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Las nanoparticulas de plata (NPP) han demostrado tener actividad antibacteriana, antifingica
y antiviral, sus usos clinicos actuales incluyen impregnacion de gasas, espumas vaginales y
catéteres, por lo que realizar estudios preclinicos en modelos animales para establecer su
cinética y posibles efectos toxicos es prioritario. Objetivo: Determinar el perfil farmacocinético
de la plata posterior a la administracion de NPP en perros Beagle y evaluar su distribucién en
Organos, posible dafio tisular y vias de eliminacion en ratas. Material y Métodos: Para
determinar los pardmetros farmacocinéticos se utilizaron 4 perros Beagle machos adultos a los
cuales se les administré 5mg/Kg de NPP via IP en dosis Unica, posteriormente se les tomaron
19 muestras de sangre durante los 35 dias del estudio y se determiné la concentracion de
plata por medio de espectrometria de absorcién atomica. Los parametros farmacocinéticos
(ABC, Chax, Tmax %2y Ke) se determinaron con el paquete computacional WinNonlin version 6.3
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Wistar hembras divididas en dos grupos: el grupo expuesto que recibid10mg/Kg de NPP via IP
en dosis Unica y el grupo control que recibié agua destilada, los animales se sacrificaron a los
14 dias para la extraccion de sangre y o6rganos (higado, rifién, bazo y cerebro), una parte de
los 6rganos se utiliz6 para determinar la concentracion de plata y la otra para analisis
histopatolégico por microscopia 6ptica. La determinacion de la presencia de NPP se realiz6 por
espectrometria de energia dispersiva por rayos X en muestras de higado, rifién, bazo y cerebro
de ratas (expuestas a NPP y control). Para determinar la excrecién de plata, las ratas se
mantuvieron en jaulas metabdlicas individuales, se recolectaron muestras de orina y heces
durante las 8 semanas del estudio y se cuantificé la concentracion de plata. Resultados: Los
parametros farmacocinéticos obtenidos de las concentraciones séricas de plata de los perros
expuestos a las NPP fueron: ABC de 22,931ug/dL/h, Chax 291ug, Thax de 6.5h, t% de 98.5h y
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Introduccién a la nanotecnologia

1.1.1 Nanociencia, nanotecnologia y nanomateriales

La historia de la nanotecnologia data desde diciembre de 1959 cuando
el médico Richard Feynman menciond durante una conferencia que podria ser
posible construir maquinas pequefias para manufacturar objetos con precision
atémica . Posteriormente, en 1974, Norio Taniguchi utilizé por primera vez la
palabra “nanotecnologia”’, como parte de una tecnologia de produccion de
dimensiones ultrafinas ®. En 1986, Eric Drexler presentd el concepto de la
fabricacion molecular, despertando el interés cientifico en el potencial de la
nanotecnologia . Poco después fueron descubiertas las nanoparticulas de
carbono, conocidas como fullerenos ®. A principios de los afios 90, la
nanotecnologia avanza rapidamente.

La nanociencia se define como el estudio de la manipulaciéon de los
materiales a escala atdbmica, molecular y macromolecular, donde las
propiedades difieren significativamente de aquellas de mayor escala ©®.

La nanotecnologia se define como el arte y la ciencia de manipular la
materia a escala atdbmica o molecular y su objetivo es proporcionar una mejora

significativa en las tecnologias de produccién de materiales.



La Agencia de Proteccion al Medio Ambiente (Estados Unidos) usa la
definicion de nanotecnologia desarrollada por la Iniciativa Nacional de
Nanotecnologia, que involucra los siguientes conceptos: investigar y desarrollar
tecnologia a nivel atdbmica, molecular o macromolecular a una longitud de
aproximadamente 1-100 nanometros, creando Yy usando estructuras,
dispositivos y sistemas con propiedades y funciones nuevas como resultado de
su tamafio pequefio y/o intermedio, asi como la capacidad de controlar y
manipular los materiales a escala atémica ©.

Nanomaterial se define como una serie de sustancias donde el rango en
una dimension es menor que 100 nandmetros. Son de interés porque a esas
escalas surgen diferentes propiedades como las Opticas, magnéticas,
eléctricas, etc. La aplicacion de estas propiedades tiene un potencial de gran

impacto en la electrénica, medicina y otros campos de la industria *).

1.1.2 Aplicacion de la nanotecnologia

En un futuro la nanotecnologia podria aplicarse en sistemas médicos por
ejemplo para mejorar la compatibilidad de los tejidos implantados formando
andamios en tejidos de regeneracibn o incluso para construir 6rganos
artificiales, también podria participar en nuevos tipos de terapias génicas y
tratamientos antioxidantes.

Actualmente la nanotecnologia es utilizada por compariias y empresas

de investigacion en el desarrollo de una variedad de técnicas y aplicaciones



innovadoras, como por ejemplo el uso de zeolitas como catalizador para
romper o debilitar grandes moléculas de hidrocarburo durante la generacion de
gasolina.

A nivel industrial la nanotecnologia se utiliza para la creacion de
nanotubos de carbono, usados en procesos de manufactura; en nanocristales

para producir ceramica resistente, bloqueadores solares y catalizadores ©.

1.2 Nanomedicina

La nanomedicina se define como la aplicaciéon de la nanotecnologia a la
medicina para preservar y mejorar la salud usando nanomateriales y el
conocimiento molecular del cuerpo humano ©.

Las herramientas y técnicas basadas en la nanotecnologia estan
emergiendo rapidamente en los campos de la imagen médica y la distribucién
del farmaco al sitio especifico de accién, estos avances tienen como fin el
concepto de la medicina personalizada y el potencial para el diagnostico
temprano unido a una terapia dirigida altamente efectiva . Esta tecnologia
avanzard en los proximos afios, de tal forma que podran ser fabricados
nanodispositivos complejos y hasta nanorobots ©, incluso podria ser posible

realizar implantes de células y tejidos literalmente “construidos” .



1.2.1 Aplicaciones de la nanomedicina

En el diagnéstico de imagen se ofrece el potencial de ir de un abordaje
“genérico” a uno individualizado para lograr mayor eficacia, esto se traduce en
reconocimiento temprano de enfermedades y la estadificacion de la gravedad o
su desarrollo de manera poco invasiva ©.

En la liberacién controlada de farmacos, la finalidad de los medicamentos
que han sido formulados (o reformulados) en estructuras nanométricas es
manipular la farmacodinamia, la biodistribucién y finalmente su efectividad ©.

La nanoterapéutica dirigida al sitio blanco, tiene como meta el disefar
agentes-dispositivo que circulen dentro del cuerpo para liberar el farmaco
Unicamente en sitios identificados, con efectos indeseados minimos en otros
sitios, adicionalmente podran emitir “reportes de actividad” a través de sefiales

no invasivas para dar confirmacién y predicciones de eficacia ©.

1.3 Nanoparticulas

Se define como nanoparticula aquélla que posee un tamafio que oscila
entre 1 a 100nm. Las nanoparticulas metalicas poseen diferentes propiedades
fisicas y quimicas Y, las cuales se relacionan directamente a las interacciones

con el material que las recubre @2

, ya que se ha encontrado que existe
diferencia en el tiempo de permanencia plasmética cuando se han utilizado

diferentes cubiertas, esto debido a sus diferentes patrones de adsorcién a



proteinas y su subsecuente reconocimiento por los érganos del sistema reticulo

endotelial 2.

1.3.1 Nanoparticulas con utilidad clinica

Las caracteristicas biocinéticas de las nanoparticulas son atractivas en
la medicina, aplicandose en la liberacion de farmacos en tejidos donde es dificil
alcanzar concentraciones terapéuticas (sistema nervioso central), en la lucha
contra el cancer, en nanosensores intravasculares, dispositivos hanorobéticos y
en procedimientos de diagnéstico e imagen ™.

La nanotecnologia se ha utilizado con éxito en el diagnéstico por imagen
incluyendo la Optica, nuclear, ultrasonido, tomografia computarizada vy
resonancia magnética nuclear . Una de las aplicaciones tempranas en la
imagen por resonancia magnética fue el uso de particulas paramagnéticas de
oxido de hierro, que pueden ayudar a distinguir entre las células hepaticas
normales y las cancerosas, también se han utilizado para realzar nédulos
linfaticos metastasicos en pacientes con cancer de prostata ©'®. Mas
recientemente otros materiales nanométricos han pasado de aplicaciones in
vitro a aplicaciones in vivo, unidos a algunos biomarcadores, por ejemplo, al
receptor de folatos sobreexpresado en las células cancerosas y al receptor del
factor de crecimiento en tumores y en vasos ateroescleréticos ©.

Para la liberacion controlada de medicamentos los liposomas son

utilizados como acarreadores de medicamentos y antigenos, provienen de



lipidos biolégicos que forman vesiculas cerradas con un nicleo acuoso 9.
Existen versiones liposomales de farmacos con aplicaciones cosmetoldgicas y
dermatolégicas, también existen agentes quimioterapéuticos (como la
doxorrubicina) envueltos en liposomas. Otra técnica comun usada para
incrementar la vida media de circulacién es alterar la formulacion quimica de
los farmacos formando nanoparticulas con la adicion de polietilenglicol, de
hecho, estos son los primeros agentes nanoterapéuticos aprobados por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (Estados Unidos). Los avances
en nanotecnologia de polimeros han contribuido a técnicas como las
membranas de nanoporos implantables, los biochips de liberacién controlada y
los sistemas de microaguja transdérmica ©.

La nanotecnologia en el cancer es un area de investigacion
multidisciplinaria en la que se unen la ciencia, la ingenieria y la medicina,
aportando cada una de ellas, nuevas aplicaciones en la imagen y el diagnostico
molecular. Utilizadas como terapia en el tratamiento del cancer, las
nanoparticulas coloidales de hierro y oro poseen propiedades Opticas,
magnéticas y fisicas Gnicas . Otro ejemplo es la eficacia terapéutica de la
dendrimero Di-s-G5-doxorrubicina in vivo en las células de cancer de cerebro,
debida a la mejor penetracion de doxorrubicina a través de la barrera sangre-
tumoral y a su acumulacion en altas concentraciones dentro de los nucleos

celulares @9,

La terapia fotodinamica ha emergido como una modalidad
alternativa para el tratamiento del cancer, mediante el dafio oxidativo por medio

de vias redox sensibles, desencadenando la muerte celular. Un ejemplo de un



sistema Optimo, tanto para imagen diagndstica como para la terapia
fotodinamica es el constituido por las nanoparticulas de calcio fosfosilicato 7.

La nanotecnologia ha representado un avance en el diagnéstico de
enfermedades neurodegenerativas, como la Enfermedad de Alzheimer,
mejorando la sensibilidad y la especificidad de la imagen, tanto por resonancia
magnética como por la tomografia de emision de positrones gracias a agentes
contrastantes que pueden detectar varias sefales de la enfermedad, como
placas amiloides y redes neurofibrilares.

La nanotecnologia permitiria la entrada selectiva de nuevos compuestos
terapéuticos que se estan desarrollando para el tratamiento del Alzheimer,
mejorando su eficacia y reduciendo su toxicidad sistémica *°.

Las nanoparticulas de 6xido nitrico han presentado un amplio espectro
antibacteriano in vitro, mientras que in vivo se ha mostrado su actividad en

modelos de abscesos dérmicos *®. La actividad antibacteriana de los metales

nanocristalinos es mayor que la de los iones metalicos comunes ®®.

1.3.2 Efectos de las nanoparticulas sobre la salud

La produccién industrial de la nanotecnologia se ha convertido en una
fuente de exposicibn humana a nanoparticulas por diferentes rutas: inhalacion,
ingestion, cutdnea e intravenosa, para evaluar los riesgos es necesario
comprender el comportamiento de las nanoparticulas, si bien la

evaluacion/manejo del riesgo de los quimicos convencionales estd bien



establecida, la evaluacion del riesgo de la nanotecnologia es un campo
emergente 9.

Existe un incremento en la literatura cientifica que expone los riesgos
potenciales de las nanoparticulas, que incluyen: exposicion y evaluacién de las
vias de entrada al organismo (exposiciones ambientales y ocupacionales,
cronicas y agudas), relacion dosis-respuesta y toxicidad (efectos en 6rganos
como bazo, higado, rifién, tracto respiratorio y sistema inmune),
bioacumulacién y biomagnificacion y los efectos sobre humanos a nivel macro
y micromolecular 9.

La mayoria de las investigaciones sobre toxicidad de las nanoparticulas
in vivo se han realizado en animales mamiferos, expuestos por via respiratoria
a particulas ultrafinas transportadas por el ambiente, que demuestran efectos
significativos en la salud, por ejemplo el dafio registrado en los macrofagos
alveolares secundario al estrés oxidativo, unido a una respuesta apoptotica.
Otras vias de exposicibn como dérmica y oral son consideradas entradas

potenciales al organismo ™.

1.4 Nanoparticulas de plata

La plata cuando es usada como antiséptico en concentraciones
apropiadas, es relativamente inerte y se absorbe muy poco por las células de
los mamiferos o bacterianas, sin embargo, en la presencia de secreciones se

ioniza haciéndose altamente reactiva, para unirse a proteinas y membranas



celulares, controlando asi el crecimiento de hongos, levaduras y bacterias. El
uso de las sales de plata como antiséptico inicié en los afios sesenta, el nitrato
de plata al 0.5% fue la solucion estandar en la terapia topica de quemaduras,
actualmente el estandar de oro es la sulfadiazina argéntica, introducida por Fox
en los afios setenta 9,

Las nanoparticulas de plata, ademas de ser usadas en dispositivos
médicos de uso cronico, son incorporadas en calzado, ropa de cama, pinturas,
vendajes para heridas, electrodomésticos, cosméticos y plasticos “?. Si bien ya
existen en el mercado productos que contienen nanoparticulas de plata, su
liberacion y destino final en el medio ambiente a través del ciclo de la vida es

un area de investigacion de creciente interés @V,

Se han probado
nanoparticulas fabricadas con otros metales, sin embargo las nanoparticulas

de plata han mostrado resultados méas prometedores @2,

1.4.1 Produccion de nanoparticulas de plata

Desde la antigiiedad se conocen dos abordajes para la preparacion de
particulas ultrafinas, el método de descomposicion de un sélido a particulas
mas pequefias y el método de construccidbn que produce nanoparticulas

empezando desde los atomos, hasta la formacion de moléculas méas grandes

(11) (23)

Los procesos fisico-quimicos son los mas importantes los

microorganismos, tales como bacterias, levaduras y hongos han sido



ampliamente utilizados para la biosintesis rapida y ecoldgica de nanoparticulas
metalicas 9.

Con respecto a la sintesis de nanoparticulas metalicas los factores que
controlan su tamafio y forma siguen siendo un area de interés significativo ),
en general, las nanoparticulas de plata requieren recubrimiento porque pueden
sufrir facilmente agregacién, por lo que se buscan materiales inertes y
biocompatibles para recubrirlas “® o que puedan mejorar la permeabilidad
transmembrana ", estos materiales pueden desempefiar a su vez el papel de
agente reductor .

Existen diversos métodos fisicos descritos para la obtencion de

nanOparticulas (29,30,31).

Se puede realizar la sintesis quimica asistida por
métodos fisicos para aumentar la velocidad de produccién 232,

En cuanto a los métodos quimicos existen diversos métodos de
produccién que emplean diferentes agentes reductores (16:26:30.33:34,35.36.37,38)
entre el que se encuentra el método de reduccion del nitrato de plata por medio
del borohidruro de sodio ©%. También se considera la produccién de hidrogeles
y biocapas ?74%142 se ha utilizado un método enzimatico in vitro para la
sintesis de nanoparticulas de plata usando nitratoreductasa dependiente de
NADPH ©3),

El método para la sintesis de nanoparticulas de plata utilizando
microorganismos es un proceso lento 344*9) se ha reportado que la sintesis
por bacterias puede ser intracelular o extracelular 3“9 utilizado cocos y

bacilos tanto grampositivos como gramnegativos, %4748 nproduciendo
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nanoparticulas con y sin cubierta “"*9, estos ensayos han sido apoyados en
métodos fisicoquimicos para control del tamafio de particula o para acelerar la
velocidad de produccion ©#+49.

En hongos también se ha descrito la sintesis de nanoparticulas de plata
intracelular ®® y extracelular “®, utilizando multiples cepas (#32448:4950.5152) " ¢qn
la ventaja de que son mas faciles de cultivar que las bacterias, proporcionando
viabilidad econdémica.

La sintesis de nanoparticulas por medio de plantas no esta del todo
entendida ®®, y se tiene poco control en el tamafio de las nanoparticulas
producidas ®¥. Sin embargo, se consideran métodos de produccién son
amigables al medio ambiente con tasas de sintesis comparables o mas rapidas
a los métodos quimicos ®?, sobre otros procesos de produccién biolégicos el
uso de plantas puedes ser ventajoso al eliminar el proceso de mantener

(53)

cultivos celulares Se han realizado estudios de produccion de

nanoparticulas con extractos de diversas plantas ®3°#%657%8) o con sus raices

(59)

1.4.2 Actividad bioldgica de las nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata poseen una gran actividad contra un amplio
rango de patdgenos: bacterias grampositivas y gramnegativas, hongos, virus,
protozoarios asi como a microorganismos resistentes a maltiples farmacos ©2.

Su efectividad depende de las propiedades de la particula como el tamafio,
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forma, tiempo de exposicion y el tipo de compuestos. A menor tamafio, mayor
area de superficie reactiva, esto explica porque las nanoparticulas exhiben
mayor actividad bioldégica que particulas de mayor tamafio ¥, el uso de
nanoparticulas de plata parece haber aumentado la eficacia antibacteriana de
la plata pero no la toxicidad celular ®?. En teorfa la actividad antibacteriana se
debe a los siguientes mecanismos de accion: interaccion con la membrana y la
pared celular, interacciones con aminoacidos y enzimas, obstruccion en el
reclutamiento de energia, interacciones con el ADN y ARN y generacion de
especies reactivas de oxigeno ©?. La oxidacion catalitica de las nanoparticulas

en iones de plata contribuye a su efecto bactericida ©*?.

Aunque existe la posibilidad de resistencia de las bacterias a la plata ©?,
es poco probable que los microorganismos patégenos la desarrollen porgue el
metal ataca a una amplia gama de blancos en los microorganismos, lo que
significa que tendrian que desarrollarse una serie de mutaciones simultdneas
en la bacteria para quedar protegida ©?.

Ademas de los efectos antimicrobianos recientemente se ha demostrado

que las nanoparticulas de plata tienen efectos antiinflamatorios ©®, resultando

en una en una mejoria en el proceso de curacion de las heridas ¢4,

1.4.3 Espectro antimicrobiano de las nanoparticulas de plata

Para evaluar la capacidad para destruir microorganismos de manera

cualitativa se utiliza la prueba de difusibn mediante discos, membranas o pozos
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en agar ©®, también puede evaluarse de manera cuantitativa mediante la
determinacién de las concentraciones minimas inhibitorias ©®.

Se han realizado estudios que evalian la efectividad de las
nanoparticulas de plata in vitro contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoneae y Bacillus spp ©7:384142
47.48,56,57,66,67,68,69.70.71) ') 5 actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata
ha sido evaluada con menor frecuencia en otras bacterias como
Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus,
Streptococcus pyogenes, Salmonella typhi, Vibro cholerae, Acinetobacter
baumanii, Mycobacterium smegmatis y Mycobacterium bovis (¢2-38:47:48.70)

La actividad antimicética de las nanoparticulas de plata ha sido evaluada
contra Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus niger,
Alternaria alternata, Penicillium italicum, Phoma glomerata, Phoma herbarum,
Fusarium equiseti, Fusarium semitectum, Fusarium oxysporum, Trichoderma
spp, Trichophyton mentagrophytes, Curvularia lunata, Rhizopus arrhizus y el
fitopatégeno Colletotrichum gloesporioides (¢230:48:49.51.57.72)

Las nanoparticulas metdlicas, especialmente las producidas con plata,
han mostrado actividad contra un amplio espectro de virus, se ha podido
demostrar una interaccion directa entre las nanoparticulas y las proteinas de
superficie de los virus, los estudios han mostrado que pueden ser efectivos
contra el HIV-1, hepatitis B, virus sincitial respiratorio, herpes simple tipo 1,

influenza y tacaribe ®. En diversos estudios de actividad de las nanoparticulas

de plata contra el virus de inmunodeficiencia humana (HIV), se ha demostrado
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qgue las nanoparticulas de plata experimentan una interaccion dependiente del
tamafio (1-10nm) con los residuos sulfuro de las glicoproteinas gp120 del HIV-1
inhibiendo la infectividad ®?, en otro estudio se muestra la inhibicién de la
replicacion viral in vitro en cultivos de células mononucleares de sangre
periférica recién infectadas ©V, ademéas se demostré que la adicién de
nanoparticulas de plata aumenta la potencia neutralizadora de los anticuerpos

in vitro en la trasmision del HIV-1 74,

1.4.4 Estudios para el uso de las nanoparticulas de plata en humanos

La plata ha sido conocida por su actividad antibacteriana desde hace
mucho tiempo ©?. En forma de nitrato ha sido ampliamente usada como agente
cauterizante en pacientes con estomatitis aftosa, epistaxis, para detener
hemorragias de cérvix y para prevenir la oftalmopatia gonocdcica neonatal. La
sulfadiazina argéntica ha sido usada como tratamiento tépico de heridas por
quemaduras ¥, las sales de plata también han sido utilizadas en sifilis y
gonorrea ®.

El desarrollo de la nanotecnologia ha abierto una gama de posibilidades
del uso de las nanoparticulas de plata como un factor biomédico activo ©®, uno

de los mas recientes son sus propiedades contra el cancer en humanos .
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1.4.4.1 Tratamiento de heridas

(63)

Las propiedades antimicrobianas , antiinflamatorias  ®

y la
disminucién subsecuente en la infiltracion de linfocitos y mastocitos ®, de las
nanoparticulas de plata pueden ser importantes en la prevencién de la
formacion de las cicatrices durante la reparacion de las heridas ®. También se
ha descrito que las nanoparticulas de plata poseen propiedades angiogénicas
(53).

Existen diversos estudios dirigidos a evaluar el uso clinico de las
nanoparticulas de plata.

Larese y colaboradores evaluaron la penetracion de las nanoparticulas
de plata en piel humana intacta y dafiada in vitro, demostrando un incremento
en la permeabilidad en la piel dafiada a las nanoparticulas de plata 9. Kwan y
colaboradores demostraron que las nanoparticulas de plata mejoraron las
propiedades de tension y llevaron a una alineacién fibrilar mejor en la piel
reparada in vivo ©¥.

Aramwit y colaboradores en un estudio realizado con vendajes con
diferentes preparaciones de plata demostraron que los vendajes que contenian
nanoparticulas de plata tenfan mayor efecto antibacteriano ©?. En otro estudio
Tian y colaboradores evaluaron vendajes con nanoparticulas de plata contra
vendajes con sulfadiazina argéntica y gazas con dos concentraciones
diferentes de amoxicilina y metronidazol en ratones sanos y diabéticos con

guemaduras y demostraron que la curacién de heridas se acelera con las

15



nanoparticulas de plata, sin crecimiento bacteriano. Ademas en los ratones

diabéticos se acelerd la curacion de las heridas.

1.4.4.2 Gel vaginal

Las nanoparticulas de plata cubiertas con polivinilpirrolidona son
candidatas para ser un medicamento para prevenir la trasmision de la infeccién
por virus HIV-1 . Galdiero y colaboradores demostraron que las
nanoparticulas de plata actian inhibiendo la trasmision del HIV-1 y ofrecen una

proteccién de la infeccién al tejido cervicouterino humano .

1.4.4.3 Preservativo en cosméticos

Los estudios realizado por Kokura y colaboradores demostraron que las
nanoparticulas de plata no tienen ningun efecto en los queratinocitos y no
aumentaron la muerte celular inducida por radiacién ultravioleta, no penetraron
la piel humana normal y mostraron ser muy estables y tener suficiente eficacia
preservativa contra mezclas de bacterias y hongos, en un estudio realizado in

vitro @Y,

1.4.4.4 Dispositivos médicos

Las nanoparticulas de plata son utilizadas en cubiertas antibacterianas
de dispositivos médicos con el fin de reducir el porcentaje de infecciones
nosocomiales ©?, las técnicas de impregnacién de plata en polimeros prometen

crear biomateriales realmente antimicrobianos ©?, en la actualidad los
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catéteres venosos centrales impregnados con nanoparticulas de plata han
demostrado reducir las infecciones nosocomiales, asi se han desarrollado los
catéteres intraventriculares impregnados para reducir las infecciones de liquido
cefalorraquideo ®.

Roe y colaboradores demostraron que catéteres con una capa de
nanoparticulas de plata en la superficie, mostraron una actividad antimicrobiana
significativa in vitro y previnieron la formacion de biocapas de diferentes
bacterias y Candida albicans ©.

Antonelli 'y colaboradores reportan que no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre el uso de catéteres impregnados con
nanoparticulas de plata y sin impregnacion en diferentes pardmetros evaluados
como la colonizacién del catéter, la incidencia de infecciones relacionadas al
torrente sanguineo, dias libres de infeccién o mortalidad ©¥.

Galiano y colaboradores examinaron la liberacion de iones de plata y el
crecimiento bacteriano in vitro, en catéteres irrigados con liquido
cefalorraquideo, demostrando que no habia presencia de plata en las bacterias
y que se presentd una ligera disminucion en el crecimiento bacteriano en los
catéteres impregnados de plata ©.

Secinti y colaboradores realizaron un estudio en el que insertaron
tornillos de titanio con o sin cubierta de plata contaminados con bacterias en
conejos demostrando que los tornillos con cobertura de nanoparticulas de plata
son tan seguros como los tornillos de titanio sin cubierta y que pueden ayudar

en prevenir la formacién de biocapas e infeccién 2.
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Chaloupka reporta que existe evidencia de que nanoparticulas de plata
como aditivo antibacteriano al cemento éseo polimetiimetaacrilato muestran

una actividad antibacteriana impresionante con baja toxicidad ©2.

1.4.4.5 Terapia contra el cancer

Se han presentado diversos estudios in vitro que sugieren que las
nanoparticulas de plata poseen actividad antitumoral.

AshaRani y colaboradores sugieren que las células cancerosas tratadas
con nanoparticulas de plata son mas susceptibles al dafio, mostrando
inestabilidad cromosdmica y arresto mitético en fibroblastos pulmonares
humanos y células de glioblastoma humano U251 .

Satyavani y colaboradores demostraron que las nanoparticulas de plata
fueron capaces de reducir la viabilidad de las células de carcinoma laringeo
epidermoide humano de una forma dosis-dependiente ©.

Gurunathan y colaboradores encontraron que las nanoparticulas de plata
inhiben el crecimiento y son citotoxicas en una manera dosis dependiente y
eventualmente llevan a las células a la fragmentacién nuclear %77,

Rutberg y colaboradores en un estudio realizado en ratas con
linfosarcoma reportaron una reduccion significativa del tumor en el grupo
tratado con nanoparticulas de oxido de plata, postulando la teoria del efecto

citostatico es resultado de la interaccion fisicoquimica de la plata con los

grupos funcionales de las proteinas intracelulares, asi como con las bases
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nitrogenadas de los grupos fosfato del ADN, llevando a la estabilizacion de la

estructura molecular del ADN en las células tumorales @9,

1.4.5 Estudios de toxicidad de las nanoparticulas de plata

La exposicidn crdnica a la plata causa efectos adversos conocidos como
argiria y argirosis, ademas puede producir efectos toxicos como dafio hepatico
y renal, irritacion de los ojos, piel, tracto respiratorio e intestinal y cambios en
las células sanguineas. La plata causa cambios de la permeabilidad de la
membrana celular hacia las concentraciones de potasio y sodio
independientemente de Ila actividad de la bomba sodio-potasio
adenintrifosfatasa o de la funcién mitocondrial (.

Se debe considerar la toxicidad potencial de nanoparticulas metélicas
antes de su uso, es imperativo realizar estudios para conocer su cinética de
distribuciéon y su posible acumulacién en sistemas vivos . Evaluar la
biodistribuciéon de nanoparticulas metélicas en modelos animales es
fundamental para que el desarrollo de las aplicaciones terapéuticas potenciales
sea seguro ©9,

Las nanoparticulas como las de plata pueden causar efectos toxicos
relacionados con la activacién celular, la produccién de especies reactivas de
oxigeno, la cuales son mas toxicas para el tejido, inflamacion y finalmente

todos estos procesos conducen a la muerte celular. El sistema respiratorio es la
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principal puerta de entrada de las nanopatrticulas, la irritacion directa del tracto
respiratorio es otro ejemplo de efecto toxico.

Las nanoparticulas ultrafinas de plata elemental inhaladas de manera
cronica tienden a distribuirse en pulmén y cerebro, causando efectos téxicos en
el sistema nervioso central y en el sistema reproductor masculino .

Los estudios en animales expuestos por via oral a nanoparticulas de
plata son escasos ©"®). Sardari y colaboradores demostraron que la presencia
de dafios tisulares fue dosis-dependiente con dafio severo en diferentes
6rganos 9. Mataczewska y colaboradores demostraron efectos perjudiciales
importantes en sistema inmunolégico en organismos sanos como en aquéllos
con estimulos de procesos infecciosos in vivo %Y,

Sung y colaboradores reportaron diferencias en los parametros de la
funcion pulmonar, independientemente de la dosis administrada en estudios de
toxicidad aguda por via respiratoria ®®. Los mismos autores demostraron que
las concentraciones de las nanoparticulas de plata fueron mas elevadas en el
bulbo olfatorio que en el cerebro, en pulmén los resultados mostraron datos de
inflamacion ©2.

También se han reportado datos de toxicidad posterior a la
administracion parenteral de nanoparticulas de plata. En un estudio realizado
por De Jong y colaboradores con administracion intravenosa de nanoparticulas
de plata se observaron datos indicativos de dafio hepatico, ademas de
alteraciones en la biometria hematica y en los niveles séricos de

inmunoglobulinas My E ©%).
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Tang y colaboradores encontraron discretas cantidades de las
nanoparticulas en diferentes érganos asi como en las células endoteliales de la
barrera hematoencefalica al ser aplicadas por via subcutanea ©°.

En estudios in vitro se han estudiado los efectos perjudiciales de las
nanoparticulas de plata sobre la proliferacion celular y la funcion de las
proteinas, a las que se les ha atribuido efecto pro-inflamatorio, esta actividad
toxica es iniciada por la generacion de radicales libres de oxigeno culminando
en un incremento en la transcripcion de citocinas pro-inflamatorias y apoptosis.
Ademas, se sugiere que las nanoparticulas de plata poseen actividad
anticoagulante, repercutiendo en el tiempo de protrombina y de tromboplastina

(96)

parcial **. Existen pocos estudios de genotoxicidad de las nanoparticulas de

plata ©7.

1.5 Etapas para el desarrollo de medicamentos

En el desarrollo de nuevos farmacos y productos bioldgicos terapéuticos,
se lleva a cabo un proceso de investigacion largo y complejo que involucra
grandes costos. Una vez identificada una molécula con potencial terapéutico se
le realizan los estudios pre-clinicos en animales y modelos fisioldgicos en el
laboratorio, analizando las propiedades fisico-quimicas y el comportamiento del
compuesto in vivo e in vitro. Se evalian una serie de parametros de la
molécula, entre ellos: sus niveles plasmaticos, tisulares y propiedades

farmacocinéticas (absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion), ademas
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se deben de realizar estudios de toxicidad aguda y crénica estudios sobre el
efecto en la reproduccién y en su progenie ©2.

Los estudios preclinicos constituyen una etapa indispensable dentro de
las fases de investigacion de una nueva molécula con potencial terapéutico, ya
gue permite el establecimiento de sus parametros farmacocinéticos.

La biodisponibilidad representa la proporcion de una sustancia que se
absorbe a la circulacion sanguinea sistémica y el tiempo que se requiere para
hacerlo. El area bajo la curva (ABC) es el parAmetro mas importante de la
biodisponibilidad, representa la cantidad total de la sustancia absorbida. Otros
pardmetros que se evallan durante un estudio farmacocinético son la
concentracion maxima (Cnax) obtenida y el tiempo en que se alcanza la
concentracion maxima (Tmax), 10S que estan directamente relacionados con la
velocidad de absorcion. Los parametros que evaltan la depuracion sanguinea
son la constante de eliminacién (K¢) que representa la fraccion de la dosis que
se elimina por hora y la vida media (t1/2) que es el tiempo que se requiere para
gue la concentracién sanguinea de una sustancia disminuya a la mitad.

En la fase preclinica de la molécula en estudio también se evalla su
distribucion en modelos animales y su posible depdsito en algin érgano en
particular, asi como su capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica.

Los estudios preclinicos duran un promedio de 3.5 afios para un

compuesto, posterior a estos estudios se realizan los estudios clinicos.
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CAPITULO 2: OBJETIVOS

2.1 Objetivo general.

Determinar el perfil farmacocinético de plata posterior a la administracion de

nanoparticulas de plata en dos modelos animales.

2.2 Objetivos especificos.

1.- Determinar los parametros farmacocinéticos area bajo la curva (ABC),

concentracion maxima (Cmax), tiempo de concentracion maxima (Tmax), Vvida

media sérica (t¥2) y constante de eliminacion (Ke) de la plata.

2.- Determinar la distribucién de la plata y la presencia de las nanoparticulas de

plata en sangre y érganos de ratas Wistar y su posible toxicidad.

3.- Determinar la excrecién urinaria y fecal de plata en ratas Wistar.
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CAPITULO 3: MATERIAL Y METODOS

3.1 Material

3.1.1 Animales

Los animales utilizados fueron obtenidos del bioterio del departamento
de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma de Nuevo Leodn.

Para el estudio farmacocinético se utilizaron perros de la raza Beagle
machos adultos entre 8.5-13.5Kg de peso, los cuales fueron colocados 5 dias
antes del inicio del estudio en unidades separadas para su aclimatacion, bajo
condiciones estandar de laboratorio: ciclo luz-oscuridad de 12h, temperatura de
22+2°C, con alimento y agua ad libitum.

Para los estudios de distribucion y toxicidad se utilizaron ratas Wistar
hembras de 8 - 10 semanas, nuliparas, con un peso promedio de 200+20g.
Antes de iniciar para los estudios de distribucion las ratas fueron colocadas
durante 5 dias en jaulas de acrilico con tapa-rejilla metalica para su
aclimatacién, bajo condiciones estandar de laboratorio: ciclo luz-oscuridad de
12 h, temperatura 22+2°C, alimento y agua ad libitum.

Para los estudios de excrecidon las ratas se colocaron en jaulas
metabdlicas bajo las mismas condiciones, el alimento fue previamente molido y

pesado.
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3.1.2 Nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata de 10-40nm de diametro fueron
proporcionadas por el Departamento de Fisica de la Universidad de Texas en
San Antonio, Estados Unidos. Las nanoparticulas de plata fueron sintetizadas
en atmosfera de aire reducida a partir de nitrato de plata (AgNOs; Aldrich) 2M,
como agente reductor se utilizé una solucion de borohidruro de sodio (NaBH,4

99%; Aldrich) 9.

3.1.3 Material y equipo

Balanza Mettler Toledo PB 3001

Balanza CRT Global modelo CWS-6H

Copa de poliestireno para automuestreador 2mL

Desionizador de agua Millipore

Equipo para diseccidn quirdrgica

Espectrofotdmetro de Absorcion Atdmica Perkin EImer 5100
Espectrofotdmetro de Absorcién Atdmica Varian Espectra A 800W
Formaldehido 10% amortiguado (fosfato sédico monobasico 0.4%, fosfato
sédico dibasico 0.65%)

Frascos de plastico de 100mL

Frascos estériles de plastico de boca ancha 90mL

Frascos de plastico 20mL

Horno de microondas MDS-2000

Lampara de Ag de catodo hueco Photron serie HDJO075
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Matraces volumétricos de 10mL

Microscopio de luz

Microscopio electronico de barrido

Microscopio electronico de transmision

Microtomo

Pentobarbital sédico inyectable Sigma

Pipetas automaticas y puntillas 10-100 y 100-1000uL Eppendorf
Tubos vacutainer 13X100 Becton Dickinson

Tubos de grafito pirolitico

Vasos de plastico para automuestreador

Vasos lainer de teflébn con camisa

3.1.4 Reactivos

Acetato de uranilo
Acetona

Acido clorhidrico
Acido nitrico
Acido picrico
Agua bidestilada
Agua ultrapura
Argon

Azul de toluidina
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Borato de sodio

Citrato de plomo

Estandar de paladio (Pd 1000ppm)
Estandar de plata (Ag 1000ppm)

Extran MA-02 neutro concentrado Merck
Hidroxido de sodio

Nitrato de uranilo

Resinas epoxicas

Solucion modificadora para plata (Triton X-100 5%, acido nitrico 0.2%, acido
ascorbico 1%, paladio 10ppm, fosfato de amonio 0.2%)

Tetradxido de osmio

3.2 Métodos

3.2.1 Determinacion de presencia de plata en muestras de suero de perros

3.2.1.1 Exposicién de los perros a nanoparticulas de plata

Se seleccionaron 5 perros los cuales fueron pesados, marcados y
colocados en las unidades de experimentacion 5 dias antes del inicio del
estudio para su aclimatacion, se les realizé examen fisico y toma de muestras
de sangre para realizar estudios de biometria hematica y perfil bioquimico.

A los perros se les administré una solucion de nanoparticulas de plata a

una dosis unica de 5mg/Kg de peso corporal por via intraperitoneal.
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Los perros permanecieron en las unidades de experimentacion durante
los 35 dias que duré el estudio, como parte de las medidas de monitorizacién
se les realiz6 examen fisico y estudios de laboratorio a la semana y al mes de
la administracion de las nanoparticulas. Una vez concluido el estudio los perros

se mantuvieron en el bioterio.

3.2.1.2 Obtencién de muestras

Para la determinacion de las concentraciones de plata se tomaron
aproximadamente 3mL de sangre de las venas radiales y safenas en los
tiempos programados: tiempo 0 (previo a la administracion), 0.25, 0.5, 1, 2, 4,
6, 8, 12, 24, 36 h y en los dias 2, 3, 4, 7, 10, 14, 21, 28 y 35. Las muestras
fueron colectadas en tubos de 6mL sin anticoagulante, centrifugadas a
3,000rpm durante 5 minutos, el suero fue colectado en tubos Eppendorf de

2mL y almacenado a 4°C hasta su procesamiento.

3.2.2 Evaluacién de la distribucion de plata en ratas

3.2.2.1 Exposicidon de las ratas a nanoparticulas de plata

Para evaluar la distribucién de plata se utilizaron 10 ratas hembras, las
cuales fueron pesadas, marcadas y separadas en dos grupos, el grupo de
exposicibn con 6 ratas a las que se les administré una solucién de
nanoparticulas de plata a una dosis Unica de 10mg/Kg (ajustada a 1mL), via

intraperitoneal y el grupo control con cuatro ratas a las que se les administré
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1mL de agua inyectable. Las ratas permanecieron en las jaulas de acrilico los

catorce dias.

3.2.2.2 Obtencién de muestras

Al finalizar el tiempo del estudio las ratas fueron anestesiadas con una
solucion de pentobarbital sdédico (30mg/Kg de peso corporal) por via
intraperitoneal y se tomaron muestras de sangre mediante puncion cardiaca.
Las muestras de sangre fueron almacenadas a 4°C hasta su procesamiento.

Después de la toma de las muestras de sangre las ratas fueron
sacrificadas mediante dislocacion cervical. Se les realiz6 perfusion con una
solucion de formaldehido al 10% y fueron extraidos el cerebro, bazo, higado y
rifones. Una parte de los 6rganos se utilizdé para la cuantificacién de plata. El
resto de los 6rganos se coloc6 en frascos con formaldehido amortiguado al

10% para la evaluacion de dafio por microscopia optica.

3.2.2.3 Procesamiento de muestras para evaluacion del dafio a
organos

En los 6rganos de las ratas del grupo expuesto a nanoparticulas y el
grupo control se llevaron a cabo los procesos estandar de inclusiéon
(deshidratacion en soluciones seriadas de alcohol etilico, después en xilol y
parafina), corte con micrétomo, tincion con hematoxilina y eosina y montaje.
Los cortes de los érganos fueron evaluados mediante microscopio éptico a 50,

100 y 400x (aumentos) para determinar la presencia de datos de dafio.
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3.2.3 Evaluacién de la presencia de nanoparticulas de plata en érganos de

ratas

3.2.3.1 Exposicidn de las ratas a nanoparticulas de plata

Para evaluar la distribucién de plata se utilizaron 5 ratas hembra, las
cuales fueron pesadas, marcadas y separadas en dos grupos, el grupo de
exposicibn con tres ratas, a las que se les administr6 una solucion de
nanoparticulas de plata a una dosis Unica de 10mg/Kg (ajustada a 1mL), via
intraperitoneal y el grupo control con dos ratas a las que se les administré 1mL
de agua inyectable. Las ratas permanecieron en las jaulas de acrilico por

cuatro dias.

3.2.3.2 Obtencién de muestras

Al finalizar el tiempo del estudio las ratas fueron anestesiadas con una
solucion de pentobarbital sdédico (30mg/Kg de peso corporal) por via
intraperitoneal y sacrificadas mediante dislocacion cervical. Se les realizo
perfusion con una solucion de formaldehido al 10% y fueron extraidos el
cerebro, bazo, higado y rifiones. Los érganos se colocaron en frascos con
formaldehido amortiguado al 10% para su evaluacion por microscopia

electrénica.
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3.2.3.3 Procesamiento de muestras

Los érganos de las ratas fueron lavadas con solucion amortiguadora de
fosfato, cortadas y embebidas con glutaraldehido, y postfijadas con tetradxido
de osmio, contrastadas con nitrato de uranilo, deshidratadas en soluciones de
alcohol etilico e incluidas en resina de inclusion para ser seccionadas por
medio de un ultramicrétomo.

Para determinar la presencia de nanoparticulas de plata se utilizo el
microscopio de transmisién electronica Hitachi S-5500 ultrahigh resolution
(0.4nm at 30kV) con BF/DF Duo-STEM detector y posteriormente se realizé un
microandalisis con espectrometria de energia dispersiva por rayos X utilizando el
espectrometro Bruker AXS Quantax acoplado al microscopio, para lo cual la
muestra se barri6 durante varios minutos con rayos X, posteriormente estos

fueron captados y la respuesta fue analizada por el espectrometro.

3.2.4 Determinacion de la presencia de plata en muestras de orina y heces

en ratas

3.2.4.1 Exposicidén de las ratas a nanoparticulas de plata

Para evaluar la excrecion de plata en orina y heces se utilizaron 11 ratas
hembras, las cuales fueron pesadas, marcadas y separadas en dos grupos, el
grupo de exposicién a nanoparticulas de plata de ocho ratas y control de tres

ratas previamente colocadas en cajas metabdlicas.
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A las ratas del grupo de exposiciéon se les administré una solucion de
nanoparticulas de plata a una dosis Unica de 10mg/Kg (ajustada a 1mL), via
intraperitoneal, mientras que al grupo control recibié 1mL de agua inyectable.
Ambos grupos permanecieron en las jaulas metabdlicas los 53 dias del estudio.
Se llevd un registro diario de ingresos (agua y alimento) y egresos (orina y

heces) y el peso fue registrado dos veces por semana.

3.2.4.2 Obtencion de muestras

Las muestras de orina fueron recolectadas los dias 0, 1, 2, 4y 7. La
orina fue colocada en frascos plasticos de 20mL, los cuales fueron
almacenados a 4°C hasta su procesamiento.

Las muestras de heces fueron recolectadas los dias 0, 1, 2, 4, 7, 10, 14,
17, 21, 24, 28, 31, 35, 38, 42, 45, 49 y 52. Las muestras fueron colocadas en
frascos de plastico de boca ancha, los cuales fueron almacenados a 4°C hasta

Su procesamiento.

3.2.5 Determinacién de la concentracion de plata por Espectrometria de

Absorcién Atémica

La concentracion de plata en sangre, orina, heces y tejidos fue
determinada por medio de un espectrémetro de absorcion atbmica con horno
de grafito con automuestreador automético y corrector de fondo. El método se

basa en que a partir de muestras y estandares de concentracién conocida se
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obtienen atomos de plata en estado elemental a través de los cuales se hace
pasar un haz de luz. La cantidad de luz absorbida es proporcional a la cantidad

de atomos presentes.

3.2.5.1 Preparacion de la curva de calibracion

A partir de una solucién estandar de Ag (1000ug/mL), se preparé una
solucién stock de 1ug/mL. En un matraz volumétrico de 100mL se colocaron:
3mL de acido nitrico concentrado, 0.1mL del estandar de plata y se afor6 con
agua tipo 1 (desionizada).

La curva de calibraciéon se utilizd para optimizar la precision del equipo,
se realizé antes de iniciar el analisis de las muestras, para lo cual se utilizaron
100puL de cada una de las soluciones de concentracién conocida (Blanco, 5, 10,
25, 50 y 75upg/L) mas 900uL de solucién modificadora (tritbn X-100 0.5%,
paladio 10ppm, acido nitrico 1%, fosfato de amonio 0.2%, acido ascorbico 1%),
se colocaron en orden en el automuestreador del espectrémetro para medir su
absorbancia, el criterio de aceptacion para determinar la linealidad de la curva
fue un coeficiente de correlacién (r?) 20.995. Las soluciones utilizadas para la
curva de calibracion fueron preparadas a partir de la solucion stock como se

indica en la Tabla 1.

Concentracion de Volumen de Volumen de acido Volumen final de
la solucion (ug/L) | solucién stock (pL) nitrico (mL) aforacion (mL)
Blanco 0 0.5 10
5 50 0.5 10
10 100 0.5 10
25 250 0.5 10
50 500 0.5 10
75 750 0.5 10

Tabla 1. Caracteristicas de las soluciones utilizadas en la curva de calibracion.
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3.2.5.2 Procesamiento de muestras para la determinacién de plata

Las muestras de suero y orina no requirieron ser procesadas para el
analisis de su contenido de plata.

Las muestras de heces fueron deshidratadas durante 6 horas a una
temperatura de 70°C, se pulverizaron y se depositaron 0.5g de la muestra en
un vaso de tefldbn para microondas y se les agregaron 3mL de agua tipo | +
1mL de &cido nitrico concentrado.

Las muestras de 6rganos fueron tratadas colocando 0.2-0.5g en un vaso
de teflon que contenia 1mL de &cido nitrico concentrado, se dejaron reposar
por 3 horas, se agregaron 3mL de agua tipo | y se colocaron en el horno de

microondas para completar el proceso de digestion.

3.2.5.3 Lectura de muestras

Para su lectura se colocaron 100uL de cada muestra mas 900uL de
solucion modificadora. Las muestras fueron homogenizadas agitandolas de
manera suave y repetida con la puntilla de la pipeta Eppendorf y se colocaron
en el automuestreador del espectrometro. Se aceptaron las lecturas que se
encontraron dentro de los limites de cuantificacion (5-75ug/dL), aquellas
muestras cuya concentracion fue menor se reportaron como <5ug/dL, en el
caso de las muestras donde se encontraron concentraciones mayores al limite

superior se les realizaron diluciones y se analizaron nuevamente.
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3.2.5.4 Célculo para determinar la concentraciéon de plata

En el casos de las muestras de orina y suero, la lectura de las muestras
fue tomada directamente como el resultado expresado en pg/dL.

Las concentraciones de plata de las muestras de heces y érganos fueron
calculadas a partir de la concentracién del material digerido usando un factor

de transformacién como se muestra en la Tabla 2.

Cantidad de muestra () Factor Limite de cuantificacion (ug/q)

0.5 0.08 0.4

Tabla 2. Factor de transformacion y limite inferior de cuantificacion en la lectura de las

muestras de heces y 6rganos.

3.2.6 Procesamiento de los datos

Las comparacion de los resultados de las concentraciones de plata de
las muestras de suero, 6érganos, heces y orina, se realizd6 mediante un analisis
de varianza (ANADEVA) y la prueba t de Student), se considerd un valor de p

>0.05 para establecer una diferencia significativa entre grupos.

3.2.6.1 Descripcion de la metodologia para el calculo de parametros
farmacocinéticos

El andlisis farmacocinético y estadistico para el calculo de los
pardmetros farmacocinéticos se desarroll6 haciendo uso del paquete
computacional WinNonlin versiéon 6.3 y SPSS version 13, con lo que se
determinaron los siguientes parametros:

Cmax. La concentracion sérica maxima se obtuvo de manera grafica a

partir del perfil de concentracion plasmatica con respecto al tiempo.
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Tmax: El tiempo transcurrido en que que se produce la concentraciéon

sérica maxima se obtuvo de manera gréfica a partir del perfil de concentracién

sérica con respecto al tiempo.
ABC,.. El area bajo la curva de la concentracion sérica desde la

administracion hasta el tiempo t (Ultimo tiempo de muestreo) se calcul6 por el
método trapezoidal. El procedimiento para el calculo de este parametro se

realizé con la siguiente formula:

ABCO—t — é (Ci +Ci—12)(ti - ti»l)

=1

Dénde:

n = numero de tiempos de muestreo utilizados en el perfil sérico.

ti = tiempo en que se realiza la i-ésima toma de muestra.
Ci = Concentracion obtenida en el i-eésimo tiempo de muestreo.
Ke: la constante de eliminacion se estim6 a partir de la porcién lineal

terminal del perfil de concentracién sérica con respecto al tiempo (en escala
semilogaritmica) multiplicado por la integral de 2 (2.303).
Ke= b x In(2)

Donde:
b = pendiente de la recta.

t¥s: la vida media de eliminacién se estimé mediante el cociente de

integral de 2 sobre constante de eliminacion.

% = In(2)/Ke.
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CAPITULO 4: RESULTADOS

4.1 Evaluacién de la cinética de plata en perros

4.1.1 Determinacion de plata en suero

Para la obtener el perfil farmacocinético de la plata se determinaron las
concentraciones de plata en muestras de suero tomadas en los siguientes
tiempos: tiempo 0O (previo a la administracion intraperitoneal de las
nanoparticulas de plata) hasta el dia 35.

La Tabla 3 muestra las concentraciones séricas de plata obtenidas en
los diferentes tiempos de muestreo para cada uno de los perros. Las
determinaciones de plata del dia 35 mostraron que la plata practicamente ha
sido eliminada de la sangre.

Los resultados de las concentraciones de plata obtenidos de uno de los
perros (perro 3) fueron excluidos, ya que fueron considerados datos extremos
en comparacion con los resultados de las concentraciones de plata obtenidas
de los otros cuatro perros del estudio.

La Figura 1 muestra la concentraciéon promedio de plata sérica de los
perros. En la Figura 1(a) se puede apreciar una elevacion en la concentracion
de plata alrededor de las 6 horas, seguida de una segunda elevacion alrededor

de los tres dias, apreciable en la Figura 1(b).
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Concentracion sérica de plata (ug/dL)
# muestra | Horas 1 5 3 4 5

1 0 <5 <5 <5 <5 <5
2 0.25 | 35.6 9.7 2210.0 17.8 6.5
3 0.5 | 60.9 325 1470.0 40.2 17.8
4 1 |[148.0 67.5 890.0 67.4 458
5 2 2240 127.0 800.0 133.0 108.0
6 4 |302.0 146.0 464.0 205.0 141.0
7 6 |339.0 187.0 346.0 252.0 308.0
8 8 1328.0 265.0 281.0 201.0 263.0
9 12 | 225.0 250.0 237.0 183.0 223.0
10 24 | 75.0 59.0 88.0 64.0 59.0
11 36 | 91.2 586 427 904 934
12 48 | 1256 99.6 26.3 108.2 108.0
13 72 |102.2 100.6 22.0 159.0 121.8
14 96 |106.4 104.8 15.6 116.2 120.6
15 168 | 43.2 425 147 60.0 535
16 240 | 428 255 129 350 27.2
17 336 | 17.2 15.2 9.9 24.1 143
18 504 | 7.8 7.0 7.0 13.7 5.6
19 672 | <5 <5 <5 7.9 <5
20 840 | <5 <5 <5 <5 <5

Tabla 3. Concentracion sérica de plata en perros Beagle expuestos a nanoparticulas de plata 5

mg/Kg via IP. *Las concentraciones de plata del perro 3 muestran datos extremos.

4.1.2 Parametros farmacocinéticos

A patrtir de las concentraciones séricas de plata, obtenidas en los
diferentes tiempos, se obtuvieron los siguientes parametros farmacocinéticos:
Tmax=6.5h, Cnax=291pg/dL, ABC(=22931ug/dL/h, t,,=98.52h y K=0.0072/h,

los valores obtenidos para cada perro se muestran en la Tabla 4.
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Figura 1. Concentracion sérica promedio de la plata de perros Beagle en las primeras 24h (a) y
los 35 dias (b) posteriores a la administracién de nanoparticulas de plata a una dosis de

5mg/Kg via IP. Los datos representan la media +DE, n=4.

Tomax Crnax ABCoq 1 Ke
Perro | (h) (ug/dL) (ug/dL/h) (h) (h'h

1 6 339 23789.9 103.06 0.0067

2 8 265 20214.4 113.99 0.0061

4 6 252 24815.0 96.53 0.0072

5 6 308 22906.2 80.51 0.0086
Meg'Ea *165+1 291+39.9 22931.4+1972 98.52+14 0.0072 +0.0011

Tabla 4. Parametros farmacocinéticos de plata obtenidos después de la administracion de

nanoparticulas de plata a una dosis de 5mg/Kg via IP a perros Beagle.
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4.1.3 Evaluacion de los perros

Para la evaluacion fisica los perros fueron observados diariamente en
las unidades experimentales, en las cuales permanecieron durante todo el
estudio, ademas se les realizO examen fisico general y examenes de
laboratorio (biometria hematica y perfil bioquimico) previo a la administracion
de las nanoparticulas (basales), a la semana y al mes posterior a la
administracion de las nanoparticulas de plata.

Los resultados de los examenes basales fueron normales en todos los
perros.

Los resultados de la primera semana mostraron una disminucién de la
hemoglobina y del hematocrito en todos los perros y un aumento de los
leucocitos.

Los resultados de los examenes de laboratorio realizados un mes
después del inicio del estudio mostraron elevacion del nitrégeno de la urea,
fosfatasa alcalina y transaminasa glutamico oxalacética en algunos de los
perros.

De acuerdo a la evaluacion fisica realizada al concluir el estudio ninguno
de los perros presentd ningln signo o sintoma de dafio o enfermedad.

La Tabla 5 muestra los resultados de los examenes de laboratorio
obtenidos durante el estudio, los resultados sefialados con un asterisco son

aguellos que estan fuera del rango.
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Biometria Hematica

Perfil Bioquimico

Peso | Hb Hto Leuc Neut Linf|Glu BUN Creat PT Alb BT FA TGO TGP DHL
Perro 1
Basal 8.5 156 48 6.3 65 30 75 13.7 1.0 56 3.1 0.26 55.1 228 32.1 382
1semana|8 142 43 15.7* 75 24 76 169 0.8 6.0 3.3 0.27 76.6 23.0 154* 50.1
1 mes 8.4 156 47 103 57 33 50 213 135 6.0 29 025 68.7 326 189 190.6
Perro 2
Basal 12 153 46 7.6 66 31 86 121 1.0 56 3 024 50.7 179 316 484
1semana| 12 13.5* 42 129 65 28 81 114 0.7 58 3.4 0.25 84.1 254 828 1426
1 mes 124 15.1 45 7.4 56 36 77 167 152 6.2 3.1 026 904 61.0 346 291.0
Perro 3
Basal 125 157 47 7.8 77 17 79 13.1 0.9 57 29 027 62 22.8 204 96.1
lsemana|12.2 142 44 155* 76 20 82 187 0.8 5.7 2.9 0.31 304* 48.0 1633* 109.8
1 mes 13 153 44 9.9 73 24 71 177 123 6.0 3.0 0.21 141 26.7 27.6 183.0
Perro 4
Basal 12 175 51 54 63 36 71 11.2 09 59 3.3 0.25 57 248 622 121.2
lsemana|11.9 155 46 18.6* 77 17 56 16.0 0.8 58 3.1 03 127 344 214* 263
1 mes 12.3 154 46 8.7 68 26 60 169 134 55 3.0 0.23 445 24.7 36.4 432.4
Perro 5
Basal 135 16.1 47 6.1 66 30 76 109 1.0 6.8 2.8 0.22 49.8 30.8 46.3 1283
1semana| 13 147 45 15.1* 73 25 67 149 0.7 7.4 2.8 0.35 149* 26.0 66 147.3
1 mes 141 143 43 7.7 62 32 65 187 1.13 58 2.8 0.27 96.7 41.7 60.7 394.3

Tabla 5. Resultados de

laboratorio obtenidos antes de la administracion de nanoparticulas de

plata y después de una semana y un mes de iniciado el estudio. Hb: hemoglobina, Hto:

hematocrito, Leuc: leucocitos, Neut: neutroéfilos, Linf: linfocitos, Glu: glucosa, BUN: nitrégeno de

la urea, Creat: creatinina, PT: proteinas totales, Alb: albumina, BT: bilirrubinas totales, FA:

fosfatasa alcalina, TGO: transaminasa glutamico oxalacética, TGP: transaminasa glutamico

piravica, DHL: deshidrogenasa lactica.

4.2 Evaluacion de la cinética de plata en ratas

4.2.1 Evaluacion de la distribucion de plata y nanoparticulas de plata

La distribucion de la plata fue evaluada en las muestras de sangre y

organos del grupo de ratas expuestas y el grupo control 14 dias después de la

administracion de nanoparticulas de plata 10mg/Kg via intraperitoneal.
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4.2.1.1 Concentracion de plata en suero y 6rganos

Las muestras de sangre fueron tomadas en tubos vacutainer sin
anticoagulante y posteriormente centrifugadas a 3,000rpm, para la obtencién
del suero que se utilizé para la determinacién de la plata.

Posteriormente se extrajeron los érganos, de los cuales se tomé una
muestra para su digestion y determinacion de plata.

Las concentraciones de plata en suero (ug/dL) obtenidas del grupo de

ratas expuestas a nanoparticulas de plata y el grupo control se muestran en la

Figura 2.
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Figura 2. Concentracion sérica de plata en ratas. Muestras obtenidas el dia 14 después de la

administracion de nanoparticulas de plata.

En la Figura 3 muestran las concentraciones séricas promedio de plata
en las ratas expuestas, que fue de 14.5ug/dL, que en el grupo control no se

detectaron concentraciones de plata.
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Figura 3. Concentracién sérica promedio de plata en ratas expuestas y ratas control. Muestras
obtenidas el dia 14 después de la administracién de las nanoparticulas de plata. Los datos

representan la media +DE, n=6.

En cuanto a la distribucion de plata en érganos se observo que el bazo
fue el 6rgano con mayor concentracion de plata.

En el higado y el riidn no se detectaron concentraciones de plata,
excepto en una de las ratas expuestas que presentd 1.1ug/g de tejido en
higado y 2.5ug/g de tejido en rifidn. No se detectd plata en el cerebro de las
ratas expuestas. En el grupo control no se detectaron concentraciones de plata
en los 6rganos (Figura 4).

La concentracion promedio de plata en el bazo del grupo de ratas
expuestas a nanoparticulas fue de 2.6ug/g de tejido mientras que en el grupo

control no se detectd plata (Figura 5).
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Figura 4. Concentracién de plata en diferentes érganos en ratas expuestas y ratas control.

Muestras obtenidas el dia 14 después de la administracion de las nanoparticulas de plata.

5

Concentracion (pg/g)
N

Expuestas Control

Figura 5. Concentracion promedio de plata en el bazo de ratas expuestas y ratas control.
Muestras obtenidas el dia 14 después de la administracion de las nanoparticulas de plata. Los

datos representan la media +DE, n=5.

4.2.1.2 Evaluacién de dafio a 6rganos en ratas

Para la evaluacion de dafio de los 6rganos en las ratas expuestas a
nanoparticulas y su comparacion con el grupo de ratas control fueron extraidos
rifidn, higado, bazo y cerebro, de los cuales se realizaron cortes histoldgicos
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los cuales se fueron tefiidos con hematoxilina y eosina para ser evaluados por
microscopia éptica.

No se observé dafio en los cortes histopatologicos de rifién en el grupo
de ratas expuestas a nanoparticulas de plata ni en el grupo control (Figura 6).

En los cortes histopatolégicos de higado del grupo de ratas expuestas se
observd engrosamiento de la cépsula hepética con infiltrado inflamatorio
cronico, en los cortes del grupo control no se observo dafio (Figura 7).

En los cortes histopatologicos de bazo del grupo de ratas expuestas se
observd infiltrado inflamatorio cronico de la grasa periesplénica, en los cortes
del grupo control no se observé dafio (Figura 8).

En los cortes histopatolégicos de cerebro del grupo de ratas expuestas
se observd dafio acidofilico neuronal en corteza cerebral y cerebelosa

compatible con dafio hipoxico, en los cortes del grupo control no se observo

dano (Figura 9).

Figura 6. Microfotografia 6ptica de rifion de rata expuesta a nanoparticulas de plata (a).

(b) control.
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Figura 7. Microfotografia optica de higado de rata expuesta a nanoparticulas de plata

(a). (b) control.

Figura 8. Microfotografia Optica de bazo de rata expuesta a nanoparticulas de plata (a).

(b) control.

Figura 9. Microfotografia dptica de cerebro de rata expuesta a nanoparticulas de plata (a). (b)

control
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4.2.1.3 Determinacion de la presencia de nanoparticulas de plata en
organos

La presencia de las nanoparticulas de plata en los 6rganos de las ratas
expuestas fue evaluada por medio de microscopia electrénica en rifion, higado,
bazo y cerebro. Se encontraron nanoparticulas en el rifion (Figura 10), higado
(Figura 11) y cerebro (Figura 12) de las ratas expuestas, confirmando que las
nanoparticulas de plata atravesaron la barrera hematoencefalica. No se
encontraron nanoparticulas en bazo de las ratas del grupo expuesto ni en los
organos de las ratas del grupo control.

La confirmacién de la presencia de las nanoparticulas de plata se llevé a
cabo por medio de la espectrometria de energia dispersiva de rayos X (Figura

13).

Figura 10. Microfotografia electrénica del rifion.
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Figura 12. Microfotografias electronicas de cerebro. Nanoparticulas en el nicleo de las

neuronas (a) y en la unién neuronal (b).
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Figura 13. Microfotografia electronica (a) y grafica de la espectrometria de energia dispersiva

de rayos X (b). La grafica confirma la presencia de nanoparticulas de plata.

4.2.2 Evaluacion de la eliminacion de plata y nanoparticulas de plata

4.2.2.1 Determinacion de plata en muestras de orinay heces

Para la determinacién de plata en orina y heces, las muestras fueron
obtenidas después de la medicién de su volumen y peso. En el caso de las
muestras de orina éstas se colectaron hasta que la deteccion de la plata estuvo
por debajo del limite de cuantificacion, lo que ocurri6 el dia 7 del estudio (Tabla
6). La Figura 14 presenta la excrecion urinaria promedio de la plata durante la

primera semana del estudio.

49



Concentracion urinaria de plata
Ratas expuestas Ratas control
Dia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
0 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 | <5 <5 <5
1 6.7 161 55.2 190 <5 <5 57 146 | <5 <5 <5
2 89 58 102 <5 12.8 <5 13.4 <5 <5 <5 <5
4 <5 <5 <5 115 176 <5 <5 <5 <5 <5 <5
7 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5
Tabla 6. Concentraciones de plata (ug/dL) en muestras de orina de ratas expuestas a

nanoparticulas de plata a una dosis de 10mg/Kg y el grupo control (no expuestas).

Concentracion (pug/dL)

140

120

100

80

Dias

Figura 14. Excrecion urinaria de plata (ug/dL) en ratas posterior a la administracion de

nanoparticulas de plata a una dosis de 10mg/Kg. Los datos representan la media +DE, n=8.

La recoleccion de muestras de heces para la determinacion de plata se

realiz6 los dias O, 1, 2, 4, 7, 10, 14, 17, 21, 24, 28, 31, 35, 38, 42, 45, 49 y 53

del estudio (Tabla 7). El promedio de la excrecion fecal de plata de las ratas se

muestra en la Figura 15.
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Ratas expuestas

Ratas control

Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
0 <04 <04 <04 <04 <04 <04 <04 <04 <04 <04 <04
1 10 22 14 32 15 40 45 127|<04 <04 <04
2 228 87 6.8 32 282 20 51 143|<04 <04 <04
4 27 21 25 28 18 11 37 39 |<04 <04 <04
7 130 94 90 70 70 41 70 111|<04 <04 <04
10 33 43 25 24 29 08 53 06 (<04 <04 <04
14 19 27 78 49 373 99 59 19 |<04 <04 <04
17 98 30 124 34 32 122 27 20 (<04 <04 <04
21 18 20 14 34 28 18 19 25 |<04 <04 <04
24 30 21 18 17 15 19 19 05 (<04 <04 <04
28 33 16 19 16 26 <04 25 26 (<04 <04 <04
31 10 34 34 39 13 <04 08 10 |<04 <04 <04
35 45 13 08 15 12 <04 22 30 |<04 <04 <04
38 12 05 12 32 32 <04 21 14 |<04 <04 <04
42 13 10 31 47 45 <04 72 25 |<04 <04 <04
45 14 08 19 07 09 <04 11 18 |<04 <04 <04
49 18 31 12 12 13 <04 14 15 |<04 <04 <04
53 08 09 06 14 07 <04 16 08 |<04 <04 <04

Tabla 7. Excrecion de plata (ug/g) en las heces de las ratas, posterior a la administracion de

nanoparticulas de plata a una dosis de 10mg/Kg.

Concentracion (pg/g)

25

Dias

Figura 15. Excrecion promedio de plata en las heces de las ratas posterior a la administracion

de nanoparticulas de plata a una dosis de 10mg/Kg. Los datos representan la media +DE, n=8.
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4.2.2.2 Evaluacién de las ratas

La evaluacién de las ratas se llevd a cabo dentro de las jaulas
metabdlicas, se registraron diariamente los ingresos (agua y alimento) y los
egresos (orina y heces), ademas del peso corporal dos veces por semana. En
todas las ratas expuestas a nanoparticulas se observd disminucion en la
ingesta de alimento los primeros tres dias. Al comparar el grupo de ratas
expuesto con el grupo control, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las medias diarias en la ingesta de agua (19.84mL/dia,
control 20.64mL/dia), ingesta de alimentos (14.24g/dia, control 14.29g/dia),
excrecion de heces (8.46g/dia, control 8.26g/dia), excrecibn de orina
(7.03mL/dia, control 7.59mL/dia), ni en el aumento de peso (1.02g/dia, control

0.74g/dia).
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CAPITULO 5: DISCUSION

El objetivo del presente trabajo fue evaluar los parametros
farmacocinéticos de la plata después de la administracion de las nanoparticulas
de plata, ademas de evaluar su posible toxicidad.

Para el estudio farmacocinéticos se utilizaron perros Beagle y la
distribucion en érganos y la eliminacién de la plata se utilizaron ratas Wistar. En
el libro “Perfil Toxicolégico de la Plata” publicado por Roper para el Centro de
Control de Enfermedades (CDC, Estados Unidos), reportan que la depuracién
de plata posterior a la administracion intravenosa de nitrato de plata es menor

en perros que en ratones, ratas y monos ©9

, por esta razén se decidié utilizar
una dosis de 5mg/Kg en los perros, la cual es menor que la dosis administrada
a las ratas (10mg/Kg), en las que se realizaron los estudios de distribucion y

eliminacién de la plata.

Determinacion de plata en el suero de los perros

En el perfil farmacocinético obtenido de las concentraciones de plata en
el suero de los perros durante las primeras 24h se observo la presencia de las
tres fases representativas de una administracion en sitio de depdsito, donde se
presentd una primera fase caracterizada por un aumento en las
concentraciones séricas de plata la cual corresponde a la etapa de absorcién
de la plata desde el sitio de administracién hacia la sangre, una segunda fase

donde se alcanza la concentracion maxima seguida de una fase de eliminacién
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representada por la caida franca de la curva de concentraciones séricas de
plata.

En el perfil farmacocinético considerando las concentraciones hasta el
dia 35 se observé una segunda elevacion en las concentraciones séricas de
plata la cual ocurrié alrededor del tercer dia, lo que indica que existe una fase
de redistribucion entre los dias 3 y 5, este fendmeno pudiera explicarse por una
distribucion rapida de las nanoparticulas de plata (primeras 24h), para
posteriormente tener una fase de redistribucién. Por ultimo sigue la fase de
eliminacion que se prolonga hasta el dia 35 del estudio, cuando las
concentraciones de plata en suero estuvieron por debajo del limite de

cuantificacion.

Parametros farmacocinéticos

En este estudio se obtuvieron los siguientes parametros
farmacocinéticos: Tmax, Cmax, ABC, t¥2 y Ke. A la fecha no existe evidencia en la
literatura de estudios donde se haya evaluado la farmacocinética de la plata
después de la administracion de nanoparticulas de plata en perros Beagle. En
un estudio realizado por Lee y colaboradores en ratas Sprague-Dawley
expuestas durante 28 dias por via oral a nanoparticulas de plata estabilizadas
con citrato, se mostr6 que las concentraciones sanguineas de plata
disminuyeron rapidamente durante el primer mes y se mantuvieron bajas
durante los siguientes 4 meses %%, Sin embargo, las diferencias tanto en la via

de administracién, las dosis repetidas durante 28 dias y el hecho de que las
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nanoparticulas utilizadas poseian cubierta no permiten una comparacion con
los resultados de este estudio, ademas que los autores solo determinaron la

vida media de eliminacion.

Evaluacion de los perros

En los resultados de los estudios de laboratorio realizados a los perros
una semana después de la administracion de las nanoparticulas, se observé
una disminucién en los parametros de la linea roja y un aumento de los
leucocitos en todos los perros, ademas en algunos de ellos se observd
elevacion de las enzimas hepaticas, sin embargo los perros presentaron un
buen aspecto general. En los examenes de laboratorio realizados al mes del
estudio los resultados de la biometria hematica y del perfil bioquimico se
encontraron en niveles normales.

Los hallazgos de dafio por medio de estudios de laboratorio han sido
reportados por diferentes autores, De Jong y colaboradores reportaron cambios
importantes en los parametros del perfil bioquimico y en la biometria hemética
en un estudio en el que se administraron nanoparticulas de plata por via
intravenosa de manera repetida en ratas ®®. Kim y colaboradores encontraron
cambios estadisticamente significativos en los niveles de fosfatasa alcalina y
colesterol, dependientes de la dosis de nanoparticulas de plata administradas
durante 90 dias por via oral a ratas ®®. El mismo autor encontrd, ademas de los
datos descritos anteriormente, una disminucion en las proteinas totales y en el

tiempo de tromboplastina parcial y un incremento en el volumen corpuscular
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medio, los eritrocitos, la hemoglobina y en el hematocrito en ratas expuestas a
nanoparticulas de plata por un periodo de 28 dias ®°Y. Lee y colaboradores
reportaron en un estudio realizado en ratas, una disminucion de la
concentracion media de hemoglobina corpuscular y de las plaquetas, después
de la administracién oral de nanoparticulas de plata con cubierta de citrato
durante 28 dias. Los parametros que se elevaron significativamente fueron el
tiempo de protrombina, el colesterol, los niveles de la fosfatasa alcalina y la
aspartato amino transferasa. Todos los parametros se recuperaron a niveles

normales después de uno a dos meses %

Distribucion de plata en 6rganos de ratas

La distribucién de la plata fue evaluada en sangre, rifién, higado, bazo y
cerebro a los 14 dias posteriores a la administracion de las nanoparticulas de
plata.

La concentracion de plata en suero en este tiempo, en el grupo de ratas
expuestas fue de 14.5ug/dL.

En bazo, 5 de las 6 ratas presentaron concentraciones detectables de
plata con un promedio de 2.6ug/g, mientras que en higado y riiidn solo una rata
presentd concentraciones detectables. En este tiempo no se detectd plata en
cerebro.

El haber encontrado concentraciones de plata en bazo de 5 de las 6
ratas de estudio concuerda con lo reportado en la literatura en cuanto a que las

nanoparticulas son captadas por el sistema reticulo endotelial. Sadauskas y
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colaboradores demostraron en un estudio con nanoparticulas de oro inyectadas
por via intravenosa e intraperitoneal, que la captacion de las nanoparticulas se
llevé a cabo por el sistema reticulo endotelial, principalmente por las células de
Kupffer hepaticas 2.

En un estudio de distribucién posterior a la exposicion a nanoparticulas
de plata via inhalatoria durante 4 semanas, Ji y colaboradores reportaron un
aumento en las concentraciones de plata dependiente de la dosis en higado,
cerebro y bulbo olfatorio (mas altas que el cerebro) ?°®. Sung y colaboradores
reportaron un incremento dependiente de la dosis en las concentraciones de
plata en tejido pulmonar, sangre, higado, cerebro y bulbo olfatorio (mayores

©3 En un estudio

que en cerebro) en ratas expuestas durante 90 dias
realizado por Loeschner y colaboradores en ratas expuestas por via oral a
nanoparticulas de plata estabilizadas con polivinilpirrolidona durante 28 dias se
reporté que las concentraciones de plata fueron mayores en el intestino

@87

delgado, estébmago, rifibn e higado Kim y colaboradores reportaron

(101)

resultados similares . En nuestro estudio la plata pudo ser cuantificada en

bazo, higado y rifién, pero no en el cerebro.

Dafio a 6rganos en ratas Wistar

La ausencia de dafio histolégico en rifion, aunado a la baja eliminacion
de la plata por orina y a que no se detecto plata en los rifiones (excepto en una
rata que presentd 2.5ug/g) sugiere que la dosis de nanoparticulas de plata

administradas no producen toxicidad en rifion.
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La presencia de engrosamiento de la capsula hepatica y la presencia de
infiltrado inflamatorio crénico en la grasa periesplénica puede deberse a un
efecto irritativo directo de la administracion intraperitoneal de las nanoparticulas
de plata, mas que a un efecto toxico sistémico.

En contraste con lo encontrado en el presente trabajo, Kim vy
colaboradores encontraron una alta incidencia de hiperplasia en la via biliar con
0 sin necrosis, fibrosis y/o pigmentacion en ratas expuestas a nanoparticulas
de plata por via oral durante 90 dias ®®. Sardari y colaboradores observaron en
ratas expuestas por via oral a nanoparticulas de plata por 30 dias, dafios en
bazo, rifién e higado ®. Cha y colaboradores encontraron datos sugestivos de
dafio en higado, corazdn, intestino y bazo en ratones balb/c tres dias después
de la exposicién a nanoparticulas de plata °”. Kim y colaboradores reportan
datos sugestivos de dafio hepatico en ratas expuestas a nanoparticulas de
plata por 28 dias, ademas comprobaron que las nanoparticulas de plata no
inducen toxicidad genética en la médula 6sea %Y.

En este trabajo, los cortes histolégicos de cerebro mostraron dafio de las
neuronas de la sustancia gris de cerebro y cerebelo, que puede corresponder a
la alta sensibilidad a la hipoxia de estas células. Tang y colaboradores
encontraron datos de destruccion de la barrera hematoencefélica, un aumento
en el tamafio de los astrocitos y degeneracion neuronal posterior a la
exposicion subcutanea de nanoparticulas de plata en ratas ©°.

Kedziora ha descrito que las nanoparticulas de plata producen una

obstrucciéon en el reclutamiento de energia, afectando el movimiento de
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electrones en la cadena respiratoria e inhibiendo a los citocromos ©?, éste
podria ser el mecanismo del dafio en las neuronas. Uno de los mecanismos de
dafio de las nanoparticulas de plata establecido, es la afeccién de la funcion de
las mitocondrias. Costa y colaboradores demostraron que las nanoparticulas de
plata disminuyen la actividad de los complejos I, II, lll y IV de la cadena
respiratoria mitocondrial de células extraidas del cerebro, musculo esquelético,
corazon e higado en ratas, los cuales son altamente susceptibles a la inhibicion
del metabolismo aerébico de produccién de energia *°®. Aun se discute si la
toxicidad causada por nanoparticulas de plata es por si mismas, por la

liberacién de iones de plata de las nanoparticulas o por ambas 9.

Presencia de nanoparticulas de plata en érganos de rata

En cuanto a la deteccion de la presencia de las nanoparticulas de plata
en los organos, es importante sefialar que uno de los objetivos principales del
estudio en ratas fue la evaluacion del paso de las nanoparticulas a través de la
barrera hematoencefdlica. En este estudio se detecté la presencia de las
nanoparticulas en las neuronas del encéfalo, lo que demuestra que las
nanoparticulas sin cubierta utilizadas atravesaron la barrera hematoencefalica.
Las nanoparticulas también se detectaron en higado y riiidn, lo cual fue un
resultado esperado por ser érganos que participan en la depuracion de
sustancias por la orina o las heces.

Garza-Ocanas y colaboradores reportaron la presencia de

nanoparticulas de plata en el higado, rinidbn y corazén posterior a la
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administracion intraperitoneal de nanoparticulas de plata cubiertas con
albumina bovina a ratas, sin embargo en este estudio no se encontraron
nanoparticulas en el cerebro ®¥. Tang y colaboradores reportaron cantidades
discretas de nanopatrticulas en rifién, higado, bazo y tejido pulmonar asi como
en las células endoteliales de la barrera hematoencefélica, en ratas expuestas

por via subcutanea a nanoparticulas de plata ©°

. Lankveld y colaboradores
demostraron que después de la administracion de nanoparticulas de plata de
diferentes tamafios via intravenosa a ratas, las nanoparticulas desaparecieron
rapidamente de la sangre y se distribuyeron a higado, pulmén, bazo, cerebro,
corazén, riflones y testiculos, las nanoparticulas mas pequefias se
distribuyeron principalmente en el higado, seguido de los rifiones y el bazo,
mientras las particulas mas grandes se distribuyeron principalmente en bazo
seguido del higado y pulmén @9,

Park y colaboradores utilizaron en su estudio diferentes tamafnos de
nanoparticulas de plata administradas a ratones ICR por via oral por 14 dias,
reportaron que las nanoparticulas de menor tamafio fueron distribuidas a
cerebro, pulmén, higado, rifién y testiculos, mientras las nanoparticulas mas
grandes no fueron detectadas en estos tejidos “°. Loeschner y colaboradores
reportaron que posterior a la administracion oral de nanoparticulas de plata, al
observar los cortes de higado, las venas centrales, las vias portales y las
lagunas de células de Kupffer se tifieron intensamente, en el rifidn reportaron la
presencia de plata en el glomérulo y por todo el borde del ribete en cepillo del

epitelio de los tGbulos proximales ®”. Haase y colaboradores analizaron la
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distribucion intracelular de las nanoparticulas de plata en macréfagos humanos
THP-1 in vitro, la mayoria de las nanoparticulas aparecieron libremente
distribuidas por el citoplasma, el nucleo e incluso en el nucléolo y dentro de los
lisosomas, no se detectaron nanoparticulas en mitocondrias ni en reticulo
endoplasmico 1%,

Lee y colaboradores describen que el contenido de plata disminuyo
gradualmente durante los 4 meses de recuperacion en la mayoria de los
tejidos, excepto cerebro y testiculos, de ratas Sprague-Dawley expuestas 28
dias a nanoparticulas de plata estabilizadas con citrato, mostrando que las
barreras bioldgicas, como la hematoencefalica y la hematotesticular, parecen
jugar un papel importante en el aclaramiento de la plata de estos tejidos .

Es dificil hacer una comparacién de nuestro los trabajo con los reportados en la
literatura, ya que estos han demostrado una gran variabilidad de resultados en
la determinacion de la presencia de las nanoparticulas de plata de acuerdo a la
via de administracién, concentracion, presencia de cubierta, frecuencia de

administracion y el tiempo entre la administracion y la extracciéon de los

organos.

Eliminacion de plata en ratas Wistar

La eliminacion de la plata en las ratas Wistar fue evaluada en orina y
heces.

La eliminacion de plata por orina fue medida hasta el dia 7 del estudio,

tiempo en el cual los niveles disminuyeron hasta ser inferiores al limite de
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cuantificacion. La mayor cantidad de plata eliminada por orina se presento en el
dia 1, los siguientes dias fue menor.

La eliminacién de plata por heces fue medida hasta el dia 53 del estudio,
en el cual aun se lograron detectar pequefias cantidades de plata. La
eliminaciéon de plata fue variable, siendo mayor en los dias 2, 7 y 14.
Posteriormente las concentraciones de plata eliminadas fueron constantemente
bajas se hasta el dia 42, donde se presentd una ligera elevaciéon. La plata fue
eliminada primordialmente por esta via.

Loeschner y colaboradores reportaron que la via principal de excrecion
de plata posterior a la administracion oral de nanoparticulas de plata
estabilizadas con polivinilpirrolidona fue por heces, por orina se excret6 menos

del 1% @7,

Evaluacion de las ratas

Con respecto a los ingresos de agua y alimentos y los egresos de heces
y orina, la ingesta de alimento se redujo los primeros 3 dias del estudio en el
grupo de ratas expuestas a nanoparticulas de plata, sin embargo se recuperé
desde el cuarto dia del estudio. Al final del estudio no se encontré una
diferencia estadisticamente significativa en la ingesta de agua y alimento ni en
las cantidades de excrecion de heces y orina cuando se comparé con el grupo
control.

En los estudios de toxicidad de nanoparticulas de plata por via

inhalatoria de las nanoparticulas de plata realizados por Sung y colaboradores
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®293) v por Ji y colaboradores %, no se observaron efectos importantes ni

diferencias estadisticamente significativas en el consumo de alimentos de las
ratas expuestas contra el grupo de ratas control. Asi mismo en los estudios de

exposicion oral realizados por Kim vy colaboradores ®8100

y Lee vy
colaboradores %) no se encontraron diferencias significativas en el consumo

de comida y agua o en el peso entre los grupos tratados y el grupo control.
El presente trabajo representa el primer estudio de determinacion de los

pardmetros farmacocinéticos de plata posterior a la administracion de

nanoparticulas de plata por via intraperitoneal en perros.
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CAPITULO 6: CONCLUSIONES

Modelo farmacocinético en perros:

1.- La vida media de la plata (t%2) después de la administraciéon de
nanoparticulas de plata a perros fue 98.5 horas.

2.- La Cpax fue 291pg/dL y se alcanzoé a las 6.5 horas (Tmax), con una ABCy de
22931.4pg/dL.

3.- La plata present6é un fendmeno de redistribucion a los 3 dias posteriores a la

administracion de las nanoparticulas.

Modelo de distribucién y eliminacién de plata en ratas:

1.- El 6rgano con mayor concentracion de plata fue el bazo.

2.- Las nanoparticulas de plata atravesaron la barrera hematoencefalica.
3.- Se observo dafio morfolégico inespecifico en higado, bazo y cerebro.

4.- La principal via de eliminacion de la plata principal fue la fecal.
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