UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE MEDICINA

EVALUACION DE LA CINETICA DE DISTRIBUCION Y

TOXICIDAD DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA

Por:

Q.F.B. MONICA AZUCENA RAMIREZ CABRERA

Como requisito parcial para obtener el Grado de DOCTOR EN CIENCIAS

con orientacion terminal en Farmacologia y Toxicologia

Agosto 2010



El proyecto de la tesis fue realizado en:

Departamento de Farmacologia y Toxicologia

de la Facultad de Medicina, UANL.



Agradecimientos

A Dios por darme la vida, los medios necesarios para lograr mis metas, por
rodearme de su amor cuando mas he necesitado y por todas las personas que

cruzaste en mi camino.

A la Dr.med Lourdes Garza Ocafias por permitirme ser parte de este proyecto,

por su asesoria, apoyo y sugerencias para el desarrollo de este trabajo.

Al Dr. José Miguel Yacaman por proporcionar las NPs de Ag para este estudio.

Al Dr. en C. Victor Armando, al M.V.Z. Gilberto Arévalo, a los Q.C.B. Mbnica
Gonzalez, Arturo Longoria y a la TLC Martha Laura Hernandez por su apoyo en

el area de bioensayos, de absorcion atdbmicay de cultivo de células.

A la Dr. en C. Maria Teresa Zanatta Calderén y al Dr. med. Juan Antonio
Cuellar Lopez por sus valiosos comentarios y sugerencias para el desarrollo de

este trabajo.

A mis comparieros, pero sobre todo amigos: Omar, Christian, Cris, Arge, Zuly,

Paty, Sandra y Sergio por su carifio y solidaridad en mis dificultades.

A todo el personal del Departamento de Farmacologia y Toxicologia, quienes

fueron mi familia durante la realizacion de este trabajo.

Al PAICYT (UANL) y al CONACYT por la beca otorgada



Dedicatoria

A mis padres: Aliciay Florentino, que siguen siendo un apoyo y ejemplo.

A mi esposo e hijo: Homero y Diego, quienes son el motor de mi vida.

Al Dr. med. Oscar Torres Alanis y a la Dr. med. Maria Victoria Bermudez,

por marcar mi vida con sus ensefianzas (QEPD)



EVALUACION DE LA CINETICA DE DISTRIBUCION Y TOXICIDAD DE
NANOPARTICULAS DE PLATA

Aprobacion de Tesis:

( o

Dr. med. Loufdes Garza Ocaiias
Director de Tesis

Dr. Miguel José Yacaman
Director Externo de Tesis

=7

Dr. C. VictorArmando Tamez Rodriguez
Co-Director de Tesis

Dr. C. Maria Teresa Zanatta Calderén
Co-Director de Tesis

/
v

Dr. med. Juan Antonip Cuéllar Lépez
Co-Director de Tesis

o

Dr. med. J ha O Galindo Galindo
Subdirector degl Estudios de Posgrado




Ménica Azucena Ramirez Cabrera Fecha de graduacion: Agosto 2010

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina

Titulo de estudio: EVALUACION DE LA CINETICA DE DISTRIBUCION Y
TOXICIDAD DE NANOPARTICULAS DE PLATA

NUmero de péaginas: Candidato para la obtencién del Grado de Doctor en
Ciencias con Especialidad en Farmacologia vy
Toxicologia.

Area de estudio: Farmacologia y Toxicologia

Propdsito y Método de estudio: El desarrollo de la nanotecnologia ha producido un gran ndmero
de productos comerciales basados en nanoparticulas y de particular interés, es su uso terapéutico
en el area de la salud. Tal es el caso de las nanoparticulas de plata para las cuales se ha
reportado actividad antibacteriana asi como contra el virus de inmunodeficiencia humana (VIH).
Por lo anterior los estudios preclinicos para la evaluacion de la cinética de distribucién y
particularmente de la toxicidad de las nanoparticulas de plata constituyen un campo de gran
importancia para poder establecer su seguridad en el humano. En el presente trabajo se evalué la
cinética de distribucibn de nanoparticulas de plata, se determiné la eliminacion de las
nanoparticulas de plata por orina y heces, asi como su toxicidad “in vitro” e “in vivo”. Para la
evaluacion de la cinética de distribucion se utilizaron ratas wistar(130 +10 g) las cuales fueron
mantenidas en ciclos de 12h luz/obscuridad y con acceso a agua y alimento ad libitum, los
animales fueron divididos en 6 grupos (n=6). Grupos 1, 2 y 3 recibieron las nanoparticulas de plata
(50mg/Kg) via IP. Los grupos 4, 5 y 6 (grupos control) recibieron agua destilada. Los animales de
los grupos 1, 2 y 3 y sus respectivos controles fueron sacrificados a las 24h, 4 y 7 dias
respectivamente y se obtuvieron muestras de los siguientes 6érganos: higado, rifibn, corazén,
pulmén cerebro y bazo y de sangre. La cinética de distribucion se evalué mediante microscopia
electrénica de transmision con Espectroscopia de Energia Dispersiva por rayos X (EEDX) en los
Organos, y se determiné el contenido de plata en los 6rganos y sangre por Espectrofotometria de
Absorcion Atémica (EAA). Para determinar la eliminacién de nanoparticulas por orina y heces se
formaron 2 grupos (n=6). El grupo 1 recibié las nanoparticulas de plata (50mg/Kg) via IP. El grupo
2 (grupo control) recibi6é agua destilada, los grupos fueron habituados en jaulas metabdlicas en las
condiciones de laboratorio antes mencionadas y se recolectaron muestras de orina y heces en los
dias 1, 4, 7 y 21 después de la administracién de nanoparticulas de plata. Se determiné la
concentracion de Ag mediante EAA. Para evaluar la toxicidad ‘“in vitro”, se utilizaron células de
higado de Chang y células L929, las cuales se expusieron a 12 concentraciones de nanoparticulas
de plata durante 24 y 48 h, se evalud la actividad mitocondrial con la prueba de reduccion del
metiltiazoltetrazolio (MTT); la producién de estrés oxidativo, se evalué en células de higado de
Chang expuestas a diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata y la actividad oxidante
se determiné mediante la prueba del diacetato de 2°,7’-diclorofluoresceina (DCFDA); la
produccion de éxido nitrico (NO), usando el reactivo de Griess se evalu6 en una linea celular de
Macréfagos (ATCC J774). La evaluacion de toxicidad “in vivo” se evalu6 en ratas Wistar expuestas
a diferentes concentraciones de NPs de Ag. Conclusiones: Se determiné la presencia de plata en
todos los drganos evaluados. Los érganos en los que se encontraron mayores concentraciones de
plata fueron: higado, bazo y corazon siguiendo rifion y pulmoén. Tanto las imagenes de
microscopia electrénica como de EEDX demostraron la presencia de nanoparticulas de plata en
higado, corazon y rifién. No se detectd la presencia de nanoparticulas en cerebro pero en el
andlisis de microscopia electronica se demostré dafio a membranas y organelos asi como
citoplasma con presencia de vacuolas lo que indica que iones de plata atraviesan la barrera
hematoencefélica e interactian con las células de tejido nervioso. Se determind la excrecién de
NPs de Ag en orina tanto por la medicién de plata por EAA como por la deteccion de las NPs de
Ag por EEDX . Las NPs de Ag fueron citotoxicas tanto para las células de higado de Chang como
para las células L929 en ambos periodos de exposicion y ademds estimularon la produccion de
Oxido nitrico por los macréfagos. Las nanoparticulas de plata no produjeron la muerte de las ratas
Wistar expuestas en ninguno de los periodos evaluados.

Vi



TABLA DE CONTENIDO

AGRADECIMIENTOS

DEDICATORIA
APROBACION DE TESIS

RESUMEN
Lista de figuras
Lista de tablas
1. INTRODUCCION
1.1 Introduccion a la Nanotecnologia
1.1.1 Nanociencia y Nanotecnologia
1.1.2 Nanomateriales
1.1.3 Aplicaciones de la Nanotecnologia
1.2 Nanomedicina
1.2.1 Aplicaciones de la nanomedicina
1.3 Nanoparticulas
1.3.1 Produccién de nanoparticulas
1.3.2 Nanoparticulas de utilidad clinica
1.3.3 Efecto de las nanoparticulas sobre la salud
1.4 Nanoparticulas de la plata (NPs de Ag)

1.4.1 Evaluacion de la actividad bioldgica de las
NPs de Ag

1.4.2 Estudios de toxicidad de las NPs de Ag
1.5 Etapas para el desarrollo de medicamentos
1.6 Objetivo general
1.6.1 Objetivos especificos
2. MATERIAL Y METODOS
2.1 MATERIAL

2.1.1 Material bioldgico

vii

vi
Xi

Xiii

o oo o b~ W W N N P PP

e
N R

14
16
20
21
22
22
22



2.1.1.1 Lineas celulares
2.1.1.2 Animales
2.1.2 Material quimico
2.1.2.1 NPs de Ag (NPs de Ag)
2.1.3 Material, reactivos y equipo
2.1.3.1 Material y equipo en general
2.1.3.2 Reactivos

2.1.3.2.1 Reactivos para el cultivo de lineas celulares,
prueba de MTT, prueba de DCFDA 'y
produccion de 6xido nitrico.

2.1.3.2.2 Reactivos para la determinacion de Ag mediante
EAA

2.1.3.2.3 Reactivos para la evaluacion mediante EEDX.
2.2 METODOS

2.2.1 Evaluacion de la actividad biologica de las
NPs de Ag “In vitro”

2.2.1.1 Procedimiento para el cultivo de lineas celulares
2.2.1.2 Evaluacion de citotoxicidad

2.2.1.2.1 Cultivo de células de higado de Chang y
fibroblastos en placas de 96 celdillas.

2.2.1.2.2 Exposicion de las células a NPs de Ag
2.2.1.2.3 Evaluacién microscopica

2.2.1.2.4 Prueba de reduccion del metiltiazoltetrazolio
(MTT)

2.2.1.2.5 Célculo del % de viabilidad celular

2.2.1.3 Evaluacion de la produccién de estrés celular oxidativo
por las NPs de Ag mediante la prueba de
diacetato de diclorofluoresceina (DCFDA)

2.2.1.3.3 Calculos

2.2.1.5 Evaluacion del efecto de las NPs de Ag
sobre macréfagos “in vitro”

viii

22
22
22
22
23
23
24
24

26

26
27
27

27
27

28
28
28

29

29

30
30



2.2.1.5.1 Cultivo de macrofagos y fibroblastos en
placas de 96 celdillas

2.2.1.5.2 Exposicion de macréfagos y fibroblastos
a NPs de Ag

2.2.1.5.3 Cuantificacion de NO mediante el ensayo
de Griess

2.2.1.5.4 Determinacion indirecta del factor de
necrosis tumoral alfa

2.2.2 Evaluacion de la distribucion de NPs de Ag en ratas
Wistar

2.2.2.1 Exposicion de ratas Wistar a NPs de Ag
2.2.2.2 Obtencion de muestras

2.2.2.3 Evaluacion de la presencia de las NPs de Ag
mediante Espectroscopia de  Energia
Dispersiva por rayos X (EEDX).

2.2.2.3.1 Tratamiento de las muestras
2.2.2.4 Cuantificacion de Ag por EAA
2.2.2.4.1 Tratamiento de las muestras
2.2.2.4.2 Estandares de plata
2.2.2.4.3 Curva de calibracion
2.2.2.4.4 Procedimiento

2.2.2.4.5 Calculo para determinar la concentracion de
Ag

2.2.3 Determinacién de la concentracion de plata en muestras
de orina y heces

2.2.3.1 Exposicion de los animales a las NPs de Ag
2.2.3.2 Obtencién de las muestras

2.2.3.3 Tratamiento de las muestras

2.2.3.4 Estandares de plata y curva de calibracion
2.2.3.5 Procedimiento

2.2.3.6 Calculo para determinar la concentracion de Ag

2.2.4 Evaluacion de la toxicidad producida por las

30

31

31

32

33

33
33
34

34
34
34
35
36
36
36

37
37
37
38
38
38
38



NPs de Ag

3. RESULTADOS
3.1 Evaluacién de la citotoxicidad

3.1.1 Revision microscoépica y prueba de reduccion del
MTT

3.2 Evaluacion de estrés celular oxidativo producido por las
NPs de Ag mediante la prueba de DCFDA

3.3 Efecto de las NPs de Ag sobre la produccion de
NO y determinacion indirecta del TNF-a

3.3.1 Producciéon de NO
3.3.2 Determinacion indirecta de la liberacion del TNF-a
3.4 Evaluacion de la cinética de distribucion
3.4.1 Determinacion de plata en érganos
3.4.2 Determinacion de plata en muestras de sangre

3.4.3 Determinacion de la presencia de NPs de Ag la técnica
de Espectroscopia de Energia Dispersiva de rayos X
(EEDX)

3.4.4 Concentracién de plata en muestras de orina y heces
3.5 Evaluacion de la toxicidad de NPs de Ag in vivo
4. DISCUSION
5. CONCLUSIONES
6. BIBLIOGRAFIA

Resumen autobiografico

40
40
40

42

43

43
44
46
46
51
52

55
56
57
64
65
71



LISTA DE FIGURAS Y TABLAS

Figura 1. Porcentaje de viabilidad de células de Higado de Chang

obtenido después de 24 h de exposicion a NPs de Ag.

Figura 2. Porcentaje de viabilidad de células L929 obtenido después
de 24 (a) y 48 h (b) de exposicién a NPs de Ag.

Figura 3. Efecto de las nanoparticulas de plata sobre la produccion de

estrés celular oxidativo en células de higado de Chang

Figura 4. Produccién de 6xido nitrico por macréfagos expuestos a

nanoparticulas de plata durante 24 h

Figura 5. Efecto de de medio de cultivo de 50y 100 pL tomados de la

placa de cultivo de macr6fagos expuestos a nanoparticulas de Ag

Figura 6. Concentraciones de plata de las muestras de érganos de ratas
Wistar (bazo, cerebro, higado, pulmén y rifién) después de 1, 4y 7 dias

de la administracion de 50 mg/Kg de nanoparticulas de plata via i.p.

Figura 6.1 Corte de la grafica 6, en la que se observa que el bazo es el

segundo 6rgano con la mayor cantidad de plata

Figura 7. Concentraciones de plata en las muestras de érganos de ratas
Wistar (bazo, cerebro, higado, pulmoén vy rifidon) después de 1 dia de la

administracién de 50 mg/Kg de nanoparticulas de plata via i.p

Figura 8. Concentraciones de plata en las muestras de 6rganos
correspondientes a 4 dias de exposicion de la administracion de 50

mg/Kg de nanoparticulas de plata via i.p.

Xi

Pagina

40

41

43

44

45

46

47

48

48



Figura 9. Concentraciones de plata de las muestras de 6rganos de ratas
Wistar (bazo, cerebro, higado, pulmén y rifibn) correspondientes al
periodo de 7 dias después de la administracibn de 50 mg/Kg de

nanoparticulas de plata via i.p

Figura 9.1. Corte de la grafica 9 para una mejor apreciacion de las

concentraciones de plata en érganos de ratas Wistar.

Figura 10 Organos de ratas Wistar con mayor concentracion de plata
después de 1, 4 y 7 dias de la administracion de 50 mg/Kg de

nanoparticulas de plata via i.p .

Figura 11. Concentraciones de plata en muestras de sangre de ratas
Wistar obtenidas después de 1, 4 y 7 dias después de la administracién

de 50 mg/Kg de nanoparticulas de plata via i.p.

Figura 12. Las nanoparticulas de plata se observan como puntos
luminosos en muestras de higado (a), corazén (b) y rifién (c) de ratas
Wistar expuestas a 50 mg/kg mediante la técnica EEDX.

Figura 13. Micrografia de tejido cerebral de ratas Wistar expuestas a 50
mg/kg de peso administradas via i.p., en donde se observan membranas
con aspecto luminoso

Figura 14. Micrografia de tejido cerebral de ratas Wistar expuestas NPs
de Ag.

Figura 15. Concentraciones de plata en muestras de heces obtenidas
después de 1, 4, 7 y 21 dias de la administracién de 50 mg/Kg de

nanoparticulas de plata via i.p.

xii

49

49

50

51

53

54

55

56



TABLAS
Pagina
Tabla 1. Preparacion de la curva de calibracion para la 35

determinacién de plata

Xiii



1. INTRODUCCION

1.1 Introduccién a la Nanotecnologia

El interés por la nanotecnologia y el uso de nanomateriales surgié con mayor
fuerza en las ultimas décadas, estos Ultimos ya existian desde hace varios
siglos. Sin embargo la primera referencia de nanotecnologia fue dada en
una conferencia impartida en 1959 por uno de los grandes fisicos del siglo
pasado, elteorico y divulgador Richard Feynman, quien auguré una gran
cantidad de nuevos descubrimientos en el caso de poder fabricar materiales de
dimensiones atdmicas o moleculares. Después de esperar varios afos para el
avance en las técnicas experimentales, en los afios 80 se desarrolld la
Microscopia Tunel de Barrido (STM) o de Fuerza Atomica (AFM), lo que hizo
posible primero observar los materiales a escala atdbmica y después manipular

atomos individuales.

1.1.1 Nanociencia y Nanotecnhologia

La nanociencia estudia los fendmenos y la manipulacion de materiales de
magnitudes atébmicas y moleculares cuyas propiedades son significativamente
diferentes a sus escalas mayores.' La nanociencia se ha convertido en un
campo cientifico con entidad propia de la cual se desprende la nanotecnologia.
La nanotecnologia es la aplicacion que se encarga del disefio, caracterizacion
y produccién de nanoaparatos, nanoherramientas y nanomateriales. El
significado del prefijo “nano” es una dimensién que equivale a 10°, y si se fija
como unidad el metro entonces un nanémetro corresponde a la mil millonésima

parte del metro. ?



1.1.2 Nanomateriales

Los nanomateriales se definen asi porque uno o mas de sus componentes se
encuentran en un rango de 1 a 100 nm e incluyen nanotubos, nanofibras y
nanoparticulas. Las nanoparticulas son consideradas como particulas
individuales con un diametro menor a 100 nm, lo que puede originar tanto
cambios en las propiedades fisicas (tamafio del area de superficie, carga de
superficie, forma, tamafio, paso a través de barreras que se consideraban

impermeables) y quimicas (solubilidad, reactividad).*

1.1.3 Aplicaciones de la Nanotecnologia

La nanotecnologia considerada por muchos como el peldafio siguiente en la
ciencia, integra la ingenieria con la biologia y la fisica con la quimica. Esto
deriva en una tendencia progresiva a la miniaturizacién de la tecnologia y
combinacién con otras tecnologias.® La nanotecnologia integra disciplinas y
ciencias como la Biologia, la Biotecnologia, la Quimica, la Fisica, entre otras, lo
que ha incrementado la cantidad de proyectos, descubrimientos, avances
cientificos y tecnolégicos®. Las aplicaciones de la nanotecnologia van en
aumento en distintos campos como la ingenieria quimica, mecanica,

electronica, médica, etc.



1.2 Nanomedicina

En el area de la salud la nanotecnologia ha adquirido particular importancia
pues debido a las propiedades que su tamarfio le confiere a los nanomateriales
producidos por ésta, actualmente es empleada como una herramienta para
explorar sitios desconocidos en diferentes campos como en la medicina
oncoldégica y cardiovascular por mencionar algunos.

El Instituto Nacional de la Salud de los Estados Unidos de América ha
introducido el término de Nanomedicina, para el uso de la nanotecnologia en
humanos.®> La Nanomedicina es definida como la vigilancia, reparacion,
construccion y control de los sistemas bioldgicos a nivel molecular usando
nanomateriales, nanoaparatos y nanoestructuras, lo cual permite la posibilidad
de curar enfermedades desde dentro del cuerpo y a un nivel celular o
molecular.? Para lograr esta meta la nanotecnologia se concentra en
desarrollar y combinar los nuevos nanomateriales mediante el ensamblaje de
atomos o moléculas para obtenerlos a una escala celular o incluso a un tamafio

afin de sus organelos con el objetivo de tener una medicina personalizada. 3

1.2.1 Aplicaciones de la nanomedicina

Las aplicaciones de la nanomedicina han aumentado mediante el desarrollo de
tecnologias como: nanoarreglos, arreglos de proteinas, nanoporos, dispositivos
para inmunoensayos, nanosensores, entre otros. Dentro de las principales
aplicaciones de la nanomedicina se encuentran los marcadores biologicos
fluorescentes, sistemas de liberacion de farmacos, biodeteccion de patdogenos,

sondas de acido desoxirribonucleico (ADN), ingenieria de tejidos, destruccion



de tumores por calentamiento (hipertermia), separacion y purificacion de
células y moléculas,* la monitorizacién (imagenes), reparacién de tejidos,
mejora de los sistema bioldgicos, diagndstico, etc. La nanotecnologia de
aplicacion clinica tienen el potencial de ser usadas también en laboratorios
para el diagnédstico de infecciones, siendo ésta un avance significativo en el
diagnostico molecular. 3

Todas las aplicaciones constituyen una nueva era cientifica y asistencial en las
que trabajan en la actualidad una gran cantidad de laboratorios y centros de
nanotecnologia en todo el mundo. La nanomedicina es por mucho, una nueva
posibilidad para proporcionar una terapia a nivel molecular con ayuda de

distintos nanomateriales.

La nanotecnologia utiliza diversos nanomateriales como los liposomas,
fullerenos, quantum dots, nanotubos, nanoarmazones, nanosomas Yy

nanoparticulas con tamafio de radio controlado.®

1.3 Nanoparticulas

Las nanoparticulas han existido por siglos, algunos ejemplos son las particulas
de humo. En algunas civilizaciones antiguas ya se utilizaban por sus
propiedades oOpticas y medicinales. Las nanoparticulas metalicas en particular
se pueden citar en la cultura egipcia, la cual empleaba las nanoparticulas de
oro como coloides medicinales para conservar la juventud y mantener la salud.
La civilizacion china, ademas de emplearlas con fines curativos las utilizaba
como colorantes inorganicos en porcelana. Un caso de gran interés es el vaso

de Lycurgs, creado por los romanos en el siglo IV d.C. tiene una caracteristica



interesante, su color es verde si la luz es reflejada y cambia a rojo si la luz es
transmitida a través de el. El andlisis de este vaso muestra que estd compuesto
de una matriz de vidrio que contiene una pequefia cantidad de nanoparticulas
de oro y plata las cuales son responsables de éste fendbmeno. Aln cuando se
tenian antecedentes del uso de nanoparticulas, no fue sino hasta 1857 cuando
se realiza un estudio sistematico de la sintesis y propiedades de coloides de
oro. Y desde esa época hasta la fecha se han logrado grandes avances en el
conocimiento de las nanoparticulas y se han desarrollado métodos para su
sintesis con la finalidad de poder disefiar la forma, tamafio, cubierta,
composicién, entre otras propiedades y con esto controlar su comportamiento.
La modificacién del tamafio de los materiales en nanoparticulas les confiere un
cambio de propiedades segun se reduce el tamafo, es decir algunos
incrementan su actividad eléctrica y cal6rica, mejorandola; otros incrementan
su resistencia y también pueden presentar diferentes propiedades magnéticas
e incluso pueden cambiar de color y reflejo de la luz cuando se modifica su
tamafio. Ademéas presentan una mayor superficie en relacion a su masa,
propiedad que les confiere una mayor capacidad de interaccion con otros

materiales y una mayor reactividad.®

1.3.1 Produccién de nanoparticulas

Las nanoparticulas pueden ser divididas principalmente en 2 grupos:
nanoparticulas labiles las cuales se desintegran en sus componentes
moleculares (liposomas, nanosomas, micelas, etc.) y las nanoparticulas

insolubles (di6xido de titanio, diéxido de silica, 6xidos metalicos, etc). ’



Los métodos mediante los cual se obtienen las nanoparticulas se pueden
clasificar en 3 categorias: condensacion de vapor, sintesis quimica y procesos
en estado solido como la molienda. Particulas con recubrimiento de sustancias
hidrofilicos o lipofilicos de acuerdo a la aplicacién deseada.

Condensacion de vapor: este meétodo es utilizado para nanoparticulas
metalicas y oOxidos de metal-cerdmica, esto involucra la evaporacion de un
metal sélido seguido de una rapida condensacién para formar grupos de
medidas nanométricas que se sedimentan (ordenan) en forma de polvo.
Distintos métodos para la vaporizacion de los metales pueden ser usadas y con
la variacién del las condiciones del medio se puede variar la naturaleza y
tamafio de las nanoparticulas. En éste método se utilizan gases nobles en la
fabricacion de las nanoparticulas metéalicas para evitar la oxidacion. La principal
ventaja de éste método es la baja contaminaciéon. El tamafio final de las
nanoparticulas es controlado por la variacion de parametros como la
temperatura, entorno gaseoso y velocidad de evaporacion.

Sintesis quimica. Es una de las técnicas ampliamente utilizadas que consiste
en el crecimiento de nanoparticulas en un medio liquido compuesto de varios
reactivos. Este método es usado para crear quantum dots y es mejor que las
técnicas de condensacion de vapor para el control de la forma de
nanoparticulas. La técnica es por lo general de bajo costo y de un alto volumen,
sin embargo la contaminacion de los precursores quimicos pueden ser un
problema. Esto puede interferir con uno de los usos comunes de
nanoparticulas, la sinterizacion y la creacioén de cubiertas de superficie.
Procesos en estado solido: La pulverizacion o molienda puede ser usada

para crear nanoparticulas. ElI material molido, tiempo y condiciones de



molienda pueden afectar las propiedades de las nanoparticulas. Este método
es usado en la fabricacién de nanoparticulas que no pueden ser fabricadas
con los métodos antes mencionados. La contaminacion del material de

molienda puede ser emitido. ’

1.3.2 Nanoparticulas de utilidad clinica

En la Gltima década las nanoparticulas han sido la clase de nanomateriales que
por sus diversas propiedades han sido atractivas para el desarrollo comercial,
por lo que se ha incrementado la fabricacion en diversas industrias como la
Mecanica, Biomédica, Farmacéutica, Cosmética, Alimenticia, Agricola,
Quimica, de la Construccion, Automotriz, Textil, del Caucho, la Aeronautica, la
Informatica, la Computacion, etc. Actualmente se estan realizando una
considerable cantidad de trabajos con nanoparticulas de diferentes materiales,
que por su utilidad terapéutica han alcanzado ensayos clinicos o incluso, en
algin caso, han sido aprobadas para su utilizacién en humanos. > ** Todo ello
ha sido posible por las propiedades que ofrecen estos sistemas para mejorar la
seguridad y eficacia de numerosos farmacos. Entre las ventajas que aportan el
uso de nanoparticulas se pueden citar la capacidad para atravesar las barreras
biolégicas como la piel, las mucosas gastrointestinal, respiratoria y la barrera
hematoencefalica, la capacidad para alcanzar el 6rgano, tejido o grupo celular
diana donde la molécula debe ejercer su accion, para alcanzar compartimentos
intracelulares y la capacidad para controlar la liberacion de la molécula activa
en su lugar de accién o absorcién.?

Algunos ejemplos de la aplicacion especifica de las nanoparticulas son el

diagnéstico y el tratamiento de trastornos cardiovasculares en donde se sugiere



el uso de nanoparticulas para obtener imdgenes moleculares y como parte de
los stents liberadores de farmacos.® De igual forma juegan un papel importante
en los avances en oncologia ya que se ha perfeccionado el diagndstico
molecular mediante su uso como medio de contraste para estudios de
resonancia magnética, lo que ha facilitado la deteccion temprana de tumores y

alavez el desarrollo y mejoramiento de farmacos antineoplasicos.®

Las nanoparticulas se producen a partir de diversos materiales organicos e
inorganicos (ceramicos, metales, polimeros) y en el area de la salud se ha
dado particular importancia a la obtencién de nanoparticulas a partir de
metales. En el 2007 Priyabrata Mukherjee y cols, reportaron que la unién de
anticuerpos utilizados para el tratamiento de la leucemia linfocitica a
nanoparticulas de oro incrementaba la destruccion de las células malignas en
comparacién con los pacientes a los que solo se les administraba el anticuerpo
ademas, se observé un aumento en la penetracion a las células e incluso a
algunos organelos.”* En el 2010 Brown S. D. y cols. prepararon un
medicamento antineoplasico, el oxilaplatino unido a la nanoparticula de oro,
con lo cual se logré mejorar la liberacién del farmaco y ademas se observé una
mayor penetracién en el tejido pulmonar. *° De igual forma Cherukuri P. y cols.
en este mismo afio usaron nanoparticulas de oro unidas al anticuerpo
monoclonal cetuximab y observaron una mayor penetracion del complejo a las
células, ademas de que al realizar la terapia con radiofrecuencia se observo un
aumento en la efectividad en la destruccion de tumores por calentamiento

(hipertermia) y una disminucién en la citotoxicidad.*?



1.3.3 Efecto de las nanoparticulas sobre la salud

Desde hace mucho se sabe que la exposicion laboral a particulas en el lugar
de trabajo puede tener consecuencias sobre la salud de las personas
expuestas. Entre ellas se incluyen las particulas de humo y nanoparticulas de
materiales utilizados en diferentes industrias. Su variedad supone también la
variabilidad en la toxicidad o posibles efectos sobre la salud de estos
materiales. Algunos de los efectos potenciales de los nanomateriales son:
Translocaciéon: debido a su pequefio tamafo las nanoparticulas pueden
alcanzar zonas del organismo que no son accesibles a particulas de mayor
tamafio. Esto significa un incremento de la posibilidad de que las particulas
atraviesen las barreras celulares, incluyendo que puedan pasar al sistema
circulatorio distribuyéndose asi a otros 6rganos o incluso alcanzar el cerebro
tras la inhalacion desde las vias respiratorias superiores.

Incremento de la toxicidad: el efecto téxico de particulas insolubles parece
estar relacionada con la superficie de las particulas, en lugar de su masa. Las
nanoparticulas presentan un tamafio de area superficial mayor que particulas
mas grandes de igual masa, lo que se traduciria en un incremento de la
toxicidad de estos nanomateriales.

Modificacion de la solubilidad: Ciertos materiales considerados insolubles o
poco solubles en mayor tamafio (fuera de la escala nano) ven incrementada su
solubilidad cuando se producen en escala nano. Este efecto produciria una
mayor biodisponibilidad de estos nanomateriales, que no existiria, 0 en todo
caso en menor grado, en sus homoélogos en la escala «macro».

Nuevas propiedades toxicoldgicas: Si las nanoparticulas presentan

propiedades fisico-quimicas nuevas a diferencia de las mismas particulas de



mayor tamafio, existe la posibilidad de que esto vaya acompafado de nuevos
efectos con potencial téxico.

Aquéllas que tienen una estructura fibrosa podrian tener una mayor
persistencia y acumulacién en los pulmones y como consecuencia provocar
inflamacion y otras alteraciones, incluidos posibles efectos cancerigenos. **

A pesar del uso de nanoparticulas en el area de la salud y sus beneficios,
existen reportes que indican que algunas nanoparticulas que no son usadas en
esta area, pero que estan presentes en procesos industriales y que son
manipuladas por humanos, han producido efectos téxicos los cuales han sido
demostrados mediante ensayos ‘in vitro” (lineas celulares) o ‘in vivo”
(animales). Los efectos nocivos varian dependiendo del modelo biolégico, las
rutas de exposicion, el diametro de la nanoparticula y consisten en muerte
celular, estrés oxidativo, reacciones inflamatorias, desarrollo de tumores, etc.*
Existen numerosos estudios hechos con diversos tipos de nanoparticulas en
los cuales se ha demostrado su toxicidad, esto no resulta sorprendente si
dichas nanoparticulas han sido fabricadas a partir de materiales con naturaleza
toxica, sin embargo otros estudios han demostrado que las nanoparticulas son
toxicas por si mismas mostrando toxicidad aguda o bien aumentando la
toxicidad de algunos materiales, al respecto en un estudio realizado en ratones
se observo que nanoparticulas de carbono los hicieron mas susceptibles a un
a una endotoxina bacteriana.*

En el 2007 Hussain y cols. realizaron un ensayo con células neuronales PC-12
la cuales fueron expuestas a nanoparticulas de Oxido de manganeso y los
resultados mostraron que las nanoparticulas penetraron la célula, disminuyeron

la actividad mitocondrial y ademas provocaron deplecién de la dopamina.'® En
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ese mismo afilo Murdock C. y cols. expusieron la misma linea celular pero a
nanoparticulas de cobre y se observo que también éstas produjeron deplecion
de la dopamina *®. Bradich- Stolle y cols. expusieron queratinocitos de ratén a
nanoparticulas de dioxido de titanio, reportaron una disminucion de la
proliferacion celular y ademéas un aumento en la produccion de estrés oxidativo.
17

Weaver y cols.reportaron que la administraron via subcutanea de
nanoparticulas de diéxido de titanio a ratones produjeron una respuesta
inflamatoria aguda en el sitio de la inyeccién y un aumento en la circulacién
periférica de granulocitos como consecuencia de la respuesta inmune.** En
estudios in vitro realizados con nanoparticulas de oro se ha observado la
captura de las nanoparticulas dentro de los lisosomas.*®. Por otro lado en
estudios realizados en ratones expuestos a nanoparticulas de oro via
intraperitoneal y via intravenosa, se observé la presencia de las nanoparticulas

en los lisosomas de macréfagos hepaticos.™®

1.4 Nanoparticulas de la plata

Uno de los metales nobles con el que se estan sintetizando nanoparticulas es
la plata, por sus propiedades fisicoquimicas y debido a que la plata ha sido
utilizada por sus propiedades antimicrobianas hace cientos de afos, pues ha
demostrado ser toxica en contra de un amplio rango de microorganismos como
los hongos, bacterias e incluso virus. Su aplicacion como propuesta meédica
esta documentada desde el afio 750 d.C. En 1901 se publica el primer articulo
que describe a la plata como un agente antibacteriano.* Posteriormente varias

formas quimicas de plata (sulfadiazina argéntica, nitrato de plata, acetato de
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plata y otras sales) fueron utilizadas en el tratamiento de enfermedades
mentales, epilepsia, adiccibn a la nicotina, gastroenteritis y enfermedades

venéreas como la gonorrea vy sifilis.?

1.4.1 Evaluacion de la actividad bioldgica de las nanoparticulas de plata
Actualmente las investigaciones relacionadas con las nanoparticulas de plata
(NPs de Ag) tienen entre sus objetivos la busqueda de agentes antimicrobianos
y en diversos estudios se ha planteado su uso en formulaciones
antimicrobianas, lo que constituye un nuevo y promisorio campo de estudio.*
En el 2005, Morones y cols., demostraron el efecto bactericida de las NPs de
Ag (1 y 10 nm) sobre E.coli, P. aeruginosa, V. cholerae y S. typhus.? En ese
mismo afo, en Elechiguerra y cols. evaluaron el efecto de las NPs de Ag
contra el virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) y demostraron su
interacciéon con el virus posiblemente por interaccion con los residuos de
sulfuro de las glicoproteinas presentes en la envoltura viral, lo que impide su
unién con la célula huésped.?* En el afio 2010 Lara y cols. investigaron el
posible mecanismo de accion de las NPs de Ag en contra del VIH-1, y sus
resultados fueron similares a los obtenidos por Elechiguerra y ademas
concluyeron que debido a que las nanoparticulas actian en contra del virus en
una etapa temprana del ciclo de replicacion podrian evitar el desarrollo de
resistencia del virus.?

Con base a este mecanismo de accion, Yacaman y cols. plantearon la
posibilidad del uso de NPs de Ag en un preparado de uso vaginal con el fin de

evitar el contagio con este virus y/o combatir sus efectos. También se ha
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sugerido que las NPs de Ag podrian ser usadas de para combatir el virus de
papiloma humano.?®

El efecto bactericida de las NPs de Ag ha sido demostrado en diversos
microorganismos como Pseudomona aeruginosa, Staphylococus aureus,
Escherichia coli, Salmonella typhi y Vibrio colerae observando una inhibicion
en la reproduccion bacteriana penetracion de las nanoparticulas al nucleo y
donde destruyen al DNA.#

En el 2007, Siddhartha y cols. reportaron la actividad antibacteriana de NPs de
Ag, en relacion dosis-dependiente y que la actividad antibacteriana fue mayor
en contra de bacterias gram negativas que en gram positivas.?*

En el 2009 Asha Rani y cols. expusieron fibroblastos de pulmén humano y
células de gioblastoma de origen humano a NPs de Ag, y observaron
endocitosis de las nanoparticulas y su presencia dentro de los nucleos y
citoplasma de ambos tipos celulares en los cuales se observé inestabilidad
cromosOmica y mitética, sin embargo las células de pulmoén se recuperaron
mientras que las células de glioblastoma cesaron su proliferacion. Por lo
anterior sugirieron que las células cancerosas podian ser susceptibles al dafio
por el estrés producido por las NPs de Ag .%°

En el 2009 Ruden S. y cols. expusieron cultivos de diversos microorganismos a
combinaciones de antimicrobianos con NPs de Ag y observaron efectos
sinérgicos en la actividad antimicrobiana, en algunos casos la combinacion
mejor0 la actividad intrinseca del antimicrobiano y en otros mejoro la
permeabilidad hacia la membrana del microorganismo.?

En un estudio realizado en el 2009 por Sheikpranbabu y cols. en células

epiteliales de retina porcina expuestas a NPs de Ag, se demostré la inhibicion
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del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y de la interleucina 1-beta
que inducen la permeabilidad por la activacion de la via de cinasas. Por lo
anterior sugieren su potencial terapéutico para enfermedades oculares como
la retinopatia diabética. ?* Colleen M y cols. evaluaron el efecto de las
nanoparticulas de plata en contra de Pseudomona aeruginosa Yy la toxicidad en
células de epiteliales de cornea, los resultados mostraron que las
nanoparticulas tuvieron actividad antimicrobiana y que pueden ser una
estrategia para evitar la colonizacion de bacterias que puede ocurrir con el

uso prolongado de lentes de contacto. 22

1.4.2 Estudios de toxicidad de las nanoparticulas de plata

Aungue las NPs de Ag parecen tener una aplicacion promisoria como
antimicrobiano debido a las propiedades que su composicion y magnitud le
confieren existe la posibilidad de que su accién sobre las células del
organismo humano provoquen efectos adversos, por lo que la evaluacion de su
posible toxicidad es necesaria para establecer su seguridad en caso del
posible uso en el humano. Los atributos fisicoquimicos Unicos de las
nanoparticulas, hacen que éstas puedan producir condiciones quimicas que
inducen a un ambiente prooxidante causando un desequilibrio en el sistema
energético celular dependiendo del potencial redox, provocando efectos
biol6gicos adversos, que van desde la activacion de rutas inflamatorias hasta la
muerte celular. En estudios realizados con NPs de Ag en diversas lineas
celulares, como HepG2 y macréfagos entre otras, se demostrdo que la
toxicidad fue dependiente del tamafio de la nanoparticula y que en gran parte

fue mediada por la produccién de estés oxidativo .>**° Se ha reportado que a
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exposicién de monocitos de origen humano a NPs de Ag indujo la produccién
de especies reactivas de oxigeno, que finalmente llevé a muerte celular por
apoptosis . 3

En estudios in vitro con células de hepatoma expuestas a NPs de Ag y de otros
metales, se observo que la actividad mitocondrial disminuyé significativamente
en células expuestas a NPs de Ag y hubo un incremento en la liberacion de
LDH, lo cual no ocurri6 en la células expuestas a nanoparticulas de otros
metales. Ademéas se observé que las NPs de Ag también disminuyeron los
niveles de glutation (GSH) e incrementaron las especies reactivas de oxigeno
(ROS), lo cual sugiere que la toxicidad de las NPs de Ag en hepatocitos puede
estar mediada por la produccién de estrés oxidativo.** La produccién de
citotoxicidad y formacion de micronucleos en células de hepatoma humano
expuestas a NPs de Ag, también ha sido reportada.®® Por otro lado se ha
propuesto que las NPs de Ag pudieran inteaccionar con el sistema inmune y
producir un efecto inmunomodulador estimuléandolo o inhibiéndolo .**

En un estudio realizado en la linea celular RAW264.7 , se observo toxicidad
de NPs de Ag mediada por apoptosis ademas de la disminucion de GSH y el
incremento de la secrecion de 6xido nitrico (NO) y factor de necrosis tumoral
alfa (TNF- a).*°

Las nanoparticulas de diferentes tamanos, pueden llegar a cruzar la barrera
hematoencefalica o bien producir dafio sobre ésta, modificando su
permeabilidad. Existen reportes de la evaluacion biologica de NPs de Ag, en
los que se mostro la liberacion de iones de plata (Ag+) que podrian traslocarse
a circulacion sanguinea y acumularse en algunos érganos como el higado y el

rifion, lo que podria producir hepatotoxicidad o toxicidad renal. El tamafio de las
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NPs de plata es cercano al de los iones de Ag+ y algunos reportes mencionan
que podria haber una traslocacion en el organismo y ocasionar la misma
toxicidad que los iones.*®

En el 2010 Sharma y cols. realizaron un ensayo ‘in vivo” en el cual utilizaron
ratas a las cuales se les administr6 nanoparticulas de diferentes metales, entre
ellos la plata, por diferentes vias: intravenosa, intraperitoneal e intracerebral.
Se concluyé que la barrera hematoencefélica sufri6 dafio ya que se presentd
edema cerebral, este efecto fue mayor en los animales expuestos a
nanoparticulas de plata en comparacion con los animales que recibieron

nanoparticulas producidas a partir de otros metales. *’

1.5 Etapas para el desarrollo de medicamentos

Existe una gran necesidad de la industria farmacéutica, médicos y pacientes de
mejorar los tratamientos farmacol6gicos como la innovacion en las
formulaciones farmacéuticas y la modificacion de moléculas o compuestos para
reducir la toxicidad, el costo, etc. Esta necesidad ha logrado el desarrollo de
mejores formulaciones de inyectables, orales, implantes de dispositivos de
farmacos, formulaciones de liberacion transdérmica, entre otras. Sin embargo
estas preparaciones muestran desventajas en su distribucion en diferentes
tejidos, particularmente en el tejido cerebral pues la barrera hematoencefalica
formada por células gliales resulta impenetrable para un gran numero de
medicamentos convencionales.

La nanotecnologia surge como una posible solucion al problema de la
distribucion de farmacos debido a caracteristicas relacionadas con el tamario,

los nanomateriales pueden tener un uso potencial en el desarrollo de
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productos y equipo médico con la ventaja de traspasar barreras no
penetrables.?* La diferencia entre la nanomedicina y la medicina convencional
es que la nanomedicina estd basada en moléculas quimicas pequefias. Asi,
ademas de cubrir la actividad terapéutica también se combina la habilidad de
distribuir los medicamentos en regiones o tejidos especificos del cuerpo,
incluso en células especificas logrando la respuesta terapéutica.’

El desarrollo de un medicamento es un proceso que toma muchos afiosy es
muy costoso, las evaluaciones se realizan en 10 a 15 afios desde el
descubrimiento de un compuesto con actividad terapéutica y solo 1 compuesto
de alrededor de 10,000 evaluados llegan al mercado. Dos etapas importantes
por las que un compuesto debe ser analizado antes de ser comercializado son
la Preclinica y la Clinica la cual se divide en cuatro fases.

La fase preclinica es de investigacion y desarrollo, en la que se comprueba la
actividad terapéutica del compuesto y se evalla la seguridad mediante ensayos
realizados en modelos in vitro (cultivo celular) e in vivo (animales). En esta fase
se evalla la farmacocinética del compuesto en los organismos vivos y se debe
demostrar que la sustancia no sea téxica. Los resultados de esta etapa dan la
pauta para el disefio de la forma farmacéutica y la via de administracién del
compuesto.

En la etapa clinica las pruebas se hacen con voluntarios sanos y en pacientes.
Suele ser la parte méas larga (de 2 a 10 afos).esta etapa se compone de 4
fases: Fase I. Las pruebas se hacen con grupos pequefios de voluntarios
sanos, Fase Il. Las pruebas se hacen en un numero mayor de pacientes
diagnosticados pero sin tratamiento. En este caso lo que se quiere comprobar

es la eficacia, la dosis adecuada y ampliar datos de la seguridad. Fase Ill. Se
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hacen pruebas aleatorias y controladas con un placebo (sustancia sin efecto) o
con una sustancia frecuentemente usada para tratar la enfermedad. Si no
existen problemas y se demuestra que el medicamento cumple los requisitos,
se registra para que haga su entrada en el mercado. Una vez que el nuevo
medicamento ha pasado todos los controles previos y recibe la autorizacion
para ser comercializado, empieza una nueva etapa de control. Fase IV. de
vigilancia postcomercializacion que se ocupa de las actividades relacionadas
con la deteccién, valoracién, conocimiento y prevencion de los efectos
adversos o cualquier otro problema relacionado con el farmaco (interacciones
con otros farmacos o alimentos y reacciones adversas)

Hace algunos afios algunas industrias farmaceéuticas han sido aprobadas por la
FDA (Foods and Drug Administration) para el desarrollo de medicamentos
utilizando la nanotecnologia, obviamente el costo de esta nueva tecnologia ha
sido extremadamente elevada. Hoy en dia el gasto por afio es de $9 billones
de ddlares aproximadamente en todas las investigaciones a nivel mundial.. La
nanotecnologia esta experimentando una expansion en distintas areas, incluso
en los paises en vias de desarrollo se ha decidido que esta nueva tecnologia

podria representar una inversién en el futuro econémico y social. *
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El incremento de la produccién de nanoparticulas para diversos usos, hace
necesario evaluar los riesgos potenciales asociados en los diferentes campos y
desarrollar estrategias de prevencion y para el manejo adecuado de éstas,

particularmente en el caso de las nanoparticulas con potencial farmacolégico.

Considerando el potencial uso farmacolégico de las NPs de Ag, el hecho de
gue no se conoce su distribucion en los diferentes 6rganos y la escasez de
estudios relacionados con su toxicidad en este trabajo se evalué su cinética
de distribucion en un modelo in vivo y su toxicidad in vivo e in vitro.

Para la evaluacion de la cinética de distribucion y toxicidad in vivo se utilizaron
ratas Wistar y para la evaluacion de la toxicidad in vitro se utilizaron lineas
celulares y se determinaron los siguientes parametros: citotoxicidad vy
produccion de estrés oxidativo en células de higado de Chang y produccién de

oxido nitrico por macrofagos.
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1.6 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la cinética de distribucién y la toxicidad de las nanoparticulas

de plata.
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1.6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la citotoxicidad de las nanoparticulas de plata.

Evaluar la produccion de estrés celular oxidativo por las nanoparticulas de

plata, In vitro.

Evaluar el efecto de las nanoparticulas de plata sobre la liberacién de

Oxido nitrico por los macrofagos, In vitro.

Evaluar la cinética de distribucion de las nanoparticulas de plata en ratas

Wistar.

Evaluar la eliminacidon de nanoparticulas de plata en orina.

Evaluar la toxicidad de nanoparticulas de plata In vivo.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Material bioldgico

2.1.1.1 Lineas celulares

Para los estudios In vitro se utilizaron 3 lineas celulares: células de higado de Chang
(CCL13), macrofagos (J774) y fibroblastos (L929) obtenidas de la American Type
Culture Collection (ATCC) Manassas, VA, EUA.

2.1.1.2 Animales

Para los estudios In vivo se utilizaron ratas Wistar hembras, entre 6 y 7 semanas de
edad, nuliparas, con un peso promedio de 130 *+ 10 g, las cuales se mantuvieron en
jaulas de acrilico con tapa de rejilla metalica y/o jaulas metabdlicas, bajo condiciones
estandar de laboratorio: ciclo luz-oscuridad de 12 horas, temperatura de 22 °C y a las
que se les proporcioné agua y alimento ad libitum. Las ratas fueron obtenidas del
Bioterio del Departamento de Farmacologia y Toxicologia, de la Facultad de Medicina
de la U.AN.L. y el estudio se llevdo acabo en el Laboratorio de Bioensayos del

Departamento antes mencionado.

2.1.2 Material quimico
2.1.2.1 Nanoparticulas de plata
Las NPs de Ag de 2 nm de diametro fueron proporcionadas por el Dr. Miguel José

Yacaman del Departamento de Fisica de la Universidad de Texas en Austin, EUA.
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Las NPs de Ag fueron sintetizadas en atmosfera de aire reducida. Se utilizé nitrato de
plata (AgNO3; Aldrich) 0.6857 M y se mezclé con una solucién acuosa de albimina
sérica bovina(BSA), como agente reductor se usd una soluciéon de borohidruro de
sodio (NaBH4; 99%; Aldrich) preparada al momento la cual se adicioné a la mezcla
anterior, se agitd fuertemente y se observo que la suspension tomoé una coloracion

oscCura.

2.1.3 Material, reactivos y equipo

2.1.3.1 Material y equipo en general

Autoclave Market Forge Sterilmatic

Balanza analitica Mettler-Toledo AB204

Balanza Granataria Mette- Toledo PB3001

Céamara Neubauer

Campana de Flujo laminar (Labconco)

Desionizador de agua Millipore

Equipo de diseccion

Espectrofluorémetro

Espectrofotometro de Absorcién Atémica Perkin Elmer.
Espectréfotometro Bio Assay Reader HTS7000 (Perkin Elmer)
Frascos de cultivo T25 Costar 3055

Horno de Microondas MDS-2000.

Incubadora modelo 5410 (Napco)

Invertoscopio Axiovert 100 (Carl Zeiss)

Lampara de Ag de catodo hueco.

Matraces volumétricos de 10, 50, 100 mL
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Membranas de filtracion de 0.22 um de didmetro de poro (Millipore)
Microscopio electronico de transmision

Microtomo

Pipetas automaticas y puntillas 10-100 pL, 20-200 pL y de 100-1000uL
Pipetas lineales de 5, 10 y 25 mL

Pipetas pasteur

Placa de calentamiento y agitador magnético (Sigma)

Placas para cultivo celular de 96 y 24 celdillas (Costar)
Potenciometro 320 pH Meter (Beckman)

Reservorio

Termdmetro

Tubos vacutainer 13X100 (Becton Dickinson)

Tubos de ensayo 13X100 (Pyrex)

Tubos de ensayo 20X200 con tapa de rosca (Pyrex)

Tubos de grafito pirolitico.

Vasos de precipitado de diferentes capacidades (Pyrex)

Vasos para microondas

2.1.3.2 Reactivos

2.1.3.2.1 Reactivos para el cultivo de lineas celulares, prueba de MTT, prueba de
DCFDA y produccion de NO.

Acido acético

Acido clorhidrico

Acido tiobarbittrico

Acido tricloroacético
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Agua bidestilada

Alcohol etilico

Alcohol isopropilico

Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT)(Sigma)
Cloruro de calcio

Cloruro de sodio (Sigma)

D- medio esencial minimo (Sigma)
Diacetato de 2°,7",-diclorofluoresceina (DCFDA)
Formaldehido

Fosfato de sodio monobasico (Sigma)
Fostato de potasio dibasico (Sigma)
Lipopolisacarido

Malondialdehido

Medio esencial minimo (Sigma)

Medio RPMI 1640 (Sigma)

Nitrato de sodio

Reactivo de Griess

Rojo Neutro

Suero de caballo

Suero fetal bovino (Sigma)

Tripsina (Sigma)

Xantina oxidasa grado IV (Sigma)
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2.1.3.2.2 Reactivos para la determinacion de Ag mediante EAA
Acido Nitrico

Agua bidestilada

Argén

Estandar de plata (Ag, 1000 ppm)

Estandar de magnesio (Mg, 1000 ppm)

Estandar de paladio (Pd, 1000 ppm)

Pentobarbital sédico inyectable (Sigma)

2.1.3.2.3 Reactivos para la evaluacion mediante EDS-EX.
Acetato de uranilo
Acetona

Acido clorhidrico
Acido picrico

Agua ultrapura
Azul de toluidina
Borato de sodio
Cacodilato de sodio
Citrato de plomo
Glutaraldehido
Hidroxido de sodio
Nitrato de uranilo
Parafolmaldehido
Resinas epoxicas

Tetradxido de osmio
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2.2 METODOS

2.2.1 Evaluacion de la actividad biolégica de las nanoparticulas de plata In vitro
2.2.1.1 Procedimiento para el cultivo de lineas celulares

Para la evaluacion de citotoxicidad y produccion de estrés oxidativo se utilizaron
células de higado de Chang y fibroblastos los cuales se sembraron en frascos de
cultivo usando como nutriente medio esencial minimo (MEM), para sembrar las células
de higado de Chang se suplement6 al 10% con suero fetal bovino, en el caso de los
fibroblastos se utiliz6 suero de caballo. Los frascos se incubaron a 37 °C en un

ambiente de 5% CO, y 95% aire, hasta la formacion de la monocapa celular (2-3 dias).

La evaluacion de la produccién de 6xido nitrico se realiz6 en macréfagos y para la
determinacion de manera indirecta del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) se
usaron fibroblastos. Las condiciones para su cultivo fueron las mismas que ya se han

mencionado.

2.2.1.2 Evaluacion de citotoxicidad

2.2.1.2.1 Cultivo de células en placas de 96 celdillas de células de higado de
Chang y fibroblastos

La monocapa celular se expuso a 1 mL de tripsina al 0.25% durante 5-10 minutos para
desprender las células del frasco de cultivo y separarlas entre si. Al término de este
tiempo se adicionaron 2 mL de medio para bloquear la accion de la tripsina. De esta
suspension celular se tomaron 0.1 mL y se depositaron en un hemocitometro (camara
de Neubauer) para determinar la concentracion celular. La densidad celular se ajusto a

2 X10% células por 0.1 mL con el medio y suero correspondiente. Posteriormente a
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cada pozo de la placa se les adicion6 0.1 mL de la suspension celular. Las placas se
sellaron e incubaron a 37 °C con una atmésfera de 5% de CO, y 95% de aire hasta la

formacién de monocapa celular (1-2 dias).

2.2.1.2.2 Exposicién de las células a nanoparticulas de plata

Se retir6 el medio de cultivo a las placas de 96 celdillas y se les agregd 0.1 mL de
MEM. Se evaluaron diferentes concentraciones de NPs de Ag (rango de 0.002 - 0.425
g/ml). Las placas se incubaron a 37°C, en un ambiente de 5% de CO; y 95% de aire

durante 24y 48 h.

2.2.1.2.3 Evaluacion microscépica

Después de la exposicion de las células a las NPs de Ag, las células de las placas se
revisaron microscopicamente con diferentes factores de amplificaciéon (100X, 40X y 20).
Con el fin de observar la adhesion celular y relacionarla con el resultado de la

absorbancia obtenida por la lectura espectrofométrica de las placas.

2.2.1.2.4 Prueba de reduccién del metiltiazoltetrazolio (MTT)

La prueba de MTT se fundamenta en la capacidad de las deshidrogenasas succinicas
mitocondriales de las células vivas para reducir el metiltiazoltetrazolio a formazan, que
es detectado espectrofotométricamente de acuerdo método de Mosman. %

Después de la exposicion de las células a las NPs de Ag,
se retird el medio de cultivo a la placa de 96 celdillas, se afiadié 0.1 mL de MTT (0.5
mg /mL) en cada celdilla. Y se incubo durante 3 h. Posteriormente se retiré el MTT y se
adicionaron 0.2 mL de alcohol isopropilico + acido clorhidrico al 10% vy la placa fue

incubada en condiciones de oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min.
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Finalmente se midi6 la absorbancia a A de 570 nm. La lectura de las celdillas controles

fueron consideradas como 100% de viabilidad.

2.2.1.2.5 Célculo del % de viabilidad celular
El promedio de la absorbancia de las celdillas control se consider6 como 100% de

viabilidad celular y se utilizé para calcular la viabilidad de las células expuestas.

2.2.1.3 Evaluacion de la produccion de estrés celular oxidativo por las
nanoparticulas de plata mediante la prueba de diacetato de diclorofluoresceina
(DCFDA)

Para la evaluacién de la produccién de estrés oxidativo se utilizd al diacetato de 2°,7’-
diclorofluoresceina (DCFDA) como indicador de especies reactivas de oxigeno, de
acuerdo con el método de Bass y cols. *

El DCFDA captado por las células, es metabolizado por esterasas intracelulares a
2’ 7’-diclorofluoresceina (DCFH) que en presencia de radicales libres se oxida a
diclorofluoresceina (DCF) que es un compuesto fluorescente. *°

Las placas de 96 celdillas que contenian a las células de Chang fueron expuestas a
diferentes concentraciones de NPs de Ag (rango de 0.012 a 0.050 mg/mL).
Posteriormente, se les afadié 0.2 mL de una solucion que contenia DCFDA (0.05
mg/mL) y xantina oxidasa (0.06 U/mL), las placas fueron selladas e incubadas a 37 °C.
se realizaron lecturas, a los 30 min y después cada hora durante 6 h, a una A de 585
nm de excitacion y 530 nm de emision.

Como control positivo de estrés oxidativo se utilizaron las celdillas con MEM, DCFDA y

xantina oxidasa y como control negativo se utilizaron celdillas con MEM y DCFDA.
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2.2.1.3.3 Calculos
Se calcularon los valores promedios y desviacion estdndar de lectura de fluorescencia
emitida por las células de las celdillas correspondientes a cada concentracion de NPs

de Ag, medio o xantina oxidasa.

2.2.1.5 Evaluacion del efecto de las nanoparticulas de plata sobre macro6fagos in
vitro

2.2.1.5.1 Cultivo de macrofagos y fibroblastos en placas de 96 celdillas

La monocapa formada por los macréfagos en los frascos de cultivo fue removida
cuidadosamente con ayuda de un raspador, se tomaron 0.1 mL de la suspension y se
conté el nimero de células, se ajusté a una densidad celular de 2X10° cel/mL, se
depositaron 0.1 mL en cada pocillo de placas de 96 celdillas y se incubaron a
condiciones antes mencionadas hasta formacién de monocapa celular (1-2 dias).

La monocapa formada por fibroblastos contenida en los frascos para cultivo se expuso
a 1 ml de tripsina 0.25% durante 5-10 minutos para desprender las células del frasco
de cultivo y separarlas entre si. Al término de este tiempo se adicionaron 2 mL de MEM
para bloquear la accién de la tripsina. De ésta suspension celular se tomaron 0.1 mL y
se depositaron en un hemocitometro (camara de Neubauer) para determinar la
concentracion celular. La densidad celular se ajusté a 2 X10* células por 0.1 mL con
MEM como nutriente y suplementado al 10% con suero de caballo. Posteriormente se
adicionaron 0.1 mL de la suspension a cada celdilla de la placa, la placa fue sellada e
incubada a 37 °C con una atmosfera de 95% de aire y 5% de CO,, hasta la formacion

de monocapa celular (1-2 dias).
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2.2.1.5.2 Exposicidon de macrofagos y fibroblastos a NPs de Ag

Una vez formada la monocapa celular se retiré el medio de las celdillas de las placas
de macrofagos y fibroblastos. Se depositaron 0.1 mL de medio de cultivo (D-MEM o
MEM) a cada celdilla.

Para la evaluacion de la produccion de NO, los macréfagos fueron activados con
lipopolisacarido (0.01 mg/mL), se evaluaron diferentes concentraciones (rango de
0.002- 3.4 mg/mL) de NPs de Ag. Las celdillas usadas como control contenian medio
de cultivo + LPS. Las placas se incubaron a 37 °C con una atmosfera de 95% de aire y
5% de CO; durante 24 h.

Para la determinacion del TNF-a, pasadas 3 h se retird de la incubadora una placa de
macréfagos y de ésta se tomaron 0.1 y 0.05 mL del medio de cultivo y se depositaron
a 2 placas de fibroblastos respectivamente. La placa con 0.05 mL se le afiadieron 0.05
mL de MEM. Estas placas se incubaron a 37 °C con una atmésfera de 95% de aire y

5% de CO, durante 24 h.

2.2.1.5.3 Cuantificacién de NO mediante el ensayo de Griess.

La produccion de NO fue medido determinando la concentracion de nitritos en el
sobrenadante del cultivo celular a las 24 h mediante el ensayo de Griess. Los nitritos
son un producto estable de oxido nitrico y la reaccion de Griess (sulfanamida 1% y N-
(1-naphtyl) dihidroclorato de ethylenediamina en lleva a la formacion de un cromoéforo a
partir de la diazotacion de la sulfanilamida por &cido nitrico seguido por una
conjugacion de aminas biciclicas como la N-1-(naphtyl ethyendiamine).**2

Después del tiempo de incubacion se midieron 0.1 mL del medio de cultivo de cada

celdilla y se traspasaron a una placa nueva en el mismo orden de la placa original, se

preparé una curva de NaNO, para establecer la concentracion de NO de las celdillas
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de estudio, se adicion6 0.1 mL del reactivo de Griess y la placa se incub6 durante 30
min en condiciones de oscuridad y temperatura ambiente. Posteriormente la

absorbancia fué medida a una A de 570 nm.

Céalculos de la concentracidn de 6xido nitrico
La concentracion de NO se calculé tomando en cuenta las concentraciones utilizadas
en la curva vy las absorbancias obtenidas. Se obtuvieron el promedio y desviacién

estandar.

2.2.1.5.4 Determinacion indirecta del Factor de necrosis tumoral alfa
Para determinar la presencia de citocinas se utilizé el sobrenadante de una placa de
macréfagos expuestos a nanoparticulas de plata, éste se depositd en placas con

fibroblastos y se realiz6 la prueba de MTT a las 24 h.

Célculos del % de la viabilidad celular

El promedio de las lecturas de las celdillas control se consider6 como el 100% de
viabilidad celular y se utiliz para calcular el % de viabilidad celular de las celdillas que
contenian células expuestas a nanoparticulas de plata. También se calcularon las

desviaciones estandar.

Todas las evaluaciones “in vitro” se realizaron en tres ocasiones en dias

distintos.
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2.2.2 Evaluacion de la distribucion de nanoparticulas de plata en ratas Wistar
2.2.2.1 Exposicion de las ratas Wistar a las nanoparticulas de plata

Se formaron 6 grupos de ratas con una n=6, los grupos experimentales fueron 1, 3y 5
los cuales recibieron 50 mg/Kg de NPs de Ag via intraperitoneal (i.p.), los grupos 2, 4y
6 fueron sus respectivos controles y solo recibieron agua.

Los animales se mantuvieron en jaulas de acrilico en condiciones de laboratorio ya
antes mencionadas. Los tiempos de exposicion fueron: grupos 1y 2 durante 24 hrs,

grupos 3y 4 durante 4 dias y grupos 5y 6 durante 7 dias.

2.2.2.2 Obtencién de muestras

Al finalizar el periodo de exposicion los grupos fueron anestesiados con una solucién
de pentobarbital sédico (33 mg/kg) administrado via i.p. y se tomaron muestras de
sangre mediante puncién de la vena renal. La sangre fue colectada en tubos libre de
anticoagulante. Las muestras fueron almacenadas a una temperatura de refrigeracion
de 4°C para su conservacion.

Inmediatamente las ratas fueron sacrificadas por dislocacién cervical, se perfundio el
cadaver con una solucion de glutaraldehido y se extrajeron los siguientes érganos:
bazo, cerebro, corazén, higado, pulmén y rifién, de los cuales se tomd una pequefia
seccion la cual fue macerada y fijada en glutaraldehido para procesarla mediante
técnicas histologica y analizarla por Microscopia Electronica de Transmisién con
Espectroscopia de Energia Dispersiva por rayos X (TME con EEDX); el resto del
organo fue pesado y colocado en un recipiente previamente etiquetado para su

tratamiento para la cuantificacion de plata por EAA.
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2.2.2.3 Evaluacion de la presencia de las nanoparticulas de plata mediante
Espectroscopia de Energia Dispersiva por rayos X (EEDX).

Para determinar la presencia de las NPs de Ag se utiliz6 el EDX que es un
microandlisis con rayos X en el microscopio de transmision electronica. La muestra se
barre durante varios minutos y los rayos X son colectados y analizados por el equipo, la

respuesta es analizada por el Microscopio electronico de transmision.

2.2.2.3.1 Tratamiento de las muestras

La seccion tomada de los 6rganos fue fijada en osmio, procesada con resinas
epoxicas, se obtuvieron cortes finos con el ultramicrotomo los cuales fueron
contrastados para el analisis mediante TME con EEDX para determinar la presencia de

NPs de Ag.

2.2.2.4 Cuantificacién de Ag por EAA

La concentracion de plata en sangre y tejidos fue determinada por Espectrofotometria
de Absorcion Atémica con horno de grafito, automuestreador automatico y corrector de
fondo. El método se basa en que a partir de muestras y estandares de concentracion
conocida se obtienen a&tomos de plata en estado elemental a través de los cuales se
hace pasar un haz de luz. La cantidad de luz absorbida es proporcional al nimero de

atomos presentes.

2.2.2.4.1 Tratamiento de las muestras

Sangre. Las muestras de sangre fueron centrifugadas para la obtencion de suero el

cual fue utilizado directamente para la medicion de plata.
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Tejidos. Para la determinacion de plata los 6rganos se llevaron a digestién hiumeda
utilizando &cido nitrico concentrado para eliminar la materia organica, se realizaron las
diluciones necesarias con agua desionizada para asegurar que la concentracion de las
muestras estuviera dentro del margen de la curva de calibracion al ser procesadas por
el equipo.

Todo el material utilizado para la preparacibn y el andlisis de muestras para la
determinacion de plata se someti6 a técnicas especiales de limpieza quimica con el fin

de evitar contaminacion de plata y polvo.

2.2.2.4.2 Estandares de plata (Ag)

A partir de una solucion estandar de Ag (1000 pg/mL), se preparé una solucion stock
de 10 pg/mL. En un matraz volumétrico de 100 mL se colocaron: 3 mL de &cido nitrico
(HNO3) concentrado, 1 mL del estandar de plata y se aforé6 con agua tipo 1
(desionizada). Los éstandares utilizados para realizar la curva de calibracion fueron

preparados a partir de la solucion stock como se indica en la tabla 1

Tabla 1. Preparacion de la curva de calibracion.

Solucién_Ag HNO3z (uL) Volumen_final Concentracion
10pg/mL (uL) (mL) de Ag (ug/mL)
Blanco 500 10 0
50 500 10 5
100 500 10 10
200 500 10 20
400 500 10 40
600 500 10 60
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2.2.2.4.3 Curva de calibracion

La curva fue utilizada para optimizar la sefial del equipo, se realizé antes de iniciar el
analisis de muestras, para lo cual se midieron 100 puL de cada estandar por separado y
se mezclaron con 800 pL de HNO3; 10% + 100 pL de una solucion modificadora de
paladio-magnesio, fueron colocados en orden en el automuestreador del equipo y se
les midié la absorbancia, el criterio de aceptacion para determinar la linealidad de la
curva fue un coeficiente de correlacion r’= 0.995.

2.2.2.4.4 Procedimiento

Una vez preparada la curva de calibracién y que se acepto la linealidad de respuesta
se procedi6 a analizar las muestras de la siguiente manera:

Suero: se colocaron en copas de muestreo 100 pL de muestra + 900 pL de solucion
modificadora.

Organos: se colocaron en copas de muestreo 900 pL de muestra + 100 pL de
solucién modificadora.

Las muestras fueron homogenizadas al bombear con la pipeta de manera suave y
repetida utilizando la puntilla como agitador, se colocaron en el automuestreador para
su determinacién de plata en el equipo. Se aceptaron los valores se encontraban
dentro del rango de la curva, cuando alguna muestra excedi6 el intervalo, a ésta se le

realizé una dilucion adecuada y se analizé nuevamente.

2.2.2.4.5 Calculo para determinar la concentracion de Ag

Los calculos se realizaron a partir de la lectura del equipo y tomando en cuenta las
diluciones que se realizaron de la muestra original, se obtuvieron el promedio y la
desviacion estandar. Los niveles de plata en suero se reportan en pg/ dL y los

resultados obtenidos de las muestras de érganos se reportan como pg/ g de érgano.
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2.2.3 Determinacion de la concentracion de plata en muestras de orinay heces
2.2.3.1 Exposicion de los animales a las nanoparticulas de plata

Se formaron 2 grupos de ratas Wistar con una n=6, el grupo experimental fue el grupo
1, este grupo recibié una dosis de 50 mg/Kg de NPs de Ag via i.p., el grupo 2 fue el
respectivo control y éste solo recibié agua desionizada via i.p. Ambos grupos fueron
habituados en condiciones de laboratorio ya antes mencionadas y colocados
individualmente en jaulas metabdlicas para la recoleccion de las muestras de orina y
heces.

2.2.3.2 Obtencién de las muestras

Los tiempos de muestreo fueron los dias 1, 4 y 7 posteriores a la administracion de la
dosis de nanoparticulas. Se recolectaron muestras de orina y heces de 24 h, se
midieron o pesaron y se colocaron en frascos de plastico lavadas y etiquetadas
previamente y se almacenaron en congelacion hasta su analisis.

2.2.3.3 Tratamiento de las muestras

Las muestras obtenidas fueron digeridas utilizando el horno de microondas para
eliminar la materia organica.

Heces: fueron previamente deshidratadas durante 8 h a una temperatura de 70°C, se
pulverizaron para homogenizar la muestra y se pesaron 0.5 g los cuales se depositaron
en un vaso de teflon para microondas y se les agregaron 3 mL de agua tipo | + 3 mL
de HNOj3 concentrado.

Orina: se midieron 3 mL de la muestra de orina, se depositaron en un vaso para
microondas y se adicionaron 2 mL de HNO3; concentrado.

Los vasos para microondas fueron colocados en el carrusel del aparato para llevar

acabo la digestion.
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2.2.3.4 Estandares de platay curva de calibracion

Los estandares de plata y la curva de calibracion se prepararon en la misma forma y
condiciones para las muestras de suero y érganos.

2.2.3.5 Procedimiento

Después de aceptar la linealidad de la curva se midieron las muestras de la siguiente
manera:

Orina: en una copa de muestreo se depositaron 600 pL de muestra + 300 pL de
solucion modificadora + 100 pL de agua tipo I.

Heces: en una copa de muestreo se depositaron 100 pL de muestra + 900 pL de
solucion modificadora.

Las muestras se homogenizaron de la misma forma que se hizo con las muestras de
organos y se colocaron en el automuestreador para su determinacién de plata en el
equipo. Se aceptaron los valores se encontraban dentro del rango de la curva, cuando
alguna muestra excedi6 el intervalo, a ésta se le realiz6 una dilucién adecuada y se
analizo nuevamente.

2.2.3.6 Calculo para determinar la concentracién de plata

Los calculos se realizaron a partir de la lectura del equipo, se obtuvieron el promedio y
la desviacion estandar. El resultado de las muestras de orina se reportaron en ug/L y el

resultado de las muestras de heces en ug/g.

2.2.4 Evaluacién de la toxicidad producida por las nanoparticulas de plata
Se determin6é la toxicidad aguda tomando como base el protocolo #420 de la
Organizacion para la Cooperaciéon y el Desarrollo Econémico (OCDE), en el cual se

establece que los animales son expuestos a una dosis de 5mg/Kg de la sustancia a
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evaluar y después de un periodo de 24 h se evalGa el parametro de mortalidad si no

hay mortalidad se procede a evaluar una dosis de 50 mg/Kg.

Para esta prueba se formaron 6 grupos de ratas con una n=6, los grupos
experimentales fueron 1 y 2, los cuales recibieron 5 y 50 mg/Kg respectivamente de
NPs de Ag via intraperitoneal (i.p.), los grupos 3 y 4 fueron sus respectivos controles y
solo recibieron agua. Los animales se mantuvieron en jaulas de acrilico en condiciones
de laboratorio ya antes mencionadas.

Después la administracion de la dosis méas baja (grupo 1) se evalué la mortalidad a las
24 h, posteriormente se expuso el siguiente grupo con su respectivo control y fue
evaluado el pardmetro de mortalidad nuevamente 24 h después.

Los 4 grupos de animales se mantuvieron en observacién durante un periodo de 60

dias habituados en las mismas condiciones. Y se evalu6 nuevamente la mortalidad.
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3. RESULTADOS

3.1 Evaluacion de la citotoxicidad

3.1.1 Revision microscoépicay prueba de reduccién del MTT

Después de la exposicidon de las células de higado de Chang y células L929 a
las NPs de Ag, se determiné la viabilidad celular mediante la evaluacion
microscoépica y con la prueba de reduccion de MTT y se observé que las
nanoparticulas de plata disminuyeron hasta un 60% la viabilidad de las células
de higado de Chang a partir de la concentraciéon de 53 pg/mL a las 24 h de
exposicion (Figura 1) y no se observo incremento la toxicidad en el periodo de
48 h. En el caso de las células L929 la reduccion de la viabilidad celular fue de
un 50% a la concentracion de 106 pg/mL en el periodo de 24 h de exposicién y
de casi el 80% para la misma concentracion en el periodo de 48 h de

exposicion (Figura 2).

Efecto de las NPs de Ag sobre la viabilidad de células de
higado de Chang (MTT-24h)
140 -
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% de viabilidad celular
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0 6 13 27 53 106 213
ugde NPs de Ag/mL

Fig. 1. Porcentaje de viabilidad de células de Higado de Chang obtenido después de 24 h de
exposicion a NPs de Ag mediante la prueba de reduccion del MTT. Los datos representan el

promedio de 3 experimentos independientes.
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Efecto de las NPs de Ag sobre la viabilidad de las células
L929 (MTT, 24 h)
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Efecto de las NPs de Ag sobre la viabilidad de
células L929 (MTT 48 h)
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Fig. 2. Porcentaje de viabilidad de células L929 obtenido después de 24 (a) y 48 h (b) de
exposicion a NPs de Ag mediante evaluacion microscépica y prueba de reduccion de MTT.

Los datos representan el promedio de 3 experimentos independientes.
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3.2 Evaluacién de estrés celular oxidativo producido por Ilas
nanoparticulas de plata mediante la prueba de diacetato de

diclorofluoresceina (DCFDA)

Al evaluar el efecto de las NPs de Ag sobre la produccién de estrés celular por
la xantina oxidasa (enzima inductora de radicales libres) se observo que a las

concentraciones evaluadas se inhibi6 la actividad oxidante de la enzima.

Las tres concentraciones evaluadas (12.5, 25 y 50 upg/ ml) produjeron una
disminucién significativa de la fluorescencia emitida por la diclorofluoresceina
debido a la presencia de radicales libres generados por la xantina oxidasa
(control positivo). Este efecto se observd durante las 6 horas de medicion
continua (es decir cada hora) asi como en una medicién que se realiz6 a las

24 h después del inicio de la evaluacion.

Los resultados de la prueba de DCFDA en células de higado de Chang se

muestran en la figura 3.
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Fig. 3. Efecto de las nanopatrticulas de plata sobre la produccion de estrés celular oxidativo en
células de higado de Chang. Los datos representan el promedio de 3 experimentos

independientes.

3.3 Efecto de las NPs de Ag sobre la produccion de 6xido nitrico y
determinacion indirecta de liberacion del factor de necrosis tumoral -alfa
3.3.1 Produccién de NO

Al evaluar el efecto de las nanoparticulas de plata sobre la produccion de NO
por macréfagos se observé que éstos produjeron una cantidad significativa de
NO a partir de la concentracién de 53 pg/mL de NPs de Ag durante una

exposicion 24 h.

Las concentraciones de nanoparticulas de plata evaluadas fueron las mismas
gue se utilizaron para la evaluaciéon de la citotoxicidad. En la figura 4 se
muestran los resultados de la produccion de NO en el rango de

concentraciones de 6 a 425 pg/mL
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Efecto de las NPs de Ag sobre la produccion de dxido nitrico en
macréfagos (24 h)
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Figura 4. Produccién de 6xido nitrico por macréfagos expuestos a nanoparticulas de plata

durante 24 h. Los datos representan el promedio de 3 experimentos independientes.

3.3.2 Determinacion indirecta de la liberacién del TNF-a

En los resultados obtenidos para la determinacién indirecta de la liberacion del
TNF-a, se observo una disminucién de casi 50% de la viabilidad de células
L929 expuestas a 50 pL y a 100 pL de medio de cultivo de macréfagos
expuestos a NPs de Ag a la concentracién de 106 pg/mL respectivamente

durante 24 h. (Figura 5)
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Efecto de 50 pL de medio de los macréfagos expuestos a
NPs de Ag sobrelaviabilidad de células L929 (MTT, 24h)
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Figura 5. Efecto de de medio de cultivo de 50 y 100 pL tomados de la placa de cultivo de

macréfagos expuestos a nanoparticulas de Ag sobre la viabilidad celular de células L929.
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3.4 Evaluacion de la cinética de distribucion

3.4.1 Determinacion de la concentracion de plata en 6rganos

Al evaluar la cinética de distribucion en ratas Wistar expuestas a las NPs de
Ag mediante la determinacion de la concentracion de plata en las muestras de
los diferentes 6rganos por la técnica de absorcion atomica se observo que la
plata estuvo presente en todos los 6rganos que se evaluaron aunque las
concentracion en algunos de ellos como es el caso del higado, bazo y corazén
fueron mayores. En la figura 6 se muestra una vision general de las

concentraciones de plata en todos los érganos evaluados a los 3 diferentes

periodos de exposicion.

Concentracion de Ag en drganos

oo |
@ 60 T
< | m1dia
3 ' dias
M 4 dias
% 40 J‘ I
| ﬂ 7-dias.
| -
207 —p -

Figura 6. Concentraciones de plata de las muestras de 6rganos de ratas Wistar (bazo,

cerebro, higado, pulmén y rifién) después de 1, 4 y 7 dias de la administracion de 50 mg/Kg
de nanoparticulas de plata via i.p.,

Para una mejor visualizacion se corto la gréafica anterior en la escala de 10, con
el fin de observar las concentraciones del resto de los 6rganos, en donde se
observa que el segundo 6rgano con la mayor concentracion de plata fue el

bazo, posteriormente le siguen el corazdn, rifion, pulmon y finalmente el
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cerebro el cual fue el 6rgano en el cual se deposité la cantidad mas baja, casi

nula (figura 6.1).

Concentracion de Ag en drganos

ugde Ag/g

BAZO —
CEREBRO CORAZON

HIGADO .

PULMON

Figura 6.1. Corte de la grafica 6, en la que se observa que el bazo es el segundo 6rgano con

la mayor cantidad de plata durante los 3 periodos de exposicién.

A continuacion se muestran los graficos de las concentraciones de plata en las
muestras de érganos por cada tiempo de exposicion, en la figura 7 se muestran
los resultados de los 6rganos de ratas expuestas durante el periodo de 1 dia,
en donde se observa que el corazon y el bazo fueron los érganos con mayor
contenido de plata. En la figura 8 se graficaron los resultados que
corresponden a la exposicion de 4 dias, en este caso los 6rganos con mayor
concentracion fueron higado y bazo. Y finalmente en la figura 9 se representan
los resultados correspondientes a 7 dias de exposicion después de la
administracion de 50 mg/kg de NPs de Ag, en éste periodo se repite
nuevamente el corazon y el bazo como los drganos con mayor concentracion
de plata, sin embargo el higado se observa que tuvo una acumulacion muy
grande, casi 50 veces mas que en el periodo de 4 dias para este mismo

organo. Debido a este resultado, las concentraciones de plata para el resto de
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los 6rganos no se aprecian bien por lo que se decidié cortar esta grafica para

una mejor vision de las concentraciones restantes (figura 9.1)

Concentracion de Ag en drganos de ratas sacrificadas
1 dia después de la administracion de NPs de Ag
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Figura 7. Concentraciones de plata en las muestras de 6rganos de ratas Wistar (bazo,

cerebro, higado, pulmén vy rifién) después de 1 dia de la administracion de 50 mg/Kg de

nanoparticulas de plata via i.p. en donde se aprecia que los érganos con mayor cantidad de

plata fueron corazén, bazo e higado en comparacion con el resto.

Concentracién de Ag en 6rganos de ratas sacrificadas 4
dias despues de la administracion de NPs de Ag
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Figura 8. Concentraciones de plata en las muestras de 6rganos correspondientes a 4 dias de
exposicion de la administracion de 50 mg/Kg de nanoparticulas de plata via i.p., se muestra

gue para este periodo el corazén y el bazo son los 6rganos con la mayor concentracion de

plata en comparacion con el resto.
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Concentracion de Ag en drganos de ratas sacrificadas 7
dias despues de la administracion de NPs de Ag
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Figura 9. Concentraciones de plata de las muestras de 6rganos de ratas Wistar (bazo,

cerebro, higado, pulmén vy rifién) correspondientes al periodo de 7 dias después de la

administracion de 50 mg/Kg de nanoparticulas de plata via i.p., se observa que los 6rganos

con las mayor concentracion fueron el higado y el bazo.

Concentracion de Ag en drganos de ratas sacrificadas 7
dias despues de la administracion de NPs de Ag
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Figura 9.1. Corte de la grafica 9 para una mejor apreciacién de las concentraciones de plata
en o6rganos de ratas Wistar (bazo, cerebro, higado, pulmon y rifion) obtenidos después 7 dias

de la administracion de 50 mg/Kg de nanoparticulas de plata via i.p.
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Los 6rganos en los que se encontraron las mayores concentraciones de plata

en los tres tiempos de exposicion fueron: higado, bazo y corazoén. (figura 10)
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Figura 10. Organos de ratas Wistar con mayor concentracion de plata después de 1, 4y 7

dias de la administracién de 50 mg/Kg de nanoparticulas de plata via i.p .
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3.4.2 Determinacion de concentracion de plata en muestras de sangre

Se determind la concentracion de plata en sangre utilizando el suero, los
tiempos a los que se obtuvieron las muestras fueron: 1, 4 y 7 dias posteriores a
la administracion de 50 mg/Kg de NPs de Ag. La plata se detect6 en los tres

tiempos muestreados y se observd que la concentracion disminuyo en relacion

con el tiempo (figura 11).

Concentracion de Ag en sangre de ratas expuestas a NPs
de Ag

ugde Ag/ dL

Control 17*_ -

Tiempo (dias)

Figura 11. Concentraciones de plata en muestras de sangre de ratas Wistar obtenidas

después de 1, 4 y 7 dias después de la administracién de 50 mg/Kg de nanoparticulas de plata

via i.p.
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3.4.3 Determinacién de la presencia de nanoparticulas de plata mediante

la técnica de Espectroscopia con Energia Dispersiva de rayos X (EEDX)

En la figura 12 se muestra una micrografia de la nanoparticula de plata de 2 nm

de didmetro mediante la técnica de EEDX.

Figura 12. Nanoparticulas de plata de 2 nm observada mediante la técnica de Espectroscopia

por la Energia Dispersiva de X.

Las NPs de Ag se observaron en las muestras de los 6rganos de higado,
corazon, bazo, rifion y pulmén de ratas Wistar expuestas a 50 mg/kg de NPs de
Ag administradas via i.p., en la figura 12 se muestras micrografias de higado,

corazon y rifidn.
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Figura 12. Las nanoparticulas de plata se observan como puntos luminosos en muestras de
higado (a), corazon (b) y rifidén (c) de ratas Wistar expuestas a 50 mg/kg mediante la técnica

EEDX.

En las muestras de cerebro obtenidas de las mismas ratas de este estudio no
se observo la presencia de nanoparticulas de plata y solo se observo una
luminosidad entre el tejido cerebral. En la figura 13 se muestra una micrografia
en donde solo se observa la membrana de células del tejido cerebral con un

aspecto luminoso.
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Figura 13. Micrografia de tejido cerebral de ratas Wistar expuestas a 50 mg/kg de peso

administradas via i.p., en donde se observan membranas con aspecto luminoso.
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3.4.4 Determinacion de la concentracion de plata en muestras de orina y

heces

Se determind la concentracion de plata en muestras de orina obtenidas
después de 1, 4, 7 y 21 dias de la administraciéon de 50 mg/Kg de NPs de Ag
via i.p., se observo que la concentracion de plata disminuy6 significativamente
a partir de los 4 dias, se mantuvo muy similar a los 7 dias y tuvo un ligero

descenso a los 21 dias (figura 14).

Concentracién de Ag en muestras de orina obtenida a
diferentes tiempos

ugde Ag/L

Tiempo (dias)

Figura 14. Concentraciones de plata en muestras de orina obtenidas después de 1, 4, 7y 21

dias de la administracion de 50 mg/Kg de nanoparticulas de plata via i.p.

Por otro lado las concentraciones de plata en las muestras de heces se
comportaron de manera oscilatoria con relacion al tiempo. Las muestras
obtenidas los dias 4 y 21 fueron las que tuvieron las concentraciones mayores
de plata con respecto a los dias 1y 7, estos resultados se muestras de manera

gréfica en la figura 15.
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Concentracion de Ag en muestras de heces
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Figura 15. Concentraciones de plata en muestras de heces obtenidas despuésde 1, 4,7y 21

dias de la administracion de 50 mg/Kg de nanoparticulas de plata via i.p.

3.5 Evaluacién de latoxicidad de nanoparticulas de Ag in vivo
Al evaluar la toxicidad de NPs de Ag en ratas se observo que no hubo muertes
a ninguna de las concentraciones evaluadas (5 y 50 mg/kg) en el periodo de

exposicion de las 24 h que establece el protocolo #420 de la OCDE. El periodo

de observacion se extendio hasta 60 dias y ninguno de los animales murio.
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4. DISCUSION

En el presente trabajo se realizaron diferentes pruebas in vitro e in vivo con las
NPs de Ag con el fin de evaluar su cinética de distribucion y su toxicidad.

Las NPs de Ag fueron elegidas porque se les ha atribuido potencial
terapéutico, incluso actualmente se estd proponiendo su uso como
medicamento, pues en diversos estudios in vitro se ha demostrado que poseen
actividad antibacteriana (E. coli, E. aureus, P. aureoginosa, S. typhi entre
otras), actividad antiviral (VIH y VPH) y se menciona que ademas pueden ser
utilizadas en métodos de diagndstico como medio de contraste.

Dentro de la bateria de ensayos preclinicos in vitro utilizados como métodos de
toxicologia para el registro o solicitud de ensayos clinicos de una sustancia
dada se encuentran los llamados ensayos de citotoxicidad, capaces de detectar
mediante diferentes mecanismos celulares conocidos, los efectos adversos de
interferencia con estructura y/o propiedades esenciales para la supervivencia
celular, proliferacion y/o funciones. Dentro de estos se encuentran la integridad
de la membrana y del citoesqueleto, metabolismo, sintesis y degradacion,
liberacién de constituyentes celulares o productos, regulacién iénica y division
celular. La citotoxicidad celular se define como una alteracion de las funciones
celulares basicas que conlleva a un dafio que puede ser detectado a partir de
diferentes pruebas in vitro para predecir los efectos téxicos de las drogas y los
compuestos quimicos, utilizando como modelos experimentales lineas
celulares, cultivos primarios y cultivo de érganos aislados.

En éste proyecto la evaluacion de la citotoxicidad se realizd6 utilizando la

prueba de reduccién del MTT la cual se fundamenta en la capacidad de las
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mitocondrias de la células vivas para reducir el MTT a formazan que es
detectado espectrofotométricamente y la absorbancia leida es directamente
proporcional a la viabilidad celular. Este estudio se llevo acabo en células de
Higado de Chang y en las células L929 con el fin de determinar la toxicidad en
diferentes lineas celulares, al respecto se observé que las nanoparticulas de
plata fueron citotoxicas para ambas lineas celulares. Las células L929 fueron
menos sensibles a las nanoparticulas de plata que las células de higado de
Chang pero de igual forma las nanoparticulas de plata disminuyeron su
viabilidad celular a bajas concentraciones. A la fecha no existen estudios de
evaluacion de citotoxicidad de nanoparticulas de plata de 2 nm. En un estudio
realizado por Hussain SM. y cols. demostré que nanoparticulas de plata de 7 a
15 nm fueron citotéxicas para la linea de células de higado de ratay ademas
las nanoparticulas fueron encontradas dentro de la mitocondria. Lo anterior
pudiera sugerir que las nanoparticulas de plata pudieran resultar citotoxicas
para diferentes lineas celulares produciendo dafio a nivel mitocondrial lo cual
puede ser evaluado con la prueba de reduccién del MTT. Sin embargo es
necesario realizar evaluaciones con diferentes lineas y distintas pruebas de

viabilidad celular utilizando nanoparticulas de plata de 2 nm.

La evaluacion de la produccion de estrés celular oxidativo por especies
reactivas de oxigeno se hizo mediante la medicion de fluorescencia emitida
por el metabolito desacetilado de la DCFDA dentro de la célula. Esta prueba es
ampliamente utilizada para determinar la capacidad oxidante de diversos
compuestos. Esta prueba se realiz6 en células de higado de Chang. Al

respecto se observo que ninguna de las concentraciones de las nanoparticulas
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de plata evaluadas produjo efecto oxidante pues la fluorescencia emitida por la
concentracion mas alta de nanoparticulas de plata fue casi 3 veces menor que
la emitida por la xantina oxidasa la cual se utiliz6 como control positivo en esta
prueba.

Por los resultados obtenidos en la evaluacion de la citotoxicidad y la evaluacion
del efecto de la produccién de estrés oxidativo se puede sugerir que la
citotoxicidad presentada en células de higado de Chang no fue mediada por la
produccion de estrés oxidativo. Sin embargo en estudios realizados con
nanoparticulas de mayor tamafio a las que se utilizaron en este trabajo, se ha
reportado que las nanoparticulas de plata produjeron estrés oxidativo y que

éste fue el principal responsable de la citotoxicidad. ** 3% 3

En el presente estudio se encontrd que las nanoparticulas de plata estimularon
la produccion de 6xido nitrico por los macrofagos activados. Esto indica que
dichas nanoparticulas pudieran actuar como una sefial de activacion de
macréfagos. Se sugiere que las nanoparticulas de este tamafio podrian
producir esta respuesta in vivo sobre los macréfagos e inducir su activacion, o
bien podrian interactuar con sefiales de preactivaciéon de macréfagos como la
del interferon gamma e incrementar su potencial inmunoterapéutico en contra
de enfermedades infecciosas y cancer. La activacion de los macréfagos
provoca la liberacion de diferentes mediadores de citotoxicidad en contra de
microorganismos infecciosos y células tumorales. En estos efectos citotoxicos
participan intermediarios reactivos que incluyen intermediarios reactivos de
oxigeno (peroxido, superoxido) y los intermediarios reactivos de nitrogeno que

incluye el oxido nitrico, el cual es relevante para infecciones intra-macrofagicas
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causadas por microorganismos intracelulares como las micobacterias.*® En
este estudio se determind que a partir de la concentracion de 53 pg/mL de
nanoparticulas de plata se increment6 la produccion de Oxido nitrico. Estos
hallazgos podrian ser relevantes, ya que las posibles propiedades
inmunoldgicas de las nanoparticulas de plata podrian ser utilizadas en la
terapia de enfermedades infecciosas y cancer sin embargo este tipo de
actividad requiere de posteriores estudios in vivo ya que otra posibilidad seria
que los macréfagos estén reconociendo a las nanoparticulas de plata como un
agente extrafio y por lo tanto, esta célula del sistema inmune se esté activando

con el proposito de destruirlas.

En relacion con la evaluacion de la cinética de distribucion, este estudio fue
realizado con un modelo en ratas Wistar, las cuales fueron expuestas a
nanoparticulas de plata via i.p. y se determind la concentracién de plata en
distintos érganos, algunos de éstos fueron elegidos porque participan en la
distribucién, metabolismo, eliminacién, son altamente irrigados y/o participan en
el sistema de defensa.'* Como parte de la cinética también se cuantifico la
concentracion de plata en sangre, orina y heces.

Ademas de la cuantificacién del contenido de plata en 6rganos, en este trabajo
también se determind la presencia de las nanoparticulas como tales en las
muestras de los oOrganos evaluados. Los resultados demostraron que las
nanoparticulas se distribuyeron en todos los 6rganos evaluados y que el
higado y el bazo fueron los 6rganos en los cuales se concentraron en mayor
cantidad en los tres periodos de exposicion evaluados Esto fue corroborado

tanto por la medicion de la concentracion de plata por absorcion atdbmica como
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por la deteccion de las nanoparticulas de plata por la técnica de
Espectrofotometria de Absorcién Atomica. Los resultados concuerdan con los
estudios realizados por otros investigadores con nanoparticulas de oro'® en
donde se observd que las nanoparticulas de oro de distintas magnitudes
fueron fagocitadas por las células de Kupffer y posteriormente por macréfagos
de otros 6rganos, esto es de gran importancia particularmente en el caso de los
macréfagos hepaticos porque al participar en el aclaramiento de las
nanoparticulas mediante el proceso de fagocitosis se produce un grado de
oxidacion dando lugar a la formacion de radicales de oxigeno los cuales
pueden resultar dafiinos'®. La alta concentraciéon de plata encontrada en el
bazo puede deberse en parte a que este érgano esta altamente irrigado, y a
que es parte importante del sistema inmune, en este sentido algunos autores
mencionan que las células del sistema inmunoldgico participan en la
distribuciéon de nanoparticulas en los diferentes 6rganos y sugieren que células
como los macréfagos pudiesen ser los responsables de transportar las
nanoparticulas dentro del organismo a través de diferentes barreras.® Esto
explicaria la presencia de las nanoparticulas de plata observadas en muestras
de higado, bazo, corazén, rifibn y pulmoén. Se ha descrito que la distribucion,
de las nanoparticulas depende de las propiedades de cada tipo de
nanoparticula en particular, y que estando dentro de la célula éstas, podrian
concentrarse dentro del citoplasma o en organelos como los lisosomas, por lo
tanto los efectos tdxicos que las nanoparticulas pudieran producir, serian en el
orden de acumulacién en los diferentes 6rganos, y sugieren el siguiente orden
de acumulacién son higado > bazo > médula > cerebro™® En este sentido los

resultados obtenidos en este estudio coinciden en que el higado es uno de los

61



organos donde se acumuld la mayor cantidad de Ag y de nanoparticulas como
tales y el cerebro también fue el 6rgano con menor cantidad de plata.

En cuanto a los niveles de plata en las muestras de sangre se observé que
hubo una disminucion en la concentracién de plata en relaciéon al tiempo, lo
cual es congruente con la cinética de distribucion que siguieron las
nanoparticulas las cuales tendieron a depositarse en los érganos, hecho que
fue demostrado tanto con la determinacion de la concentracion de plata, como
la observacion de la presencia de las nanoparticulas en ellos. El depdsito de
las nanoparticulas en 6rganos implica su aclaracion de sangre y explica que la
concentracion en la misma disminuyera.

Por otro lado el aclaramiento renal también fue determinante para la
disminucién de la concentracion de plata detectada en sangre. En la
determinacién de plata en muestras de orina se establecié que éstas fueron
filtradas por el rifién y la disminucion de las concentraciones de plata en orina
en relacion al tiempo (se evaluaron 4 tiempos distintos posteriores a la
administracion de las nanoparticulas) reflejo la disminucién de la presencia de
nanoparticulas en sangre. En las muestras de orina de 21 dias posteriores a
la administracion de las nanoparticulas aun se logré cuantificar plata, esto
pudiese deberse a que después de cierto tiempo hubo una redistribucién de las
nanoparticulas de plata de los érganos hacia la sangre y nuevamente hubo
filtracion renal de las mismas y excrecion a través la orina. Con respecto a las
muestras de heces, las concentraciones fueron muy bajas por lo que se sugiere
que la eliminacion de las nanoparticulas de plata es en su mayoria por via
renal. Lo anterior coincide con lo reportado por Sadauskas y cols. quien a

postulado en forma de hipoétesis que las nanoparticulas se eliminan por orina

62



como resultado de una simple filtracién.'® En este trabajo se demostré ademaés
la filtracién de las nanoparticulas de plata como tales, ya que el andlisis de las
muestras de orina mediante la técnica de Espectroscopia de Energia
Dispersiva por rayos X evidencid6 la presencia integra de éstas en las

muestras evaluadas a diferentes tiempos.

Las pruebas para la evaluacién de la toxicidad “in vivo”, incluyen un gran
ndamero de protocolos llevados a cabo en diferentes modelos animales y por
diferentes vias de administracion, en este proyecto se utilizaron ratas Wistar y
la via i.p. para la administracion de las nanoparticulas y se evalu6 mortalidad
en dos periodos 24h y 60 dias. Las nanoparticulas de plata no fueron toxicas
para ninguna de las dosis evaluadas, ya que ninguno de los animales fallecié
durante el periodo de 24 h ni en el periodo de observacion de 60 dias el cual
fue mas prolongado que el recomendado por la OCDE. La diferencia entre los
resultados para la evaluacion de la toxicidad in vitro e in vivo puede ser el
resultado de la participacion de mecanismos de defensa de un organismo
superior o completo. Los resultados de este estudio permitieron establecer la
distribucién de las nanoparticulas de plata en todos los 6rganos, su eliminacién

via renal.
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5. CONCLUSIONES

Las nanoparticulas de Ag fueron citotoxicas.

Las nanoparticulas de Ag no produjeron estrés celular oxidativo “in vitro”.

Las nanoparticulas de plata estimularon la produccion de Oxido nitrico por

macrofagos ‘“in vitro”.

Los o6rganos con mayor concentracion de Ag en ratas expuestas a

nanoparticulas fueron: el higado y bazo.

La concentracién de Ag en sangre disminuyé en relacion al tiempo.

Se detecto la presencia de nanoparticulas de plata en: higado, bazo, corazon,

rifidon y pulmon

Se demostro la eliminacion de nanoparticulas de Ag por orina

Las nanoparticulas de plata no fueron téxicas en el modelo “in vivo” utilizado.
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