudio de citotoxicidad en cultivos primarios de sangre periférica humana por ensayo

MTT: proliferacion y actividad metabdlica celular

Para continuar con los ensayos en sangre periférica humana se implementé el ensayo MTT para evaluar
principalmente proliferaciéon y citotoxicidad. El ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT, por sus siglas en inglés), utilizado para medir viabilidad, proliferacién y citotoxicidad
celular, es un ensayo colorimétrico cuantitativo que se basa en la reduccidon de una sal de tetrazolio
amarilla (MTT) a cristales de formazan de color purpura (ver figura 14) por medio de células
metabdlicamente activas. Este principio se lleva a cabo debido a que las células viables contienen enzimas
oxidoreductasas dependientes de NADPH que convierten el MTT a formazan. Los cristales de formazan
insolubles se disuelven con una solucién disolvente que colorea el medio cuyo andlisis se cuantifica
midiendo la absorbancia a 500-600 nm utilizando un espectrofotometro de pozos multiples (Sigma Aldrich,

2012).

Para el estudio con el método MTT fue necesario aislar nuevamente células mononucleares de sangre
periférica humana. Considerando nuevamente los criterios de inclusién para la toma de muestras de
sangre, se obtuvieron muestras de 4 ml de sangre de tres diferentes donantes y se procedio a realizar el

gradiente de densidades con el uso de Ficoll para aislar las células mononucleares.
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Figura 14. Representacion tedrica de cdmo luce un ensayo MTT después de la reduccidon de la sal de tetrazolio a
cristales de formazan. La intensidad del color purpura es directamente proporcional a la reduccién del reactivo de
MTT y se interpreta como la viabilidad celular en funcidn de la actividad metabdlica.

Para la manipulacidon de los cultivos celulares, en esta ocasion se trabajo dentro de una cdmara de
seguridad bioldgica Lumistell clase II. Para la dilucién de las muestras de sangre en este caso se utilizaron
8 ml de solucién salina tamponada con fosfato (PBS, por sus siglas en inglés). El PBS esta formulado sin
calcio ni magnesio principalmente para eliminar los quelantes en cultivos celulares, pero tiene la misma
funciéon que la Solucién CS al 0.9% utilizada en los ensayos previos (Phillips y Cadwallader, 1971;
ThermoFisher, 2020). Se mezcld por inversién y colocé sobre 3 ml de Ficoll en un tubo falcon cénico de 15
ml. Se centrifugd por 25 minutos a 400 x g (un equivalente de aproximadamente 1000 rpm segun las
especificaciones del equipo) y se obtuvo nuevamente la divisién por densidades debido al gradiente (ver
figura 15). Se retird el paquete de células mononucleares colocandolo en otro tubo falcon cénico de 15
ml, se llevd al limite con PBS y se centrifugd ahora por 15 minutos. Se decantd el sobrenadante y se
agregaron 5 ml de medio RPMI-1640, se resuspendid lo suficiente para despegar las células del fondo del

tubo y posteriormente se agregaron a una caja Petri suplementando con 10% de suero autdlogo y 0.01%
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de antibiético. Por ultimo, se dejo incubar por 2 horas a 37°C en atmdsfera con 5% de CO, y 80% de

humedad en una incubadora de CO, Thermo Scientific™ Midi 40.

Después de las dos horas se pasod el medio con el grupo de células a otra caja de Petri mientras que a la
anterior se le agregd 1 ml de medio RPMI-1640 y se realizd la extraccion de monocitos, una vez despegadas
las células de la base de la placa se complementd con 4 ml mas de medio, 10% de suero autélogo y 0.1%
de antibidtico. Se monté el ensayo en un hemocitémetro para observar las células a microscopio tanto

linfocitos como monocitos y hacer el calculo de células totales (ver en anexos).

Figura 15. Gradiente de densidades realizado con las variaciones indicadas en la metodologia sobre el ensayo
MTT con respecto al protocolo inicial.

Para sembrar 100,000 células de linfocitos por pozo en 36 pozos en una placa de 96 pocillos se utilizaron
138.8 pl de medio celular para cada pozo llevandolos hasta 200 pl con su respectivo complemento: 60.2
ul de agua inyectable para controles positivos; 60.2 ul de medio RPMI-1640 para controles negativos y; 10
ul de la solucién con polimeros para cada concentracidn segun su distribucion (ver figura 16) + 50.2 ul de

medio RPMI-1640. Se realizé el mismo procedimiento de sembrado para el cultivo celular de monocitos
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para un total de 80,000 células por pozo aproximadamente. Se incubd la placa a 24 horas a 37°C en

atmosfera con 5% de CO2 y 80% de humedad.
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Figura 16. Representacion de la placa de 96 pozos utilizada para el ensayo toxicolégico por MTT. La distribucion
aligual que para el ensayo con azul tripano, A-D representan el estudio hecho con linfocitos, A1-A4 para controles
positivos y A5-A8 para controles negativos. B, C y D corresponde al tratamiento con los polimeros P1, P2 y P3
respectivamente. E-H representan el estudio hecho para monocitos, E1-E4 para controles positivos y H5-H8 para
controles negativos. De igual forma F, G y H corresponde al tratamiento con los polimeros P1, P2 y P3

respectivamente. La flecha indica que las concentraciones para cada una de las diluciones de las muestras fueron
colocadas de mayor a menor concentracién y cada concentracion se realizo por triplicado.

Una vez transcurridas las 24 horas de incubacion, se utilizé el Kit para ensayo MTT Cell Proliferation Kit |
agregando 10 pl de la solucidn de marcaje MTT en cada pocillo y se dejo incubar por 4 horas.
Posteriormente se agregaron 100 pl de una solucion de solubilizacion (HCI 0,04 N en isopropanol) a cada
pocillo y se dejé reposar por toda la noche. Esta soluciéon reacciona con el formazan producido coloreando
el medio y a su vez realiza una fijacidn preservando la estructura celular. Una vez transcurrido el tiempo

se procedid a leer la placa en un lector de microplacas Multiskan™ FC Microplate Photometer de Thermo

Fisher Scientific.
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Este ensayo se realizé por triplicado (ver figura 17). Los cdlculos, concentraciones y datos correspondientes

se encuentran en la seccidn de anexos de este documento.
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Figura 17. Ensayos independientes realizados por triplicado cada uno obtenido de muestras de sangre de un
donante sano diferente tomando en cuenta las consideraciones de inclusidn mencionadas al inicio del protocolo
de obtencién de las células mononucleares.
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Capitulo 3. Resultados

3. Ensayos de citotoxicidad

3.1 Cuantificacidon de la viabilidad celular con la tincién de exclusién vital con azul tripano

Debido a la exposicidn a los nanopolimeros P1, P2 y P3 en sus diferentes concentraciones sobre los cultivos
de linfocitos y monocitos después de 24 horas, se obtuvieron los siguientes resultados con base en los
conteos realizados bajo microscopio después de la tincién con azul tripano. Como resultado del estudio
de viabilidad realizado por el método de exclusién por azul tripano podemos observar en relacién a los
polimeros Pluronic® P123 individuales (ver figura 18), una disminucion de la viabilidad celular del 9.3% con
el incremento de la concentracion de 1 a 10 mg/ml representando una viabilidad del 80.6% y manteniendo
el mismo valor a 100 mg/ml. En el caso de los monocitos la variacién es menor reduciéndose un 3.6% de

1a 10 mg/mly disminuyendo en la misma cantidad (-3.6% de porcentaje de viabilidad) de 10 a 100 mg/ml.
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Figura 18: Grafica de viabilidad celular para Pluronic® P123 evaluado con colorante azul tripano. *Desviacidn
estandar en linfocitos: 10.7, 5.4 y 19.4 para concentraciones de 1, 10 y 100 mg/ml respectivamente. **Desviacién
estandar en monocitos: 12.5, 6.2, 10.8 respectivamente.
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Para los resultados obtenidos de los cultivos expuestos a las concentraciones de poliméricos P123-PVP,
partiendo de una viabilidad del 93% a una concentracién de 1 mg/ml, se presenté un decremento del 3.1%
a 10 mg/ml y posteriormente un decremento mayor de un 6.2% de 10 a 100 mg/ml en linfocitos. Para
monocitos se obtuvo una viabilidad del 82.9% a 1 mg/ml incrementando en un 3.6 % y disminuyendo en

la misma proporcion (3.6% de viabilidad) a 10 y 100 mg/ml respectivamente (ver figura 19).
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Figura 19: Grafica de viabilidad celular para Pluronic® P123-PVP evaluado con colorante azul tripano. *Desviacidn
estandar en linfocitos: 9.3, 14.2 y 18.6 para concentraciones de 1, 10 y 100 mg/ml respectivamente. **Desviacion
estandar en monocitos: 16.5, 10.8 y 12.5 respectivamente.

Para la tercera evaluacion, polimeros P123-PVP-PEG, se presentd una viabilidad del 93% para 1y 10 mg/ml,
mientras que en 100 mg/ml se observa una disminucién en un 9.3% en linfocitos. En cuanto a la viabilidad
en monocitos, la variacién resultd en un decremento de la viabilidad en un 3.6% de una concentracion de
1 a 10 y de 10 a 100 mg/ml respectivamente (ver figura 20). En cada resultado los linfocitos parecen
mostrar una mayor viabilidad celular con respecto a los monocitos con una diferencia de hasta un 10% a
excepcion de los estimulos P123 y P123-PVP que muestran menos del 1.5% en 10 y 100 mg/ml
respectivamente. Si agrupamos los resultados de las tres muestras poliméricas evaluadas en linfocitos
(ver figura 21) y de la misma manera para las evaluadas en monocitos (ver figura 22), subdividiendo en
sus respectivas concentraciones, podemos observar que cada concentracién de cada muestra polimérica

presenta una viabilidad igual o mayor a un 80% en linfocitos y mayor a un 70% en monocitos. Asi mismo,
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se puede observar que los materiales poliméricos P123-PVP y P123-PVP-PEG en ambas graficas presentan

un resultado de viabilidad mayor con respecto a los valores obtenidos con el polimero base P123.
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Figura 20: Grafica de viabilidad celular para Pluronic® P123-PVP-PEG evaluado con colorante azul tripano.
*Desviacion estandar en linfocitos: 16.1, 9.3 y 0 para concentraciones de 1, 10 y 100 mg/ml respectivamente.
**Desviacion estandar en monocitos: 18.7, 12.5 y 16.5 respectivamente.
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Figura 21: Grafica de viabilidad celular comparativa entre las muestras de materiales poliméricos P123
individuales, P123-PVP y P123-PVP-PEG evaluadas en linfocitos de sangre periférica humana.
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Figura 22: Grafica de viabilidad celular comparativa entre las muestras de materiales poliméricos P123
individuales, P123-PVP y P123-PVP-PEG evaluadas en monocitos de sangre periférica humana.

La figura 23 representa en conjunto todas las concentraciones de polimeros evaluadas tanto en linfocitos
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Figura 23: Grafica de viabilidad celular general de polimeros Pluronic® P123, P123-PVP, P123-PVP-PEG y
controles positivos con respecto de la viabilidad celular de los controles negativos en linfocitos y monocitos por
azul tripano.
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(en verde) y monocitos (en naranja) incluyendo los controles positivos y negativos. De esta manera, la
viabilidad obtenida de las células mononucleares expuestas a las concentraciones de cada nanopolimero
se representa como un porcentaje con respecto a los controles negativos, que son la referencia del
comportamiento normal del cultivo primario (interpretados como un 100%). Asi mismo, el control positivo

representa una respuesta conocida o esperada en las células a causa del agua inyectable.

Los datos obtenidos en el ensayo fueron analizados estadisticamente (ver en anexos) con un analisis de
varianza (ANOVA) de dos factores, siendo los polimeros y las concentraciones las variables independientes
y teniendo la viabilidad celular como variable dependiente. Los resultados indicaron que no hay diferencia
significativa entre polimeros ni sus concentraciones en la influencia de la viabilidad celular con una

confiabilidad del 95% (p<0.05).

3.1.2 Citotoxicidad celular y actividad metabdlica por ensayo MTT

Los siguientes resultados representan el total de datos del ensayo de MTT realizado por triplicado, para
Pluronic® P123 se presenta en la figura 24. El desglose individual de cada uno de ellos se incluye en la
seccion de anexos. Los resultados mostrados en las graficas, a diferencia del ensayo con azul tripano, no
representa un numero de células viables sino la actividad metabdlica presente, asi, la viabilidad celular

esta dada en funcion de ella.

En Pluronic® P123 el porcentaje de viabilidad con respecto a las células de linfocitos presenta un valor
minimo a 1 mg/ml con un 87.2% de viabilidad celular mientras que las dos concentraciones restantes se
encuentran por arriba del 90%. Por otra parte, en monocitos se presenta una variacion menor al 1% en las

tres concentraciones alrededor de un 79% de viabilidad celular.

Los resultados para Pluronic® P123-PVP en promedio se presentan en la figura 25. En este caso se observa
una significativa diferencia del nimero en la viabilidad celular en linfocitos a una concentracion de 10
mg/ml con un 137.8% mientras que a concentraciones de 1 y 100 mg/ml se mantiene en un 88% con un
1.2 unidades de diferencia. La viabilidad resultante en monocitos se mantiene en un 79% con un maximo

de 0.2 unidades de variacion.
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Figura 24: Grafica de viabilidad celular de polimeros Pluronic® P123. *Desviaciéon estandar para cada
concentracion en linfocitos: 2.7, 0.7 y 0.3 para concentraciones 1, 10 y 100 mg/ml respectivamente. **Desviacion
estandar para cada concentracion en monocitos: 0.1, 0.2 y 0 respectivamente.
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Figura 25: Gréfica de viabilidad celular de polimeros P123-PVP. *Desviacion estandar para cada concentracion
en linfocitos: 0.2, 24.1 y 0.4 para concentraciones 1, 10 y 100 mg/ml respectivamente. **Desviacion estandar
para cada concentracidon en monocitos: 0.4, 0.2 y 0.2 respectivamente.



40
Los resultados para Pluronic® P123-PVP-PEG se observan en la figura 26. De la misma manera que se
observa en la grafica anterior, a una concentracion de 10 mg/ml también se muestra una diferencia
significativa en linfocitos presentandose una viabilidad del 103.1%, las concentraciones en 1y 100 mg/ml
se mantienen en un 90% con una variacién del 0.9 unidades entre ambos valores. Los valores para las
células de monocitos al igual que los observados en las graficas con Pluronic® P123 y Pluronic® P123-PVP

corresponden a una viabilidad del 80% con un maximo de una unidad en variacién.

Los resultados de las evaluaciones hechas con las concentraciones de cada polimero, P123, P123-PVP y
P123-PVP-PEG, se comparan en la figura 27 para linfocitos y en la figura 28 para monocitos. Todos los
resultados obtenidos para cada una de las muestras muestran viabilidad superior a un 79% con respecto
de los controles. Sin embargo, se observa una diferencia significativa relacionada a los dos nuevos
materiales poliméricos, P123-PVP y P123-PVP-PEG a una concentracion de 10 mg/ml con respecto al
polimero base individual, P123. Los resultados de los nuevos materiales poliméricos a una concentracién

de 1y 100 mg/ml se asemejan a los resultados que presenta el polimero base individual, P123.
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Figura 26: Grafica de viabilidad celular de polimeros P123-PVP-PEG. *Desviacion estandar para cada concentracion

en linfocitos: 0, 12.8 y 0.4 para concentraciones 1, 10 y 100 mg/ml respectivamente. **Desviacién estandar para
cada concentracidon en monocitos: 0.3, 0.2 y 0 respectivamente.
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Figura 27: Grafica de viabilidad celular comparativa entre las muestras de materiales poliméricos P123
individuales, P123-PVP y P123-PVP-PEG evaluadas en linfocitos de sangre periférica humana.
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Figura 28: Grafica de viabilidad celular comparativa entre las muestras de materiales poliméricos P123
individuales, P123-PVP y P123-PVP-PEG evaluadas en monocitos de sangre periférica humana.
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En la figura 29 se muestra una grafica general resultante del ensayo por triplicado realizado con MTT y se
representan, de la misma manera que para el ensayo con azul tripano, las concentraciones evaluadas de
los polimeros tanto en linfocitos (en verde) como monocitos (en naranja) ordenados de menor a mayor

concentracion seguido de los controles positivos que representan el porcentaje de viabilidad con respecto

del 100% que se observa en los controles negativos.
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Figura 29: Grafica de viabilidad celular general de polimeros Pluronic® P123, P123-PVP, P123-PVP-PEG y controles

positivos con respecto de la viabilidad celular de los controles negativos en linfocitos y monocitos por ensayo
MTT.

En la figura 30 se muestran los residuos de formazan tomados tras la reaccidn del reactivo MTT tomado
aleatoriamente de uno de los pozos de uno de los ensayos realizados. Los datos obtenidos en el ensayo
fueron analizados estadisticamente (ver en anexos) con un ANOVA de dos factores, siendo los polimeros
y las concentraciones las variables independientes y teniendo la viabilidad celular como la variable

dependiente. Los resultados indicaron que no habia diferencia significativa entre polimeros ni sus
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concentraciones en la influencia de la viabilidad celular con una confiabilidad del 95% (p 0.05). Los valores
de desviacion estandar (DS) representan el porcentaje de dispersion de los datos con respecto a la muestra

y se utilizé la siguiente formula:

(3)

donde "X es la media y n el tamario de la muestra.

Figura 30: Residuos de formazan observados a 400 um en un microscopio de fluorescencia invertido EVOS FLc
(Fisher Scientific).
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Capitulo 4. Discusion

Hoy en dia el uso de la nanotecnologia en aplicaciones, bioldgicas, farmacolégicas o biomédicas,
asi como en el cuidado de la salud, se ha convertido en un area de la ciencia, también Illamada
nanomedicina, de alto desarrollo y con un amplio campo de aplicaciéon. Esto proyecta el uso de
nanomateriales en el mercado y se traduce por tanto en la busqueda de aplicaciones y generacidn de
productos comerciales. Si bien en las ultimas décadas se han aprobado alrededor de 100 productos o
aplicaciones en nanomedicina por la Administracion de Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos (US
FDA por sus siglas en inglés), no es una muestra de las tendencias actuales en este campo (Farjadian et al.,
2019). Sin embargo, si el objetivo apunta al desarrollo de un nuevo material para el campo de la
nanomedicina, deben tomarse en cuenta importantes implicaciones; desde el desarrollo del producto,
costos de produccidon y estudio de mercado, hasta la ética, eficacia y, sobre todo, la garantia asociada a la

bioseguridad al aplicar dicho material.

Los sistemas para administracién de farmacos basados en nanoparticulas tienen un rendimiento
terapéutico que esta estrechamente relacionado con las caracteristicas fisicoquimicas especificas al
material utilizado. A su vez, esto implica que su desarrollo comercial sea particularmente desafiante
debido a que se busca una aplicacion especifica del material que cumpla con las expectativas para el
tratamiento para el que es disefiado (Ragelle et al., 2017). En ese sentido, se entiende que el objetivo de
usar polimeros como Pluronic® P123, PVP y PEG radica en que sus aplicaciones previas muestran no solo
una alta biocompatibilidad sino un bajo reconocimiento por el sistema inmune, pudiendo asi estar en
contacto con el ambiente bioldgico sin ser detectado como un agente patégeno. Esto facilita ampliamente
su finalidad y objeto de estudio, que en este caso esta dirigido para la aplicacién en el tratamiento del

cancer.

El carcinoma basocelular es uno de los tipos de cancer maligno mas comunes y representa un 80% de los
canceres de piel no melanoma y aunque, dentro los tipos de cancer se le asocia con una baja mortalidad,
esto depende de la deteccién temprana y el tratamiento oportuno. Por otra parte, en casos avanzados los
tratamientos convencionales no son eficaces debido a la falta de especificidad, alto riesgo de recurrencia
y su alta morbilidad relacionada, solo en Estados Unidos se reportan 2.8 millones de casos cada afio
(Leavitt, 2019) En la investigacion previa con Pluronic® P123-PVP y Pluronic® P123-PVP-PEG, en términos
de relacién a su aplicacién farmacoldgica, se concluyd que los resultados obtenidos eran ideales para la

liberacion de agentes activos contra cancer de piel; una estabilidad en suspensién sobresaliente predecible
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por los resultados de potencial Zeta obtenidos que predecian niveles de aglomeracidn leves para las

particulas cargadas con farmacos.

Sin embargo, no se realizaron estudios en células humanas ni ensayos relacionados a su aplicacién
biomédica. Debido a que estos materiales estardn en contacto con seres humanos, los ensayos en sangre
periférica humana nos ayudan a tener un indicador de la respuesta celular inmediata que se pueda
generar. Asi, si la respuesta indica un grado de toxicidad importante, seria necesario revisar la composicién

y las caracteristicas del nanomaterial antes de continuar con su ampliacién biomédica.

Para la realizacién de este trabajo se utilizaron células mononucleares de sangre periférica humana
aisladas por medio de un gradiente de densidades. Este gradiente se utiliza debido a su alta
reproducibilidad y eficiencia en la obtencién de células mononucleares. Sin embargo, es una técnica que
tiene muchos pasos determinantes los cuales deben ser realizados cuidadosamente para obtener un
cultivo axénico y un alto rendimiento, de tal manera que es necesario adquirir cierta habilidad para realizar
correctamente el protocolo. Cominmente para este tipo de procedimiento se utiliza albumina sérica o
Ficoll. El uso de la albumina sérica, una proteina presente en el plasma sanguineo, suele alterar la
movilidad de los leucocitos (English y Anderson, 1974) por lo que para la finalidad de este estudio no se

considerd en la metodologia.

La pertinenciay relevancia del uso de cultivos primarios radica en la similitud o cercania a la respuesta que
tendria la aplicacién in vivo. Es decir que, al ser las células aisladas del organismo, no se han visto afectadas
por las modificaciones y el significativo nimero de generaciones con el que se trabaja en lineas celulares
criopreservadas, que si bien, son Utiles para infinidad de aplicaciones en la investigacidn, no poseen las
caracteristicas exactas a las presentes en el individuo original. Ademas, las células mononucleares son la
primera linea de defensa del sistema inmune, los linfocitos se encargan principalmente de la respuesta
inmune adaptativa y los monocitos, encargados en la respuesta inmune innata. Esto permite estudiar en

un modelo celular el efecto que los nanomateriales evaluados podrian tener en un organismo completo.

Las muestras de sangre obtenidas fueron seleccionadas de donantes diferentes para considerar la relacion
entre el efecto citotoxico y la variabilidad genética. El primer ensayo, correspondiente al realizado con azul
tripano, es un ensayo independiente y representa los resultados evaluados sobre una sola muestra de
sangre. El porcentaje de viabilidad mds bajo observado es de un 75.7% que corresponde a los
nanopolimeros Pluronic® P123 a 100 mg/ml, este dato corresponde a la evaluacién realizada en monocitos

y cabe mencionar que los monocitos presentaron una viabilidad celular inferior a la presente en linfocitos.
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Esto puede estar relacionado con la posible presencia de algunos linfocitos en el medio, los cuales esta
demostrado son estimulados por las células presentadoras de antigenos (monocitos) produciendo una
respuesta innata por las células T citotdxicas o NK, por lo que, si algunos monocitos han generado una
respuesta al estimulo presentando antigenos es posible que algunos linfocitos se hayan activado lisando
células y produciendo un menor numero de células viables. Por el contrario, el nimero de células en el
ensayo con linfocitos puede no verse afectado al mismo grado debido a la ausencia de monocitos que,
segln Mookerjee y Ballard, (1979), son indispensables para impulsar la respuesta inmune en presencia de

un agente.

Los resultados en linfocitos presentaron una viabilidad superior al 80% para todas las muestras. En
contraste, ninguno de los resultados muestra una diferencia significativa en la viabilidad celular. Sin
embargo, si se puede observar una tendencia de disminucién en la viabilidad celular con respecto al
aumento de la concentracién para cada solucidn de nanopolimeros. En relacién al efecto de incorporar
PVP o PEG, las muestras de polimeros Pluronic® P123-PVP y Pluronic® P123-PVP-PEG mostraron un
incremento en la viabilidad celular entre un 3y 10% con respecto del polimero Pluronic® P123, siendo la
muestra P123-PVP-PEG la que lo presenté en mayor grado. Esta respuesta puede deberse a la presencia
de PEG en el polimero, debido a su alta biocompatibilidad y su caracteristica conocida de camuflaje, es

posible que disminuya la respuesta asociada en las células mononucleares.

El ensayo con azul tripano se realiz6 en primera instancia para determinar si las células eran viables al
primer contacto con los materiales poliméricos, debido que se observé una respuesta favorable, se
realizaron los ensayos con el reactivo MTT para complementar el estudio. Es necesario mencionar que el
método de exclusidn por el colorante azul tripano es una técnica simple y rapida que mide la viabilidad
celular, pero estd sujeta a que la viabilidad se determina indirectamente a partir de la integridad de la
membrana celular. Por lo tanto, es posible que la viabilidad de una célula se haya visto comprometida
(medida por la capacidad de crecer o funcionar) aunque su integridad de membrana se mantenga (al
menos transitoriamente). Una evaluacion conjunta a este ensayo es determinar si existe internalizacién
en las células utilizando algun marcador fluorescente, asi de esta forma podremos determinar si la

membrana estd siendo permeable a los nanopolimeros.

Con respecto al ensayo MTT, se realizd un ensayo por triplicado para tener reproducibilidad en los

resultados. En este caso, en comparacién con la evaluacion con azul tripano, se observé la similitud que
los monocitos presentaban valores de viabilidad menores que los observables en linfocitos. Sin embargo,

uno de los aspectos mas importantes que hay que destacar es que, en los resultados observados en las
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muestras de polimeros Pluronic® P123-PVP y Pluronic® P123-PVP-PEG a una concentracion de 10 mg/ml
en linfocitos, se observé una viabilidad superior al 100% con respecto de los controles. Esta informacién
puede entenderse como proliferacién celular, sin embargo, el ensayo MTT evalua la viabilidad celular en
funcidn de la actividad metabdlica presente en el cultivo celular. Esta actividad metabdlica es proporcional
a la cantidad de formazan formada en el pocillo y no necesariamente se debe a la actividad producida por
los linfocitos. Si la respuesta no se observa en ambos grupos celulares, es decir, tanto en linfocitos como
en monocitos, existe la posibilidad de que algunos de los pozos evaluados presenten contaminacion
bacteriana. Si analizamos los valores individuales, es decir, los valores por triplicado para cada
concentracién dentro de cada ensayo (ver anexos), podremos observar que en realidad se debe a que uno
de esos pozos presenta una diferencia significativa, lo que afecta al promedio de las tres muestras como
es el caso para Pluronic® P123-PVP-PEG, donde uno de los pozos presenta un valor de viabilidad de 213%,
mientras que las dos muestras restantes mantienen un 93 y 94% respectivamente. Algo similar ocurre con
la muestra Pluronic® P123-PVP, aunque en este caso dos de las muestras sobrepasan el 100% de viabilidad,
la muestra restante indica un valor de 91% que se relaciona mas con la media de todas las muestras
evaluadas. En el primer caso podriamos descartar el pozo significativamente diferente y obtendriamos un
resultado congruente al comportamiento observado en el conjunto de valores. De la misma manera para
Pluronic® P123-PVP, aunque en este caso, al ser dos de los tres pozos, seria recomendable repetir el
ensayo evaluando especificamente esa concentracion y asi determinar si el primer resultado es un caso
aislado o se reproduce en cada evento. De tal forma que podriamos centrarnos en identificar por qué se
esta generando dicha respuesta. Sin embargo, los ensayos bioldgicos estdn comuUnmente sujetos a
contaminacidon por manipulaciéon, por lo que en este caso podemos atribuirle a ese motivo al resultado
observado. Es poco probable observar proliferacion celular en cultivos de células mononucleares dentro
de las primeras 24 horas debido a que no es sino hasta las 36 horas del cultivo cuando este proceso se
lleva a cabo. Es conocido que, entre las 24 y 36 horas aumenta la actividad celular porque las células se
preparan para llevar a cabo la diferenciacidon celular. De tal manera que, debido a que los ensayos se fijaron
al cumplir 24 horas, el nimero de células no pudo haber incrementado. Un proceso de diferenciacion
dentro de las primeras 24 horas estaria relacionado a una respuesta inflamatoria grave lo cual no estaria

en concordancia con la bibliografia consultada que reporta la inocuidad de estos polimeros.

Para las mediciones de las densidades Opticas en el ensayo de MTT se utilizo el filtro de 600/690 nm, el
recomendado en la literatura es de 570/690 nm. Sin embargo; Maldonado et al. (2018) y el protocolo MTT
de la compafiia ATCC (ATCC® 30-1010K), mencionan que el intervalo de deteccidn del formazan puede ser

entre 500-600 nm. Algunos datos de densidades dpticas se encuentran fuera del intervalo recomendado



48
de absorbancias (0.75 - 1.25) para el ensayo MTT. Sin embargo, la mayor parte de los datos si corresponden

a la misma.

Segun indica el protocolo indicado para evaluar viabilidad y citotoxicidad celular por MTT, se debe sembrar
un total de 100,000 células por pozo. Debido a una de las extracciones sanguineas realizadas se obtuvo un
menor numero de células durante la realizacidén del protocolo de aislamiento por gradiente de densidades,
se tuvo que ajustar el resultando a un sembrado de aproximadamente 80,000 células en los monocitos de

la primera muestra evaluada.

Con motivo de la variacion de los datos observados en los resultados individuales, fue necesario corroborar
la confiabilidad de los resultados realizando un analisis estadistico para cada ensayo. Se realizé un ANOVA
de dos factores con una confiabilidad del 95% (p<0.05) para determinar si se presenta una diferencia
significativa dentro de los datos evaluados. Este anadlisis relaciona dos factores independientes, en este
caso los polimeros y la concentracién, sobre la viabilidad celular o variable dependiente. Como el resultado
estadistico no presenté diferencia significativa, es decir, que la viabilidad celular no se ve influenciada, ni
negativa ni positivamente a causa de la concentracion o el tipo de polimero, estas diferencias se le
atribuyen a la variabilidad genética presente en individuos. Por tal razdn serd necesario que los siguientes
ensayos toxicoldgicos correspondan a evaluar los polimeros en organismos vivos que correspondan a una
poblacién para corroborar o refutar la presencia de efectos adversos. El siguiente ensayo factible seria
determinar la dosis letal en ratones CD1, que en toxicidad aguda seria evaluar a que concentracién las
muestras causan muerte en ratones. Esto para determinar su peligro asociado y no tanto la toxicidad
intrinseca, es decir, determinar la posibilidad de que el material cause efectos dafinos a causa de sus
caracteristicas y no tanto de los factores especificos o circunstancias bajo las que se encuentre cada

administracién (Garcia et. al, 2012).

Bajo la norma ISO 10993 que describe métodos de prueba para evaluar la toxicidad in vitro asociada a
dispositivos médicos y cuya clasificacidn menciona que una viabilidad entre un 75 y 100% corresponde a
un agente no toéxico, de tal manera que podemos decir que no existe un efecto citotoxico agudo asociado

con las muestras analizadas.

Cabe destacar que estos ensayos se realizaron para conocer el primer grado de respuesta de estos
materiales y compararlos con la respuesta presentada a Pluronic® P123 que es un polimero comercial y
del cual ya existe una base de informacion. Sin embargo, los polimeros elaborados para esta investigacion

son polimeros no patentados que se pretende tengan aplicacion biomédica como transportadores de
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farmacos, principalmente porque se demostrd que existe una respuesta a estimulos bioldgicos. Asimismo,

fueron probados cargados con farmacos teniendo resultados favorables.

El estudio con farmacos es otro punto que debe tomarse en cuenta para el desarrollo completo sobre el
estudio de estos materiales. Estd reportado que los materiales poliméricos a los que se les incluyen
agentes activos incrementan su tamafo y caracteristicas como potencial Zeta y su area superficial se ven
afectados. Debido a que, en ambitos moleculares, la morfologia, el tamafio y la variacién de las
propiedades fisicoquimicas son fundamentales en las funciones bioldgicas, lo que en primera instancia
podria observarse como un agente sin efectos adversos, al incluir estos cambios es necesario realizar
pruebas de toxicidad posteriores como dafo al ADN y via de muerte celular en el caso que se presente

algun efecto citotodxico.
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Capitulo 5. Conclusiones

- Se extrajeron y aislaron exitosamente linfocitos y monocitos de sangre periférica humana. Las
muestras de sangre se obtuvieron de donantes sanos entre 20 y 35 afios, intervalo considerado
dentro de los pardmetros de inclusién. Se aislaron las células mononucleares presentes en sangre
utilizando un gradiente de densidades, se recolectaron y se realizaron cultivos celulares primarios

para linfocitos y monocitos de manera independiente.

- Se cuantificd la viabilidad celular en cultivos tefiidos con azul tripano. Se realizd un ensayo para
linfocitos y monocitos en una placa de 96 pocillos expuestos a las muestras de nanopolimeros
Pluronic® P123, Pluronic® P123-PVP y Pluronic® P123-PVP-PEG a concentraciones de 1, 10 y 100
mg/ml por 24 horas, posteriormente se tifieron y fijaron para evaluar el nimero de células vivas.
Los valores resultantes se compararon con el valor de referencia o control negativo para
determinar un porcentaje de viabilidad. Se obtuvieron resultados equivalentes a los reportados
en la literatura para polimeros Pluronic® P123. Para Pluronic® P123-PVP y Pluronic® P123-PVP-
PEG se obtuvieron resultados superiores al 75% de viabilidad celular concluyentes con un
resultado no toéxico. La significativa variacion de la desviacidon estandar que representa la
dispersion de los datos en se le atribuyd al nUmero de muestras evaluadas ya que es necesario

tener una poblacién mayor de datos para determinar la variabilidad entre individuos.

- Se evalud la viabilidad celular en funcidn de la actividad metabdlica por el ensayo de MTT por
medio de un ensayo por triplicado para linfocitos y monocitos en placas de 96 pocillos de manera
independiente. Se expusieron las células a las concentraciones de nanopolimeros por 24 horas y
se aplicé el protocolo con el MTT para evaluar la viabilidad celular en respuesta de la actividad
metabdlica presente. Los resultados en ambos cultivos primarios, linfocitos y monocitos,
mostraron un efecto similar en los tres polimeros a concentraciones de 1 y 100 mg/ml, sin
embargo, en Pluronic® P123-PVP y Pluronic® P123-PVP-PEG en linfocitos, a concentraciones de 10

mg/ml se obtuvo una actividad metabdlica significativamente superior al 100%.

- Los resultados correspondientes a una viabilidad superior al 100% con respecto de los controles
en el ensayo de MTT se le atribuyd a la presencia de contaminacidn en y error de manipulacién en
los pocillos de la placa en la que se observaban estos resultados. Esto debido a que las mismas

muestras evaluadas en otros pozos no presentaban dicho comportamiento.
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- Se determind el efecto citotdxico agudo de las muestras en los cultivos de sangre periférica
humana obteniéndose un resultado no-téxico dentro de la clasificacidn ISO 10993-5, asi como no

se encontré diferencia significativa en el efecto del polimero o la concentracién del mismo en la

viabilidad celular.

- Se concluyd que los nuevos materiales de nanopolimeros Pluronic® P123-PVP y Pluronic® P123-
PVP-PEG no presentan una respuesta adversa al primer contacto con las células del sistema
inmune, sin embargo, se sugieren pruebas de internalizacidn y bioacumulacién, asi como realizar
ensayos citotoxicos a 48 y 72 horas para estudiar el comportamiento-respuesta de las células a

una exposicién mas prolongada.

- Las variaciones entre los resultados entre individuos se le atribuyé a la variabilidad genética
existente en la poblacidon. Se sugiere continuar con la investigacion realizando ensayos

toxicoldgicos en organismos vivos para determinar la dosis letal en una misma poblacién.

- En relacién a los resultados presentados, se plantea que Pluronic® P123-PVP y Pluronic® P123-
PVP-PEG son nanopolimeros potencialmente aplicables al transporte de farmacos de manera segura ya
gue mostraron resultados favorables en respuesta de la viabilidad celular y, en comparacién a Pluronic®
P123, la adicién de PVP y, sobre todo PEG, sugiere una menor respuesta en la diminucién de la viabilidad

celular.
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Anexos

Anexo A. Datos referentes al ensayo con azul tripano
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11 11 13
9 11 9
9 11 10
8 11 11
8 9
7 9 7
6 9 8
6 9 9

Figura 31. Conteo celular en linfocitos y monocitos por azul tripano realizado bajo microscopio dptico
correspondiente a la placa de 96 pocillos. Se representa el nimero de células por pozo vistas bajo microscopio en
el hemocitometro en 10 pl de cultivo celular. La distribucidn corresponde de A-D para linfocitos, siendo A1-A4 los
controles positivos y A5-A8 controles negativos. B representa a las muestras de polimeros Pluronic® P123 de mayor
a menor concentracion por triplicado. El mismo fundamento se aplica para monocitos, valores correspondientes a
la distribucion desde E hasta H.

A1l. Calculo de las células totales por pozo.

Se promedian los valores (dependiendo del nimero repeticiones) para cada grupo de muestras. Es decir,
los estimulos estan hechos por triplicado por lo que se suman los tres valores correspondientes y se divide
entre 3. Por otra parte, se tomaron 4 valores para cada control por lo que se hace el calculo para cuatro

valores.

Ejemplo: Para el control negativo en monocitos tenemos el promedio de células

8+11+11+13
4

células promedio =

De ecn. (1) pagina 35, tenemos para el control negativo en linfocitos que

43
concentracion celular (C—) = (Z)(1.5)(10,000)

C— = (10.75)(1.5)(10,000)
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C—=40,312.5 células

El factor de dilucién se obtiene debido a que, del medio del cultivo celular original (100%) se utilizaron 148
ul por pozo y se llevd hasta 220 al volumen final diluyendo el nimero de células presentes originalmente.

De la misma forma aplica para monocitos, sin embargo, debido al nimero de células totales se utilizaron
155 pl del cultivo original obteniéndose asi un factor de dilucién de 1.4.

Para el control negativo en monocitos tenemos:

8+11+11+13
4

células promedio =

De (1) tenemos para el control negativo en monocitos que

37
concentracion celular (C—) = (T)(lA)(lO'OOO)

C—=(9.25)(1.4)(10,000)
C—= 32,375 células

El mismo procedimiento se realiza con el resto de los datos. Esto se resume en la figura 32.
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Linfocitos
C1 c2 c3 Celulas C1 Celulas C2 Celulas C3
Pluronic P123 32500 36250
P123/PVP 36250 37500
P123/PVP/PEG 37500
Controles
Control + 1 3750
Control - 10.75 40312.5
Monocitos
C1 c2 c3 Celulas C1 Celulas C2 Celulas C3
Pluronic P123 25667 26833
P123/PVP 28000 26833
P123/PVP/PEG 28000
Controles
Control + 0.5 1750
Control - 9.25 32375

Figura 32. Representacion del promedio de células y el total correspondiente después de aplicar las formulas. C1,
C2y C3 representan a las concentraciones de la solucién con polimeros de 1, 10 y 100 mg/ml respectivamente. De
igual forma cada celda tiene su valor correspondiente indicado en el total de células.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
A 3750 0 7500 3750 30000 41250 41250 48750
33750 41250 33750
33750 41250 37500
30000 41250 41250
24500 31500 24500
21000 31500 28000
21000 31500 31500

Figura 33. Representacion cuantitativa del nimero de células totales calculadas por pozo.
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A2. Calculo del porcentaje de viabilidad celular.

El total de células para cada control negativo representa un 100% de viabilidad, de tal modo que la

viabilidad del resto de pozos se indicara con respecto a este valor. Es decir

o numero de célulaspor pozo
Viavilidad celular = - x 100 (4)
numero de células totales (control)

De esta forma obtenemos el porcentaje de viabilidad para cada pozo (ver figura 34).

A 9.3 0.0 18.6 9.3 74.4 102.3 102.3 120.9

83.7 102.3 83.7

83.7 102.3 93.0

74.4 102.3 102.3

86.5 97.3

75.7 97.3 75.7

64.9 97.3 86.5

64.9 97.3 97.3

Figura 34. Representacion de la viabilidad celular por pozo indicada en porcentaje.



A3. Desviacién Estandar (DS)
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Tabla 4. Valores de viabilidad celular para cada concentracidn de las muestras con nanopolimeros con su desviacion

estandar.
Linfocitos Monocitos
Concentracion [mg/ml]

1 10 100 1 10 100
Pluronic P123 89.9 80.6 80.6 82.9 79.3 75.7
DS 10.7 5.4 19.4 12.5 6.2 10.8
P123/PVP 93.0 89.9 83.7 82.9 86.5 82.9
DS 9.3 14.2 18.6 16.5 10.8 12.5
P123/PVP/PEG 93.0 93.0 83.7 86.5 82.9 79.3
DS 16.1 9.3 0.0 18.7 12.5 16.5
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Tabla 5. Conjunto de valores de viabilidad celular general ordenada de menor a mayor concentracion utilizada para
la grafica comparativa entre estimulos y controles. Valores para linfocitos representados en verde. Valores para
monocitos representados en rosa.

Concentracion [mg/ml] Viabilidad % DS (%)
P123 1 mg/ml 1 89.9 10.7
P123 1mg/ml 1 82.9 12.5
P123-PVP 1 mg/ml 1 93.0 9.3
P123-PVP 1 mg/ml 1 82.9 16.5
P123-PVP-PEG 1 mg/ml 1 93.0 16.1
P123-PVP-PEG 1 mg/ml 1 86.5 18.7
P123 10 mg/ml 10 80.6 5.4
P123 10 mg/ml 10 79.3 6.2
P123-PVP 10 mg/ml 10 89.9 14.2
P123-PVP 10 mg/ml 10 86.5 10.8
P123-PVP-PEG 10 mg/ml 10 93.0 9.3
P123-PVP-PEG 10 mg/ml 10 82.9 12.5
P123 100 mg/ml 100 80.6 19.4
P123 100 mg/ml 100 75.7 10.8
P123-PVP 100 mg/ml 100 83.7 18.6
P123-PVP 100 mg/ml 100 82.9 12.5
P123-PVP-PEG 100 mg/ml 100 83.7 0.0
P123-PVP-PEG 100 mg/ml 100 79.3 16.5
Control + 9.3 7.6
Control + 5.4 6.2
Control - 100.0 19.2
Control - 100.0 13.6
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A4. Andlisis estadistico de los datos: ANOVA de dos factores

Tabla 6. Planteamiento del analisis estadistico

ANOVA DE DOS FACTORES
Variables independientes
Variable dependiente Viabilidad
Confiabilidad 95%
P 0.05
Ho Las medias de las concentraciones son iguales
H1 Al menos una media de las concentraciones es diferente
Ho Las medias de los tipos de polimero son iguales
H1 Al menos una media de los tipos de polimero es diferente

Tabla 7. Distribucion de valores para ANOVA de dos factores

Tabla de valores

1 mg/ml 10 mg/ml 100 mg/ml suma suma2

P123 89.9 80.6 80.6 251.1 21074.7
P123 82.9 79.3 75.7 237.9 18891.4
P123-PVPV 93.0 89.9 83.7 266.6 23736.7
P123-PVPV 82.9 86.5 82.9 252.3 21227.1
P123-PVP-PEG 93.0 93.0 83.7 269.7 24303.7
P123-PVP-PEG 86.5 82.9 79.3 248.7 20643.2
suma 528.2 512.2 485.9 1526.3 777442.9
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Tabla 8. Suma de cuadrados para el calculo de las diferentes varianzas

FC Factor de correccidn 129421.8
SCT Suma de cuadrados totales 648021.1
SCB Suma de cuadrados de los bloques 234.3
SCTR Suma de cuadrado de los tratamientos 152.1
SCE Suma cuadrados del error 647634.8

Tabla 9. Resultado estadistico Fratic que sigue una distribucidn Fisher-Snedecor con k-1 y N-t grados de libertad, se
puede conocer la probabilidad de obtener valores iguales o0 mas extremos que los observados.

Fuente Grados Suma de Cuadrados
de de cuadrados . F Fc
... . medios
variacion | libertad | de totales
T 17 648021.1 38118.9
B 5 234.3 46.9
TR 2 152.1 76.0

e 10 647634.8 64763.5




Tabla 10. Resultado concluyente del analisis estadistico para el ensayo realizado por azul tripano
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Fc>F

No Diferencia Significativa




Anexo B. Datos referentes al ensayo con MTT

Anexo B1. Datos Individuo 1

Tabla 11. Valores de densidad optica para la muestra de sangre del individuo 1 analizada en ELISA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 0.092 | 0.098 | 0.623 | 0.977 | 1.321 | 1.344 | 1.443 1.405 1.513 | 0.044
B 1.103 | 1.115 | 1.126 1.1 1.095 | 1.106 | 1.095 1.102 1.112 | 0.048
C 1.114 | 1.104 | 1.115 | 1.114 | 1.13 | 1.129 | 1.096 1.099 1.102 | 0.045
D 1.125 | 1.11 | 1.128 | 1.153 | 1.127 | 1.109 | 1.123 1.11 1.102 | 0.06
E 0.085 | 0.084 | 0.088 | 0.064 | 1.483 | 1.394 | 1.353 1.44 1.394 | 0.049
F 1.103 | 1.109 | 1.113 | 1.097 | 1.099 | 1.103 | 1.108 1.109 1.115 | 0.037
G 1.113 | 1.106 | 1.106 | 1.123 | 1.107 | 1.107 | 1.098 1.101 1.112 | 0.049
H 1.124 | 1.115 | 1.114 | 1.104 | 1.101 | 1.101 | 1.108 1.103 1.114 | 0.047
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Tabla 12. Distribucion ordenada de datos correspondientes a densidad Optica registrada para los resultados y su
desviacion estandar asociada.

Linfocitos Monocitos

mg/ml z (DO) DS (DO) Z (DO) DS (DO)
Pluronic® P123 100 1.115 0.012 1.108 0.005
Pluronic® P123-PVP 100 1.111 0.006 1.108 0.004
Pluronic® P123-PVP-PEG 100 1.121 0.010 1.118 0.006
Pluronic® P123 10 1.100 0.006 1.100 0.006
Pluronic® P123-PVP 10 1.124 0.009 1.112 0.009
Pluronic® P123-PVP-PEG 10 1.130 0.022 1.102 0.022
Pluronic® P123 1 1.103 0.009 1.111 0.004
Pluronic® P123-PVP 1 1.099 0.003 1.104 0.007
Pluronic® P123-PVP-PEG 1 1.112 0.011 1.108 0.006
Control + Agua inyectable 0.271 0.305 0.078 0.012
Control - Células sin tratar 1.396 0.086 1.439 0.045

Blanco 0.047 0.006

% Células viables = (Densidad Optica Muestra x 100) + Densidad Optica de Células sin trata
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Tabla 13. Distribucion ordenada de datos correspondientes al porcentaje de viabilidad registrada para los resultados
y su desviacién estandar asociada.

Linfocitos Monocitos
mg/ml 2 (%) DS (%) Z (%) DS (%)
Pluronic® P123 100 79.861 1.340 77.021 1.131
Pluronic® P123-PVP 100 79.599 0.709 77.021 0.908
Pluronic® P123-PVP-PEG 100 80.315 1.124 77.670 1.237
Pluronic® P123 10 78.835 0.642 76.419 1.237
Pluronic® P123-PVP 10 80.554 1.044 77.299 2.014
Pluronic® P123-PVP-PEG 10 80.936 2.577 76.581 4.970
Pluronic® P123 1 79.026 0.995 77.183 0.851
Pluronic® P123-PVP 1 78.739 0.350 76.697 1.656
Pluronic® P123-PVP-PEG 1 79.647 1.235 77.021 1.237
Control + Agua inyectable 19.416 35.520 5.397 2.662

Control - Células sin tratar 100.000 10.000 100.000 10.000




Tabla 14. Distribucién del contenido en la placa de 96 pocillos que corresponde a la cantidad de medio, cultivo

celular y estimulos agregados.
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Linfocitos
Positivo 138 pl células + 61.2 pl de agua inyectable
Negativo 138.8 pl células + 61.2 pl de medio
Muestras 138.8 pul células + 10 pl de estimulo + 51.2 ul de medio
Cargado 100,000 células por pozo

Monocitos
Positivo 138 pl células + 61.2 pl de agua inyectable
Negativo 138.8 pl células + 61.2 pl de medio
Muestras 138.8 pl células + 10 pl muestra + 51.2 pl de medio
Cargado 81,597 células por pozo




Anexo B2. Datos Individuo 2

Tabla 15. Valores de densidad dptica para la muestra de sangre del individuo 2 analizada en ELISA
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 0.056 | 0.057 | 0.054 | 0.054 | 1.264 | 1.128 | 1.162 | 1.085 1.3 0.045
B 1.255 | 1.185 | 1.104 | 1.085 | 1.089 | 1.091 | 1.115 | 1.112 | 1.114 | 0.044
C 1.107 | 1.104 | 1.094 | 2.265 | 1.182 | 1.181 | 1.098 | 1.118 | 1.096 | 0.052
D 1.103 | 1.107 | 1.093 | 1.975 | 1.085 1.86 1.128 | 1.113 | 1.151 | 0.051
E 0.104 | 0.091 | 0.116 | 0.082 | 1.379 | 1.494 | 1.265 | 1.535 | 1.358 | 0.052
F 1.12 1.11 1.111 | 1.102 | 1.107 | 1.106 | 1.106 | 1.104 | 1.109 | 0.043
G 1.121 | 1.127 | 1.118 1.11 1.11 1.117 | 1.107 | 1.128 1.12 0.046
H 1.119 1.12 1.127 | 1.109 | 1.103 | 1.105 | 1.113 | 1.115 | 1.119 | 0.047
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Tabla 16. Distribucién ordenada de datos correspondientes a densidad dptica registrada para los resultados y su
desviacion estandar asociada.

Linfocitos Monocitos
Z (DO) DS (DO) Z (DO) DS (DO)
Pluronic® P123 100 1.181 0.076 1.114 0.006
Pluronic® P123-PVP 100 1.102 0.007 1.122 0.005
Pluronic® P123-PVP-PEG 100 1.101 0.007 1.122 0.004
Pluronic® P123 10 1.088 0.003 1.105 0.003
Pluronic® P123-PVP 10 1.543 0.001 1.112 0.001
Pluronic® P123-PVP-PEG 10 1.640 0.030 1.106 0.081
Pluronic® P123 1 1.114 0.002 1.106 0.003
Pluronic® P123-PVP 1 1.104 0.012 1.118 0.011
Pluronic® P123-PVP-PEG 1 1.131 0.019 1.116 0.003
Control + Agua inyectable 0.056 0.002 0.092 0.011
Control - Células sin tratar 1.194 0.104 1.424 0.097
Blanco 0.048 0.004

% Células viables = (Densidad Optica Muestra x 100) + Densidad Optica de Células sin tratar
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Tabla 17. Distribucion ordenada de datos correspondientes al porcentaje de viabilidad registrada para los resultados
y su desviacion estandar asociada.

Pluronic® P123
Pluronic® P123-
PVP
Pluronic® P123-
PVP-PEG

Pluronic® P123
Pluronic® P123-
PVP
Pluronic® P123-
PVP-PEG

Pluronic® P123
Pluronic® P123-
PVP
Pluronic® P123-
PVP-PEG

Control +

Control -

mg/ml

100

100

100

10

10

10

Agua inyectable

Células sin tratar

Linfocitos

Z (%)

98.918

92.248

92.192

91.131

129.175

137.325

93.252

92.443

94.676

4.661

100.000

DS (%)

7.274

0.655

0.694

0.294

0.068

2.927

0.147

1.171

1.843

0.147

10.000

Monocitos

Z (%)

78.207

78.792

78.792

77.598

78.113

77.645

77.692

78.535

78.347

6.484

100.000

DS (%)

0.570

0.474

0.451

0.316

0.073

8.409

0.260

1.096

0.316

1.144

10.000




Tabla 18. Distribucién del contenido en la placa de 96 pocillos que corresponde a la cantidad de medio, cultivo

celular y estimulos agregados.
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Linfocitos
Positivo 38.7 ul células + 100 ul de agua inyectable + 61.3 ul medio
Negativo 38.7 ul células + 161.3 ul de medio
Muestras 38.7 ul células + 10 u pl de muestra + 151.3 ul de medio
Cargado 100,000 células por pozo

Monocitos
Positivo 137.9 pl células + 62.1 pl de agua inyectable
Negativo 137.9 pl células + 62.1 pl de medio
Muestras 137.9 pl células + 10 pl de muestra + 52.1 ul de medio
Cargado 100,000 células por pozo




Anexo B3. Datos Individuo 3

Tabla 19. Valores de densidad dptica para la muestra de sangre del individuo 3 analizada en ELISA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 0.106 | 0.107 | 0.104 | 0.132 | 1.232 | 1.205 | 1.119 | 1.192 1.15 0.044
B 1.158 | 1.24 | 1.298 | 1.087 | 1.128 | 1.122 | 1.093 | 1.294 1.194 0.043
C 1.112 1.1 1.093 | 2.888 | 2.448 | 2.311 | 1.144 | 1.131 1.137 0.044
D 1.186 | 1.169 | 1.189 | 1.13 | 1.138 | 1.126 | 1.215 | 1.173 1.195 0.043
E 0.096 | 0.092 0.1 0.097 | 1.356 | 1.472 | 1.395 | 1.174 1.458 0.044
F 1.118 | 1.109 | 1.104 | 1.096 | 1.099 | 1.099 | 1.096 11 1.098 0.044
G 1.113 | 1.116 | 1.11 | 1.104 11 1.104 | 1.103 | 1.106 1.107 0.044
H 1.114 | 1.121 | 1.115 | 1.11 | 1.105 | 1.105 | 1.108 | 1.113 1.116 0.044
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Tabla 20. Distribucién ordenada de datos correspondientes a densidad dptica registrada para los resultados y su

desviacidn estandar asociada

Pluronic®
P123
Pluronic®
P123-PVP
Pluronic®
P123--PVP-
PEG
Pluronic®
P123
Pluronic®
P123-PVP
Pluronic®
P123-PVP-
PEG
Pluronic®
P123
Pluronic®
P123-PVP
Pluronic®
P123-PVP-
PEG

Control +

Control -

P1 (100 mg/ml)

P2 (100 mg/ml)

P3 (100 mg/ml)

P1 (10 mg/ml)

P2 (10 mg/ml)

P3 (10 mg/ml)

P1 (1 mg/ml)

P2 (1 mg/ml)

P3 (1 mg/mL)
Agua inyectable
Células sin

tratar

Blanco

Linfocitos

% (DO)

1.232

1.102

1.181

1.112

2.549

1.131

1.194

1.137

1.194

0.106

1.195

0.044

DS
(DO)

0.070

0.010

0.011

0.022

0.301

0.006

0.101

0.007

0.021

0.002

0.034

0.000

Monocitos

z (DO)

1.110

1.113

1.117

1.098

1.103

1.107

1.098

1.105

1.112

0.095

1.329

DS
(DO)

0.007

0.003

0.004

0.022

0.301

0.006

0.002

0.002

0.004

0.003

0.144
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% Células viables = (Densidad Optica Muestra x 100) + Densidad Optica de Células sin tratar



Tabla 21. Distribucién ordenada de datos correspondientes al porcentaje de viabilidad registrada para los
resultados y su desviacion estdndar asociada.

mg/ml
Pluronic® P123 100
Pluronic® P123-
PVP 100
Pluronic® P123-

PVP-PEG 100
Pluronic® P123 10
Pluronic® P123-

PVP 10
Pluronic® P123-

PVP-PEG 10
Pluronic® P123 1
Pluronic® P123-

PVP 1
Pluronic® P123-
PVP-PEG 1
Control + Agua inyectable

Control - Células sin tratar

Linfocitos

5 (%)

103.118

92.209

98.877

93.102

213.350

94.692

99.909

95.194

99.965

8.844

100.000

DS (%)

20.586

2.812

3.157

6.480

88.226

1.788

29.412

1.904

6.148

0.447

10.000

Monocitos

5 (%)

83.526

83.726

84.002

82.598

82.949

83.250

82.598

83.149

83.676

7.146

100.000

DS (%)

0.493

0.209

0.263

1.539

20.955

0.425

0.139

0.145

0.281

0.184

10.000




Tabla 22. Distribucién del contenido en la placa de 96 pocillos que corresponde a la cantidad de medio, cultivo

celular y estimulos agregados.
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Linfocitos
Positivo 27.3 ul células + 100 ul de agua inyectable + 72.7 ul de medio
Negativo 27.3 ul células + 172.7 ul de medio
Muestras 27.3 pl células + 10 pl de muestra + 162.7 ul de medio
Cargado 100,000 células por pozo

Monocitos
Positivo 138.8 ul células + 61.2 pul de agua inyectable
Negativo 138.8 pl células + 61.2 pl de medio
Muestras 138.8 ul células + 10 pl de muestra + 51.2 ul de medio

Cargado

93,403 células por pozo




Tabla 23. Valores de densidad dptica promediadas de las tres muestras de sangre analizada en ELISA
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
A 0.085 0.087 0.260 0.388 1.272 1.226 1.241 1.227 1.321
B 1.172 1.180 1.176 1.091 1.104 1.106 1.101 1.169 1.140
C 1.111 1.103 1.101 2.089 1.587 1.540 1.113 1.116 1.112
D 1.138 1.129 1.137 1.419 1.117 1.365 1.155 1.132 1.149
E 0.095 0.089 0.101 0.081 1.406 1.453 1.338 1.383 1.403
F 1.114 1.109 1.109 1.098 1.102 1.103 1.103 1.104 1.107
G 1.116 1.116 1.111 1.112 1.106 1.109 1.103 1.112 1.113
H 1.119 1.119 1.119 1.108 1.103 1.104 1.110 1.110 1.116




Tabla 24. Datos correspondientes al porcentaje de viabilidad registrada para los resultados promediados del

ensayo por triplicado.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
A 6.7 6.9 20.6 100.9 97.2 97.3 104.7
B 92.9 93.5 93.2 86.5 87.5 87.7 87.3 92.7 90.4
C 88.1 87.4 87.2 165.6 125.8 122.1 88.2 88.5 88.1
D 90.2 89.5 90.1 112.5 88.5 108.2 91.6 89.7 91.1
E 6.8 6.4 5.8 100.6 99.0 100.4
F 79.7 79.4 79.4 78.6 78.8 78.9 79.0 79.0 79.2
G 79.8 79.9 79.5 79.6 79.1 79.4 78.9 79.5 79.6
H 80.1 80.1 80.1 79.3 78.9 79.0 79.4 79.5 79.9
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Tabla 25. Estructura general de los datos del ensayo por triplicado MTT representado por los valores de
densidad 6ptica obtenidos del equipo ELISA.

Concentracion [mg/ml] DO DS (DO)

P123 100 1.176 0.004
P123 100 1.111 0.002502
P123-PVP 100 1.105 0.005481
P123-PVP 100 1.114 0.002715
P123-PVP-PEG 100 1.134 0.005048
P123-PVP-PEG 100 1.119 0.000192
P123 10 1.100 0.008452
P123 10 1.101 0.002269
P123-PVP 10 1.739 0.304281
P123-PVP 10 1.109 0.003339
P123-PVP-PEG 10 1.300 0.161363
P123-PVP-PEG 10 1.105 0.002524
P123 1 1.137 0.03428
P123 1 1.105 0.002082
P123-PVP 1 1.113 0.002269
P123-PVP 1 1.109 0.005621
P123-PVP-PEG 1 1.146 0.012117
P123-PVP-PEG 1 1.112 0.003672
Control + 0.144 0.10066
Control + 0.088 0.008668
Control - 1.262 0.040116
Control - 1.397 0.01258
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Tabla 26. Estructura general de los datos del ensayo por triplicado MTT ordenados en funcidn de la concentracion
representado por los valores de viabilidad celular calculados.

Concentracion [mg/ml] Viabilidad % DS (%)
P123 1 mg/ml 1 90.1 2.7
P123 1mg/ml 1 79.1 0.1
P123-PVP 1 mg/ml 1 88.3 0.2
P123-PVP 1 mg/ml 1 79.4 0.4
P123-PVP-PEG 1 mg/ml 1 90.8 0.0
P123-PVP-PEG 1 mg/ml 1 79.6 0.3
P123 10 mg/ml 10 87.2 0.7
P123 10 mg/ml 10 78.8 0.2
P123-PVP 10 mg/ml 10 137.8 24.1
P123-PVP 10 mg/ml 10 79.4 0.2
P123-PVP-PEG 10 mg/ml 10 103.1 12.8
P123-PVP-PEG 10 mg/ml 10 79.1 0.2
P123 100 mg/ml 100 93.2 0.3
P123 100 mg/ml 100 79.5 0.2
P123-PVP 100 mg/ml 100 87.6 0.4
P123-PVP 100 mg/ml 100 79.7 0.2
P123-PVP-PEG 100 mg/ml 100 89.9 0.4
P123-PVP-PEG 100 mg/ml 100 80.1 0.0
Control + 11.4 8.0
Control + 6.3 0.5
Control - 100.0 3.6
Control - 100.0 0.9
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