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Resumen

Resumen

La nanotecnologia tiene la capacidad técnica para modificar y manipular la
materia con la posibilidad de fabricar materiales y productos a partir del
reordenamiento de atomos y moléculas, desarrollar estructuras o dispositivos
funcionales a las dimensiones nano. El empleo de la nanotecnologia tiene gran
interés en medicina, ya que podria modificar la historia natural de las
enfermedades ya sea en un sentido terapéutico, curativo, preventivo, o de

rehabilitacion.

Las nanoparticulas de plata se estan convirtiendo en una de las categorias de
mayor crecimiento en la industria de la nanotecnologia por su gran actividad
antimicrobiana. Esto ha llevado a un numero creciente de aplicaciones médicas
de las nanoparticulas de plata. Algunos de los productos que ya estan disponibles
en el mercado incluyen vendajes para heridas, dispositivos anticonceptivos,
instrumentos quirurgicos asi como protesis 6seas. A parte de estas aplicaciones,

las nanoparticulas de plata son utilizadas para la purificacion de agua.

Debido al incremento del uso de la nanotecnologia, se ha elevado el riesgo
asociado con la exposicion a las nanoparticulas, por eso es necesario ampliar los
estudios relacionados con su toxicidad y genotoxicidad. Esta tesis tiene como
objetivo evaluar la genotoxicidad de las nanoparticulas de plata en fase proteica
de tamano promedio de 3.76 nm y de forma esférica por medio de la técnica de
micronucleos en ratones CD1 y determinar si la exposicion puedan estar
afectando el ciclo celular (Citotoxicidad) o danar al DNA (Genotoxicidad) y poder

contribuir al conocimiento sobre la toxicidad de éstas.

Los resultados obtenidos demostraron que la forma, el tiempo de exposicion, la
concentracion y el tamano de nanoparticulas de plata en fase proteica que
utilizamos para este estudio no resultaron ser genotoxicas ni citotoxicas en los
ratones CD1, esto evidenciado con la técnica de microntcleos en los ensayos

agudos y subcronicos.
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Marco teérico
Capitulo 1. La Nanotecnologia
1.1 Generalidades de la nanotecnologia.

El término “nano” corresponde a un prefijo del Sistema Internacional de

Unidades que indica un factor de 10-9, es decir una milmillonésima parte de algo.

Si bien el término “nanotecnologia” (del latin nanus — enano), es ampliamente
utilizado, no existe un consenso que permita delimitarlo como sector. Se entiende
por nanotecnologia a la capacidad técnica para modificar y manipular la materia
con la posibilidad de fabricar materiales y productos a partir del reordenamiento
de atomos y moléculas, desarrollar estructuras o dispositivos funcionales a las
dimensiones nano (Boletin estadistico y tecnologico, 2009). El empleo de la
nanotecnologia tiene gran interés en medicina, ya que podria modificar la historia
natural de las enfermedades ya sea en un sentido terapéutico, curativo,

preventivo o de rehabilitacion (Salata, 2004).

De acuerdo a la necesidad que existe actualmente para el desarrollo de nuevos
medicamentos y teniendo en cuenta las funciones inherentes a nanoescala de
algunos componentes biologicos de las células vivas; la nanotecnologia se ha
aplicado a diversos campos de la medicina como la oncologia, la medicina
cardiovascular, entre otras. De hecho, la nanotecnologia es util para la mejora de
biomarcadores, diagnéstico molecular, descubrimiento de farmacos y
administracion de estos, que podrian ser de mayor utilidad para nuevos

tratamientos alternativos (Salata, 2004).

En la actualidad en Estados Unidos se introdujo el término de nanomedicina
para describir las aplicaciones de la nanotecnologia en las enfermedades

humanas (Medina et. al., 2007).
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1.2 La nanotecnologia en México.

En América Latina, los paises que cuentan con avances en el desarrollo de
la nanotecnologia son Brasil, Argentina y México. A diferencia de México, los dos
primeros cuentan con iniciativas del gobierno o programas dedicados a la
investigacion, desarrollo e innovacion de la nanotecnologia (Boletin estadistico y

tecnologico, 2009).

En México no se cuenta con un plan, programa o iniciativa nacional en
nanotecnologia, a pesar de que desde el 2002, la investigaciéon en nanotecnologia
pasa a ser reconocida como un area de investigacion estratégica (Diagnostico y

prospectiva de la nanotecnologia en México, 2010).

En nuestro pais se identificaron 56 instituciones que desarrollan actividades de
investigacion y/o docencia relacionadas con la nanotecnologia, las cuales
albergan a 449 investigadores relacionados con la tematica, de los cuales el 29%
pertenece a programas CONACYT, el 18% a la Universidad Nacional Autéonoma
de México, el 15% al Instituto Mexicano del Petroleo, el 8% al Instituto Politécnico
Nacional y el 30% restante a otras 20 instituciones ubicadas en distintos estados

del pais (Diagnostico y prospectiva de la nanotecnologia en México, 2010).

Con relacion a los paises lideres, México se ubica muy por debajo en términos de
publicaciones y patentes relacionados con la nanotecnologia. Asi, se observa que
Estados Unidos publica 39 veces mas que México, China 27, Japon casi 18,
Alemania 14 e incluso Brasil duplican dicha produccion. Sin embargo, mientras
Estados Unidos cuenta con un millon 260 mil investigadores y Brasil con 117 mil
investigadores, Meéxico apenas alcanza los 35 mil (Boletin estadistico y

tecnologico, 2009)
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1.3 Aplicacion de la nanotecnologia en medicina.

La nanotecnologia se esta aplicando a la formacion de biomarcadores y
tecnologias basadas en la gendomica. Un ejemplo de ello es la utilizacion de
nanoparticulas recubiertas en su superficie con un sencillo “codigo de barras”
que son fragmentos de DNA capaces de amplificar las senales de las pequenas
biomoléculas. Esta amplificacion es comparable con la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Este analisis permitira a los meédicos diagnosticar
correctamente las enfermedades en fases tempranas y empezar el tratamiento
antes de que los danos celulares sean graves, mejorando el prondstico del

paciente (Medina et. al., 2007).

En la actualidad en el diagnostico molecular por imagenes no soélo se limita a una
descripcion macroscopica de las estructuras anatomicas, si no que puede

implicar imagen de la senalizacion celular.

Las nanoparticulas se estan probando actualmente para imagenes moleculares
con el fin de lograr un diagnéstico mas preciso con imagenes de alta calidad. De
hecho los agentes de contraste se han cargado con las nanoparticulas para
mejorar imagenes donde se localizan tumores. Las caracteristicas fisicoquimicas
de las nanoparticulas (tamano de las particulas, su carga de superficie,
revestimiento de superficie y la estabilidad) permiten la redireccion y la

concentracion del marcador en el lugar de interés. (Lanza et. al., 2005)

Con el uso de la nanotecnologia se ha mejorado la transportaciéon de farmacos y
con esto su efecto terapéutico, lo que reduce el efecto de los farmacos en otros
sitios y aumenta al maximo el efecto terapéutico. Este objetivo se logra
principalmente por el tamano pequeno de éstas nanoparticulas, que pueden
penetrar a través de barreras fisiologicas. Las nanoparticulas pueden atrapar o
encapsular el principio activo, mejorando la solubilidad, la estabilidad y la
absorcion, asi como evitar la inactivacion prematura de éste durante su

transporte.
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Entre todas las nanoparticulas las mas utilizadas como sistemas de
administracion de farmacos son los liposomas y nanoparticulas a base de
polimero, ya que dichos componentes son generalmente biodegradables, no se
acumulan en el organismo y posiblemente, estar libres de riesgo. (Saker et. al.,

2005).

Tipos de nanoparticulas

1.4.1 Los liposomas.

Son nanoparticulas con una bicapa lipidica, es decir son vesiculas
compuestas de una o varias membranas de fosfolipidos cerradas sobre si
mismas. Dentro del liposoma esta encapsulado un volumen pequefio del medio
en el cual han sido preparados. De esta manera, su morfologia les permite
encapsular compuestos solubles en agua en su volumen interno, de modo que
actian como vectores de medicamentos. Dependiendo de su composicion estos
agregados pueden ser quimicamente estables en tiempos de horas o quiza hasta
anos. La estabilidad fisica de los liposomas depende de la concentracion de éste y

de las interacciones entre particulas (Medina et. al., 2007).

1.4.2 Nanoparticulas a base de polisacaridos: quitosano.

Los polisacaridos son los polimeros naturales mas versatiles debido al
amplio espectro de propiedades quimicas, fisicas y funcionales que confluyen en
los organismos vivos, tales como conferir estructura, almacenar energia y otras
funciones mucho mas especializadas, tales como de reconocimiento y adhesion
en células eucariontes, senalizacion y activacion de procesos de resistencia en
plantas, formacion de biopeliculas en microorganismos, entre otras. El quitosano
es un aminopolisacarido obtenido a escala industrial por N-desacetilacion
termoalcalina de la quitina aislada de los desechos de crustaceos (Goycoolea et.

al., 2007).
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Teniendo en cuenta sus propiedades fisicoquimicas y biologicas, el
quitosano se ha utilizado en investigacion farmacéutica centrada en el desarrollo
de vehiculos innovadores. En este sentido, es de destacar en estos sistemas,
tanto la capacidad para proteger macromoléculas bioactivas frente a la
degradacion, como la habilidad para transportarlas a través de las barreras de las
mucosas. En consecuencia, su aplicacion se ha enfocado al desarrollo de
nanovehiculos aptos para la administracion por vias no invasivas, tales como las

mucosas ocular, nasal y oral. (Agnihotri et. al., 2004).

1.4.3 Nanoparticulas de ceramica.

Las nanoparticulas de ceramica son sistemas inorganicos con
caracteristicas porosas que han surgido recientemente como vehiculos de drogas.
Estos vehiculos son biocompatibles, como las nanoparticulas de ceramica de
silice, alimina y titanio que pueden ser utilizados en la terapia del cancer. Sin
embargo, una de las principales preocupaciones es que estas nanoparticulas no
son biodegradables, ya que pueden acumularse en el cuerpo, causando asi

efectos no deseados. (Cherian y Rana, 2000).

1.4.4 Nanoparticulas de oro.

Las nanoparticulas de oro son una nueva categoria de nanoparticulas
esféricas que consisten en un nucleo cubierto por una capa fina metalica, que es
oro. Estas particulas poseen propiedades opticas y quimicas altamente favorables
para la proyeccion de imagenes biomeédicas (Medina et. al.,, 2007). Destacan
especialmente sus peculiares e inesperadas propiedades fototérmicas, por las que
al ser activadas en presencia de luz laser, desprenden calor, actuando como
auténticos «nano-calefactores». Las nanoparticulas de oro presentan un
extraordinario potencial como agentes fototerapéuticos en el tratamiento del
cancer, asi como para la elaboracion de nanoestructuras utiles para el transporte
y la vectorizacion selectiva de farmacos, macromoléculas terapéuticas y en

terapia génica (vehiculos para plasmidos, DNA, RNA, etc.).
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También destaca la utilidad de las nanoparticulas de oro en la elaboracion
de “sistemas de transporte inteligentes” que permiten controlar, en el espacio y
tiempo, la liberacion del compuesto terapéutico asociado, ya que ésta es
desencadenada por un estimulo biolégico interno (por ejemplo una variacion en la
concentracion de glutation entre el exterior y el interior de la célula) o por

activacion de un estimulo externo (por ejemplo luz laser) (Al-Qadi et. al., 2000).
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Capitulo 2. Nanoparticulas de plata.
2.1 Nanoparticulas de plata

La plata ha sido historicamente utilizada para eliminar bacterias y evitar
los efectos derivados de las mismas, ya sea la putrefaccion de alimentos, la
infeccion de heridas o el olor proveniente de la sudoracion. El mecanismo de
accion antimicrobiano de la plata consiste en la generacion de iones de plata
sobre la superficie cuando ésta entra en contacto con agua, por ejemplo durante
la transpiracion. Posteriormente estos iones son transportados por las moléculas
de agua hasta las bacterias donde quedan fijados como consecuencia del llamado
efecto oligodinamico de la plata, produciendo su precipitacion e inactivacion

(Arora et. al., 2009).

Las nanoparticulas de plata se estan convirtiendo en una de las categorias de
mayor crecimiento en la industria de la nanotecnologia por su gran actividad
antimicrobiana. Esto ha llevado a un numero creciente de aplicaciones médicas
de las nanoparticulas de plata. Algunos de los productos que ya estan disponibles
en el mercado incluyen vendajes para heridas, dispositivos anticonceptivos,
instrumentos quirurgicos asi como proétesis 6seas. A parte de estas aplicaciones,
las nanoparticulas de plata son utilizadas para la purificaciéon de agua (Ahamed
et al., 2010).

2.2 Utilidad de nanoparticulas de plata en medicina.
Aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas de plata:

Agente bactericida: se ha observado que las nanoparticulas de plata
poseen un efecto bactericida en contra de Escherichia coli, Enterococcus,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulasa negativo, Pseudomonas
aeroginosa y Candida albicans (Li et. al., 2006). Este efecto bactericida ayuda a
elaborar nueva instrumentacion meédica (catéteres, implantes, etc.) y asi evitar la

contaminacion por microorganismos.
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Anti-retroviral: Las nanoparticulas de plata se han comenzado a estudiar
como alternativas de tratamiento ante agentes virales, entre los estudios mas
destacados esta sobre el virus HIV-1; las nanoparticulas de plata interactian con
la proteina 120 del virus, con lo cual se inhibe la interaccion viral con la célula
huésped inhibiendo de esta manera la infeccion (Chen et. al., 2008). Es
importante mencionar que estos efectos antivirales de las nanoparticulas de plata

solo se han demostrado in vitro.

2.3 Toxicidad de las nanoparticulas de plata.

Varios estudios han demostrado que la toxicidad de las nanoparticulas de
plata esta asociada al tamano de éstas, la forma que presentan, el tiempo de
exposicion en los organismos, la via de administracion y la concentracion en la
que son administradas, pero hay una falta de informacion sobre su potencial
genotoxico. Las fuentes de exposicion y los efectos adversos estan resumidos en
la figura 1. En estudios in vitro se observa que las nanoparticulas de plata
causaron danos severos al DNA de células embrionarias y fibroblastos de raton,
indicados por el aumento en la expresion de proteinas de reparacion, como pS3 y
de fosforilacion H2AX (Singh et. al., 2009). Lo que indica que la exposicién a las

nanoparticulas de plata puede dar lugar a aberraciones genéticas.

Arora y colaboradores en el 2008 encontraron que las nanoparticulas de plata
inducen muerte celular y estrés oxidativo en células humanas de fibrosarcoma y

carcinoma de células de la piel.
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Figura 1. Fuentes de exposicion de nanoparticulas de plata y organos
blanco (Ahamed et. al., 2010).

Hsin y colaboradores en el 2008 propusieron el mecanismo de toxicidad de
las nanoparticulas de plata en los fibroblastos, en este estudio se encontré que
las nanoparticulas de plata inducen especies reactivas del oxigeno (ROS) y con
esto la liberacion del citrocomo C en el citoplasma y la translocacion de la
proteina Bax. Estas observaciones indican que la apoptosis mediada por las
nanoparticulas de plata fue dependiente de las mitocondrias en los fibroblastos.
Ademas sugirieron que las nanoparticulas de plata inducian la via apoptoética
mediada por p53 a través de la cual la mayoria de los farmacos

quimioterapéuticos disparan la apoptosis.
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Estudios de exposicion de nanoparticulas de plata por inhalacion
sugirieron que el pulmoén es un blanco facil para las nanoparticulas y que las
particulas inhaladas pueden llegar al cerebro a través del sistema nasofaringeo.
Sin embargo, hay informacion limitada sobre la toxicidad in vitro de
nanoparticulas de plata en las células del pulmén. Se informa que las
nanoparticulas de plata reducen la viabilidad celular de los macrofagos alveolares

y las células epiteliales de pulmoén (Ahamed et. al., 2010).

Es importante mencionar que hay muy pocos estudios de genotoxicidad en
relacion a las nanoparticulas de plata. En la siguiente tabla se muestra la
toxicidad in vitro de las nanoparticulas de plata de acuerdo al tamano, dosis y

tiempo de exposicion.

Tabla 1. Toxicidad in vitro de nanoparticulas de plata (Ahamed et. al., 2010).

Tamafo de Linea celular de Dosis Tiempo de Observaciones
Ag NP mamifero exposicion
Células madre de 5-10pg/ml 24 hrs. Disminucién de la funcion
15 nm espermatogonias de mitocondrial, aumento de
raton. LDH y apoptosis.
Carcinoma de piel y 6.25-50 24 horas Reduccion de la viabilidad
7-20 nm fibrosarcoma en pg/ml celular, estrés oxidativo,
humanos. fragmentacion del DNA y
mayor actividad de la
caspasa 3.
Fibroblastos y 10-200 24 horas Reduccion de la viabilidad
7-20 nm células hepaticas pg/ml celular, estrés oxidativo y
de ratén. apoptosis.
Células de 0.1-0.3 24 horas Dosis no citotéxica.
7-10 nm hepatoma de pg/ml
humano
Células de 1.0-10 24 horas Citotoxicidad y estrés
5-10 nm hepatoma de pg/ml oxidativo.
humano
2-5 nm Células HeLa 92 pg/ml 24 horas Citotoxicidad y apoptosis.
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Tabla 2. Toxicidad in vivo de nanoparticulas de plata (Ahamed et. al., 2010).

Tamano Modelo de Dosis Tiempo y via de Observaciones
de animal administracién
Ag NP
Rata Sprague- 1.73%104/cm3, Inhalacién, 6 hr al No hay cambios
18 nm Dawley 1.27x105/cm3, dia, 5 a la semana, significativos.
1.32x106 por 28 dias
particles/cm3
Rata Sprague- 1.73%104/cm3, Inhalacién, 6 hr al Inflamacién alveolar y
18 nm Dawley 1.27x105/cm3, dia, 5 a la semana, del higado, aumento de
1.32x106 por 90 dias la hiperplasia del
particles/cm3 conducto biliar.
Ratén 100mg/kg Via intraperitoneal = Estrés oxidativo.
29 nm CS7BL/6N 500mh /kg Cada 24 horas.

2.4 Biodistribucion y los posibles efectos adversos de las

nanoparticulas de plata en animales.

La exposicion humana a los nanomateriales se puede producir a través de
diversas vias, entre ellos la inhalacién, contacto dérmico y la ingestion. La
administraciéon sistémica es también otra posible via de entrada. La distribuciéon
pulmonar y sistémica por inhalaciéon mostré que el contenido de particulas en
pulmoén disminuye rapidamente con el tiempo después de la inhalacion.
Posteriormente se detectaron particulas en la sangre y otros o6rganos, como
higado, rin6én y cerebro. También se ha examinado la distribucion y la toxicidad
de las nanoparticulas de plata en ratas después de una inyeccion subcutanea y
se encontré que estas particulas pasan a torrente sanguineo distribuyéndose a
los organos diana que son los rinones, higado, bazo, cerebro y pulmén. Las
nanoparticulas de plata provocaron la destruccion de la barrera hematoencefalica
y la degeneracion neuronal. La hepatotoxicidad de las nanoparticulas de plata
después de la exposicion oral de 3 dias de duracion en ratones a una dosis de
100 mg /Kg, revelé que el higado mostro infiltracion linfocitica y expresion de

genes relacionados con la apoptosis y la inflamacion (Tang et. al., 2009).
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2.5 Posibles mecanismos de accion asociados con la toxicidad de las

nanoparticulas de plata.

La generacion de ROS y el estrés oxidativo parecen ser dos probables
mecanismos de toxicidad de las nanoparticulas de plata. El estrés oxidativo se
produce cuando la generacion de ROS excede la capacidad de los mecanismos de
defensa antioxidante, provocando una gran variedad de eventos celulares y
fisiologicos como el estrés, la inflamacion, el danno al DNA y la apoptosis. La
citotoxicidad, dano en el DNA y la apoptosis inducida por las nanoparticulas de

plata, fue mediada por estrés oxidativo (Hsin Y., 2008).

Las mitocondrias parecen ser los organelos mas sensibles a la toxicidad
nanoparticulas de plata. Hsin y colaboradores en el 2008 sugirieron que la
interrupcion de la cadena respiratoria mitocondrial causada por la exposicion de
nanoparticulas de plata aumenta la produccion de ROS y la interrupcion de la
sintesis de ATP, lo que conduce al dano del DNA. La interaccion de las
nanoparticulas de plata con el DNA condujo a la interrupcion del ciclo celular en
G2 de la fase M. Park y colaboradores en el 2010 demostraron que las
nanoparticulas de plata provocan el arresto celular en G1 y el bloqueo total de la
fase S con la induccién de la apoptosis. Los mecanismos de accién asociados con

la toxicidad de las nanoparticulas de plata describen en la figura 2.
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Figura 2. Mecanismos de accion asociados con la toxicidad de las
nanoparticulas (Ahamed et. al., 2010).

2.6 Mecanismos de daio al DNA inducidos por nanoparticulas.

Las nanoparticulas pueden ser capaces de penetrar en la célula a través de
una serie de mecanismos (Figura 3) y posteriormente al ntcleo ya sea mediante la
difusion a través de la membrana nuclear (si son lo suficientemente pequenos), a
través de los complejos de poro nuclear, o que pueda llegar a ser encerrado en el
nucleo después de la mitosis cuando la membrana nuclear se desensambla
durante la divisiéon celular y luego se vuelve a ensamblar en cada célula hija. Si
las nanoparticulas se ubican en el nucleo, entonces la interaccion directa entre
ellas y la molécula de DNA o proteinas relacionadas con el DNA puede conducir a
dafno fisico al material genético, como puede ser metilacion del DNA, modificaciéon

de proteinas histonas (Singh et. al., 2009).
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Figura 3. Posible entrada de nanoparticulas a la célula (Singh et. al.,
2009).

Los danos en el DNA se pueden dar a través de mecanismos indirectos, es
decir, cuando las nanoparticulas no se relacionan fisicamente con la molécula del
DNA, pero con otras proteinas celulares tales como las implicadas en el proceso
de division celular. Ademas, pueden inducir a otras respuestas celulares que a su
vez, conducen a la genotoxicidad, tales como el estrés oxidativo o la inflamacién

(figura 4) (Singh et. al., 2009).
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Figura 4. Mecanismos indirectos que pueden conducir a la genotoxicidad
(Singh et. al., 2009).

La presencia de nanoparticulas puede generar estrés oxidativo, con esto el
dano al DNA de forma indirecta atreves roturas de la hebra de DNA, formacion de
aductos, modificacién de proteinas como histonas, metilacion del DNA asi como

el aumento de la expresion de proteinas como p53.
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Capitulo 3. Microntucleos
3.1Prueba de micronucleos.

Los microntucleos (MN), también conocidos como cuerpos de Howell-Jolly
en hematologia, son restos de cromatina que se encuentran separados del ntucleo
principal y que se forman a partir de la ruptura de fragmentos cromosomicos o
bien por aquellos cromosomas que sufren un rezago anafasico, los cuales son
caracteristicos por ser de forma redonda de un diametro de 0.4-0.6p. Estos
micronucleos en condiciones patolégicas aumentan en numero, lo cual se puede

asociar a un dano cromosémico.

En la década de los 70s el término de ensayo de micronucleos fue sugerido por
primera vez por Bolle, Schmidt y Heddle, quienes demostraron que esta prueba es
un método simple para detectar el potencial genotéxico de los mutagenos después
de la exposicion in vivo en los animales, utilizando eritrocitos de la médula 6sea.
Anos mas tarde se demostré por Countryman y Heddle que se pueden utilizar
linfocitos de sangre periférica para el ensayo de micronucleo (Kirsch-Volders,

2006).

El uso de la técnica de MN como medida de dano cromos6émico sobre cultivos de
linfocitos humanos fue propuesta por primera vez por Countryman y Heddle en
1976, cuyo Unico requisito era la eleccion de tipos celulares con gran actividad

mitotica.

El ano 1999 fue crucial para el ensayo de MN, ya que la técnica fue validada a
nivel mundial y considerada como un biomarcador efectivo de dano al DNA. Para
la validacién se cre6 un programa internacional de micronucleos humanos
(HUMN: HUman MicroNucleus Project), disenado por Michael Fenech y Stefano
Bonassi con el fin de recopilar las frecuencias basales de MN obtenidas en

diferentes laboratorios y poblaciones del mundo (Zalacain et. al., 2005).
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En los ultimos anos la prueba de micronucleos in vitro se ha convertido en
una herramienta atractiva para las pruebas de genotoxicidad debido a su
simplicidad de puntuacion y una amplia aplicacion en diferentes tipos de
células. Puesto que los dos mecanismos basicos que conducen a la formacion de
micronucleos son roturas cromosémicas y las alteraciones de los mecanismos de
segregacion de los cromosomas, la induccion de microntcleos requiere una
division mitotica o meiodtica y la evaluacion de la division celular es primordial en

presencia de la sustancia problema (Kirsch-Volders, 20006).

Actualmente la técnica se ha estandarizado en una gran variedad de tejidos y
especies, realizandose en diferentes tipos células como son: cultivos de linfocitos
de sangre periférica, eritrocitos policromaticos (EPC), células de la mucosa bucal

y hepatocitos de rata, entre otros (Fenech et. al., 2000).

3.2 Sistemas de ensayo.

El ensayo in vivo es especialmente relevante para evaluar el riesgo de
genotoxicidad, ya que permite tomar en consideracion factores del metabolismo in
vivo, la farmacocinética y los procesos de reparacion del DNA, también es de
suma importancia para el seguimiento de los efectos mutagénicos detectados
mediante las pruebas de genotoxicidad in vitro. La evaluacion de la frecuencia de
micronucleos in vivo es la principal prueba en un conjunto de pruebas de
genotoxicidad y esta recomendada por las agencias reguladoras en todo el mundo
para llevar a cabo como parte de la evaluacion de la seguridad del producto a
comercializar. El ensayo in vivo cuando se realiza adecuadamente, puede detectar
clastogenicidad (roturas cromosoémicas) y aneugenicidad (retraso cromosomico)

(Krishna y Hayashi, 2000).
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El proceso de eritropoyesis y de mecanismo de formacion de micronucleos
in vivo se estudia en los roedores, en o6rganos hematopoyéticos como son la
médula o6sea y el bazo. Durante la proliferacion, las células contintan
dividiéndose y si son administradas sustancias de estudio pueden actuar y
causar dano a los cromosomas. Estas anomalias (fragmentos de cromosomas o
cromosomas enteros) pueden retardarse en la division celular y no pueden
integrarse en los nucleos hijos, quedandose en el citoplasma en forma de

micronucleos (Krishna y Hayashi, 2000).

Durante la maduracion, cuando un eritroblasto se transforma en un eritrocito
policromatico (EPC), (EPC, son eritrocitos jovenes que contiene RNA, son basofilos
y de color azul claro o azul grisaceo cuando son tenidos con Giemsa), el nucleo
principal es expulsado, de esta forma estos eritrocitos quedan anucleados

(Fenech et. al, 2000).

sl

100 X

Figura 5. EPCMN en frotis de sangre periférica de raton (Tincion con
Giemsa). La flecha indica microntcleos en eritrocitos policromaticos (Imagen
tomada en el laboratorio de Citogenética de la FESC, 2010).
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La visualizacion de los micronucleos en eritrocitos es mas practica, pues
estas carecen de nucleo principal. Un aumento en la frecuencia de eritrocitos
micronucleados (EPCMN) (Figura 5) en los animales de experimentacion, tratados
con xenobiodticos es una sospecha de lesiones cromosomicas. Los EPCs, con el
tiempo, pierden el RNA y contiene principalmente hemoglobina y se convierten en
eritrocitos normocromaticos (ENC) (ENC, eritrocitos maduros, son mas pequenos
que los EPC, son acidofilos y se tinen de color naranja claro o color naranja-
rosado con Giemsa, figura 6). Estos dos tipos de eritrocitos, que se tinen
diferencialmente, se pueden ver en la médula 6sea, el bazo y sangre periférica.

(Krishna y Hayashi, 2000).

Figura 6. ENCMN en frotis de sangre periférica de ratéon (Tincion con

Giemsa). La flecha indica microntcleo en eritrocito normocrémico (Imagen
tomada en el laboratorio de Citogenética de la FESC, 2010).

El estudio de micronucleos se puede realizar utilizando eritrocitos jovenes (EPC)
obtenidos de sangre periférica, los cuales son considerados los mas convenientes
para dicho estudio, ya que facilitan la identificacion del micronucleo debido a que

permanecen jovenes de 24 a 48 horas (Dominguez M., 2005).
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El ensayo de micronucleos in vivo esta disenado principalmente para
evaluar la capacidad de las sustancias de prueba para inducir lesiones
cromosomicas. Estos dafnos estan asociados con la aparicion y/o progresion de
tumores, y con resultados reproductivos adversos y de desarrollo (Krishna et. al.,
2000).

El ensayo se puede realizar de dos formas:

1) Administracion de la sustancia de prueba a los animales en una sola
ocasion. Se extraen muestras de la meédula 6sea o de sangre
periférica al menos dos veces.

2) Si efecttan varias administraciones en intervalos de 24 horas, la
toma de muestra se haran cada 24 horas durante el tiempo de

exposicion (Dominguez M., 2005).

En la eritropoyesis en humanos (Figura 7), se da la formaciéon de micronucleos en
meédula o6sea, la cual constituye un desarrollo continuo iniciando con la célula
totipotencial seguida de la progresion normoblastica hasta llegar al eritrocito

maduro. La vida media del eritrocito es aproximadamente de 120 dias.
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Figura 7. Eritropoyesis. (Imagen tomada de www.igb.es/ hematologia/ atlas/
eritropoyesis.htm, 2010)

El tiempo de vida de un eritrocito en ratéon es de 30 dias y se considera que el
ciclo celular es de 10 a 20 horas. El lapso que transcurre de la division a la
enucleacion es de 6 horas y el tiempo de los EPC en médula 6sea es de

aproximadamente 24 horas (Dominguez M., 2005).
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El mecanismo de formaciéon de micronucleos en EPC (figura 8) se
fundamento de la siguiente forma: en anafase del ciclo celular, cualquier
fragmento cromosomico que no tenga centromero no podra ser incorporado a un
nuevo nucleo por no poder ser orientado hacia los polos de la célula por las fibras
del huso acromatico. En telofase, los cromosomas normales y los fragmentos que
poseen centromeros, dan origen a los nucleos de las células hijas, los fragmentos
de cromosomas rezagados (efecto clastogénico) o cromosomas completos (efecto
aneuploidégeno) quedan rodeados del citoplasma de las células hijas formando

nucleos secundarios conocidos como micronucleos (Rocha Y., 2008).

La FDA recomienda para determinar genotoxicidad en el ensayo de micronucleos,
se analice 200 EPC en médula 6sea y 1000 EPC en sangre periférica por cada
animal. Para determinar la citotoxicidad se determine la relacion entre los EPC y
el total de eritrocitos (EPC + ENC) en un recuento de al menos 1000 eritrocitos si

se trata de sangre periférica. (Rocha Y., 2008).
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Figura 8. Formacion de micronucleos en eritroblastos de medula 6sea.

(Modificado de Dominguez M., 2005).
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Antecedentes

Las diversas actividades biolégicas encontradas en las nanoparticulas de
plata de acuerdo a su tamano, tiempo de exposicion y dosis en las que han sido
administradas han sido estudiadas a nivel mundial en modelos en in vivo como
en in vitro entre estas actividades se encuentra el efecto antiviral que han

mostrado poseer.

En el 2010 el grupo del Dr. Pérez Ishiwara y del Dr. San Martin Martinez
demuestran que las nanoparticulas de plata de tamano promedio de 3.75 nm
poseen un efecto antiviral, esto demostrado a nivel clinico e histopatologico. La
evaluacion de este efecto se llevo a cabo en cepas de ratones CD1 y Balb/c;
demostrando en el estudio que las nanoparticulas de plata confieren un efecto
protector parcial ante la virosis herpética, clinicamente los animales muestran
menor severidad, las lesiones histopatolégicas son menores mostrando una
disminucion en el proceso inflamatorio asociado a la lesion herpética y la carga
determinada por PCR, aparentemente es menor en los tejidos de animales

tratados con nanoparticulas de plata a diferencia del control.

Justificacion

Debido al incremento del uso de la nanotecnologia, se ha elevado el riesgo
asociado con la exposicion a las nanoparticulas, por eso es necesario ampliar los
estudios relacionados con su toxicidad y genotoxicidad, ya que las nanoparticulas
de acuerdo a su tamano son capaces de entrar en el cuerpo a través de la piel,
pulmones o intestino, depositandose en varios oOrganos, causando reacciones
biolégicas adversas mediante la modificacion de las propiedades fisico-quimicas a

nanonivel de la materia viva.

Las nanoparticulas de plata se han vuelto una parte importante para el
tratamiento de diversas enfermedades las cuales requieren el mantenimiento de
la concentracion del farmaco en circulacién o que estan dirigidas a células u
organos especificos. Esta tesis tiene como objetivo evaluar si las nanoparticulas
de plata en fase proteica de tamano promedio de 3.76 nm y de forma esférica
puedan estar afectando el ciclo celular (Citotoxicidad) o danar al DNA

(Genotoxicidad) y poder contribuir al conocimiento sobre la toxicidad de éstas.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar la actividad genotéxica de nanoparticulas de plata en fase
proteica a diferentes concentraciones en un ensayo in vivo en ratones CD1 con la

prueba de micronucleos con la finalidad de apoyar su uso terapéutico.

Objetivos particulares

Determinar la actividad genotoxica en un estudio agudo mediante la
determinacion de la frecuencia de micronucleos en ratones CD1 tratados a
diferentes concentraciones con nanoparticulas de plata en fase proteica y

determinar la actividad citotoxica de éstas por medio del indice de EPC/ENC.

Determinar la actividad genotdxica en un estudio subcrénico mediante la
frecuencia de micronucleos en ratones CD1 tratados a diferentes concentraciones
de nanoparticulas con plata en fase proteica y determinar la actividad citotoxica

de éstas por medio del indice de EPC/ENC.

Determinar la actividad genotoxica en un estudio agudo y subcroénico
mediante la frecuencia de micronucleos en ratones CD1 tratados con la fase
proteica sin nanoparticulas de plata y determinar la actividad citotoxica de esta

fase por medio del indice de EPC/ENC.
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Diagrama de flujo experimental

Pesado, marcado y

distribucion de los animales
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|

|
5 K

Realizar frotis sanguineo (to) J

v v

Realizar frotis sanguineo (to) J

Una sola administracion via Administrar cada 24hrs via subcutanea,
intraperitoneal de nanoparticulas 10 dias de nanoparticulas de plata:
de plata:
Lote 1: 4.25 mg/Kg de la solucion A
Lote 1: 21.25 mg/Kg de (0.01M)
Nanoparticulas de plata. Lote 2: 0.85 mg/Kg de la solucion B
Lote 2: 250 pul de fase proteica (dilucién 1:5 de la solucion A).

sin Nanoparticulas de plata. Lote 3: 0.17 mg/Kg de la solucion C
(dilucion 1:25 de la solucion A).

Lote 4: 50 ul de la fase proteica sin

nanoparticulas de plata.
Lote 5: Control negativo.

Toma de frotis a las 24, 48,

72 horas después del
tratamiento.

Toma de frotis a los 2, 4, 6,
8 y 10 dias después del
tratamiento.

Fijar los frotis sanguineos con metanol por 3 minutos
y teniir con Giemsa pH 6.8 por 16 minutos.

Observacion de laminillas al microscopio. J

v

Analisis estadistico de los resultados. 37
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Material y métodos

Las nanoparticulas de plata empleadas para esta investigacion fueron
producidas y caracterizadas en el laboratorio de tecnologia avanzada de CICATA
Legaria del IPN a cargo del Dr. Eduardo San Martin Martinez balo el siguiente

procedimiento:

Se prepararon soluciones de nitrato de plata a 0.01M, en agua desionizada. Se
adicionaron 270 ml de la suspension de proteina, previamente calentada,
posteriormente se agregaron 4.50 ml de AgNO3 (0.01M) y se adicion6 D-Glucosa
(agente reductor). Después se procedio a ajustar el pH de la solucion de sintesis
con solucion de hidroxido de sodio al 12%. Las nanoparticulas sintetizadas
fueron caracterizadas en cuanto a su forma y tamano con un microscopio de

transmision [Marca: JEM. Modelo 1010 (100kv)].

Para los ensayos de genotoxicidad, se prepararon las siguientes diluciones: la
solucion de nanoparticulas de plata inicial (AgNOs 0.01M) a la cual se le
denominé solucion A (4.25 mg/kg); una diluciéon 1:5 de la anterior denominada B
(0.17 mg/Kg) y la dilucion 1:25, la cual se denominé C (0.17 mg/Kg). La fase

proteica no lleva nanoparticulas de plata.

Se utiliz6 como material biolégico a 30 ratones macho del bioterio de Facultad de
Estudios Superiores Iztacala de 17 a 23 gramos, de la cepa CDI1, los cuales se
mantuvieron bajo las mismas condiciones ambientales (temperatura, luz) con

agua y alimento ilimitado durante el desarrollo experimental.

38



Matgrial g m¢todos

Procedimiento para el estudio de micronicleos en el ensayo agudo.

Se utilizaron 10 ratones de la cepa CD1, los cuales fueron pesados,
marcados, distribuidos y administrados por via intramuscular, la distribucion de

los lotes se hizo de la siguiente forma:
Tabla 3. Distribucion de los lotes para el ensayo agudo.

Lote Ratones utilizados Dosis administrada
Lote 1 S ratones 21.25 mg/Kg de peso de nanoparticulas de

plata dosis tinica.

Lote 2 5 ratones 250 ul de la fase proteica sin nanoparticulas de

plata dosis Uinica.

Antes de ser administrados, a todos los animales se les tom6 una muestra de
sangre para realizar el frotis sanguineo (to), la cual servira como la basal de

micronucleos. Esto se realizo de la siguiente forma:

Se toma una gota de sangre periférica de ratén obtenida por un corte de la
porcion terminal de la cola, se deposita en un portaobjetos previamente rotulado,
desengrasado y limpio, se realiza la extension con ayuda de otro portaobjetos. Se
deja secar al aire. Se realizan frotis sanguineos después de la administracion a

cada raton por duplicado a las 24, 48 y 72 horas.
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Procedimiento para el estudio de micronicleos en el ensayo

subcroénico.

El ensayo subcronico se 1llevd6 a cabo durante 10 dias, con
administraciones diarias por via subcutanea. Se utilizaron 20 ratones de la cepa

CD1, los cuales fueron pesados, marcados y distribuidos de la siguiente forma.

Tabla 4. Distribucion de los lotes para el ensayo subcrénico.

Lote Ratones utilizados Dosis administrada

Lote 1 4 ratones 4.25 mg/Kg de peso de nanoparticulas de
plata.

Lote 2 4 ratones 0.85 mg/Kg de peso de nanoparticulas de
plata.

Lote 3 4 ratones 0.17 mg/Kg de peso de nanoparticulas de
plata.

Lote 4 4 ratones S0 ul de la fase proteica sin nanoparticulas de
plata.

Lote 5 4 ratones Control negativo. No se administro.

Antes de ser administrados, a todos los animales se les tom6é una muestra de
sangre para realizar el frotis sanguineo (to), la cual sera tomada como la basal de
micronucleos. Se realizaron frotis sanguineos después de la administraciéon a

cada raton por duplicado a los dias 2, 4, 6, 8 y 10 de estudio.

Las laminillas obtenidas de los estudios agudo y subcronico se fijaron con
metanol absoluto durante 3 minutos y se dejaron secar al aire. Posteriormente se
realizo la tincion empleando el colorante de Giemsa, en buffer de fosfatos pH 6.8.
Las laminillas se tifleron por inmersion en un vaso Copplin, pasado el tiempo de
exposicion al colorante, las laminillas se lavaron con agua corriente y se dejaron

secar al aire.
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Se analizaron las laminillas al microscopio, primero con el objetivo de 40X,
en busca de regiones donde las células se encuentran separadas, intactas y
perfectamente tenidas. Posteriormente se observaron con el objetivo de
inmersion, donde los eritrocitos normocrémicos (maduros) se visualizan de un
color rojo a rosa y de color azul para los eritrocitos policromaticos (inmaduros).
Los microntcleos se observan de forma redonda, de diametro aproximado de

1/20 a 1/15 del eritrocito, son de color azul-violeta y son no refringentes.

41



Matgrial g m¢todos

Analisis estadistico.

El analisis estadistico consisti6 en la evaluacion de los siguientes

parametros:

Evaluacion genotoxica: Se determin6é la frecuencia de eritrocitos
policromaticos micronucleados (EPCMN) en 1000 eritrocitos policromaticos
(EPC). También se llevo a cabo la determinacion de la frecuencia de
eritrocitos normocréomicos micronucleados (ENCMN) en 1000 eritrocitos

normocromicos.

Evaluacion citotoxica: Se realizo la determinacion de la frecuencia de

eritrocitos policromaticos en 1000 eritrocitos totales (EPC + ENC).

El analisis estadistico de los resultados obtenidos se llevo a cabo por medio del

programa estadistico Graph Pad InStat version 3.0, utilizé la prueba de ANOVA y

de comparacion multiple de Tukey-Kramer con una p>0.0S5.

42



Resultados

Resultados
Frecuencia de EPCMN en ensayo subcrdnico.

En la figura 9 se presentan los resultados de los EPCMN en sangre
periférica de ratén para las nanoparticulas de plata en fase proteica. Se observa
que al dia 0, tanto el control negativo asi como los grupos experimentales se
mantienen en un rango estrecho entre 0.5 y 2.5, este valor se encuentra dentro de
la basal de micronucleos para la cepa de ratones CD-1 que es de 1 a 3 MN, el
analisis estadistico indica que no hubo diferencias estadisticamente significativas
y que los animales se encontraban en iguales condiciones al iniciar la
experimentacion. Al dia 2 se observa un aumento en los lotes experimentales pero
no muestran diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el
control negativo. Durante el dia 4 y 6 se observa una disminucién de la
frecuencia de micronucleos a comparacion del dia 2, pero siguen sin mostrar
diferencias estadisticamente significativas con el control negativo. En el dia 8 y
10 se observa una elevacion de la frecuencia de micronucleos, el analisis

estadistico indica que en estos dias no hay diferencias estadisticamente

significativas en comparaciéon al control negativo.

Tabla 5. Promedios (x) de EPCMN = error estandar medio (e.e), obtenidos a diferentes
tiempos en las diferentes concentraciones de Nanoparticulas de Ag en fase proteica.

4.25 mg/Kg
de NP de Ag

0.85 mg/Kg
de NP de Ag

0.17 mg/Kg
de NP de Ag

Control
negativo.

Fase
proteica.

_

3.5+ (0.65)

1.5 £ (0.86)

3.2 + (0.85)

4.0 £ (0.70)

3.5 * (0.95)

5.0 £ (1.22)

3.5 % (0.29)

3.0 + (1.08)

4.7 + (0.85)

5.0  (0.70)

2.5 + (0.28)

4.2 + (0.75)

2.0 * (0.40)

2.0 £ (0.40)

1.7 + (0.47)
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M 4.25 mg/Kg de NP de Ag

M 0.85 mg/Kg de NP de Ag
M 0.17 mg/Kg de NP de Ag

% de EPCMN

B Fase proteica.

m Control negativo.

Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10

Figura 9. Porcentaje de frecuencia de EPCMN en 1000 EPC en el ensayo subcrénico
realizado a las Nanoparticulas de Ag en fase proteica. Resultados obtenidos mediante el
analisis estadistico de ANOVA, prueba de Tukey-Kramer de comparacion multiple p>0.05.

Frecuencia de ENCMN en ensayo subcronico.

En la figura 10 se muestran los resultados de la frecuencia de ENCMN en
sangre periférica de raton para las nanoparticulas de plata en fase proteica. Se
observa en el grafico que al dia O muestran una frecuencia de entre 3.5 y 7.25, el
analisis estadistico indica que no hay diferencias estadisticamente significativas y

con esto se puede decir que los animales se encontraban en iguales condiciones.

Al realizar las pruebas estadisticas para los dias 2, 4, 6, 8 y 10 con el analisis de
varianza y la prueba de Tukey-Kramer de comparacion multiple no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas ni entre el tiempo ni la

dosis con respecto al control negativo.
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Tabla 6. Promedios (x) de ENCMN = error estandar medio (e.e), obtenidos a diferentes
tiempos en las diferentes concentraciones de Nanoparticulas de Ag en fase proteica.

4.25 mg/Kg
Tiempo | de NP de Ag

0.85 mg/Kg
de NP de Ag

0.17 mg/Kg

de NP de Ag

Fase Control
proteica. negativo.

Dia 2 5.25 + (0.85)
Dia 4
Dia 6 7.5 % (1.70)
Dia 8

Dia 10 | 4.25 # (0.25)

5.25 £ (0.47)

4.25 + (1.03)

6.25 + (1.49)

5.0 + (0.29)

5.5 £ (1.55)

6.75 * (1.03)

4.25+(0.62) | 3.75 * (0.47)

6.5+ (1.75) | 4.5 (0.64)

4.25+ (1.43) | 2.75 * (0.47)

[

8 T

% de ENCMN
«

Dia 0 Dia 2

M 4.25 mg/Kg de NP de Ag

Dia 4

M 0.85 mg/Kg de NP de Ag

Dia 6 Dia 8

1 0.17 mg/Kg de NP de Ag
B Fase proteica.

H Control negativo.

Dia 10

Figura 10. Porcentaje de frecuencia de ENCMN en 1000 ENC en el ensayo subcrénico
realizado a las Nanoparticulas de Ag en fase proteica. Resultados obtenidos mediante el
analisis estadistico de ANOVA, prueba de Tukey-Kramer de comparacion multiple p>0.05.
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Frecuencia de EPC en ensayo subcrénico.

En la figura 11 se muestran los resultados de la relacion de EPC con respecto
a ENC en sangre periférica de raton para las nanoparticulas de plata en fase
proteica. Se muestra en el grafico que al dia O los lotes experimentales se
mantienen en un rango de 39 y 58.25 lo cual indica que no hubo diferencias
estadisticamente significativas y que los animales se encontraban en iguales

condiciones.

Para el dia 2 se muestra una pequena elevacion de la frecuencia aunque no es
estadisticamente significativa. Los demas dias de estudio no muestran diferencias

estadisticas respecto al control negativo.

Tabla 7. Promedios (x) de EPC + error estandar medio (e.e), obtenidos a diferentes
tiempos en las diferentes concentraciones de Nanoparticulas de Ag en fase proteica.

Control
negativo.

Fase
proteica.

4.25 mg/Kg
de NP de Ag

0.85 mg/Kg
de NP de Ag

0.17 mg/Kg
de NP de Ag

Dia2 | 73.25%(9.75)| 60.0+(7.15)| 52.0+(4.12) | 83.5%(9.52) | 66.75 % (7.2)

Dia 4

Dia 6 52.75+(5.49) | 52.2 £ (7.43) 51.25 £ (8.29) 55.2 £ (3.66) | 57.25 £ (4.49)
Dia 8

Dia 10 | 65.5+(14.0) | 56.5+ (2.42) | 46.0% (5.93) | 49.7 £ (3.44) | 46.75 * (1.75)
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120
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M 4.25 mg/Kg de NP de Ag

- m 0.85 mg/Kg de NP de Ag

% de EPC

1 0.17 mg/Kg de NP de Ag
B Fase proteica.

40 )
m Control negativo.

20

Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10

Figura 11. Porcentaje de frecuencia de EPC / EPC+ENC en el ensayo subcrénico
realizado a las Nanoparticulas de Ag en fase proteica. Resultados obtenidos mediante el
analisis estadistico de ANOVA, prueba de Tukey-Kramer de comparaciéon multiple p>0.05.
* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al t(0) del mismo lote p>0.05.

Frecuencia de EPCMN en ensayo agudo.

En la figura 12 se presentan los resultados de los EPCMN en sangre
periférica de raton para las nanoparticulas de plata en fase proteica. Se observa
que en el tiempo O, tanto el control negativo asi como los grupos experimentales
se mantiene en un rango estrecho entre 1.2 a 1.6 lo cual indica que no hubo
diferencias estadisticamente significativas y que los animales se encontraban en

iguales condiciones.

A las 24 y 48 horas se observa un aumentado en la frecuencia de micronucleos
en los lotes experimentales pero no muestran diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con el control negativo. En el tiempo de 72 horas se
observa una disminucion de la frecuencia de micronucleos a comparacion al
tiempo de 48 horas, pero siguen sin mostrar diferencias estadisticas respecto al

control negativo.
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Tabla 8. Promedios (x) de EPCMN = error estandar medio (e.e), obtenidos a diferentes
tiempos en las diferentes concentraciones de Nanoparticulas de Ag en fase proteica.

21.25 mg/Kg de NP Fase proteica. Control negativo.
Tiempo (hrs) de Ag (%) £ (e.e) (%) £ (e.e)
x) £ (e.e
O horas
24 horas 2.0 £ (0.31) 1.8 = (0.37) 2.0 £ (0.48)
48 horas
72 horas 1.8 £ (0.37) 2.0 + (0.31) 2.2 + (0.47)
4.5
4 T

% de EPCMN

O horas 24 horas 48 horas 72 horas

M 21.25 mg/Kg de NP de Ag
M Fase proteica.

B Control negativo.

Figura 12. Porcentaje de frecuencia de EPCMN en el ensayo agudo realizado a las
Nanoparticulas de Ag en fase proteica. Resultados obtenidos mediante el analisis
estadistico de ANOVA, prueba de Tukey-Kramer de comparaciéon multiple p>0.05.

* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al t(0) del mismo lote p>0.05.
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Frecuencia de ENCMN en ensayo agudo.

En la figura 13 se muestran los resultados de la frecuencia de ENCMN en
sangre periférica de raton para las nanoparticulas de plata en fase proteica. Se
observa en el grafico que al tiempo O muestran una frecuencia de entre 1.8 y 3.7,
el analisis estadistico indica que mno hay diferencias estadisticamente
significativas y con esto se puede decir que los animales estaban en iguales

condiciones.

Al realizar las pruebas estadisticas para los tiempos de 24, 48 y 72 horas con el
analisis de varianza y la prueba de Tukey-Kramer de comparacion multiple, no se
encontro diferencias estadisticamente significativas ni entre el tiempo ni la dosis

con respecto al control negativo.

Tabla 9. Promedios (x) de ENCMN = error estandar medio (e.e), obtenidos a diferentes
tiempos en las diferentes concentraciones de Nanoparticulas de Ag en fase proteica.

21.25 mg/Kg de NP Fase proteica. Control negativo.
Tiempo de Ag (%) = (e.€) (%) = (e.e)

O horas

24 horas 6.0 + (0.70) 5.6 £ (0.92) 4.5 * (0.64)

48 horas

72 horas 3.0 * (0.44) 4.0 * (0.44) 2.75 + (0.47)
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M 21.25 mg/Kg de NP de Ag

I Fase proteica.

% de ENCMN
N

H Control negativo.

O horas 24 horas 48 horas 72 horas

Figura 13. Porcentaje de frecuencia de ENCMN en el ensayo agudo realizado a las
Nanoparticulas de Ag en fase proteica. Resultados obtenidos mediante el analisis
estadistico de ANOVA, prueba de Tukey-Kramer de comparacion multiple p>0.05.

Frecuencia de EPC en ensayo agudo.

En la figura 14 se muestran los resultados de la relacion de EPC con respecto
a ENC en sangre periférica de ratéon para las nanoparticulas de plata en fase
proteica. Se muestra en el grafico que a tiempo O los lotes experimentales se
mantienen en un rango de 45 y 51.75 lo cual indica que no hubo diferencias
estadisticamente significativas y por lo tanto los animales se encontraban en

iguales condiciones.

Al realizar las pruebas estadisticas para los tiempos de 24, 48 y 72 horas con el
analisis de varianza y la prueba de Tukey-Kramer de comparacion multiple no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas ni entre el tiempo ni la

dosis con respecto al control negativo.
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Tabla 10. Promedios (x) de EPC * error estandar medio (e.e), obtenidos a diferentes
tiempos en las diferentes concentraciones de Nanoparticulas de Ag en fase proteica.

21.25 mg/Kg de NP

Fase proteica.

Control negativo.

% de EPC

O horas 24 horas

48 horas

72 horas

Tiempo de Ag (%) £ (e.e) (%) £ (e.e)
(hrs) X) * (e.e
O horas
24 horas 44.6 * (2.48) 49.2 £ (1.88) 66.75 + (7.2)
48 horas
72 horas 49.4 + (2.97) 48.4 £+ (2.61) 57.25 £ (4.49)
80

M 21.25 mg/Kg de NP de Ag
M Fase proteica.

B Control negativo.

Figura 14. Porcentaje de frecuencia de EPC/EPC+ENC en el ensayo agudo
realizado a las Nanoparticulas de Ag en fase proteica. Resultados obtenidos mediante el
analisis estadistico de ANOVA, prueba de Tukey-Kramer de comparaciéon multiple p>0.05.

51




Resultados

Figura 15. Frotis sanguineo de ratén (Tinciéon con Giemsa). Las flechas

indican eritrocito normocrémico micronucleado. (Imagen tomada en el laboratorio
de Citogenética de la FESC, 2010).

Figura 16. Frotis sanguineo de ratén (Tincion con Giemsa). La flecha

indica eritrocito policromatico micronucleado. (Imagen tomada en el laboratorio
de Citogenética de la FESC, 2010).
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Discusion

La nanotecnologia y la produccion de nanoparticulas esta creciendo
rapidamente, ya que éstas se estan utilizando en una amplia gama de productos
comerciales en todo el mundo. Las nanoparticulas de plata se utilizan en:
electronica, prendas de vestir, la industria de alimentos, pinturas, protectores
solares, cosmeéticos, dispositivos médicos y como biomarcadores. Por lo cual, esto
ha aumentado el riesgo potencial en relacion con su toxicidad a corto y largo

plazo (Ahamed et. al., 2010).

En la presente investigacion se buscé un ensayo que permitiera evaluar la
genotoxicidad de las NP de Ag tanto en una exposicion aguda, como en una
subcronica; ya que en el primero de los casos se interesaba conocer el potencial
mutagénico que tienen estas nanoparticulas a concentraciones altas. Por otro
lado, comunmente la exposicion subcronica permite evaluar los efectos de un
xenobidtico a mediano plazo, asi como estudiar otros aspectos de su accion
genotoxica como por ejemplo, su acumulacion y accion sobre células blanco

(Hayashi et. al., 2000).

El ensayo de MN in vivo fue el elegido, ya que como lo indican varios estudios
realizados a diversas sustancias, el dafno al material genético expresado como
rupturas y rezagos cromosomicos es una clara idea del dafio genotoxico y por
ende el riesgo mutagénico que puede poseer una sustancia tanto en ensayos

agudos como subcronicos (Hayashi et. al., 2000).

Los resultados en el ensayo agudo muestran que a la dosis de 21.25 mg/Kg y de
tamano promedio de 3.7 nm de NP de Ag la frecuencia de EPCMN a las 48 horas
presenté una induccion mayor de 3 EPCMN en 1000 EPC siendo esto,

estadisticamente significativo con respecto a su tiempo O.
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Con respecto al control negativo no mostré diferencias estadisticas en
ninguno de los tiempos en que las muestras fueron evaluadas. En contraste con
esto, se puede mencionar que un agente inductor de MN en EPC como la
ifosfamida, puede generar una frecuencia estadisticamente significativa de 12 a
24 EPCMN por 1000 EPC a las 48 horas de haber sido administrada a la dosis de
60 mg/Kg y permanecer siendo estadisticamente significativo este valor atn a las
72 horas después del tratamiento (Rocha Y, 2008 y Alvares G., et. al., 2001).
Estos resultados hacen concluir que en una administracion unica de 21.25
mg/Kg de NP de Ag su induccion de micronucleos no se considera genotoxica y

por lo tanto no son clastogénicos o aneugénicos.

Ahamed y colaboradores en el 2010, en estudios in vitro e in vivo realizados a
nanoparticulas de plata, indican que la genotoxicidad va a estar dada por el
tamano de la nanoparticula, la dosis administrada y el tiempo de exposicion, lo
que nos ayuda a explicar los resultados obtenidos por AshaRabi y colaboradores
en el 2008, donde se reporta genotoxicidad en este tipo de nanoparticulas de
plata, las cuales a una concentraciéon de 100 y 200 pug/ml y un tamano de 25 nm
indujeron de 10 y 13 MN en 1000 células binucleadas respectivamente; se podria
suponer que los resultados obtenidos en este trabajo fueron negativos en
genotoxicidad debido al tamano inferior de las NP de Ag y también al sistema que

este fue in vivo.

En relacion a la accion citotoxica en el ensayo agudo, al comparar el lote
administrado con ifosfamida a una dosis de 60 mg/Kg reportado por Alvarez y
colaboradores en el 2001 y Rocha en el 2008, los cuales mostraron en ambos
estudios descensos significativos en su frecuencia de EPC por 1000 células a las

72 hrs después de la administracion, observando un claro efecto citotoxico.
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Los valores de frecuencia de EPC en esté estudio siempre se mantuvieron
constantes para el ensayo agudo, el cual fue en promedio de 48 EPC por 1000
células, mostrando no ser significativo con respecto al control negativo, lo que
hace pensar que a la dosis de 21.25 mg/Kg de NP de Ag de tamano promedio de
3.7 nm y al tiempo de exposicion de éstas no mostraron ser citotoxicas. En el
estudio de Villegas en el 2009 utilizando una dosis de 4.25 mg/Kg de NP de Ag
via transtraqueal no presento datos de citotoxicidad en los o6rganos estudiados,
como podrian ser edema celular, necrosis o apoptosis cuando los tejidos fueron
evaluados al microscopio electréonico. Indicando con estos resultados que en una
administracion aguda a la dosis empleada de Np de Ag no muestran ser

genotoxicas ni citotoxicas.

Los EPC con el tiempo se convierten en ENC y permanecen en circulacion
periférica en el raton hasta por 30 dias, por lo tanto es posible adecuar el ensayo
de MN para evaluar el dano clastogénico y aneugénico de manera subcronica. Los
animales se expusieron por un periodo de 10 dias lo cual se considera como un
lapso de tiempo apropiado para determinar un efecto acumulativo y persistente
que permita evidenciar si a mayores tiempos de exposicion aparece una respuesta
genotoxica, la cual como se vio en el ensayo agudo anterior fué negativa cuando

las NP de Ag se administraron a una dosis alta por una sola ocasion.

Los resultados en el ensayo subcronico mostraron que a las dosis de 4.25, 0.85 y
0.17 mg/Kg de NP de Ag la frecuencia de EPCMN no hubo diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control negativo en ninguno de los
tiempos en que las muestras fueron evaluadas. La mayor induccion fué de 4.7
EPCMN en 1000 EPC, a diferencia de un agente inductor de MN como lo es la
ifosfamida que puede generar una frecuencia de 12 a 24 EPCMN por 1000 EPC a
las 48 horas de haber sido administrada a la dosis de 60 mg/Kg y seguir siendo
estadisticamente significativo este valor atn a las 72 horas después del

tratamiento (Rocha Y., 2008 y Alvarez G. et. al., 2001), lo que deja en claro que
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dichas NP de Ag a las dosis utilizadas y tiempos de exposicién no son un agente

clastogénico o aneugénico que pueda causar un efecto genotoxico.

En relacion a la citotoxicidad evaluada en el ensayo subcronico a las dosis
de 4.25, 0.85 y 0.17 mg/Kg de NP de Ag no mostraron diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control negativo, mostrando una
frecuencia de 55 EPC en 1000 células, lo que nos hace pensar que las NP de Ag a
un tiempo de exposicion mayor y a las dosis utilizadas no son citotoxicas. Asi
mismo confirmando estos resultados con los de Villegas en el 2009 utilizando las
dosis, el tiempo de exposicion y via de administracion similar reporté6 que no se
observan danos de citotoxicidad evaluados en los estudios histopatolégicos y de
microscopia electrénica como podrian ser edema celular, necrosis o apoptosis en

los 6rganos evaluados.

Los resultados obtenidos en el ensayo agudo con la fase proteica sin
nanoparticulas de plata mostraron en la frecuencia de EPCMN a las 48 horas una
induccion mayor de 3.6 EPCMN en 1000 EPC siendo estadisticamente
significativo con respecto a su tiempo 0. Con respecto al control negativo no
mostro diferencias estadisticas en ninguno de los tiempos en que las muestras
fueron evaluadas. Asi mismo, se observa para el ensayo subcronico que la
frecuencia de EPCMN al dia 2 tiene una induccién 5.2 EPCMN en 1000 EPC
siendo estadisticamente significativo con respecto a su tiempo 0. Con respecto al
control negativo no se muestra diferencias estadisticas en ninguno de los tiempos
en que las muestras fueron evaluadas. Estos resultados nos hacen concluir que a
las dosis utilizadas y tiempos de exposicion la induccion de MN no tiene
relevancia biologica como seria por ejemplo el efecto que induce ifosfamida
reportado por Alvares y colaboradores en el 2001 y Rocha en el 2008. A pesar de
éstos resultados se sugiere que se realicen pruebas de genotoxicidad de mayor
sensibilidad para el estudio de esta fase proteica, como lo son el estudio de

Intercambio de Cromatides Hermanas o ensayo cometa.
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En relacion a la actividad citotoxica de la fase proteica sin NP de Ag en los
ensayos agudo y subcronico se observa que no existe una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control negativo en ninguno de los
tiempos en que las muestras fueron evaluadas. Se puede decir que la fase
proteica sin nanoparticulas de plata no es un agente que pueda estar afectando el

ciclo celular.

El resultado de esta investigacion pone de manifiesto que la NP de Ag de tamano
de 3.7 nm a las dosis utilizadas, tiempos de exposicion y vias de administracion
no son genotoxicas ni citotoxicas. Es importante que en un futuro se sigan
realizando estudios de genotoxicidad y citotoxicidad de mayor sensibilidad,
incrementando los tiempos de exposicion y las dosis utilizadas, para que estas
NP de Ag puedan ser consideradas como wuna alternativa efectiva,
terapéuticamente hablando, asi como también a la fase en que sean

administradas.
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Conclusiones

Las nanoparticulas de plata en fase proteica de tamano promedio de 3.7
nm y de forma esférica no incrementan la frecuencia de EPCMN a las dosis, vias
de administracion y tiempo de exposicion utilizados lo que indica que estas

nanoparticulas de plata no son genotoéxicas.

En nuestros estudios agudo y subcronico no se observdo un incremento o
disminucion de la frecuencia EPC por lo que las nanoparticulas de plata en fase
proteica de tamano promedio de 3.76 nm y de forma esférica no son citotoxicas a

las dosis y tiempos de exposicion.

Se evalué la genotoxicidad y citotoxicidad de la fase proteica sin nanoparticulas
de plata, dando como resultado de nuestros ensayos que no presenta actividad

genotoxica, ni citotoxica.
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