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Resumen

En el presente trabajo se pretenden dar a conocer los resultados relacionados con
el efecto oxido-reductor en testiculo y pulmén de ratas expuestas a nanoparticulas
de SiO2 y PECA, asi como de sistemas de nanoparticulas hibridas.

Para comenzar diremos que las nanoparticulas se pueden definir como
sistemas soélidos, de tamafio submicrométrico (1-1000 nm); experimentalmente se
sintetizaron nanoparticulas de SiO, y PECA, aunque también se sintetizaron
nanoparticulas hibridas de SIO2/PECA y PECA/SIO,. Estos sistemas fueron
administrados a ratas macho de la cepa Wistar en un periodo de una semana,
posteriormente fueron sacrificadas y se extrajeron sus Organos, posteriormente

fueron congelados.

El objetivo de realizar este estudio tiene como fundamento evaluar los efectos
citotoxicos producidos por la exposicion a nanoparticulas ya que en la actualidad el
uso de las nanoparticulas esta teniendo un auge debido a sus amplias aplicaciones
en los campos de la biomedicina, farmacologia, como aditivo para pinturas; entre
otras. Es por ello que resulta relevante conocer los efectos relacionados con la

exposicion a dichos agentes.

Los parametros estudiados para conocer el efecto oxido-reductor fue la
determinacién de TBARS y GSH, donde se encontrd que las nanoparticulas de SiO>
tienen un mayor efecto en testiculo mientras que las nanoparticulas de PECA tienen
un mayor efecto en pulmoén. Otro de los efectos encontrados tienen qué ver con el
medio donde se encuentran suspendidas las nanopatrticulas, ya que este ejerce un
efecto por si mismo en las células de los tejidos. En términos generales no se puede
decir que exista un fendmeno dosis respuesta, ya que no hay congruencia al

administrar dosis bajas y dosis altas de nanoparticulas.



l. Abreviaturas

NP Nanoparticulas

PECA Polietilcianoacrilato

PACA Poliaquilcianoacrilato

NLS Nanoparticulas Lipidicas Sdlidas

ADN Acido Desoxirribonucleico

ERO Especies Reactivas De Oxigeno

MET Microscopia Electronica De Transmision
MEB Microscopia Electrénica De Barrido
JGA Jugo Gastrico Atrtificial

FIS Fluidos Intestinales Simulados

NM Nanomateriales

PBCA Polibutilcianoacrilato

TNF Factor de Necrosis Tumoral

PAL Polimeros de Acido Léactico

PAG Polimeros de Acido Glicolico

MDA Malondialdehido

TBARS Especies Reactivas de acido Tiobarbitarico
GSH-Rd Glutation Reductasa

ASH AlbUmina De Suero Humano



Eox Estrés Oxidativo
ER Especies Reactivas

RL Radicales Libres



I. Introduccién

Las Nanoparticulas (NP) se pueden definir como sistemas solidos, de tamafio
submicrométrico (1-1000 nm); son capaces de exhibir una gama de propiedades
ideales tales como resistencia a la compresion, superficies activas (que tienen
importantes propiedades cataliticas) entre otros. Debido a que las nanoparticulas
contienen 108 &tomos o menos, sus propiedades difieren de aquellas que tienen los
mismos atomos enlazados entre si pero para formar materiales voluminosos (Wiley,
2003). Ademas, las posibles aplicaciones de NP incluyen almacenamiento de datos
opticos, sensores, y la conversion de energia solar. Si bien las composiciones
guimicas de las NP son importantes, la morfologia de las NP (tamafio, forma) y su
superficie, asi como sus propiedades coloidales, son igualmente esenciales. Por
ejemplo, se sabe que las NP pequeiias tienen mayor actividad antimicrobiana que
las NP grandes (Irache, 2011).

El término nanoparticula engloba las nanoesferas y nanocapsulas, con
estructuras analogas como las microparticulas. La principal ventaja de las NP con
respecto a las anteriores radica en que poseen la capacidad de atravesar

membranas biolégicas (Hernandez, 2010).

DRUG

NANOSPHERE NANOCAPSULE

Imagen 1. Diferencias entre nanoesfera y nanocapsula (Nagavarma, 2012).



Las Nanoesferas son particulas de matriz, es decir, particulas cuya masa de la
superficie es sdlida y las moléculas pueden estar adsorbidas en la superficie de la
esfera o encapsuladas. En general, son esféricas, pero también se describen
"nanoesferas" con una forma no esférica. Las nanocpsulas son sistemas
vesiculares, que actian como una especie de depdsito, en el que las sustancias
atrapadas se limitan a una cavidad que consta de un nucleo liquido (aceite o agua)

rodeado por una capa de materia sélida.

Imagen 2. A) Nanoesferas, B) Nanocapsulas de aceite, C) Nanocépsulas de agua (Prasad, 2011).

El interés en las NP es producto de sus bien definidas dimensiones y propiedades
funcionales; sin embargo se ha visto obstaculizada por falta de un control riguroso
en los parametros experimentales en la sintesis de estas. Los esfuerzos mas
recientes se realizan para desarrollar métodos simples y reproducibles que sean
capaces de generar muestras monodispersas en pequefias y grandes cantidades
(Passagne, 2012).

El tamafio y forma de las NP desempefia un papel muy importante en su
utilidad comercial. Por ejemplo, los filtros épticos selectivos y biosensores se
encuentran entre las muchas aplicaciones que utilizan las propiedades 6pticas de
las NP de oro. Estas propiedades Opticas estan relacionadas con la superficie de
resonancia de los plasmones que dependen fuertemente de la forma de la particula;
formas mas grandes producen mayores pérdidas de plasmones

(Berkosvskaya,1997). En aplicaciones médicas, la morfologia de las NP dicta sus
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funciones, incluyendo la internalizacion celular, biodistribucion y la captacion tisular

por medio del suministro in vivo (Jong, 2008).

Otro aspecto extremadamente importante de las NP ademéas de su
morfologia, es su composicion; ya que pueden ser formadas a partir de una amplia
variedad de elementos. El uso de iones metélicos durante el proceso de formacién
de las NP tiene como resultado propiedades méas beneficiosas que son cada vez
mas comunes en las nuevas tecnologias y procesos. Por ejemplo, una revision
reciente sobre las nanoparticulas de plata (Sweet, 2011) aborda el uso de NP de
Ag en una amplia gama de aplicaciones incluyendo, el almacenamiento de
alimentos, la fotonica, almacenamiento de informacion, sistemas de deteccion
electronicos y 6pticos, agentes terapéuticos, diagnésticos, la energia fotovoltaica y
catalizadores. Sin embargo, a pesar de las importantes ventajas del uso de las NP
de Ag; éstas se encuentran formadas con metales como la plata y el desafio de
controlar la forma sintética de metal ha tenido un éxito variable. En la escala
nanometrica, los metales como Ag, producen de manera natural Formas Cubicas
con Caras Centradas o FCCS y tienden a precipitar particulas hermanadas, estas
particulas hermanadas se multiplican con superficies delimitadas por las facetas de
energia mas bajos, haciendo la manipulacién dirigida a un cierto tamafio y / o forma

de las NPs metalicas mas dificil.

Algunas de las ventajas que ofrecen las NP poliméricas son el aumento la
estabilidad de los agentes farmacéuticos volatiles, ofrecen una mejora significativa
sobre los meétodos tradicionales de administracion como son la via oral e
intravenosa; esto en términos de eficiencia y eficacia (Abhilash, 2010). Proporciona
una mayor concentraciéon de agente farmacéutico a un lugar deseado, la eleccién
del polimero y la capacidad de modificar la liberacion del farmaco a partir de NP
poliméricas las han hecho candidatas ideales para la terapia del cancer,

anticonceptivos y de entrega de antibidticos especificos (Kayser, 2005).

Las nanoparticulas se clasifican como nanocristales, nanoparticulas
poliméricas, liposomas y nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), esto en funcion de

su composicion, la funcién y la morfologia. Las formas mas comunes de NP son las
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estructuras cubicas y estructuras icosahédricas; para su elaboracion los polimeros
deben ser biocompatibles con el cuerpo en los términos de la capacidad de
adaptacion (Baja toxicidad y baja antigenicidad), ademas deben ser biodegradables
(Ghosh, 2000).

Los polimeros mas comunmente utilizados para la sintesis de NP se dividen
en dos grandes grupos; los naturales y los sintéticos. Entre los polimeros naturales
se encuentran (Fernandez, 1999 y Aynie, 1998):

» Quitosan
» Gelatina
» Alginato de sodio
» Albumina

Y dentro de los polimeros sintéticos tenemos (Shorki,2011; Ghosh, 2000 y Babak,
2011):

Polilactidos (PLA)
Poliglicélidos (PGA)
Polianhidridos
Poliortoésteres
Policianoacrilatos
Policaprolactona

Poli Acido glutamico
Poli Acido malico

Poli (N-vinil-pirrolidona)
Poli (metacrilato de metilo)
Poli (alcohol vinilico)

Poli (4cido acrilico)

YV V.V V V V V V V V V V V

Poli (etilenglicol)
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Como se menciond anteriormente, las NP pueden ser producidas en una gran una
variedad de formas, tamafios y composicion. En la actualidad, la sintesis de
nanoparticulas se ve favorecida con diferentes métodos disponibles. Sin embargo,
estos métodos tienen muchas limitaciones con respecto al control que se tiene sobre
el tamafio y forma. Ademas, estos métodos utilizan productos quimicos téxicos
durante la fabricacion y tienen necesidades intensivas en gasto de energia, que los

hacen costosos (Pasard, 2011).

En principio, hay dos estrategias diferentes para la sintesis de nanoparticulas
gue se producen dentro de los laboratorios. EI método conocido como “de arriba
hacia abajo”; comienza a partir de material a granel que se descompone por
influencias mecanicas en fragmentos cada vez mas pequefio hasta llegar a tamafos
submicromeétricos. Los objetos resultantes tienen un didmetro medio de
aproximadamente 100 nm y muestran una distribucion de tamafio muy amplio. Por
lo tanto, este enfoque no es generalmente adecuado para la fabricacion de
particulas con una configuracion geomeétrica bien definida. El método de abajo hacia
arriba se puede entender como una aproximacion desde la direccion opuesta: Un
precursor pequefio, cominmente un compuesto organometalico o una sal, se
descompone por los siguientes métodos: 1) la descomposicion térmica y 2)
excitacion optica. A través de estos métodos se obtienen particulas con un diametro

de 1-50 nm y una distribucion de tamafo estrecha (Pasard, 2011).
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Dispersion

N

Imagen 3. Representacién esquematica de las diversas técnicas para la preparacién de

nanoparticulas de polimeros (Prasad, 2011).

Las propiedades de las NP tienen que ser optimizadas dependiendo de la aplicacion
particular. Con el fin de conseguir las propiedades de interés, es muy ventajoso
tener técnicas de sintesis para obtener las NP con una aplicacion particular. Los
métodos para la preparacion de NP a partir de la dispersién de polimero preformado

son los siguientes (Pasard, 2011):
a) Evaporacion del disolvente

b) Nanoprecipitacion

¢) Emulsificacion

e) Dialisis

f) Tecnologia de Fluidos Supercriticos (SCF)
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Los siguientes son métodos para la preparacion de NP a partir de la polimerizacion
de monémeros (Pasard, 2011):

a) Emulsion

b) Mini emulsion

c¢) Micro emulsion

d) Polimerizacién interfacial

e) Polimerizacion Radical Controlada (C / PRL)

[l Nanoparticulas PECA y SiO;

e Propiedades de las nanoparticulas en estudio

SiOy

En las uUltimas décadas, las NP de SiO: se han estudiado intensamente en diversos
experimentos y simulaciones por ordenador debido a sus importantes aplicaciones
en tecnologias de materiales, tales como la electrénica y la Oéptica de

nanodispositivos.

Silice, es el nombre comun para materiales compuestos de diéxido de silicio
(SiO2) y existe en formas cristalinas y amorfas. La silice cristalina existe en multiples
formas. Una de ellas es el cuarzo, un material conocido que tras su calentamiento,
este se transforma en b-cuarzo, tridimita y cristobalita. EI POROSIL es el nombre

de la familia de la silice cristalina porosa. El cuarzo existe en formas naturales y
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sintéticas, mientras que todos los POROSIL son sintéticos. La aplicacion de la silice
amorfa sintética, especialmente las NP de silice, ha recibido amplia atencion en una
variedad de industrias. Las NP de silice se producen a escala industrial como
aditivos para cosméticos, farmacos, toners de impresora, barnices, y alimentos.
Ademas, las NP de silice estan siendo utilizadas para una amplia variedad de
aplicaciones biomédicas y biotecnoldgicas, tales como la terapia del cancer, la
transfeccion de ADN, la administracion de farmacos, y la inmovilizacion de enzimas
(Ravi, 2004). Hasta hace poco, la mayoria de la investigacion se habia centrado en
particulas de silice de entre 0,5 y 10 micras, principalmente en formas cristalinas,
pero las NP de silice pueden tener diferentes efectos toxicos en comparacion con
las particulas mas grandes. Las propiedades fisicoquimicas de las NP de silice que
los hacen atractivos para la industria pueden presentar peligros potenciales para la
salud humana, incluyendo una mayor capacidad para penetrar objetivos

intracelulares en el pulmén y la circulacidn sistémica (Dorota, 2010 y barik 2008).

Se encontrd que las NP de silice tienen una serie de propiedades novedosas,
tales como, soporte de catalizador, fotoluminiscencia, luminiscencia, bajo
coeficiente de expansion térmica, conductividad térmica baja, alta temperatura de
ablandamiento, inercia quimica excelente, y la constante dieléctrica baja (C. Jia,
2003). Por lo tanto, la comprension de la relacion entre la estructura de NP de SiO2

y sus propiedades fisicoquimicas es muy necesario (Legrand, 2003).

El SiO2 y algunos otros polimeros han demostrado tener una distribucion
estrecha de tamafio necesaria para la formacion de coloides de alta calidad. Existen
diversos métodos para la produccion de nanoparticulas de SiO; Kolbe fue el
primero en encontrar un método para la formacion de particulas esféricas de SiO»
a través de la hidrélisis y condensacion de tetraetil ortosilicato (TEOS) en una
solucion de agua/alcohol y utilizando hidréxido de amonio como sistema catalizador
(Kolbe, 1956). Stober, afilos mas tarde preparé particulas de silice, que es
considerado un método mas simple y consiste en la adicion de concentraciones
crecientes controladas, este método consiste en utilizar al TEOS como precursor

del SiO,, al hidréxido de amonio como catalizador de la reaccion de hidrélisis y en
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funcion como solventes se utiliza el metanol, etanol y butanol; esto debe estar bajo
agitacion rigurosa a temperatura ambiente y atmdésfera de nitrégeno, en donde se
utilizan diferentes grupos de muestras que tienen diferentes concentraciones de
NH4OH (Kolbe, 1956). La longitud de las nanoparticulas preparadas por este
método varia en funcién de la concentracién de NH4OH y puede ir desde los 22 a
los 320 nm.

Las aplicaciones de las NP de silice han tenido gran difusion, sin embargo,
aumenta la preocupacion con respecto a la exposicion al medio ambiente y al
humano; por lo tanto el riesgo potencial relacionado con su toxicidad a corto y largo
plazo. Hay estudios que informaron la toxicidad de las NP de silice para las bacterias
(Bacillus subtilis y Escherichia coli), algas verdes (Pseudokirchneriella subcapitata)
y pez cebra (Danio rerio), en este la toxicidad fue evaluada por la mortalidad, el
tiempo de incubacion y por alteraciones morfologicas. No se observo absorcion de
NP y translocacion en embriones, tampoco se pudo detectar la absorcion de
nanoparticulas por microscopia confocal aunque pudo haber ocurrido. El tiempo de
eclosion y éxito de eclosion no se vieron afectados. No hubo mortalidad ni ocurrieron
deformidades. (Adams, 2006 y Nel, 2006). Las NP de silice puede entrar en el
cuerpo humano a través de diferentes vias como la inhalacién, ingestién, contacto
con la piel y la inyeccion, esta ultima en ratones se puede distribuir en casi todos los
organos y se acumulan principalmente en los pulmones, el higado y el bazo, donde
pueden retenerse y producir efectos toxicos (Liu, 2011). Los investigadores
también observaron que el higado es uno de los 6rganos diana para la mayoria de
las NP de silice (Lu, 2011). Aunque existen estudios para evaluar la toxicidad de las
NP de silice en cultivos de células de higado humano; los posibles mecanismos de

toxicidad hepética debido a la exposicidén a estas todavia no estan claros.

Un mecanismo que se discute a menudo es la inducciéon de dafio oxidativo
de los constituyentes celulares debido a la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) (Nel, 2006). Los estudios han demostrado que las NP tienen el
potencial de inducir dafio de ADN mediada por ERO y apoptosis (Ahamed, 2011y
Ahamed, 2008).
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Polietilcianoacrilato (PECA)

Los Alquil-2-Cianoacrilatos (ACA) se sintetizaron por primera vez en 1949 (Ardis,
1949) y se han conocido como uno de los monémeros mas reactivos. Aunque estos
monomeros pueden sufrir una polimerizacion a través de dos mecanismos;
polimerizacién de radicales libres y anidnicos, la via anidnica ha atraido mas interés
debido a la facilidad de iniciacién y rapida velocidad de polimerizacién, incluso por
trazas de nucledfilos o bien, por bases débiles tales como agua, aminas, alcoholes
o fosfinas. La eficacia de la polimerizacion anionica de las ACA se origina a partir
de la propiedad de monomero di sustituido y los grupos aceptores de electrones
fuertes como el nitrilo (CN) y éster (COOR).

Los polialquilcianoacrilatos (PACA) han sido ampliamente propuestos como
materiales prometedores en la fabricacion de NP para la liberacion de farmacos
debido a su capacidad para atrapar una variedad de compuestos biol6gicamente
activos (farmacos), seguido por la administracién in vivo y la liberacion a través de
biodegradacion (Vauthier, 2003). Otras aplicaciones de estos polimeros incluyen la
deteccion de huellas dactilares latentes en las investigaciones del crimen (Exline,
2003), asi como otras aplicaciones médicas. Estos polimeros tienen una estabilidad
débil y se degradan facilmente en contacto con el agua y a temperaturas elevadas.
Por lo tanto, la escasa estabilidad de estos polimeros a temperaturas elevadas
generalmente limita sus aplicaciones como adhesivos y materiales compuestos de

polimeros debido a sus temperaturas de funcionamiento limitado.

Los PACA son unos polimeros biodegradables muy adecuados para uso
farmacéutico y usualmente son elegidos para ser portadores de drogas. PECA es
un miembro de la familia de PACA, al que se le tiene gran interés debido a su fuerte
reactividad con sus los monémeros correspondientes, capaces de polimerizarse

facilmente en diversos medios, entre ellos, el agua (Domb, 1997).

Para el desarrollo de PECA existen también diversos métodos de elaboracién

aunque con ligeras variaciones en su produccion; la mayoria de modelos
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experimentales se basan en el método de emulsion/polimerizacion para la sintesis
de esferas coloidales, en el cual el mecanismo de polimerizacién es un proceso
anidnico iniciado por bases covalentes presentes en el medio (por ejemplo, iones
OH- derivados de disociacion del agua) e incluso de bases débiles que son capaces
de ionizar el monémero dando lugar a carbaniones que a su vez reaccionan con
otras unidades de mondémeros para formar enlaces “cadenas”. La polimerizacién
termina mediante la adicion de cationes que neutralizan tales cadenas. La técnica
implica la polimerizacion del monémero en una solucion acuosa (de un farmaco en

la mayoria de los casos) (Fattal, 1997).

e Usos de las nanoparticulas

SiO,

Existe un interés creciente en el desarrollo de nanocompuestos que consisten en
polimeros organicos y nanoparticulas de SiO». Las nanoparticulas de silice (SiO2)
son uno de los nanomateriales mas utilizados en la fabricacion industrial, ingenieria
y medicina. La inhalacion de nanoparticulas de SiO2 ha demostrado producir dafio
pulmonar, también puede ser transportado en la sangre y se depositarse en
organos diana donde ejercen efectos toxicos potenciales. El sistema renal se

considera como tal un blanco secundario (Passagne, 2012).

En otros ensayos realizados se menciona la sintesis de NP de Agy Ag-SiO;
por irradiacién que se caracterizaron por microscopia electronica de transmision
(MET), microscopia electrénica de barrido (MEB), y espectroscopia de rayos X. Aqui
las imagenes de microscopia electrénica muestran que las nanoparticulas de Ag
estan dispersas en un rango de aproximadamente 7 nmy se unen a la superficie de
nanoparticulas de SiO> de alrededor de 350 nm. La eficacia antibacteriana de estas

NP de Ag-SiO. fue probado contra Salmonella enterica serovar Typhimurium
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mediante la medicion de la densidad 6ptica (OD). Sin NP de Ag-SiO2, la S. enterica
serovar Typhimurium crecer lentamente, y llega a un estado de equilibrio (crece
completamente) en aproximadamente 6 horas. En la presencia de NP de Ag-SiOz a
50 ppm, su crecimiento se hizo mucho mas lenta, alcanzando un estado de equilibrio
después de aproximadamente 24 h. Con NP de Ag-SiO2 a 100 ppm, no crecieron
incluso después de 58 h. La eficacia antifungica de las NP de Ag-SiO- contra Botrytis
cinerea era aproximadamente 65.0, 99.9, y 99.9% en las concentraciones de las
particulas de 10, 50 y 100 ppm, respectivamente (Seong-Dae Oh, 2006).

También son ampliamente utilizados en el campo biomédico, por ejemplo,
como biosensores para el ensayo simultaneo de la glucosa (Zhang, 2004), la
administracion de farmacos, la terapia del cancer, y la inactivacion de las enzimas,
asi mismo es importante evaluar los posibles efectos toxicos y no intencionales,
funcional o de sefalizacion que puede inducir, como consecuencia de su

internalizacion celular (Kaewamatawong, 2005).

PECA

El uso de los PACA se ha utilizado desde la década de 1940 como una nueva
metodologia en el tratamiento de aguas residuales, pero no fueron empleados
como polimeros hasta principios de 1980. Sin embargo, los mondmeros
correspondientes, se han utilizado al menos desde 1966, debido a sus excelentes
propiedades adhesivas. Por lo tanto, dichos monémeros cumplen amplias funciones
como adhesivos de tejidos para el cierre de heridas en la piel, como pegamento

quirdrgico, y como material para la cirugia endovascular (Oowaki, 2000).

Se ha despertado interés en la posibilidad de obtencion de particulas
magnéticas adecuadas para el suministro de farmacos en algunos lugares
especificos en el cuerpo (Williams, 1994). Su objetivo principal es crear particulas

capaces de llevar la cantidad deseada de medicamento para el objetivo deseado y
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liberarlo a una velocidad controlada. Las particulas magnéticas coloidales en
principio, podrian ser un vehiculo farmaco adecuado, debido a su capacidad de
respuesta externa de campo; es decir, al aplicar un campo magnético se conduciria
a la particula a un lugar deseado en el organismo, siendo este cualquier érgano y
mantenerlo alli durante un periodo determinado de tiempo; esto conduciria a un
mayor lapso de retencion dado que el tiempo de reconocimiento y eliminacion por

el sistema fagocitico mononuclear puede llevar mas tiempo.

Las particulas magnéticas por si solas, sin embargo, no son las mas
adecuadas como vehiculos de farmacos debido a que no se puede controlar la
cantidad de farmaco que transporta y la velocidad a la que se puede liberar. A
diferencia de las particulas magnéticas, los polimeros biodegradables (como PECA)
pueden liberar farmacos (Mckay, 1994).

Existen estudios realizados de NP de PACA que contienen el esterilizante
guimico D-Lys6-GnRH donde se analiza su potencial como sistema para el control
biologico de la Zarigleya brushtail, una de las plagas mas importantes de Nueva
Zelanda. Las NP se prepararon por una técnica de polimerizacion interfacial in situ.
La liberacidn del péptido contenido en las NP resultantes se estudio in vitro en jugo
gastrico artificial (JGA), fluidos intestinales simulados (FIS) y plasma de la Zariglieya
brushtail que fue administrada en el ciego por una incision en el estbmago. Las NP
liberan una pequefia fraccion de bioactivo durante 6 h en JGA y FIS (<5%). En
contraste, 60% de D-Lys6-GnRH fue liberado después de 1 h en plasma zarigleya.
Una respuesta bioldgica significativa observada fue medida como un aumento en el
plasma de la hormona luteinizante (LH), que se hizo evidente a 10 min después de
la administracion. Esto demuestra que las NP PECA fueron capaces de facilitar la
captacion de D-Lys6-GnRH, por lo anterior, se puede decir que las NP de PECA
comprenden una estrategia prometedora para la aplicacion de D-Lys6-GnRH como

esterilizante a la Zarigiieya brushtail en Nueva Zelanda (Kafka, 2011).

Se han producido resultados muy prometedores como sustratos poliméricos
en la realizaciébn de un sistema de nanoparticulas inyectables, debido a sus

propiedades mecanicas, de biodegradabilidad y biocompatibilidad. La
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biocompatibilidad de estos vectores con las drogas puede estimar la alta
permeabilidad con las membranas (Cavallaro, 1994). Dado que esta familia de
compuestos ha sido utilizada para realizar una amplia gama de medicamentos, una
de las aplicaciones terapéuticas mas prometedoras de la familia PACA de NP es el
tratamiento del cancer, en el que su eficacia terapéutica se ha asociado a la
capacidad observada in vitro de invertir la resistencia a los farmacos anticancerosos

en células tumorales (Decout, 1996).

e Efectos biolégicos asociados a polietilcianoacrilato y diéxido de silicio PECA
y SiO2

SiO,

Los nanomateriales (NM) como SiO2 estan encontrando cada vez mas aplicaciones
en los campos de la biomedicina y la biotecnologia, tales como el diagndstico de
enfermedades, imagenes, administracion de farmacos, alimentos, cosméticos y el
desarrollo de biosensores. Por lo tanto, una evaluacion mecéanica y sistematica de
los posibles efectos biologicos y toxicos de SiO> NP se ha vuelto crucial a fin de
determinar sus limites de aplicabilidad. En ratones las interacciones de las NP de
silice con diferentes tipos de células han sido investigadas en diversos tejidos, en
particular en las células de las vias respiratorias y las células del sistema inmune.
La induccion de estrés oxidativo, dafio de la membrana y perturbaciones en la
homeostasis del calcio se encontraron como mecanismos subyacentes de la

toxicidad celular.

Por lo general, las NP pequefias parecen inducir efectos mas considerables
gue los mas grandes (100-1000 nm), por ejemplo, las NP formaron aglomerados /
agregados en medios de cultivo celular tal como se revela por MEB y MET y también

se producen en estructuras vesiculares en el citosol. Ademas inducen necrosis de
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los hepatocitos, aumento de las aminotransferasas séricas y de citocinas en los
ratones expuestos (Verena, 2012).

Existe un estudio en donde se evallo la toxicidad de NP de SiO2 usando
como modelo de estudio a Saccharomyces cerevisiae, se utilizé un dispersante de
poliacrilato no téxico (Dispex A40) para mejorar la estabilidad de las NP y
determinar el impacto de la dispersibn mejorada en la toxicidad. La toxicidad fue
evaluada mediante el seguimiento del consumo de oxigeno en cultivos discontinuos
y por andlisis de la integridad de la membrana celular. Se observé también que las
NP de SiO2 y caus6 dafio de la membrana celular, pero en general se demuestra
gue estos nanomateriales muestran una baja o nula toxicidad en Ila levadura
(Garcia, 2011).

En otro estudio se menciona que las NP de SiO> de 20 nm son mas toxicas
gue las de 100 nm; con una importante disminucién de la viabilidad celular
observada solo a altas concentraciones (concentraciones entre 0,0025 y 200 mg /
L). De acuerdo al estudio, la produccion de ERO no se modificé significativamente
después de la exposicion a bajas concentraciones. La expresion de la catalasa fue
3 veces mayor después de la exposicion a las NP, lo que sugiere una adaptacion
celular (Rousset, 2011).

También se han disefiado experimentos para examinar la captacion,
localizacion y los efectos citotoxicos de NP de silice amorfo en los queratinocitos de
raton (HEL-30). Los queratinocitos de raton fueron expuestos durante 24 h a
diversas concentraciones de NP (0, 10, 50, 100, and 200 ug/mL) de silice en
suspensiones homogéneas de distribucion de tamafio medio (30, 48, 118, y 535
nm), después se realizaron algunas determinaciones; como son la evaluacion de
LDH para estimar la integridad de la membrana; el ensayo MTT para evaluar la
actividad mitocondrial, donde el amarillo MTT (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolio) se reduce a formazan purpura (insoluble en solucién acuosa) por
una enzima mitocondrial que muestra las mitocondrias funcionales intactas; y la
determinacién de GSH por un método fluorométrico. Los resultados de microscopia

electronica de transmision revelaron que todos los tamafios de NP administrados
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se encontraban localizados en el citoplasma. La lactato deshidrogenasa (LDH)
muestra pérdida a nivel citoplasmatico y efecto dosis-dependiente con respecto al
tamafo y exposiciéon en NP de 30y 48 nm. Sin embargo, no se observo pérdida de
LDH, ya sea para 118 o 535 nm NP. El ensayo de viabilidad mitocondrial (MTT)
mostré una toxicidad significativa para NP de 30 y 48 nm a concentraciones altas
(200 mg / ml) en comparacion con las NP de 118 y 535 nm. El potencial redox de
las células se redujo significativamente a exposiciones de nanoparticulas a
concentraciones de 50, 100, y 200 mg/mL. Sin embargo, las NP de silice mas
grandes que 30 nm no mostraron cambios en los niveles de GSH. Las ERO no
mostraron ningun cambio significativo entre los controles y las células expuestas
(Kyung, 2009).

Se ha informado que in vivo, en un modelo de raton, las particulas ultrafinas
de silice coloidal (diametro <100 nm) inducen una lesién pulmonar
(Kaewamatawong, 2005) e inflamacion, que se manifiestan como la acumulacién de
neutrofilos en la etapa temprana de la exposicion (24 h) y granulomatosa crénica de
inflamacion en las etapas posteriores (14 semanas). Ademas, varios estudios han
proporcionado pruebas de que el SiO2 puede provocar aglomeraciones anormales
de la topoisomerasa | en el nucleoplasma de las células, y estimulacion

proinflamatoria tanto en modelos in vivo como en modelos in vitro (Chen, 2004).

PECA

La degradacién y toxicidad de los PACA se discuten a menudo en la literatura,
especialmente para aplicaciones in vivo de NP de PACA como sistemas de
suministro de farmacos. La idoneidad de un polimero disefiado para su uso como
un sistema de soporte de algun farmaco para los seres humanos requiere que el
material deba ser biocompatible y biodegradable o al menos debe ser capaz de ser
excretado (por ejemplo, por los riflones). Se han descrito diferentes rutas para la

degradacion de PACA; aunque el mecanismo predominante depende en gran
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medida de las condiciones del entorno. Uno de los mecanismos de degradacion
reportados en la literatura consiste en la hidrélisis del enlace éster de la cadena
lateral alquilo del polimero. Estudios demuestran que en algunos casos, la alteracion
del perfil de distribucion de drogas por la vinculacién con nanoesferas pode reducir
considerablemente la toxicidad de un farmaco debido a la disminucién de la
acumulacion del farmaco en 6rganos en los que los efectos toxicos son mas agudos.
Este concepto se ilustra con la doxorrubicina, que muestra miocardiopatia grave,
aguda y crénica. Después de la administracion intravenosa a ratones, los niveles en
plasma de doxorubicina fue mayor cuando el farmaco se absorbe como
nanoesferas. De acuerdo con el perfil de distribucion observada, se encontro que la
doxorrubicina asociada con nanoesferas era menos toxica que la doxorrubicina libre
(Verdiere, 1997).

Estudios que se evocan a tratamientos contra el cancer basados en el uso
de nanoparticulas de curcumina cubierta de polibutilcianoacrilato (PBCA)
demuestran que el tratamiento con estas tiene como resultado el retraso del
crecimiento significativo de células HepG2 de humano (Jinghua, 2010). Debido a
gue los polialquilcianoacrilatos (PACA) son biocompatibles y biodegradables, el
polibutilcianoacrilato ha recibido la aprobacion de la FDA para uso humano. Los
productos de degradacion consisten en un grupo alquilico y un polimero de &cido
cianoacrilico, que son solubles en agua y suelen ser eliminados in vivo por medio
de filtracion renal (Zheng 2004).

e Toxicidad y Genotoxicidad en 6rganos asociada a la exposicion de PECA 'y
SiOo.

SiO;
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Aunque se cree que las NP de silice amorfa no son toxicas y se utilizan actualmente
en varias aplicaciones industriales y biomédicas, incluidos los cosméticos, aditivos
alimentarios y sistemas de suministro de farmacos, todavia no hay informacion
contundente sobre su potencial citotdxico, genotéxico y carcinogénico. Algunos
efectos citotoxicos de las NP de silice son; la reduccion de la viabilidad celular, dafio
del sistema de membrana celular y estrés oxidativo (Choi, 2010). Es ampliamente
discutido que las ERO producidas por el estrés oxidativo es un efecto clave en la
toxicidad de los nanomateriales (Meng, 2009), se confirma entonces que las NP de
silice pueden generar estrés oxidativo, posteriormente promover la sefializacién de
la apoptosis para luego inducirla 'y a su vez producir la detencion del ciclo celular
(Wang, 2009).

Se han investigado los efectos de SiO: en fibroblastos de raton Balb/3T3,
centrandose en la citotoxicidad y genotoxicidad de células. Los resultados obtenidos
utilizando NP de SiO2 con diametros entre 15 nm y 300 nm, con tiempos de
exposicion de hasta 72 h, no mostraron ningun efecto citotoxico sobre las células
Balb/3T3. Ademas, tampoco presentaron ninguna transformacién morfolégica en
células Balb/3T3 ni genotoxicidad. Para comprender si la ausencia de cualquier
efecto toxico podria resultar por la falta de incorporacién de las NP de SiO2 por
células Balb/3T3, se investigd la absorcion y la distribucion intracelular de la
exposicion a NP de SiO, de 85 nm marcadas. Usando microscopia de fluorescencia,
se observé que las NP de SiO: fluorescentes son internalizadas y se encuentran
exclusivamente en la region citopladsmica. De este modo se ha demostrado que
aunque las NP de SiO: se internalizan in vitro en fibroblastos de raton Balb/3T3, no
activan ningun efecto citotéxico ni genotoxico y no inducen la transformacion
morfoldgica, lo que sugiere que podria ser un componente Gtil en aplicaciones
industriales (Chiara, 2012).

Por lo que se refiere a citotoxicidad, se reporta que al administrar 3
inyecciones consecutivas por via intravenosa a ratas Wistar macho a las 4, 24 y 48
horas antes del sacrificio; las NP de silice producen un aumento en el dafio del

ADN. No se observaron efectos genotoxicos a dosis mas bajas, y el ensayo de
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(Micronucleos) MN in vitro fue negativo. Se postula que las NP de silice producen
efectos genotoxicos secundarios a través la liberacion de derivados oxidantes de
células inflamatorias, similar a la descrita por el cuarzo. Tal mecanismo es apoyado
por el aumento de la infiltracion neutrofilica, necrosis y apoptosis en el higado, y la
induccion de los marcadores inflamatorios TNF y la IL-6 en plasma. Estos resultados
fueron bastante consistentes entre los NP de silice y el control de cuarzo, reforzando
de esta manera el argumento de que los NP de silice pueden actuar de una manera
similar (Downs, 2012).

PECA

Los NM poseen diversas propiedades fisicoquimicas producto de su tamario; el
aumento de area de superficie, su composicion quimica variable y la estructura de
superficie y forma; son propiedades que tienen los NM para interactuar directamente
con los sistemas biolégicos y posteriormente alterar la sefializacion celular y la
funcién. Aunque la interaccion de los NM con las membranas lipidicas y su
transporte intracelular subsiguiente no se conoce bien, se ha demostrado que
pueden entrar en las células mediante diversos procesos endocitoticos Estos
procesos dependen mas probablemente de las propiedades de superficie que
pueden estar directamente relacionadas con su potencial genotéxico. Por tanto, es
imperativo que los efectos directos sobre el ADN deben examinarse para
proporcionar informacién preliminar sobre la genotoxicidad potencial de estos
materiales (Jedd, 2010).

Aunque la familia PACA es ampliamente utilizada por su inocuidad, se ha
estudiado la citotoxicidad de estas NP que puede ser inducida por diferentes vias,
tales como 1) liberacién de productos de degradacion, 2) estimulacion de las células

y posterior liberacién de mediadores de inflamacion, 3) y la adherencia membrana.
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En el primer factor, la citotoxicidad puede atribuirse a la presencia de
productos de degradacion; experimentalmente se ha expuesto a macréfagos a NP
de PACA en donde sélo en presencia de poli (metilcianoacrilato) se observé
perforacion de la membrana celular. En contraste, no se observaron cambios

morfolégicos con poli (butilcianoacrilato) (Vauthier, 2003).

En otros estudios en donde se llevo a cabo la incubacion de las NP con
hepatocitos. La toxicidad celular se evalué mediante una prueba de exclusion con
colorante y por mediciéon de las fugas de lactato deshidrogenasa. Las NP de Poli
(butilcianoacrilato) no indujeron ninguna citotoxicidad a una concentracion de 75
mg/mL. No obstante, dafio de la membrana aparecio en una concentracion de
polimero de 150 mg/mL. También, se ha apreciado que, los polimeros con cadenas
laterales alquilicas cortas son mas toxicos que los polimeros con grupos alquilo mas
largos,por ejemplo, con poli (cianoacrilato de isobutilo), se observo una pérdida de
adherencia seguida por la dilatacion del reticulo endoplasmico rugoso de las células.
La perforacion de la membrana celular se produjo mas tarde como secuencia de
dafos. La toxicidad de las NP de PACA también se investigd mediante la medicién
de la inhibicién del crecimiento de células de fibroblastos 3T3 Swiss (Vauthier,
2003).

El segundo mecanismo esta implicado en la citotoxicidad producida por la
adhesion de las NP de PACA a las membranas. A pesar de que los polimeros con
cadenas alquilicas mas largas son menos toxicos, las NP de PECA son mas
citotoxicas en fibroblastos L929 que las NP de poli (metilcianoacrilato). La razon de
esto es que el poli (metilcianoacrilato) se degrada muy rapidamente en el medio de
cultivo y no se adhiere a la membrana celular. Por el contrario, el PECA es mas
citotoxico debido a que las particulas probablemente primero se adhieren a la
membrana de la célula y después liberan sus productos. Finalmente, la liberaciéon
de mediadores inflamatorios es inducido por el contacto de las nanoparticulas de
PECA con las células, que muestra que podria estimular a los macrofagos (Vauthier,
2003).
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Por otra parte, desde un punto de vista toxicologico, cabe destacar que la
asociacion de un farmaco con NP también pueden inducir una mayor concentracién
intracelular del farmaco y permitir incluso que medicamentos no difusibles
intracelularmente puedan concentrarse en ciertos compartimientos intracelulares
(lisosomas). Este enfoque se ha utilizado para mejorar la eficacia de ciertas drogas
gue pueden inducir toxicidad inesperada en el caso de compuestos con una baja
citotoxicidad aparente, ya que suele ser mal transportado intracelularmente
(Vauthier, 2003).

Otro estudio seflala que su toxicidad, aunque baja (DL 50 de poli
(isobulcianoacrilato) (PIBCA) en ratas: 242 mg / kg, DL 50 de poli (hexilcianoacrilato)
(PHCA) en ratas: 585 mg/ kg) (16) y (17), puede ser importante debido a que tienen
una tasa de degradacion rapida en comparacion con otros polimeros utilizados en
la administracion de farmacos, tales como el acido lactico y sus copolimeros con
acido glicdlico (PAL / PAG) que se degradan de forma relativamente lenta in vivo.
Ademas, sus productos de biodegradacion puede ser mas toxicos que los de PLA 'y
PLA / GA. Sin embargo, en el caso de dosificacion multiple (tratamiento cronico), el
uso de la rapida degradacion de cianoacrilato como portadores parece ser el mas
adecuado (Lherm, 1992).

e Organos blancos para NP de PECA y SiO2

La evaluacién de la penetracion y efectos bioldgicos de NP va en funcion del tipo de
administracion; por lo que se refiere a las NP administradas via oral se puede decir
gue esta via presenta muchos problemas debido a lo siguiente: Las diferencias
interindividuales en la composicion, el pH y el espesor de la capa de moco en el
tracto gastrointestinal asi como la flora y el tiempo de transito gastrico complican
los experimentos in vivo. Loeschner en sus estudios con NP de Ag menciona que
también existen variaciones relacionadas con la dieta y esto influye en la

distribucion de los NM en los érganos.

28



A pesar de ello los estudios epidemioldgicos han puesto de manifiesto que la
contaminacion por particulas en el ambiente se asocia con enfermedades
respiratorias y cardiovasculares, sobre todo en las personas de edades avanzadas.
La sensibilidad del efecto toxicolégico de las NP en diferentes edades fue
investigada por primera vez para demostrar y explicar una diferencia relacionada

con la edad.

La literatura reporta la eficacia que las nanoesferas de PACA cubiertas con
doxorrubicina ofrecen frente a la leucemia linfoide L1210 como un modelo de tumor.
En este estudio, al administrar una inyeccion intravenosa de nanoesferas de
doxorrubicina cargadas con poli (cianoacrilato de isobutilo); se encontré que era
mas eficaz contra la leucemia L1210 que el farmaco cuando se administra en su
forma libre siguiendo el mismo programa de dosificacion. Sin embargo, aunque el
aumento de la vida util del farmaco en los ratones inyectados con doxorrubicina era
dos veces mayor con respecto a la vida util de la doxorrubicina libre, no hubo
sobrevivientes a largo plazo. La eficacia de nanoesferas de poli
(Isohexilcianoacrilato) cargadas con doxorubicina contra la leucemia L1210 fue
incluso mas pronunciada que la de las nanoesferas de doxorrubicina cargada en
poli (cianoacrilato de isobutilo). Estudios llevados a cabo en homogenados totales
de los higados sanos y con metastasis mostraron captura extensa de doxorrubicina
por el higado, sin una diferencia significativa en la concentracion hepatica entre
animales sanos y tumefactados. Con el fin de dilucidar el mecanismo detras del
aumento de las nanoesferas cargadas con doxorrubicina, las mediciones de
doxorrubicina se hicieron en ambos ndédulos metastasicos y tejido hepatico sano.
Esto proporcioné informacion cuantitativa relativa a la distribucion de medicamentos
en estos tejidos. Durante las primeras 6 h después de la administracion, la
exposicién del higado a la doxorrubicina era 18 veces mayor para nanoesfera
asociada a la doxorrubicina. Sin embargo, no existio evidencia de afinidad especial
para el tejido del tumor; y las nanoesferas se observaron por microscopia
electronica dentro de las células de Kupffer (macréfagos). Sin embargo, en lapsos

de tiempo posteriores, la cantidad de farmaco en el tejido del tumor aumenté en los
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animales tratados con nanoesferas a 2,5 veces el nivel encontrado en los animales

gue recibieron doxorrubicina libre (Vauthier, 2003).

Aunque los datos toxicolégicos han demostrado que las nanoesferas
cargadas con doxorubicina no son inesperadamente significativos o toxicos para el
higado; en términos de tasa de supervivencia a dosis altas, pérdida de peso corporal
y el aspecto histolégico se sugiere que el efecto a largo plazo de la administracion
mencionada anteriormente tiene un aumento de 18 veces en la concentracién de
doxorubicina en el higado; también se observé que la nanoesfera asociada a
doxorrubicina se acumula en la médula ésea, llevando a un efecto mielosupresor
(Vauthier, 2003).

SiO;

Con el paso del tiempo y con base en el conocimiento de sus aplicaciones en
diversas areas de estudio, las NP de silice se utilizan cada vez mas en diversas
aplicaciones, tales como la agricultura y la medicina. En algunos de los modelos
experimentales se ha observado que las ratas jovenes, adultos, y ancianos que
fueron sometidos a inhalar aerosoles que contienen nanoparticulas de SiO» (24,1
mg/m 3,40 min/dia) durante cuatro semanas. Los cambios observados fueron

alteraciones séricas, inflamacién, dafio pulmonar y al corazén.

La inhalacion de nanoparticulas de SiO2> en condiciones idénticas ha
provocado alteraciones pulmonares y cardiovasculares en ratas viejas, sin embargo
se ha observado un cambio menor en las ratas jovenes y adultas, incluyendo la
inflamacion pulmonar, dafio isquémico del miocardio, bloqueo auriculo-ventricular,
y el aumento en la concentracion de fibrinégeno y la viscosidad de la sangre. El

riesgo de trastorno cardiovascular se observé solo en la vejez (Zhen, 2008).

En otros ensayos, los estudios in vivo han demostrado que el higado es uno

de los 6rganos diana de NP de silice. Sin embargo, los posibles mecanismos de
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hepatotoxicidad causada por NP de silice aun permanecen poco claros. También
se han explorado las ERO mediadas por apoptosis inducida por las NP de silice
bien caracterizadas a 14 nm en lineas celulares hepaticas humanas HepG2. Las
NP de silice en una administracion de (25-200 g/ml) inducen una citotoxicidad
dependiente de la dosis en las células HepG2. Ademas se logré6 demostrar que las
NP de silice pueden inducir estrés oxidativo en forma dependiente a la dosis, esto
por la induccién de ERO, peroxidacion lipidica y la deplecion del glutation (GSH).
Asimismo se observé que las nanoparticulas de silice inducen apoptosis en células
de higado humano y esta mediado por las ROS asi como también se encuentra
regulada a través de p53, Bax/Bcl-2 y vias de caspasas (Javed, 2012).

Mientras que la inhalacion de NP causa dafio pulmonar, las NP de SiO>
puede ser transportadas en la sangre y depositarse en los 6rganos diana donde
ejercen sus efectos toxicos potenciales. El sistema renal se considera como objetivo
secundario. Sin embargo, la informacion toxicologica de su efecto sobre las células
renales y los mecanismos implicados siguen siendo escasos. Algunos analisis
realizados evaltuan la citotoxicidad de las NP de SiO> a diferentes tamafios; donde
se han investigado dos renales lineas de células tubulares proximales (HK-2
humano y LLC-PK1 porcino). Las vias moleculares involucradas fueron estudiadas
con especial atencién en la implicacién del estrés oxidativo. En primer lugar, la
evidencia de la internalizacion de particulas se obtuvo mediante microscopia
electronica de transmision y las técnicas convencionales de citometria de flujo. El
uso de inhibidores especificos de las vias de endocitosis mostré un proceso de
internalizacién por macropinocitosis y endocitosis mediada por clatrina para NP de
SiO2 de 100 nm. La toxicidad fue dependiente del tamafio y tiempo (24 h, 48 h, 72
h). En segundo lugar, el andlisis del estrés oxidativo sobre la base de la evaluacion
de las ERO produccion (DHE, dihydroethidium) o la peroxidacion lipidica (MDA,
malondialdehido) demostré claramente la implicacion del estrés oxidativo en la
toxicidad de las NP de SiO2 a 20 nm (Passagne, 2012).
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e Métodos para la estimacion de la citotoxicidad y genotoxicidad in vivo

Genotoxicidad

Aunque los NM prometen revolucionar nuestro estilo de vida, debido a que tienen
propiedades fisico-quimicas Unicas, con propiedades benéficas que superan a las
de las sustancias tradicionales. Tales caracteristicas incluyen la conductividad
eléctrica o térmica mejorada, catalizadores mas eficientes o la mejora de los
vehiculos para suministro de farmacos. Por consiguiente, los NM tienen
aplicaciones potenciales en una amplia variedad de entornos industriales, ademas
de la salud médica y productos de consumo. Por lo que es necesario definir una
estrategia de identificacion de peligros y gestion de riesgos para estos nuevos
productos es cada vez mas importante y es un tema muy debatido. Un aspecto
importante de la identificacion del peligro incluye la posibilidad de un nuevo agente
para inducir genotoxicidad, como dafos en el material genético puede resultar en la
induccion o promocion de la carcinogénesis, ademas de los impactos reproductivos,

esto si el ADN de las células germinales se ve comprometida (Doak, 2012).

Debido a la variedad de mecanismos de los NM que conducen a dafio del
ADN y la gama de eventos mutagénicos que pueden producirse como resultado de
ello, se requiere de una bateria de sistemas de ensayo para establecer el potencial
genotéxico de una sustancia bajo investigacion. Para la aprobacion reguladora de
compuestos quimicos y farmacéuticos, es necesaria una bateria de pruebas bien
definidas para evaluar su genotoxicidad (mutaciones puntuales, aneuploidia y la
fragmentacion cromosémica). Los mecanismos de genotoxicidad se aprecian en
dos categorias principales: mecanismos primarios y secundarios. Los mecanismos
primarios son aquellos inducidos por los mismos NM a nivel celular de forma
individual y puede ser el resultado de la interaccién directa o indirecta entre el NM y
el ADN (y/o su aparato regulador). Los agentes que actlan directos son aquellos

gue son reactivos con el ADN, es decir que entran en contacto directo con el material
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genético, causando dafio fisico o quimico. En contraste, los agentes que actian
indirectamente inducen genotoxicidad al dafiar biomoléculas intermedias que son a
menudo componentes de la maquinaria de la division celular y su mal

funcionamiento posterior causa aberraciones en el ADN (Doak, 2012).

Las directrices actuales de las pruebas en gran parte incluyen el ensayo in
vitro de la mutacién bacteriana inversa en el gen (Ames, OCDE 471), un ensayo in
vitro de células de mamiferos (por ejemplo, el ensayo de HPRT, ensayo en linfoma
de ratén CT, OCDE 476) y un ensayo de micronucleos in vitro en células mamifero
y aberraciones cromosomicas. Sin embargo, recientemente se ha sugerido que el
régimen en pruebas in vitro para los productos quimicos necesita modificacion con

el fin de minimizar los falsos positivos (Doak, 2012).

La prueba de AMES es uno de los ensayos de mutacion inversa bacteriana
utilizado para determinar la mutagenicidad de las sustancias exdégenas. El examen
identifica compuestos mutagénicos capaces de revertir mutaciones puntuales en
histidina o genes de biosintesis de triptofano en Salmonella typhimurium,
respectivamente, y la capacidad de restauracion de las bacterias para generar estos
aminoacidos esenciales. Por lo general, es necesario una combinacion de 4 0 5
cepas de S. typhimurium para detectar una amplia gama de sustitucion de bases o
de desplazamiento de marco de lectura. La facilidad y la eficacia de coste del
sistema de prueba hace que sea ampliamente utilizado en el analisis de seguridad
de las sustancias quimicas. Es una prueba esencial dentro de la bateria de ensayos

para la evaluacion de genotoxicidad (Doak, 2012).

El ensayo de micronucleos in vitro determina rapidamente la frecuencia de
dafio cromosémico inducido por un agente de prueba. Ha ganado popularidad como
la prueba de eleccion en el ensayo de aberracion cromosOmica, ya que es
sustancialmente mas rapida de realizar, mas facil de analizar y detecta facilmente
clastégenos. Por lo tanto, el ensayo de micronlcleos ahora se recomienda como
uno de los sistemas de ensayo in vitro para caracterizar la genotoxicidad de agentes

guimicos y farmacéuticos (Collins, 2004).
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El ensayo cometa, también conocido como electroforesis en gel unicelular,
es capaz de estimar el aumento en el nivel de fragmentaciones en la molécula de
ADN (1 x1010 Da) de células eucaridticas individuales de cualquier organismo,
como resultado de la exposicién a sustancias genotoxicas (agentes alquilantes o
intercalantes), radiaciones UV vy dafio oxidativo. Este ensayo se ha probado en
organismos tales como plantas de frijol ancho (Vicia faba), poliquetos (Nereis
virens), lombrices (E. fetida), mejillones (Mytilus edulis), ostiones (Crasostrea
virginica), peces (Onchorynchus mykiss), ranas (Rana clamitans), ratas y ratones.
El ensayo inicialmente fue desarrollado para llevarse a cabo en células de
mamiferos (ratas), enfocado hacia toxicologia humana (Collins, 2004).

En esta técnica se puede observar claramente un efecto dosis—respuesta,
aun en la presencia de niveles bajos de genotoxicos en el ambiente (Mitchelmore,
1998) y tiene la capacidad de medir el dafio acumulativo al ADN causado por la
mezcla de contaminantes genotoxicos a los cuales se ven expuestos los
organismos. El ensayo cometa se basa en el hecho de que el ADN en condiciones
normales se encuentra enrollado en el nucleo, mientras que al estar dafiado o roto
y ser sometido a un campo electromagnético, eéste migrara mas que un ADN sin
dafio. En condiciones alcalinas la técnica es capaz de evidenciar rompimientos de
una sola hebra, sitios retardados de reparacion y sitios alcali labiles; mientras que a
un pH neutro, la técnica es capaz de evaluar rompimientos de doble hebra en el
ADN. La imagen que se puede observar después de exponer las muestras a una
electroforesis asemeja a un cometa, en donde la cabeza representa el ADN sin

dafar, mientras que la cola del mismo es el ADN dafiado o fragmentado.

Es un método que bien puede ser utilizado rutinariamente en células
obtenidas de organismos en laboratorio o in situ, debido a su sencillez y rapidez. De
hecho, es un método que ya se utiliza para probar la genotoxicidad de nuevos
compuestos antes de ser liberados al mercado, para detectar la presencia de
contaminantes genotoxicos en el ambiente, para el biomonitoreo humano y la
epidemiologia molecular, asi como para investigacion basica del dafio al ADN y sus

sistemas de reparacion (Avishai, 2002 y Cotelle, 1999).
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Existen diversos trabajos tratando de investigar algunos de los efectos de
las NP de SiO2. Uno de ellos fue llevado a cabo en fibroblastos de ratén Balb/3T3,
centrandose en la transformacién de células de citotoxicidad y genotoxicidad. Los
resultados obtenidos utilizando unas NP de SiO3, con diametros entre 15 nmy 300
nm; en tiempos de exposicion de hasta 72 h, no han mostrado ningun efecto
citotoxico sobre las células Balb/3T3 (Jedd, 2010).

Citotoxicidad

Existen diferentes ensayos para determinar la citotoxicidad asociada a la exposicion
de agentes xenobidticos como las NP, con el fin de estimar la viabilidad celular. Uno
de los mecanismos por los que las ERO causan dafio a las células es mediante la
peroxidacion de lipidos. La peroxidacion de lipidos puede dar lugar a dafio de la
membrana celular y la formacion de subproductos toxicos reactivos, los productos
de la peroxidacion lipidica se utilizan como marcadores de estrés oxidativo
posteriores a las 3, 6 y 24 h del tratamiento con las formulaciones de NP. Los
productos de la peroxidacion de lipidos, los hidroperoxidos de lipidos, y aldehidos,
tales como malondialdehido (MDA), se puede medir a través de especies reactivas
al acido tiobarbiturico (TBARS). En la determinacion de TBARS; existen multiples
protocolos propuestos para estos procedimientos y pueden clasificarse en cuatro
tipos: 1) los que proceden por extraccion acuosa de la muestra en medio acido y
reaccion con el acido tiobarbitarico; 2) los que proceden sobre la fraccion lipidica
previamente extraida; 3) los que separan el MDA (malonaldehido) por destilacion y
luego desarrollan la misma reaccién; 4) y los que desarrollan la reaccion sobre la
muestra entera. Estos métodos han adquirido aceptacion por su sencillez, bajo
costo y relativa rapidez, mientras que la destilacion implica mayores riesgos de
inducir la oxidacion y los métodos cromatograficos no estan libres totalmente de
interferencias, no son mucho mas sensibles, y sobre todo son mas costosos y

complejos (Nollet).
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El método de Botsoglou, que trabaja con el extracto acuoso &cido de la
muestra, consiste en tratar la muestra (2 g) con solucibn acuosa de acido
tricloroacético (5% p/v) y solucién de BHT (0,8% p/v) en hexano, y homogeneizar
con un homogeneizador de alta velocidad. Se centrifuga y se descarta la fase
hexanica. Se filtra la fase acuosa y se toma una alicuota de la misma que se somete
a reaccion con la solucion de TBA (0,8% p/v), durante 30 min a 70 °C.
Posteriormente se enfria la solucién y se lee en el espectrofotometro, frente a un
blanco constituido por la mezcla de reactivos, y se calculan los pg de MDA a partir
de una recta de calibrado realizada con soluciones patron. Se utiliza normalmente
como patron el 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP), como tetraetoxiacetal del
malondialdehido, que origina MDA cuando se trata en caliente en medio acido
(Nollet).

La variante de Botsoglou en lugar de registrar directamente la absorbancia
a 530-535 nm, registra la tercera derivada y mide la altura del pico a 521.5 nm. El
autor ensayo el método en una larga serie de alimentos y tejidos y encontré unos
valores de recuperacion Optimos, con una excelente precision (coeficientes de
variacion entre 0,8 y 4.5%). Grau y colaboradores modificaron levemente el método
propuesto por Botsoglou y consiguieron aumentar significativamente su precision,
cuando lo aplicaron a muestras de muslo de pollo (Seong-Dae, 2006). Este ensayo,
se puede llevar a cabo tanto en los medios de cultivo celular como en el lisado
celular, donde el MDA se combina con el acido tiobarbittrico en una estequiometria
1:2 para formar un aducto fluorescente que puede ser medido a una longitud de
onda de excitacion de 521 nmy una longitud de onda de emision de 552 nm (Potter,
2011).

Otro ensayo para evaluar la citotoxicidad es la determinacion de GSH
(glutation); la glutatién reductasa (GSH-Rd) es una flavoenzima dependiente del
nicotinamin adenin dinucledtido fosfato reducido (NADPH) que cataliza la reduccién
del glutatién oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH) el cual sera utilizado por
la glutation peroxidasa (GPx) para la reduccion del peroxido de hidrogeno (H202) y

de lipoperéxidos (L-OOH), los cuales son elementos téxicos téxicos a nivel
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intracelular y que se han asociado con diferentes condiciones patoldgicas
(Anderson, 1997).

La actividad de la enzima GSH-Rd fue determinada siguiendo la oxidacién
del NADPH a NADP+ durante la reduccion del glutation oxidado (GSSG)

GSH-Rd
GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP*

Los niveles totales de glutation se pueden determinar utilizando el método de
Griffith. El glutation total es evaluado por el procedimiento de reciclaje enzimatico
en el cual, el GSH es oxidado por el acido 5, 5 -ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) y
reducido por el NADPH en presencia de GSH-Rd. La formacion de acido 2-nitro-5-
tiobenzoico (TNB) es monitoreada a 412 nm. El contenido total de glutation de la
muestra puede ser calculado por comparacion del valor observado con una curva
estandar generada a partir de concentraciones conocidas de GSH (Anderson,
1997).

Por lo que se refiere al Ensayo con Lactato D-Deshidrogenasa; se puede
decir que la LDH es una enzima citosélica soluble que sirve como un indicador de
la muerte celular litica ya que se liberan facilmente en el medio extracelular después
de dafio de la membrana celular que resulta de la apoptosis 0 necrosis. Aunque se
acepta ampliamente como un marcador de la muerte celular, debe tenerse en
cuenta que esta prueba es simplemente un indice de integridad de la membrana
celular, y en ciertas circunstancias puede ser positivo, incluso cuando el recuento
de células no se modifica significativamente. Una serie de kits disponibles
comercialmente también se han desarrollado. En un kit de Promega, una parte
alicuota de medio celular reacciona con una sal de tetrazolio que, a través de NADH
generado por la liberacion de LDH, se convierte en un producto final de formazan
rojo que se lee en un espectrofotbmetro. Para la lisis completa de las células se
utiliza un tampén de lisis, que es un control positivo en este ensayo. Los valores de
DO de los grupos de tratamiento se expresan como porcentaje de liberacién de LDH

en relaciéon con los valores de LDH de células completamente lisadas. La cantidad
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de LDH también se puede evaluar cuantitativamente mediante la generacion de una
curva estandar utilizando estdndares que contienen cantidades conocidas de LDH.
Se ha usado este ensayo rutinariamente in vitro y en muestras de lavado
broncoalveolar de los roedores para demostrar la citotoxicidad seguida de la
exposicion al amianto (Jedd, 2010).

La citotoxicidad de los NM utilizados en diversos estudios se han evaluado
mediante el ensayo de LDH. Por ejemplo, se ha estimado la liberacion de LDH en
células epiteliales de pulmén humano (16HBE140) tratadas con NP que consisten
en gelatina porcina, albimina de suero humano (ASH), y PACA. Las NP de gelatina
y ASH no mostraron aumentos relacionados con la dosis en la liberacién de LDH,
mientras que las NP PACA causaron citotoxicidad, de lo cual parte el uso de las NP
de gelatina y HSA para uso en la administracion de farmacos o estudios de terapia
génica (Jedd, 2010).

V. Estrés oxidativo

En los ultimos afos se ha generado una verdadera revolucion en el campo de las
investigaciones relacionadas con el estrés oxidativo, sobre todo debido a la relacion
gue se cree existe entre éste y el envejecimiento. Aunque este topico aun no se ha
estudiado debidamente, no es menos cierto que si han salido a la luz otra serie de
resultados, que permiten establecer que la mayoria de las enfermedades crénicas
estdn muy implicadas con el desequilibrio entre los fen6menos de oxidacion y

reduccion del cuerpo humano.

e (Quées?
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El estrés oxidativo (EOx) se define como el desequilibrio bioquimico
propiciado por la produccion excesiva de especies reactivas (ER) y radicales libres
(RL), que provocan dafio oxidativo a las macromoléculas y que no puede ser
contrarrestado por los sistemas antioxidantes de defensa. Este dafio se relaciona
con el envejecimiento y con mas de 100 padecimientos. El dafio celular que
producen las ER y los RL, ocurre en los enlaces de proteinas, los fosfolipidos
poliinsaturados de las membranas celulares, hidratos de carbono y &cidos
nucleicos, lo que provoca gran variedad de cambios bioquimicos y fisiolégicos en la
célula, ocasionados por la activacion de una reacciéon en cadena. Esto induce a que
se presenten diversas enfermedades, como diabetes, ateroesclerosis, procesos
inflamatorios, el de isquemia/reperfusion, enfermedad de Alzheimer, Parkinson,

cataratas, depresion, diversos tipos de cancer, entre otros (Gracy, 1999).

e Radicales Libres y Especies Reactivas

Los RL son moléculas que contienen un electrén (e’) no apareado, ésta
caracteristica los hace sumamente reactivos y capaces de dafiar a otras moléculas,
lo que a su vez las convierte en moléculas muy reactivas, capaces de provocar una
reaccion en cadena que causa dafio oxidativo, desde células hasta tejidos. Las ER
incluyen a las especies reactivas de oxigeno (ERO), hierro (ERH), cobre (ERC), asi
como a las de nitrogeno (ERN). Estas especies se forman como productos del
metabolismo de los RL y aunque no todas son de esta clase, son moléculas
oxidantes que se transforman facilmente en RL, lo que les confiere la caracteristica
de ser compuestos muy dafinos para las células (Sanchez, 2004 y Rodriguez,
2001).

e Fuentes biolégicas de RL
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La mitocondria constituye la principal fuente de RL. Estos se producen a nivel
de la cadena de transporte de e- y fosforilacion oxidativa. Este transporte es a través
de la membrana interna mitocondrial, en donde se genera un gradiente
electroquimico de protones que aporta la energia necesaria para producir adenosin
trifosfato (ATP). En este proceso de fosforilacion oxidativa el oxigeno actia como
aceptor final de e, lo que le confiere en mas del 95% de estas reacciones un total
de 4 e  de moléculas con produccién de 2 moléculas de agua. Una consecuencia
directa de este proceso es que entre los nutrientes iniciales y la generaciéon de
energia al final del proceso, se forman varias moléculas con diferente grado de
oxidacion. Algunas de ellas pueden entregar 1 6 2 e al oxigeno y producir
intermediarios parcialmente reducidos que son los RL (Rodriguez, 2001).

Otra fuente son los peroxisomas, organelos del citosol muy ricos en oxidasas
y que generan peroxido de hidrégeno (H20.), el cual es depurado por enzimas
especificas (catalasas) y transformado en agua. Los leucocitos polimorfonucleares
son otra fuente importante, al activarse por diversas proteinas que actuan
especificamente sobre ellos (complemento, interleucinas, etc.) Los leucocitos
poseen en la membrana la enzima NADPH oxidasa generadora de oxigeno, que en
presencia de hierro se transforma en un potente téxico i6n oxidrilo (OH"). Esta

situacion se da en los procesos inflamatorios (Rodriguez, 2001).

La enzima xantina deshidrogenasa predomina en los endotelios normalmente
depura las xantinas (isquemia, estimulacion del Ca+, etc) y genera anién superoxido
(O2). Se puede apreciar que los RL se forman en condiciones fisiologicas en
proporciones controlables por los mecanismos celulares de defensa, sin embargo,
en situaciones patoldgicas, esta produccion se incrementa y provoca el estado de
EOx (Rodriguez, 2001).

Las células de nuestro cuerpo estan expuestas constantemente a las
reacciones de Oxido-reduccion y un ejemplo es la transformacion de los alimentos
ingeridos en sustratos mas simples, de los cuales es posible obtener energia.

Durante el proceso de reproduccion celular se consume oxigeno y se genera ATP,
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lo que origina productos tales como bioxido de carbono y agua. Sin embargo,
durante esta transformacion normal, se producen ER y RL.

e ¢ Porgue es importante su estudio?

A mediados del siglo XX se sugird por primera vez que los RL podian causar
enfermedades degenerativas y estrés en 6rganos, debido a la alta inestabilidad
atomica de los mismos. Los RL al colisionar con una macromolécula la oxida al
sustraerle un e-, esto provoca que pierda su funcion especifica en la célula (Dorado,
2003). Dicho dafio puede causar oxidacion de lipidos, proteinas, hidratos de
carbono y efectos genotdxicos por la oxidacion de nucleotidos (Lu, 2011), lo que
produce acumulacion de agregados intracelulares, disfunciébn mitocondrial,

citotoxicidad y apoptosis (Dorado, 2003).

Los lipidos, son los mas susceptibles al dafio por los RL, especificamente los
poli-insaturados que son facilmente oxidables. El proceso de oxidacion de los lipidos
es llamado peroxidacion lipidica y los productos de estas reacciones se denominan
lipoperoxidos (LPO). En este sentido, las membranas son ricas en acidos grasos
poli-insaturados, de ahi que este proceso dafie directamente la estructura de la
membrana celular e indirectamente a otros componentes celulares por la

produccion de aldehidos reactivos (Dorado, 2003).

Por otra parte, el dafio que causan los RL a las proteinas es un proceso
irreversible, el cual puede incrementar el enrollamiento erroneo de las estructuras
secundarias o la pérdida de la formacion de las estructuras terciaria y cuaternaria.
Esto se debe a que todos los residuos de aminoacidos estan sujetos al ataque por
OH-, sin embargo, los aminoacidos que se oxidan con mas frecuencia son la
fenilalanina, tirosina, triptéfano, histidina y metionina y tal oxidacion forma las

proteinas carboniladas, que favorece el entrecruzamiento entre proteinas o con
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otras biomoléculas como la glucosa (glucosilacion). Estos cambios
conformacionales pueden hacer a las proteinas mas susceptibles de protedlisis,
desnaturalizacién o producir pérdida de su actividad biol6gica (Sanchez, 2004).

La oxidacion de ADN dependiente de las ERO y ocurre de forma parecida a
la oxidacién de proteinas y es sitio-especifica. Involucra una reaccion entre ADN,
metales de transicion y H>O,. EIl ADN mitocondrial es mas susceptible al dafio
oxidativo. La evidencia disponible indica que el escape de e-, que conduce a la
formacién de O2- y H20», ocurre en los complejos |, Il y Il de la cadena respiratoria
por la autooxidacion de algunos componentes (Dorado, 2003). Esta oxidacion al
ADN produce bases modificadas, lo que tiene serias consecuencias en el desarrollo
de mutaciones y carcinogénesis por una parte, o la pérdida de expresion por el dafio
al gen especifico, que puede provocar entrecruzamiento de proteinas-ADN,
intercambio de cromatides hermanas, alteracion a la estructura de la desoxirribosa-
fosfato y oxidacion de las cuatro bases nitrogenadas. La oxidacion de la
desoxirribosa puede inducir liberacion de bases y rompimiento de cadena sencilla
en las hebras de ADN, lo que puede producir la formacion de micronucleos (MN,
conocidos en hematologia como cuerpos de Howell Jolly) (Schmid, 1975). La
reactividad del OH hacia la desoxirribosa varia considerablemente y los carbonos 4
y 5 resultan ser los mas susceptibles. Asi pues, la lesidbn que se observa con mas
frecuencia es el rompimiento de la hebra, mediado por el hierro y H-O2 (Rodriguez,
2001).

Por lo anterior, el dafio ocasionado por el EOx a la célula puede ocurrir por
muchas rutas, pero independientemente de cual sea la via, es evidente que el

exceso de RL y ER provocan desequilibrio en la homeostasis de la célula (81).

Glutatién GSH como antioxidante

e Importancia de GSH
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El tripéptido glutation (GSH, y-L-glutamil-Lcisteinilglicina) es sintetizado en el
citoplasma de las células por la accion consecutiva de dos enzimas: y-glutamil-
cisteina (y-GluCys) sintetasa (también conocida como glutamato cisteina ligasa,
GCL por sus siglas en inglés) que utiliza glutamato y cisteina como sustrato para
formar el dipéptido y-glutamilcisteina, el cual es combinado con la glicina en una
reaccion catalizada por la glutation sintetasa para formar GSH. El trifosfato de
adenosina (ATP) es donador de energia para ambas enzimas. Las concentraciones
intracelulares de glutatién son reguladas por la inhibicién de la y-GluCys sintetasa y
por el producto final, GSH. Asi, existe un equilibrio celular entre la sintesis y el
consumo de este metabolito (Ballatori, 2009).
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Imagen 4. Representacion del glutation reducido GSH (Martinez, 2011).

v-Glu-Cys-Gly
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Imagen 5. Representacion del glutation oxidado (unido por un puente disulfuro) GSSG (Martinez,
2011).

El glutation se encuentra en concentraciones promedio de 12 mM en células de
mamiferos. Tiene importantes funciones como antioxidante, es parte importante de
la detoxificacién de xenobibticos, es cofactor para las reacciones de isomerizaciéon
y también sirve como almacenamiento y transporte de cisteina (Ballatori, 2009).
Ademas, es esencial para la proliferacion celular y tiene un papel importante en la
apoptosis, ya que la disminucion de la cantidad de glutation es permisiva para la
activacion de caspasas y la progresion de los mecanismos de apoptosis (Franco,
2009). Una funcién muy importante del glutation es mantener el potencial de 6xido-
reduccion de la célula, ya que mantiene en estado reducido los grupos tiol de las
proteinas y asi permite la generacion de diversas cascadas de sefializacion
intracelular; un ejemplo es la proteina cinasa C, que contiene varios residuos de
tirosina en su centro catalitico, que le confieren sensibilidad al estado redox de la
célula, lo que puede afectar la sefalizacion mediada por esta enzima (Mceligot,
2005).

e Metabolismo del glutation

Durante la detoxificacidon de las ERO, el glutation esta involucrado en dos tipos de
reacciones: a) la interaccion no enzimatica con radicales como el anién superoéxido,
oxido nitrico y radical hidroxilo; b) proporcionando un electron para la reduccién de
perdxidos en la reaccidn catalizada por la GPx. El producto final de la oxidacion de
GSH es glutatién oxidado (GSSG, constituido por dos moléculas de GSH unidas por
un puente disulfuro) que es regenerado por la GSH-Rd, esta enzima transfiere
electrones del NADPH al GSSG, reduciendo esta molécula. Durante las reacciones
catalizadas por la GPx y la GR el glutatibn no es consumido, pero es reciclado y asi

puede de nuevo ser utilizado cuando se requiera. Por otro lado, durante la
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generacion de conjugados S-glutation por las glutation-S-transferasas (GST) o por
la liberacion de GSH por las células, el nivel total de GSH disminuye dentro de las
células. Por lo tanto, el glutation utilizado para esos procesos tiene que ser
remplazado por sintesis de novo. El GSH extracelular y los conjugados-S-glutatién
son sustratos para la ectoenzima y-glutamil transpeptidasa (y-GT), esta enzima
cataliza la transferencia del motivo y-glutamilo del GSH (o de los conjugados-S-
glutation) a una molécula aceptora y por lo tanto, generando el dipéptido
cisteinilglicina (o el conjugado-S-cisteinilglicina) y el y-glutamiloconjugado. El
dipéptido cisteinilglicina puede ser hidrolizado por ectopeptidasas a cisteina y
glicina, aminoacidos que posteriormente pueden ser transportados por la célula a
través de transportadores especificos y participar en la sintesis de novo de glutation
(Dringen, 2000).
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Imagen 6. Representacion del metabolismo de glutation en una célula. (Martinez, 2011).
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e Especies Reactivas al Acido Tiobarbittrico TBARS (Lipoperoxidacion)

El método para la estimacion de especies reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS)
es uno de los mas empleados para la evaluacion de la oxidacion lipidica en
productos céarnicos y tejidos biolégicos; su principio se basa en la reaccion de
condensacion entre dos moléculas de TBA con una de malonaldehido en la que se
produce un compuesto cromdgeno de color rojo-rosa cuya concentracién se

determina espectroscopicamente a 532 nm (Badui, 1999).

El ensayo la estimacion de TBARS tiene su origen en un trabajo publicado
por Kohn y Liversedge sobre los productos de oxidacion de los tejidos animales.
Estos autores sugirieron que la sustancia reaccionante debia tratarse de un

compuesto carbonilico (Vicario, 1997).

No obstante, la reaccion no es totalmente especifica y existe aun hoy una
gran controversia sobre qué tipo de compuestos participan, ademas del
malondialdehido. Esto ha llevado a que el indice sea mas conocido en la actualidad
como indice de TBARS, es decir, de sustancias reactivas frente al ATB. Varios
factores hacen que la reaccion se comporte de forma variable segun el sustrato y
gue sean muy numerosos los trabajos que recoge la bibliografia en donde se
discuten las condiciones idoneas de aplicacion y tratamiento de cada muestra
(Scribd.com, 2012).

Entre estos factores hay que considerar la composicion en 4cidos grasos de
la muestra, la acidez del medio, la presencia de Fe u otros metales catalizadores de
la oxidacién, la presencia de antioxidantes. ElI malondialdehido se forma
preferentemente en grasas que contienen acidos grasos con elevado numero de
dobles enlaces, mientras que su proporcion frente al resto de compuestos de

oxidacion es baja para grasas ricas en acido oleico (Scribd.com, 2012).
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Imagen 7. Esquema sobre formacion del color (Romero, 1997).

V. Planteamiento del problema

El transporte de farmacos y su distribucion ha sido uno de los objetos de estudio
mas trascendentes en la farmacologia. A lo largo del tiempo se ha demostrado que
diferentes propiedades fisicoquimicas intervienen en su transporte a través de las

membranas biolégicas asi como el tiempo en que ejercen su efecto terapéutico.

A pesar de que el estudio de NP o NM tiene ya mas de 70 afios, fue hasta
1970 aproximadamente que se empezaron a buscar aplicaciones como
acarreadores biolégicos de medicamentos. Han sido diversos y muy variados los
estudios que se han realizado con respecto al tipo de farmacos que pueden ser
transportados. Y aunque en dichos estudios se contempla la distribucion en érganos
especificos, en este trabajo se pretende evaluar el efecto citotéxico asociado a las

nanoparticulas.

La evaluacioén de la capacidad toxica asociada a las NP en estudio realizadas
en este trabajo permitird conocer mas de sus propiedades que pudieran utilizarse
como fundamento para aumentar el tiempo de efecto farmacoldgico disminuyendo

el efecto téxico; teniendo en cuenta las propiedades de los polimeros utilizados.
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VI. Objetivo general

Conocer los efectos citotdxicos asociados al estrés oxidativo inducido por NP de
SiO2, PECA, SIO./PECA y PECA/SIO.2 en ratas macho Wistar mediante la
cuantificacion de glutation reducido y la estimacion de la lipoperoxidacion en pulmon

y testiculo.

VILI. Objetivos especificos

Estimar el dafio relacionado al estrés oxidativo inducido por NP de SiO2, PECA,
SiO2/PECA y PECA/SIO2 en pulmon y testiculo de ratas macho Wistar

Evaluar el efecto dosis respuesta asociado a la exposicién in vivo de los sistemas

de NP en estudio en pulmén y testiculo de ratas Wistar.

Determinar la cantidad de TBARS y GSH inducido por NP en muestras

homogenadas de testiculo y pulmén de ratas Wistar.

VIIl.  Hipotesis

Si la distribucién de las NP en un organismo va en funcién de sus propiedades
fisicoquimicas y dependiendo de la capacidad de éstas para atravesar las

membranas biolégicas se pueden tener diferentes efectos segun el tipo de célula
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del 6rgano al que sean afin; entonces la capacidad de cada uno de los tipos de

célula para enfrentarse a los radicales libres podra verse alterada por la dosis de

exposicion de NP, el tamafio de las mismas y el medio en que se encuentran

suspendidas.

IX. Estrategia experimental

En este proyecto de investigacion se estimo la cantidad de especies reactivas al

acido tiobarbiturico (TBARS) y la concentracion de glutation (GSH) en testiculo y

pulmon de ratas expuestas a sistemas de NP optimizados fabricados a base de

didxido de silicio (SiO3) y polietilcianoacrilato (PECA). Las NP se administraron por

via intraperitoneal a ratas Wistar durante 8 dias a dosis altas (DA) y dosis bajas

(DB), en lotes de 12 individuos (4 ratas expuestas a dosis altas, 4 dosis bajas y 4

control de medio) y un lote como control negativo que no fue inoculado.

Posteriormente las ratas fueron sacrificadas, de donde se extrajeron 6rganos como

los testiculos, rifio, pulmén, higado, etc. Que fueron conservadas a -20 C.

En la siguiente tabla se muestra la concentracion de las DA y DB cada

sistema de NP.

Tipo de NP Determinacion | DOSIS | DOSIS
de dosis BAJA | ALTA
mg/ml (DB) (DA)

1 | PECA 4.85 0.1212 | 1.2125

2 | SIO2 5.6167 0.1411 | 1.4116

3 | SIO2/PECA | 5.7333 0.1433 | 1.4333

4 | PECA/SIOZ2 | 9.05 0.2262 | 2.2625

Tabla 2. Concentracion de sistemas de NP
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Se utilizaron 2 tipos de controles, un “control medio” donde fue inoculado a

las ratas el medio en que fueron suspendidas las NP y otros controles denominados

“control T (Testiculo) y control P (Pulmon)” y 4 sistemas de NP con dos diferentes

materiales Dioxido de silicio (SiO2) y polietilcianocrilato (PECA); a continuacién se

presentan sus propiedades fisicoquimicas:

Nanoparticulas | SiO2 PECA Sistema Sistema
SiO,/PECA PECA/SIO,

Potencial z (mV) | -0.48 -4.27 -6.39 -0.766

Tamafio de | 84% - | 86.8% -129.6 | 93% - 284.2 | 72.6% - 5.746

particula 5.873 16% | 13.25% - 23.1% - 212.8
7% - 5.277

-487.4 5.457
(nm)
Promedio 6.482 63.95 198.2 9.519

Tabla 1. Propiedades de NP de PECA, SiO2/PECA y PECA/SIO2

Para determina los indices de estrés oxidativo en las muestras de pulmon y testiculo

se utilizaron las pruebas de TBARS y GSH, a continuaciéon se mencionara el

procedimiento.

Determinacién TBARS

1. Enuntubo eppendorf adicionar 200 uL de PBS/EDTA/Triton/PMSF y agregar

aproximadamente 0.35 g del tejido.

2. Sonicar en 3 pulsos durante 10 s cada muestra a 97 % amp.
3. Centrifugar 10 min/2000 rpm.
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4. En un tubo eppendorf colocar 100 pL del sobrenadante y agregar 100 uL de
acido perclérico al 2.5 %, agitar con vortex y dejar a temperatura ambiente
durante 10 minutos.

5. Transcurrido el tiempo, centrifugar la suspension a 12000 rpm/ 10 min.

6. Recuperar 60 uL de muestra, agregar 440 pL de H20 y 500 uL de TBA.
Incubar durante 30 min. A 90°C y leer a 340 nm.

Determinacién de GSH

1. Enuntubo eppendorf adicionar 200 pL de PBS/EDTA/Triton/PMSF y agregar
aproximadamente 0.35 g del tejido.

2. Sonicar en 3 pulsos durante 10 segundos cada muestra a 97 % amp.

3. Centrifugar 10 min/2000 rpm.

4. En un tubo eppendorf colocar 100 pL del sobrenadante y agregar 100 pL de
acido sulfosalicilico al 2.5 %, agitar con vortex y dejar a temperatura ambiente
durante 10 minutos.

5. Transcurrido el tiempo, centrifugar la suspension a 12000 rpm/ 10 min.

6. Preparar reactivo de lectura de GSH: Realizar una solucion de DTNB [0.4x10"
4] pesando 0.01080 g de DTNB mas 1 mL de DMSO vy aforar a 25 mL con
buffer de fosfatos, adicionar 125 uL de EDTA. Tomar 2.5 mL de esta solucién
y agregar 2.5 mL de buffer de fosfatos.

7. Para llevar a cabo la determinacion es necesario tomar 140 yL de la muestra

y adicionar 160 pL de reactivo y leer a 405 nm.
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Determinacion de proteinas por el método de Bradford

1. Enuntubo eppendorf adicionar 200 uL de PBS/EDTA/Tritdn/PMSF y agregar
aproximadamente 0.35 g del tejido.

Sonicar en 3 pulsos durante 10 segundos cada muestra a 97 % amp.
Centrifugar 10 min/2000 rpm.

Recuperar sobrenadante

Separar 5 yL para proteinas de Bradford

Llevar a cabo una dilucion 1:5 de la muestra

N oo~ DN

Preparar reactivo de Bradford en una relacion 1:4; utlizando agua
desionizada.

8. De esta dilucion tomar 10 pL y agregar 140 pyL de agua desionizada; leer a
595 nm.

X. Discusion

Los resultados obtenidos nos permitieron conocer las concentraciones de GSH,
TBARS y proteinas en tejidos (testiculo y pulmén). Dichos tejidos fueron expuestos
a DAy DB de NP de SiO,, PECA SiO2/PECA y PECA/SiO2. Con base en estos
resultados se procedié a determinar relaciones entre mmol de TBARS/ mg de
proteina y de mmol de GSH/ mg de proteina cuyos graficos resultantes

presentaremos a continuacion.
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Grafico 1. Andlisis mdltiple de Medias Por el Método de TUKEY de TBARS para pulmén con todos
los sistemas de nanoparticulas utilizados. (Donde A son las dosis altas, B son las dosis bajas).
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Grafico 2. Relacion de mmol TBARS/ mg de Proteinas en pulmén. (Donde A son las dosis altas y B

son dosis bajas).

En los gréficos 1 y 2 se puede observar la compararon realizada mediante el
analisis multiple de medias en los lotes de pulmdn expuestos a los sistemas de NP
antes mencionados; esto para los valores obtenidos de TBARS en donde se puede
apreciar que las NP de PECA y el sistema hibrido SiO2/PECA inducen una mayor
produccion de TBARS con respecto al control y las NP de SiO2 inducen en menor
escala un dafio sobre las células. Lo anterior sugiere que las NP que presentar
PECA en su superficie ya sea como NP simple (PECA) o sistema hibrido
(SiO2/PECA) tiene un mayor efecto en las células de pulmoén. De lo anterior diremos
gue no se encontraron diferencias significativas al utilizar PECA a DA y el sistema
hibrido de SiO./PECA a DA/DB asi como el control que contenia el medio donde se
encuentran suspendidas las NP (observar grafico 1 del anexo); esto quiere decir al

administrar estas NP no ejercen mucha diferencia en cuanto a los dafios inducidos
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relacionados con el estrés oxidativo. Por lo demas; se logré demostrar que las NP
y el medio donde se encuentran suspendidas generan una mayor produccion de
TBARS, asi como que existe un efecto dosis respuesta en la administracion de NP.
Otro comportamiento importante que se observo en este érgano fue relacionado con
los sistemas de NP compuestos (SiO2/PECA y PECA SiOy), el medio donde se
encuentran suspendidas y PECA a dosis bajas; ya que no observaron diferencias
significativas en las respuestas producidas por las NP anteriormente mencionadas
(observar grafico 2 del anexo).
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Grafico 3. Analisis multiple de Medias de GSH para pulmdén con todos los sistemas de

nanoparticulas. (Donde A son las dosis altas y B son dosis bajas).
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Grafico 4. Relacion de mmol GSH/ mg de Proteinas en pulmén. (Donde A son las dosis altas y B

son dosis bajas).

Nuevamente el sistema de NP que indice un mayor efecto es el de PECA aunque
a DB y a diferencia de la determinacion en TBARS, el medio donde se encuentran
suspendidas las NP no induce un dafio de consideracién comparado con el control.
El SiO2 a DB también indujo una elevada produccién de GSH, aunque en la mayoria
de sistemas no se encontrd un efecto dosis respuesta. También puede apreciar en
el Grafico 3 que los lotes administrados con PECA a DB, SiO;a DB y el sistema
hibrido de SiO./PECA a DA (observar Grafico 3 del anexo); son los que presentan
con respecto a los demas lotes diferencias significativas. Con respecto a los demas
lotes, se observo un comportamiento semejante, es decir, no existen diferencias en
la produccion de GSH al administrar estos sistemas de NP (Observar Grafico 4 del
anexo) a las ratas; salvo el caso de PECA/SIO: a dosis altas, que es el tnico sistema
gue representa una diferencia significativa con respecto a los demas lotes. Un
fendmeno encontrado en la exposicion a los sistemas de NP fue que el PECA ejerce

un mayor dafio en el pulmdn.
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Grafico 5. Analisis mdultiple de Medias de TBARS para testiculo con todos los sistemas de

nanoparticulas utilizados. (Donde A son las dosis altas y B son dosis bajas).
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Grafico 6. Relacion de mmol TBARS/ mg de Proteinas en testiculo. (Donde A son las dosis altas y

B son dosis bajas).

El siguiente punto trata la determinacion de las TBARS en testiculo que; como se
aprecia en la Grafico 6 del anexo, la NP que representa una diferencia significativa
con respecto a los demas sistemas es el SiO»; esto queda demostrado por el analisis
multiple de medias donde se puede observar, en el grafico 5, que existen diferencias
significativas entre el lote de SiO. a dosis altas y bajas en comparacion con los
demas sistemas; por lo que se refiere a estos tratamientos nos remitiremos al anexo
5, ya que podria parecer que no existen diferencias significativas entre los
tratamientos de PECA SiO./PECA, PECA/SiO; y los controles, pero en esta figura
gueda de manifiesto que si existen diferencias en los tratamientos, de lo que se
puede decir que nuevamente que no se observa el fendmeno dosis- respuesta, con

la excepcidn en el sistema hibrido de SiO2/PECA.

58



= Diferencia No Significativa
m Diferencia Significativa

PECA/SIO2 B PECA/SIO2 A .,
PECA/SIO2 B SIO2/PECA B —
PECA/SI02 B_SIO2IPECA A -
PECA/SIO2 B SiO2 B .
PECA/SIO2 B_SiO2 A —

PECAIS|02 B PECAB

ECA/SIO2 B PECA A

PECA/SiO2 B Control medio GSH T
PECA/SIO2 B Control T

PECA/SIO2 A SIO2/PECA B —
PECA/SIOZ A _SIO2/PECA A —

PECA/SIO2 A PECA B

PECA/SIO2 A PECA A

PECA/SIO2 A _Control medio GSH T
PECA/SIO2 A Control T

SiO2/PECA B SiO2/PECA A —l—
SIO2/PECA B SiO2 B
SIO2/PECAB SiO2 A —
SIOZ/PECAB PECAB f l f
1

O2/PECA B _PECAA
SiO2/PECA B Control medio GSH T - -
SiO2/PECA B Control T —l—
SIO2/PECA A SIO2 B —l—
SiO2/PECA A SiO2 A ——

SiO2/PECA A PECAB

SiIO2/PECA A PECA A

SiO2/PECA A_ Control medio GSH T
SiO2/PECA A Control T

Si0o2
Si02 B Control medio GSH T
Si02 B Control T
S|02 A PECA B
02 A. PECA

SiO2 A Control medio GSH T
Si02 A Control T

PECAB PECAA -
PECA B Conirol medio GSH T } -

Control T

PECA A Control medio GSH T :
PECAA Control T }
Control medio GSH T Control T

|
-0.005 0.000 0.005 0.010

Figura 7. Andlisis multiple de Medias de GSH para testiculo con todos los sistemas de

nanoparticulas utilizados. (Donde A son las dosis altas y B son dosis bajas).
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Figura 8. Relaciéon de mmol GSH/ mg de Proteinas en testiculo. (Donde A son las dosis altas y B

son dosis bajas).

En cuanto a GSH en testiculo, se puede apreciar en la figura 8 que se llevo a cabo
el fendmeno dosis respuesta para todos los sistemas de NP. Primeramente diremos
qgue las NP de SiO2 y PECA/SIO2 inducen una mayor produccion de GSH; como se
ha observado en los graficos anteriores, las NP simples o sin conjugar ejercen un
mayor dafio pero aqui sucede algo diferente, PECA sin conjugar con otro polimero
produce un menor dafio en el tejido, de lo cual deriva que no podemos generalizar
gue las NP simples ejercen un mayor dafo, en todo caso, segun los resultados
experimentales el SiO2 representa un grado de estrés superior al producido PECA,

esto en tesitulo.

En este estudio, se logré demostrar que los sistemas de NP ejercen un efecto
sobre testiculo y pulmén en sus diferentes dosis, ya que al ser administrados

aumento la produccion de GSH y TBARS. Este comportamiento se atribuye a la
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produccion de radicales libres por la interaccion de las NP con las células de los
organos antes mencionados (86). Experimentalmente se pudo observar que el
organo mas eficiente para contrarrestar el efecto producido por los sistemas de NP
de PECA fue el pulmén con respecto al testiculo, mientras que el pulmén fue mas
eficiente para disminuir el dafio a la exposicién de NP de SiO».

Por otra parte, en el testiculo se puede apreciar que no se producen de
manera eficiente los antioxidantes cuando se exponen a NP de SiO», esto se puede
relacionar con lo reportado en otros estudios, donde aun no se tiene claro el
comportamiento del testiculo y la vulnerabilidad del espermatozoide a los RL
(Borkovskaya, 1997). Las células que se encuentran aqui pueden ser vulnerables a
dafo peroxidativo de los radicales libres por el alto contenido de acidos grasos
polinsaturados que existen en su membrana (Jong, 2008).

El aumento en GSH y TBARS es diferente para cada sistema de NP ya sean
sistemas simpes (SiO2 y PECA) o los sistemas hibridos (SiO2/PECA y PECA/SIO»),
esto puede sugerir que los sistemas hibridos producen un mayor estrés en las
células de ambos 6rganos. Ademas también se pudo observar que el medio en que
estan suspendidas las NP produce un dafio por si mismo; esto lo podemos observar
comparando el control medio P y control medio T, donde se observa que
comparando con los controles control T y control P ejercen un efecto sobre las
células. Ademas de que no existe un comportamiento dosis-respuesta consistente
para cada sistema, por lo que no se puede establecer que a una dosis baja exista

una menor produccioén de radicales libres y a una dosis alta un mayor estrés.

XI. Conclusiones

Conocimos los efectos producidos por la administracion de NP a DA y DB en

testiculo y pulmén, esto con respecto a los parametros estudiados (TBARS y GSH),
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gue se relacionan con el estrés oxidativo celular; en donde se observo que el 6rgano
mas apto para contrarrestar el efecto producido por RL en la exposicion a NP de
SiO2 fue el pulmén, mientras el testiculo demostr6 ser mas susceptible a la
exposicion de estas NP. Por otra parte las NP de PECA ejercieron su mayor efecto
en las células de pulmdn, siendo que en testiculo no se observé un dafio elevado;
los resultados anteriores se pueden atribuir a diversos factores, de entre los cuales
parecen destacar las propiedades fisicoquimicas de las NP y el medio en que se
encuentran suspendidas, ya que como se observo, ejercen por si mismas un efecto

en los sistemas biolégicos.

XII. Perspectivas del estudio

Resultaria relevante conocer los efectos toxicos relacionados con la exposicion de
las NP a corto, mediano y largo plazo; ademas de conocer estos efectos en modelos
in vivo, ya que hasta ahora la mayor parte de los estudios se basan en modelos in
vitro; otro punto importante a conocer seria la respuesta que ofrecerian 6rganos
como el cerebro y corazon; entre otros a la exposicion de sistemas
nanoparticulados considerando la funcién organica de los tejidos. Ya que es
probable que la susceptibilidad al dafio que pudieran presentar estos 6rganos podria
presentar diferencias. El tener evidencias de los efectos toxicos in vitro e in vivo
permite conocer y abundar en el estudio de los mecanismos de accion de las
nanoparticulas teniendo en cuenta que sus propiedades fisicoquimicas; que son
variables en funcion del método de obtencion que se emplee para su obtencién. De
aqui la relevancia en desarrollar métodos de obtencibn de sistemas
nanoparticulados y conocer las diferencias que existen entre las NP obtenidas,

tanto en modelos in vivo como in vitro.

62



XIII. Anexo

SiO2/PECA B SiO2/PECA A =
SiO2/PECAB PECAB —f

SiO2/PECAB PECAA —

SiO2/PECA B Control TBARS medio P =
SiO2/PECAA PECAB —f

SiO2/PECA A PECAA —

SiO2/PECA A Control TBARS medio P =
PECAB PECAA =

PECA B Control TBARS medio P =

PECA A Control TBARS medio P =

Diferencia No Significativa
Diferencia Significativa

T T T T T T T
-0.00006 -0.00004 -0.00002 0.00000 0.00002

|
0.00004

Grafico 1. Andlisis multiple de Medias de TBARS para pulmén con los sistemas de NP: PECA A,

PECA B, SiO2/PECA A, SiO2/PECA B y Control TBARS Medio P utilizados.
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PECA/SIO2 B PECA/SIO2 A =

PECA/SIO2 B SiO2/PECAB =

PECA/SIO2 B SIO2/PECA A —

PECA/SiO2B PECAB —f

PECA/SIO2 B Control TBARS medio P =

PECA/SIO2 A SIO2/PECA B =

PECA/SIO2 A SIO2/PECA A =

PECA/SIO2 A PECAB -

PECA/SIO2 A Control TBARS medio P =

SiO2/PECA B SiO2/PECA A =

SiO2/PECAB PECAB =—f

SiO2/PECA B Control TBARS medio P =

SiO2/PECAA PECAB —f

SiO2/PECA A Control TBARS medio P =

PECA B Control TBARS medio P =

Diferencias No Significativas
m Diferencias Significativas

-0.00006

-0.00004

-0.00002

0.00000

0.00002

0.00004

Grafico 2. Andlisis multiple de Medias de TBARS para pulman con los sistemas de NP: SiO2/PECA
y PECA/SIO2, PECA By Control TBARS Medio P.
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Diferencias No Significativas

SiO2/PECA A SiO2 B

SiO2/PECA A PECA B
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Grafico 3. Andlisis multiple de Medias de GSH para pulmon con los sistemas de NP: SiO2/PECA A,

SiO2By PECA B.
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PECA/SIO2 B PECA/SIO2 A
PECA/SIO2 B SiO2/PECA B
PECA/SiIO2 B SiO2 A

PECA/SiO2 B PECA A

PECA/SiO2 B Control medio GSH P
PECA/SiO2 B Control P
PECA/SIO2 A SiO2/PECA B
PECA/SIO2 A SiO2 A

PECA/SIO2 A PECA A

PECA/SiO2 A Control medio GSH P
PECA/SiO2 A Control P
SiO2/PECA B SiO2 A

SiO2/PECAB PECA A

SiO2/PECA B Control medio GSH P
SiO2/PECA B Control P

SiO2 A PECAA

Si02 A Control medio GSH P

Si02 A Control P

PECA A Control medio GSH P
PECA A Control P

Control medio GSH P Control P

-0.0010

Diferencia No Significativa
DlIferencia Significativa

L

0.0000

Grafico 4. Andlisis mltiple de Medias de GSH para pulmén con los sistemas de NP: de PECA Ay

B, SiO2 A, SiO2/PECA By Ay PECA/SIO; B.
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= Diferencias No Significativas
m Diferencias Significativas

PECA/SIO2 B PECA/SIO2 A ——t
PECA/SIO2 B SiO2/PECA B M
PECA/SIO2 B SiO2/PECA A ——
PECA/SIO2B PECAB = —l—}
PECA/SIO2 B PECA A } 1 }
t

PECA/SIO2 B Control medio GSH P t
PECA/SIO2 B Control P
PECA/SIO2 A SiO2/PECA B ——
PECA/SIO2 A SiO2/PECA A ——

PECA/SIO2 A PECAB =+l
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PECA/SiO2 A Control medio GSH P —i
t
L
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|
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Grafico 5. Analisis mdultiple de Medias de TBARS para testiculo con los sistemas de NP: de PECA
Ay B, SIO/PECAB YA, PECA/SIO2 Ay B, Control Ty Control TBARS Medio T.
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Grafico 6. Relacién de mmol TBARS/ mg de Proteinas en testiculo. (Donde A son las dosis altas y

B son dosis bajas).
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