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RESUMEN

El uso de nanoparticulas en actividades industriales, domésticas, agricolas y biomédicas crece a
un ritmo acelerado y plantea la necesidad de identificar el efecto que estas y sus residuos
provocan. Por ello, es de suma importancia evaluar la toxicidad y los mecanismos de accion que
las diferentes nanoparticulas pueden inducir en el medio ambiente, principalmente en plantas. El
presente trabajo evalla la toxicidad de nanoparticulas de plata (AgNPs) de marca Argovit® con
un recubrimiento de polivinilpirrolidona (PVP); se evalud la citotoxicidad y genotoxicidad,
utilizando el modelo Allium cepa con la técnica propuestas por Fiskesjé conocido como Allium
test. El efecto producido por las AgNPs se compard con arsenito de sodio (NaAsO;) como agente
citotoxico y genotoxico. Los resultados muestran que las concentraciones de 5, 10, 15, 25, 50, 75
y 100 pg/mL evaluadas de AgNPs no presentan efectos citotdxicos, a diferencia del control
positivo de NaAsO, (0.37 pg/mL). La produccidon de especies reactivas de oxigeno (ROS)
presentan una pequeria diferencia respecto al control con concentraciones superiores a 10 pug/mL,
pero sin provocar una afectacion en la viabilidad celular (no hay modificaciones en el indice
mitotico). Por otro lado, se observd una respuesta antioxidante en las concentraciones de 5y 10
pg/mL de AgNPs diferente a las concentraciones superiores de AgNP administrada,
coincidiendo con la produccion de ROS, pero siempre con valores comparables al control
negativo. No se observa dafio en la membrana citoplasmatica (lipoperoxidacién), asimismo las
concentraciones evaluadas de AgNPs no presentaron efectos genotdxicos, no se observaron
micronucleos en ninguna de las muestras analizadas que fueron expuestas a las diferentes
concentraciones de AgNPs.

Por lo antes mencionado, se puede sugerir que las nanoparticulas de plata estudiadas en las

concentraciones evaluadas son bioseguras y biocompatibles para Allium cepa, sentando un



importante precedente para la evaluacién del posible dafio que las nanoparticulas pueden generar

al medio ambiente.

ABSTRACT

The use of nanoparticles in industrial, domestic, agricultural and biomedical activities grows at
an accelerated rate and raises the need to identify the effect caused by their waste. Therefore, it is
very important to evaluate the toxicity and the mechanisms of action that different nanoparticles
can induce in the environment, mainly in plants. The present work evaluates the toxicity of silver
nanoparticles (AgNPs) with a polyvinylpyrrolidone (PVP) coating. cytotoxicity and genotoxicity
were evaluated, using the Allium cepa model with the technique proposed by Fiskesjo known as
the Allium test. The effect was compared with sodium arsenite (NaAsO2) as a cytotoxic and
genotoxic agent. The results show that the concentrations of 5, 10, 15, 25, 50, 75 and 100 pg /
mL evaluated for AgNPs do not present cytotoxic effects, unlike the positive control of NaAsO2
(0.37 pug / mL). The production of reactive oxygen species (ROS) presents a small difference
compared to the control with concentrations higher than 10 ug / mL, but without causing an
impairment in cell viability (there are no changes in the mitotic index). On the other hand, an
antioxidant response was observed in the concentrations of 5 and 10 pg / mL of AgNPs different
from the higher concentrations of AgNP administered, coinciding with ROS production, but
always with values comparable to the negative control. No damage was observed in the
cytoplasmic membrane (lipoperoxidation), also the evaluated concentrations of AgNPs did not
present genotoxic effects, no micronucleus was observed in any of the analyzed samples that

were exposed to different concentrations of AgNPs.



For the aforementioned, it can be suggested that silver nanoparticles in the concentrations
evaluated are safe and biocompatible for Allium cepa, leading to an important precedent for the

nanoparticles' environment risk evaluation.
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Introduccion

El inicio de la nanotecnologia se establece hacia finales de la década de los 50°s, con el discurso
presentado por el ganador del Premio Novel Richard Feynman, en la reunion anual de la
American Physical Society cuando expresa: “There is Plenty of Room at the Bottom™, desde

entonces se marca el inicio formal del desarrollo de la nanotecnologia.

En la actualidad existe un interés creciente en este campo, la nanotecnologia es considerada
como uno de los desarrollos méas innovadores de la ciencia moderna por la comunidad cientifica
internacional (Handy, Owen, & Valsami-Jones, 2008). El avance en esta ciencia comenzo en la

ultima década, disefiando miles de productos a nano escala.

En el mundo se utilizan una gran variedad de nanomateriales y sus propiedades varian
dependiendo del tamarfio, concentracion, ligando y su forma (Albanese, Tang, & Chan, 2012;
Siddiqui, Al-Whaibi, & Mohammad, 2015). En los Gltimos afios dentro de estas sustancias
utilizadas se encuentran los nanomateriales que sirven como aditivos o agentes de fertilizantes y
fitosanitarios (Nair et al., 2010; P. Wang, Lombi, Zhao, & Kopittke, 2016), estos materiales
ademas de emplearse en la agricultura se utiliza en la medicina, la industria asi como la vida

cotidiana (Khot, Sankaran, Maja, Ehsani, & Schuster, 2012).

Sin embargo no se tiene suficiente conocimiento acerca de los efectos de los nanomateriales al
ambiente y por consecuencia en la salud humana (Capaldi Arruda, Diniz Silva, Moretto Galazzi,

Antunes Azevedo, & Zezzi Arruda, 2015; Chichiricco & Poma, 2015).

Las nanoparticulas de oro, plata y cobre son el objeto de diversas investigaciones por sus

aplicaciones en la medicina, la biologia y la electrénica, entre otras. Existen investigaciones que
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exhiben las excelentes propiedades a las nanoparticulas de oro y plata, por ello un area muy
importante de trabajo es la implicacion que estas tienen en la medicina (Ng, Li, Bay, & Yung,

2010; Xu et al., 2012).

En el presente trabajo se presentan evidencias experimentales, utilizando el modelo Allium test,
de una baja citotoxicidad y genotoxicidad asi como reducida afectacion fisioldgica de las
nanoparticulas de plata Argovit®, como indicio de que esta formulacion de AgNPs son seguras y

biocampatibles.
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Antecedentes

Historicamente la plata se ha distinguido por sus variados usos, ademas de los tradicionales
como la fabricacion de objetos y ornamentos, desde hace méas de 100 afios también se ha
empleado en pigmentos, reactivos para fotografia, tratamientos de heridas, compuestos
antiestaticos y como biocida (Nowack, Krug, & Height, 2011). Segun la Agencia de Proteccion
al Ambiente (EPA, por su siglas en inglés), en los Estados Unidos desde 1954 se han registrado
materiales biocidas y el 53 % de estos productos registrados probamente contienen nanoplata en
concentraciones muy pequeiias (Nowack et al.,, 2011); sin embargo, formulaciones de
nanoparticulas recientemente aumentan las areas de aplicacion y con ellas un escrutinio profundo
para evaluar la toxicidad en el ambiente y en la salud humana (Bartlomiejczyk, Lankoff,

Kruszewski, & Szumiel, 2013; Liu & Jiang, 2015)

Por otra parte, hablar de las nanoparticulas de plata es hablar de estructuras con dimensiones
entre 1 a 100 nm con propiedades fisicoquimicas unicas y distintas a las que exhibe como plata
metalica; debido sobre todo, a su accion bactericida, en la actualidad se han encontrado
aplicaciones practicas en la medicina, cosméticos, textiles y otros campos (Bartlomiejczyk et al.,

2013).

Moore en el 2006, sostiene que se requiere un enfoque preventivo con la evaluacion individual
de los nuevos nanomateriales en relacién con el riesgo para la salud ambiental. Un ejemplo es el
trabajo de Benn & Westerhoff en el 2008, quienes evaluaron los residuos en agua del lavado de
calcetines tratados con nanoparticulas de plata como agente antimicrobiano y encontraron alli

presencia de nanoparticulas de plata de 10 a 500 nm de diametro.
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Por otro lado, Liu & Jiang en el 2015 mencionan que una vez que las AgNPs llegan al ambiente,
las alteraciones que provocan se deben a la estabilidad limitada de estas formulaciones y a la

propension a oxidarse facilmente liberando iones plata (Ag+).

Una de las nanoparticulas que cuenta con mayor nimero de estudios sobre diversas aplicaciones
en biomedicina, asi como investigaciones sobre la evaluacion de sus efectos toxicos en diferentes
modelos animales y vegetales, son las nanoparticulas de plata Argovit®, producidas por la
compafiia Vector Vita, LTD, con sede en Rusia. En los parrafos siguientes, se describen los
principales resultados de los trabajos antes mencionados.

Trabajos realizados utilizando Argovit® en salud humana, medicina, veterinaria y
acuicultura

Otitis
En el 2012, Semenov y Fridarova estimaron la capacidad de Argovit ® aplicado para el
tratamiento de otitis purulenta (CSOM), en el estudio participaron 35 pacientes de 12 a 69 afos
que presentaron CSOM después de una intervencién quirdrgica en la cavidad timpanica del oido
medio. Se utilizaron estas nanoparticulas como tratamiento, dando como resultado la eliminacion
rapida de los sintomas clinicos y la dinamica positiva de los signos objetivos de la enfermedad,
como la reduccion o la terminacién de la exudacion patolégica y la estimulacién de los procesos
de epidermizacioén. Los pacientes tratados tuvieron una recuperacién estable en un periodo de 6

meses después de la finalizacién del tratamiento (Semenov & Fidarova, 2012).
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Lineas celulares de cancer de cuello uterino (HeLa) y cancer de mama (MDA-MB-231
y MCF7)

Juarez-Moreno et al. (2017) evaluaron los efectos citotoxicos de las nanoparticulas de plata
Argovit ® en lineas celulares de cancer de cuello uterino (HeLa) y cancer de mama (MDA-MB-
231 y MCF7). En ambos casos, después de 24 h de incubacion, se incrementd la concentracion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) cuando se expusieron las células a la concentracion
inhibitoria media (IC50) de AgNPs, sin embargo, no fue estadisticamente significativo en
comparacion con las células no tratadas. Se evalué la genotoxicidad producida con esta
concentracion mediante ensayo cometa mostrando que no induce dafio notable de ADN en las
células. Sin embargo, las células HeLa, MDA-MB-231 y MCF7 tratado con el IC maximo de
AgNPs indujo la formacion de ROS a las 12 0 24 h de incubacion. La genotoxicidad lograda por
el ensayo del cometa en células HeLa, MDA-MB-231 y MCF7 revel6 que la exposicion a IC50
de AgNPs no induce dafio notable de ADN en las células. Concluyen que, Argovit® induce un
efecto citotoxico de forma tiempo y dosis-dependiente en las lineas celulares de céancer
analizadas. Mientras que el efecto genotoxico estuvo restringido principalmente por la
concentracion. Ademas sugieren explorar nuevas aplicaciones terapéuticas de AgNPs asi como
evaluar los efectos citotdxicos y genotdxicos de AgNPs en células sanas en el tejido circundante

de la neoplasia (Juarez-Moreno et al., 2017).

Perros (tratamiento de moquillo)

En el 2016, Bogdanchikova y colaboradores, realizaron un tratamiento del moquillo en perros
con sintomas neuroldgicos y no neuroldgicos. Para esto utilizaron una composicion farmacéutica
veterinaria de nanoparticulas de plata (AgNPs Argovit ®). Encuentran que la tasa de

recuperacion es muy alta y sin secuelas en animales con moquillo no neuroldgico, en cambio, en
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animales con sintomas neuroldgicos, los tratamientos con AgNPs no pudieron revertir la

enfermedad (Bogdanchikova et al., 2016).

Desarrollo de apdsitos

Alvarez-Suérez, et al (2020) desarrollaron ap6sitos absorbentes para utilizarlos en quemaduras y
ulceras cuténeas. Los resultados sugieren que los apdsitos impregnados con Argovit® pueden
tener una gran efectividad en contra de bacterias Gram negativas como Pseudomonas aeruginosa

debido a la gran actividad antimicrobiana de los componentes (Alvarez-Suéarez et al., 2020).

Tuberculosis

Uraskulova y Gyusan (2017), evaluaron preparaciones de plata a nanoescala, Argovit-C
(Argovit®) y Vitargol, para el tratamiento de la tuberculosis del tracto respiratorio superior. La
investigacion realizada in vitro en el dispensario de tuberculosis Karachaevo-Cherkessian,
mostré que la solucion de Argovit-C a una concentracién de 3,3 % tenia una actividad
bactericida del 100 % con relacion a las micobacterias resistentes a los medicamentos. Con base
en estos resultados, esta concentracion de Argovit-C (3.3%) fue elegida para el estudio clinico.
Se comprobd que esta preparacion tiene mayor efectividad terapéutica en comparacion con el
tratamiento estandar antituberculoso, concluyendo que se puede recomendar la inhalacién de la
solucion preparada de Argovit-C 3,3 % dos veces al dia durante 10 minutos cada uno. Otros
estudios recomiendan el uso de Argovit-C para el tratamiento de la tuberculosis laringea
mediante la inhalacién durante 10 minutos de la solucion probada al 3,3% dos veces al dia

durante 2 meses (Uraskulova & Gyusan, 2017).
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Roedores

Kalmantaeva y coraboradores en el 2014, investigaron la influencia de Argovit® en el sistema
inmune de ratones después de la exposicion por inhalacion o administracion intragastrica o
subcuténea. Los resultados arrojaron que por inhalacién o via intragastrica no tenian efecto
toxico en las células y o6rganos inmunes, ademas de no producir cambios en cantidad de
linfocitos T y B en el bazo, o produccién de citosinas proinflamatorias después de la exposicion
a las nanoparticulas de plata. Por otro lado, una administracion subcutanea de nanoplata cambio
la proporcidn de subpoblaciones de linfocitos y aument6 la cantidad de interferon gama (IFN-y)
que producen los linfocitos en una proporcion de 3.6 veces en comparacion con el control

(Kalmantaeva et al., 2014).

Zeinalov y colaboradores 2016, sustentan que las nanoparticulas de plata tienen mas actividad
que sus otras formas y que sus propiedades bioldgicas suelen ser mas antibidticas y biocidas.
Simultdneamente, estas nanoparticulas tienen la capacidad de penetrar facilmente las barreras de
los organismos y de esta manera entrar directamente en sus tejidos y 6rganos. Mencionan que €s
necesario estudiar la influencia de nanoparticulas de plata sobre la fisiologia de los organismos
vivos, por lo que es necesario contribuir al estudio de la bioseguridad de los nanoproductos de
plata para la salud humana y el medio ambiente. En este sentido, presentan datos experimentales
sobre el efecto de dos preparaciones de nanoplata (Poviargol y Argovit) en ratones de
laboratorio, establecieron que utilizando extendido de sangre periférica y el andlisis bioquimico
del suero sanguineo de los organismos vivos, pueden servir para fines de monitoreo primario de
la patologia en condiciones nocivas causadas por las nanoparticulas de plata (Zeinalov et al.,

2016).
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Por otra parte, en un estudio realizado en ratas por Gmoshinski y colaboradores en el 2016,
estudiaron la influencia de nanoparticulas de plata Argovit® que fueron introducidas por via oral
en ratas, con una duracién 92 dias del experimento en donde se observaron algunos indicadores
de homeostasis de oligoelementos esenciales. Se establecio la acumulacion dosis-dependiente de
Ag en el higado animal, a una dosis que oscila entre 0.1 y 10 mg / kg de peso corporal, por otro
lado, en rifién y bazo a una dosis en el rango de 0.1-1 mg / kg de peso. Ademas, se observo una
disminucion significativa en el contenido de Cu en los rifiones, en el higado se manifest6 una
disminucion en el contenido de Zn y Co y un aumento en el contenido de Mn. En el bazo, se
encontré un aumento en Cd, Cr y Ni, pero también se observa una correlacion positiva y
significativa entre los niveles de Ag y Cd y una correlacion negativa entre Ag y Cu en los
rifones. En las ratas que reciben AgNPs a una dosis de 1.0-10 mg / kg de peso corporal los
indicadores de selenio que son excrecion urinaria, el contenido en el plasma sanguineo y la
actividad glutation peroxidasa son significativamente menores, por lo tanto, las nanoparticulas
Argovit® que ingresan al cuerpo por via tracto gastrointestinal a una dosis de plata de por lo
menos 1 mg/kg de peso corporal, pueden afectar la homeostasis de oligoelementos esenciales y
elementos toxicos. Ellos concluyen que se tiene que tomar en cuenta el antagonismo de Ag y Se
al evaluar la seguridad de los complementos alimenticios en la composicién de una dieta

(Gmoshinski, Shumakova, Shipelin, Maltsev, & Khotimchenko, 2016).

En el 2018 Castafieda-Yslas, y colaboradores, trabajaron con ratones y evaluaron la capacidad
genotoxica de Argovit® en reticulocitos de sangre periférica de ratones a partir de la técnica de
micronucleos. En el estudio se utilizaron las mismas dosis terapéuticas administradas en contra
del moquillo canino, ademas, se utilizé citosina arabinosa como control positivo y agua como

control negativo. Los resultados mostraron que Argovit® produce menos microndcleos que el
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control positivo, lo cual es un indicio de la menor genotoxicidad de Argovit® con la dosis de 6

mg/mL que citocina arabinosa(Castafieda-Yslas et al., 2018).

Vacas (tratamiento contra mastitis)

En el 2018 Shkil y colaboradores trabajaron con la inflamacion de las ubres de las vacas,
mostraron que al tratar vacas con mastitis administrando Argovit®, se encontré que los
tratamientos con duracion promedio de 2.9 +0.1, 3.3 + 0.3, 4.1 +0,2 dias, que es 1.6, 1.9, 1.8
veces menos en comparacion con la droga Espectromast en el grupo control, se obtuvo un efecto
de sensibilidad antibidtica en microflora intestinal en el tratamiento de organismos subclinicos,
serosos. En otros resultados se determind la sensibilidad a los microorganismos aislados
posterior al tratamiento de mastitis catarral de las vacas, mostraron un efecto dosis dependiente
en comparacion al farmaco utilizado y la forma clinica de la enfermedad (Shkil, Nefedova, &

Burmistrov, 2018).

Herpes (actividad antiviral)

En otro estudios Glotov y colaboradores en el 2004, estudiaron la actividad antiviral de Argovit®
y 10 diferentes farmacos que se utilizan en contra del herpes viral causante de la rinotraqueitis
infecciosa bovina (BIRT) y diarrea viral bovina (BVD). Dentro de los resultados comprobaron la
efectividad de Argovit™ para combatir ambos padecimientos en el ganado, comparables con
farmacos como la bromuridina, el Aciclovir, la ribavirina y el mitasazonum, entre otros; por otro
lado, el eracond y anandid demostraron ser ineficientes (Glotov, Glotova, Sergeev, Belkina, &

Sergeev, 2004).
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Actividad antiviral (virus de la fiebre del Valle Rift)

Borrego y colaboradores en el 2016, realizaron un experimento para poner a prueba la posible
actividad antiviral de las nanoparticulas de plata Argovit ® contra el virus de la fiebre del Valle
del Rift (RVFV), patégeno zoonotico de gran importancia. Comprobaron que la aplicacién de

nanoparticulas de plata es til para controlar la infectividad de este virus (Borrego et al., 2016).

Peces (efecto antihelmintico)

En el 2019 Pimentel-Acosta y colaboradores, determinaron el efecto antihelmintico de las
nanoparticulas de plata (AgNPs) en un cultivo de peces de agua dulce del género Cichlidogyrus
spp como organismo modelo. El estudio se realiz6 con dos tipos de AgNPs con diferentes
metodologias de sintesis y tamafios: nanoparticulas ARGOVIT (35 nm) y nanoparticulas UTSA
(1-3 nm), en los resultados se observé que las AgNPs de UTSA a una concentracion de 36 pg / L
durante 1 h fue 100% efectiva contra huevos y parasitos adultos, sefialando que fueron mas
efectivas que ARGOVIT en ambos casos. Concluyen que, ningln informe previo ha evaluado el
efecto de AgNPs en parésitos metazoico de peces y sostienen que su trabajo proporciona una
base para futuras investigaciones sobre el control de enfermedades parasitarias de peces

(Pimentel-Acosta et al., 2019).

Parasitos (genero Tetrahymena)

Fuentes-Valencia en el 2020, encontraron que las nanoparticulas de plata Argovit® son eficaces
para combatir parasitos ciliados del género Tetrahymena en peces sin evidencia de efectos

nocivos para los peces (Fuentes-Valencia et al., 2020).

Parasitos (Perkinsus marinus)

De igual manera Bravo-Guerra y colaboradores en el 2020, utilizaron exitosamente Argovit®

contra del parasito Perkinsus marinus, como infectante de varias especies de ostras y
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comprobaron que el tratamiento con AgNPs o AgNOs3 a una concentracion de 0.927 mM de
plata, es altamente letal, con més del 90% de mortalidad (Bravo-Guerra, Caceres-Martinez,

Véasquez-Yeomans, Pestryakov, & Bogdanchikova, 2020).

Camarones (actividad contra el virus del sindrome de la mancha blanca)

Entre los trabajos més recientes encontramos el de Romo-Quifiones y colaboradores en el 2020,
quienes realizaron cuatro ensayos experimentales para mejorar la actividad biologica contra el
virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV) en cultivos de camarones. Dicho experimento
se realizd con la nueva formulacién de nanoparticulas de plata llamada Argovit-4 y los
experimentos se prepararon con pequefias modificaciones para observar su efectividad. Dentro
de los objetivos se encontraba determinar el efecto protector de Argovit-4 contra WSSV,
determinar si esta nueva formulacion complementada en el alimento exhibe toxicidad hacia los
camarones, analizar Argovit-4 como antiviral (si esta formulacién puede prevenir, retrasar o
reducir la mortalidad de los camarones inducida por WSSV) y determinar si Argovit-4
suplementado en el alimento altera la respuesta inmune en las primeras etapas del camaron. En el
experimento 1, varios indculos virales calibrados a 7 SID50 (dosis infecciosas 50% de punto
final para camarones) fueron expuestos a 40, 100, 200 y 1,000 ng / SID50 de Ag + y luego
inyectado por via intramuscular en camarones durante 96 h. Experimento 2, los camarones
fueron alimentados con Argovit-4 suplementado en alimento a diferentes concentraciones (10,
100 y 1,000 pg por gramo de alimentacion) durante 192 h. En el experimento 3, los camarones
fueron tratados con Argovit-4 suplementado en alimento a diferentes concentraciones y luego
desafiado contra WSSV por 192 h. En el experimento 4, se realiz6 RT-gPCR para medir la
respuesta transcripcional de cinco genes relevantes inmunoldgicamente en hemocitos de

camarones tratados con Argovit-4 suplementado en alimento a las 0, 6, 12, 24 y 48 h. los
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Argovit-4 inyectado por via intramuscular, lo cual mostré un efecto dependiente de la dosis (p
<0.05) en la mortalidad acumulada de camarones de 0 a 96 h después de la infeccion. Dentro de
los resultados mas relevantes se encontré que en el segundo experimento no hay signos de
toxicidad para el ensayo durante las 92 h del experimento. En el tercer y cuarto experimento
mostraron que los camarones con WSSV a 1,000 ug / g de alimento, presento una mortalidad
reducida sin alterar la expresion de algunos genes relacionados con el sistema inmunitario. Esto
demuestra una nueva estrategia terapéutica para controlar WSSV vy posiblemente otros patdgenos

de invertebrados en la acuicultura de langostinos (Romo-Quifionez et al., 2020).

Linfocitos humanos

Otro trabajo reciente es el de Ruiz-Ruiz y colaboradores en el 2020, quienes comparan el
comportamiento citotoxico y genotoxico de Argovit® y nanoComposix, ambas nanoparticulas
con formulaciones similares recubiertas de polivinilpirrolidona (PVP), estos autores utilizaron el
ensayo de microndcleos por bloqueo de la citocinesis (CBMN) en cultivos primarios de
linfocitos, se evalud la induccion de microndcleos (MNi) y el indice mitético. Sus resultados
mostraron diferencias en la respuesta citotoxica y genotdxica de ambas formulaciones,
efectivamente no son genotdxicas solo considerando la frecuencia de microndcleos, sin
embargo, presentan diferencias cuando se analizan otros pardmetros como citostasis, la
apoptosis, la necrosis, gemas nucleares (NBUD) y puentes nucleoplasmaticos (NPB). Se
determind en este estudio que Argovit® (35 nm PVP-AgNPs) y nanoComposix (50 nm PVP-
AgNPs), en concentraciones de 0.012 a 12 ug / mL, no producen cambios en la frecuencia del
indice de division nuclear (NDI) o micronucleos (MNi) en comparacién con los valores
encontrados en cultivos de control. No obstante, las PVP-AgNP de 50 nm disminuyen

significativamente el indice de replicacién y aumentan significativamente la citostasis, la
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apoptosis, la necrosis y las frecuencias de NBUD y NPB. Con base en estos resultados, los
autores establecen que hay evidencia en favor de que el ensayo CBMN utilizando linfocitos
humanos, es una herramienta de deteccion sensible, rapida, precisa y econdémica para apoyar o
descartar la citotoxicidad y genotoxicidad de las AgNPs u otros nanomateriales, a través de la
evaluacion de los ocho biomarcadores proporcionados por la técnica, haciéndola valiosa para
pruebas continuas de efectividad y toxicidad de nanomateriales para aplicaciones biomédicas.
Ademas, proporciona informacion muy importante sobre el papel desempefiado por la relacion
[agente de recubrimiento] / [metal] en el disefio de nanomateriales, que podrian reducir los
efectos adversos tanto como sea posible mientras conservan sus capacidades terapéuticas (Ruiz-

Ruiz et al., 2020).

Trabajos realizados utilizando Argovit® Plantas

Respecto a los estudios que se han realizado con Argovit en platas encontramos tres trabajos, en
desinfeccion y micropropagacion de plantas de gran valor comercial, el efecto cito y genotoxico

en dichas plantas y la actividad en contra enfermedad de Huanglongbing en citricos.

Micropropagacion de plantas de vainilla

En el 2017 Spinoso-Castillo y colaboradores, estudiaron el uso potencial de Argovit® en los
procesos de micropropagacion comercial de plantulas (Vanilla planifolia). El objetivo de dicho
trabajo fue evaluar los efectos antimicrobianos y horméticos de Argovit, sobre la regeneracién in
vitro de vainilla (Vanilla planifolia) utilizando un sistemas de inmersidn temporal (TIS, por sus
siglas en inglés). Se utilizaron cinco concentraciones diferentes 0, 25, 50, 100 y 200 mg/L, a 30
dias de cultivo, se evalu6 el porcentaje de contaminacion, la regeneracion y longitud del brote, el

efecto de las nanoparticulas sobre el contenido fendlico total (TPC, por sus siglas en inglés),
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produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), la capacidad
antioxidante (ORAC, por sus siglas en inglés) y la peroxidacion mediante la cuantificacion
malondialdehido de (LP-MDA). Dentro de los resultados de los tratamientos con Argovit®
encontraron que en las concentraciones de 50, 100 y 200 mg/L existié una reduccion de la
contaminacion en el cultivo, se observd estimulacion en el crecimiento a concentraciones de 25
y 50 mg/L y una inhibicion en concentraciones de 100 y 200 mg/L. El analisis mostré cambios
en las concentraciones de macro y micronutrientes, ademas indujo aumento en la produccién de
ROS, TPC, ORAC y LP-MDA con un efecto dependiente de la dosis. Como conclusion
obtuvieron que la adicién de 50 mg/L de Argovit® en los medios de cultivo tuvo un efecto
antimicrobiano. Ademas, el uso de Argovit® podria ser una muy buena estrategia para una
eficiente micropropagacion comercial de vainilla y otras especies (Spinoso-Castillo et al.,

2017a).

Efecto cito y genotoxico en plantulas de Vainilla

Bello-Bello y colaboradores en el 2018, presentaron el primer estudio de los efectos citotoxicos y
genotoxicos promovidos por AgNPs (Argovit®) en plantulas de Vainilla planifolia después de
un periodo de exposicion de seis semanas, mostrando que el crecimiento de las plantulas de V.
planifolia con dosis de 25 y 50 mg/L favorecen la citotoxicidad con una pequefia disminucién en
el indice mitotico. Ademas, se encontrd una dependencia de la dosis con la frecuencia de células
con aberraciones cromosémicas y microndcleos. Sin embargo, los efectos genotéxicos podrian
considerarse minimos debido a que esto se observd con la mayor concentracion empleada, 200
mg/L; el porcentaje total de aberraciones cromosdmicas es inferior al 5%, con solo tres
micronucleos en 3000 células, a pesar de la exposicidon prolongada a Argovit®. Por lo tanto, se

identificaron como concentraciones seguras para el crecimiento de V. planifolia en condiciones
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in vitro las de 25 y 50 mg /L, que equivalen a 1.5 y 3 mg/L de plata metélica, respectivamente.
También se observo que la exposicion de las plantulas a AgNPs aumentan el polimorfismo, lo
que podria ser util para promover la variabilidad genética de esta especie. Un aspecto que limito
la interpretacion de estos datos fue la falta de un control positivo para el nimero de micronucleos

para V. planifolia (Bello-Bello et al., 2018).

Actividad en contra enfermedad de Huanglongbing

Stephano-Hornedo (2020), establece que la enfermedad de Huanglongbing (HLB), cominmente
conocida como "enfermedad del dragon amarillo”, afecta a los cultivos de citricos en todo el
mundo y tiene un efecto devastador en el sector agroindustrial. En este trabajo evalua la
capacidad de las nanoparticulas de plata Argovit® para erradicar directamente la bacteria
responsable de la enfermedad de Huanglongbing, Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), en
el campo. Los AgNPs fueron administrados por aspersion foliar e inyeccion en el tronco de 93
arboles enfermos con resultados notables. Ambos métodos producen una disminucion del 80-
90% del titulo bacteriano cuantificado por gRT-PCR en el tejido foliar recolectado en
comparacion con el grupo de control. Las imagenes de microscopia electrénica de barrido
muestran una reduccién esencial de acumulacion de almiddn en los vasos del floema después de
los tratamientos con AgNPs sin evidencia de bacterias en muestras analizadas en comparacién
con otros métodos efectivos que involucran antibidticos B-lactamicos, la potencia de AgNPs
Argovit® es de 3 a 60 veces mayor cuando se administra por aspersion foliar y de 75 a 750 veces
mayor cuando la administracién fue por inyeccién troncal. Proponen a Argovit® como una
alternativa prometedora para el tratamiento de arboles infectados en el campo (Stephano-

Hornedo et al., 2020).
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Los trabajos presentados anteriormente, son trabajos realizados por nuestro grupo de trabajo
durante los ultimos afios, los cuales han estudiado una formulacion comercial de PVP-AgNPs
conocida como Argovit®, en estas investigaciones se han encontrado resultados sorprendentes
con grandes aplicaciones en diferentes campos, asi que el estudio de la toxicidad para el medio

ambiente de estas AgNPs es de gran importancia, lo cual sera el proposito de este trabajo.

Nanoparticulas de plata en los sistemas vegetales

En la actualidad el uso de plantas superiores como bioindicadores de agentes toxicos en el
ambiente ha tenido un incremento debido a que son buenas indicadoras de los efectos citotoxicos
y genotdxicos producidos por de diversos contaminantes (Hossain, Mustafa, & Komatsu, 2015;
Kumari, Mukherjee, & Chandrasekaran, 2009a; Leme & Marin-Morales, 2009). Dentro de las
plantas mas utilizadas se encuentran: Allium cepa (Cebolla), Arabidospsis thaliana (Bracica),
Glycine max (Soya), Hordeum vulgare (Cebada), Tradescantia paludosa (Traperaba), Vicia
faba (Haba) y Zea mays (Maiz) (Leme & Marin-Morales, 2009). La Agencia de Proteccién al
Ambiente (EPA por sus siglas en inglés) en 1999 considera a estas especies como modelos

bioldgicos para la evaluacion de genotoxicidad (K. Patlolla, 2013).

La toxicidad de una sustancia se puede definir como la capacidad que tiene dicho agente, ya sea
fisico, quimico, bioldgico o bien mezclas complejas, de inducir efectos adversos a distintas
escalas sobre un individuo completo o a nivel celular (Silbergeld, 1998). Dos d&mbitos de estudio
de la toxicidad que se expresan a nivel de dafo celular son la citotoxicidad y genotoxicidad. La
primera alude a cambios en la dindmica celular como el metabolismo y la duracion de las
diferentes etapas del ciclo celular y la segunda se refiere a las alteraciones en la estructura del

genoma, situada en la disciplina conocida como toxicologia genética.
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Evaluacion AgNPs con otros modelos vegetales

Se han evaluado las AgNPs con otros modelos vegetales, con diversos efectos negativos como
reduccién en la germinacion, transpiracion, o longitud del brote, entre otros en las siguientes
plantas: Triticum aestivum, Hordeum vulgare, Linum usitatissimum, Lolium perenne, Phaseolus
radiates, Sorghum bicolor, Cucurbita pepo, Phaseolus radiates, Sorghum bicolor, Arabidopsis
thaliana, Lemma minor y plantas de humedales. Por otro lado, también reportaron efectos
positivos como aumento en la supervivencia, mejor crecimiento, mejoras en el uso del agua,
entre otras en: Carum copticum, Arabidopsis thaliana, Crocus sativus, Glycine max,
Chrysanthemum morifolium, Pelargonium zonale, Populus deltoides y plantas de humedales

(Tabla 1).

Los efectos encontrados en los trabajos previos son: reduccion del crecimiento radicular,
geminacion reducida y reduccion en la transpiracion. El efecto negativo mas frecuente es la
reduccion del crecimiento radicular observado en Triticum aestivum (Dimkpa et al., 2013),
Linum usitatissimum y Lolium perenne (Yehia Sayed El-Temsah, Erik J. Joner 2012), Phaseolus
radiates y Sorghum bicolor (Lee, Kwak, & An, 2012), Lemma minor (Gubbins, Batty, & Lead,
2011; Pereira et al., 2018), Arabidopsis thaliana (Yao et al., 2012) y plantas de humedales (Yin,
Colman, McGill, Wright, & Bernhardt, 2012), otro efecto negativo es la geminacion reducida en
Hordeum vulgare (Yehia Sayed El-Temsah, Erik J. Joner 2012) y por altimo, la reduccion de la
transpiracion observada en Cucurbita pepo (Science et al., 2009). Estos efectos tienen una
relacion con el tamafio de las AgNPs utilizadas que oscilan entre 1 a 25 nm, concentraciones
altas (100 y 500 mg/L) y un tiempo de exposicion mayor a cinco dias. Se ha encontrado plata
residual presente en el suelo y esta puede ser captada y almacenada por vegetales comunes como

Brassica juncea y Medicago sativa, independientemente del tiempo de exposicion y la
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concentracion de plata en el sustrato o la forma en como se encuentra, ya sea COmo iones 0 como

nanoparticulas. (Harris & Bali, 2008).

Por otro lado, dentro de los efectos positivos se encuentra el enriquecimiento de la actividad
antioxidante, promocion del crecimiento radicular, reduccion de bacterias en el tallo, promocion

de germinacion, mayor longevidad de los pétalos y reduccion de la peroxidacion lipidica.

El enriquecimiento de la actividad antioxidante se observa en Arabidopsis thaliana (Kohan-
Baghkheirati & Geisler-Lee, 2015) y Pelargonium zonale (Hatami & Ghorbanpour, 2013). La
promocion de crecimiento radicular se observa en Crocus sativus (Rezvani, Sorooshzadeh, &
Farhadi, 2012), Glycine max (Mustafa, Sakata, Hossain, & Komatsu, 2015), Arabidopsis

thaliana y Populus deltoides (J. Wang et al., 2013) Tabla 1.

Otro efecto positivo es la promocién de la germinacién observado en plantas de humedales (Yin
et al., 2012), ademaés se observa la reduccion de bacterias en el tallo y mayor longevidad de los
pétalos como en Chrysanthemum morifolium (Kazemipour, Hashemabadi, & Kaviani, 2013). Un
efecto positivo observado en Pelargonium zonalek es la reduccion de la peroxidacion lipidica

(Hatami & Ghorbanpour, 2013). Tabla 1.

31



Tabla 1. Analisis de exposicion de AgNPs utilizando otros modelos vegetales, comparando tamafio, duracion y concentracion.

Tamarfio Concentracion en Tiempo  Caracteristicas fisico
Efecto Planta AgNPs AgNPs expo guimicas Autores

Se utilizaron nanoparticulas

de plata: se adquirieron

nanoparticulas de plata

coloidal (Agcoll) en

suspension acuosa con 20 mg  Yehia Sayed
Hordeum . de AgL21lyunpHde8,0de EI-Temsah,
vulgare L 110 20 nm 100 pg/mL 5 dias Purest Colloids, Westampton, Erik J. Joner

Nueva Jersey (nombre 2012

comercial "MesoSilver").

Estos tenian un rango de

tamafio de particula de 0,6 a 2

nm, seguln el fabricante.

Germinacién reducida

Se utilizaron nanoparticulas

de plata: se adquirieron

nanoparticulas de plata

coloidal (Agcoll) en

suspension acuosa con 20 mg  Yehia Sayed

. . Linum
Longitud de disparo e . de AgL2lyunpHde8,0de EI-Temsah,
reducida lisr[atlssmum 110 20 nm 100 pg/mL 5 dias Purest Colloids, Westampton, Erik J. Joner

Nueva Jersey (nombre 2012
comercial "MesoSilver").

Estos tenian un rango de

tamafio de particula de 0,6 a 2

nm, segun el fabricante.
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Se utilizaron nanoparticulas

de plata: se adquirieron

nanoparticulas de plata

coloidal (Agcoll) en

suspension acuosa con 20 mg  Yehia Sayed
de AgL21yunpHde8,0de El-Temsah,
Purest Colloids, Westampton, Erik J. Joner
Nueva Jersey (nombre 2012
comercial "MesoSilver").

Estos tenian un rango de

tamafio de particulade 0,6 a 2

nm, seguln el fabricante.

Longitud de disparo Lolium perenne

reducida L 1to20 nm 100 pg/mL 5 dias

Las nanoparticulas y los

materiales a granel

correspondientes utilizados se ~ Stampoulis et
adquirieron comercialmente y al 2009

se utilizaron tal como se

compraron

Reduccién de la

transpiracion Cucurbita pepo 500y 100 ug/mL 16 dias
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Phaseolus
radiates,
Sorghum
bicolor

Inhibicion del crecimiento

5-25nm

5,10,20,40 pg/mL

2 dias

Las nanoparticulas de prueba
utilizadas aqui fueron
nanoparticulas de plata
recubiertas con citrato
(AgNP), proporcionadas por
ABC Nanotech (Daejeon,
Korea). Los AgNP estaban en
estado coloidal. Segun el
fabricante, los tamafios de
particula oscilaron entre 5 y
25 nm (promedio de 10 nm).
Las particulas tenian un rango
de pH de 5-7.

Woo-Mi et al
2011

Reduccion del crecimiento
en tratamientos de
nanoparticulas recubiertas
con goma arabica (GA-
AgNPs) respecto al control

Plantas de
humedales

6+1.7

1,10y 40 pg/mL

20 dias

Las nanoparticulas de Ag
recubiertas de PVP (PVP-
AgNP) se compraron

en polvo seco
(Nanoamorphous Materials,
Los Alamos, EE. UU.), se
suspendido en agua
desionizada (resistividad .18
MV cm; suspension pH = 5.8)
para hacer una suspension
madre de 250 mg de Ag L21
sonicandolos durante 10
minutos usando un sonicador
tipo sonda (Misonix, QSonica
LLC, Newton, EE. UU.)

Yinetal 2012
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Inhibicion del crecimiento
de las plantas relacionado 2029.2+10.9 Los AgNP se produjeron .
con el tamafio de la NP, Lemma minor nmy 93.52 + >, 10, 20, 40, 80 and 14 dias  mediante métodos estandar Gubbins et al

aumentado con el tiempo 48.6 nm 160 pg/mL ligeramente modificados 2011
de exposicion.

Suspensiones de NP de Ag
(20 mg / L, NanoXact) con
distintas superficies organicas
Los revestimientos faciales
(citrato y PVP) se compraron

Las AgNPs -PVP es mas a NanoComposix (EE.UU.).

peer_Jdi_c ial para el AgNPs- Citrato Particulas esféricas con un

crecimiento mientras que . 80.78 + 7.46 . diametro de 79,0 (SD =+ 8,0) Pereiraetal
AgNPs-Citrato afecta la Lemmaminor nm AgNPs-  0.05, 2 ug/mL 14 dias nm (medici6n ’or ’ 2018
incidencia de clorosis, PVP 91.81 + microsconia elgctrénica de

aumentando con el tiempo 7.07 nm b

transmision (TEM)) y una
pureza del 99,99%. El
AgNO3, utilizado como
fuente de Ag +, se compré a
Sigma-Aldrich (EE.UU.) con
un 99,99% de pureza

de exposicion.

Se adquirieron AgNP de tres

Las AgNPs inhibi¢ el tamafios, 20, 40y 80 nm (7,0

alargamiento de la raiz de . 66.84, 133.68, * 7 * o
las plantulas y demostré ﬁ‘g}?;ggps's 20,40y 80 nm 267.36, 14 dias Xalr?l’cﬁ?a’lsgl r)7(11|;) degyTi,dl ;(elllg 9 Slez'zlf; Lee et
una relacion dosis- 534 pg/mL P

Inc. (Redding, CA) y se

respuesta de manera lineal L
usaron tal como se recibieron.
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El polvo comercial de AgNPs
y las suspensiones de agua de

AgNPs mostraron cierta AgNPs concentradas (23 mg /

toxicidad en L) hechas a medida se

concentraciones altas y cubrieron con papel de

esta susceptibilidad aluminio y se almacenaron en

aumento al disminuir el Arabidopsis camaras anaerdbicas (4% H2,

tamafio de las thaliana y . 4% CO2, 92% N2). Las Wang et al

nanoparticulas, sin Populus 5a10nm 0.012100 ug/ml 11 dias iméagenes TEM mostraron que 2013

embargo se observo un deltoides los AgNPs de Novacentrix de

efecto estimulante sobre 25 nm (27,3 £ 5,6 nm) no eran

alargamiento de la raiz, el uniformes en tamario y se

peso fresco y la agregaron después de 15 dias

evapotranspiracion. de incubacién en una solucion
Hoagland de 1/4 de

concentracion (pH 6,8)

Ningun efecto sobre el

rendimiento y la eficiencia S:T:Q?Jm 20 nm No especifica ngmt;éi?;m'
del uso del agua P '
Sobre expresion de genes Kahan.

asociados con la actividad

antioxidante, estos fueron  Arabidopsis . - Baghkheirati
. 10dias  No especifica and

regulados por las AgNPs y thaliana Geisler-Lee

por el estrés por frio con (2015)

35 % de similitud.

Promocién del crecimiento Rezvani et al

radicular, por blogueo de la Crocus sativus 40,80y 120 pg/mL 90 min  No especifica (2012) '

sefializacion de etileno
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Mejora el crecimiento de

las plantas, reduccion de la

generacion de Glycine max
subproductos citotdxicos

de la glucolisis.

2,15,y
50-80 nm

0.2,2,y20 pg/mL 4 dias

Las particulas de AgNPs de
diferentes tamafios (2, 15y
50-80 nm; donadas por
nanomateriales de
investigacion de EE. UU.,
Houston, TX, EE. UU.)

Mustafa et al.
(2015b)

Aumento de la
supervivenciay la
suculencia de las flores Chrysanthemum morifolium

No especifica

Kazemipour et

cortadas, reduccion de al. (2013)
bacterias en el tallo.
Las particulas NS se
adquirieron de la Iranian
Incremento de las Nanomaterials Pioneers
L . Company, NANOSANY
actividades de enzimas . ~
o 20, 40, (Mashhad, Irén). El tamafio de .
antioxidantes, Chly p L Hatami and
. ., . 60y . las particulas NS se estimo en
carotenoides, reduccion de Pelargonium zonale 80 5 dias 10-20 nm de diiz q Ghorbanpour
la peroxidacién lipidica y ~eunm de |amet[r_o, € (2013)
pg/mL base metalica y esféricas. Se

mayor longevidad de los
pétalos.

usé agua desionizada para
preparar 0, 20, 40, 60 y 80 mg
L-1

Soluciones NS.
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Las nanoparticulas de Ag
recubiertas de PVP (PVP-
AgNPs) se compraron
en polvo seco
(Nanoamorphous Materials,
Los Alamos, EE. UU.), se
PVP-AgNPs Mayor 21 1,10y suspendido en agua
porcentaje de germinacion  plantas de humedales 17 40 20 dias  desionizada (resistividad .18  Yinetal 2012
vs GA-AgNPs =7 po/mL MV cm; suspension pH = 5.8)
para hacer una suspension
madre de 250 mg de Ag L21
sonicandolos durante 10
minutos usando un sonicador
tipo sonda (Misonix, QSonica
LLC, Newton, EE. UU.)
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Allium cepa es una de las especies de plantas mas utilizadas para el estudio de la citotoxicidad y
la genotoxicidad, FISKESJO en 1985, publica la estandarizacion de la técnica Allium test y
asegura que es una gran herramienta de monitoreo ambiental debido a que permite determinar la
toxicidad de muchos compuestos por su gran sensibilidad y similitud con otros modelos
(Fiskesjo, 1985; Leme & Marin-Morales, 2009), ademas de ser Allium cepa un producto de bajo
costo para su obtencién y mantenimiento (Asita & Matobole, 2010). Por ello se generé un
protocolo conocido como Allium test que permite determinar los efectos toxicos de sustancias o
mezclas complejas (Bosio & Laughinghouse 1V, 2012). Utilizando Allium test es factible medir
la toxicidad a nivel celular que expresa en dos formas: un menor desarrollo radicular y un menor
indice de division mitética, de forma que es posible observar y comparar diferencias
significativas entre los compuestos a distintas concentraciones o diferentes tiempos de
exposicion (Berrocal et al., 2013). Otro parametro de toxicidad que se puede medir con Alium
test es la toxicidad a nivel genético, mediante el conteo de anormalidades cromosoémicas
expresado por puentes anafésicos, deleciones, translocaciones y fragmentos de cromosomas en

forma de micronucleos (MN). (William F. Grant, 1982; Rank & Nielsen, 1998).

Al evaluar la citotoxicidad y la genotoxicidad de los nanomateriales basados en plata, se han
descrito varios efectos adversos en el modelo de Allium cepa, sin embargo, la falta de
caracterizacion de estos nanomateriales dificulta el atribuir el efecto toxico al nanomaterial, a sus

propiedades fisicoquimicas o a alguno de sus componentes.

Kumari y colaboradores, 2009 evaluaron unas nanoparticulas de plata con cuatro diferentes
concentraciones, 20, 25, 75 y 100 pg/mL, encontrando que las nanoparticulas de plata penetran
en el sistema de la planta y afectan diferentes etapas de la division celular, inducen multiples

roturas cromosomicas y generan la desintegracion de la célula (Tabla 2). No obstante, las
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nanoparticulas que estos autores evallan no cuentan con una caracterizacion fisicoquimica

completa.

En otro trabajo Panda et al., 2011 realizaron biosintesis in vitro de nanoparticulas de plata AgNP
—P, y compararon sus efectos con otras nanoparticulas AgNP-S (Sigma-Aldrich, USA) y con
nitrato de plata como fuente de iones plata utilizando el modelo Allium test, encontraron efectos
similares para las dos AgNPs, pero menor dafio citotoxico y mayor dafio genotoxico que el

control negativo, este mayor dafio genotdxico también se ve exhibido por el Ag* solo.

Ghosh et al., 2012 evaluaron la genotoxicidad in vitro e in vivo de nanoparticulas de plata
(Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA), con un tamafio menor de 100 nm encontrando que la
concentracion evaluada de 50 pg/mL para Allium cepa y 75 pg/mL para Nicotiana tabacum tiene
un efecto en el ADN determinado por ensayo cometa, sin embargo, este efecto solo se ve en raiz
y no en hoja. En concentraciones altas encontraron una disminucion gradual en el efecto que fue

atribuido a las propiedades de los nanomateriales, especificamente a formas aglomeradas.

En otro trabajo se evaluaron las nanoparticulas de Ag, Cu, Fe, Zn y Mn en soluciones coloidales
reportando la capacidad para la inhibicidon de la mitosis en el siguiente orden: Cu > Zn > Ag >

Fe, mientras que Mn tiene un efecto positivo en el crecimiento de la raiz (Ulynets et al., 2014).

Posteriormente, Cvjetko y colaboradores en el 2017, realizan un trabajo sobre toxicidad de iones
de plata y nanoparticulas de plata con diferentes ligantes evaluando sus efectos en raices de
Allium cepa, encontraron que la forma i6nica de la plata (Ag*) es méas toxica que cualquiera de
las AgNPs utilizadas, aunque informan que las AgNPs causaron estrés oxidativo y toxicidad solo
cuando se aplicaron en concentraciones altas y la toxicidad mas alta se registrd para aquellas

AgNPs cubiertas con bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB).
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Tabla 2. Anélisis de exposicion de AgNPs utilizando Allium test, comparando tamario, duracion y concentracion.

Tamafio Concentracion  Tiempo Propiedades fisico
Efecto Planta AgNPs de AgNPs exposicion guimicas Autores
Argovit® contenido
de plata metélica 1.2
% en peso, contenido
de revestimiento de
Los resultados muestran que PVP 18.8 % en peso,
las concentraciones de 5, 10, forma esferoidal,
15, 25, 50, 75 y 100 pg/mL diametro promedio
evaluadas de AgNPs no de 35 nmy su
presentan efectos citotoxicos distribucion de
. . ) 83, 166.6, o
y genotoxico, a diferencia del Allium 949.9. 4165 tamanos es de 1 a 90 (Casillas-figueroa et
control positivo de NaAsO2 35 nm ) - 72 hrs nm (se midieron por g
cepa 833, 12495y . . al., 2020)
(0.37 pg/mL), en 1666 ua/mL. microscopio
concentraciones bajas 5y 10 HY electronico de
pg/mL presentaron transmision (MET)),
promocion de crecimiento en diametro
elongacion y nimero de hidrodindmico
raices. promedio de 70 nm,
potencial zeta de -15
mV y resonancia de
plasmon superficial
en 420 nm
Sigma-Aldrich
. N . tamario: <100 nm, (Kumari, Mukherjee,
Mitosis o!lsmmwda, pared Allium 100 nm 25, 20, 75, and 4 hrs pureza: 99,5% en & Chandrasekaran,
celular desintegrada y rota cepa 100 pg/mL

base a metales traza  2009b)
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20y 40 mg/ L. Aumento de
la frecuencia de células con

MN y Aberraciones

Allium (0, 5, 10, 20,

Sigma-Aldrich
tamario: <100 nm,
pureza: 99,5% en

cromosomicas por <100 nm 2 hrs base a metales traza  (Panda et al., 2011b)
: : cepa 40, 80 pg/mL
dependencia de la dosis
> 10 mg / L: dafio al ADN
(ensayo cometa)
Sigma-Aldrich
comercial Tamafo:
e <100 nm, pureza:
Np se obs_ervo dafio en 99,59 base de
nucleos aislados de brotes.
. . metales traza
Los nucleos aislados de Caracterizacion
raices expuestas a~25 y 50 ug Allium <100 nm 25, 50, 75 24 hrs realizada por los (Ghosh et al., 2012)
/ ml mostraron dafio en el cepa pg/mL
: autores
ADN determinado por .
. tamano: TEM 70-
ensayo cometa. Se observo el 5
mayor efecto 130 nm, av. ~ 125
nm; SEM: 90-180
nm, av. 120 nm; {
potencial: -4,86 mV
Los AgNP penetraron las AgNPs-PVP,
raices, afectandola nanoComposix®
germinacion, indice mitético, (didmetro nominal
anorr_nalldgd nuclear e indice  Allium 5,25,50,y 100 pg/mL 48 hrs de 5, 25,50y 75 (Scherer et al., 2019)
de microndcleos. Los cepa 75 nm). nm).

cambios en estos indicadores
fueron AgNPs dependientes
del diametro.
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AgNP-PVP, de
Nanotech, tamafio
medio de 20 a 30 nm (Fouad & Hafez,

2018)

AgNPs genotdxicas en lugar

de citotdxico. Teniendo

aberraciones cromosomicas: ~ Allium 5,10,y 15
. 20 - 30 nm

alteraciones del huso, cepa pg/mL

aberraciones clastogénicas y

adhesividad cromosomica.

3,6,y9hrs

Las nanoparticulas
de plata se
sintetizaron mediante
una reaccion de
reduccién quimica

AgNPs indujo una de iones de plata.

o - 150y 15 (usando AgNO3)
disminucion del indice .

s pg/mL mediante un agente
mito6tico y un aumento del )

. 9 (colloidal reductor (NaBH4) en
numero de aberracion : .
cromosOmica para dos Il scf)lutlon presencia dg.:J.n q
concentraciones estudiadas. Allium 2y8nm of AGNP) 24 hrs ag\e/rg\e (;sta : :)za or (Becaro et al., 2017)
Cuando AgNPs estaba en cepa ( ) Para obtener

. : 1.24y 12.40 CMC/
presencia de CMC, no habia icul
otencial citotdxico, solo el ug/mL nanoparticulas de
IOotencial enot6xico en una (CMC/AgNP- plata (CMC / AgNP-
P g PVA) PVA) filmogenas

concentracion de 12,4 ppm. . s
solucion, se afiadid

1% de CMC (m/ v)
a la solucion de
nanoparticulas de
plata, tamafio: 2y 8
nm
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El indice mitético disminuyo
en concentraciones de 5 mg /
L tratadas (53%) para

Las nanoparticulas
de plata fueron
biosintetizadas por

(Debnath, Mondal,

nanoparticulas de plata, se ﬁ\éllgm 17-24 nm L E/sr%/LlO 72 hrs plantas. Hajra, Das, &
registré que algunas P HY extracto, AgNPs, Mondal, 2018)
anomalias cromosomicas tamafio: 17-24 nm
especificas
Sintesis
Citrato de AgNPs,
tamano: 13,8 £ 4,9
nm; TEM: en forma
de varilla; {
La forma Ag+ es mas toxica AgNPs- potencial: -39,8 + 3,4
que cualquiera de las AgNPs Citrato 61.2 mV
utilizados. Todas las AgNPs +33.9, 25,50,75y
causaron estrés oxidativo y Allium AgNPs- 100 uM AgNPs-PVP,
toxicidad solo cuando se cepa PVP 9.4 + 72 hrs tamano: 9,4 + 1,3 (Cvjetko et al., 2017a)
aplicaron en concentraciones 1.3, (25,5.0,75y nm; TEM: esférico; {
altas. La toxicidad mas alta AgNPs- 10.0 pg/mL) potencial: -4,8 + 0,6
se registrd para AgNPs- CTAB5.6 mV
CTAB 21

AgNPs-CTAB,
tamafio: 5,6 + 2,1
nm; TEM: esférico; {
potencial: 42,5 + 2,7
mV

44



Objetivo General

Evaluar los efectos citotoxicos, genotoxicos y fisiolégicos producidos por las
nanoparticulas de plata (AgNPs) Argovit® en Allium cepa, mediante la cuantificacion de
micronucleos, indice mitotico, lipoperoxidacion, especies reactivas de oxigeno y capacidad

antioxidante en raices secundarias.

Objetivos Especificos

1. Estandarizar la técnica de micropropagacion de la especie vegetal, para utilizarla

en los ensayos de genotoxicidad y citotoxicidad.

2. Determinar el efecto genotdxico y citotoxico del arsenito de sodio (NaAsO;) y
emplearlo como control positivo respecto a la respuesta de los tratamientos con

AgNPs Argovit®.

3. Determinar y cuantificar la concentracion de especies reactivas de oxigeno,
capacidad antioxidante y lipoperoxidacion en los tratamientos evaluados mediante

kit para determinaciones de dafio en células de raices de cebolla.

4. Determinar y cuantificar experimentalmente el efecto genotdxico y citotoxico de
diferentes diluciones de nanoparticulas sobre cultivos vegetales, mediante la
técnica micronucleos.
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Allium test, evaluacion de los efectos de los

AgNP
Allium cepa
A. cepa
laminilla de rV
=

\(\(b'\ébo y
1'1' o" P et
P Indice mitdtic
y indice

Evaluacion toxicoldgica ) ,
micronucleos

del medio ambiente

\§I

Division celular

Figura 1. Representacion de la metodologia para la evaluacion de las AgNPs Argovit®.
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Meétodo

Definicién de Variables

En este proyecto se consideraron como variables dependientes a los biomarcadores que se
obtienen del ensayo Allium test en raices secundarias de cebollas, los cuales son: el indice
mitotico o indice de proliferacion celular (IM), el nimero de micronucleos (MN) presentes por
cada 1000 células contadas. También se identifican como variables dependientes indicadores
que mediran alteraciones fisiolégico o muerte celular como: concentracion de especies reactivas
de oxigeno (ERO), especificamente el peroxido de hidrogeno, capacidad antioxidante (CA) por
cuantificacién de radicales peroxido y la peroxidacion lipidica cuantificando malondialdehido

(MDA)).

Se contemplaron como variables independientes. Las diferentes concentraciones (5, 10, 15, 25,
50,75 y 100 ug/mL) de AgNPs Argovit®, AgNOg3 Yy polivinilpirrolidona (PVP) que se utilizaron
en el modelo Allium test, asi como los controles negativo (agua destilada) y positivo (arsenito de

sodio) como testigos de dafio genotoxico.

Disefio experimental

El experimento para la evaluacidn citotoxica o genotdxica con Allium test consistio en 69

cultivos, correspondientes a 69 laminillas (una laminilla por tratamiento) (Tabla 3).

El experimento para evaluar la produccion de especies reactivas de oxigeno, capacidad oxidativa
y lipoperoxidacion lipidica con el modelo de Allium cepa consistio de 23 cultivos con cinco

replicas cada tratamiento.
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Tabla 3. Concentraciones de los diferentes tratamientos evaluados; Nanoparticulas de plata

Argovit®, Nitrato de Plata, Polivinilpirrolidona, Agua Destilada y Arsenito de Sodio.

Tratamientos

Dilucion

Replicas

H,0 (C-)

(C-)

3

AgNPs

5 pg/mL

10 ug/mL

15 ug/mL

25 pg/mL

50 pg/mL

75 pg/mL

W wwwww

100 pg/mL

PVP

78 pg/mL

156 pg/mL

235 pg/mL

391 pg/mL

783 pg/mL

1175 pg/mL

WWwWwwwww

1566 pg/mL

AgNOs

5 pg/mL

10 ug/mL

15 pg/mL

25 pg/mL

50 pg/mL

75 pg/mL

100 pg/mL

WWWwwwwww

As (C+)

0.037 pg/mL
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Las nanoparticulas de plata Argovit® fueron facilitados por el centro de Nanociencias y
Nanotecnologia de la Universidad Nacional Autonoma de México. Las propiedades
fisicoquimicas de las AgNPs Argovit® se describen a continuacion: contenido de plata metalica
1.2 % en peso, contenido de revestimiento de PVP 18.8 % en peso, forma esferoidal, diametro
promedio de 35 nm y su distribucion de tamafos es de 1 a 90 nm (se midieron por microscopio
electrénico de transmision (MET)), diametro hidrodinamico promedio de 70 nm, potencial zeta

de -15 mV y resonancia de plasmon superficial en 420 nm (Figura 2).

Nimero de NPsAg

80

60

40

20 I

0L =_H Il-

5 10 20 30 40 50 60 70 80 a0
— Diametro de NPsAg (nm)

C

Propiedades fisicoquimicas Valor medio
Contenido de plata metalica 1.20%
contenido de revestimiento de PVP 18.80%
Tamaiio del didmetro por MET 35 nm
Distribucién de tamarios por MET 1 a 90 nm
Diametro hidrodinamico: plata metélica con PVP 70 nm
Potencial zeta -15mV
Resonancia de plasmon superficial 420 nm

Figura 2. Caracteristicas fisicoquimicas de AgNPs Argovit®. A) Imagen que muestra la
morfologia esferoidal de AgNPs Argovit, B) frecuencia de distribucion de tamafio de AgNPs

calculada por MET, C) Resumen de las caracteristicas fisicoquimicas.
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El nitrato de plata (Sigma-Aldrich ACS reagent, > 99.0%, 209139-25G) fue proporcionado por el
Almacén de la Facultad de Ciencias de la Universidad Autonoma de Baja California Campus
Ensenada. Se prepar6 una solucioén inicial de 12000 pg/mL que contenia 1.2 % de Ag metélica,

de la cual se realizaron las concentraciones evaluadas.

El PVP fue proporcionado por el Centro de Nanociencias y Nanotecnologia de la Universidad

Nacional Auténoma de México.

El arsenito de sodio (NaAsO,) (Sigma S7400, St. Louis, MO) fue proporcionado por el Almacén
de la Facultad de Ciencias Marinas de la Universidad Autonoma de Baja California Campus

Ensenada. Se prepar6 una disolucion con una concentracion de 0.37 pg/mL.

Para el célculo de las diferentes concentraciones de trabajo para AgNPs, AgNO3, PVP y arsenito

de sodio se utilizé la siguiente formula

C1*V1=C2*V2

Despejando la ecuacion tenemos

c2=C1 * V1
V2
Donde

C1 = es la concentracion inicial de la sustancia de prueba

V1 =volumen inicial de la sustancia de prueba

C2 = es la concentracion final de la sustancia de prueba

V2 = volumen final de la sustancia prueba
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Preparacion del material biol6gico y tratamientos evaluados

Los bulbos utilizados fueron lavados y se recortaron las raices hasta su base sin destruir los
primordios, se utilizaron bulbos de 2 a 3 cm de didmetro colocados en tubos falcén de 50 mL y
se sumergieron en diferentes diluciones de los agentes a evaluar. Las concentraciones evaluadas
de AgNPs y AgNOg; fueron 100, 75, 50, 25, 15, 10 y 5 ug/mL, para lograr esto: se tomo en
cuenta la cantidad de plata metalica que contenian las nanoparticulasque Yy en solucién de
AgNO3, mientras que las concentraciones de PVP fueron 78, 156, 235, 391, 783, 1175, 1566 5
pg/mL. Las concentraciones de PVP utilizadas son para emular la cantidad de PVP usada como
recubrimiento, ya que el PVP tiene una proporcion de 15.6 veces en peso respecto a la plata
metélica dentro de la formulacién Argovit. Se coloco un control negativo (H,O destilada) y un
control positivo de dafio genotoxico, arsenito de sodio en concentracion 0.37 pg/mL. Todos los
tratamientos se expusieron durante 72 horas, con excepcion del tratamiento con arsenito de sodio
que fue expuesto una hora (en este tratamiento se empezd 24 horas con agua destilada/una hora
con arsenito de sodio/47 horas con agua destilada). Todos los tratamientos se realizaron por
triplicado y se mantuvieron a una temperatura constante de 25 ° C + 0.5 ° C en una incubadora y

en la oscuridad (FISKESJO, 1979, 1985) (Tabla 3).
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Toxicidad

Elongacion y nimero de raices

Una vez preparados y colocados todos los tratamientos, se realizaron mediciones cada 24 horas

por tres dias y se registraron y midieron el niUmero de raices brotadas.

Preparacion de laminillas para la Evaluacion Citotoxica y genotoxica

Una vez terminado el tiempo de exposicion, se cortan tres milimetros de las raices y se fijan en
metanol (EMPLURA®) al 80%, posteriormente se sumergen en HCl 5 N por 20 minutos. Una
vez transcurrido el tiempo, las muestras se lavan con agua destilada quitando el exceso de &cido.
Inmediatamente después, las raices se sumergen en orceina-acética por 30 minutos y pasado ese
tiempo se lavan con agua destilada, posteriormente se colocan en una disolucion del colorante
verde rapido por 20 minutos, pasado el tiempo se lavan con agua destilada. Finalmente, se coloca
una raiz en un portaobjeto, se le coloca una gota de acido acético glacial (reactivo A.C.S. Golden
BellMR) al 45 % y se cubre con un cubreobjetos para realizar un extendido celular “Squash” para
observacién en el microscopio compuesto marca Carl Zeiss modelo Primo Star con el objetivo de

40xX.
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Evaluacion citotoxica

La evaluacion de la citotoxicidad se realizd determinando el indice mitético mediante el
protocolo descrito por Fiskesjo (FISKESJO, 1979, 1985). El indice mitdtico se determina
contando el ndmero de células en division celular (P=profase + M=metafase + A=anafase +

T=telofase) entre el nimero total de células contadas por 100 (W. F. Grant, 1978).

Para calcular el indice mitético se utilizo la siguiente formula:

% IM = No. células divisién (P+M+A+T) x 100
No. Total células contadas.

Evaluacion Genotoxica

La determinacion de la genotoxicidad se midié contando la presencia de micronlcleos en las
diferentes fases de la division celular (P=profase + M=metafase + A=anafase + T=telofase)

dentro de las 1000 células contadas para el indice Mitético (W. F. Grant, 1978).

Determinacion de la capacidad antioxidante (CA)

La capacidad antioxidante (CA) se determind de acuerdo con el método descrito por Huang y
colaboradores (Huang, Ou, Hampsch-Woodill, Flanagan, & Prior, 2002). Una vez transcurrido
las 72 horas de exposicion a los diferentes tratamientos, se cortan las raices y se liofilizan, se
pesa un gramo de extracto liofilizado de Allium cepa y se diluydo en metanol para la

cuantificacién. Los analisis se realizaron a 37 ° C utilizando un tampén de fosfato de pH 7,4. Los
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radicales de perdxido se produjeron mediante el diclorhidrato de 2,2'-azobis-(2-amidinopropano)
(AAPH), utilizando fluoresceina como sustrato y Trolox como estandar. La fluorescencia se
midié cada 2 minutos durante una hora y se us6 una curva de calibracion de Trolox a diferentes
concentraciones (10 a 100 uM) en cada placa leida. Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado. La capacidad antioxidante fue cuantificada por la capacidad de absorcion de radicales

de oxigeno (CA) expresada como equivalentes de Trolox por gramo (TE g-1).

Determinacion de especies reactivas de oxigeno (ERO)

La determinacion de las ERO se realiz6 mediante un ensayo colorimétrico y fluorométrico
directo, que mide el peréxido de hidrogeno (H,0,) como un subproducto metabdlico reactivo del
oxigeno. Se emplea el kit de ensayo de peroxido de hidrégeno ab102500 (Abcam, Reino Unido).
La determinacion se realizd como sugirié el proveedor, una vez transcurridas las 72 horas de
exposicion a los diferentes tratamientos, se cortan las raices y se liofilizan, se homogeneizaron 5
mg de las raices de Allium cepa liofilizada en solucién tampon de fosfato fria y se lavaron por
centrifugacion durante 2-5 minutos a 4 °C y 1000 x g para eliminar cualquier material insoluble.
El sobrenadante se recogio, se transfiri6 a un tubo limpio y se mantuvo en hielo para su
desproteccién con acido perclérico (PCA). Se afiadi6 PCA 4 M para obtener una concentracion
final de 1 M, la mezcla se agit6 en vortex y se incub6 en hielo durante 5 minutos. EI PCA se
precipité por neutralizacién con KOH 2M. Luego, la mezcla se centrifugd a 10 000 x g durante
20 minutos a 4°C y se recogid el sobrenadante. Las muestras sin proteina son utilizadas para la
cuantificacion con el kit de ensayo de peroxido de hidrogeno. Para calcular la concentracion
original, se calcul6 un factor de dilucion de su muestra final, teniendo en cuenta el volumen de la

muestra inicial + vol PCA + vol KOH. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

54



Las especies reactivas de oxigeno fueron cuantificadas por el ensayo de peréxido de hidrdgeno,

expresado como intensidad de fluorescencia media (MFI).

Determinacion de la peroxidacion lipidica

Después de 72 horas de exposicion a los diferentes tratamientos, se cortan las raices y se
liofilizan, posteriormente se homogeneizaron 200 mg de raices liofilizadas en 4 ml de acido
tricloroacético (TCA) al 0,1%. Luego, el extracto se centrifugd a 10,000 g durante 15 minutos y
el sobrenadante (1 ml) se recogid y se mezclé con 2 ml de TCA al 20% y 2 ml de acido
tiobarbitdrico (TBA) al 0,5%. La mezcla se calentd a 95 ° C durante 30 min en una campana de
extraccion y luego se enfrié en hielo. La absorbancia del sobrenadante se ley6 a 532 nm y 600
nm (Synergy HT, Bio-Tek, Winooski, VM). La concentracion de malondialdehido (MDA),
formada por la descomposicion de los acidos grasos poliinsaturados, se calculé utilizando la
ecuacion de Beer-Lambert (el coeficiente de extincion de MDA es 155 mMcm™). Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado. La peroxidacién lipidica se cuantificé por el ensayo

de malondialdehido (MDA), expresada en nanomol por gramo (nmol g-1).

Analisis estadistico para ERO, CA 'y peroxidacion lipidica

Los resultados se expresaron como la media + error estdndar. Los datos se analizaron con
GraphPad Prism 6.0 y MINITAB 16. El analisis estadistico se realizd mediante ANOVA de una
via seguido de la prueba de Tukey para identificar diferencias significativas entre los grupos. Las

diferencias se consideraron significativas a P <0.05.
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Resultados y Discusion

Este apartado se abordara en tres segmentos. El primero describe los resultados de la toxicidad
de manera macroscopica, es decir, con base en la elongacion de las raices y la cuantificacion del
nimero de las raices de los diferentes escenarios experimentales evaluados en la presente
investigacion. En el segundo segmento se presentan los resultados de la proliferacion celular
basado en el conteo de las diferentes fases celulares mostrando resultados de citotoxicidad y la
genotoxicidad expresada como el nimero de microndcleos encontrados en mil células contadas.
Finalmente, el tercer escenario discute la evaluacién fisioldgico midiendo los efectos producidos
por los diferentes agentes en la concentracion de ERO, la respuesta antioxidante (CA) y la
liperoxidacién lipidica. Cada escenario se compara con los hallazgos de otras investigaciones

reportados previamente.

Citotoxicidad a nivel macroscopico

Al comparar el efecto producido por las AgNPs con relacion al nimero y longitud de las raices
de cebolla con el efecto producido por las diferentes concentraciones de PVP y AgNOs,
encontramos que en todos los casos el efecto era mayor con las AgNPs que con los otros dos
compuestos. EI mismo comportamiento se observé al comparar los efectos de las diferentes
concentraciones de AgNPs con la concentracion de nuestro control positivo de genotoxicidad,

NaAsO;.

Los resultados muestran que con las concentraciones mas bajas de AgNPs, 5y 10 pug/mL, se

generan practicamente el doble de las raices con practicamente el doble de longitud (130 y 80%,

56



respectivamente) que lo observado para las cebollas del grupo con agua destilada (grupo C-)
(Figura 3, 4 y Tabla 4). Al incrementarse la concentracion de AgNPs se presenta una
disminucion en el nimero y longitud de las raices que lo observado con las concentraciones mas
bajas, pero siempre presentan valores més grandes que en el grupo C-. Estos resultados son de
suma importancia ya que se ha encontrado plata residual presente en el suelo que es captado y
almacenada por especies vegetales comunes como Brassica juncea y Medicago sativa (Harris &
Bali, 2008), sin embargo las nanoparticulas evaluadas no mostraron efectos citotoxico con
Allumn cepa por lo cual no se tiene porque temer en la utilizacion de estas concentraciones de

AgNPs Argovit.

Tabla 4. Se muestra los diferentes tratamientos con su ndmero de

raices y longitud de raices en 24, 48 y 72 horas.

Numero de raices Longitud raices (mm)
24hrs | 48hrs | 72hrs | 24 hrs | 48hrs | 72 hrs

Tratamientos

H,0 (C-) 3 7 16 26 49 217
AgNPs (concentraciones de plata metalica)

5 upg/mL 12 18 21 87 191 410
10 pg/mL 7 11 18 47 142 332
15 pg/mL 6 10 15 26 96 253
25 ug/mL 8 14 17 52 149 253
50 pg/mL 11 16 20 62 135 260
75 ug/mL 7 11 18 34 75 148
100 pg/mL 7 12 17 36 69 115
AgNO; (concentraciones de plata metalica)

5 pg/mL 1 5 10 6 26 136
10 pg/mL 4 10 15 27 91 282
15 pg/mL 4 10 23 28 84 318
25 pg/mL 2 6 17 17 40 219
50 pg/mL 3 5 13 12 35 121
75 pg/mL 3 6 20 26 49 192
100 pg/mL 5 12 17 46 96 251
PVP

78 ug/mL 1 3 4 3 18 70
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156 pg/mL 6 8 9 74 135 248
235 pg/mL 2 5 8 24 58 156
391 pg/mL 4 9 12 24 67 161
783 ug/mL 2 7 16 14 47 244
1175 pg/mL 0 4 8 19 109
1566 g/mL 6 12 15 28 85 224
NaAst

NaAsO, 2 10 16 9 84 261

Investigaciones previas han demostrado que las nanoparticulas de Ag tienen un efecto positivo
sobre la elongacion y numero de raices, dependiendo de la concentracion y el tamafio de las
nanoparticulas, esto debido por el bloqueo de la sefializacion de etileno (Rezvani, Sorooshzadeh,
& Farhadi, 2012; J. Wang et al., 2013). Syu, Hung, Chen, & Chuang en 2014, realizaron un
estudio sobre la respuesta fisiologica y la respuesta genética de Arabidopsis después de la
exposicion a diferentes concentraciones de AgNPs, encontrando que las de 45 + 5 nm inducen la
promocion del crecimiento de la raiz en la planta, activando el gen que involucra la proliferacion

celular, el metabolismo y las vias de sefializacion hormonal.

Por otro lado, los iones de Ag tienen un efecto inhibitorio en la elongacion y la division celular
(Vannini et al., 2013; Yasur & Rani, 2013). Cvjetko et al. en 2017 realiz6 un estudio donde
compara la toxicidad de AgNO; y tres diferentes AgNPs sintetizados en el laboratorio con
diferente  recubrimientos superficiales, citrato, polivinilpirrolidona y bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB). Estos investigadores confirmaron que los iones de Ag son mas

toxicos que cualquiera de las nanoparticulas evaluadas.

Los resultados obtenidos con PVP demuestran que este compuesto no tiene efectos importantes

sobre la elongacion o en la generacion de raices, con excepcion de la concentracion de 78 pg/mL
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en la que se observa una disminucion importante del nimero y longitud de las raices respecto al

C- (Figuras 3y 4).

Es interesante observar que el agente genotoxico parece tener un efecto minimo respecto a la
produccidn de nuevas raices y la longitud de las mismas, presentandose el mayor efecto después
de 24 h de exposicion al compuesto, con el paso del tiempo el nimero y la elongacion de las
raices de las cebollas expuestas a arsenito presentan un comportamiento similar al control

negativo (Figuras 3y 4).
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Figura 3. Comparacion de la longitud de las raices de Allium cepa expuestas a diferentes
tratamientos de AgNPs, PVP y AgNQOs, con diferentes concentraciones después de 24 (azul), 48
(rojo) y 72 horas (verde). El control negativo (C-) fue agua destilada, y se usé 0,37 pug / ml de
arsenito de sodio como control positivo (C +). Se incluyeron lineas punteadas con fines
comparativos que muestran el alargamiento observado para el control negativo en cada tiempo
evaluado. * indica diferencias significativas con el control negativo (p <0.05); § indica

diferencias significativas con el control positivo (p <0.05) después de 72 h de exposicion.
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Figura 4. Comparacion del niamero de raices de Allium cepa expuestas a diferentes tratamientos
de AgNPs, PVP y AgNQO3, con diferentes concentraciones después de 24 (azul), 48 (rojo) y 72
horas (verde). El control negativo (C-) fue agua destilada, y se usé 0,37 pug / ml de arsenito de
sodio como control positivo (C +). Se incluyeron lineas punteadas con fines comparativos que
muestran el alargamiento observado para el control negativo en cada tiempo evaluado. * indica
diferencias significativas con el control negativo (p <0.05); § indica diferencias significativas
con el control positivo (p <0.05) después de 72 h de exposicion.

Por otro lado, el comportamiento observado al exponer a las cebollas a las diferentes
concentraciones de AgNO;3 presenté un comportamiento completamente inverso al que presentan
las cebollas expuestas a AgNPs. Para las cebollas expuestas a las concentraciones de 5 a 15
pg/mL de AgNPs, se observa una disminucién en el nimero de raices y de su longitud
dependiente de la concentracion, mientras que para las cebollas expuestas a AgNO;3 se observa
un aumento de ambos pardmetros. Con 25 y 50 pg/mL se observa un incremento de estos

parametros con AgNPs y una disminucion con AgNOs. Finalmente, se observa una nueva
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disminucion (o ausencia del cambio) con 75 y 100 pg/mL de AgNPs y un incremento con

AgNO3. Un claro comportamiento sinusoidal para ambos casos con distinta fase.

Para tratar de explicar estas diferencias evaluamos los efectos sobre la viabilidad celular, la

produccion de especies reactivas de oxigeno y sobre la respuesta antioxidante.
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Evaluacion Citotoxica

El IM es un biomarcador que se ha utilizado para evaluar la citotoxicidad de sustancias o
mezclas complejas a través de su aumento o disminucion con respecto a los valores encontrados
en el control negativo (agua destilada). Los resultados obtenidos para los diferentes tratamientos
se encuentran registrados en la Tabla 5 y en la Figura 5. El IM de nuestro control negativo fue
de 12.5 = 1.5 que presenta un valor muy similar a los encontrados en otros trabajos 15 + 0.32

(Dizdari & Kopliku, 2013), 9 + 0.5 (Cvjetko et al., 2017a) y 4.1 + 0.56 (Nunes et al., 2011).
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Figura 5. Indice mitético cuantificado en raices de A. cepa después de 72 h de exposicion a
diferentes concentraciones de AgNPs (azul claro), PVP (amarillo) y AgNOj3 (color carne). Para el
control negativo correspondiente a plantas no tratadas (azul fuerte) y control positivo a las
plantas expuestas a 0,37 ug / ml de arsenito de sodio (rojo). * indica diferencias significativas
con el control negativo (p <0.05); § indica diferencias significativas con el control positivo (p
<0.05).
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Tabla 5. Frecuencia de células en division, indice mitético y micronucleos encontrados en los diferentes tratamientos evaluados.

Poblacion celular en division en las diferentes
etapas del ciclo celular

Frecuencia
Total i de
Tratamientos  células Profase Metafase Anafase  Telofase Indice Mit6tico micronucleos
Hzo (C-) 3000 163 88 49 75 125+15 1.3+05
5 pg/mL 3000 459 67 47 107 226+ 1.4 0.3 +0.6
10 pg/mL 3000 450 73 53 94 22.3+0.1 0.0 £0.0
15 pg/mL 3000 320 37 32 46 145+0.9 0.0 £0.0
AgNPs| 25 pg/mL 3000 211 86 35 92 141+1 0.0 +0.0
50 pg/mL 3000 220 69 53 71 13.7+1.3 1.0+ 0.0
75 pg/mL 3000 240 75 47 39 13.3+1.2 1.0+1.0
100 pg/mL 3000 234 56 68 41 13.3+2.2 1.0+1.7
78 pg/mL 3000 135 48 42 33 8.6+0.7 1+0.3
156 pug/mL 3000 107 55 28 20 10.50.9 1.5+0.4
235 pg/mL 3000 98 47 31 29 6.8+0.7 1.60.3
PVP 391 pg/mL 3000 87 23 12 22 5.740.9 1+0.4
783 pg/mL 3000 97 56 18 28 6.6+0.7 1.3+0.3
1175 pg/mL 3000 63 45 19 22 7.5+0.9 1.5+0.4
1566 pg/mL 3000 99 40 25 26 6.30.7 1+0.3
5 pg/mL 3000 96 52 30 39 7.2+0.8 26+1.1
10 pg/mL 3000 77 55 32 36 6.6 +0.8 43+05
AgNO; 15 pg/mL 3000 85 35 21 39 6+05 33%05
25 pg/mL 3000 61 46 24 25 52+1.2 50+1.0
50 pg/mL 3000 66 21 25 34 48+14 6.3+05
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NaAsO,

75 pg/mL
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Las AgNPs estudiadas en este trabajo no mostraron efectos citotdxicos en ninguna de las siete
concentraciones probadas (5 a 100 pg/mL). Los indices de proliferacion de nuestros
experimentos fueron similares al grupo C-, con excepcion de las concentraciones 5 pg/mL y 10
pg/ml con IM de 22.6 + 1.4 y 22.3 + 0.1, respectivamente, valores de préacticamente el doble que

los encontrados en C- con IM de 12.5 + 1.5.

Por otro lado, todas las condiciones en donde se utiliza PVP o AgNO3; muestran una disminucion
sustancial de IM. Los valores de IM para las cebollas expuestas a PVP se encuentran en el
intervalo de 10.5+£0.9 a 6.3 + 0.7, mientras que los valores para los sistemas expuestos a AgNO3
son 7.2 £ 0.8 a 4.7 £ 0.5, que implica una disminucion del 25 al 50% del IM con respecto al

valor encontrado para C-.

Respecto al C+, es necesario encontrar un balance entre la citotoxicidad y la genotoxicidad que
genera el arsenito de sodio. Para nuestras condiciones de estudio se determind la concentracién
6ptima en 0.37 pg/mL (2.84 nM) y el tiempo de exposicion de una hora. En estas condiciones se
presenta una disminucion en la viabilidad celular (Figura 5), y todavia se permite cuantificar el

numero de microndcleos (MN) formados.

Analizando las células que se encuentran en division, encontramos que todas las concentraciones
de AgNPs evaluadas incrementan el nimero de células en profase respecto a las contabilizadas
en el grupo C-, siendo los cambios méas importantes los encontrados con las concentraciones de 5
y 10 pg/mL. En las otras fases de la mitosis -metafase, anafase y telofase- también se observa un
incremento en el nimero de células respecto al control, pero es un cambio mas pequefio que el

observado para la profase (Figure 6 y Tabla 5).
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No. Celulas

Para los tratamientos con PVP y AgNO3; encontramos que en ambos casos hay una disminucion
muy importante de nimero de células en profase, presentdndose la mayor disminucion en los
tratamientos con AgNOs;. De manera general se conserva la proporcion de células en las
diferentes etapas de la mitosis Figura 6. Estos resultados son consistentes con los encontrados
para el IM y confirman el efecto de promocion de proliferacion celular obtenido con dosis bajas

de AgNPs (5y 10 pg/mL) vy el efecto citostatico producido por PVP y AgNOs.
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Figura 6. Relacion de la distribucidn celular en las diferentes fases de la mitosis para cada uno
de los tratamientos utilizados A) AgNPs, B) PVP, C) AgNOs. Las concentraciones de AgNPs y
AgNO;3 son 5, 10, 15, 25, 50, 75 y 100 pg/mL, y para PVP 78, 156, 235, 391, 783, 1175 y 1566
pg/mL. C- Agua destilada y C+ Arsenito de sodio 0.37 pg/mL.

El efecto de promocién de la proliferacion inducido por bajas concentraciones de las
nanoparticulas Argovit® también ha sido observado en cafia de aztcar (Bello-Bello et al., 2017),
vainilla (Spinoso-Castillo et al., 2017b) y stevia (Castro-Gonzélez, Sanchez-Segura, Goémez-
Merino, & Bello-Bello, 2019). Para estos casos el efecto hormético fue asociado a la induccién

de estrés oxidante a niveles aln controlables por la planta. Cuando la produccion de especies
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reactivas de oxigeno fue superior a la respuesta antioxidante del sistema, se observo un efecto

adverso en las plantulas (Bello-Bello et al., 2017; Spinoso-Castillo et al., 2017b).

Para identificar si la induccién de estrés oxidante es la causante de la promocion de la
proliferacion, se cuantificd la produccion de especies reactivas de oxigeno y la capacidad

antioxidante de las células de las raices de cebolla expuestas a los diferentes tratamientos.

Produccion de especies reactivas de oxigeno y respuesta antioxidante

La produccién de ERO en cada uno de los tratamientos es diferente y en el caso de AgNPs y
AgNO; presenta una dependencia con la concentracion (Figura 7A). Al exponer a las cebollas a
concentraciones bajas de AgNPs, 5y 10 pg/mL, se registran concentraciones de ERO inferiores
a las encontradas en C-. Esto puede deberse a la mayor respuesta antioxidante registrada en estas
células (Figura 7B). A concentraciones mayores de AgNPs, desde 15 hasta 100 pg/mL, la
produccién de ERO es practicamente la misma, presentando cerca del doble respecto a C-. Para

todas estas concentraciones se registra una disminucion de la capacidad antioxidante.
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Figura 7. Comparacion del contenido de especies reactivas de oxigeno (A) y respuesta
antioxidante (B) de raices de Allium cepa después de 72 horas de tratamiento con AgNPs,
AgNO3y PVP. C- corresponde a plantas no tratadas (gris claro) y C + a las expuestas a 0,37 ug /
mL de arsenito de sodio (negro). * indica diferencias significativas con el control negativo (p

<0.05); 8 indica diferencias significativas con el control positivo (p <0.05).

Para los tratamientos con PVP se observa un incremento en la produccion de ERO a la
concentracion de 78 pg/mL, misma condicion en donde la respuesta antioxidante es similar a la
encontrada para C-. En el resto de las concentraciones evaluadas se presenta un incremento en la

respuesta antioxidante y una concentracion de ERO menor a la encontrada para C-.

Por otro lado, en los tratamientos con AgNOj; la respuesta fue muy diferente. Solo se presentd un
incremento en la concentracién de ERO con las concentraciones mas altas evaluadas, 75 y 100
pg/mL. Con todas las demas concentraciones de AgNOj3 las concentraciones de ERO fueron
similares a las de C-. Respecto a la respuesta antioxidante, en ninguna de las concentraciones de

AgNO; evaluadas se present6 una respuesta antioxidante diferente a la encontrada en C-.

El control positivo de genotoxicidad (C+), produce un incremento en la concentracion de
especies reactivas de oxigeno, pero no afecta la respuesta antioxidante de las células de las raices

de cebollas expuestas al arsenito de sodio.

Estos resultados sugieren que las modificaciones en la viabilidad celular debido a la exposicion a
los agentes AgNPs, PVP y AgNO3; presentan factores desencadenantes diferentes. Mientras que
los cambios observados en el IM de las células tratadas con AgNPs respecto a las células control
estd fuertemente asociado a la concentracion de ERO, este factor no parece ser el responsable en

la disminucion del nimero de células en division expuestas a PVP y AgNOs.
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Es importante hacer notar que los constituyentes de las AgNPs de manera individual, PVP y
AgNO;3, producen una disminucion en el nimero de células en division y aunque ninguno de
ellos incrementa la concentracion de ERO, ambos disminuyen el nimero de células en la profase
con respecto a C-. Esto indica que el efecto de las AgNPs no es un efecto concomitante o

secuencial de los componentes individuales, sino un efecto producido por la particula completa.

Cvjetko y colaboradores observaron que las concentraciones de ERO se ven afectadas por la
concentracion de los tratamientos y el tipo de recubrimiento o una interaccion de ambos (Cvjetko
et al., 2017a). Si bien los recubrimientos de las NP es importante para su estabilidad y su
toxicidad (Barrena et al., 2009), otro factor importante a considerar es el tamafio de las NPs, que
juega un papel importante para la toxicidad y penetracién celular en los modelos utilizados para

medir dafio toxico (Cvjetko et al., 2017a; Foldbjerg et al., 2009).

El efecto del tamafio, recubrimiento y concentracion de AgNPs utilizadas en los diferentes
trabajos donde se utiliza Allium cepa como sistema de evaluacién puede consultarse en la Tabla

1 o con otros modelos vegetales Tabla 2.

Determinacion de la peroxidacion lipidica

En el experimento de la peroxidacion lipidica la determinacion del control negativo se obtuvo
una produccion de 446.02 £7.91 nmol/g Figura 8, mientras que los tratamientos evaluados de
AgNPs, PVP y AgNOs no presento aumento significativo con respecto al C-. Como podemos
observar aunque en concentraciones de 15 hasta 100 pug/ml de AgNPs existié la produccion de

ERO no se produjo dafio en membrana. Un estudio previo de Hatami & Ghorbanpour, 2013
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demostré que las AgNPs tienen un efecto en la reduccion de la peroxidacion lipidica en

Pelargonium zonale con 5 dias de exposicion, ademas de retencion de enzimas de antioxidante.

La produccion de peroxidacion lipidica en AgNO3 tiene un comportamiento dosis dependiente
las concentraciones de 5y 10 pg/mL se encentran levemente por encima del C-, por otro lado las
concentraciones 15, 25, 50, 75 y 100 pug/mL se encuentran muy poco por debajo del C-. Panda
et al., 2011 reporto Ag + ion con comportamiento similar al del control negativo similar a

nuestro experimento.

Para el PVP las concentraciones de 78, 256, 235, 391, 783 y 1175 pg/mL mostraron un
comportamiento de dosis dependiente de produccion de lipoperoxidacion lipidica por debajo del
C-, solo la concentracion maés alta evaluada de 1566 pg/mL se encuentra por arriba del C- pero

es muy despreciable el incremento.

Lipoperoxidacion
600 600+ 600-
400

400

200 200

MDA (nmol g-1DW*)

NI

N

S O S ol S o

I RS
—— AgNPs pgimL —— ——— PVP pgimL. — ——— AgNO3 pgimL. ——|

IR R S

Figura 8. Comparacion del contenido de lipoperoxidacion lipidica registrada en las raices de la
cebolla después de 72 h para diferentes concentraciones de AgNPs, AgNO; y PVP. C-
corresponde a plantas no tratadas (gris claro) y C + a las expuestas a 0,37 ug / ml de arsenito de
sodio (negro). * indica diferencias significativas con el control negativo (p <0.05); § indica

diferencias significativas con el control positivo (p <0.05).
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Evaluacion Genotoxica

Finalmente, es conocido que uno de los efectos de la sobreproduccion de radicales libres puede
ser un dafio sobre el material genético, reversible o irreversible. Debido a la gran produccién de
radicales encontrada con las diferentes concentraciones de AgNPs, evaluamos la posible

gentoxicida cuantificando la presencia de micronucleos (MN).

El ensayo MN permite detectar de forma répida y confiable alteraciones no reversibles en el
material genético en los modelos utilizados expuestos a mezclas complejas 0 sustancias
especificas que se desean evaluar. EI modelo es uno de los mas sensibles, el numero basal de
MN en el modelo de Allium test se ha reporta como 0.125 + 0.87, 0.3 £ 0.5y 0.9 £ 1.25 (Bianchi,

Mantovani, & Marin-Morales, 2015; Dias et al., 2016; Leme & Marin-Morales, 2008).

Al comparar los efectos de los tratamientos de AgNPs con el control positivo, se pone de
manifiesto otro factor importante para el dafio genotdxico, el tiempo de exposicion. Mientras que
las cebollas se expusieron al arsenito de sodio durante una hora, el resto de los grupos de
tratamiento con las diferentes concentraciones de AgNPs, PVP y AgNO; estuvieron expuestas

durante 72 horas al agente a evaluar.

Para nuestro control negativo el valor de MN fue de 1.3 + 0.5 que es similar a uno de los valores
reportados por otro grupo. Por otro lado, el valor de MN encontrado para el control positivo es
de 13 £ 3.6. El intervalo encontrado para el nimero de MN con los diferentes tratamientos con
AgNPsesde0+0.0al=1.7, Figura9. El intervalo no muestra una diferencia significativa con
nuestro control negativo, por lo que puede concluirse que ninguna de las concentraciones de
AgNPs evaluadas presenta un efecto sobre el material genético de manera permanente, esto es,
no son genotoxicos para el modelo Allium cepa.

71



201

154

-

=
£ 10+ §

5- s 5.
N s Hﬁ..ﬁﬁ‘ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ ﬂﬂﬂﬂ”

— AgNPs — — PVP —I — AgNO3—|

d”@@w@@ RS

Mg/mL

Figura 9. Frecuencia de microndcleos (MN) en la raiz de Allium cepa expuesta a diferentes
estimulos. La frecuencia de MN se registrd después de 72 horas de exposicion a diferentes
concentraciones de AgNPs, PVP y AgNOs. C- corresponde a plantas no tratadas y C + a las
expuestas a 0,37 ug / ml de arsenito de sodio. * indica diferencias significativas con el control

negativo (p <0.05); § indica diferencias significativas con el control positivo (p <0.05).

De manera individual, el PVP que es usado como recubrimiento no presenta efectos sobre el
material genético de manera permanente. En ninguna de las concentraciones evaluadas se

encontraron mas MN que los contabilizados en C-.

Todo lo contario sucede con las evaluaciones donde se utilizd6 AgNO3. En este caso la aparicién
de MN presenta una dependencia con la concentracion de AgNOs. Con la concentracion mas alta
de este compuesto (100 pg/mL) se alcanzaron conteos de MN similares (11.6 = 1.5) a nuestro

control positivo de genotoxicidad, el arsenito de sodio (13 + 3.6).
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La diferencia en el dafio del material genético puede deberse a los diferentes mecanismos por los
que los agentes generan el dafio. Se he reportado que los iones plata a bajas concentraciones son
capaces de afectar el flujo de iones K™ de manera unidireccional disminuyendo su concentracion
intracelular, mientras que a altas concentraciones son capaces de generar el mismo proceso, pero
rompiendo la membrana celular (Coskun et al., 2012). Ademas, son capaces de bloquear los
sitios de reconocimiento del etileno evitando que la ruta de sefializacion se complete (Binder &
Schaller, 2017). Por otro lado, parece que el efecto producido por las AgNPs depende del estrés
oxidante que induzcan a través de la generacion de especies reactivas de oxigeno. Sin embargo,
parece que el dafio provocado por los ROS presenta consecuencias menos graves que el dafio

provocado por los iones plata.

En el presente trabajo, todas las formulaciones de AgNP encontradas en la literatura evaluadas
habian mostrado fitotoxicidad sobre Allium cepa. Nuestros resultados muestran que las
respuestas citotoxicas y genotoxicas de Argovit ® PVP-AgNPs son menores que el efecto
producido por otras formulaciones de AgNP. Aunque pudieran presentar el mismo
recubrimiento, pero no la relacion Ag/PVP, aspecto que puede explicar en parte el por qué

Argovit ® PVP-AgNPs no gener6 dafio fitotdxico.

La relacion [Ag/agente de recubrimiento] es el factor méas evidente que podria explicar las
principales diferencias en la respuesta toxicoldgica observadas en este trabajo con las reportadas
previamente, ya que no existen diferencias toxicologicas tan asimétricas asociadas con la
diferencia de tamarfio, forma o contenido de plata (Ghosh, Ghosh, Godderis, Hoet, & Mukherjee,

2019; Jurasin et al., 2016; Nymark et al., 2013).
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Considerando las nanoparticulas secas, la relacion [Ag]/[PVP] expresada en % de peso en la
formulacion Argovit® estudiada es 6:94. Mientras tanto, NanoComposix es 34:66, y el
sintetizado por Cvjetko es 40:60. Desafortunadamente, no se cuenta con informacion sobre la
formulacion de Nanotech Ltd.’s. Por lo tanto, aunque la concentracion de AgNP estudiada en
este trabajo fue al menos de 10 a 17 veces més altos que los de las formulaciones de PVP-AgNPs

reportadas anteriormente, sin dafio citotdxico ni genotoxico para Allium cepa.

Si compararamos las formulaciones con recubrimiento similar PVP-AgNPs que se encuentran en
la Tabla 6, todas las formulaciones en la tabla producen aberraciones cromosémicas a diferencia
de nuestras nanoparticulas Argovit®. Aunque tengan el mismo recubrimiento (PVP) no
comparten el mismo didmetro que nuestras AgNPs, por lo que este seria una de las principales
causas de que presentes todas estas aberraciones cromosomicas. Por otro lado, las caracteristicas
como la forma, el tamafio y el recubrimiento de las nanoparticulas juegan un papel importante

para la toxicidad de estas (Yan & Chen, 2019).

Tabla 6. Comparacion de concentraciones para AgNPs-PVP de articulos publicados

anteriormente con nuestro trabajo actual.

. uracion de
(Max (Duracién del
. concentracion no .
Min Duracion de | toxica d estudio con
concentracién de | - acion ce toxicade Argovit)/
AgNPs-PVP DAg, nm experimento, | Argovit)/(Min Y
AgNPs con - (Duracion del
. en horas concentracion de .
toxicidad, pg/mL o estudio con otras
con toxicidad PVP-AgNPs)
AgNPs) g
(Scherer et al., 2019) 75 5 48 333.3 1.5
(Fouad & Hafez,
2018) 20-30 5 3 333.3 24
(Cvjetko et al., 2017) 9.4 10 72 166.6 1
Trabajo actual 35 1,666.67 72 1 1
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Scherer et al., 2019 la concentracion de 5 pg/mL ya tenian efectos tdxicos, mientras para la
concentracion de Argovit 1,667 pg/mL no muestra efectos tdxicos. Es dificil hacer la
comparacion con resultados de Cvjetko et al., 2017, porque ellos trabajaron con AgNPs de
tamafo de 9.4 nm, que es mucho menos que tamafio de AgNPs Argovit (35 nm). Pero Fouad &
Hafez, 2018 y Scherer et al., 2019 trabajaron con PVP-gNPs 20-30 y 25, 50 nm,
respectivamente que son muy cercanos con tamafio de AgNPs Argovit (35 nm), y para ambos
formulaciones de estos dos trabajos publicados anteriormente, se observa toxicidad a
concentraciones 333 veces menores, que la concentracion de Argovit para la cual no se observa

toxicidad.

La falta de dafio en las condiciones experimentales evaluadas en nuestro trabajo podria ser una
buena sefial con respecto a su impacto ambiental, pero se deben realizar mas experimentos donde
se incluyan periodos de exposicion mas largos en para determinar los efectos de toxicidad
cronica en Allium cepa, ademas de incluir otras especies referencia para medir la toxicidad
ambiental y de esta manera tener un panorama mas claro con respecto a los efectos al medio

ambiente.

Dentro de nuestro grupo de trabajo se ha utilizado la misma formulacién en periodos largos de
exposicion (30 dias) en tres diferentes especies de plantas como cafia de azUcar (Jerico J. Bello-
Bello et al., 2017), vainilla (Spinoso-Castillo et al., 2017a) y stevia (Castro-Gonzalez et al.,
2019), y aun contando con 27 dias méas de exposicion, en estas especies los resultados
concuerdan con los obtenidos en este trabajo sobre efecto hormonal producido por estas AgNPs a
través de la sobreproduccion de ROS, pero sin dafio en membrana lipidica o en ADN traducido

en MN.
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En lo concerniente a los problemas ambientales que pudieran traer la utilizacion de la
formulacion PVP-AgNPs Argovit ® serian minimas o nulas, ya el intervalo evaluado no produjo
dafios en indice mitotico, o dafios al ADN expresado en microntcleos, sin embargo se tiene que
tomar en cuenta este intervalo para futuras aplicaciones dentro de nuestro grupos de trabajo, ya
que Liu & Jiang, 2015 manifiesto durante la produccion, transporte, erosion, lavado o

eliminacion de productos que contienen AgNPs, las AgNPs pueden liberarse al medio ambiente.

Si utilizamos en alguna de las aplicaciones la concentracion mas alta estudiada en este trabajo y
el uso de esta aplicacion tuviera residuos al medio ambiente, se estaria hablando de una dilucion
de la concentracion inicial y como pudimos demostrar en nuestro trabajo en las concentraciones
bajas de 5y 10 pug / mL se puede observar un efecto de promotor de crecimiento de nimero de
raices y longitud. Si esto sucediera pudiéramos inferir que las diferentes especies de plantas que
se encuentran en la zona de derrame tendran promocion de crecimiento en la raiz y longitud.
Esto se observo no solo con Allim cepa si no con otras investigaciones en cafia de azucar (Jericd
J. Bello-Bello et al., 2017), vainilla (Spinoso-Castillo et al., 2017a) y stevia (Castro-Gonzélez et
al., 2019). Sin embargo se tendria que seguir trabajando para poder decir a ciencia cierta que esto

pasaria.
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Conclusién

Los resultados demostraron que la formulacion PVP-AgNPs (Argovit ®) en las concentraciones
de evaluadas de 5, 10, 15, 25, 50, 75 y 100 pg/mL calculados para Ag metélica (que corresponde
a 83, 166.6, 249.9, 416.5, 833, 1249.5 y 1666.6 pg/mL de AgNPs) no presentan efecto
citotoxico y ni genotoxico, Yy estas se encuentran entre 167 a 333 veces mas altos que otras

formulaciones de PVP-AgNPs reportadas anteriormente que si presentan efectos toxicos.

La consideracion de cinco pardmetros: indice de division celular, Especies Reactivas de
Oxigeno, Actividad Antioxidante, Lipoperoxidacion y frecuencia de micronucleos, nos permiten
confirmar positivamente que Argovit® en las concentraciones evaluadas son nanoparticulas

bioseguras y biocampatibles con el ambiente.

Se demostré la importancia de usar varios biomarcadores de dafio, aunque existe una
produccion de Especies Reactivas de Oxigeno en las concentraciones de 15 a 100 pg/mL en las
AgNPs evaluadas, no existe dafio en membrana (lipoperoxidacion lipidica) o en ADN (expresado

en MN).

Los resultado obtenidos también revelaron que las concentraciones de 5 y 10 ug/mL de AgNPs
Argovit® presentaron un incremento en la produccién de raices de Allium cepa, un mayor
crecimiento radicular, un mayor IM y menor ERO, estos resultados son de gran importancia
porque nos permite utilizar estas concentraciones como promotores de crecimiento celular o de

raices, para la produccion de especies de plantas en peligro o nativas con fines de manejo.

Los resultados obtenidos revelaron que la formulacion de PVP-AgNPs Argovit® y

recubrimiento solo de PVP no mostraron dafios, podemos inferir que esta ausencia de dano
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es debido a las propiedades fisicoquimicas de las AgNPs que evaluamos, a diferencia de

AgNO3 como fuente de iones que mostro dafio en Indice mitético y la frecuencia de MN.

El uso por primera vez del colorante Verde Rapado como pigmento de contrate en la técnica de
Allium test, facilito en gran medida el andlisis y conteo de las células en division de los diferentes

tratamientos evitando falsos positivos.

Estos resultados nos permiten concluir que las AgNPs producidas por nuestro grupo son
biocompatibles con el ambiente, a diferencia de otras AgNPs reportadas en la literatura y mucho
mas seguras que los iones plata, pues bajo ninguno de los esquemas estudiados se presentd un

dafio irreversible en el material genético que se manifestara como MN.
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Recomendaciones

» Trabajar con concentraciones de 110, 120, 130, 140, 150 y 200 pg/mL para encontrar en que

punto empieza el dafio cito y genotoxico para la formulacion PVP-AgNPs Argovit ® y

obtener un intervalo seguro de trabajo con estas AgNPs.

» Trabajar con la Bioacumulacion en las concentraciones evaluadas.

» Trabajar con especies de importancia comercial utilizando las concentraciones bajas de 5

y 10 pug/mL para determinar si existe estimulacion de crecimiento.
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Anexos

Iméagenes de preparacién de cebollas para los experimentos

A) Preparacién bulbo de Allium cepa. B) Vista de incubadora donde cultivaron los bulbos de
Allium cepa dentro de los tubos falcon con diferentes tratamientos evaluados (AgNPs, PVP,
AgNO3).
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Bulbos de Allium cepa después de los diferentes tratamientos.
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A) Raices de Allium cepa en vidrio de reloj realizando hidrolisis de la pared celular con &cido
clorhidrico 5 N. B) Raices en vidrio de reloj realizando tincion con orceina acética.
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Observacion a 40 X de células en el conteo del IMy MN

Metafase

Anafase

Se observa células de Allium cepa expuestas a AgNPs, AgNO3 y PVP. (a, b, c yd), células
normales de profase, metafase, anafase and telofase, (e, f and g ), Micronucleos en células en
interfase.
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Profase Metafase Anafase

dl

Se observa células de Allium cepa expuestas a AgNPs, AgNO3 y PVP. (a, b, c y d ), células
normales de profase, metafase, anafase and telofase, e), Célula con Micronucleo en interfase.
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