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RESUMEN

Las nanoparticulas de plata se utilizan ampliamente en diversas aplicaciones
médicas por sus propiedades antifungicas, antivirales y bactericidas, pero sigue
persistiendo un vacio y controversia respecto a su toxicidad. Existen dudas sobre si
las propiedades de las nanoparticulas desde su produccidn, preparacion,
almacenaje, funcionalizacién, entre otras caracteristicas influyen en sus niveles de
toxicidad. Es por esto que en el presente trabajo, se explora la citotoxicidad y
genotoxicidad de las nanoparticulas de plata Argovit® en el modelo murino BALBI/c,
de forma que sea posible contrastar su cito-genotoxicidad contra los agentes
antineoplasicos ciclofosfamida (CP) y citosina arabinosa (Ara-C), sustancias
conocidas por sus propiedades citotoxicas y genotdxicas, con la finalidad de
contribuir en el disefio de tratamientos quimioterapéuticos que disminuyan el efecto
adverso causado por los tratamientos actuales. Se determiné la frecuencia de
eritrocitos policromaticos (EPC) para determinar la estabilidad medular y la de
eritrocitos micronucleados (EMN) para evaluar genotoxicidad, y se observo
frecuencia similar de EPC en el grupo control como en el grupo expuesto a AgNPs,
sin embargo los organismos expuestos a 6 mg /kg de AgNPs de forma oral posterior
a la administracion de 50 mg/kg de CP disminuyeron la mielo supresion. La
administracion de AgNPs disminuyé el efecto genotdxico agudo de la CP,
reduciendo hasta en 50% la frecuencia registrada de micronucleos en eritrocitos
policromaticos (EPCMN). Es la primera vez que se describe una formulacion de
AgNPs como amortiguador de dafio genotoxico provocado por un antineoplésico,

se observo retraso de la aparicion de micronucleos después de administrar maltiples



veces CP. Estos resultados pueden contribuir a nuevos disefios de tratamientos

terapéuticos.

Palabras Clave: AgNPs, Argovit®, Citotoxico, Genotdxico, Antineoplésicos,
Ciclofosfamida, Prueba de micronulcleos en sangre periférica, Micronucleos en

eritrocitos.
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INTRODUCCION

El uso de nanomateriales induce a considerarlos como desarrollos
tecnoldgicos de reciente data, aunque sus antecedentes pueden rastrearse desde
los primeros siglos de nuestra era. Uno de los primeros y mas antiguos registros
gue se tienen sobre el uso de los nanomateriales por el hombre se remonta al siglo
cuatro después de Cristo, cuando los sopladores de vidrio romanos utilizaban
pequefas particulas de oro para crear una copa cuya caracteristica era su cambio
de coloracion de un verde a un color rubi al ser atravesada por los rayos de luz;
propiedad atribuida al tamafio de las particulas de oro con las que estaba fabricada
la copa, dichas particulas tenian un diametro menor a 30 nandémetros. Esta
caracteristica incit6 a Michael Faraday a estudiar ese fendmeno y tratar de
explicarlo, por lo que a partir de 1857 en adelante se dio a conocer la relacién
existente entre las propiedades de una particula y el tamafio que esta poseia. Este
fue el origen hacia finales del siglo XX de la acufiacion del término nanotecnologia,
el cual contempla el entendimiento y control de la materia con dimensiones entre 1
y 100 nandmetros. En ese mismo siglo se vieron grandes avances en el campo de
la nanotecnologia gracias a la creacion del microscopio de efecto tunel (Leon et al.,

2019; Mulvaney, 2015).

Todos los avances cientificos en el area de los nanomateriales de la ultima
década ayudaron a que en la actualidad se puedan sintetizar nanoparticulas de
diferentes materiales; a partir de carbono, silice, compuestos organicos, de
biopolimeros como el quitosano e inorganicos (metales) (Placido et al., 2019; Rao

et al., 2005; Salamat et al., 2019; Tan et al., 2018; Younes et al., 2020). De estos

1



ultimos se destaca la categoria de nanoparticulas de metales nobles, Pt (platino),
Au (oro), Rh (rodio), Ru (rutenio), Ir (iridio), Os (osmio), Pd (paladio) y Ag (plata)

(Bing Tan et al., 2020).

Debido a sus propiedades fisicoquimicas, el uso de este tipo de
nanoparticulas en diferentes campos va en aumento. En el caso de las
nanoparticulas de plata o AgNPs por sus siglas en inglés, es relevante,
principalmente en el campo de la biomedicina. Esto se debe a que se le atribuyen
propiedades bactericidas, fungicidas y antivirales (Biswas y Dey, 2015) e incluso
actividad anti inflamatoria, por lo cual las AgNPs son ampliamente utilizadas para
diagnéstico, tratamiento, administracion de farmacos, recubrimiento de dispositivos
médicos y para el cuidado de algunos padecimientos. Todas estas aplicaciones en
un area tan importante y delicada como el de la biomedicina incentivé el aumento
en los ultimos cinco afios del niumero de investigaciones sobre la toxicidad de las
AgNPs, aun asi, poco se ha concluido sobre los factores que inciden en su toxicidad
a nivel celular y se desconoce si presentan propiedades anti genotdxicas

(Liangpeng , et al. 2014).

El interés por el desarrollo de aplicaciones terapéuticas y farmacoldgicas de
las AgNPs plantea la necesidad de establecer las condiciones de su uso seguro
para los seres humanos, sobre todo cuando se trata del disefio de mecanismos de
entrega de farmacos a nivel molecular (Martinez-Espinosa, et al. 2012). Aun existen
serias dudas sobre si las propiedades de las nanoparticulas desde su produccion,

preparacion, almacenaje, funcionalizacion, entre otros procesos tales como el tipo



de agente precursor, el agente reductor utilizado, tamafio promedio de la particula,

la forma, tipo de ligando, etc., influyen en sus niveles de toxicidad (Monge 2014).

En la investigacion sobre la toxicidad de las nanoparticulas de plata, sigue
persistiendo un vacio y controversia respecto al entendimiento de las vias del dafio
a nivel celular, en lo referente a las pruebas experimentales y su tamafio. Diversas
investigaciones demuestran que son toxicas por ejemplo en animales acuaticos, ya
gue producen especies reactivas de oxigeno (ROS), aberraciones cromosémicas,
sobreexpresion del gen p53, necrosis, apoptosis, formacidn de micronucleos, entre

otros dafos (El Mahdy, et al. 2015, Huk, et al. 2015).

Los micronucleos son considerados como marcadores biolégicos que
permiten identificar la genotoxicidad e inestabilidd gendémica de diferentes
materiales y sustancias en diversos tejidos y mucosas. Esto es debido a su proceso
de formacion, ya que el micronucleo consiste en un cromosoma completo o solo
fragmentos de cromosomas rezagados fuera del nicleo durante la division celular,
por lo que, la técnica de microndcleos en eritrocitos de sangre periférica evalla el
namero de eritrocitos maduros e inmaduros y la presencia de micronucleos en estas

células (Hayashi et al., 1994; Zafiga-Gonzalez et al., 2001).

Esta técnica proporciona cuatro biomarcadores para la interpretacion del
proceso de citotoxicidad y genotoxicidad en eritrocitos de sangre periférica:
eritrocitos normocromaticos (EN), eritrocitos policromaticos (EPC), eritrocitos
micronucleados (EMN) vy eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN)

(Torres-Bugarin et al., 2007). Los valores obtenidos de estos cuatro biomarcadores



son esenciales para la determinacion de la citogenotoxcidad de materiales y

sustancias.

El presente trabajo explora la citogenotoxcidad de nanoparticulas de plata
Argovit® en el modelo murino BALB/c mediante la técnica de microndcleos de
sangre periférica, de forma que sea posible contrastar su citogenotoxcidad contra
agentes antineoplasicos como ciclofosfamida (CP) y citosina arabinosa (Ara-C),
ampliamente conocidos por sus propiedades citotoxicas y genotoxicas. La
informacion obtenida permite sugerir que algunas dosis de las AgNPs Argovit® son

seguras y biocompatibles para uso en aplicaciones biomédicas.

ANTECEDENTES

Nanoparticulas de plata

En el mercado actual se pueden encontrar varias compafias que ofrecen
distintos tipos de AgNPs. Nano XACT por ejemplo, ofrece varios tipos de AgNPs
con diversas formas: esféricas, planas o nanocubos. Las hay sin recubrimiento o
con diversos revestimientos como la polivinilpirrolidona (PVP), citrato, o en solucion
acuosa y también con tamafios diversos (Oldenburg, 2004). Otras compafiias como
Vector-Vita ofrece actualmente mas de cuatro formulaciones y productos distintos
basados en AgNPs, entre ellos Argovit™(Burmistrov, 2005). Otros productos

también pueden encontrarse como unas nano particulas de plata con posicion del



pico de absorcién en ancho intervalo de longitud de onda de 400 nm hasta los 950
nm (Huk, 1zak-Nau and Reidy, et al. 2014, Massarsky, et al. 2014, Olasagast, et al.

2014).

Los métodos quimicos por los cuales son sintetizadas las nanoparticulas
metdlicas incluyen la reduccién quimica, fotoquimica, la electrolisis y pirélisis. Los
métodos fisicos incluyen el método de vaporizacién y molienda, mientras que los
biol6gicos emplean bacterias, plantas y hongos (Kushwaha et al. 2015). Algunos de
estos metodos de sintesis utilizan quimicos toxicos para estabilizar las
nanoparticulas, lo cual los convierte en un riesgo potencial tanto para la salud como

para el ambiente.

Los nanomateriales, deben ser caracterizados con respecto a sus diferentes
propiedades fisicoquimicas, para lo cual se puede utilizar el espectrofotometro de
luz UV visible, microscopia por escaneo de electron (SEM) y difraccién de rayos X

(XRD), (Umoren, Obot, y Gasem, 2014).

Actualmente las nanoparticulas de plata y oro son muy utilizadas en
aplicaciones en diferentes areas como: electronica, en revestimientos, embalaje,
biotecnologia, tecnologia de alimentos y especialmente en medicina; el uso de
AgNPs en esta ultima rama es debido a que presenta, ademas de cualidades anti
fungicas y antivirales, propiedades bactericidas, abarcando un gran espectro de
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, asi como bacterias asociadas a

infecciones intrahospitalarias ( Swathy 2014; Biswas y Dey 2015).



Para las aplicaciones biomédicas, el tipo de recubrimiento que se utiliza en
muchas formulaciones es el PVP, polimero que evita que las AgNPs se aglomeren
en soluciones acuosas, permite la dispersién estable y prolonga el tiempo de
circulacion de las nanoparticulas en el reticulo endotelial; lo mas importante de este
polimero es su hidrosolubilidad, no tiene carga y no es toxico, por lo que se le
considera seguro para utilizarse en biomateriales para aplicaciones médicas

(Hayama et al., 2004; Kumar y Abraham, 2016).

La gran demanda de uso de las nanoparticulas de plata, han llevado a
conducir diversos estudios en los cuales se utiliza una gran diversidad de modelos
biol6égicos como ratones, plantas, y cultivos celulares que a su vez generan
controversia respecto a encontrar el mejor modelo para detectar toxicidad al mismo

nivel celular.

En las lineas celulares se pueden mencionar algunos estudios como el de
Souza et al. (2016), donde se utilizaron las lineas celulares de ovario de hamster
chino CHO- K1 y CHO-XRS5 para evaluar la citotoxicidad y la genotoxicidad de las
AgNPs e identificar si presentan toxicidad dependiente del tamafio de la
nanoparticula. Expusieron a los cultivos a diferentes concentraciones de AgNPs
0.025 — 5.0 pg/ml durante 24 horas, utilizaron dos tamafios de nanoparticulas, 10
nm y 100 nm, no especificaron el recubrimiento. Analizaron mediante el ensayo de
viabilidad celular, ensayo clonogénico, ensayo cometa, citometria de flujo y prueba
de micronucleos. Encontraron que las nanoparticulas de 100 nm indujeron mayor

citotoxicidad y genotoxicidad en comparacion con las de 10 nm. Por lo que sugieren



gue la exposicion a nanoparticulas de un tamafio mayor puede producir mas dafio

gue aquellas con menor tamafio.

Park y colaboradores (2011), también llevaron a cabo un estudio de
citotoxicidad y genotoxicidad en lineas celulares, utilizaron fibroblastos embrionarios
(MEF-Lac) los cuales se expusieron a 0.1 — 100 pug/ml de AgNPs nano Composix
Inc. de diferentes diametros, 20, 80 y 110 nm, recubrimiento no especificado,
durante 16 horas. En estos experimentos revelan que las AgNPs de 20 nm no
indujeron, e incluso no incrementaron la frecuencia de mutacién con 3 pg/ml, pero
al contrario, por arriba de dicha concentracion resultaba ser demasiado citotoxica.
Por otra parte, los experimentos tratados con las nanoparticulas de 113 nm de
diametro si incrementaron la frecuencia de mutaciéon en comparacién con el grupo
control, aunque observaron que el incremento no estaba relacionado con la dosis ni
fue estadisticamente significativa. Observaron los mismos resultados para las
nanoparticulas de 80 nm, pero a diferencia de las de 113 nm, si indujo un detrimento
del 20% de la actividad metabdlica. Los autores sugieren que las concentraciones

gue indujeron un incremento en la frecuencia de mutacion de genes eran citotoxicas.

Entre los estudios con mamiferos resalta el realizado por Nallanthighal et al.,
(2017) quienes investigaron el estrés oxidativo, el dafio al acido desoxirribonucleico
(ADN) y acumulacion de nanoparticulas de plata con dos diferentes recubrimientos,
uno de citrato y el otro de PVP en el estbmago de ratones C57BL / 6J pun / pun.
Ambas AgNPs se administraron de forma oral diariamente durante siete dias, con
una dosis de 4 mg/Kg. Sus resultados mostraron que nano particulas de plata
recubiertas con PVP no generaban una induccién de dafio al ADN por estrés
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oxidativo, ademas de que no se presentd incremento en la frecuencia de
micronucleos en la célula. En relaciéon con la acumulacion en el estbmago, estos
autores mencionan que las AgNPs recubiertas con PVP no son muy susceptibles a
aglomerarse, en cambio las AgNPs recubiertas con citrato, tienden a aglomerarse,
ya sea en presencia o ausencia de proteinas en los jugos gastricos y por lo tanto, a
inducir genotoxicidad tanto en sangre periférica como en medula ésea. Los autores
concluyen que una alta aglomeracién en el jugo digestivo de nanoparticulas esta
asociada a una alta genotoxicidad en tejidos debido a la liberacion de los iones de

plata.

Li y colaboradores (2014) realizaron un estudio para evaluar el efecto dosis
respuesta de la formulacion de AgNPs NanoComposix, Inc., ademas de evaluar el
posible efecto del tamafio de la nanoparticula y el recubrimiento. Su estudio se llevo
a cabo en ratones macho B6C3F1, conformaron 2 grupos de 5 ratones de 7
semanas de edad con un peso entre 25-30 gr. Al primer grupo le suministraron
nanoparticulas de plata con un tamafio de 5 nm recubiertas de PVP, una sola
inyecciodn, via intravenosa, con dosis de 1.0, 2.5, 5.0, 10.0 o 20.0 mg/kg; para tratar
de registrar el efecto dosis respuesta. Al segundo grupo los autores le suministraron
nano particulas de plata con un tamafio de 15-100 nm o de 10-80 nm con
recubrimiento de silicon mediante una inyeccion via intravenosa, empleando una
dosis Unica de 25 mg/Kg, durante 3 dias consecutivos. De esta manera, ellos
pudieron observar el efecto del tamafio y el recubrimiento mediante el ensayo de
micronucleos in vivo y el ensayo cometa, tanto en sangre como en medula ésea (Li

et al., 2014). Los resultados que obtuvieron son opuestos al de todos los autores



anteriores, ya que en este estudio observaron una reduccion de reticulocitos (EPC)
en los animales con tratamiento de nanoparticulas de plata recubiertas con PVP vy,
aungue no observaron aumento de micronucleos en reticulocitos, si demostraron
gue las AgNPs pueden afectar medula 6sea e higado del ratbn y generar
citotoxicidad para los reticulocitos y dafio al ADN por las especies reactivas de

oxigeno en el higado (Li et al., 2014).

En cuanto a las diferencias de los recubrimientos a los que se deben sus
resultados, Li y colaboradores, (2014) concluyen que en el caso de las AgNPs
recubiertas con PVP, la citotoxicidad en medula 6sea se debi6 a que este
recubrimiento prolonga el tiempo de accion de las nanoparticulas, porque
permanecen mas tiempo en el plasma. En cambio, los autores atribuyen la
diferencia de dafio en medula 6sea por las nanoparticulas recubiertas con silicona
debido a que estas tienen gran tamafo, de donde infieren que no tienen acceso a
la medula ésea, la cual tiene en su endotelio discontinuo poros de 50 a 100 nm de
tamafo. Con base en estos hallazgos, los autores sugieren que los diferentes
recubrimientos de las nano particulas tienen efectos significativos tanto en la

distribucion como en la citotoxicidad en los diferentes tejidos (Li et al., 2014).

En un estudio realizado por Dobrzynska y colaboradores (2014) en ratas
Wistar machos de 14 semanas de nacidas investigaron la citotoxicidad y
genotoxicidad de dos diferentes nanoparticulas, una de dioxido de titanio (TiO2NPs)
y la otra, nanoparticulas de plata (PlasmaChem). Experimentaron con 6 grupos de
7 ratones cada uno y con una inyeccion en la vena de la cola, les suministraron una
dosis Unica a cada grupo de la siguiente manera: de 5 mg/kg de AgNPs de 20 nm,
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10 mg/kg de AgNPs de 20 nm, 5 mg/kg de AgNPs de 200 nm, 5 mg/kg de TiO2NPs
de 21 nm, los dos grupos restantes conformaron el grupo control sin tratamiento y
el grupo control del disolvente (disolucion acuosa de NaCl). Para las pruebas de
geno- y citotoxicidad usaron el ensayo cometa y ensayo de micronucleos. Utilizaron
sangre de la medula ésea del fémur de las ratas y las analizaron a las 24 h, a la
semana y a las 4 semanas de haber estado expuestas. En sus resultados
observaron que las nanoparticulas no causaban citotoxicidad en glébulos rojos y
blancos de medula 6sea, sin embargo, una sola dosis de AgNPs inducia una
frecuencia elevada de micronucleos en eritrocitos policrométicos, no solo después
de 24 horas de exposicion sino a la semana, incluso cuatro semanas despueés. Al
contrario, las nanoparticulas de dioxido de titanio solo elevaron la frecuencia de los
micronucleos policroméaticos después de 24 horas de exposicion (Dobrzynska et al.,

2014).

Otro estudio en ratas, en este caso Sprague-Dawley, realizado por Kim et al.
(2008) con el objetivo de investigar la toxicidad oral de las nanoparticulas de plata
asi como su genotoxicidad y distribucién en el tejido relacionado con el género. Para
ello utilizaron AgNPs de NAMATECH Co., Ltd. con un tamafo promedio de 60 nm
administrando de forma oral durante 28 dias a ratas hembra y macho de 4 semanas
de nacidas, de esta manera formaron 4 grupos de 10 ratas y utilizaron la siguiente
administracion: vehiculo control (0.5% carboximetil celulosa), grupo de dosis baja
(30 mg/kg), dosis media (300 mg/kg) y grupo de dosis altas (1000 mg/kg). Fue hasta
la sexta semana que los autores administraron AQNPs con una dosis de 10 ml/kg

via oral durante 28 dias, al término de los cuales se les practico eutanasia y se les
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realizaron analisis de bioquimica y hematologia, histopatologia, determinacion de la
cantidad de plata en el tejido y para la genotoxicidad, el ensayo de micronucleos en
medula 6sea. A pesar de haber administrado tantos dias de forma oral las
nanoparticulas, ellos no notaron ningin cambio en el peso corporal, aunque Si
registraron un dafio al higado tanto de machos como de hembras en dosis de mas
de 300 mg de nano particulas de plata. Ademas, la distribucion en el tejido la
registraron como dosis dependiente en todos los érganos, solo en rifidn observaron
gue, especificamente en el de las hembras, la acumulacién era mayor. Con respecto
al estudio de genotoxicidad, ellos no observaron diferencia estadistica significativa
entre el nimero de micronlcleos policroméaticos o el numero de eritrocitos
policromaticos comparados con el grupo control, por lo que sugieren que las AgNPs
gue utilizaron no induce toxicidad genética en medula 6sea en un experimento in

vivo (Kim et al., 2008).

Para observar los efectos producidos por nanoparticulas de plata de
diferentes tamafios y recubrimientos en la cinética de eliminacién fecal, asi como la
acumulacion de las nanoparticulas en el tejido, Bergin y colaboradores en 2016
realizaron un estudio donde utilizaron ratones macho C57BL/6NCrl de 6 semanas
de nacidos, con los cuales fueron creados 9 grupos. Utilizaron la siguiente
administracion para cada uno de ellos: agua como grupo control negativo; acetato
de plata (AgOAc); AgNP recubierta de citrato con un tamafio de 20 nm; AgNP
recubierta de citrato de 110 nm; AgNP con recubrimiento de PVP con un tamafio de
20 nm; AgNP con recubrimiento de PVP de 110 nm; buffer de citrato 2 mM; PVP 10

kDa en agua estéril y PVP 40 KDa en agua estéril; algunos de los tratamientos con
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AgNPs fueron combinados con antibiéticos. La dosis de AgNPs que los autores
aplicaron fue de 0.1, 1.0 o 10 mg/kg de forma oral por 3 dias consecutivos. A pesar
de haber utilizado la misma marca de nano particulas de plata que Li y
colaboradores en 2014, NanoComposix, ellos no encontraron signos de toxicidad y
tampoco una acumulacion significativa en 6rganos. Ademas, entre el 70.5% vy el
98.6% de la dosis administrada de plata fue recuperada en las heces, tanto el
tamafio como el recubrimiento, no afectaron sus resultados en heces y en la
acumulacion en 6rganos, por lo que ellos sugieren que una dosis relevante a una
exposicién oral en humanos a este tipo de nanoparticulas de plata se veria
asociada mas a una eliminacion fecal y no a una acumulacion en tejidos y toxicidad

(Bergin et al., 2016).

Argovit®

Argovit® es una formulacibn comercial de nano particulas de plata
producidas en Rusia por la compafiia Vector Vita, LTD, la cual desde el afio 2004
ha sido estudiada tanto in vitro como in vivo por sus multiples aplicaciones

biomédicas las cuales se mencionan a continuacion

Actividad antiviral

En el 2004 estudiaron de manera in vitro la efectividad antiviral de 11
diferentes farmacos entre ellas Argovit® contra el virus de la rinotraqueitis infecciosa
bovina (IBR) y la diarrea viral bovina (DVB). La concentracién inhibitoria del 50% la
determinaron en cultivos celulares de MDBK y KCT, donde encontraron que esta

formulacidn de nanoparticulas de plata inhibia la reproducciéon de IBR por 100 veces
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al igual que otro farmaco utilizado llamado eracond. En cuanto al DVB, Argovit®
junto con otros farmacos entre ellos el Aciclovir disminuyeron la efectividad

productiva del virus (Glotov et al., 2004)

La efectividad antiviral de Argovit® no solo se ha estudiado en cultivos
celulares, sino que también en animales o en una combinacion de ambos, como es
el caso del estudio realizado por Borrego y colaboradores en el 2016, los cuales
utilizaron mono capas de células Vero y ratones transgénicos 129Sv/Ev IFNAR de
8 —10 semanas de nacidos para probar la efectividad de las nano particulas de plata
en contra del virus de la fiebre del valle del Rift. Para lograr sus objetivos ellos
utilizaron 12 mg/ml de Argovit® los cuales se aplicaron antes y después de inocular
animales y cultivos celulares con el virus. Los autores encontraron que al utilizar
Argovit® antes de la infeccion con el virus reducia la fuerza en la que el virus ataca
las células sanas tanto en los estudios con cultivo celular como en ratones (Borrego

et al., 2016).

Otro de los estudios que se pueden encontrar sobre este tema es en perros,
Bogdanchikova y colaboradores en el 2016 encontraron que al utilizar
nanoparticulas Argovit® con una dosis de 1.8 mg/ml en perros enfermos con el
virus del moquillo canino presentaban una alta tasa de recuperacion sin secuelas,
pero solo aquellos animales que no tenian dafos neurolégicos provocados por la
enfermedad, ya que en caninos con sintomas de dafio neurolégico el tratamiento no

era suficiente para poder revertir la enfermedad (Bogdanchikova et al., 2016).
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Ochoa Meza y colaboradores, 2019 estudiaron la efectividad de Argovit® al
aplicar una sola dosis equivalente a 12 ng/ml de nanoparticulas de plata en contra
del virus de la mancha blanca, la cual es la enfermedad que mas ataca los cultivos
de camaron. Observaron que bajo esta dosis se produjo un 20% de sobrevivencia
en camarones infectados con el virus de la mancha blanca y que ademas al aplicar
nanoparticulas se incrementaba una respuesta inmunoldgica sin ocasionar efectos
toxicos en los camarones, tanto sanos como los expuestos al virus (Ochoa-Meza et

al., 2019).

Efecto bactericida

En un estudio conducido por Semenov y Fidarova en 2012, exploraron la
eficacia de las nanoparticulas Argovit® como tratamiento en pacientes que
presentaban otitis media cronica supurativa, su estudio se llevé a cabo en 35
pacientes que iban desde los 12 a los 69 afios y quienes habian tenido una
intervencién quirdrgica en la cavidad timpénica del oido medio. Observaron que los
sintomas se eliminaron y se redujo la exudacion ademas de ayudar en el proceso

de la formacion de nueva epidermis (Semenov y Fidarova, 2012).

Efectos en sistema inmunologico

Kalmantaeva y colaboradores en el afio 2014 realizaron un estudio con
ratones hembra BALB/c de 7 y 8 semanas de edad con un peso de 18-20 g, el
objetivo de los autores fue analizar el efecto de las nanoparticulas de plata Argovit®
en el sistema inmunolégico del raton bajo diferentes rutas de administracion

(inhalada, intragastrica y subcutanea) con una dosis de 0.1 pg/kg durante 28 dias.

14



Estudiaron los pulmones, higado, rifiones, bazo, ganglios linfaticos y suero
sanguineo mediante histologia y métodos inmunoldgicos. En sus resultados ellos
observaron la inexistencia de efectos toxicos en las células inmunoldgicas de los
organos, aungue si registraron cambios en la cantidad de linfocitos T y B en bazo,
asi como en la produccion de citosinas pro inflamatoria en las administraciones
inhaladas e intragéstricas. En cuanto a la administracion subcutanea, incremento la

produccion de linfocitos T (Kalmantaeva et al., 2014).

Genotoxicidad y citotoxicidad en plantas

No solo en lineas celulares o en animales se ha probado la efectividad de
Argovit® sino que también en plantas. Debido a la gran demanda de algunos
cultivos y los problemas que tienen al producirlos a gran escala han buscado
alternativas como la nanotecnologia sobre todo en lo relacionado con
microorganismos que atacan las plantas. Por ello, Bello-Bello y colaboradores en
2018 estudiaron los efectos genotéxicos y citotoxicos de las AgNPs en la vainilla
(Vanilla planifolia). Expusieron explantes a crecer con dosis de 25 a 50 mgl/L,
observaron que a pesar de un largo periodo de haber estado expuestas a la
formulacién de nanoparticulas presentaron un total de porcentaje de aberraciones
croméaticas menor del 5%, es decir solo tres micronucleos en 3000 células sanas,
por lo que la dosis utilizada por ellos la consideraron como segura para uso en
explantes de Vanilla planifolia bajo condiciones in vitro. Ademas encontraron que la
formulacidon de nanoparticulas incrementaba el polimorfismo en esta planta (Bello-

Bello et al., 2018).
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Otro estudio, pero ahora realizado en Allium cepa conducido por Casillas-
Figueroa y colaboradores en 2020, aborda la preocupacion por el uso seguro de
estas nanotecnologias y evallan la citotoxicidad y la genotoxicidad mediante la
técnica de micronucleos. Observaron que con un intervalo de 5-100 pg/mL las
AgNPs no induce ningun dafio citotoxico o genotdxico a la planta, sugieren que es
el resultado de utilizar nanoparticulas de plata con una recubierta de PVP
especifico. Mencionan que en otros estudios con diferentes formulaciones de
AgNPs independientemente de su tamafio y concentracion utilizadas producian

fitotoxicidad (Casillas-Figueroa et al., 2020).

Efectos genotdxicos y citotéxicos en células sanguineas humanas

Para probar la efectividad y la nula toxicidad de Argovit® en células
sanguineas humanas se pueden mencionar dos estudios. El primero, realizado por
Ruiz-Ruiz y colaboradores en 2020 donde comparé dos formulaciones comerciales
diferentes de nanoparticulas de plata: Argovit® y nanoComposix ambas con
recubrimiento de PVP, en concentraciones de 0.012 a 12 ug/mL y las muestras las
analizaron mediante el ensayo de micronucleos por bloqueo de la citoquinesis. En
sus resultados observaron que no habia evidencia de dafio genotdxico y citotéxico
causado por Argovit®, por el contario, la formulacion nanoComposix si presento

dafio cito y genotoxico (Ruiz-Ruiz et al., 2020).

El segundo estudio es el de Luna-Vazquez en 2021, donde se evalud la

toxicidad mediante el ensayo de hemolisis, comparando Argovit® con nitrato de
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plata (AgNOs3), utilizando una concentracion de 24 pg/mL de plata metalica en
eritrocitos de una persona sana que doné su sangre y un donador diabético. Sus
resultados mostraron que bajo esa concentracion Argovit® no mostrd efecto
hemolitico en los eritrocitos de ambos donadores, mientras que AgNOsz en la misma
concentracion produjo mas del 10% de hemolisis en ambos donadores (Luna-
Vazquez-Gomez et al.,, 2021). Es necesario tomar en cuenta que, para que un
compuesto sea considerado no hemolitico debe de generar menos del 5%de
hemolisis comparado con el control, entre 5y 10% de hemdlisis se considera un
agente hemolitico potencial y mas de 10% de hemodlisis se considera un franco

agente hemolitico.

Genotoxicidad y citotoxicidad en células de cancer y efecto

antitumoral y antiproliferativo

En 2017 se evalué el potencial citotdéxico en 8 lineas de cancer y el
genotoxico para las lineas celulares de cancer de cérvix (HeLa) y de mama (MDA-
MB-231 y MCF7). Encontraron que con una concentracion maxima inhibitoria se
inducia la formacién de especies reactivas de oxigeno y que a las 12 o 24 horas de
incubacion se observaba genotoxicidad mediante ensayo cometa. También
evaluaron la dosis media de la concentracibn maxima inhibitoria, pero en este caso,
no observaron resultados con diferencia estadisticamente significativa, por lo que
los autores concluyen que el efecto genotéxico y citotoxico es dosis dependiente en

las 8 lineas celulares de cancer. De esta manera exploraron una aplicacion
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terapéutica de las nanoparticulas de plata en células cancerigenas que dio una
pauta para el estudio de la genotoxicidad y citotoxicidad en células normales y

cancerigenas en modelos murinos (Juarez-Moreno et al., 2016).

Con respecto a estudios enfocados en una respuesta antiproliferativa y
antitumoral de las nanoparticulas Argovit® Valenzuela-Salas y colaboradores en
2019, estudiaron la efectividad de dicha formula con células de melanoma cutaneo
murino en ratones macho C57BL/6J de 8 a 10 semanas de edad. La linea celular
de cancer cutaneo murino se trat6 con nanoparticulas de plata (4.2 pyg/mL) y
Cisplatino (2.0 ug/mL) y fueron evaluados durante, 6, 12, 18 y 24 horas. Observaron
gue las nanoparticulas solo inducen apoptosis mientras que el Cisplatino induce
apoptosis y necrosis, nos indican en su estudio que ambas formulaciones
desencadenan mecanismos diferentes para generar la muerte celular. Por otro lado,
los ratones inducidos previamente con los separaron por varios tratamientos
nanoparticulas de plata (3 mg/kg; 6 mg/kg y 12 mg/kg), PVP (12 mg/kg) y Cisplatino
(2 mg/kg). Los trataron durante 21 dias, después detuvieron los tratamientos pero
siguieron observandolos durante 7 dias mas. A los ratones les extrajeron una gota
de sangre de la cola y cuantificaron la frecuencia de microndcleos en células de
sangre periférica, en estas muestras observaron que con una dosis de 6 mg/kg el
namero de eritrocitos micronucleados era mayor que el control negativo. A pesar de
esto, nos muestran que todas las dosis con nanoparticulas de plata presentan
menor dafio genotdxico y menor dafio citotoxico comparado con Cisplatino, con
excepcion a la dosis de 3 mg/kg de AgNPs que causa mas mielo supresion que

Cisplatino. Sus resultados manifiestan una actividad antitumoral para la formulacién
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de AgNPs que utilizaron, no observaron genotoxicidad ni citotoxicidad para las
células sanas a diferencia del quimioterapéutico Cisplatino, por lo que sugieren que
las AgNPs Argovit® sean consideradas como un tratamiento seguro contra el

melanoma (Valenzuela-Salas et al. 2019).

Antineoplésicos: ciclofosfamiday citosina arabinosa

Los agentes antineoplasicos son todos aquellos farmacos que son utilizados
para el tratamiento contra el cancer, se pueden clasificar en varias clases de
acuerdo con su mecanismo de accion: antimetabolitos, agentes alquilantes,
anticuerpos monoclonales, productos naturales y hormonas. Se ha descubierto que
estos medicamentos no solo dafian las células cancerigenas, sino que también
generan muchas reacciones adversas medicamentosas. Algunos autores
mencionan que a los agentes antineoplasicos en sus pruebas farmacoldgicas
utiizan muy pocos ensayos clinicos, de forma que su administracion en los
pacientes puede llegar a ser incluso de menor duracion y también en dosis menores,
en comparacién con los ensayos que se realizan para farmacos convencionales,
por ello se cuenta con poca informacion relacionada con los efectos secundarios
gue provocan al ser comercializados (Hansen 1992; Aagaard y Hansen 2013;

Gerardo et al. 2019).

La importancia de los anticancerigenos en el area de la medicina ha
conducido a generar mas estudios que proporcionen informacion mas completa

acerca del dafio que causan y los efectos que generan.
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Ciclofosfamida (CP)

Este medicamento es muy utilizado como agente quimioterapéutico en
oncologia. Esta clasificado como un antineoplasico alquilante, ya que el grupo
fosforamida, generado tras una reaccion enzimatica en el higado, afiade grupos
alquilo al atomo de nitrégeno y oxigeno de la guanina, provocando que la guanina
pierda su afinidad por la citosina. Lo anterior ocasiona que la guanina se una a la
timina generando pares aberrantes que producen un crosslinking (siglas en inglés),
rompiendo las hebras del ADN, efecto que impide la replicacion y conduce a la

célula a una muerte celular programada o apoptosis (Ponticelli et al., 2018).

Un efecto secundario de la CP radica en que la toxicidad no es especifica
para células cancerigenas, por lo que causa efectos adversos a los pacientes con
cancer a los que se les administra. Algunos de los efectos dafiinos son: anemia,
sepsis causada por mielosupresion, hiponatremia, insuficiencia hepatica aguda, en
niveles altos del antineoplasico puede causar neumonia intersticial; también dafio a
la vejiga urinaria, cistitis hemorragica, miocardiopatias, oligospermia, azoospermia,
amenorrea e insuficiencia ovarica (Beck et al., 2013; Faurschou et al., 2008;
Koyama et al., 1977; Latta et al., 2001; Ponticelli et al., 2018; Velasquez et al., 2016;

Yilmaz et al., 2015).

La CP es uno de los antineoplasicos mas usados como control positivo de
mielosupresion (citotoxicidad) y dafio al ADN, el cual ha probado su efectividad en
el ensayo de micronucleos en eritrocitos de sangre periférica de ratones, debido a

su toxicidad y dosis dependencia (Araujo-Espino et al., 2017; OCDE, 2016). Ademas
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de inducir dafio al ADN, es micronucleogénico y causa mielosupresion al conducir
a una disminucién del namero de eritrocitos (Adhikari, 2019; Hatanaka, 1992). Es
importante mencionar que se ha registrado la ciclofosfamida como clastogénica

(Arrebola et al., 2011).

La Citosina Arabinosa (Ara-C)

En el grupo de los antimetabolitos es posible encontrar el subgrupo de los
analogos de las pirimidinas, este grupo se considera muy importante en el
tratamiento antineoplasico ya que su actividad es de amplio espectro. Citarabina,
Ara-C o citosina arabinosa son los nombres con los que se les conoce a uno de
estos antineoplasicos pertenecientes al subgrupo de los analogos de las pirimidinas.
Ara-C es analogo de la histidina y desoxicitidina y su mecanismo de accién es la
inhibicion de la ADN polimerasa. Puede causar efectos directamente sobre
quinasas acidas, por lo que ejerce un efecto citotdéxico directamente a los acidos
nucleicos. Debido a que actla sobre las células que proliferan rapidamente, se
utiliza en tratamientos para la fase blastica de la leucemia mieloide cronica,
leucemia aguda mieloide, leucemia meningea, linfomas no hodgkinianos y

eritroleucemia (Garcia-Milian et al., 2018).

Los dafios adversos de los cuales tienen registro para este farmaco usado
como régimen terapéutico especificamente para leucemia mieloide en nifios son
cirrosis, enfermedad veno-oclusiva y hepatomegalia; otros efectos adversos son,
mielosupresion grave, toxicidad gastrointestinal, toxicidad del sistema nervioso

central, cutanea y ocular (Cano P. et al., 2017; Grille et al., 2013).
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Se ha descrito que Ara-C es causante de la muerte celular inmediata y casi
completa de las células en la fase S y como bloqueador de la fase Gl tardia; bloqueo
que decae exponencialmente en el tiempo (Gray y Pallavicini, 1982). Un modelo
matematico simulando una dosis Unica de Ara-C sobre el nimero de células
clonogénicas mostré disminucion inmediata que se debe a la muerte de las células
clonogénicas en fase S. El nUmero de células en ambas poblaciones permanece
en nivel bajo hasta que el bloqueo transitorio de la fase G 1/S decae y las
poblaciones se reponen mediante la division de las células previamente bloqueadas
(Gray y Pallavicini, 1982). Este hallazgo supone que la aplicacion de dosis Unica de
Ara-C disminuye el numero de células cancerosas, pero no induce mielosupresion.
Al igual que el agente antineoplasico ciclofosfamida, Ara-C induce el rompimiento
de cromosomas por lo cual se le considera clastogénico y es utilizado como control

positivo en pruebas de micronucleos (Palo et al., 2009).

Genotoxicidad y citotoxicidad

La genotoxicidad se evalla mediante la deteccién y cuantificacion del dafio
genotoxico, el cual se define como el dafio que se genera a nivel del ADN provocado
por un agente fisico, quimico o biolégico. Este dafio produce errores durante la
replicacion del ADN lo que genera que un fragmento de cromosoma, 0 cromosomas
completos no puedan incorporarse al nucleo de la célula hija durante la division
celular en la etapa de anafase, a este fragmento se le denomina micronucleo. Por

otra parte, el dafo citotoxico constituye la alteracion del ciclo celular y es tan
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perjudicial para las células, que provoca la muerte celular. En el caso de la medula
0sea, la citotoxicidad es un reflejo de la mielosupresion que se observa con la
disminucién de reticulocitos en sangre, que son eritrocitos inmaduros que se
incorporan a la circulacion sanguinea (Baéz-Ramirez 2005; Zalacain,

Sierrasesimaga y Patifio 2005).

Existe un buen nimero de marcadores biologicos que son muy utilizados
para evaluar e identificar diversos materiales y sustancias citotoxicas y genotoxicas.
En este contexto uno de los ensayos mas utilizados para un estudio in vivo es la
prueba de micronucleos, la cual evalua e identifica material genético dafiado
producido por diversos materiales o sustancias y es tan versatil que puede utilizarse
en mucosas Yy tejidos de diversa indole (Fenech y Morley, 1986; Heddle et al., 1991;

Torres-Bugarin et al., 2013).

En estudios in vivo donde se requiere obtener muestras a lo largo del tiempo
sin sacrificar al organismo, la mejor opcion es el ensayo de microndcleos en
eritrocitos de sangre periférica (Hayashi et al., 2007). Esta técnica es una de las
mejores para evaluar el nimero de eritrocitos maduros e inmaduros y la presencia
de micronucleos en dichas células. Esta técnica proporciona una ventaja
significativa directamente aplicable a los efectos de impacto ambiental, exposicion
laboral o salud/enfermedad, seguimiento mediante la generacion de datos de dafios
al material genético a lo largo del tiempo, en comparacion con otros métodos
genotoxicos in vitro que proporcionan informacion de punto final (Sommer et al.,

2020; Zaniga-Gonzalez et al., 2001).
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En este contexto, la “biomonitorizacion in vivo” se utiliza cominmente para
evaluar e identificar el dafio al material genético producido por varios materiales y
sustancias gue no necesariamente matan a la célula (Sommer et al., 2020) . El dafio
nuclear o la genotoxicidad pueden manifestarse como la pérdida de un fragmento
de cromosoma (evento clastogénico) o de todo el cromosoma (evento aneugénico).
La fraccién de material genético que no se incorpora a las células hijas en la mitosis
se rodea de citoplasma en la célula progenitora y se observa en su interior como
micronucleos (MN). La Figura 1 muestra una representacion esquematica de la
maduracion de los eritrocitos de sangre periférica con y sin dafio genotoxico. El
ensayo de micronucleos en eritrocitos de sangre periférica es uno de los mejores
meétodos para evaluar el numero de eritrocitos maduros e inmaduros y la presencia
de micronucleos en las células. En este contexto, los marcadores bioldgicos se
utilizan comunmente para evaluar e identificar varios materiales y sub-posturas
citotoxicidad y genotoxicidad. El ensayo de micronucleos en eritrocitos de sangre
periférica (MNESP) (Hayashi et al., 2007; Zufiga-Gonzélez et al., 1998) es una
técnica que proporciona una ventaja significativa directamente aplicable a los
efectos de impacto ambiental, la exposicion al trabajo o el monitoreo de la
salud/enfermedad mediante la generacion de datos de dafios a materiales genéticos
a lo largo del tiempo. En comparacion con otros métodos genotoxicos in vitro, que
proporcionan informacion de un tiempo especifico, se basa en la evaluacion del
namero de eritrocitos maduros e inmaduros y la presencia de micronucleos en las
células que son fragmentos de cromosomas 0 cromosomas completos que han

guedado fuera de los ndcleos durante la division celular.
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a) Normohlasto b) Reticulocito 1-2 dias c) Eritrocito 30 dias

. d) Eritrocito
micronucleado
. e) Eritrocito
normo
cromatico

Médula dsea Sangre periférica

v

Figura 1. Proceso de formacion de micronucleos en eritrocitos de sangre periférica.
a), normoblasto (b) y reticulocito (c). El eritrocito maduro carece de nucleo, pero en
presencia de dafio clastogénico o aneu-génico puede contener material genético (d)
en forma de micronucleos

Basado en la evaluacion del nimero de eritrocitos maduros e inmaduros y la
presencia de micronucleos en las células, el ensayo MNESP proporciona cuatro
biomarcadores que permiten explicar los procesos de citotoxicidad y genotoxicidad:
eritrocitos normocroméaticos (EN), eritrocitos policromaticos (EPC), también
llamados reticulocitos), eritrocitos micronucleados (EMN), y eritrocitos
policromaticos micronucleados (EPCMN) (Torres-Bugarin et al., 2007). Los EMN
son eritrocitos maduros que carecen de nucleo, pero mantienen los micronucleos
cuando se produce dafio genotoxico (Igl et al., 2019). Este hecho permite un facil
monitoreo fluorometrico/colorimétrico utilizando un agente de tincion adecuado
(Zalacain et al., 2005) . Varios compuestos han sido evaluados e identificados como
agentes genotoéxicos. EI compuesto antineoplasico ciclofosfamida es ampliamente

utilizado como control positivo de la mielosupresion (citotoxicidad) y el dafio
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irreversible del ADN (genotoxicidad) en el ensayo de micronucleos en eritrocitos de
sangre periférica de raton (Araujo-Espino et al., 2017; OCDE, 2016). Su toxicidad
depende de la dosis, induce dafio en el ADN, genera micronucleos, mielosupresion,
reduce el numero de eritrocitos (Adhikari, 2019; Hatanaka, 1992) y el dafio no es
especifico para células cancerosas (Beck et al., 2013; Faurschou et al., 2008;
Koyama et al., 1977; Latta et al., 2001; Ponticelli et al., 2018; Veladsquez et al., 2016;

Yilmaz et al., 2015).

Un ejemplo de este tipo de estudios es el que se realiz6 sobre una planta
medicinal de la especie Jatropha dioica Sessé ex Cerv, donde evaluaron el posible
efecto genotdxico y citotoxico in vivo del extracto acuoso de J. dioica mediante la
prueba de microndcleos de eritrocitos en sangre periférica de raton. Para ello
utilizaron cuatro dosis del extracto (30, 60, 100, and 300 mg/kg); las dosis se
administraron de manera oral cada 24 horas durante 5 dias a ratones macho
BALB/c. Se obtuvieron muestras por duplicado de sangre de la cola a las 0, 24, 48,
72, 96 y 120 horas. De los muestreos obtuvieron el nimero de eritrocitos
policromaticos o reticulocitos (EPC), eritrocitos policromaticos micronucleados
(EPCMN) y eritrocitos micronucleados (EMN) en diferentes tiempos de muestreo en
los diferentes grupos de estudio, como control positivo utilizaron ciclofosfamida,
dosis de 60 mg/kg. Sus resultados mostraron que en el grupo que recibio la dosis
de ciclofosfamida disminuyeron significativamente los EPC (p = 0.044) y un
incremento significativo de EMN (p = 0.032, p = 0.0001). Observaron que por el
contrario, los resultados obtenidos con el extracto de la planta no inducian

genotoxicidad ni citotoxicidad incluso en dosis elevadas (Araujo-Espino et al., 2017).
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la posible actividad citotdxica y genotdxica de las nanoparticulas de
plata (AgNPs) Argovit® en eritrocitos de ratones macho BALB/c, mediante la técnica

de micronucleos en eritrocitos de sangre periférica.

Objetivos especificos

1. Estimar el dafio citotdxico y genotdxico de las nanoparticulas de plata
Argovit® utilizando el agente antineoplasico ciclofosfamida como control positivo,
mediante la frecuencia de EMN, EPC y EPCMN.

2. Determinar la genotoxicidad de las nano particulas de plata Argovit ®
y el agente antineoplésico Ara-C en contraste con un control de agua, mediante la

frecuencia de EMN y EPCMN.

METODOLOGIA

Propiedades fisicoquimicas de las AgNPs

Las nanoparticulas de plata Argovit ® fueron donadas por el centro de Produccion
Cientifica Vector Vita (Novosibirsk, Rusia) y sus caracteristicas fisicoquimicas ya
han sido anteriormente reportadas por nuestro grupo (Ruiz-Ruiz et al., 2020). Las
particulas metalicas de plata son esféroidales y su tamafio va desde 1 a 90 nm con
un tamafo promedio de 35 nm, las nano particulas de plata Argovit® tienen una
cubierta de 18.8% (p/p) de PVP (polivinilpirrolidona), la concentracion de plata

metélica es de 1.2 % (p/p) y el resto de la formula es agua destilada. La absorbancia
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del plasmén superficial se encontr6 en los 420 nm con un potencial zeta de -15 mV,
con un didmetro hidrodinamico de 70 nm (Juarez-Moreno et al., 2017). La
resonancia del plasmén a 421 + 1 nm del lote utilizado en este trabajo confirma la

presencia de nanoparticulas de plata.

Compuestos evaluados

e CP, se aplicé mediante inyeccion intraperitoneal (i.p.) como control positivo. La
dosis administrada por inyeccion intraperitoneal fue de 50 mg/kg, lo que
garantiza la generacion de micronucleos (Naghshvar et al., 2012; OCDE, 2016).

e Ara-C 6 mg/kg, inyeccion intraperitoneal (i.p)

e Agua destilada (200 pL, i.p.)

e AgNPs Argovit ® 6 mg/kg, administracion oral (Bogdanchikova et al., 2016;

Borrego et al., 2016; Valenzuela-Salas et al., 2020).

La aplicacion a través de diferentes rutas de administracion de los controles
positivo y negativo es aceptado para este tipo de estudio (Hayashi et al., 2007) y

todas las dosis administradas fueron ajustadas al peso de los ratones.

Disefio experimental.

Ratones BALB/c

El estudio se llevo a cabo en ratones macho Mus musculus de la cepa BALB/c

de 5 a 6 semanas de edad y peso medio de 20.11+ 2.38 g. Los animales se
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obtuvieron de Centro de Investigacion Biomédica de Occidente (CIBO) del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), Guadalajara, Jalisco, México. Los animales
fueron colocados dentro de jaulas de policarbonato, con una cama de polvo de
aserrin y aserrin en la parte superior, aclimatados a las condiciones del laboratorio
durante dos semanas antes de la aplicacion de los tratamientos, fueron alimentados
ad libitum con pellets para roedores y agua. EI manejo de los organismos se llevé a
cabo segun lo establecido en el Comité, Guia para el cuidado y uso de animales de
Laboratorio (SAGARPA, 1999). Para todos los grupos, los signos clinicos,
incluyendo condicion de piel y pelaje, ojos, membranas, conducta, patrones
respiratorios, presencia de nauseas, vomito, diarrea, temblores, convulsiones vy
letargo se registraron a traves del experimento. Al principio y al final del experimento
los animales se pesaron. Los valores obtenidos fueron comparados con los valores

de peso promedio reportados por el proveedor de acuerdo con la edad del animal.

Grupos de trabajo: Ciclofosfamida

Fueron formados cinco grupos al azar con seis ratones machos por cada
grupo, como se sugiere en la guia de la OECD para la prueba de quimicos
(Velasquez et al., 2016). Antes del primer tratamiento, los animales fueron pesados
y marcados de una manera no invasiva para su posterior identificacion. Cada grupo
recibié un tratamiento especifico como se muestra en la Figura 2. En todos los
tratamientos una dosis Unica diaria de AgNPs (6 mg/kg) o CP (50 mg/kg) se

administré durante la mafiana de acuerdo al peso del ratdon, como se recomienda
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en la guia de la OECD (OCDE, 2016). Todos los animales se sacrificaron a las 168
h con la ayuda de una camara de cloroformo para anestesiarlos y posteriormente

se realizé una dislocacion cervical.

Grupo 1 @ ®\ ®\
Agua Oh | 24h | 48h | 72h | 96h | 120h| 144h | 168h
200 L ip n=6
'
Grupo 2
cP Oh | 24h | 48h | 72h | 96h | 120h| 144h | 168h
50 mg/kg, ip n=6
orupos T @@
AgNPs N N N
6 mg/kg Oral Oh | 24h | 48h | 72h | 96h | 120h| 144h | 168 h
n=6
@ D
Grupo 4 N A A N
Oh | 24h | 48h | 72h | 96h | 120h| 144h | 168 h
CP + AgNPs
n==6
' ® @ @
Grupo 5 ‘\. @. N N ) R
Oh | 24h | 48h | 72h | 96h | 120h| 144h | 168 h
CP + AgNPs Aeg

Figura 2. Esquemas de administracion Grupo 1 Agua (0, 24, 48 h),
Grupo 2 CP (0 h), Grupo 3 AgNPs (0, 24, 48 h), Grupo 4 CP +
AgNPs: CP (0 h) + AgNPs (24, 48, 72 h) y Grupo 5 CP + AgNPs: CP
(O, 48, 96 h) + AgNPs (24, 72, 120 h) (Arellano-Garcia).
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Grupos de trabajo: Arabinosa-C

Se utilizaron ratones BALB/c de 5 a 6 semanas de edad y peso promedio de
19.94 g, se formaron 7 grupos aleatorios de 7 ratones cada uno. Los esquemas de
administracion se muestran en la Figura 3. La dosis administrada para Ara-C fue de
6 mg/kg, i.p., y para las AgNPs Argovit® 6 mg/kg, via oral. Al séptimo dia se practicé

la eutanasia a todos los animales.

Grupo 1 : ® @ ®
Agua X > R .

Oh | 24n | 48h | 72h | 96h | 120h| 144h | 168 h
200 L ip n=7
Grupo 2 3
Ara-C Oh | 24nh | 48h | 72h | 96h | 120h| 144h | 168h
6 mg/kg, ip n=7

ey QAEe
Ara-C

24h | 48h | 72h | 96h | 120h | 144h | 168 h

6 marka, ip n=7

Grupo 4

AgNP @\@\ @‘

6 mg/kg oral Oh | 24h | 48h | 72h | 96h | 120h [ 144h ] 168h
n=7

Grupo's ' @

NN N

AI’EI'C'FQQNPS Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120h | 144 h | 168 h
n=7

Grupo 6 ) Q . Q @ @ @

Ara-C + AgNPs 24h | 48h 72h %h 120h 144h | 168 h

6 mg/kg, ip n=7

Grupo 7 l .‘ Q@ q®

Ara-C + AgNPs 24h 48h | 72h | 96h | 120h | 144h | 168 h

Figura 3. Esquemas de administracion con Ara-C: Grupo 1 Agua (0, 24, 48 h), Grupo
2 Ara-C (0 h), Grupo 3 Ara-C (0, 24, 48 h), Grupo 4 AgNPs (0, 24, 48 h), Grupo 5
Ara-C + AgNPs: Ara-C (0 h) + AgNPs (24, 48, 72 h), Grupo 6 Ara-C + AgNPs: Ara-
C (0, 24, 48 h) + AgNPs (72, 96, 120 h) y Grupo 7 Ara-C + AgNPs: Ara-C (0, 48, 96
h) + AgNPs (24, 72, 120 h) (Arellano-Garcia).
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Prueba de micronucleos en eritrocitos de sangre periférica

Como se muestra en la Figura 4, antes de la primera y de cada administraciéon
durante el tratamiento, se tom6 una gota de sangre de la punta de la cola de cada
ratén, la cual se obtuvo cada 24 horas hasta las 168 horas. Con la sangre se
realizaron dos frotis por cada organismo en una laminilla previamente etiquetada,
posteriormente se dejaron secar al aire libre por 10 minutos. Después las muestras
fueron fijadas en etanol (80%, JT Backer, Phillipsburg, NJ, USA) durante 10
minutos, nuevamente se dejan secar al aire libre, todas las muestras una vez secas
fueron tefiidas con anaranjado de acridina (Sigma-Aldich, St. Louis, MO, USA), el
cual se prepar6é agregando 0,05 g de naranja de acridina en 250 ml de solucién
amortiguadora de fosfatos (11.49 g. de fosfato monobasico de sodio y 2.16 g. de
fosfato de sodio dibasico por litro), la solucion se llevé a pH 6,8, las laminillas se
acomodaron en rejillas y tefiidas durante un minuto, pasado ese tiempo las
laminillas fueron enjuagadas en la solucion buffer de fosfatos para eliminar el exceso

de colorante.
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Figura 4. Secuencia de pasos seguidos en el laboratorio para la obtencion de
laminillas y tincién con naranja de acridina.

Una vez concluido este paso las laminillas se dejaron secar al aire libre y se
almacenaron en un lugar oscuro (Torres-Bugarin et al., 2007). Para poder observar
las células en el microscopio fue colocada una gota de amortiguador de fosfatos
sobre la laminilla previamente tefiida y se cubrié con un cubreobjetos, después de
este proceso se examinaron en un microscopio de fluorescencia (Axio Lab Al Zeiss,
Zeiss, Darmstadt, Alemania), con el objetivo 100X y aceite de inmersidén. Se
analizaron un total de 10.000 eritrocitos por laminilla de acuerdo con el criterio de
identificacion de Schmid (1975), de los cuales se registraron los biomarcadores que
permitieron explicar el proceso de citotoxicidad y genotoxicidad que son: el nimero
de eritrocitos policromaticos en 1000 eritrocitos totales (EPC / 1000 ET), eritrocitos

policromaticos micronucleados en 1000 eritrocitos policrométicos (EPCMN / 1000
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EPC) y eritrocitos micronucleados en 10 000 eritrocitos totales (MN / 10000 ET). La

figura 5 muestra imagenes representativas de los biomarcadores que cuantifican la

Figura 5. Imagenes representativas de cada biomarcador. . Eritrocitos maduros o
también llamados normocromaticos a). Las flechas rojas muestran eritrocitos
policromaticos (EPC) b), eritrocitos micronucleados policromaticos EPMN c¢) y
eritrocitos micronucleados (EMN) d). Tincion con anaranjado de acridina, objetivo
100X, microscopio Axio Lab Al Zeiss (Zeiss, Darmstadt, Alemania).

frecuencia en cada grupo.
Andlisis de datos

El analisis estadistico se realizé mediante un ANOVA de dos vias 'y post-
hoc prueba de Tukey (p < 0.0001) utilizando el programa Statistica 8.0 (StatSoft
Inc., Hambuerg, Germany, 2008). Las graficas fueron realizadas en el programa
GraphPad Prism 9.0.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA, 5 noviembre

2020).
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Toxicidad general

Al evaluar el efecto de la ciclofosfamida en los diferentes grupos no se
observd pérdida de peso, pelo erizado, falta de movilidad o cambios en el apetito,
se debe sefialar que en algunos ratones tratados con nanoparticulas de plata
(AgNPs) presentaron arqueamiento de espalda (indicacion de dolor de estbmago) y
heces liquidas. Por otro lado, aquellos ratones que se trataron con Ara-C,

presentaban pelo erizado, irritabilidad y agresividad.

Citotoxicidad en grupo de trabajo Ciclofosfamida

Los reticulocitos son eritrocitos inmaduros, también llamados eritrocitos
policromaticos; son células que no tienen nlcleo, ni tampoco presentan
micronucleos pero si residuos de ARN que los hacen verse bajo el microscopio de
fluorescencia de un color anaranjado cuando son tefiidos previamente con el
colorante anaranjado de acridina, estan presentes en el torrente sanguineo por
menos de 24 horas y si se observa un descenso significativo en el nimero de
eritrocitos policromaticos es debido a una mielosupresion por un efecto citotéxico
(Krishna y Hayashi, 2000). Es por ello por lo que se utiliza como un biomarcador de

mielosupresion.

En la figura 6 se muestra la frecuencia de EPC a través del tiempo, se puede
observar que en el grupo de agua (control) la frecuencia de EPC no tuvo cambios

significativos a través del tiempo (Grupo 1), por el contrario, se observo
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mielosupresion en el grupo de CP (Grupo 2) como se esperaba. La frecuencia de
los EPC disminuyo a las 72 y 96 horas (p < 0.0001, letra E en Figura 6)
desapareciendo ese efecto a las 120 horas. Con respecto al grupo de las AgNPs
(Grupo 3) la frecuencia de PCE fue similar a través del tiempo con el grupo agua.

En el caso de la administracion de AgNPs 24 horas antes de la administracién de
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Figura 6. Eritrocitos policromaticos observados en 1000 eritrocitos totales. Grupo 1: agua (0, 24,
48 h), Grupo 2: CP (0 h), Grupo 3: AgNPs (0, 24, 48 h), Grupo 4: CP + AgNPs; CP (0 h) + AgNPs
(24, 48, 72 h) y Grupo 5: CP + AgNPs; CP (0, 48,96 h) + AgNPs (24, 72, 120 h). ns: no diferencia
significativa, *, **, *** y **** gignifican diferencias significativas entre grupos (p <0.0001); letras A —
P significan diferencias significativas entre concentraciones inter e intra grupos (p < 0.0001).
Datos utilizados para generar la tabla Anexo 1.

CP (Grupo 4) presento menos mielosupresion comparada con el grupo de una sola
dosis de CP (Grupo 2), pero a las 120 horas la medula 6sea se recupera. Mientras
gue el Grupo 5 la mielo supresion es evidente y la medula 6sea no se puede

recuperar en comparacion con el Grupo 4.
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Genotoxicidad con grupo de trabajo Ciclofosfamida

Los eritrocitos micronucleados (EMN) son eritrocitos maduros los cuales 24
horas antes eran considerados eritrocitos policromaticos micronucleados, sin
embargo, estos ultimos solo pueden pasar 24 horas en el torrente sanguineo antes
de convertirse en maduros o eritrocitos normo crométicos (lgl et al., 2019). La
frecuencia de los EMN esta fuertemente relacionada con los PCE y se deben de
interpretar en conjunto. La frecuencia de PCE mostrada en la Figura 6 muestra la
produccion de eritrocitos nuevos o eritrocitos policromaticos que han sido
incorporados al torrente sanguineo. La informacion mostrada en la Figura 6 nos
permite discernir si la frecuencia de eritrocitos micronucleados registrada en la
Figura 7 se deriva directamente del dafio genotdxico o si hay interferencia por

mielosupresion.

En la Figura 7 se muestra la genotoxicidad aguda a través de la frecuencia
de EPCMN. Estos micronucleos son generados por la sustancia o el quimico
aplicado como tratamiento, ya que como se mencion6 anteriormente, solo duran 24
horas como eritrocito inmaduro en el torrente sanguineo. En el caso del grupo
administrado con tres dosis consecutivas de AgNPs (Grupo 3), la frecuencia de
EPCMN fue similar a la frecuencia del control a través del tiempo, sugiriendo que
las AgNPs no son genotoxicas. Incluso al administrarlas después de una aplicacion
de CP (Grupo 4), las nanoparticulas mostraron un efecto citoprotector ya que

reducen el efecto genotoxico agudo de la CP, lo cual se corrobora con una
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frecuencia 50% menor de EPCMN (p < 0.0001, 48 h) en comparacion con los
organismos tratados solo con CP a las mismas 48 horas de la toma de la muestra.
Sin embargo, el efecto citoprotector no puede ser mantenido cuando se aplica CP
por mas dias, ya que el dafio genotdxico agudo es evidente como se observa en el
Grupo 5, incluso cuando se observa una mielosupresion de este grupo en la Figura

6.
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Figura 7. Eritrocitos policromaticos micronucleados observados en 1000 eritrocitos
policromaticos. Grupo 1: agua (0, 24, 48 h), Grupo 2: CP (0 h), Grupo 3: AgNPs (0,
24, 48 h), Grupo 4: CP + AgNPs; CP (0 h) + AgNPs (24, 48, 72 h) y Grupo 5: CP +
AgNPs; CP (0, 48,96 h) + AgNPs (24, 72, 120 h). ns: no diferencia significativa, *,
*x ek y *Rxx gignifican diferencias significativas entre grupos (p <0.0001); letras Ay
B significan diferencias significativas entre concentraciones inter e intra grupos (p <
0.0001).
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Haciendo hincapié en lo observado, una sola dosis de CP produce un
incremento significativo de EPCMN 48 horas después de la administracién (19.7+
6.4), mostrados en la Tabla [; resultado similar a aquellos reportados por otros
autores (Araujo-Espino et al., 2017; Gomez-Meda et al., 2016). Por otra parte, la
administracion de tres dosis consecutivas de nanoparticulas de plata no producen
ningun dafio genotdxico agudo (Grupo 3). La administraciéon de AgNPs al parecer
disminuye el efecto genotoxico agudo de las CP, ya que la frecuencia de EPCMN
registrada a las 48 horas en el Grupo 4 es la tercera parte de la frecuencia registrada
en el Grupo 2 (5.7 + 1.4 EPCMN/1000 ET; letra B, p < 0.0001, Figura 7). La
genotoxicidad aguda es evidente en el Grupo 5, donde se aplicaron tres dosis
alternadas de CP seguidas de la administracion de AgNPs 24 horas después. El
namero de EPCMN a las 48 horas fue de 10.1 + 3.9 (Tabla I), con el incremento
mas significativo a las 120 horas con 41.5 + 6.5 EPCMN/1000 ET (Grupo 5, Figura
7, letra A p < 0.0001). El dafio por genotoxicidad aguda en el Grupo 5 es notable
considerando la mielo supresion observada a partir de las 72 horas (Grupo 5, Figura

6).
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Tabla I. Numero de eritrocitos policromaticos micronucleados en 1000 eritrocitos
policrométicos (EPCMN/1000 PCE).

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Horas n  Media (x) Media () Media (z)  Media (#) Media ()
0 30 1.6 1.8 1.6 1.8 1.6 1.8 1.6 1.8 1.6 1.8

24 6 29 2.6 1.1 1.0 3.7 1.6 25 0.6 3.5 0.5
48 6 4.3 3.1 19.7 6.4 3.1 0.4 5.7 14 10.1 3.9
72 6 25 21 3.4 1.7 2.2 1.0 1.2 1.7 4.2 0.9
96 6 0.6 0.7 0.0 0.0 1.6 1.2 1.2 1.3 0.0 0.0
120 6 0.8 0.8 0.6 0.3 4.6 2.8 1.0 1.6 41.5 6.5
144 6 6.0 6.0 29 0.8 1.9 0.6 29 0.4 21.7 3.1
168 6 0.7 0.8 0.0 0.0 1.2 1.0 0.0 0.0 54 1.1

n= tamafo de la muestra, media y desviacién estdndar. Eritrocitos policroméaticos
micronucleados en 1000 eritrocitos policromaticos. Grupo 1: agua (0, 24, 48 h), Grupo 2:
CP (0 h), Grupo 3: AgNPs (0, 24, 48 h), Grupo 4: CP + AgNPs; CP (0 h) + AgNPs (24, 48,
72 h) y Grupo 5: CP + AgNPs; CP (0, 48,96 h) + AgNPs (24, 72, 120 h).

La Figura 8 muestra el dafio genotoxico acumulado obtenido a partir de la
frecuencia de EMN de cada grupo. No se observaron diferencias significativas en la
frecuencia de EMN entre los grupos tratados con agua (Grupo 1) y AgNPs (Grupo
3) y se debe sefalar que la frecuencia de EMN en ambos fue similar a traves del

tiempo (p < 0.0001).

El incremento en la frecuencia de EMN observada a las 24 y 48 horas, a
pesar de ser digno de mencion, no se tomd en cuenta en el analisis de dafio
genotoxico siguiendo las recomendaciones de la guia 474 de la OECD (OCDE,
2016). Por otra parte, la disminucion de la frecuencia de EMN en los grupos tratados
con tres dosis de AgNPs y una dosis de CP observadas a las 96 y 120 horas,
respectivamente, es un fenbmeno que probablemente se dé por el tiempo de
administracion del medicamento, en vez de ser por los procesos de mielosupresion

y por la recuperacion de la medula ésea.
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EMN/ 10 000 ET

Grupo 5

Figura 8. Numero de eritrocitos micronucleados observados en 10, 000 eritrocitos
totales. Grupo 1: agua (0, 24, 48 h), Grupo 2: CP (0 h), Grupo 3: AgNPs (0, 24, 48 h),
Grupo 4: CP + AgNPs; CP (0 h) + AgNPs (24, 48, 72 h) y Grupo 5: CP + AgNPs; CP
(0, 48,96 h) + AgNPs (24, 72, 120 h). ns: no diferencia significativa, *, **, *** y *¥**x
significan diferencias significativas entre grupos (p <0.0001); letras A — C significan
diferencias significativas (p > 0.0001) entre concentraciones inter e intragrupo (p <
0.0001). Datos para realizar la grafica en Anexo 2.

Citotoxicidad y genotoxicidad con Arabinosa-C

En general, los esquemas de tratamiento aplicados con Ara-C, no causaron
dafio citotoxico como lo muestra la Figura 9. La produccion de EPC, se mantuvo en
general con altos niveles de eritrocitos inmaduros, lo que significa que ni los

tratamientos con Ara-C de un dia (Grupo 2) produjeron mielosupresion significativa,
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a diferencia de los tratamientos con CP. Ligeras disminuciones no significativas en
EPC pudieron observarse cuando se aplicaron por varios dias tanto Ara-C como los
tratamientos combinados de Ara-C y AgNPs. Como ya se habia establecido en los
experimentos con CP, las AgNPs aplicadas por tres dias consecutivos no indujeron

citotoxicidad considerable (Figura 9, Grupo 4)

4007
= Grupo | = Grupo 2 == Grupo 3 =3 Grupo 4 2= Grupo 5 EZ  Grupo 6 = Grupo 7

“
L

200+

N
2

EPC/1000 ET media,SEM,n
2
1

1004

50+

PR AR AT LAAALURUURURNRURNRUNRNURNRNRNRNRNRNRNRNNNY
144-ANN  EEEE S SSSSS

24 S NN NSy
e S S AAANANRNRNANANNNNNN L U

[ "SRR AAUURURRRRRRNRNRNRNRNNRNNNNNN
FED A SR AR AARNLNNNNNNNNNL

PPE N AAAARRRLLRLNNNNNNNN LU

LT ASAARLARRLRLLLLLNNNNNNNNN L

Figura 9. EPC/1000 ET. Grupo 1: Agua (0, 24,48,72); Grupo 2: Ara-C (0 h); Grupo
3: Ara-C (0, 24, 48 h); Grupo 4: AgNPs (0, 24 48 h) Grupo 5: Ara-C (24 h), AgNPs
(24, 48, 72); Grupo 6: Ara-C (0, 24,48 h), AgNPs (72, 96, 120 h); Grupo 7 Ara-C (0,
48, 96 h), AgNPs (24, 72, 120 h).

El nUmero de eritrocitos policromaticos micronucleados en 1000 eritrocitos
totales (EPCMN) es un biomarcador de genotoxicidad ocurrida dentro de las
primeras 24 horas de haberse inducido (Figura 11). En el grupo control, se puede

advertir que, sin estimulo, los EPCMN no aumentan mas alla de 4+1.5. En el grupo
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2, se muestra que cuando se aplica una sola dosis de Ara-C, los EPCMN aumentan
24 h después de la aplicacién y posteriormente disminuyen a niveles normales por
el resto del tiempo que duro el experimento. Al aplicar tres dosis diarias
consecutivas de Ara-C, los EPCMN aumentan 24 h después de cada aplicacion

hasta un maximo de 4 veces méas que en el grupo control (Figura 11).

Como también pudo verificarse en la Figura 11, la administracién de 3 dosis
de AgNPs (24, 48 y 72 h), no induce genotoxicidad significativa a lo largo del
experimento (Grupo 4), en cambio cuando se administra una dosis de Ara-C y tres
dosis posteriores de AgNPs (Grupo 5), parece contribuir de manera aditiva para un

aumento significativo de EMN (Figura 10).

Los otros 2 tratamientos en los que primero se aplican tres dias consecutivos
Ara-C y luego se administran tres dias consecutivos de nanoparticulas de plata no
parece aumentar la genotoxicidad a 24 horas; esto aparentemente s un reflejo de
como las nanoparticulas de plata pueden mitigar el efecto genotéxico de Ara-C en
el grupo 6. Un patron similar se observa en el grupo 7 cuando se administra de
manera alternada Ara-C y nanoparticulas de plata en este grupo no se observa

genotoxicidad inducida a 24 horas, todo el patron es muy similar al grupo control.

El nimero de micronucleos en 10 000 eritrocitos totales (EMN / 10 000 ET)
gue registra la genotoxicidad acumulada, desde la incorporacioén del eritrocito al
torrente sanguineo del organismo hasta la toma de la muestra, presentd en general
una diferencia significativa (p < 0.05) en la mayoria los tratamientos (Figura 10). En

el Grupo 2, donde los ratones se trataron con una sola dosis de Ara-C, el nUmero
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de EMN /10 000 ET aument6 significativamente (p>0.01), con mas de 38 + 9 MN al
tercer dia después de la aplicacién, condicion que se mitiga las horas subsecuentes.
Cuando se aplica Ara-C por tres dias consecutivos (Grupo 3), el nimero de MN se

eleva significativamente a 72, 96, 120 y 144 h.
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Figura 10. EMN/10 000 ET. Grupo 1: Agua (0, 24,48,72); Grupo 2: Ara-C (0 h);
Grupo 3: Ara-C (0, 24, 48 h); Grupo 4: AgNPs (0, 24 48 h) Grupo 5: Ara-C (24 h),
AgNPs (24, 48, 72); Grupo 6: Ara-C (0, 24,48 h), AgNPs(72, 96, 120 h); Grupo 7
Ara-C (0, 48, 96 h), AgNPs (24, 72, 120 h). La linea roja muestra el valor promedio
de EMN encontrados en el grupo control.

En el grupo 4, en el que se aplico AgNPs por tres dias consecutivos, los
micronucleos (EMN / 10 000 ET), aumentan significativamente (p>0.05) a 24 h 48 h
y 120 h, regresando a niveles normales similares al grupo control a 144 h y 168 h,
cuando al parecer cesa la induccién al dafio genotdxico de las AgNPs (Figura 10).

En el grupo 5, en el que los organismos se retaron con una dosis de Ara-C y
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posteriormente se trataron con tres dosis de AgNPs (0, 24 y 48 h), es el que indujo
mayor genotoxicidad a 24, 72, 120 y 144 h con 36+23, 6725, 67+34 y 34+11

eritrocitos micronucleados (Figura 10).

En el grupo 6, cuando los organismos se retaron con tres dosis consecutivas
de Ara-C (0, 24 y 48 h), y agregando posteriormente AgNPs en 72, 96 y 120 h, de
forma inesperada no se observé aumento significativo de EMN en 10 000 ET, por
encima del grupo control (Grupo 1) ni del grupo de ratones que recibio tres dosis

consecutivas del antineoplasico como se aprecia en el grupo 3 la figura 10.

En el esquema de tratamiento del grupo 7, que inicié con la aplicacion de
Ara-C y alternando con AgNPs por seis dias consecutivos como lo muestra la figura
10, solo se advierte un aumento significativo de 50 + 25 EMN / 10 000 ET a 96 h.
La aplicacion de AgNPs tanto después de tres dosis de Ara-C (Grupo 6) como en el
esquema alternado de Ara-C y AgNPs con intervalos de 24 h, muestra que
aparentemente las nanoparticulas parecen mitigar la genotoxicidad inducida por
Ara-C. Aunque las AgNPs aplicadas de manera independiente también inducen
genotoxicidad acumulada (Grupo 4), el efecto combinado de la aplicacion de ambas
formulaciones con diferentes esquemas de tratamiento, inducen genotoxicidad
también diferenciada. Mientras que en grupo 5 las AgNPs potencian la
genotoxicidad, la aplicacion de estas mismas formulaciones en los esquemas de los
grupos 6 y 7 aparentemente disminuyen el efecto genotoxico de ambas por
separado. Esto ultimo se confirma al analizar la figura 11, en la que se muestra la
genotoxicidad después de 24 h de haberse presentado el estimulo en la médula
osea.
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Figura 11. EPCMN/1000 EPC. Grupo 1: Agua (0, 24,48,72 ); Grupo 2: Ara-C (0 h);
Grupo 3: Ara-C(0, 24, 48 h); Grupo 4: AgNPs (0, 24 48 h) Grupo 5: Ara-C (24 h),
AgNPs (24, 48, 72); Grupo 6: Ara-C (0, 24,48 h), AgNPs (72, 96, 120 h); Grupo 7
Ara-C (0, 48, 96 h), AgNPs (24, 72, 120 h)

DISCUSION GENERAL

Este trabajo investigd el potencial genotoxico de las nanoparticulas de plata
de la formulacion comercialmente disponible Argovit® en ratones BALB/c. Esta
formulacion ha demostrado tener notables resultados como antiviral
(Bogdanchikova et al., 2016; Borrego et al., 2016; Ochoa-Meza et al., 2019; Romo-
Quifionez et al., 2020), antimicrobiano (Alvarez-Suéarez et al., 2020; Guerra et al.,
2020; Stephano-Hornedo et al., 2020; Valenzuela-Salas et al., 2021; Vazquez-

Mufioz et al., 2019) promotor de crecimiento en cultivos de relevancia comercial
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(Bello-Bello et al. 2017) de poca citotoxicidad (Ruiz-Ruiz et al., 2020) y bajo dafio
fitotoxico (Casillas-Figueroa et al., 2020). Por el propésito del estudio, la formulacion
de AgNPs se administr6 de manera oral con una dosis diaria de 6 mg/kg por tres
dias consecutivos y durante cinco dias mas solo se mantuvieron en observacion.
Muestras de sangre obtenida de la cola de la rata fueron colectadas cada 24 horas

para determinar la frecuencia de EMN, EPC y EPCMN en un lapso de ocho dias.

No se encontré evidencia de mielosupresion (Grupo 3, Figura 6) o de dafio
genotoxico agudo (Grupo 3, Figura 7) en ratones BALB/c a los que se les administro
una dosis de 6 mg AgNPs/kg de acuerdo con el peso del raton, durante tres dias
consecutivos. No hay duda de que la captacion celular de las AgNPs con
recubrimiento de PVP ocurre en monocitos, linfocitos y eritrocitos. Este proceso ha
sido demostrado por diversas técnicas, incluyendo microscopia electronica de
transmision (TEM), microscopia de contraste de fase, citometria, microscopia
electrénica de barrido (SEM) y espectroscopia de rayos X de energia dispersiva
(EDX) (Ahlberg et al., 2014; Ferdous et al., 2018; Greulich et al., 2011). De manera
interesante, es necesario mencionar que el dafio genotéxico acumulado a las 72
horas después de la ultima administracion de AgNPs, disminuye a través del tiempo
(Grupo 3, Figura 8). Sin embargo, el sistema hematopoyético respondid a un
estimulo externo incrementando la produccion de eritrocitos (Grupo 3, Figura 6),
gue eventualmente disminuyo la frecuencia de EMN a través del tiempo (Grupo 3,
Figura 8). Esta observacion refleja la capacidad del organismo para estabilizarse de
forma relativamente réapida, la actividad de la medula ésea evita la mielo supresiéon

(Shokrzadeh et al., 2014), sugiriendo un dafio no permanente de la medula 6sea.
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Como se observa en la Tabla Il, los efectos citotoxicos y genotoxicos de las
nanoparticulas de plata no son claros, pero tanto el tamafio de las nanoparticulas,
el contenido o el tipo de metal que las conforma, la cantidad y tipo de materiales
para recubrimiento pueden tener un papel importante en cuanto a la genotoxicidad
(Dobrzynska et al., 2014; Nallanthighal et al., 2017; Narciso et al., 2020). La Tabla
Il muestra que las AgNPs con cubierta de citrato o TiO2 inducen rupturas de ADN y
por lo tanto la formacion de micronucleos (Dobrzynska et al., 2014). Por el contrario,
las formulaciones con PVP no muestran dafio citotoxico o genotoxico; por lo que,
se sugiere que el recubrimiento de PVP parece ser un factor importante en la
ausencia de genotoxicidad en estas particulas. El recubrimiento de PVP contribuye
a la biodistribucion de las AgNPs. Estudios en ratas mostraron que el 98% de esta
formulacion es excretada en las heces (Platonova et al.,, 2013), que ayudan a
explicar el bajo efecto genotoxico. Desafortunadamente, la falta de informacion
fisicoquimica completa acerca del contenido de plata o relacion molar del PVP: Ag

no nos permite profundizar en la discusion de este tema.

La gran estabilidad de la formulacion de Argovit® y su baja citotoxicidad
puede ser la razén por la que la mielosupresién y del dafio genotdxico agudo no se
haya observado. Algunas formulaciones de AgNPs de 20 nm han reportado que han
comprometido la viabilidad (>10 pg/mL) y los sistemas enzimaticos y no
enzimaticos (>0.4 pg/mL) de eritrocitos en una forma de concentracion-
dependiente, siendo los iones de plata los responsables por dichos efectos (Fang
et al., 2019; Huang et al., 2016). Los iones de plata que son liberados de las nano

particulas estan directamente relacionados con su estabilidad (Cunningham et al.,

48



2021). Recientemente se describié que el radio del agente que recubre el metal
juega un papel importante en el potencial hemolitico de las formulaciones de AgNPs.
Especificamente, para aquellas formulaciones recubiertas con PVP, se ha
encontrado que a mayor cantidad de polimero como recubrimiento, es mas bajo el
potencial hemolitico. La hemolisis producida por 400 pg/mL de Argovit® en
eritrocitos humanos es minima, mientras que otras formulaciones de AgNPs con
PVP producen mas del 5% de hemolisis con la mitad o hasta diez veces menos
concentracion (Luna-Vazquez-gobmez et al., 2021). De forma similar, la relacién
molar del metal/PVP le proporciona a Argovit® una mayor biocompatibilidad para
los linfocitos humanos de sangre periférica, comparado con otras formulaciones de
AgNPs con un tamafio similar pero con menor contenido de PVP como

recubrimiento (Ruiz-Ruiz et al., 2020).

Por otra parte, la administracién de una sola dosis de CP produce una mielo
supresién muy notoria (Grupo 2, Figura 6) y dafio genotoxico agudo (Grupo 2, Figura
7) después de 48 y 72 horas, respectivamente. La genotoxicidad acumulada puede
ser enmascarada por la baja produccion de eritrocitos y la baja eficiencia del sistema
reticulo endotelial (Kissling et al., 2007; Zufiga-Gonzéalez et al., 2001). Varios
autores ya habian descrito resultados similares al nuestro utilizando CP (Gémez-
Meda et al., 2016; Hatanaka, 1992; Krishna et al., 1995). De manera interesante en
este trabajo encontramos que Argovit® parece reducir la mielosupresion (Grupo 4,
Figura 6) y hasta 50% del dafio genotoxico agudo causado por CP (Grupo 4, Figura
7). Una respuesta similar se observo cuando se coloco la administracion alternada

de CP y AgNPs a los ratones del Grupo 5. La Figura 6 muestra que la
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mielosupresion no esta solucionada, sin embargo la genotoxicidad aguda a las 48
horas es casi la mitad registrada con una sola dosis de CP (Grupo 5, Figura 7) sin
evidencia de genotoxicidad acumulativa a ese tiempo (Grupo 5, Figura 8). Sin
embargo, el efecto protector no fue muy efectivo para la administracion continua de
CP, pues las frecuencias de MN, EPC y EMN incrementaron significativamente a

las 120 horas.
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Tabla Il. Estudios de citotoxicidad y genotoxicidad de AgNPs con la prueba de micronicleos en eritrocitos de ratones.

Tamaii Didmetro Contenid Potencial Esquema de
Modelo Figura Hidrodinamic Recubrimiento V4 Biomarcador q . ., Efecto Observado Referencia
onm o de plata Administraciéon
onm mV
Dosis tnica i.v. Genotoxicidad ~ (Dobrzyriska et
. M 1 < 24h L
Ratas Wistar Esferoidal 20 +5 20-77.29+14  ND ND 336 MNdemedula o\ipoo0nm 5 mgkg GeSPues de24hde N
14 semanas Osea exposiciéon p<0.5 en 2014)(Dobrzynsk
de edad -AgNPs 20 nm 10 mg/Kg ambas. aetal. 2014)
200 + Dosis tinica i.v.
50 200-333.12£2.5 ND ND 37.5
AgNPs 200 nm 5 mg/kg
No indujeron dafio
idati 1 ADN.

Ratones 32+ Dafio oxidativo oxidavos N (Nallanthighal et
C57BL / 6] ND 07, ND ND PvP ND MN 4 mg / kg/7 dias/ AO No incrementaron la al,, 2017)
pun /pun, frecuencia de MN

en la célula.

Ratones Citometria de

BALB /c 28.7 36.2 20 pg PVP 221  Flujo en células PVP AgN}I:/siSVHg /ml/24 No mostro efecto (Pang et al., 2016)
8 semanas Hepa 1clc7 o

Ratas macho
) MN de medula  AgNPs 4 hr/dia (200 -
Wistar 6 ND ND ND ND ND ND  dseayensayo partes por billon/dia)/5 Ge.notox1.c1.dad y (Nayek etal,
semanas de S . . citotoxicidad 2020)
citotoxico dias/ inhalacién.
edad
Ratas MN de medula 0,5 me/ke/ i
6.3- 22,264 6 ba 0 5mg/kg/iv.
Sprage-  Esferoidal 629 1000 60ng/mL ND 2.8 Zseaby prueba No mostro efecto  (Wen et al., 2017)
Dawley y 298 deaberraciones o g3 g /ke/i.v.

cromosomicas

ND — no datos, i.v. — inyeccion intravenosa, AO - administracién oral.
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Gracias a los resultados obtenidos surge una nueva pregunta: ¢Acaso las
AgNPs sirven como adyuvantes para la CP? La actividad anti proliferativa de las
AgNPs Argovit® en contra de varias lineas celulares de tumor humano ha sido
reportada previamente (Juarez-Moreno et al., 2017; Valenzuela-Salas et al., 2021).
Es por ello, que se sugiere que la combinacién de AgNPs + CP podria comportarse
como un potente agente anti proliferativo, que disminuye significativamente el dafio
genotodxico inducido por CP, efecto atribuible a la accion de las AgNPs. En cuanto
a la modulacion del efecto genotéxico producido por ciclofosfamida encontrado en
este estudio, el resultado es similar al encontrado en otro trabajo donde se
administré carnosina antes de CP, en donde observaron que el resultado era muy
alentado ya que también atenuaba la genotoxicidad y citotoxicidad del
antineoplasico CP con una prueba en medula 6sea de ratén (Naghshvar et al.,
2012). En ese trabajo este autor encontré6 que la frecuencia de eritrocitos
policromaticos micronucleados presentaba un comportamiento dosis-dependiente.
También otro trabajo, que administro durante 7 dias mediante el alimento el extracto
de S. officinalis tuvo como resultado un efecto anticlastogénico con el cual redujo la
frecuencia de micronucleos inducida por una sola dosis de CP (40 mg/kg peso del
cuerpo) si se administraba 1.5 horas después de haber sido alimentado al

organismo con S. officinalis (Ustiin Alkan et al., 2012).

Se han encontrado diversos productos naturales que al parecer tienen la
habilidad de disminuir la frecuencia de MN provocada por el antineoplasico CP, pero

practicamente se ha observado que tienen que ser administrados antes del
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antineoplasico para poder mostrar ese efecto quimio protector (Alves et al., 2014;
Delarmelina et al., 2014; Lin et al., 2017; Lopez Nigro et al., 2018). Otros, con
saponinas triterpenoides mostraron el mismo efecto genoprotector al administrarlo

antes de CP (Melek et al., 2015).

Es sumamente importante mencionar que, hasta donde sabemos, éste es la
primera vez que se ha reportado actividad antigenotoxica de las AgNPs en un
modelo in vivo 24 horas después de haber administrado una dosis de 50 mg/kg de

CP via intraperitoneal.

La capacidad amortiguadora de las nanoparticulas Argovit® contra el dafio
genotoxico agudo y acumulativo en etapas iniciales al parecer resulta no ser
suficiente para contrarrestar el efecto producido por las dosis consecutivas de CP.
Sin embargo, es muy importante recordar que la dosis de ciclofosfamida (50 mg/kg)
utilizada en este trabajo es la sugerida para este tipo de estudios ya que garantiza
un incremento de EPCMN. Ademas de ser una dosis diaria mucho més alta de la
gue se utiliza en algunos tratamientos médicos en donde dividen la dosis diaria de

CP en 15 mg/kg durante cuatro dias (Bonfim et al., 2007).

Encontramos que una sola dosis de 6 mg/kg de la formulacién de nano
particulas Argovit® puede reducir hasta en un 50% de la frecuencia de EPCMN
inducida por una sola dosis de CP, retrasando la produccion de EPCMN después
de una administracion de dosis multiples de una concentracion genotoxica de CP.
Aunque la administracion de AgNPs no pudo revertir la mielosupresion causada por

CP, si ayudo a reducir el dafio nuclear en eritrocitos policromaticos. Tomando en
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cuenta todo lo anterior, sabemos que se requieren mas estudios para identificar el
mecanismo o los eventos que generan el dafio genotdxico acumulativo sin que haya
evidencia de mielo supresion y dafio genotoxico agudo. Adicionalmente, se
necesitan hacer mas experimentos para reconocer el esquema de administracion
para estas nanoparticulas e identificar la dosis que pueda funcionar como agente

adyuvante efectivo en los tratamientos contra el cancer.

A pesar de la frecuencia observada del dafio genotoxico acumulado después
de tres dosis consecutivas de AgNPs Argovit®, los resultados nos muestran que la
medula ésea no presenta dafio después de una administracion oral de una dosis
efectiva, ya que no se observé ningin cambio en la frecuencia de eritrocitos
policromaticos comparando esta con el control negativo. Las Figuras 6-8 muestran
gue Argovit® contrarresta la mielosupresion, el dafio genotéxico agudo vy
acumulativo generado por repetidas dosis de CP. Por lo que estos resultados nos
proporcionan evidencia del efecto antigenotoxico de las AgNPs contra un agente

altamente citotdxico y genotdxico como lo es la ciclofosfamida.

En el caso de los experimentos efectuados con Ara-C, y AgNPs Argovit®, los
resultados mostraron que los esquemas de tratamiento aplicados no indujeron
citotoxicidad considerable ni efectos definitivos sobre la médula 6sea. Como lo han
establecido previamente varios autores, la administracion de este antineoplasico
produce citotoxicidad aguda en términos de horas, la cual decae entre 10y 12 horas
después de la aplicacion aun en dosis repetidas por un maximo de 5 dias y

concentraciones mayores a las utilizadas en este estudio (Burke et al., 1968; Fridrik
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et al., 1988; Heo et al., 2020; Seipelt et al., 1998), esta situacion es similar a la que

se registrd con las AgNPs Argovit® y CP, como ya se describi6 arriba.

Por otra parte, se encontr6 que dosis repetidas de Argovit® permiten
aminorar la genotoxicidad inducida por Ara-C al mostrar diferencias significativas
(p<0.05) entre los esquemas en los que se utilizd Argovit® después de retar a los
organismos con Ara-C y también de manera alternada. En cambio, cuando se utilizd
el antineoplédsico Unicamente por tres dias consecutivos, la genotoxicidad en
términos de eritrocitos policrométicos micronucleados fue significativamente
superior (p<0.05) a los tratamientos en los que se utilizé Argovit®. Tratamientos que
permiten potenciar o mitigar la genotoxicidad de Ara-C se han estudiado
anteriormente con efectos similares, como es el caso de un trabajo en el que se usé
la combinacion de radotinib y Ara-C en leucemia. Encontraron que radotinib y Ara-
C indujo la detencion en G0/G1 a través de la induccion de CDKI como p21 'y p27
y la inhibicion de CDK?2 y ciclina E. El efecto combinado de radotinib/Ara-C induce
la apoptosis dependiente de las mitocondrias y la detencién GO/G1 a través de la
regulacion de la cascada CDKI-CDK-ciclina en las células de leucemia e inhibe el
crecimiento de las células de las células de leucemia mieloide aguda, incluyendo el
volumen y el peso del tumor in vivo en tumores xenotransplantados. Asimismo, la
combinacion de radotinib y Ara-C puede sensibilizar a las células a los agentes
guimioterapéuticos como daunorubicina o idarubicina en las células de leucemia 'y
concluyen que el radotinib en combinacién con el Ara-C posee una fuerte actividad

antileucémica (Heo et al., 2020). Lo anterior permite suponer que Argovit® puede
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tener un mecanismo similar, aunque estudios mas precisos son necesarios para

probar esta hipétesis.

Estos resultados permiten la exploracion de nuevas aplicaciones para estas
nanoparticulas. También contribuyen al desarrollo de nanomateriales seguros para

el uso en aplicaciones biomédicas.

CONCLUSIONES

1. Las nano particulas de plata Argovit® no presentaron dafio genotoxico
agudo en eritrocitos de sangre periférica de ratdbn BALB/c con una dosis de 6 mg/kg
y un esquema de tratamiento cada 24 horas por tres dias.

2. Aunqgue se observ6 dafio genotdxico acumulativo inducido por estas
AgNPs, el efecto desaparece con el paso del tiempo y no disminuye la frecuencia
de eritrocitos policroméaticos.

3. Estos resultados indican la importante biocompatibilidad de estas
AgNPs en el modelo murino BALB/c, comparados con la CP, el cual induce mielo
supresion.

4. A nuestro conocimiento, es la primera vez que se reporta el
amortiguamiento del dafio genotoxico producido por la ciclofosfamida con el uso de
una formulacién no citotéxica de nanoparticulas de plata.

5. Argovit® puede reducir hasta en un 50% la frecuencia de eritrocitos
policromaticos micronucleados (genotoxicidad aguda) cuando se administra 24

horas después de una dosis genotoxica de CP (50 mg/kg).
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6. Argovit® puede reducir hasta en un 100% la frecuencia de eritrocitos
policromaticos micronucleados (genotoxicidad aguda) cuando se administra
después de tres dosis consecutivas de Ara-C (6 mg/kg). La misma respuesta se
obtiene al administrar Ara-C y AgNPs de forma alternada.

7. Argovit® retrasa la aparicion de micronucleos hasta 24 horas después
de administraciones multiples de ciclofosfamida.

8. Los resultados sugieren un efecto amortiguador sobre el dafio que
genera la ciclofosfamida y citosina arabinosa en células sanas conferido por la
administracion de nanoparticula de plata.

9. Las nano particulas de plata reducen el dafio genotoxico causado por
aplicaciones previas de un agente antineoplasico.

10. Estos resultados pueden contribuir al disefio de tratamientos
guimioterapéuticos que puedan disminuir el efecto adverso causado por los

tratamientos actuales.

RECOMENDACIONES

o Se requieren mas estudios para identificar el mecanismo o los eventos
gue generan el dafio genotdéxico acumulativo sin que haya evidencia de
mielosupresion y dafio genotdxico agudo después de la administracion de
nanoparticulas de plata Argovit®.

o Es necesario identificar el esquema de administracion éptima para
estas nanoparticulas para descubrir la dosis que sea un adyuvante efectivo en los

tratamientos contra el cancer.
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o Los resultados encontrados permiten proponer a las nanoparticulas
de plata Argovit® como un agente geno-protector. Esta aplicacion no debe limitarse
a los agentes antineoplasicos, podria explorarse su aplicacion para aminorar el

efecto genotoxico observado al tratar otros padecimientos.
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Anexo 1
Eritrocitos policromaticos en 1000 eritrocitos totales (EPC/1000 ET) en

los diferentes grupos de estudio.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Horasn Media () Media () Media () Media () Media (t)
0 30211.0 79.0211.0 79.0211.0 79.0211.0 79.0211.0 79.0

24 6 2473 163213.1 27.8243.2 47.4285.0 17.7192.0 4.9
48 6 2489 609174.1 21.4225.8 12.6254.5 67.8138.2 12.6
72 6 2672 742842 6.1 2798 8.2 1104 194694 3.7
9% 6 2175 62.078.7 20.6265.8 37.5136.6 43.534.0 2.4
120 6 270.0 71.2194.4 5.5 166.8 21.0213.4 21.4485 7.0
144 6 255.2 45.8188.5 30.8154.3 18.3159.5 10.466.3 18.2
168 6 272.8 43.4169.4 25.9197.7 56.7247.7 48.441.3 3.6

n= tamafo de la muestra, media y desviacién estandar. Eritrocitos policromaticos
micronucleados en 1000 eritrocitos policrométicos. Grupo 1: agua (0, 24, 48 h), Grupo 2:
CP (0 h), Grupo 3: AgNPs (0, 24, 48 h), Grupo 4: CP + AgNPs; CP (0 h) + AgNPs (24, 48,
72 h)y Grupo 5: CP + AgNPs; CP (0, 48,96 h) + AgNPs (24, 72, 120 h).
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Anexo 2
Eritrocitos micronucleados (EMN/10,000 ET) en los diferentes grupos de

estudio.

Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5

Horasn Media (+) Media (+) Media (+) Media (+) Media (%)
0 30 103 80 103 80 103 80 103 8.0 103 8.0
24 6 198 64 98 25 399 50 33 11 213 46
48 6 129 84 229 63 421 6.6 127 34 137 23
72 6 182 58 34 07 227 44 63 17 209 53
% 6 163 69 144 79 213 29 25 12 234 29
120 6 96 63 143 3.1 455 77 103 44 677 14
144 6 73 42 226 3.0 382 45 200 22 211 42

168 6 153 4.6 141 22 275 37 13 16 213 2.1

n= tamafo de la muestra, media y desviacién estandar. Eritrocitos policromaticos
micronucleados en 1000 eritrocitos policromaticos. Grupo 1: agua (0, 24, 48 h), Grupo 2:
CP (0 h), Grupo 3: AgNPs (0, 24, 48 h), Grupo 4: CP + AgNPs; CP (0 h) + AgNPs (24, 48,
72 h) y Grupo 5: CP + AgNPs; CP (0, 48,96 h) + AgNPs (24, 72, 120 h).
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Abstract: Silver nanoparticles (AgMNPs) have been studied worldwide for their potential biomedical
applications. Specifically, they are proposed as a novel alternative for cancer treatment. However, the
determination of their cytotoxic and genotoxic effects continues to limit their application. The com-
mercially available silver nanoparticle Argovit™ has shown antineoplastic, antiviral, antibacterial,
and tissue regenerative properties, activities triggered by its capacity to promote the overproduction
of reactive oxygen species (ROS). Therefore, in this work, we evaluated the genotoxic and cy totoxic
potential of the Argovit™ formulation (average size: 35 nm) on BALB/ ¢ mice using the micronucleus
in a peripheral blood erythrocytes model. Besides, we evaluated the capability of AgNPs to modulate
the genotoxic effect induced by cyclophosphamide (CP) after the administration of the oncologic
agent. To achieve this, 5-6-week-old male mice with a mean weight of 20.11 + 2.38 g were treated
with water as negative control (Group 1), an single intraperitoneal dose of CP (50 mg/kg of body
weight, Group 2), a daily oral dose of AgNPs (b mg/kg of weight, Group 3) for three consecutive
days, or a combination of these treatment schemes: one day of CP doses (50 mg/kg of body weight)
followed by three doses of AgMNPs (one dose per day, Group 4) and three alternate doses of CP and
AgNPs (six days of exposure, Group 5). Blood samples were taken just before the first administration
(0h) and every 24 h for seven days. Our results show that Argovit™ AgNPs induced no significant
cytotoxic or acute genotoxic damage. The observed cumulative genotoxic damage in this model
could be caused by the accumulation of AgNPs due to administered consecutive doses. Furthermore,
the administration of AgNTPs after 24 h of CP seems to have a protective effect on bone marrow and
reduces by up to 50% the acute genotoxic damage induced by CP. However, this protection is not
enough to counteract several doses of CP. To our knowledge, this is the first time that the exceptional
chemoprotective capacity produced by a non-cytotoxic silver nanoparticle formulation against CP
genotoxic damage has been reported. These findings raise the possibility of using AgNPs as an
adjuvant agent with current treatments, reducing adverse effects.

Nanomaterials 2021, 11, 2096. https: //doi.org/10.33%0/ nano11082096

https:/ /www.mdpicom/journal /nanomaterials

82



Revista de Ciencias Tecnolégicas (RECIT). Volumen 1 (2): 65-68

i
NV

Micronucleos en Reticulocitos de Ratones
Balb/cTratados de Forma Oral con
Nanoparticulas de Plata

Castafieda-Yslas | Y, Ruiz-Ruiz B!, Arellano-Garcia M E%, Juarez-Moreno K?,
Torres-BugarinO3, Bogdanchikova N?, Pestryakov A%, Radilla-Chavez P®

! Facultad de Ciencias, Universidad Auténoma de Baja California, KM. 106 Carr. Tij-
Ens , 22800idalia.castaneda@uabc.edu.mx, bruiz@uabc.edu.mx,
evarista.arellano@uabc.edu.mx
2 Centro de Nanociencias y Nanotecnologia, Universidad Nacional Auténoma de México
3 Facultad de Medicina, Universidad Auténoma de Guadalajara
4 Universidad Politécnica de Tomsk, 634050, Rusia
5 Escuela de Medicina Ensenada, Universidad Auténoma de Baja California

Autor de correspondencia: Idalia Yazmin Castafieda Yslas, Facultad de Ciencias,
Universidad Autonoma de BajaCalifornia, KM. 106 Carr. Tij-Ens, 22800. Ensenada, Baja
California, México. E-mail: idalia.castaneda@uabc.edu.mx.

Resumen. El estudio de la genotoxicidad en modelos murinos es util para responder las dudas relacionadas con
la seguridad por el uso de nanomateriales, sobre todo cuando se pretende el desarrollo de nuevas opciones
terapéuticas. El propdsito de este trabajo fue evaluar la capacidad genotdxica de AgNPs Argovit™ a partir de la
técnica de micronucleos en reticulocitos de sangre periférica de ratones, prueba ampliamente utilizada para
conocer el potencial genotoxico de diferentes agentes. Las nanoparticulas de plata se suministraron en dosis
terapéuticas por via oral (indicadas para perros como tratamiento para el moquillo) durante tres dias a un grupo
conformado porsiete ratones y a otros dos grupos con igual nimero de ratones se administré respectivamente
agua inyectable y arabinosa C. Los especimenes fueron medidos, pesados antes y después del experimento.
También se tomaron diariamente muestras de sangre periférica mediante un corte en la punta de la cola para
posteriormente realizar extendidos sobre portaobjetos para la prueba de micronucleos en reticulocitos. Los frotis
se fijaron en etanol al 80

% vy se tifieron con anaranjado de acridina para posteriormente leer en 1000 reticulocitos la presencia de

Palabras clave Nanoparticulas de Plata; Microntcleos; Reticulocitos; Genotoxicidad.
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Abstract. - The purpose of this work was to evaluate the genotoxic capacity of AgNPs Argovit™ with the
micronucleus technique in mouse peripheral blood reticulocytes. Argovit™ is administered orally in therapeutic
doses (indicated for dogs as treatment for distemper) for three days to an experimental group with seven mice.
Another two groups with an equal number of mice were administered with injectable water and arabinose C,
respectively. The specimens were measured and weighed before and after the experiment. Peripheral blood
samples were also taken daily by a cut at the tip of the tail and then extended on slides for micronucleus test in
reticulocytes. The smears were fixed in ethanol at 80 % and stained with acridine orange, after that, the presence
of micronuclei was identified in 1000 reticulocytes counted by fluorescence microscopy. Preliminary results show
significant differences in the number of micronuclei in reticulocytes between the three groups, so its necessary to

1. Introduccion

Las nanoparticulas de plata (Ag-NPs) son muy
utilizadas en aplicaciones biomédicas. EI nimero de
investigaciones sobre la toxicidad de las Ag-NPs va
en aumento y poco se ha concluido sobre los factores
que inciden en su toxicidad a nivel celular [1, 2], pero
sigue persistiendo controversias respecto al
entendimiento de las vias del dafio en lineas
celulares, en lo referente a las pruebas
experimentales y el tamafio de las hanoparticulas [3].
Desde 2004, las nanoparticulas de plata Argovit™ se
estudian por su actividad antiviral en contra de
rinotraqueitis infecciosa y diarrea viral bovina [4].
Argovit™ usada para el tratamiento de otitis humana
mostré remision de los sintomas y reepitelizacion de
los tejidos [5]. La administracion oral en perros de
Argovit™ registr6 una muy alta tasa de recuperacion
para tratar el moquillo [6]. En pruebas in vivo con
modelos murinos se probo la eficacia de Argovit™
contra el virus de la fiebre del Rift [7] y en cuanto a
su efecto inmunoldgico, se reveld que no hay efecto
toxico en las células inmunes y los drganos de
ratones [8]. Se ha mostrado que las nanoparticulas de
plata Argovit™, presenta efectos citotoxicos en ocho
lineas de células de cancer e induce la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) [9].

El presente trabajo explora la genotoxicidad de
nanoparticulas de plata Argovit™, y el
antineoplasico arabinosa C. (Ara-C) el cual evita la
reparacion del ADN y causa citotoxicidad, en
contraste con un control de agua. Aqui se presentan
los resultados preliminares de estos experimentos
que muestran en general una menor genotoxicidad de
las AgNPs en compraracion con Ara-C.
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2. Metodologia

Tres grupos de ratones balb/c se usaron para probar el efecto
genotoxico mediante la prueba de microndcleos en reticulocitos de
sangre periférica deratdn posterior a la administracién de AgNPs de
la
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indujeron menos EPCMN. En los primeros tres
dias después de tratar a los ratones con AgNPs, se
produjomenos dafio incluso que el grupo control al
que solose le administré agua (p < 0.05), aunque se
advierte un ligero aumento en el dia 5 (Fig 1).

marca Argovit™ vy el farmaco
antineoplasicoarabinosa-C.

2.1 Disefio experimental

21 ratones balb/c de 5-6 semanas
de edad, con peso de X = 19.94
gramos, formaron aleatoriamente 3
grupos de 7 ratones cada uno. Al
primer grupo se le administrd
solamenente  agua  inyectable
intraperitonealmente, el segundo se
tratd con 6mg/kg de Arabinosa-C
intraperitoneal 'y al tercero
Argovit™ 6 mg/kg con cénula de
alimentacion  via oral, estos
tratamientos se repitieron por tres
dias consecutivos. Se prepararon
frotis de sangre caudal por duplicado
cada dia después del segundo dia
posterior a la aplicaciéon, y se
practic eutanasia al séptimo dia
[10].

2.2 La probes de micronucleos

A cada uno de los organismos de
cada grupo se lestom6 una muestra
de sangre diariamente mediante el
corte de la punta de la cola a partir de
las 48 horas de iniciados los
experimentos. Se realizaron dos
frotis con la sangre de cada animal y
se analizaron para determinar el
dafio acumulado con el nimero de
reticulocitos  con  micronucleo
(EPCMN) en 1000 eritrocitos
policromaticos (EPC). Para observar
el efecto del tratamiento después de
24 a 48 horas post-tratamiento, se
toma en cuenta que la presencia de
EPCMN demostrarian que existe
genotoxicidad reciente (en las
Gltimas 24 horas). Los conteos de
diferentes tratamientos se
codificaron 'y se analizaron
estadisticamente mediante la prueba
H de Kruskal- Wallis.

3. Resultados
Las AgNPs Argovit™ produjeron

menos  genotoxicidad que el
aninpnplécir‘n Ara-C ya que
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EPCMN/1000

WDias: 2
[@Dias: 3
WDias: 4
BDias: 5

Kruskal-Wallis: (3, N=84) =8,822117 p=,0318

CONTROL AgNPs Ara-C

Figura 1. Eritrocitos policroméaticos micronucleados en 1000

eritrocitos policromaticos.

El efecto de la genotoxicidad acumulada se
muestra en la figura 2 y conforme a la prueba H de
AgNPs  Argovit ™ no
incrementaron significativamente el nimero de

Karuskal-Wallis, las

microndcleos en 10000 eritrocitos, en comparacion
con el grupo control. En cambio, el antineoplasico
Ara-C, si muestra efectos genotéxicos acumulativos
al sexto dia de aplicacion (p<0.05).
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Figura 2. Eritrocitos micronucleados en 10 000 eritrocitos totales.
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4. Conclusiones

La administracién de Arabinosa-C produce mayor genotoxicidad, ya que causa dafios morfolégicos en el nucleo y
fragmentacion en el ADN, que pueden atribuirse a la formacién de especies reactivas de oxigeno.

De acuerdo con la prueba de Kruskal Wallis los resultados indican que el farmaco Ara-C induce mayor genotoxicidad que
las AgNPs después de 24horas de administrarlas, al igual que el efecto acumulativo después de 5 dias de aplicacién. Aunque

[1]
[2]

(3]

[4]

[5]

(6]
[7]

Referencias

B. Nowack, H. F. Krug, y M. Height, “120 years of nanosilver history: Implications forpolicy makers”, Environ. Sci.
Technol., vol. 45, num. 4, pp. 1177-1183, 2011.

L. Ge, Q. Li, M. Wang, J. Ouyang, X. Li, y

M. M. Q. Xing, “Nanosilver particles in medical applications: Synthesis, performance, and toxicity”,
International Journal of Nanomedicine, vol. 9, nium. 1. pp.2399-2407, 2014.

Y. Li et al., “Genotoxicity of silver nanoparticles evaluated using the Ames test and in vitro micronucleus assay”,
Mutat. Res. - Genet. Toxicol. Environ. Mutagen., vol. 745, num. 1-2, pp. 4-10, 2012.

A. G. Glotov, T. I. Glotova, A. A. Sergeev,

T. V Belkina, y A. N. Sergeev, “[ Antiviral activity of different drugs in vitro against viruses of bovine infectious
rhinotracheitis and bovine diarrhea]”, Vopr Virusol, vol. 49,nam. 5, pp. 43-46, 2004.

F. V. Semenov y K. M. Fidarova, “[The treatment of the patients presenting with chronic inflammation of the
trepanation cavity with a preparation containing silver nanoparticles following sanitation surgery ofthe open
type]”, Vestn. Otorinolaringol., num. 6, pp. 117-119, 2012.

N. Bogdanchikova et al., “Silver nanoparticles composition for treatment of distemper in dogs”, Int. J.
Nanotechnol.,vol.13, nim. 1/2/3, p. 227, 2016.

B. Borrego et al., “Potential application of silver nanoparticles to control the infectivityof Rift Valley fever virus in
vitro and in vivo”, Nanomedicine Nanotechnology, Biol.

87



estos resultados son preliminares se advierte, como

se esperaba, que las AgNPs Argovit™ en las concentraciones probadas son potencialmente no genotoxicas
para este modelo de ratén. Lo que ofrecelas primeras evidencias de la seguridad toxicoldgicade las AgNPs
Argovit™,
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Anexo 4

Abreviaturas

CP: Ciclofosfamida.

Ara-C: Citosina arabinosa.

EPC.: Eritrocitos policroméaticos o reticulocitos.

EMN: Eritrocitos micronucleados.

EPCMN: Eritrocitos policromaticos micronucleados.

EN: Eritrocitos normocromaéticos.

MN: Microntcleos.

MNESP: Ensayo de micronudcleos en eritrocitos de sangre periférica.

ET: Eritrocitos totales.

AgNPs: Nanoparticulas de plata.

PVP: Polivinilpirrolidona.

nm: Nanometros.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

SEM: Microscopia por escaneo de electron.

XRD: Difraccion de rayos X. 89



TEM: Microscopia electronica de transmision.

EDX: Espectroscopia de rayos X de energia dispersiva.

i.p.: Inyeccion intraperitoneal.

h: Horas.

OECD: Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ARN: Acido ribonucleico.

CDKI: Proteina inhibidora de la quinasa dependiente de ciclina.

CDK2: Cinasa dependiente de ciclina 2.
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