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RESUMEN

Con el surgimiento de la nanotecnologia en la década de los 80, las aplicaciones de los
nanomateriales se han venido diversificando continuamente hasta nuestros dias. En
particular, las aplicaciones de la nanotecnologia en el campo biomédico han cobrado
relevancia por su impacto potencial en la salud humana y el medio ambiente. En el caso
especifico de las nanoparticulas de plata (AgNPs); el poder microbicida que estas tienen
ha llevado a la nanotecnologia a buscar alternativas novedosas que permitan hacer
frente a la crisis mundial de antibioticos. En el presente trabajo se evalu6 el efecto
hemolitico de las AgNPs Argovit mediante la prueba de hemdlisis ex vivo pH-dependent
hemodlisis assay, sobre eritrocitos de donador diabético (EDD) en paralelo con eritrocitos
de donador sano (EDS), frente al nitrato de plata (AgNO3). Nuestros resultados muestran
que existen diferencias significativas (p<0.05) entre el porcentaje de hemodlisis que
ejercen las AgNPs Argovit (4%) sobre EDD y el que ejercen en EDS (= 0%) sin exceder
el limite de no hemolisis de 5%, a concentraciones < 24 ug / mL de contenido de Ag en
las AgNPs, mientras que el AgNO3z a la misma concentracion produce porcentajes de
hemolisis mucho mayores en EDD (18%) y EDS (13%), excediendo el limite de baja
hemolisis de 10%. También se muestra que los EDD tienen mayor susceptibilidad a la
hemolisis que los EDS bajo el mismo contenido de Ag ya sea por las AgNPs Argovit o
por AgNOs, por lo que se evidencia que las AgQNPs poseen un mecanismo hemolitico
adicional al de los iones Ag*. También se presenta un resumen grafico de los bioefectos
de Argovit reportados en otros trabajos para compararlos con el efecto hemolitico que
aqui se reporta. Adicionalmente se aborda una comparacion del efecto hemolitico de
otras nanoparticulas (reportado en otros trabajos) y el que ejerce Argovit en el presente
estudio. Nuestros resultados muestran que a concentraciones <400 ug / mL, las AgNPs
Argovit no son hemoliticas; tanto en EDS como en EDD.



ABSTRACT

With the emergence of nanotechnology in the 1980s, the applications of nhanomaterials
have been continuously diversifying to this day. In particular, the applications of
nanotechnology in the biomedical field have gained relevance due to their potential
impact on human health and the environment. In the specific case of silver nanoparticles
(AgNPs); the microbicidal power they have, has led nanotechnology to seek novel
alternatives that allow it to face the global antibiotic crisis. In the present work, the
hemolytic effect of Argovit AQNPs was evaluated by the ex vivo pH-dependent hemolysis
assay on diabetic donor erythrocytes (DDE) in parallel with healthy donor erythrocytes
(HDE), against silver nitrate (AgNO3). The present work shows that there are significant
differences (p<0.05) between the percentage of hemolysis exerted by Argovit AgNPs
(4%) on EDD and that exerted on EDS (= 0%) without exceeding the limit of no hemolysis
of 5%, at concentrations < 24 ug / mL of Ag content in AQNPs, while AgNO3 at the same
concentration produces much higher percentages of hemolysis in EDD (18%) and EDS
(13%), exceeding the limit of low hemolysis of 10%. It is also shown that EDDs have a
greater susceptibility to hemolysis than EDS under the same Ag content either by Argovit
AgNPs or by AgNOsg, thus it is evidenced that AQNPs have an additional hemolytic
mechanism to that of Ag* ions . A graphical summary of the Argovit bio-effects reported
in other works is also presented to compare them with the hemolytic effect reported here.
Additionally, a comparison of the hemolytic effect of other nanopatrticles (reported in other
works) and that exerted by Argovit in the present study is addressed. Our results show
that at concentrations <400 ug / mL, Argovit AQNPs are not hemolytic; in both EDS and
EDD.
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1. Introduccién

Los nanomateriales para aplicaciones bioldgicas se han desarrollado con éxito en las
tltimas décadas y han tenido éxito en la administracion de farmacos, la obtencién de
imagenes terandsticas, etc.[1]. Son muy utilizados en diferentes campos por sus
propiedades Unicas, pero también pueden ocasionar efectos adversos tanto a la salud
humana como al medio ambiente, por lo que es necesario conocer los riesgos y factores

gue aumentan estos efectos adversos. [2] .

El uso biomédico y no biomédico de nanomateriales se ha generalizado cada vez mas
en los campos comercial e industrial de muchos paises, mientras que los mecanismos
de accion siguen siendo esquivos. Las nanoparticulas de plata (AgNPs) se han utilizado
principalmente como agentes microbicidas, mientras que otras aplicaciones biomédicas
son menos recurrentes. En el caso de las AgNPs Argovit, se han publicado varios
estudios con usos potenciales en nanomedicina. Algunos de los bioefectos que se han
estudiado con Argovit se muestran en la Fig. anexa 1. En esta figura los intervalos de
concentracion en los que se reportan los efectos para diferentes modelos in vitro e in
Vivo, se clasifican en grupos de estudios similares. Los bioefectos incluyen el genotoxico,
citotoxico y microbicida entre otros. Se llevaron a cabo en diferentes sistemas biologicos:
bacterias, virus, hongos, animales (ratones, perros, etc.), plantas y lineas celulares

humanas. Para mas detalles, se puede consultar la Tabla anexa 2

Después de la exposicion a las AgNPs, la mayoria de las publicaciones muestran una
viabilidad celular reducida [3], sin embargo, no existe consenso sobre el mecanismo de
citotoxicidad de las AgNPs. La plata dafla o mata las bacterias en el mismo intervalo de

1



concentracion en el que dafia las células humanas [4]. Sin embargo, para los bioefectos
mostrados en la Fig. 1, hay ciertas concentraciones en las que Argovit no es genotoxico

ni citotéxico.

En el trabajo de genotoxicidad y citotoxicidad de Ruiz, et al.,[5], se determind que Argovit
no es genotoxico en linfocitos de sangre periférica humana. La absorcion de las AgNPs
Argovit en el higado, el bazo y la mucosa del intestino delgado se reporta en el trabajo
de Platonova, et al., [6]. La bioacumulacién de Argovit AgNPs podria considerarse no
peligrosa o no téxica segun Buzulukov, et al. [7]. En el estudio de exposicién a corto plazo
y dosis Unica intragastrica en ratas, Gmoshinski, et al.,[8] reporta una absorcion de

AgNPs Argovit de solo 2%, siendo excretado 98% en heces.

A partir de ahora y a lo largo del presente texto, la discusion se llevara a cabo utilizando
la concentracion de AgNPs en g / mL, a menos que se especifique lo contrario. En la
Tabla 6 se muestran las concentraciones de Ag* contenidas en Argovit y AQNOz en ug /

mL y mM.

La prueba de hemdlisis in vitro juega un papel importante en la aprobacién y posterior
uso y eleccién de medicamentos, especialmente hoy en dia que COVID-19 (SARS-CoV-
2) es parte de una nueva realidad mundial. Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), 1 de cada 11 o0 422 millones de personas en el mundo tiene diabetes. La diabetes
y otras comorbilidades son importantes predictores de morbilidad y mortalidad en
pacientes con COVID-19 [9]. Existe evidencia de una mayor incidencia y gravedad de

COVID-19 en pacientes con diabetes. [10]. En este sentido, la prueba de hemdlisis en



eritrocitos de donante diabético (EDD) se convierte en un modelo importante para las
pruebas de hemdlisis. Los EDD tienen una disminucién en la deformabilidad y por lo
tanto, son mas susceptibles a la ruptura en comparacion con los eritrocitos de donante

sano (EDS), [11], [12], [13].

Una hemolisis menor al 5% se considera nula segun la Sociedad Americana para
Pruebas y Materiales (ASTM), ya que a partir de este limite se dafia el eritrocito (ASTM
E2524, 2013). La hemdlisis baja esta entre el 5y el 10%, y los valores superiores al 10%

representan una hemolisis marcada [14].

La prueba de hemdlisis es una de las diversas pruebas de citotoxicidad establecidas por
el Comité Cientifico para la Seguridad del Consumidor (SCCS) [15]. Se han utilizado
muchas AgNPs para tratar las Ulceras de pie diabético y otras heridas relacionadas con

la diabetes [16], [17], [18], incluyendo Argovit [19], [20].

[21]. Se han realizado muchos estudios para Argovit, incluidas pruebas de genotoxicidad
y citotoxicidad (consulte Fig. 1), sin embargo, la prueba de hemdlisis no se habia

informado antes de este trabajo.

Numerosos estudios describen la hemolisis de AQNP en EDS, sin embargo, no se han

encontrado estudios basados en experimentos con EDD.

La hemolisis representa la ruptura o alteracion de la integridad de la membrana de los

glébulos rojos (GR), provocando la liberacibn de hemoglobina. [22]. Una mayor



susceptibilidad a la hemdlisis de los EDD respecto EDS se puede explicar por los
cambios estructurales que induce la hiperglucemia en los glébulos rojos, provocando

estrés osmoético y mayor fragilidad de la membrana [23], [24].

Por tanto, el objetivo del presente trabajo es identificar la capacidad hemolitica de Argovit
y compararla con la hemolisis producida por los Ag* de AgNO3 en EDD y EDS. Nuestros
resultados muestran que la hemolisis producida por Argovit es mayor en EDD que en

EDS y mayor por los Ag* que por Argovit.

En el presente trabajo se determina la hemodlisis inducida por Argovit en EDS y EDD;
mediante el ensayo de hemdlisis dependiente del pH ex vivo, contra nitrato de plata

(AgNO:3), usando Triton X-100 como control positivo y PBS como control negativo.

Los resultados de hemolisis de este trabajo se contrastan con los reportados en otros
trabajos tomando en consideracion que las AgNPs tienen diferentes propiedades
fisicoquimicas como el tamafio, la forma, el recubrimiento, la carga, la solubilidad, etc.
[25]. Estas propiedades se han asociado a la genotoxicidad y la citotoxicidad, incluida la

hemalisis.

2. Antecedentes

Los nanomateriales en el campo de la biologia han producido bioefectos que se sabe
tienen una posible aplicacién en nanomedicina. Se han probado muchos nanomateriales
emergentes en busca de efectos bioldégicos con aplicaciones potenciales; pero la
toxicidad ha limitado su uso. Los efectos adversos de muchos nanomateriales incluyen

citotoxicidad, genotoxicidad y teratogenicidad. Por tanto, la biocompatibilidad en



diferentes modelos biolégicos es un tema que requiere especial atencion. Las
nanoparticulas de plata (AgNPs) han atraido mucha atencion debido a su bien
establecido efecto microbicida. Las pruebas de biocompatibilidad y seguridad necesarias
para garantizar el uso bioético de los nanomateriales han sido establecidas por el Comité
Cientifico de Seguridad del Consumidor de la Unién Europea (SCCS). Sin embargo, el
uso de nanomateriales se esta generalizando cada vez mas en todo el mundo, mientras
gue sus mecanismos de accién siguen siendo esquivos. Entre las pruebas de
citocompatibilidad de primera linea se encuentra la citotoxicidad, que incluye la prueba
de hemdlisis. La mayoria de los bioefectos reportados en otros trabajos para Argovit y
gue tienen una aplicacion biologica potencial, se producen a concentraciones en las que
Argovit no es hemolitico. Nuestros resultados sugieren que Argovit tiene un potencial uso

seguro y que es menos hemolitico que las otras 22 AgNP mencionadas en este trabajo.

2.1 Trabajos realizados con Argovit

Se han realizado diversos estudios entorno a los bioefectos y toxicidad de Argovit en
modelos vegetales, animales, microbianos y lineas celulares humanas, mientras que sus
aplicaciones mas recurrentes son como antimicrobiano y antiviral en agricultura,

acuicultura, veterinaria y tépica en humanos en el tratamiento de Ulceras de pie diabético.

La Fig. 1 muestra algunos estudios que se han publicado por nuestro grupo, con
diferentes experimentos in vitro e in vivo. Los bigotes en los gréaficos representan el

intervalo en el que se llevo a cabo el estudio y la marca | en cada intervalo indica la



concentracion a la que se encontro el bioefecto. En la Tabla anexa 2 se presenta una
descripcién mas detallada de cada estudio con su numero de estudio (S#) mostrado en

el eje vertical de la Fig. 1.

Anti-lcera de pie dibético. S11— ‘ —
Genotoxicidad (Allium cepa). S2— —
Anti-viral WSSV. S3— |
Anti-Melanoma. S4 - —]
No genotoxico. S5 | ‘
Anti-Huanglongbing. S6 - &
Anti-infectividad RVFV. S7 - —
Genotoéxico (linfocitos humanos). S8 — 1
Anti-cancer DU-145. S9 |- —_—
Anti-cancer MDA-MB -231. S10— —
Anti-microbiano. $11 —— ‘
Multiplicacion de brotes. S12 |- —_—t |
Sinergia con antibicticos. S13|- 1 ‘
Anti-cancer H1437. S14 e ‘
Viabilidad de células Vero. S15— —_——
Anti-cancer células HelLa. S16 —_—
Anti-cancer MCF7. S17 - EEE— aa—
Anti-cancer DLD-1. S18 _
Anti-cancer HT-29. S19— e—
Anti-cancer H1299. S20- —, |
Anti-Distemper. S21 [ e | ‘
Anti- C. albicans. S22~ 1 ‘
Anti-Huanglongbing. S23 — 1
Cytotoxicidad (Vanilla planifolia). S24 — —_—
Anti-Huanglongbing. S25 - —
Anti- F. oxysporum. S26 — $
Citotoxicidad (médula ésea de ratén). S27 — 1
Anti- S. aureus. S28— )
Anti- E. coli. S29— 1
Anti-viral RVFV. S30— —
MDA-MB-231 LD100. S31—
Anti-parasitico. S32 —
Hela LD100. S33—
Células dendriticas LD100. S34 —
Células Vero LD90. S35 ¥
Anti-Rhodomonas sp. S36 — ) |
Viabilidad de células HelLa 24 hrs. S37 — f———— ‘
Anti-Viral WSSV. S38 - H ‘
Sinergia con anti-fungicos. S39— | ‘
Viabilidad de células MDA-MB -231 24 hrs. S40— F 1
22 | L 8 RS R | UK R LR A | L f s | LI UL E 2 O
0.01 0.1 1 10 100 1000 10000
[NP-0] pg/mL
BE Tépico humano  EE Células humanas Em Plantas B Animales Em Microorganismos

Fig. 1. Intervalos de concentracion estudiados con Argovit. (Fuente: elaboracion propia)

En el estudio S1, se presentd por primera vez el uso de AgNPs Argovit para el
tratamiento de las Ulceras del pie diabético grado Il y Il de la clasificacion de Wagner.

Las ulceras fueron tratadas por administracion topica de AgNPs a 1.8 mg / mL de plata
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metélica ademas de los antibidticos convencionales. En todos los casos presentados en
este estudio, se observd una mejora significativa en la evolucién de las con la
administracién de AgNPs. Los bordes de la lesion llegaron al punto de cierre. Estos
resultados constituyeron la base para mas estudios sobre el uso de AgNP para el

tratamiento de enfermedades crénicas y Ulceras de diferentes origenes [21].

Dando continuidad al estudio S1, en un trabajo subsecuente se present6 el uso de AgNPs
para el tratamiento de Ulceras de pie diabético grado Il de la clasificacion de Wagner.
Ademas del tratamiento con antibidticos convencionales, las Ulceras fueron tratadas
mediante la administracion topica de AQNPs a una concentracion de 1.2 mg/ mL de plata
metalica. Los resultados obtenidos, revelan una mejora significativa en la evolucion de
las Ulceras, en donde los bordes de la lesibn se acercaron de manera efectiva,

observandose tejido de granulacion, disminucién del edema y placas de fibrina. [20].

En otra réplica del estudio S1, se reporta un enfoque de nanomedicina para el tratamiento
exitoso de las Ulceras de pie diabético de clasificacion de Wagner grados Il y Ill. La
administracién topica diaria de una solucion de AgNPs a una concentracion de plata de
1.8 mg / mL provoca una mejora de la curacién de la UPD en menos de 60 dias en

promedio. [26].

En el estudio S2, se abordé un trabajo sistematico de la actividad citotoxica y genotoxica

con AgNP Argovit en Allium cepa. El rango de concentracion evaluado de 5-100 g / mL



de contenido de plata metélica (85-1666 g / mL de formulacion completa), es 10 a 17
veces mayor que el utilizado en informes previos con formulaciones de AgNP recubiertas
con polivinilpirrolidona (PVP) y no mostraron dafio citotoxico o genotoxico en Allium cepa.
Por el contrario, concentraciones bajas (5 y 10 g / mL) promueven el crecimiento sin
dafar raices o bulbos. Hasta este trabajo, todas las formulaciones de PVP-AgNP
evaluadas en Allium cepa independientemente de su tamafio, concentracion o tiempo de
exposicion habian mostrado fitotoxicidad. La respuesta biolégica observada en Allium
cepa expuesto a Argovit es causada por las nanoparticulas y no por iones de plata. La
relacion metal / agente de recubrimiento juega un papel fundamental en esta respuesta
y debe ser considerada dentro de los parametros fisicoquimicos clave para el disefio y

fabricacion de nanomateriales mas seguros [27].

En el estudio S3 sobre acuicultura, se evaluo la tasa de supervivencia de camarones
blancos juveniles sanos (Litopenaeus vannamei) después de la administracion
intramuscular de AgNP Argovit. Después de 96 horas de la administracion, la
supervivencia del camarén fue mayor al 90% en todos los tratamientos. La tasa de
consumo de oxigeno y el recuento total de hemocitos permanecio inalterado después de
la inyeccion de AgNP, lo que refleja ningun estrés causado. Los resultados revelaron que
la tasa de supervivencia de los camarones infectados con virus de la mancha blanca
(WSSV) después de la administracion de AgNPs fue del 80%, mientras que la tasa de
supervivencia de los organismos infectados, pero no tratados con AgNPs, fue solo del
10% a las 96 horas después de la infeccion. Estos resultados abren la posibilidad de

explorar el uso potencial de las AQNPs como agentes antivirales para el tratamiento de



enfermedades en organismos de la acuicultura, en particular el WSSV en cultivo de

camaron [28].

En los estudios S9, S10, S14, S16, S17, S18, S19, S20, S31, S37 y S40.

En este documento, los efectos citotoxicos de Argovit ™ AgNP se evaluaron en ocho
lineas de células cancerosas. Se realizaron mas estudios citotoxicos en lineas celulares
de cancer ginecolégico de cuello uterino (HeLa) y cancer de mama (MDA-MB-231 y
MCF7). En ambos casos, la mitad de la concentracion inhibitoria méxima

(ICs0) de AgNPs produjo la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) después
de 24 horas de incubacion, pero fue estadisticamente no significativa en comparacion
con las células no tratadas. Sin embargo, las células HeLa, MDA-MB-231 y MCF7
tratadas con la concentracion inhibitoria (ClI) maxima de AgNPs indujeron la formacion
de ROS a las 12 0 24 h de incubacion. La genotoxicidad lograda por el ensayo cometa
en células HeLa, MDA-MB-231 y MCF7 revel6 que la exposicion a ICso de AgNPs no
induce un dafio notable en el ADN de las células. Sin embargo, la Cl de las AgNPs
provoco un dafio grave del ADN después de 12 y 24 horas de exposicion. El trabajo
concluye que, Argovit (AgNPs recubiertas de polivinilpirrolidona) induce un efecto
citotoxico de una manera dependiente del tiempo y de la dosis en las ocho lineas
celulares de cancer probadas.

Sin embargo, el efecto genotoxico esta restringido principalmente por la concentracion.
Los resultados contribuyen a explorar nuevas aplicaciones terapéuticas de las AQNPs en
tumores malignos de modelos murinos y estudiar en profundidad los efectos citotoxicos
y genotoxicos de las AgNPs en células sanas en el tejido circundante de la neoplasia

[29].



En el estudio S4, se presenta un trabajo sistematico centrado en el efecto antiproliferativo
y antitumoral de las AgNPs. Los principales cambios en la viabilidad celular, la induccion
de apoptosis y necrosis y la generacién de ROS se investigaron en las células B16-F10
después de seis horas de exposicion a las AgNPs (ICso = 4.2 ug / mL) o cisplatino (ICso
= 20 yug / mL). A pesar de la respuesta similar para las AgNPs y el cisplatino sobre la
potencia, se desencadenaron vias de muerte celular significativamente diferentes.
Mientras que las AgNPs solo inducen apoptosis (45.98 = 1.88%), el cisplatino induce
apoptosis y necrosis en la misma proporcion (22.31 + 1.72% y 24.07 = 1.10%,
respectivamente). Ademas de su actividad antiproliferativa, los experimentos in vivo
mostraron que los tratamientos de 3, 6, y 12 mg / kg de AgNPs producen una tasa de
supervivencia casi 4 veces mayor (p <0.05) en comparacion con la tasa de supervivencia
obtenida con Cisplatino (2 mg / kg). Ademas, los ratones supervivientes tratados con
AgNPs no muestran dafio genotoxico determinado por cuantificacion de la frecuencia de
microndcleos en células sanguineas periféricas. Estos resultados muestran la notable
actividad antitumoral de la formulacion de AgNPs no genotoxicas y constituyen el primer
avance hacia la aplicacion de estas AgNPs para el tratamiento del melanoma, que podria
reducir considerablemente los efectos adversos provocados por los quimioterapicos

actualmente aplicados [30].

En el estudio S5 se evalu6 la capacidad genotoxica de AgNPs Argovit™ a partir de la
técnica de microndcleos en reticulocitos de sangre periférica de ratones. Las
nanoparticulas de plata se suministraron en dosis terapéuticas por via oral (indicadas

para perros como tratamiento para el moquillo) durante tres dias a un grupo conformado
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por siete ratones y a otros dos grupos con igual nimero de ratones se administro
respectivamente agua inyectable y arabinosa C. Los resultados preliminares muestran
diferencias significativas en el numero de micronucleos en reticulocitos entre los tres
grupos, por lo que se requiere comprobar este resultado con otro tipo de modelos in vitro

[31].

En los estudios S6, S23 y S25, se presenta el primer enfoque nanotecnoldgico para
evaluar la capacidad de las AgNPs para erradicar directamente las bacterias
responsables de la enfermedad de Huanglongbing, Candidatus Liberibacter asiaticus
(CLas), en el campo. Las AgNPs se administraron mediante aspersion foliar e inyeccion
en el tronco de 93 arboles enfermos con resultados notables. Ambos métodos producen
una disminucion del 80-90% del titulo bacteriano, cuantificado por qRT-PCR en tejido
foliar recolectado, en comparacién con el grupo de control. Las imagenes de microscopia
electronica de barrido muestran una reduccion esencial de acumulacion de almidon en
los vasos del floema después de los tratamientos con AgNP sin evidencia de bacterias
en las muestras analizadas. En comparacion con otros meétodos efectivos que involucran
antibidticos B-lactamicos, la potencia de AgNPs es de 3 a 60 veces mayor cuando se
administra por aspersion foliar y de 75 a 750 veces mayor cuando la administracion fue
por inyeccion en el tronco. En el estudio se propone a esta formulaciéon de AQNPs como

una alternativa prometedora para el tratamiento de arboles infectados en el campo [32].

En los estudios S7 y S30 se probo la actividad antiviral potencial de las nanoparticulas

de plata formuladas como Argovit™ contra el virus de la fiebre del Valle del Rift (RVFV).
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La actividad antiviral de Argovit se probé en cultivos de células Vero y en ratones
deficientes en el receptor de interferdn tipo | (ratones IFNAR -/ -) mediante dos enfoques
diferentes: (i) se agregaron diferentes diluciones de Argovit a las células previamente
infectadas o se administraron a los animales infectados con una dosis letal de virus; (ii)
el virus se preincubd con diferentes diluciones de Argovit antes de la inoculacion en
ratones o células. Aunque la capacidad de las nanoparticulas de plata para controlar una
infeccion por RVFV en curso en las condiciones probadas fue limitada, la incubacion del
virus con Argovit antes de la infecciébn condujo a una reduccion de los titulos de
infectividad, tanto in vitro como in vivo. Estos resultados revelan la posible aplicacion de
las AgNPs para controlar la infectividad del RVFV, que es un patdégeno zoonadtico

importante.[33].

En el estudio S8, se presentd el comportamiento citotoxico y genotoxico de dos
formulaciones de nanopatrticulas de plata, nano-Composix™ y Argovit™ recubiertas de
polivinilpirrolidona disponibles comercialmente. Ambas AgNPs pueden identificarse
como no citotdxicas y no genotoxicas con solo evaluar la induccion de micronucleos
(MNi) y el indice mitético, pero presentan enormes diferencias cuando otros parametros
como citostasis, apoptosis, necrosis y dafio nuclear (brotes nucleares (NBUD) y puentes
nucleoplasmaticos (NPB)). Los resultados muestran que Argovit (PVP-AgNP de 35 nm)
y nano-Composix (PVP-AgNP de 50 nm), en concentraciones de 0.012 a 12 ug/ mL, no
producen cambios en el indice de divisién nuclear (NDI) o la frecuencia de micronucleos
(MNi) en comparacion con los valores encontrados en cultivos de control de linfocitos de

sangre periférica humana de un donante sano. Aun asi, las PVP-AgNPs de 50 nm
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disminuyen significativamente el indice de replicacion y aumentan significativamente la
citostasis, apoptosis, necrosis y las frecuencias de NBUD y NPB. Ademas, proporciona
informacién muy importante sobre el papel que desempefia la relacion [agente de
recubrimiento] / [metal] en el disefio de hanomateriales que podrian reducir los efectos

adversos tanto como sea posible manteniendo su capacidad terapéutica [5].

En el trabajo S11, se evalud los efectos antimicrobianos y horméticos de Argovit sobre
la regeneracion in vitro de la planta de vainilla (Vanilla planifolia) utilizando un sistema de
inmersion temporal (TIS). Los resultados mostraron que la contaminacion bacteriana se
redujo con el uso de 50, 100 y 200 mg / L de Argovit. Se observé estimulacion del
crecimiento de la planta con 25 y 50 mg / L, mientras que la inhibicion significativa del
crecimiento de la planta fue detectada a 100 y 200 mg / L. El analisis de nutrientes
minerales revel6 cambios en las concentraciones de macro y micronutrientes producidos
por Argovit. Ademas, la presencia de Argovit indujo la produccion de ROS y aumento el
total contenido fendlico, capacidad antioxidante y peroxidacion lipidica con un efecto
dosis-dependiente. Los resultados de este trabajo sugieren que la produccion de ROS y
la nutricion mineral son mecanismos clave de la hormesis inducida por AgNPs sobre la
planta de vainilla. En el trabajo se sugiere que con la adicién de 50 mg / L de Argovit en
el medio de cultivo, habria un efecto antimicrobiano y hormonal y que el uso de Argovit
podria ser una estrategia eficiente para la micropropagacioén comercial de vainilla y otras

especies [34].
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En el estudio S12, se evalud la respuesta hormonal a las nanoparticulas de plata (AgNP)
en la multiplicacion in vitro de la cafia de azucar (Saccharum spp. Cv. Mex 69-290)
mediante un sistema de inmersion temporal en medio de cultivo Murashige y Skoog con
AgNPs a concentraciones de 0, 25, 50, 100 y 200 mg / L. Los resultados muestran que
el crecimiento de la fase de estimulacion se observé a 50 mg / L de AgNPs, mientras que
la fase de inhibicion se detect6 a 200 mg / L de AgNPs. El andlisis de nutrientes minerales
mostré cambios en macronutrientes y micronutrientes contenidos debido al efecto de
AgNPs. Ademas, las AgNPs indujeron la produccién de ROS y aumentaron el contenido

fendlico total, con un efecto dosis-dependiente.

En este trabajo se sugiere que la produccidon de ROS y la nutricion mineral son
mecanismos clave de la hormesis inducida por AQNP y que la acumulacion fendlica se
obtuvo como respuesta de la planta al estrés producido por altas dosis de AgNPs. Por lo
tanto, pequeias dosis de AgNPs en el medio de cultivo podrian ser una estrategia eficaz

para la micropropagacion comercial [35].

En el trabajo S13, se estudid la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata
(AgNPs), los agentes antifungicos (Anfotericina B y Fluconazol) y combinaciones de
AgNPs con antifungicos sobre la levadura dimérfica patégena Candida albicans. Los
tratamientos combinados de AgNPs y antifingicos mostraron un efecto diferente sobre
la actividad antimicrobiana. En el estudio se concluye que las AgNPs alteran la capacidad
antimicrobiana de los antifungicos. Se presenta un efecto sinérgico en el tratamiento
combinado de las AgNPs y anfotericina B, mientras que fueron antagonistas en la

combinacién AgNPs-fluconazol. Adicionalmente aclara que ni las AgNPs, los
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antifingicos, o su combinacion alteran la capacidad dimorfica de C. albicans en

condiciones de cultivo estandar [36].

En los estudios S15, S22, S26, S28, S29, S33, S34, S35 y S36 sobre la toxicidad de las
AgNPs en sistemas biologicos de diferentes niveles de complejidad, se encontré que los
sistemas biolégicos de diferentes grupos taxondmicos se inhiben a concentraciones de
AgNPs dentro del mismo orden de magnitud. Por tanto, la toxicidad de los
nanomateriales en sistemas biolégicos / vivos restringidos por su complejidad, por
ejemplo; los grupos taxonomicos, resultd contrario a lo esperado. El estudio menciona
gue el hecho de que las células y los virus se inhiben con una concentracion de AgNPs
dentro del mismo orden de magnitud, podria explicarse considerando que las AgNPs
afectan a mecanismos celulares muy primitivos debido a su interaccidn con estructuras

fundamentales para células y virus por igual [37].

En el estudio S21 se utilizd una composicion farmacéutica veterinaria de AGNPs Argovit,
para el tratamiento del moquillo en perros (distemper) con sintomas neurolégicos y no
neuroldgicos. El tratamiento con AgNPs de perros enfermos de moquillo con sintomas
no neuroldgicos, proporciona una tasa de recuperacion y motilidad muy alta (90 %) sin
presentar secuelas a los siete dias de tratamiento teniendo una recuperaciéon completa
a los 10 dias. Sin embargo, en perros con sintomas neuroldgicos, el tratamiento con

AgNP no pudo revertir la enfermedad [38].
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En el estudio S24 se presentd el primer estudio de los efectos citotoxicos y genotoxicos
promovidos por AgNPs en plantulas de vainilla (Vanilla planifolia) después de un largo
tiempo de exposicion de seis semanas. Los resultados mostraron que el crecimiento de
las plantulas de vainilla planifolia se favorecen con dosis de 25 y 50 mg / L con una
pequefa disminucion del indice mitético. Se encontré una dependencia de la dosis en la
frecuencia de las aberraciones cromosdmicas y micronucleos en las células. Sin
embargo, los efectos genotéxicos podrian considerarse minimos debido a que con la
concentracion mas alta empleada (200 mg / L), el porcentaje total de aberraciones
cromosomicas es inferior al 5% con solo tres micronucleos en 3,000 células, a pesar de
la exposicion prolongada a las AgNPs. Por tanto, 25y 50 mg /L (1.5y 3 mg /L de plata
metalica) se identificaron como concentraciones seguras para el crecimiento de Vanilla
planifolia en condiciones in vitro. La exposicion de las plantulas a las AQNPs aumenta el
polimorfismo registrado por el método de repeticion de secuencia Inter- simple (ISSR),

gue podria ser util para promover la variabilidad genética de esta especie. [39].

En el estudio S27, se evalud la citotoxicidad y genotoxicidad de las AgNPs Argovit en
células dendriticas derivadas de la médula 6sea de raton (BMDC) consideradas
importantes células presentadoras de antigenos del sistema inmunologico. Los
resultados mostraron que después de 12 horas de exposicion a las AgNPs, se produjo
una disminucién significativa en la viabilidad de las BMDC a la concentracion mas alta
probada (1.0 mg de AgNPs / mL) mientras que, a dosis mas bajas, las células
mantuvieron la integridad de la membrana y la actividad metabdlica. El dafio del ADN fue

no significativo con todas las concentraciones probadas, con excepcion de la
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concentracion de 1.0 pg de AgNPs / mL. En cuanto al fenotipo, no se presentaron
diferencias en la expresion de CD40 (molécula coestimuladora muy presente en BMDC
maduras) ni en CD273 (un marcador de respuesta inhibitoria de células T). Este trabajo
publicado en 2019 representa el primer paso para identificar los efectos toxicos de esta

formulacion de AgNP en las células dendriticas [25].

En el trabajo S32, se evaluaron por primera vez los efectos letales de la formulacion
Argovit en hipnosporas de P. marinus, una etapa particularmente resistente del parasito
de ostras que persiste en el medio ambiente hasta que se presentan condiciones
favorables para que se induzca la zoosporulacion. Una concentracion de AgNPs de 0.093
nM produjo un 50% de mortalidad en P. marinus. El tratamiento con 0.927 nM de plata,
como AgNPs o AgNO:s fue altamente letal, produciendo una mortalidad mayor a 90%. En
el estudio se reporta que las AgNPs estuvieron implicadas en la deformacion de las
hipnosporas. Estos resultados sugieren investigaciones posteriores de los posibles
efectos de Argovit contra otras etapas de desarrollo de este parasito, como trofozoitos y
tomontes que se desarrollan en tejidos o hemolinfa de ostras infectadas, asi como

estudios sobre sus efectos en el huésped y el medio ambiente [40].

En el estudio S38 se realizaron ensayos experimentales para evaluar el uso de una
nueva formulacién de nanoparticulas de plata llamada Argovit-4, que se prepar6 con una
ligera modificacion para mejorar su actividad biolégica contra el virus del sindrome de la
mancha blanca (WSSV) en cultivo de camaron. Este estudio es la primera demostracion

de que la nueva formulacion de Argovit-4 tiene potencial como aditivo antiviral en los
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piensos contra el virus del sindrome de la mancha blanca y demuestra una practica
estrategia terapéutica para controlar WSSV y posiblemente otros patégenos de

invertebrados en acuicultura de camaron [41].

El estudio S39 aborda el efecto sinérgico antimicrobiano de las AgNPs y los antibiéticos
convencionales en bacterias grampositivas y gramnegativas. La concentracion inhibitoria
minima de las AgNPs fue 10-12 pg / mL en todas las cepas bacterianas analizadas,
independientemente de su diferente susceptibilidad a los antibiéticos. En lo referente a
la sinergia, en este trabajo se destacan tres observaciones relevantes; primera, un efecto
antimicrobiano sinérgico al combinar las AgNPs y kanamicina segun el indice de
concentracion inhibitoria fraccional (FICI: <0.5), segunda, un efecto aditivo al combinar
AgNPs y cloranfenicol (FICI: 0.5 a 1) y tercera, no se encontrdé ningun efecto con las
combinaciones de AgNPs y antibiéticos p-lactamicos. El estudio también muestra que
las concentraciones subletales de las AgNPs (6-7 pg / mL) alter6 el potencial de la
membrana bacteriana y causé dafio ultraestructural, aumentando su permeabilidad. No
se detectaron interacciones quimicas entre las AgNPs y los antibioticos. El trabajo
propone con bases experimentales, un mecanismo de acciéon mediante el cual el efecto
combinatorio de los antimicrobianos impulsa la sinergia en funcion de su objetivo
especifico, facilitado por alteraciones de membrana generadas por las AgNPs. Se
menciona que estos resultados proporcionan una comprension mas profunda sobre el
mecanismo sinérgico de las AgNPs y los antibioticos, con el objetivo de combatir las

infecciones de manera eficiente, especialmente aquellas producidas por
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microorganismos multirresistentes a farmacos, con el fin de mitigar la crisis actual debido

a la resistencia a los antibiéticos [42].

2.2 Hemolisis

En el entorno fisiol6gico la hemdlisis es la ruptura de la membrana de los glébulos rojos
que lleva al escape del contenido celular al plasma. El contenido citosélico mas
abundante de los glébulos rojos es la hemoglobina, que comprende el 97% de la masa
seca de los glébulos rojos. [43]. La hemoglobina intraeritrocitica es un tetramero estable
de ferronemeporfirina de 64 kDa especializada en el transporte de gases en la sangre de
animales; mientras que la hemoglobina extraertrocitica es un ap-heterodimero toxico de
32 kDa que puede atravesar barreras tisulares, por tanto, una hemdalisis significativa
compromete la funcionalidad de muchos tejidos, produce el agotamiento de 6xido nitrico
(NO) (un potente vasodilatador natural), produce especies reactivas de oxigeno (ROS) y
altera la transcripcion de genes y el metabolismo celular [44]. Muchos factores pueden
contribuir a la hemdlisis, como los fisicos, fisicoquimicos, bioquimicos y biolégicos en

general.

La concentracion de hemoglobina liberada por la ruptura de eritrocitos se puede

determinar mediante técnicas espectrofotométricas. [45].

2.3. La Diabetes y el eritrocito humano

De acuerdo con la IDF (Federacién Internacional de la Diabetes, 2020), la diabetes es

una enfermedad crénica que se presenta cuando el pancreas ya no puede producir
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insulina o cuando el cuerpo no puede hacer un buen uso de la insulina que produce. La
insulina es una hormona producida por el pancreas, que actia como una llave para
permitir que la glucosa de los alimentos que ingerimos pase del torrente sanguineo a las
células del cuerpo para producir energia. No poder producir insulina o utilizarla de forma
ineficaz provoca un aumento de los niveles de glucosa en la sangre, lo que se conoce
como hiperglucemia. A largo plazo, los altos niveles de glucosa en sangre se asocian

con dafios al cuerpo y fallas en varios 6rganos y tejidos [46].

De acuerdo con la ADA (American Diabetes Association), la diabetes se puede clasificar
en: Tipo 1 cuando hay una destruccion autoinmune de las células 3, que generalmente
conduce a la deficiencia absoluta de insulina. Tipo 2 cuando existe una pérdida
progresiva de la secrecion adecuada de insulina por las células B, con frecuencia en el
contexto de la resistencia a la insulina. Diabetes mellitus gestacional, que se diagnostica
en el segundo o tercer trimestre de embarazo y que no se manifiesta claramente antes
de la gestacion. Tipos especificos de diabetes: que se deben a otras causas, por ejemplo,
sindromes de diabetes monogénica (como diabetes neonatal y juvenil), enfermedades
del pancreas exocrino (como fibrosis quistica y pancreatitis), y la diabetes inducida por
medicamentos o sustancias quimicas (como el uso de glucocorticoides en el tratamiento

de VIH / SIDA, o después de un trasplante de 6rganos [47].

En un amplio estudio de Lin, X., et al., 2020 sobre la prevalencia y proyecciones del
impacto de la carga econdmica de la diabetes en 195 paises para 1990-2025; se

concluye que los cinco paises con mayores prevalencias de diabetes son China (89.5
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millones), India (67.8 millones), Estados Unidos (30.7 millones), Indonesia (21.0 millones)
y México (13.1 millones). Los cinco paises con mayor numero de defunciones fueron
India (254,555), China (153,185), Indonesia (97,005), Estados Unidos (68,558) y México
(64,067). Los cinco principales paises con mayor numero de afios de vida ajustados por
discapacidad (AVAD o DALY por sus siglas en inglés) fueron India (11.2 millones), China
(20.0 millones), Indonesia (4.4 millones), Estados Unidos (3.9 millones) y México (2.6
millones) [48]. Este panorama estadistico coloca México entre los cinco primeros paises
con mayor mortalidad, prevalencia y afios de vida en los que la productividad se pierde,

por lo que la carga econdmica que representa la diabetes en México es muy relevante.

Diversas comorbilidades se han reportado para la diabetes, como la falla renal [49]. La
falla renal se asocia con la anemia, como lo demuestra el estudio de Jitraknatee, J., 2020,
en el que se reporta un 38.5% de pacientes diabéticos que presentan anemia,
particularmente en ancianos y aquellos con condiciones mas comorbidas [50]. En una
condicion previa a la falla renal, otra comorbilidad de la diabetes es la nefropatia. La
nefropatia afecta negativamente la sefializacién de la produccién de eritropoyetina, que
es la hormona encargada de estimular la formacion de globulos rojos. La nefropatia
diabética consecuentemente también induce a la anemia. La anemia es una
acompafiante de la diabetes y puede pasar inadvertida, como lo demuestra el estudio de
Thomas, M., et al., 2003 en el que se reporta un 23% de anemia no detectada
previamente, entre pacientes diabéticos [51]. En este sentido, la propension a la anemia
en los pacientes diabéticos requiere que la dieta y los farmacos utilizados en el
tratamiento de las comorbilidades de la diabetes, tengan preferentemente caracteristicas

no hemoliticas. Con lo anterior, una evaluacién de la hemocompatibilidad de farmacos
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antidiabéticos es indispensable y la prueba de hemdlisis contribuye a establecer el

panorama citotoxico de dichos farmacos.

La susceptibilidad a la lisis de eritrocitos en pacientes diabéticos se ve afectada por
diversos factores, uno de ellos es el cambio en el potencial { de los GR. El potencial ¢ es
la diferencia de potencial eléctrico que existe entre la doble capa de iones en la cercania

de la membrana del eritrocito y la capa difusa de iones que rodea a los GR.

El potencial  es una propiedad electroquimica de las superficies de la célula que esta
determinada por la carga eléctrica neta de moléculas expuestas en la superficie de las

membranas celulares [52].

En el estudio de Gaikwad, et al., 2018, se observé que el potencial  de los eritrocitos en
el grupo de control fue de 22.13 + 0.2789 mV mientras que en eritrocitos de pacientes
con diabetes mellitus resulté ser 8.559 + 0.4864 mV. Esta disminucion en el potencial ¢
en eritrocitos de pacientes diabéticos indica que los eritrocitos se repelen menos por lo
gue se agregan con mayor facilidad. La agregacion eritrocitaria se ha asociado a la
mayoria de las enfermedades cardiovasculares, incluyendo las originadas por la

hiperglicemia [53].

Por otro lado, en el trabajo de M, S.A., et al., 2018, se concluye que el exceso de glucosa
en la sangre conduce a una deformacion significativa de los glébulos rojos, perdiendo
gran parte de su morfologia de disco bicdncavo, incluso presentando una forma convexa.
Produce una leve corrosion en su superficie debido a que la glucosa puede pasar a través
de la membrana e incluso envolverla. Por lo que se reportan dos efectos; los GR

aumentan de volumen y la capa envolvente de glucosa ayuda a que las células se
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agreguen, ya que la glucosa presenta caracteristicas adhesivas. Ambos efectos
eventualmente conducen a una mayor viscosidad y una movilidad retardada del eritrocito
[54]. Complicando aun mas el escenario hiperglucémico; las especies reactivas de oxigeno

(ROS) estan significativamente elevadas en pacientes con diabetes tipo 2 [55].

En el trabajo Calderon-Salinas, J.V., et al., 2011, se demostré que los eritrocitos

de pacientes diabéticos tienen un aumento del dafio oxidativo, una reduccion de sistemas
antioxidantes y mas fosfatidilserina (PS) eritrocitaria externalizada [56]. Una sefal
temprana de apoptosis es la pérdida de asimetria de fosfolipidos y la aparicion de

fosfatidilserina en la cara exterior de la membrana celular [57].

El metabolismo del glutation y la actividad de las enzimas relacionadas se estudiaron en
eritrocitos de pacientes con diabetes mellitus no insulinodependientes en el trabajo de
Murakami, K., et al.,1989, en el que se encontré una disminucion en los niveles de la
forma reducida de glutation y un aumento en los niveles de disulfuro de glutatiéon en los
eritrocitos de diabéticos. Estos datos también sugieren que el deterioro del metabolismo
del glutation debilita el mecanismo de defensa contra el estrés oxidativo en los eritrocitos

de los diabéticos [58].

En la diabetes, las membranas de los eritrocitos se ven afectadas por la exposicion
cronica a la glucosa, y se desencadenan varias modificaciones bioquimicas con
subsiguiente alteracion estructural y funcional de los glébulos rojos, que posteriormente

se involucran mas en la fisiopatologia de la diabetes y sus complicaciones [59].

En el estudio de Viskupicova, J., et al., 2015, se observa que la alta concentracion de
glucosa sanguinea acentua la peroxidacion lipidica [60].
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Como se observa en el estudio de Alamri, B., et al., 2019, la hiperglucemia afecta la
produccién de glébulos rojos, su funcion y propiedades fisicas. Esto eventualmente
puede afectar la fisiologia funcional normal de los eritrocitos o tener un efecto directo

sobre la estructura vascular, que conduce a la microangiopatia. [61].

Los resultados obtenidos en el trabajo de Desouky, O., et al., 2009, muestran un aumento
de las propiedades reoldgicas (viscosidad y limite elastico) y eléctricas (constante
dieléctrica, pérdida dieléctrica, tiempo de relajacion y conductividad) de los eritrocitos
diabéticos en comparaciéon con los eritrocitos sanos; mencionando que los trastornos
reoldgicos de los eritrocitos diabéticos (como el aumento de la agregacion y disminucion

de la deformabilidad) causaran complicaciones microvasculares de la diabetes. [62].

2. 2.4. Estudios de hemolisis producida por iones Ag+y AgNPs
Para la toxicidad de la plata se ha establecido una dosis de referencia (RfD) por la US
EPA, 2005; en 0.005 mg / kg / dia, o para una persona estandar de 70 kg, en 0.35 mg /

dia. [63].

La evaluacion del efecto hemolitico producido por diferentes AgNPs en EDS ha sido
reportada en varios estudios, no obstante, las diferencias en las caracteristicas
fisicoquimicas de las AgNPs (ver Tabla 9) podrian desempefiar un papel importante al
hacer ciertas comparaciones; por lo que en algunos estudios se pone énfasis en las
diferencias de tamafo, forma de preparacidbn o tipo de recubrimiento entre otros
parametros. En el estudio de Kim, M.J. y S. Shin, 2014, se confirma que los resultados
de hemodlisis obtenidos para las AgNPs probadas fueron causados por las AgNPs y no

por los iones Ag* [11]. Por otro lado, Choi, J., et al., 2011, propone que el mecanismo de
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hemdlisis inducida por las AgNPs puede estar relacionada con la tasa de liberacion de
iones de plata, la cantidad total de iones de plata liberados, la interaccion directa entre

particulas y glébulos rojos, o una combinacion de estos factores [14].

Huang, H., et al., 2016, en su estudio concluye que la actividad hemolitica de AQNP-PVP-
20 y AgNP-CIT-20 muestran hemdlisis dependiente de la dosis, en la que las AgNP-PVP-
20 fueron mas hemoliticas (19 %) que AgNP-CIT-20 (10 %) a la concentracion de 40 ug
/ mL [64]. En el trabajo de Chi, Z., et al. 2018, se estudid la toxicidad de AgNPs de 20 nm
y iones de plata en glébulos rojos, reportando que la hemdlisis inicia a 15 pug / mL de
AgNPs y a 0.29 ug / mL de Ag*. A nivel molecular, los Ag + fueron mas téxicos para los
residuos de aminoacidos que las AgNPs segun el cambio de caracteristicas de
fluorescencia de la hemoglobina (Hb). Sin embargo, las AgNPs fueron mas toxicas para

la estructura secundaria de Hb debido a la pérdida de la hélice a [65].

Sen, I.K,, etal., 2013, consideraron que las AgNPs recubiertas con glucano de biosintesis
con hongos, resultaron hemocompatibles con glébulos rojos humanos, mostrando una
LDso a 15 g / mL. Ademas, encuentra que el efecto antibacteriano sinérgico observado
con dosis hemocompatibles AgNPs-glucano en combinacién con diferentes antibioticos,
indica una estrategia potencial para combatir infecciones por bacterias multirresistentes
a antibidticos [66]. Halbandge, S.D., et al., 2017, reportan que una combinacion de
Anfotericina B y AgNPs no presenta actividad hemolitica y que el uso de combinaciones
de AgNPs con anfotericina B parece ser una estrategia prometedora para la inhibicion

de biopeliculas de C. albicans resistentes a farmacos. [67].
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Qasim Nasar, M., et al. 2019, encontraron que los las AgNPs biosintetizadas con
Seripheidium quettense fueron efectivas contra E. coli, K. pneumonia a, B. subtilis y A.
nigar. Ademas, resultaron considerablemente citotdxicas contra células HepG2 con un
ICs0 de 62.5 ug / mL al tiempo que fueron biocompatibles y con menos citotoxicidad para
glébulos rojos [68]. Laloy, J., et al., 2014, concluyen que las AgNPs muestran un efecto
prohemolitico, procoagulante y promueven la adhesion plaquetaria. Determina la
concentracion de efecto no observado (NOEC) y la concentracién mas baja de efecto
observado (LOEC) en sangre humana, en 5 y 50 ug / mL respectivamente. Menciona
gue, en aplicaciones locales como apositos para heridas, estas propiedades pueden ser
favorables [69]. Hamouda, R.A., et al., 2019, concluye que las AgNPs biosintetizadas
con Oscillatoria limnetica, presentan una baja actividad hemolitica y pueden ser utiles en
la administracion de algunos dispositivos médicos, al tiempo que presentan citotoxicidad
en algunas lineas celulares humanas de cancer de mama (MCF-7) y de cancer de colon
(HCT-116), con aplicaciones prometedoras en medicina y las industrias cosmética y
farmacéutica [70]. Katva, S., et al., 2018, observé que la incubacion de AgNP con
glébulos rojos no causé ninguna hemolisis (< 3 %) en eritrocitos humanos expuestos a
seis diferentes concentraciones de la formulacién; 10, 20, 40, 60, 80 y 100 ug / mL [71].
Hossain, M.M., et al., 2019, reporta que los valores de HCso (la concentracion de
antimicrobiano que hemoliza al 50% de los glébulos rojos) para AgNPs biogénicas con
extracto acuosos y extracto etanolico, fueron de 700 y 800 ug / mL respectivamente. Esta
AgNPs mostraron excelente hemocompatibilidad y no mostré toxicidad significativa para
el higado y los rifiones a dosis altas. Por lo que los autores consideran que se puede

concluir que las AgNP biosintetizadas en su trabajo tienen efecto antibacteriano de
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amplio espectro, excelente biocompatibilidad y se pueden recomendar para futuras
aplicaciones terapéuticas [72]. Shah, A., et al., 2018, muestran que las AgNPs
recubiertas con el extracto acuoso de D. mucronata no mostraron actividad hemolitica
(<5 %); por lo que estas AgNP de 12 nm podrian considerarse biocompatibles a bajas
concentraciones (<60 pg / mL) [73]. Parthiban, E., et al.,, 2019, determinan que las
AgNPs biosintetizadas con extracto de Annona reticulata, demostré tener una potente
actividad larvicida y exhiben actividad potencialmente antimicrobiana con
biocompatibilidad con globulos rojos tipo O+. Por lo tanto, sugieren que en general estas
nanoparticulas de plata deben ser consideradas biocompatibles y no toxicas, pudiéndose
utilizar como control de plagas y en la administracion controlada de medicamentos en
seres humanos afectados por patdgenos infecciosos [74]. Asharani, P.V., et al., 2010,
muestran resultados en los que las AgNPs recubiertas con almidon o alcohol polivinilico
(PVA) en general tienen propiedades hemoliticas y potencial hemoaglutinante, mientras
gue las NPs de Au y Pt son hemocompatibles. Proponen que la lisis pudiera ser el
resultado de dafio de la membrana segun lo determinado por estudios de peroxidacion
de lipidos. También se plantea que los globulos rojos lisados pueden causar mas dafio
a los alrededores de las células normales a través del dafio del ADN como se observa
con fibroblastos en su estudio. [75]. Siritongsuk, P., et al.,2016, muestran que las AgNP
no producen hemolisis (<10%) en el intervalo de concentraciones minima inhibitoria
(MIC) y la minima bactericida (MBC) contra B. pseudomallei, aunque provocé hemolisis
de mas del 10% a mayor concentracion (256 pg / mL). Por lo que se concluye que las
AgNP no son téxicas para células de mamiferos en concentraciones bactericidas [76].

Bian, Y., etal., 2019, reportan que la hemdlisis inducida por las AgNPs ensayadas en su
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estudio fue de aproximadamente 11.9 y 43.1% en concentraciones de 250 y 500 pg / mL,

respectivamente [77].

Es importante hacer notar que ninguno de los estudios anteriormente citados incluye
EDD en su disefio experimental, lo que hace que el presente trabajo cobre particular

importancia.

3. Justificacion

A pesar de la diversidad de estudios que se han realizado para Argovit, la
hemocompatibilidad no se ha abordado sistematicamente. Como parte de la
hemocompatibilidad, el ensayo de hemdlisis desempefia un papel preponderante al
evaluar la citotoxicidad de cualquier agente bioactivo. Para comenzar a definir el
panorama de hemocompatibilidad de Argovit, es necesaria una primera aproximacion
para evaluar su citotoxicidad en eritrocitos humanos. El ensayo de hemolisis provee esta
primera aproximacion, permitiendo sentar las bases para la realizacion de otras pruebas
de citotoxicidad, genotoxicidad y finalmente establecer su hemocompatibilidad. De
acuerdo con el Instituto Valenciano de Microbiologia (IVAMI), acreditado por la Entidad
Nacional de Acreditacion en Espafa (ENAC del Parlamento Europeo), para determinar
la hemocompatibilidad de materiales que entran en contacto con la sangre humana,
deben realizarse las pruebas de la Activacion del sistema del complemento,
Trombogenicidad, Pirogenicidad, Endotoxinas y Hemdlisis [78]. Considerando que la
Unica aplicaciéon actual de Argovit en humanos es el uso topico para el tratamiento de

Ulceras de pie diabético; la evaluacion de hemolisis no solo en eritrocitos de donador
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sano sino también en eritrocitos de donador diabético, aporta elementos que ayudan a
definir el panorama de la hemocompatibilidad de Argovit. Por lo anteriormente expuesto,

en el presente trabajo se plantean los siguientes objetivos.

4. Objetivo general

Estimar el intervalo de concentraciones de AgNPs Argovit que produce baja hemdlisis en

eritrocitos de donador diabético (EDD) y eritrocitos de donador sano (EDS).

4.1. Objetivos especificos

4.1.1. Determinar la capacidad hemolitica de las AgNPs Argovit y los Ag* en
AgNO:s en eritrocitos diabéticos y sanos, en funcion del contenido de Ag.

4.1.2. Contrastar la capacidad hemolitica de las AgNPs Argovit con respecto a
otros bioefectos reportados en modelos biolégicos como Ulceras de pie
diabético, lineas celulares humanas y microorganismos entre otros.

4.1.3. Analizar el papel de las caracteristicas del recubrimiento de las AgNPs en

eritrocitos respecto de la hemdalisis.
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5. Materiales y métodos

5.1. Disefio experimental

En el presente trabajo se determina la hemdlisis inducida por Argovit en EDS y EDD;
mediante el ensayo de hemolisis dependiente del pH ex vivo, descrito por Evans, B.C.,
et al., 2013, contra nitrato de plata (AgNO3), usando Triton X-100 como control positivo

y PBS como control negativo [45].

Para determinar el efecto hemolitico en la primera aproximacién, un intervalo amplio de
concentraciones se ensayo con Argovity Ag* (en AgNO3), tal como se indica en la Tabla
1. Para cada pH de ensayo (7.4, 6.8, 6.2 y 5.6) se montaron volumenes de las soluciones
madre de AgNPs Argovit y AQNOsen tubos conicos de 1.5 mL con el fin de determinar el
pH en el que se observan las mayores absorbancias. Asi mismo, para determinar las
concentraciones en las que se verifica el cambio de no hemdlisis (<5 %) a baja hemdlisis
(= 5 %) y realizar la segunda aproximacion con un intervalo reducido de concentraciones

(ver Fig. 2 , Tabla 1 y Tabla 3).
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pH=5.6 pH=6.2 pH=6.8 pH=7.4

EDD, pH=7.4

EDD

EDS

Fig. 2. Determinaciones de hemadlisis. Intervalo amplio e intervalo reducido de concentraciones.

Los resultados obtenidos para los diferentes pHs ensayados sirven como pauta para
estudios posteriores sobre la formacion de endosomas en eritrocitos y, proporcionar
datos utiles para aplicaciones potenciales en estudios sobre la liberacion controlada de

farmacos.

Tabla 1. Intervalo amplio de concentraciones finales ensayadas.

Concentracion| C1 | C2 C3 C4 | C5 | C6 | C7 C8 C9 | C10
pg/mL[Ag] | 0.12 | 1.2 3 6 12 | 120 | 600 |1,200/|2,400|3,000

El montaje de placas y tubos para el ensayo se realizé de acuerdo con la Tabla 2.
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Tabla 2. Montaje de tubos y placas para el intervalo amplio de concentraciones.

cio|co|cs|c7|ce|cs5|calca|celci| 1 12
A . . 3 répl. 3 répl.
B 3 réplicas de 10 con?ze[r)lgamones de AgNPs + C(+) + PBS +
C EDD EDD
D 10 concentraciones de AgNPs PVP |3 répl. de
E . _ X PVP +
F 3 replicas de 10 concentraciones de AgNOs + X EDD

EDD
G X X

: C(+) +

H 10 concentraciones de AgNOs PBS PBS
! 3 réplicas de 10 concentraciones de AgNPs + 3 répl. 3 répl
J EDS C(+) + PBS +
K EDS EDS
L X [ X[ X[ x[X[x][x[x]x]Xx X |3répl. de
M o _ X PVP +
N 3 réplicas de 10 concentraciones de AgNO3 + X EDS

EDS
O X X
Pl X | X | X | X[ X]|Xx]x]Xx]|x] X X X

Tabla 3. Intervalo reducido de concentraciones finales ensayadas.

Concentracion [ C5

Ca|Cb|Cc

Cd

C6

ug / mL [Ag] |12

24 (48|72

96

120

Tabla 4. Montaje de tubos y placas para el intervalo reducido de concentraciones.

mT moOo0O wm >

C5|Caf|Cb|Cc|cCd]|cC6 7 8 9 10 11 12
EDD+PBS | EDD | X . X

AgNPs + EDD EDD+PBS | EDD | X Igtgr[‘) X | PBS
EDD+PBS | EDD | X X

Controles individuales de AgNPs X X X X X X

X X | X X X | X

AgNO3 + EDD X X X pEV[|):>D+ % | pyp

32




I

10O Z Zr X «w

X X X X X X
Controles individuales de AgNO3 X X X X X X
C5 | Ca|Cb|[Cc|Cd]| C6 7 8 9 10 11 12
EDS+PBS | EDS | X _ X
AgNPs + EDS EDS+PBS | EDS | X Iggg X | PBS
EDS+PBS | EDS | X X
Controles individuales de AgNPs X X | X X X | X
X X X X X
AgNOs + EDS X X | X ng; X | PVP
X X X X X X
X X X X X X

Controles individuales de AQNOs
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plasma por 3 lavados con SSFy de eritrocitos
solucion salina  Uno con PBS pH=7.4 1:50 en PBS
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(SSF)
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placas de 96 )
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sobrenadante por 2 horas
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absorbancias

Fig. 3. Montaje de pruebas de hemdlisis. (Fuente: elaboracion propia)
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5.2. Caracterizacion de las AgNPs Argovit

Argovit es una formulacion que consiste en una suspension de 20% o 200 mg / mL de
AgNPs, con un contenido de Ag metalico de 1.2% en peso, estabilizada con una capa de
recubrimiento de polivinilpirrolidona (PVP 12.6 + 2.7 kDa), que representa 18.8% peso.
Se ha caracterizado por microscopia electronica de transmision (TEM), como esferoidal
de 1 a 90 nm, con un tamafio promedio de 35 + 12 nm, un diametro hidrodinamico de 70

nm, un potencial ¢ de -15 mV y una resonancia plasmoénica en el 420 nm [32].

Numero de NPsAg

120
100
80
60
40
20 I
) B o - - o
10 20 30

40 50 60 70 80 90
Diametro de NPsAg (nm)

C
Propiedades fisicoquimicas Valor medio
Contenido de plata metalica 1.20%
contenido de revestimiento de PVP 18.80%
Tamafio del diametro por MET 35 nm
Distribucién de tamanos por MET 1 a90 nm
70 nm

Diametro hidrodinamico: plata metalica con PVP
Potencial zeta -15 mV

Resonancia de plasmon superficial 420 nm

Fig. 4. Caracteristicas fisicoquimicas de AgNPs Argovit. Fig. 4A Imagen que muestra la
morfologia esferoidal de AgNPs Argovit, Fig. 4B frecuencia de distribucién de tamafio de AgNPs
calculada por MET, Fig. 4C Resumen de las caracteristicas fisicoquimicas.
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Las AgNPs Argovit han sido ampliamente utilizadas en aplicaciones médicas,

veterinarias e industriales y cuentan con los correspondientes certificados de uso. [20].

Las AgNPs Argovit fueron amablemente proporcionadas por el Dr. Vasily Burmistrov del

Centro Cientifico y de Produccién Vector-Vita (Novosibirsk, Federacion Rusa).

5.3. Preparacién de soluciones

Para los ensayos en el intervalo amplio de concentraciones se prepararon soluciones
madre a partir de Argovit al 20% y AgNOs con agua nanopura; para lograr que las
concentraciones finales de Ag en los ensayos fuesen de 0.12, 1.2, 3, 6, 12, 120, 600,

1200, 2400 y 3000 pg / mL respectivamente.

Se preparo una solucion tampdn de PBS con agua nanopura (Milli-Q), ajustando a un pH
= 7.4 con soluciones de NaOH y HCl a 0.01 M. El ajuste de pH se realiz6 utilizando un

potenciometro digital Mettlet-Toledo AG 8603 Schwerzenbach Switzerland.

Se preparé una solucion de Triton X-100 al 20% como control positivo, mezclando 20 mL
de Triton X-100 en 80 mL de agua nanopura. Se agitd vigorosamente con vortex hasta

disolver por completo para eliminar las burbujas durante la noche.

Se utilizo nitrato de plata (AgNOs) Sigma Aldrich 2091-39-25G EE. UU., proporcionado
por el Almacén de la Facultad de Ciencias de la Universidad Autdbnoma de Baja California
Campus Ensenada. Se seleccion6 AgNOs como fuente de iones Ag* ya que tiene la

mayor solubilidad entre los compuestos de Ag.

Para el intervalo reducido de concentraciones; las soluciones madre se prepararon con

los dos agentes de prueba: Argovit AQNPs en concentraciones de 4000, 8000 y 16000
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Mg / mL, y AgNOs3 en 2.22, 4.44 y 8.88 mM, ambos correspondientes a 240, 480 y 960

Hg / mL debido a su contenido de Ag.

Las soluciones madre se diluyeron 1:20 cuando se prepararon los experimentos, de
modo que las concentraciones finales a las que se expusieron los eritrocitos en las
pruebas son 200, 400 y 800 pg / mL para las AgNPs Argovit, y 0.111, 0.222 y 0.444 mM
para AgNOs, correspondientes ambas a 12, 24 y 48 ug / mL debido a su contenido de Ag

(ver Tabla 5).

Tabla 5. Concentraciones finales de Ag en el ensayo de hemoalisis.

Sustancia de [AgNPs], upg/ mL  Contenido de plata Contenido de plata
prueba [Ag], pg / mL [Ag], mM
200 12 0.11125
AgNPs 400 24 0.22249
800 48 0.44499
n/a 12 0.11125
AgNOs n/a 24 0.22249
n/a 48 0.44499

Se prepar6 una solucion de PVP (polivinilpirrolidona) al 18.8% en agua hanopura, misma
gue coincide con el contenido de PVP en la formulacion de Argovit. EI PVP fue
proporcionado por centro de Nanociencias y Nanotecnologia de la Universidad Nacional

Auténoma de México.
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5.4. Preparacién de suspension de eritrocitos

Se extrajo un volumen de 25 mL de sangre venosa de un donante sano y 25 mL de un
donante diabético mediante flebotomia al vacio con heparina dipotésica para evitar la
coagulacién. Después de la extraccién, la sangre se centrifug6é durante cinco minutos a
500 x g, se marcaron los niveles de hematocrito y plasma, elimindndose este ultimo

mediante aspiracion suave con pipeta.

Después de tres lavados con solucion salina fisiologica estéril (150 mM de NacCl) y
centrifugacion durante cinco minutos a 500 x g, se realiz6 un lavado final con solucion
tampon PBS a pH = 7.4 bajo las mismas condiciones de centrifugacion. Finalmente se
remplazo el sobrenadante con una nueva solucién de PBS pH = 7.4. Para la preparacion
de los experimentos, se diluyé 1 mL del paquete de eritrocitos en 49 mL de PBS a pH
7.4 en un tubo de fondo conico, lo que produjo la suspension madre de eritrocitos de

1:50.

5.5. Ensayo de hemdlisis

Para el intervalo amplio de concentraciones se monto un experimento por triplicado de
acuerdo con la Tabla 1 y Tabla 2. Esto permitié determinar el pH al que se observan las
mayores hemalisis en el experimento y verificar las concentraciones entre las cuales se

observa el cambio de no hemdlisis a hemolisis (ver Fig. 8).

Para el intervalo reducido de concentraciones se realizaron tres experimentos de
hemolisis independientes, cada uno por triplicado (n = 9) en tubos de fondo coénico de

1.5 mL, con las soluciones madre experimentales de AgNPs Argovit y AgNOs, para lograr
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concentraciones finales en los ensayos de 12, 24 y 48 ug / mL de contenido de Ag.
Ademas, se prepararon un control negativo (PBS) y un control positivo (TritonX-100). El
experimento se configurd para lograr un volumen final de 1000 pL en cada ensayo; esto
se logré agregando 50 pL del agente de prueba a 950 uL de la dilucién de suspension

madre de eritrocitos.

El montaje de los tubos experimentales fue el siguiente: para evaluar la hemdlisis de las
AgNPs (tubos p), se afadio la suspension de eritrocitos a los agentes probados a
diferentes concentraciones. Para restar la interferencia de las AQNPs y obtener controles
negativos individuales c¢ (-)ind, no se afadié suspension de eritrocitos a cada
concentracion de agentes ensayados. Para producir un control negativo general c (-), la
suspension de eritrocitos se afiadié a PBS y para un control positivo ¢ (+), la suspension

de eritrocitos se afiadié a Triton X-100 al 20%.

Todos los tubos se incubaron simultdneamente a 37 ° C durante 2 horas y se agitaron
mediante inversion suave una vez cada media hora durante las 2 horas de incubacion.
Los tubos se centrifugaron a 500 x g durante 5 minutos y se transfirieron 100 pl del
sobrenadante a placas de 96 pozos; para posteriormente realizar las lecturas de
absorbancia a 450 nm en un espectrofotdmetro ControLab EliRead (RT-21007) para 96

pozos. Los porcentajes de hemdlisis se calcularon mediante la férmula:

Ap — Ac(—)ind

% Hem.= 100 * [Ac(+) = (o)

doénde

Ap = absorbancia de la muestra
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Ac (-) ind = absorbancia del control negativo con eritrocitos en cada muestra
Ac (+) = absorbancia del control positivo
Ac (-) = absorbancia del control negativo con eritrocitos

Potencial hemolitico de las AgNPs Argovit

Después de firmar un consentimiento informado, se obtuvieron muestras de sangre
venosa de un sujeto sano y un sujeto diabético. Para la determinacién del potencial
hemolitico de las AQNPs Argovit y AgNO3, se utilizé el protocolo del ensayo de hemolisis

ex vivo dependiente del pH [45].
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Fig. 5. Montaje de tubos para ensayo de hemdlisis.
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Fig. 6. Centrifugacion.

Fig. 7. Incubacion.

5.6. Anédlisis estadistico

Luego de verificar la homocedasticidad con la prueba de Bartlett, se realizé un analisis
de varianza multifactorial, para detectar diferencias estadisticas en los datos de
hemdlisis; con n = 9 en tres experimentos independientes con tres repeticiones. Se
realiz6 una prueba post hoc de Tukey en Statistica V.13.3 1984-2017, TIBCO Software

Inc., y se generaron gréaficos con GraphPad Prism 8.1.0 (32)
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6. Resultados y Discusion

Los resultados de la hemdlisis producida por las AgNPs y AgNO3, se muestran en las

Figuras Fig. 8, Fig. 9 y Fig. 10. Las Tablas Tabla 6 y Tabla 7, indican las concentraciones

de Ag probadas en cada ensayo de los intervalos amplio y reducido respectivamente. La

Tabla 8, muestra los resultados del andlisis estadistico realizado para la hemdlisis del

intervalo reducido y se discuten en las secciones 6.1 a 6.5 de este documento.

Tabla 6. Intervalo amplio de concentraciones ensayadas.

Concentracion

C10

C9

C8

C7

C6

C5

C4

C3

Cc2

C1

Hg / mL [Ag]

3,000

2,400

1,200

600

120

12

6

3

1.2

0.12

Intervalo amplio de concentraciones: Ensayos de hemalisis a concentraciones finales de

3000, 2400, 1200, 600, 120, 12,6, 3,1.2y 0.12 ug / mL de contenido de Ag en las AgNPs

y AgNOzpara EDD y EDS a pHs=7.4, 6.8, 6.2y 5.6.
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En la Fig. 8 se observa que el pH en el que se libera una mayor cantidad de hemoglobina
es el de 7.4 (fisiologico), tanto en EDS como en EDD. Los pHs del ensayo de hemolisis
ex vivo indican la disrupcion de la membrana endosémica que la interaccion extracelular
o fisiolégica de las AgNPs con los eritrocitos produce mayor hemolisis que a otros pHSs.
El protocolo de hemdlisis ex vivo dependiente del pH, permite por un lado determinar a

cual pH ocurre la mayor hemdlisis. de las concentraciones a las que Argovit™ pasa de

ser no hemolitico a hemolitico,
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340 240
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Tabla 7. Intervalo reducido de concentraciones.

Concentracion|C5|Ca|Cb|Cc|Cd| C6

ug / mL [Ag] | 12| 24| 48|72| 96| 120

Ensayos de hemolisis a concentraciones finales de 12, 24, 48, 72,96y 120 ug / mL de

contenido de Ag en las AgNPs y AgNOza pH= 7.4 en EDD y EDS.
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AgNPs+EDD —
AgNPs ¢(-)ind

AgNO;+EDD ~

AgNO; c(-)ind 3 <

Fig. 9. Placa de 96 pozos con sobrenadantes para el ensayo con EDD. (Fuente:

elaboracion propia)

S 8

AgNPs+EDS — ::
AgNPs c(-)ind :
AgNO3+EDS — ®

AgNO:c(-)ind M XYY Y YT X X X X X 4

Fig. 10. Placa de 96 pozos con sobrenadantes para el ensayo con EDS. (Fuente:

elaboracion propia)

Tabla 8. Estadistica para el intervalo reducido de concentraciones de Ag®.

N

EDD+PBS
EDD

90000000
00000000,
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c(+) Triton
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PBS

PVP

c
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eV
‘." PBS
€
eed¢
eCcC
e I
eee
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Agente Eritrocitos Concentracion %H SEM
AgNPs Diab. 0 0.21 |0.29
AgNPs Diab. 12 2.21 10.39
AgNPs Diab. 24 425 11.13
AgNPs Diab. 48 91.88 | 2.84
AgNPs Diab. Triton X-100 | 99.79 | 0.29
AgNPs Sano 0 0.25 [0.28
AgNPs Sano 12 1.97 10.23
AgNPs Sano 24 -0.24 10.13
AgNPs Sano 48 74.60 | 5.62
AgNPs Sano Triton X-100 | 99.75 | 0.28
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AgNOs3 Diab. 0 0.21 |0.29
AgNOs3 Diab. 12 1.64 |0.39
AgNOs3 Diab. 24 17.78 | 3.81
AgNOs3 Diab. 48 105.58( 4.28
AgNOs Diab. Triton X-100 | 98.98 | 0.05
AgNO3 Sano 0 0.25 |0.28
AgNOs Sano 12 2.34 (0.22
AgNOs Sano 24 13.64 | 1.86
AgNOs Sano 48 100.37| 3.04
AgNO3 Sano Triton X-100 | 99.14 | 0.06

6.1. Hemoélisis en eritrocitos de donante sano (EDS) y eritrocitos de donante

diabético (EDD) producidos por las AgNPs Argovit y AQNO3

Se realizaron ensayos para determinar el efecto hemolitico de una formulacion de
nanoparticulas de plata (AgNPs Argovit) y nitrato de plata (AgNO3) sobre eritrocitos de
dos tipos de donantes, sanos (EDS) y diabéticos (EDD). Las concentraciones de AgNP
ensayadas fueron 200, 400 y 800 pg / mL considerando la composicion completa de la
formulacion de AgNPs. Se utilizaron 12, 24 y 48 pug / mL correspondientes a las
concentraciones de Ag* en AgNOs y al contenido de plata de la formulacion de AgNPs.

Se utiliz6 PBS como control negativo y Triton X-100 como control positivo.

6.2. Hemolisis de EDS por Ag+y AgNPs

En la Fig. 11 se observa una dependencia de la hemdlisis por las AgNPs y Ag* en EDS.
Los porcentajes de hemdlisis de las AgNPs (1.96 + 0,23%) y (-0.24 £ 0,13%) mostraron

diferencias significativas con respecto al control negativo (p<0,05) a concentraciones de
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200 y 400 pug / mL respectivamente, sin sobrepasar el limite. no hemolitico al 5%, por lo

qgue las AgNPs a estas concentraciones podrian considerarse no hemoliticas. Para Ag®,

la hemodlisis fue (2.3 + 0.2%) y (13.6 + 1.9%) a concentraciones de 12 y 24 ug / mL,

siendo esta Ultima una marcada hemdlisis para Ag*. La diferencia de hemdlisis entre Ag*

y AgNP es del 13.8%. Incluso teniendo el mismo contenido de plata (24 pg / mL), las

EDS son mas susceptibles a la hemdlisis por Ag* que por AgNP.

1184 mm AgNPs en EDD
ww AgNPs en EDS
100
"
90 Ag+ en EDD
Ag” en EDS
)
@
‘©
E 70 -
T 30 +
3 5
o\e 25'_ §
20 I o
§
15 Hemolisis marcada I
LB T O
Baja hemdlisis
T e 18 Do
5lisi * * * a
No hemdlisis PN - e
L | L | L |
C() 200 400
[AgNPs], ug/mL
[ I I 1
0 12 24 48
[Ag'], ng/mL

Fig. 11. Dependencia de hemdlisis en EDD y EDS respecto de la concentracién. (Fuente: elaboracion

propia)
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En la Fig. 11 se observa una dependencia de la hemdlisis por las AQNPs y Ag* en EDS.
Los porcentajes de hemdlisis de las AgNPs (1.96 + 0.23%) y (-0.24 £ 0.13%) mostraron
diferencias significativas con respecto al control negativo (p<0,05) a concentraciones de
200 y 400 ug / mL respectivamente, sin sobrepasar el limite. no hemolitico al 5%, por lo
qgue las AgNPs a estas concentraciones podrian considerarse no hemoliticas. Para Ag®,
la hemdlisis fue (2.3 + 0.2%) y (13.6 + 1.9%) a concentraciones de 12 y 24 ug / mL,
siendo esta ultima una marcada hemdlisis para Ag*. La diferencia de hemdlisis entre Ag*
y AgNP es del 13.8%. Incluso teniendo el mismo contenido de plata (24 pg / mL), las

EDS son mas susceptibles a la hemalisis por Ag* que por AgNP.

Las AgNPs son marcadamente hemoliticas cuando la concentracion es de 800 pg / mL,
produciendo una hemodlisis de 74.6 £ 5.6%, con diferencias muy significativas con el
control negativo (*** p<0.001). La hemdlisis para Ag* (100.4 + 3.0%) también mostro
diferencias altamente significativas con el control negativo (*** p<0.001). Los EDS son
mas susceptibles a la hemdlisis por Ag* que las AgNPs, incluso teniendo el mismo
contenido de plata (48 pg / mL) ya que hay una diferencia de hemolisis del 25,8% entre

los dos agentes analizados.

La toxicidad del AgNO3z como fuente de iones de plata depende en gran medida de su
alta solubilidad (2160 g / L) [79] y la rapida formacion de iones Ag, mientras que en las
AgNPs solo se disocia una fraccion de la plata contenida (0.024 ug/ mL de Ag* en 10 ug
/ mL de AgNP) debido al polimero envolvente de PVP [5]. Ademas, el nucleo de las
AgNPs esta en una forma metalica que es una forma insoluble de Ag, por lo que no
contribuye inmediatamente a la disponibilidad de iones Ag* como lo haria una solucién
de AgNOsa.
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Los resultados presentados en este trabajo para hemdlisis en EDS de 2.3 + 0.2%, 13.6
+1.9%y 100.4 +3.0% para 12,24y 48 ug / mL de Ag* respectivamente, son consistentes
con Kim, M.J. et al. [11] para Ag*, donde se informa de hemdlisis de 4.5, 17.9, 35.7%

para concentraciones de 19, 31.7 y 63.5 ug / mL de Ag* respectivamente.

Nuestros resultados confirman que la disponibilidad de Ag* cuando se libera de la
nanoparticula es mucho menor que la del AgNOs disuelto, produciendo asi un mayor
efecto hemolitico por Ag* que por AgNPs, como han demostrado otros autores con otros

biomarcadores (y otros modelos biolégicos) [5], [27], [80] y [81].

Esta diferencia en la disponibilidad de Ag* entre una soluciéon de AgNOs y AgNP podria
explicar las diferencias en las hemdlisis observadas para Ag* y AgNP en nuestros

resultados.

6.3. Hemolisis de EDD por Ag+y AgNPs

Hasta donde sabemos, el presente trabajo es el primer informe en el que se estudia el

efecto hemolitico de AgNPs o Ag* sobre EDD.

En Fig. 11 Se observa una dependencia de la hemdlisis por las AgNPs y Ag* en EDD.
Los porcentajes de hemdlisis de AgQNPs (2.2 £ 0.4%) y (4.2 + 1.1%) mostraron diferencias
significativas con respecto al control negativo (* p<0.05) a concentraciones de 200 y 400

Mg / mL respectivamente, sin exceder el no limite hemolitico. 5%, por lo que las AgNPs
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a estas concentraciones podrian considerarse no hemoliticas. Para Ag*, la hemdlisis fue
de 1.6 + 0.4y 17.8 + 3.8%, a concentraciones de 12 y 24 ug / mL, siendo esta Ultima una
marcada hemolisis para Ag*. La diferencia de hemdlisis entre Ag* y AgNP es del 13.6%.
Incluso teniendo el mismo contenido de plata (24 ug / mL), los EDD son mas susceptibles

a la hemdlisis por Ag* que por AgNP.

Las AgNPs son marcadamente hemoliticas cuando la concentracion es de 800 pg / mL,
produciendo una hemolisis del 91.9 + 2.8%, con diferencias muy significativas con el
control negativo (*** p<0.001). La hemolisis para Ag* (105.6 + 4.3%) también mostro
diferencias altamente significativas con el control negativo (*** p<0.001). Los EDD son
mas susceptibles a la hemdlisis por Ag™ que las AgNPs, incluso si tienen el mismo
contenido de plata (48 ug / ml), ya que existe una diferencia de hemoalisis del 13.7% entre

los dos agentes analizados.

6.4. Hemolisis en EDS y EDD

Independientemente del tipo de eritrocito (EDS o EDD), ninguno de los dos agentes
hemoliticos probados parece desencadenar ningin mecanismo hemolitico a 200 pg / mi

de AgNP.

Claramente, la hemdlisis causada por las AgNPs es mucho menor que la causada por
Ag* con una concentracion de plata de 24 ug / mL. Si comparamos el efecto hemolitico
de AgNPs y Ag* en EDD, encontramos que el primero produce cuatro veces menos

hemolisis (4.2 + 1.1%) que el segundo (17.8 + 3.8%). Si hacemos la misma comparacién
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con los valores de hemdlisis encontrados en EDS, la sensibilidad de EDS es 68 veces
mayor a Ag* que a AgNPs, presentando valores de hemdlisis de 13.6 £ 1.9% y -0.24% +
0.13, respectivamente. Es importante sefialar que, si bien la sensibilidad del EDD es
mayor que la del EDS en relacion con la hemdlisis, en ningln caso se podria decir que
hay hemdlisis, ya que los valores son inferiores al valor limite establecido del 5%. (Fig.
11). Lo contrario es el caso de Ag*, en el que la misma concentracién de 24 ug / mL,
causa una hemolisis marcada tanto en EDS como en EDD. Aunque a la concentracion
de 48 yug / mL de Ag* ambas sustancias ya generan una marcada hemdlisis en EDS y

EDD, el dafio es aun menor con AgNP que con Ag*.

Las diferencias que muestran una mayor susceptibilidad de las EDD que las EDS a
cualquiera de los dos agentes de prueba podrian explicarse por los cambios estructurales
gue induce la hiperglucemia en los glébulos rojos provocando estrés osmaético y mayor

fragilidad en la membrana, como se explicé. [23] y [24].

Los EDD tienen una disminucion en la deformabilidad y, por lo tanto, son mas
susceptibles a la ruptura en comparacion con los EDS. [11], [12], [13]. Es probable que
la hemolisis producida por Ag* y AgNPs esté relacionada con la disminucion de la
plasticidad y la deficiencia en la energia de los eritrocitos reportada por Sopjani, et al.
[82]. La diferencia en la funcionalidad estructural entre las membranas EDD y EDS

implica que las primeras pueden tener un mayor porcentaje de hemalisis que las Ultimas.

En resumen, para los agentes de plata estudiados, la hemdlisis presenta la siguiente

secuencia:

AgNOs EDD> AgNOs; EDS> AgNPs EDD> AgNPs EDS
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6.5. Hemdlisis producida por otras AgNP, Ag*y Argovit en EDS

La Fig. 12 muestra la hemolisis producida por AgNPs y Ag* en EDS reportada en 16
trabajos. Los resultados de este trabajo se incluyen con fines comparativos. Las
propiedades fisicoquimicas y los resultados de hemdlisis de las ANPs se muestran en
la Tabla 9. Se utiliza la abreviatura NP-X donde X es el numero asignado para la

nanoparticula.

Para incorporar el papel del recubrimiento de las AgNPs en el analisis comparativo que
se presenta en este trabajo, las AgNPs se clasificaron en los grupos que se muestran en
la Fig. 12. Con recubrimiento biogénico (BIO), con Citrato (CIT), con almidon (ALM) y con
polivinilpirrolidona (PVP). La NP-22 recubierta con alcohol polivinilico (PVA) se excluyd
de este analisis ya que solo se encontro un estudio con este recubrimiento que cruza el

limite de hemodlisis del 5% a 160 pg / mL, cerca de NP-19 recubierta con almidon.
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Fig. 12. Hemdlisis en EDS por AgNPs con recubrimientos similares. (fuente: elaboracién propia con base
en articulos publicados segun la Tabla 9)

Fig. 12. Hemodlisis en EDS por AgNPs con recubrimientos similares. Fig. 12(a) de
biosintesis (BIO), Fig. 12(b) con citrato (CIT), Fig. 12 (c) con almidén (ALM), Fig. 12 (d)
con polivinilpirrolidona (PVP). Con fines comparativos, se agrega a cada grafico la curva
de hemolisis de NP-0 (Argovit). Los limites de no hemolisis (5%) y hemdlisis baja (10%)

se muestran con lineas horizontales de puntos.

La Fig. 12(a) ilustra la hemodlisis por las AgNPs de biosintesis. La hemdélisis mayor o igual

al 5% ocurre a concentraciones de 12, 18, 50, 60, 70 y 220 ug / mL y tienen un diametro
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de 52, 29.3, 25.3, 24.9, 12 y 8 nm para NP-5, NP -4, NP-13, NP-14, NP-15 y NP-16,

respectivamente.

Como se muestra en la Fig. 12(a), las AgNPs biosintéticas mas grandes son las mas
hemoliticas. Este hallazgo es paraddjicamente contrario a lo que comunmente se
establece de que las AgNPs mas toxicas son las mas pequefias, probablemente esto se

deba a diferencias en la composicion quimica del recubrimiento.

Para las AgNPs biosintetizadas es importante considerar que el recubrimiento que se
incorpora al AQNP de forma natural puede contener una gran variedad de moléculas que

no se reportan claramente en ensayos publicados.

La naturaleza quimica diversa que implica un estabilizador presente en las AgNPs
producidas por biosintesis, podria jugar un papel importante en la relacién directa entre
el diametro y la hemolisis, por lo que se requieren estudios mas sistematicos y profundos

para aclarar esta relacion.

En la Fig. 12(b) muestra datos de tres formulaciones con citrato como recubrimiento NP-
1, NP-2 y NP-17 de 20, 20 y 30 nm respectivamente. NP-1 no presenta datos suficientes
para evaluar la concentracion a la que ocurre la hemolisis al 5%, sin embargo, se observa
gue a 40 pug / mL ya se alcanza el limite hemolitico del 10%. Con 15 pug / mL de NP-2, la
hemolisis producida supera el valor limite del 5%. Para lograr el mismo efecto con la
formulacion NP-17, se requiere una concentracion 4 veces mayor, 60 pug / mL. Aunque
solo estan presentes tres tamafios de AgNPs-CIT, claramente al aumentar el tamario, el

efecto hemolitico disminuye. El diAmetro se ha descrito como uno de los parametros que
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influyen en la toxicidad de las AgNPs en diferentes tipos de células. [83], [84], lo cual es

consistente con los datos trazados para formulaciones de AgNP-CIT.

Fig. 12(c) muestra que las AgNPs estabilizadas con almidon tienen un patron similar al
observado para las AgNPs con citrato; las nanoparticulas mas pequefias son mas
hemoliticas ya que NP-18 es mas hemolitica que NP-19, superando el 5% de hemodlisis

a 70y 145 ug / mL, respectivamente.

El intervalo de concentraciones que presentan estas formulaciones para superar el limite
de hemodlisis del 5%, es superior al encontrado para las AgNPs estabilizadas con citrato,
aunque estas ultimas son mayores. Lo anterior corrobora el papel del agente de

recubrimiento en el efecto hemolitico de las AQNPs en EDS.

Las formulaciones encontradas para las AgNPs recubiertas con PVP (Fig. 12(d)) fueron
NP-6, NP-20, NP-21, NP-12, NP-11 y NP-0, con diametros de 20, 49,3, 30, 100, 40 X 2
pm y 35 nm respectivamente. Para estas AgNPs, se produjo una hemolisis del 5% a

concentraciones de 15, 100, 120, 255, 260 y 430 ug / mL, respectivamente.

En el caso de las AgNPs estabilizadas con PVP, en general la tendencia a ser menos
hemoliticas se mantiene a medida que aumenta el diametro. Sin embargo, existen dos
inconsistencias, la primera es que NP-21 (30 nm) con PVP de 40 kDa con un diametro
menor es menos hemolitica que NP-20 (49.3 nm) en el que no se reporta la masa de
PVP en kDa, sin embargo, para este ultimo los porcentajes de Ag y PVP en AgNP son
95.5 y 0.2% respectivamente (ver Tabla 9), lo que implica que se trata de un AgNP casi
desnuda, caracteristica que podria explicar su capacidad hemolitica a pesar de su

tamano.
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La segunda inconsistencia es que NP-0 es la nanoparticula menos hemolitica que
cualquier otra con un diametro mayor. Para explicar esta diferencia, se compararon
especificamente las propiedades fisicoquimicas de NP-21 y NP-0. Estas dos
formulaciones tienen el mismo agente estabilizador (PVP), tamafos promedio
aproximados (30 y 35 nm) y casi las mismas proporciones de PVP y Ag en las AgNPs
(94 y 6% y 95 y 5%, respectivamente). Sin embargo, la masa molecular de PVP en NP-

21 es de 40 kDa, mientras que en NP-0 es de 12 + 2,7 kDa.

En el trabajo de Kyrychenko, et al. [85], Se descubrié que, cuanto mayor es la masa
molecular de PVP, menor es la superficie cubierta de AgNP. Cuando esto ocurre, la
superficie de plata metalica en AQNP esta mas expuesta a su entorno, es mas reactiva y
puede oxidarse mas rapido haciéndola menos estable. Este hallazgo es consistente con
la estabilidad reportada por los productores de estas dos formulaciones de AgNP.
NanoComposix™ Company recomienda usar su formulacion NP-21 en menos de 30
dias, mientras que el productor Vector-Vita garantiza una estabilidad de NP-0 durante 2

afos segun la etiqueta del producto.

Si la mayor masa molecular de PVP en NP-21 conduce a una oxidacion mas rapida y
una mayor produccion de Ag*, esta claro por qué estos AGNP son mucho mas hemoliticos

que NP-0.

Es importante conocer la masa polimérica de la PVP de las diferentes formulaciones al
comparar la hemdlisis en EDS, considerando que la masa polimérica de la PVP puede

influir significativamente en la estabilidad y reactividad de las AgNPs.
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En resumen, los NP-0 son los menos hemoliticos porque el recubrimiento de PVP tiene
una masa polimérica menor de 12 + 2.7 kDa en comparacion con NP-21, que tiene una
masa polimérica de 40 kDa, segun lo establecido por Kyrychenko, et al. [85] y
considerando que estos dos AgNP son muy similares en el resto de propiedades

fisicoguimicas.

Las diferencias en las caracteristicas fisicoquimicas de los recubrimientos de las AgNPs
son importantes para explicar las diferencias en la hemdlisis en EDS cuando se

comparan las AgNPs.

57



Tabla 9. Caracteristicas fisicoquimicas de las AQNPs comparadas.

Caracteristicas fisicoquimicas, algunas condiciones experimentales y los resultados de hemdlisis en articulos publicados
y el presente trabajo.

Diér:Ztrrrgeznm) A % de Concs. de
AgNP | Diam. hidrodin o recubr?ni/iento Tiemp_o_c!e eritrocitos AgNPs % de
(NP-X) .(nm) | Recubrimiento en la AgNP exposicion en Ia_, Solvente | usadas en hemélisis Ref.
_ 0 (horas) | suspensién el ensayo
Potencial ¢ (%) peso de ensayo (ug / mL)
(mV)
e;;efge PVP, 12.6+2.7 200 1.97 Este
NP-0 kDa, at 18.8% en 6, 94 2 5 PBS .
70 la formulacion 400 -0.24 trabajo
-15 800 74.60
esferoide 10.8 7.00
20 :
NP-1 26.6 £ 1.89 Citrato - 3 3 DPBS 216 3.00 [64]
-37 43.2 10.00
10 0.00
esférica 12 2.00
14 4.00
15 8.00
20 16 17.00
NP-2 Citrato - 3 ~2.3 PBS 17 24.00 [65]
18 34.00
- 20 57.00
25 90.00
30 100.00
] 40 109.00
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50 105.00
esférica
10 0.09
2.445 +1.08 glucano de
NP- - 2 PB
3 - hongos S 15 0.68 [66]
- 40 13.00
circular 0.781 0.00
1.563 1.00
60 3.13 2.00
NP-4 extracto de i 1 sol. salina 6.25 2.00 [67]
29.3 planta 12.5 2.50
: 25 6.00
50 69.00
23 100 96.00
- 12.5 2.60
52 extracto acuoso 25 13.00
NP-5 - de planta ) 1 PBS 50 27.50 [68]
- 100 27.30
esze(;'Ca 10.3 8.00
NP-6 53 6124 PVP, 40 kDa 5, 95 3 DPBS 50.6 10.00 [64]
-25.1+3.7 41.2 19.00
- 22 6.00
100 70 13.00
NP-7 - sin recubrimiento - 3.5 DPBS 220 22.00 [14]
700 60.00
135 2200 66.00
esferoide 1 0
NP-8 16 PVP - 1 tyrode 5 0 [69]
- 10 0
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50 0
] 100 0
Cuasiesférica 2.5 0.50
75+4 . 5 0.80
NP-9 - proteina - 1 10 PBS 75 1.00 [70]
- 10 1.70
10 0.30
] 20 0.30
. 40 1.60
NP-10 20 proteina - 1 - PBS 60 170 [71]
- 80 2.20
- 100 2.40
alambre 100 0.00
40 ””L‘”\); (1-2) 200 0.10
NP-11 40 PVP, 40 kDa 6, 94 2 5 PBS 300 790
400 9.10
] 500 4770 | [11]
esférica 100 0.50
100 200 0.80
NP-12 117 PVP, 40 kDa 6, 94 2 5 PBS 300 8.90
400 25.20
) 500 92.20
10 1.00
esférica extracto 20 2.00
NP-13 etandlico de - 0.5 7.21 PBS 30 2.00 [72]
planta 40 3.50
25.2 50 5.00
60 5.00
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80 10.00
190.1 £ 102 100 17.50
200 28.00
400 37.00
-26.1+1.4 800 48.00
1600 64.00
10 1.00
esférica 20 2.00
30 3.00
40 4.00
24.9 50 5.00
extracto acuoso 60 6.00
NP-14 de planta 0.5 7.21 PBS 30 12.00
428.2 + 197.0 100 19.00
200 31.00
400 41.00
-22.1+0.9 800 52.50
1600 67.50
- 10 2.00
12 extracto acuoso =23.5 Sol. salina >0 3.00
NP-15 de planta 0.5 estimgdo del 0'.5% 100 7.50 [73]
p
- articulo 200 7.50
- 250 12.50
esférica 31.25 0.50
8 extracto de 625 1.00
NP-16 2 1.6 PBS 125 2.00 [74]
planta
- 250 6.00
- 500 13.00
NP-17 - citrato 3.5 ~1 DPBS 22 0.00 [14]
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70 5.00
30 220 12.00
- 700 56.00
-41.8 2200 80.00
- 25 1.20
578 50 1.20
NP-18 almidon 10, 90 DPBS 100 12.00 [75]
- 200 42.00
-1.72 400 64.00
esférica 2 2:50
4 3.00
8 0.00
17.02 + 6.54 16 1.00
s 32 1.50
NP-19 ) almidén - PBS 64 0.50 [76]
128 4.00
256 12.00
- 512 82.50
1024 86.00
- 10 2.00
493 50 2.50
NP-20 PVP 99.5, 0.2 TBS 100 5.00 [77]
- 250 11.90
- 32.07 500 43.10
esférica 100 2.00
30 200 14.20
NP-21 36.2 PVP, 40 kDa 6, 94 PBS 300 26.00 [11]
400 26.80
- 500 50.00
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- 25 1.20
10.8 50 1.20
NP-22 - PVA - =1 DPBS 100 0.60 [75]
200 7.00
0.0921 400 27.00
Ag™ (1) 12 2.34
este
(este N/A N/A N/A 2.5 PBS 24 13.64 .
) trabajo
trabajo) 48 100.37
19.05 4.50
. 31.75 17.90
Ag* (I) N/A N/A N/A 5 PBS 63 50 3570 [11]
190.50 91.00
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Los resultados de hemdlisis para NP-0 comparados con los de otros AgQNP y Ag™, revelan
que, dado que el AgNP es menos hemolitico, tiene un mayor potencial terapéutico. El
trabajo de Ruiz, et al. [5] nos presenta un panorama claro del efecto genotéxico y
selectivo de NP-0O (Argovit) en el que se determina que no existe genotoxicidad en
linfocitos de sangre periférica humana a concentraciones de 0.2 a 200 pg / mL,
atribuyéndolo fundamentalmente a la relacién [revestimiento] / [metal]. El intervalo de
concentraciones estudiado en el trabajo mencionado estd muy por debajo de la
concentracion hemolitica reportada en este trabajo (405 y 430 ug / mL) en EDD y EDS
respectivamente, abriendo la posibilidad de aplicaciones biomédicas. Por otro lado, el
efecto antimicrobiano reportado por Vazquez M-Mufoz et al. [37] y antiviral de Borrego
et al. [33] coinciden en reportar concentraciones alrededor de 10 pg / mL para la
inhibicidon del crecimiento bacteriano y fungico y la reduccion de la infectividad viral.
Nuevamente, las concentraciones de antimicrobianos informadas en estos trabajos estan
muy por debajo de la concentracion hemolitica informada en este trabajo. Ademas, el
estudio de células dendriticas realizado por Castro-Gamboa, et al. [25], muestra que a la
concentracion de 16.6 pg / mL de NP-0, comienza a identificarse un efecto citotoxico y
dafo al ADN. Esto tiene importantes implicaciones que limitan las aplicaciones
terapéuticas que podria tener NP-0. Dado que, el hecho de que NP-0 no sea hemolitico
a concentraciones antimicrobianas y no genotoxico para los linfocitos no descarta la
citotoxicidad y genotoxicidad en las células dendriticas. Por tanto, las posibles
aplicaciones biomédicas del NP-0 deberan ser evaluadas cuidadosamente considerando

el panorama de toxicidad mas completo posible.
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Otro aspecto para considerar en el uso potencial de las AgNPs es la bioacumulacion en
tejidos y 6rganos. Buzulukov et al. [7], en su estudio sugiere que existe un espacio de
més de 50 veces entre el contenido especifico de AgNP observado en un 6rgano y la
supuesta concentracion umbral de su efecto toxico. Con administraciones intragastricas
de 100 ug / Kg durante 28 dias en ratas, se registré una acumulacion maxima de 768 +
246 ng de Ag en el higado, concluyendo que el contenido de Ag en érganos y tejidos de

rata podria considerarse como no peligroso o no toxico.

En el estudio de exposicidon corta (24 a 72 horas) con una sola dosis intragastrica de
AgNP en ratas, Gmoshinski, et al. [8], reporta una absorcion total del 2% de las AgNPs

distribuidas en 11 6rganos, siendo el 98% excretado en las heces.

La absorcion de NP-0 en el higado, el bazo y la mucosa del intestino delgado se informa

en el trabajo de Platonova, et al. [6].

Lo anterior podria tener importantes implicaciones fisiologicas en las posibles
aplicaciones biomédicas, especialmente en pacientes diabéticos, ya que las EDD
presentan una mayor fragilidad eritrocitaria que las EDS.

En el contexto de las aplicaciones de las AgNPs en pacientes con diabetes tipo Il, el uso
topico de NP-0 ha mostrado efectividad contra las Ulceras del pie diabético, resultando
en una disminucién del edema junto con la diferenciacion de lineas celulares que
promueven el cierre y reepitelizacion de la ulcera [19]. Considerando que la aplicacion
de NP-0 en las ulceras del pie diabético es tdpica, estudios como los de Buzulukov, et
al. [7], Gmoshinski, et al., [8] y Platonova, et al., [6], Seria necesario evaluar la

bioacumulaciéon en o6rganos y tejidos en modelos animales diabéticos con Ulceras

65



diabéticas tratadas con AgNP. Sin embargo, si se considera que en el tratamiento del pie
diabético se utilizan volumenes menores a 2 mL de NP-0 y en una concentracion maxima
de 30,000 pug / mL de AgNPs, aun cuando estos volimenes entren en contacto con el
sistema circulatorio humano; con unos 5 litros de sangre en total [86], la concentracion
final efectiva de interaccién entre NP-0y EDD seria =8 ug/ mL, que es una concentracion
no hemolitica segun nuestros resultados. Este escenario representa un margen de
seguridad de dos o6rdenes de magnitud entre la concentracion efectiva final y la
concentracion hemolitica, por lo que se podria considerar que el uso de NP-0 es
suficientemente seguro. Sin embargo, para la evaluacion de la hemdlisis in vitro, deben
realizarse determinaciones de los niveles de efecto adverso no observado (NOAEL) y el
nivel mas bajo de efecto adverso observado (LOAEL) in vivo e in vitro para NP-0.

La determinacion de hemodlisis ya sea en EDD o EDS, contribuye a la evaluacion del
panorama citotoxico de las AgNPs ante posibles aplicaciones biomédicas ya que es una
de las pruebas fundamentales de citocompatibilidad junto con genotoxicidad.

Conocer las concentraciones a las que se producen los diferentes bioefectos estudiados
para NP-0, tiene la ventaja de aportar mas informacién sobre la biocompatibilidad de la
formulacion NP-0 y por tanto de su aplicabilidad.

Sin duda, la prueba de hemdlisis en EDS o EDD de NP-0, contribuye al desarrollo de

potenciales farmacos derivados de NP-0.
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7. Conclusiones

Los resultados obtenidos muestran que las nanoparticulas de Argovit ™ no presentan
efecto hemolitico a concentraciones iguales o inferiores a 400 pug / mL en los eritrocitos
de donantes sanos y diabéticos. El rango de concentracion superior encontrado aqui es
superior a la concentracion efectiva para desarrollar sus efectos microbicidas,

anticancerigenos e inmunoestimulantes.

La masa de recubrimiento polimérico (12 + 2,7 kDa) de PVP en Argovit puede ser un

factor relevante en el efecto no hemolitico sobre EDS y EDD.

Argovit tiene entre 3 y 4 veces menos poder hemolitico que las soluciones de AgNO3
probadas en este trabajo, incluso con el mismo contenido de plata. Esto muestra el poder

atenuador de la liberacién de Ag* ejercida por PVP en esta formulacion.

En el contexto experimental del efecto hemolitico que ejerce cualquier formulacion de
AgNP, es importante incluir no solo los EDS, sino también los EDD para sopesar mejor
los posibles usos biomédicos; porque existen diferencias en la fragilidad de la membrana

celular entre los EDS y los EDD.

La potencia hemolitica de esta formulacion de AgNPs es de 3 a 4 veces menor en
comparacion con los iones de plata de AgNOs. Por lo tanto, estos resultados nos
permiten concluir que la hemoalisis observada con mas de 400 pg / ml de Argovit no es
causada por la liberaciéon de Ag*, sino debido a la interaccién con las AgNP en su

conjunto. Las concentraciones no hemoliticas de Argovit™ determinadas en eritrocitos
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de donantes sanos y diabéticos se identificaron como 405 y 430 pg / mL,
respectivamente. Se encontré que Argovit™ era la formulacion menos hemolitica para
eritrocitos de donantes sanos en comparacion con otras 22 formulaciones de AgNP
publicadas anteriormente. El bajo efecto hemolitico se asocié con la estabilidad de la
formulacion, que esta finamente modulada por la naturaleza y la cantidad del agente de
recubrimiento empleado. Por lo tanto, no solo la naturaleza sino también la cantidad de
agente de recubrimiento deben considerarse en el disefio y la obtencién de
nanomateriales seguros y eficaces. Finalmente, los resultados de este trabajo también
muestran la urgente necesidad de evaluar la capacidad hemolitica, entre otros
parametros toxicologicos, en muestras de donantes diabéticos debido al uso
generalizado de los AgNP en el tratamiento de complicaciones de la diabetes como las

Ulceras de pie diabético.
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Fig. anexa 1. Bioefectos estudiados para AgNPs Argovit. Cada gréfico representa estudios llevados a
cabo en modelos biolégicos similares (ver Tabla anexa 1). Tépico humano; S1. Células humanas; S8,
S9, S10, S14, S15, S16, S17, S18, S19, S20, S31, S33, S34, S35, S37 y S40. Veterinaria; S3, S4, S5,
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S7, S21, S27, S30 y S38. Microbianos; S11, S13, S22, S26, S28, S29, S30, S32, S36 y S39. Plantas;
S2, S6, S12, S23, S24 y S25. Se muestra la concentracion a la que se encontrd el bioefecto.

Tabla anexa 2. Detalles de los estudios con Argovit presentados en la Fig. 1y en la Fig.

anexa 1.
NUmero Tipo de
del Investigacion | Modelo bioldgico Po @ Efecto Referencia
. estudio
estudio
s1 Ulcc_ara,d_e pie Pie humano in vivo Cur,aC|on de [19], [20],
diabético Ulcera [21]
S2 Ge_\notoxmo Allium cepa in vivo | Genotoxicidad [27]
(Allium cepa)
S3 | Antiviral WSSV Camaron in vitro | Curacion de 28]
(inyeccion) mancha blanca
Melanoma B16- .
S4 Anti-melanoma | F10 enratones | invivo arﬁ?t:’toulﬁ]e?‘;?il\’/o [30]
C57BL/6JNHsd P
Citotoxicidad Eritrocitos L Concentracion Este
SO e in vitro " i
(hemadlisis) humanos hemolitica trabajo
No Reticulocitos L .
S5 genotoxicidad en ratones Balb-c| " VIO genotoxicidad [31]
Arboles de limén
. ; Cura contra
Anti- mexicano C. . )
S6 : e in vivo | Huanglongbing [32]
Huanglongbing aurantifolia .
) (foliar)
Swingle
Antiinfectivo , L Concentracion
S7 RVEV Células Vero in vivo antiinfectiva [33]
Genotoxico Linfocitos
S8 (linfocitos h in vitro | Genotoxicidad [5]
umanos
humanos)
Anticancer Lineas celulares | . . .,
S9 DU-145 de cancer in vitro Anticancer [29]
Anticancer Lineas celulares | . . .,
S10 MDA-MB -231 de cancer in vitro Anticancer [29]
S11 Antimicrobiano | Vanilla plantifolia | in vitro I—!or.metlgo [34]
antimicrobiano
S12 Multiplicacion Carfa de azUcar | invivo Respu,e.sta [35]
de brotes hormética
Sinergia con | Candida albicans | . . Sinergia con
S13 antibidticos (ATCC SC5614) n Vitro anfotericina B [36]
Anticancer Lineas celulares | . . .
S14 H1437 de cancer in vitro Anticancer [29]
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Viabilidad de

S15 células Vero Células Vero in vitro viabilidad [37]
S16 Anticancer Linea C elular de in vitro Anticancer [29]
Hela cancer

Anticancer Linea celularde | . . .

S17 MCE7 cancer in vitro Anticancer [29]
Anticancer Linea celularde | . . .

S18 DLD-1 cancer in vitro Anticancer [29]
Anticancer Linea celularde | . . .

S19 HT-29 cancer in vitro Anticancer [29]
Anticancer Linea celularde | . . .

S20 H1299 cancer in vitro Anticancer [29]
S21 Antl-Dlste_mper perros in vivo Ant_|V|raI, anti- [38]
(moquillo) Distemper
S22 Anti-C. albicans | Cultivo microbiano | in vitro MIC [37]

Arboles de limén
Anti- mexicano C L Cura contr_a
S23 : e in vivo | Huanglongbing [32]
Huanglongbing aurantifolia o
: (Quikjet)
Swingle
Citotoxicidad Citotéxico,
S24 (Vanilla Vanilla planifolia | invivo | genotoxicoy [39]
planifolia) polimorfismo
Arboles de limén
Anti- mexicano C L Cura CO”"?‘
S25 : e in vivo | Huanglongbing [32]
Huanglongbing aurantifolia :
) (Xyllakill)
Swingle
S26 Anti- F. Cultivo microbiano | in vitro MIC [37]
oXysporum
Citotoxicidad en Células de médula
S27 | Médula 6sea de . d . invivo | Citotoxicidad [25]
raton Osea de ratdn
S28 Anti- S. aureus | Cultivo microbiano | in vitro MIC [37]
S29 Anti- E. coli | Cultivo microbiano | in vitro MIC [37]
S30 | Anti-Viral RVFV Cultivo in vitro Antiviral [33]
Células humanas
MDA-MB-231 . L
S31 L D100 de cancer de in vitro LD100 [29]
mama
S32 Antiparasitico |Perkinsus marinus | in vitro | Antiparasitico [40]
S33 Viabilidad Células HeLa | in vitro LD100 [37]
celular
Viabilidad de Células
S34 células dendriticas in vitro LD100 [37]
dendriticas murinas
S35 Viabilidad Células Vero | in vitro LD90 [37]
celular
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Anti-

S36 Rhodomonas | Cultivo microbiano | in vitro MIC [37]
sp.
537 Viabilidad HeLa Células Hela in vitro Viabilidad 24 [29]
24 hrs. hrs.
S38 | Antiviral WSSV Camaron in vitro Antiviral [41]
(alimento)
e Sinergia con la
s39 | AntNGICOy | - o microbiano | invitro | actividad [42]
sinergia - :
antimicrobiana
Viabilidad Células de cancer
S40 celular 24 hrs de mama in vitro LD100 [29]
MDA-MB -231

Lista de abreviaturas

%Hem.=%H: porcentaje de hemalisis

Ac (-)ind: absorbancia del control negativo individual

Ac (+): absorbancia del control positivo

Ac(-): absorbancia del control negativo general

AgNP: nanoparticulas de plata

ALM: recubrimiento de almidén en la nanopatrticula

Ap: absorbancia de la muestra

ASTM: American Society for Testing and Materials. Sociedad Americana para Pruebas

y Materiales

BIO: recubrimiento biogénico de nanoparticulas
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¢ (-)ind: control negativo individual

c (+): control positivo

c(-): control negativo general

CIT: recubrimiento de citrato en la nanoparticula

COVID-19: enfermedad del coronavirus de 2019

DLD-1: linea celular de cancer

DU-145: linea celular de cancer

EDD: eritrocitos de donante diabético

EDS: eritrocitos de donante sano

ENAC: Entidad Nacional de Acreditacion en Espafa del Parlamento Europeo

EPA: Environmental Protection Agency. Agencia de Proteccion Ambiental de los

Estados Unidos.

GR: glébulo rojo o eritrocito

H1299: linea celular de cancer

H1437: linea celular de cancer

Hb: hemoglobina

HC50: concentracién de antimicrobiano que hemoliza al 50% de los glébulos rojos

HCT-116: linea celular de cancer de colon
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HelLa: linea celular de cancer

HT-29: linea celular de cancer

IVAMI: Instituto Valenciano de Microbiologia

LD100: dosis letal a la que muere el 100% de los sujetos probados

LD50: dosis letal a la que muere el 50% de sujetos probados

LD90: dosis letal a la que muere el 90% de los sujetos probados

LOAEL: el nivel mas bajo de efecto adverso observado

LOEC: concentracion mas baja para un efecto observado

MCEF: linea celular de cancer de mama

MCF7: linea celular de cancer

MDA-MB -231: linea celular de cancer

MDA-MB-231: linea celular de cancer

MIC: concentracion minima inhibitoria

NOAEL: nivel de efecto adverso no observado

NOEC: concentracion a la que no se observa efecto de un agente probado

NP: nanoparticula

NP-0: formulacion o nanoparticulas de Argovit



NP-X: nanoparticula con el nimero X asignado en este trabajo

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PBS: Phosphate-Buffered Saline. Solucion Salina amortiguada con fosfatos

PVA: recubrimiento de alcohol polivinilico de una nanopatrticula

PVP: recubrimiento de polivinilpirrolidona

RfD: dosis de referencia se acuerdo a la EPA

RVFV: virus de la fiebre del Valle del Rift

S#: estudio o investigacion realizada con Argovit™ con el numero (#) asignado en este

trabajo

SARS-CoV2: virus causante de la COVID-19. Coronavirus 2 del sindrome respiratorio

agudo y severo

SCCS: Comité Cientifico para la Seguridad del Consumidor de la Union Europea

SSF: solucion salina fisiologica

TEM: microscopia de transmision electronica

WSSV: virus del sindrome de la mancha blanca en camarones
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