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Influencia de la nanotecnologia y avances innovadores en biomedicina.
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1. Entender los mecanismos que llevan a la enfermedad,

2. Reconocer y diagnosticar enfermedades tempranamente,
Mitragotr et al., ACS Nano (2015). 3. Selectividad y eficacia terapéutica v,
e rasten, Merkear Cham st w2018y, 4+ Monitorear la efectividad de los nanomateriales. ?



Nanoparticulas semiconductoras o puntos canticos (PCs)

i

Nanocristales semiconductores en la

escala de 2 a 10 nm. . = | . |
Luminiscentes. T
Nueva clase de biomarcadores.

Aplicaciones en bioimagen,

biodiagndstico y administracion de
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farmacos.

Wong, et.al.,2013. 3
Fang, Chen, Liu, & Li, 2017



Antecedentes de PCs de CdS-Dextrina.

Nuestro equipo de trabajo de la Facultad de
Farmacia de la UAEM, y en colaboracion con el
departamento de Fisica del CINVESTAV-IPN.

Tamafno nanométrico (~3 nm), tienen notables || -
propiedades Opticas y electronicas, por lo que | Al

tienen ventajas sobre los biomarcadores
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Fig. 1 Quantum dot particles optical and structural characterization. a X-ray diffraction patterns of CdS-Dx/QDs. b HRTEM images of CaS-Dw/QDs
The nanoparticles appear aggiomerated in the polymeric matrix of dextrin. A dose-up Image shows a spherical CdS nanoparticies with particle size
in the range of 3-5 nrm. ¢ Stze distribution of CdS-Dw/QDs d UV-vsble spectrum of stze distribution of CdS-Dw/QDs. e Room temperature photolu
minescence spectrum of CdS-Dw/QDs
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Reyes-Esparza et al. J Nanobiotechnol .2015.



Antecedentes de PCs de CdS-Dextrina.
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Obijetivo general

« Estudiar la disposicion, biocompatibilidad, hemocompatibilidad de puntos
cuanticos de CdS pasivados con dextrina, asi como realizar la biosintesis de
un bioconjugado CdS-dextrina/doxorrubicina para mostrar su UusO Ccomo

nanotransportador de farmacos.



Resultados mostrados en el capitulo:

1. La caracterizacion de la disposicion de los PCs de CdS-Dextrina (CdS-
Dex) tras la administracion de una dosis Unica en ratas (parametros
farmacocinéticos)

2. Un estudio de biocompatibilidad de PCs de CdS-Dex después de
administrar dosis multiples, el estudio se extendio a 30, 60 y 90 dias de
exposicion;

3. La evaluacion de la hemocompatibilidad in vitro; y

4. EIl desarrollo, caracterizacion y eficacia de un bioconjugado de PCs de
CdS-Dex con doxorrubicina (Dox).



Metodologia

Ratas (110-130g) —

Evaluacion de PCs
de CdS-Dextrina

Disposicion

-

(1) grupo control (5 ratas).

Biocompatibilidad

+ dosis Unica i.p. de PBS (200 pL)

(2) PCs de CdS-Dex (65 animales).

* dosis Unica i.p. de 100 ug/Kg de PCs
preparadas en 200 uL de PBS.

(1) Control (6 animales).
» dosis i.p. de PBS (200 pL) durante 90 dias.

(2) PCs de CdS-Dex (18 animales).

+ dosis de 100 pg/Kg de PCs de CdS-Dex i.p.
durante 30, 60 o 90 dias

Los animales se sacrificaron a 90 dias.

+ 3,6, 12, 18, 24, 48, 72, 150, 300, 600, 960, 1440 y 2160 horas
-Se realizd un examen macroscopico post mortem.

-Se obtuvieron microfotografias bajo microscopio visible y de
epifluorescencia.

+ Organos: higado, rifién, pulmén, corazén, musculo estriado, bazo, timo, cerebro y
testiculo.

|

Hemocompatibilidad

Ensayo de hemdlisis*

elLos eritrocitos se separan por
centrifugacion.**

Analisis topografico

Se colocaron 1 x 107 eritrocitos y se resuspendieron con
una solucién amortiguadora (KCl 150mM + Tris 3mM) por
ensayo.

» Tratamiento de los eritrocitos: concentraciones de 0.1, 1, 10 y 100 pg/mL
de PCs de CdS-Dex. (30 min)

La cantidad de hemoglobina se midid a una longitud de
onda de 550 nm en un lector de placas.

* Se utilizé una solucién de NaCl 35mM control positivo.

8

*Neun & Dobrovolskaia, Methods Mol Biol. (2011). **Nemmar, et.al., Cell Physiol. Biochem. (2012)



MEtOdOIOgIIa Bioconjugado de PCs de

CdS-Dex/Doxorrubicina

Eficacia
farmacologica

Sintesis Caracterizacion

Captacion selectiva de los PCs de CdS-Dex y bioconjugado.

Dispersic')n_ e Células Hela (1 x 10°) se sembraron en cubreobjetos estériles de 12
mm en una placa de 6 pozos. Tratamiento (0.01 y 1 ug/ml) durante 24
h. Se observa en microscopio confocal/fluorescencia.

¢ Se suspendieron 1 mg de PCs de CdS-Dex en 10 % de tetrahidrofurano (THF) y se
mezclaron durante varios minutos. Viabilidad celular (Técnica de MTT)

Se incubaron la doxorrubicina (0.1 uM) y los PCs durante 4 horas; e Células Hela (10,000/pozo) tratadas con diferentes concentraciones
. ) . de PCs de CdS-Dex y el bioconjugado (0.01, 0.1, 1 y 10 pg/mL) y se

se centrifugd a 9900 g durante 30 minutos. incub6 durante 24 h.
« Se realizaron lavados de sedimentos * Se determind la densidad éptica en un lector de microplacas a una

longitud de onda de 590 nm.

Difraccion de rayos X en polvo.

¢ Secado de PCs bioconjugados (CdS-Dex/Dox) a 37 ° C durante 12 h.

El tamaino de particula y la morfologia.

La distribucion de diametro hidrodinamico. 9




RESULTADOS



Disposicion y parametros farmacocinéticos de PCs de CdS-Dex en
tejidos de rata.
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Crmax Tmax ABC ot
Higado 65,739 y . 26,484,058 | 54,455,011 69 48
Rifon 6,018 24 519,582 565,186 9.3 6.41
Corazon 3,679 72 3,637,750 3,938,695 16.0 13,1
Pulmon 7,339 48 3,794,373 4,105,768 14.8 | 10.31
Bazo 4,386 48 1,147,335 1,578,883 10.4 7.04
Cerebro 6,561 24 1,487,975 1,687,604 8.5 5.9
Testiculos | 16,810 48 11,677,942 | 12,551,992 83.3 58
Musculo 2,515 150 1,582,380 1,610,047 59 41.3
Cmax: Concentracion maxima
Tmax: Tiempo en que alcanza la concentracion maxima.
ABC ,,,: Area bajo la curva de cero a tiempo.
ABC ,...: Area bajo la curva de cero a infinito.
TMR: Tiempo medio de residencia
T %: Tiempo de vida media
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Andalisis histoldgico para identificacion de maxima
fluorescencia (T,,4,)-

Comzén 72h Pulmén 48 h
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Administracion Unica i.p. 100 pg/Kg.
Tejidos tefiidos con H&E, amplificacion 20X.
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Variaciones en los parametros bioguimico clinicos de los

de CdS-Dex en rata.

- Glucosa
= Triglicéridos
Colesterol
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90 dias de estudio.

PCs
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Analisis de la distribucion homogeéenea de PCs de CdS-Dex en tejidos de rata.

Control 30 dias 60 dias 90 dias

£050-

A

corte histologico representativo de los tejidos observados bajo microscopio de epifluorescencia tras
la administracion de dosis multiples de PCs de CdS-Dex durante 30, 60 y 90 dias. 14
Amplificacion 20X
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Efecto de PCs de CdS-Dex sobre los parametros bioguimico-
clinicos después de 30, 60y 90 dias.

Parametro Control 30 dias 60 dias 90 dias
Glucosa 140.2 +19.4 | 120.5+36.1 152.0 + 43.3 159.9 + 19.4
Triglicéridos 60.8+13.7 | 112.3+51.7 122.4+34.4 187.0 + 15.5
Colesterol 54.9+89 59.4+12.9 58.7 + 3.3 64.9 £ 10.3
ALT 54.3+8.6 54.5+ 8.9 74.9 £+ 25 57.5+9.7
AST 160.2 + 26 168.3 + 20.1 146.5 + 40.9 176.1 + 29.0
FA 121.6 + 33.7 156.9 + 13 210 + 31.4 *4& 113.8 + 23.8
Urea 39.6+8.4 35.8+6.6 55.9 + 8.3 *# 50.8+2.0#
Creatinina 0.6+0.1 0.5+0.1 0.4+0.1 0.7 £0.04
Acido Urico 52+1.8 56+1.7 10.6+5.4 10.5+3.4

Cada valor representa el promedio + SD. * p<0.05comparado con el grupo control; # p<0.05 comparado con el
grupo de 30 dias; **p<0.05 comparado con el grupo de 60 dias; y & p<0.05 comparado con el grupo de 90 dias.




Efecto de los PCs de CdS-dex sobre la integridad de los

eritrocitos.
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Concentraciones [pg/mL]

PCs de CdS-dexa 0.1, 1,10 y 100 pg/mL durante 30 min.

Eritrocitos control: se consideraron células sanas no expuestas a PCs

Hemodlisis: células preincubadas con NaCl 35 mM.

Los datos se presentan como la media + DE de al menos tres experimentos independientes.
* p <0,05 en comparacién con el grupo de hemdlisis.



Analisis topografico de la morfologia
de la superficie de eritrocitos tratados con PCs CdS-Dex.

Hemolisis 0.1 pg/mL 1pg/mL

Control -~

15 125 10 75 5 25 0 125 10 7.5 5 25 0

60 min
5
5

30 min

Eritrocitos control: se consideraron células sanas (biconcavos circulares tipicos) no expuestas a PCs. Hemdlisis: células preincubadas con NaCI 35 mM
(pérdida de morfologia). Tiempo de tratamiento: 30 y 60 min. La imagen es representativa de dos experimentos.



Sintesis y caracterizacion de un bioconjugado de PCs de CdS-
Dex/Doxorrubicina.
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Caracterizacion de un bioconjugado de PCs de CdS-
Dex/Doxorrubicina.

a

"y

e~

S

oy

[

=

(]

=

E

L+ ]

£ :
= :

Dextrin :1’
4000 600 3200 200 F400 2000 41600 1200 @00 400
Wavenumber (cm 1)

[
)
S

=k

L]

=

3]
=

=

=

&
[_.:

Doxorubicin

Wavenumber (cm -1)

4000 3600 3IJ00 800 2400 2000 €00 1200 800

A0

b

Transmittance (%)

4000 3600

\ B
5 e S
#
-
CdS-Ox
I 'l 'l i i i 1 I!

iX00 2A0D

Wavenumber (cm ')

2400 2000 1800 1220 1] SO0

=
o~ g
[ ] (==L £
(=3 RO-C0-TH-A
=
o
=
E
o
=
= Ring =
= =S
[ +]
Cd5-Dx + DOX
1 L 1 " ] 1 1 B
[ Lenle] hlainln) JI200  J0E 2400 20090 1600 12ag e 400

Wavenumber (cm -!)
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Efecto de un bioconjugado de PCs de CdS-Dex/Doxorrubicina
sobre la viabilidad de céelulas Hel a.

140 O CdS-Dx
B CdS-Dx/DOX
120
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20

CONTROL 0.01 0.1 1 10
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+ DS de dos experimentos independientes
* p<0.05 con respecto al grupo control.



Andlisis de la localizacidn intracelular de los PCs de CdS-Dex
bioconjugados cn Doxorrubicina en ceélulas Hela.

CdS-Dx+DOX
(1 pg/mL)

Fluorescencia

Empalme con
visible

Amplificacion 100X
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Conclusiones

» Evidencias de la buena distribucion, biocompatibilidad y hemocompatibilidad de los
PCs de CdS-Dex en rata y en células en dosis Unica, asi como su tolerabilidad y
biocompatibilidad a largo plazo.

« Evidencias de efectividad como nanotrasportadores de farmacos.



Conclusiones

* Los PCs de CdS-Dex conjugados con doxorrubicina produjeron
los tipicos cambios morfoldgicos que produce la doxorrubicina,
aungue los PCs conjugados mostraron mayores efectos
farmacoldgicos.

*Los PCs de CdS-Dex tienen el potencial de usarse en
bioimagen y como nanovehiculos para el transporte de
farmacos, teniendo la ventaja de que puede ser distribuido a
cualquier tejido, atravesar barreras fisiologicas, ser bien
tolerados, y biocompatibles.



* En memoria de:

Dr. Jorge Alberto Reyes Esparza \ ~

Quien en vida fue director de nuestro laboratorio en la Facultad de Farmacia,
Universidad Autonoma del Estado de Morelos, mentor y amigo. Siempre compartiendo
Su entusiasmo y pasion por la ciencia, la innovacion tecnoldgica y su enorme
generosidad.
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