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RESUMEN

Las nanoparticulas de plata (AgNPs, por sus siglas en inglés) son los nanomateriales mas
utilizados en todo el mundo debido a sus notables propiedades antibacterianas, antivirales y
antitumorales, entre otras. Sin embargo, la informacion sobre su potencial genotdxico y
citotdxico es controversial. En el presente trabajo se evalud el efecto de las nanoparticulas
de plata sobre linfocitos de sangre periférica humana en cultivos in vitro de donadores
masculinos sanos, con base en el modelo de micronucleos por bloqueo de la citocinesis
(CBMN), recomendado por la OCDE para evaluar dafio genotodxico y citotdxico. Se comparan
dos formulaciones comerciales de AgNPs: Argovit® y nanoCompsix® en concentraciones de
0.012 a 12 pg/mL, utilizando el arsenito de sodio (0.12 ug/mL) como control positivo de
generacion de micronucleos. Ambas formulaciones de AgNPs estan recubiertas por
polivinilpirrolidona (PVP) y tienen algunas propiedades fisicoquimicas similares. Los
resultados del CBMN, muestran que las nanoparticulas de plata Argovit™ en concentraciones
de 0.012 a 12 pug/mL presentan indicios de mayor citocompatibilidad con linfocitos humanos,
en comparacién con las nanoparticulas de plata nanoCompsix®, las cuales en las mismas
concentraciones ensayadas, presentaron mas necrosis, aumento de la frecuencia de los
brotes nucleares (NBUDs) y de puentes nucleoplasmicos (NPBs), aunque no se observaron
cambios en el indice de divisién nuclear ni aumentaron la frecuencia de micronucleos.
Ademas, se descubrid que la polivinilpirrolidona (PVP) (12.6 + 2.7 kDa) por si sola produce
dafio citotoxico y genotoxico en linfocitos de sangre periférica humana desde 0.0188 pg/mL,
pero sus efectos adversos sobre los linfocitos no se manifiestan cuando es el agente de

recubrimiento de las AgNPs. Los resultados permiten apoyar las ideas de que 1) la relacion



Ag:PVP es un factor sobresaliente en el efecto bioldgico provocado por las formulaciones de
nanoparticulas y 2) las nanoparticulas provocan los efectos bioldgicos como una entidad
completa. Estos resultados contribuyen positivamente al uso seguro de nanoparticulas de
plata Argovit® como agente antiviral, antibacteriano y antitumoral, ademas de que abren la

puerta para explorar nuevas areas de oportunidad.



ABSTRACT

Silver nanoparticles (AgNPs) are the most widely used nanomaterials in the world due to
their excellent antibacterial, antiviral, antitumor, and other properties. However, there is
little information about its genotoxic and cytotoxic potential. In the present work the effect
of silver nanoparticles is evaluated in in vitro cultures of human peripheral blood
lymphocytes, this primary culture is a model recommended by the OECD to evaluate
genotoxic and cytotoxic damage. The parameters provided by the micronucleus assay per
block of cytokinesis (CBMN), showed that Argovit™ silver nanoparticles at concentrations of
0.012 to 12 ug/mL are completely safe for human lymphocytes. In this study we also
evaluated the cytotoxic and genotoxic effects caused by sodium arsenite (0.12 ug/mL) and
the nanoCompsix™ silver nanoparticles in concentrations of 0.012 to 12 pg/mL, the results
show the presence of necrosis, the increase of the frequency of nuclear outbreaks (NBUDs)
and nucleoplasmic bridges (NPBs), although they did not produce changes in the nuclear
division index nor did they increase the frequency of micronuclei. It is important to indicate
that the range of these concentrations includes the concentrations that were found active in
many applications. In addition, it was discovered that polyvinylpyrrolidone (PVP) (12.6 + 2.7
kDa) alone causes cytotoxic and genotoxic damage in human peripheral blood lymphocytes
from 0.0188 ug/mL, but the adverse effects of lymphocytes disappear when it is the coating
agent of the AgNPs. The Ag: PVP ratio is an outstanding factor in the biological effect caused
by the nanoparticle formulations. The results support the idea that nanoparticles cause

biological effects as a complete entity. These results contribute positively to the safe use of



Argovit™ silver nanoparticles as an antiviral, antibacterial and antitumor agent and open the

door to explore new areas of opportunity.
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Introduccion

La utilizacién de los nanomateriales se ha incrementado significativamente en los ultimos afios,
asi como la incertidumbre acerca del uso seguro de estos materiales y los riesgos emergentes
para el medio ambiente y la salud humana. Esto se debe a que existen pocos estudios referentes
a las rutas de absorcion, transporte, distribucién y la interaccién de las nanoparticulas con los

sistemas bioldgicos en general [1].

Las innovaciones y la produccién de distintos tipos de materiales a nanoescala crece
diariamente dado al amplio espectro de utilizacion y aplicacién de los nanomateriales. Los
sectores en donde se ha reportado que se utilizan los nanomateriales son: la medicina, la
industria textil, la cosmetologia, tecnologias alimentarias y energéticas, entre otros. Sin
embargo, los nanomateriales presentan propiedades y efectos muy distintos a sus
correspondientes elementos de tamafios convencionales, lo que genera riesgos desconocidos

para las poblaciones expuestas [2].

Diferentes articulos muestran los efectos citotdxicos y genotdxicos de las nanoparticulas de
plata (AgNPs), dichos efectos se han relacionado con las propiedades fisicoquimicas (tamafio,
recubrimiento, carga superficial y composicién quimica) que influyen de manera definitiva en la
respuesta que producen en los sistemas con los que se encuentran en contacto, caracteristica
gue los hace unicos [3,4]. Aunado a esto, la falta de un modelo sistematico para identificar el
potencial genotdxico de los nanomateriales dificulta aun mas la toma de decisiones con
respecto a la seguridad de estos, especialmente para aquellos ampliamente utilizados, como las

nanoparticulas de plata.



Los sectores con mayor participacién en el desarrollo y uso de las nanotecnologias son el
farmacéutico, el sanitario y el militar; la poblacion expuesta a este tipo de tecnologia es cada
vez mayor, aungue se desconoce los posibles efectos nocivos. Varios autores coinciden en que
los materiales en nanoescala inducen toxicidad a nivel celular y genético, por lo que, se
considera de gran importancia evaluar la genotoxicidad y citotoxicidad que estos materiales

pueden producir.

Como se menciona antes, la investigacion y el desarrollo de productos basados en
nanoparticulas se incrementa afio con afio debido a los distintos usos y aplicaciones de las
nanoparticulas en diversos sectores productivos y de investigacion [1], generando una creciente
preocupacion acerca de los efectos que estos materiales pueden tener, tanto en el medio
ambiente como en la salud. Lo anterior ha promovido la generacién de un campo emergente
denominado nanotoxicologia, la cual, se dedica al estudio del potencial impacto tdxico de
nanomateriales en sistemas bioldgicos en funcion de las propiedades fisicas y quimicas [5]. Este
campo emergente promueve la atencion desde diferentes perspectivas con el fin de evaluar el

riesgo potencial que conlleva el uso y aplicacion de los nanomateriales.

La nanotecnologia incluye el disefio, caracterizacion, produccion y aplicacion de estructuras,
dispositivos y sistemas de control de forma y tamafio a una escala menor a 100 nandmetros. Se
considera como nanomaterial, aquel que en uno o mas de sus componentes presenta al menos
una estructura dimensional de un tamafio entre 1 a 100 nandémetros [6]. Los nanomateriales,
incluyendo las nanoparticulas y nanofibras, son categorizados dentro de cuatro clases,
materiales basados en carbono, materiales basados en metales (puntos cuanticos, nanoplata y

nano-oro, entre otros), dendrimeros (polimeros nano) y otros compuestos. Entre algunas de sus



caracteristicas destacan la durabilidad, alta conductibilidad y reactividad [7] y son usados en

muchos productos comerciales y en practicas industriales.

En el presente trabajo se explora la citotoxicidad y la genotoxicidad de dos nanoparticulas de
plata de uso comercial: Argovit® y nanoComposix® en concentraciones de 0.012 a 12 ug/mL,
utilizando el arsenito de sodio (0.12 pg/mL) como control positivo. Ambas marcas de AgNPs
estan recubiertas por polivinilpirrolidona (PVP) y tienen algunas propiedades fisicoquimicas

similares.

Se utiliza el ensayo de micronucleos por bloqueo de la citocinesis (CBMN, por sus siglas en
inglés), como modelo experimental para medir el efecto citotdxico y genotdxico de Argovit® y
nanoComposix®. El CBMN es un modelo que permite registrar diferentes biomarcadores de
citotoxicidad como el indice de divisidon celular o indice mitdtico, necrosis y apoptosis, asi como
tres biomarcadores de inestabilidad genética: microndcleos, brotes nucleares y puentes
nucleoplasmicos. Los resultados sugieren que las AgNPs Argovit™ son seguras para su uso en

humanos.



Justificacion

La importancia de este trabajo radica en primer lugar, en que México fue en 2019 el principal
productor de plata en el mundo con aproximadamente 6300 toneladas métricas, por encima de

Chile, Peru y China [8].

En segundo lugar, la relevancia de este trabajo también contempla que en Baja California es
donde la industria de los nanomateriales esta en auge [Referencia], por lo que es cada vez mas
amplio el sector de la poblacién que estda expuesto laboralmente a nanomateriales cuyos

efectos sobre la salud aun no estdn del todo estudiados.

Se han reportado padecimientos poco usuales relacionados a la exposicién ocupacional a
nanoparticulas, tales como, fibrosis pulmonar, granuloma pleural y dafio organico multiple [9—

11].

Por lo anterior, se busca determinar si las nanoparticulas de plata de diferentes tipos, tamafios
y en diferentes concentraciones tienen la capacidad de inducir dafio genotéxico y citotdxico en
linfocitos humanos cultivados in vitro, con la finalidad de plantear recomendaciones de uso

seguro en diferentes ambientes laborales.

El presente estudio se abordd desde una perspectiva interdisciplinaria, debido a las
caracteristicas propias y complejas que conlleva el uso, aplicaciéon y produccion de
nanomateriales, con la intencién de interactuar con el problema desde diferentes puntos de

vista y establecer medidas integrales para el uso seguro de este tipo de tecnologia.



Existen estudios que muestran los efectos citotdxicos y genotdxicos de las AgNPs, sin embargo,
la falta de una sistematizacién en la evaluacién de la toxicidad de los nanomateriales hace dificil
la toma de decisidn con respecto al uso seguro de materiales en la escala nano. Lo anterior
cobra relevancia en estos tiempos debido a que los nanomateriales son cada vez mas utilizados
en diferentes productos de consumo, en especial las nanoparticulas de plata, por sus

propiedades antibidticas, antivirales, antifungicas, entre otras.

El ensayo de micronucleos por blogueo de la citocinesis (CBMN) es una técnica que se utiliza
para evaluar el dafio citotdxico y genotoxico en linfocitos humanos de sangre periférica. Esta
técnica recientemente aprobada por la OCDE [12], se considera uno de los métodos mas sélidos
para evaluar la citotoxicidad y la genotoxicidad, ya que proporciona seis indicadores. Para la
citotoxicidad, los tres biomarcadores son el indice de division nuclear (NDI), la apoptosis y la
necrosis. El primero muestra la capacidad proliferativa de los linfocitos en las condiciones
experimentales probadas. Por otro lado, la apoptosis y la necrosis muestran el nimero de
células que mueren a través de procesos regulados o vinculados a eventos de dafio severo que
exceden la capacidad de la célula para controlar el dafio. Para evaluar la genotoxicidad se toma
en cuenta la frecuencia de micronucleos (MNi), brotes nucleares (NBUDs) y puentes

nucleopldsmicos (NPBs).

Los micronucleos son indicadores de dafio genotéxico de punto final de procesos clastogénicos
y/o aneugénicos [13,14], lo cual significa, que en el proceso de division celular ocurridé un dafio
gue la célula no pudo reparar y se perdié parte de la informaciéon genética. En cambio, los
puentes nucleoplasmicos son el resultado de procesos de reparacion celular, cromosomas mal

emparejados que surgen del dafio en el huso mitético relacionado con inhibidores en la sintesis



y reparacién del ADN, y por agentes quimicos que rompen la estructura fosfodiéster del ADN.
Por su parte, los brotes nucleares se han descrito como fragmentos de ADN de reparacién
amplificada producidos en respuesta al dafio provocado por especies reactivas de oxigeno (ROS,
por sus siglas en inglés) y especies reactivas de nitrogeno (RNS, por sus siglas en inglés) [14,15].
Los puentes nucleopldasmicos y los brotes nucleares son indicadores de procesos de dafio
genotoxico, en donde, la célula todavia no pierde por completo parte de la informacion

genética, pero si existe una division anormal de dicha informacién [16].



Antecedentes

Existen estudios que han tratado de demostrar los efectos toxicos de las nanoparticulas, sin
embargo, hasta el momento no se han encontrado investigaciones que prueben dichos efectos
de manera concluyente [17]. Actualmente el conocimiento de cdmo interactian las

nanoparticulas y cémo producen toxicidad en lineas celulares de mamiferos es muy limitado.

Algunos autores proponen que el tamafio y el ligante de las nanoparticulas, asi como las lineas
celulares utilizadas tienen influencia en la toxicidad de este tipo de materiales [18-22]. Las
investigaciones recientes sugieren que, entre los mecanismos de toxicidad de las nanoparticulas
mas aceptados, se han relacionado con la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
proceso que consiste en una disrupcidn en la cadena respiratoria en la mitocondria e impide la

sintesis de trifosfato de adenosina (ATP), lo cual induce el dafio al ADN [23].

De entre los nanomateriales, las nanoparticulas de plata (AgNPs) y las nanoparticulas de oro
(AuNPs) son algunas de las mdas comercializadas y ampliamente usadas en productos de
consumo. Sus aplicaciones se han extendido dentro del campo biomédico y de la salud,
particularmente en los sistemas de imagen médica y diagndstico, farmacéutica, entrega de
farmacos y terapias, no obstante, las nanoparticulas de plata destacan principalmente por sus

propiedades antimicrobianas [5,7].

Una de las grandes preocupaciones relacionadas con la toxicidad de los nanomateriales es la
bioacumulacién. Los estudios de Li y colaboradores (2010), en ratas que inhalaron

nanoparticulas de oro mostraron que dichas particulas se acumulan significativamente en los



pulmones y pueden ser detectadas en otros érganos semanas después. Aplicandolas via

intravenosa se acumulan en el higado y rifiones [24].

Por otro lado, la plata se ha conocido desde la antigliedad por ser un potente agente
antibacteriano, antifungico y antiviral. Segun el reporte en 2010 de la Agencia de Proteccién
Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés) [25], a lo largo de la historia, la plata y sus compuestos
se han utilizado ampliamente para muchas aplicaciones, como resultado de sus propiedades
utiles. La evidencia arqueoldgica sugiere que las civilizaciones han utilizado la plata por lo menos

3000 afios antes de Cristo [26].

Actualmente, la plata se utiliza en la fabricacion de prétesis dseas, implantes cardiacos de
valvulas de reemplazo, en agujas utilizadas en la cirugia ocular, catéteres peritoneales, sutura
de heridas, cicatrizacion de quemaduras y como ingrediente antiséptico debido a su amplio
espectro de toxicidad para las bacterias, asi como a su limitada toxicidad para los seres humanos
[27-29]. Segun diversos autores, las AgNPs, se usan en productos para el envasado de
alimentos, suplementos alimenticios, textiles, electrénica, electrodomésticos, cosméticos,
dispositivos médicos, desinfectantes de agua, aerosoles de habitaciones, se usan en tazas,
tazones y tablas de cortar, productos de cuidado personal, productos sanitarios, pulverizadores

de habitacion, en juguetes de los nifios, productos infantiles y de salud [30].

Segln el reporte de la EPA en 2010, el seguimiento de los productos que contienen nanoplata
puede llegar a ser dificil, debido a que, la normatividad vigente del etiquetado de los diversos
productos que contienen nanoplata no obliga que aparezca el nanomaterial como un

ingrediente [25], por lo que existe preocupacion a nivel mundial sobre el uso indiscriminado ya

10



gue, como se menciond anteriormente, existe poca informacién relacionada con la toxicidad y

los posibles efectos a la salud y al ambiente por el uso de estos nanomateriales.

Genotoxicidad y Citotoxicidad

La toxicidad de un agente fisico, quimico o bioldgico consiste en la capacidad que estos tienen
para inducir efectos adversos en un individuo a nivel celular. La toxicologia engloba dos grandes
grupos de estudio que incluyen la genotoxicidad, que indica el dafio genético (mutaciones, dafio
en los cromosomas o errores de recombinacién) provocados por alglin agente fisico, quimico o
bioldgico que tenga contacto con el material genético de las células (FDA, 2012; IARC, 2012);y
la citotoxicidad, que establece la capacidad de agentes fisicos, quimicos o bioldgicos de alterar
las funciones basales y/o funciones especializadas de las células, especialmente en lo

concerniente a la duracion de las fases del ciclo celular y los procesos de muerte celular [31].

En ese sentido, la toxicologia genética es la disciplina que proporciona informacion esencial para
favorecer el mantenimiento de la integridad del material genético con el fin de prevenir o
lentificar la carcinogénesis, el desarrollo de enfermedades hereditarias o el envejecimiento [32].
Por ello la genotoxicidad estudia, lo concerniente a la caracterizacion y descripcién de la accion
de aquellos agentes que provocan algun tipo de modificacidon en el material genético [33]. La
accion de los agentes genotoxicos puede dar lugar a la induccion de cambios en la secuencia
del ADN (translocaciones) provocando la aparicién de mutaciones puntuales, o a una escala mas

grande, de aberraciones cromosdmicas visibles como son las modificaciones en la cadena

11



polinucleotidica que a menudo producen la adicién (inserciones) o eliminacién (deleciones) de

segmentos de ADN.

La evaluacion del dafio genotdxico consiste en estimar las alteraciones genéticas, y relacionarlas
con la toxicidad de algun agente precursor; implica la valoracion de las modificaciones en la
estructura del ADN que ocurren durante la division celular provocadas por agentes toxicos.
Estas modificaciones al ADN se conocen con el nombre genérico de mutaciones de novo.
Cuando las mutaciones se presentan en las células germinales, afectan el desarrollo
embrionario y conducen a dafios de naturaleza irreversible y de largo plazo denominados

efectos teratogénicos, cuya manifestacién mas conocida son los defectos al nacimiento.

Las mutaciones que se presentan en células somaticas pueden derivar en dos consecuencias: la
primera consiste en un crecimiento celular desmesurado y desordenado también denominado
cancer vy la segunda conduce a la muerte celular a la que se ha designado con el nombre de
necrosis. La evaluacion de la genotoxicidad es una practica de gran impacto para la salud ya que
entre las consecuencias de la toxicidad a nivel genético se encuentran los defectos al
nacimiento, alteraciones metabdlicas, cambios en la fertilidad y enfermedades crdnico-

degenerativas [34].

Toxicidad de nanoparticulas de plata

Diversas investigaciones han demostrado la toxicidad de las nanoparticulas de plata, por
ejemplo, en animales acuaticos, se menciona que las AgNPs producen especies reactivas de

oxigeno (ROS), aberraciones cromosémicas, sobreexpresion de p53, necrosis, apoptosis, entre
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otros dafios [35-37]. No obstante, en la actualidad persiste un vacio de informacion vy
controversia respecto al entendimiento de las vias del dafio relacionado con las pruebas

experimentales y el tamafio de las nanoparticulas.

Foldbjerg y colaboradores (2009), demostraron que monocitos humanos THP-1 tratados con
iones de Ag y AgNPs cubiertos con Polivinilpirrolidona (PVP) presentan induccion de apoptosis
y necrosis dependientes de la concentracidn y el tiempo de exposicion [38]. Ademas, diferentes
estudios han demostrado la citotoxicidad de AgNPs, aunque todavia existen conflictos en
cuanto a la promocién de estrés oxidativo y se carece de informacién de su potencial genotdxico

[39].

AshaRani y colaboradores (2008), demuestran que las AgNPs tienen actividad antiproliferativa
en células humanas normales de fibroblasto (IMR-90) y células humanas de glioblastoma
(U251), presentando inestabilidad en los cromosomas y arresto del ciclo mitético [40]. Sugieren
que las AgNPs pueden promover modificaciones momentaneas en la concentracion de calcio
en la célula o provocar aberraciones cromosémicas, a la vez de intervenir directamente o a
través de la activacién de enzimas catabdlicas en la cascada de sefializacion, que tienen un rol
importante en las deformaciones del citoesqueleto y por lo tanto inhibe la proliferacién celular

[41].

Diversos estudios revelan que las AgNPs podrian causar toxicidad importante en un amplio
espectro de células, como en células madre germinales, células madre mesenquimales, células
de higado de rata (BRL 3A), células humanas de hepatoma (HepG2), células humanas normales

de fibroblasto de pulmadn, células humanas de glioblastoma (U251), células humanas normales
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de epitelio bronquial (BEAS-2B). Ademas, de tener el potencial de inducir la expresién de genes
asociados con la progresion del ciclo celular, dafio al ADN y apoptosis en células humanas a

dosis no citotodxicas [5,42].

Trabajos relacionados con la biodistribucidn y toxicidad de nanoparticulas de plata en ratasy en
ratones han demostrado que, administradas por inhalacion, ingestién o inyecciones
intraperitoneales, se pueden localizar en sangre y causan toxicidad en diferentes érganos como
el cerebro. Por otro lado, estas AgNPs son las responsables de causar malformaciones en el
desarrollo de organismos no mamiferos que se utilizan para elucidar enfermedades en humanos

[42].

Xu y colaboradores (2012), probaron la genotoxicidad de hidrogel a base de AgNPs, como
vehiculos de las nanoparticulas, usando el ensayo de micronucleos por blogueo de citocinesis
(CBMN) observaron la induccién de microntcleos; ademds, analizaron las rutas del gen
oncoldégico (GO, por sus siglas en ingles) y encontraron que se expresaron y se apagaron miles
de genes en células Hela a las 48 horas de exposicion [5]. El analisis de las rutas del GO sugiere
gue existen 14 rutas tedricas activas de sefializacién para genes sobre-expresados y 3 para
genes no expresados. Los autores mencionan que las rutas de sefializacion de los balances entre
la respuesta anti-ROS vy el dafio al ADN, la inestabilidad cromosdmica vy la inhibicién de mitosis

podrian jugar un rol importante en la toxicidad de AgNPs.

Ghosh y colaboradores (2012), demostraron la genotoxicidad de AgNPs sin recubrimiento con

tamafios que van desde 90 a 180 nm. Dicho estudio se realizd en cultivos in vitro de linfocitos
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humanos aplicando distintas concentraciones de AgNPs y los resultados revelaron que a una

concentracion de 25 pg/mL pueden causar toxicidad a nivel genético [43].

En 2011, Greulich y colaboradores, estudiaron las respuestas celulares especificas en células
mononucleares de sangre periférica de humanos expuesta a AgNPs (monocitos CD14+ y células
T CD3+). Este trabajo proporciona la primera evidencia de una respuesta celular especifica
provocada por la absorciéon de AgNPs en células mononucleares de sangre periférica. Se
confirma que las respuestas celulares después de la exposicién dependen del subtipo de células,
ya que, en contraste a los linfocitos, los monocitos son capaces de acumular AgNPs y por lo
tanto, la cantidad de plata intracelular y la liberacion de iones desencadenan la activacion de

los monocitos y la subsecuente generacion de ROS [44].

En otro estudio realizado por Li y colaboradores (2012), se evalud la genotoxicidad de AgNPs
usando el ensayo de Ames en Salmonellay el ensayo de micronucleos en células linfoblastoides
humanas TK6. Demostraron que en Salmonella no se incrementd la frecuencia de mutantes, sin
embargo, en las células TK6 la frecuencia de micronulcleos aumentd de manera dosis
dependiente, hasta 3.17 veces mas, con un incremento de 1.60% de frecuencia de micronucleos
con respecto al control [45]. Esto sugiere que el ensayo in vitro de micronucleos puede ser mas
apropiado que el ensayo de Ames para evaluar la genotoxicidad de AgNPs, ya que el primer
ensayo detecta pequefios fragmentos de ADN unidos a la membrana nuclear (microndcleos),
en el citoplasma de células en interfase. De esta manera, se mide la clastogenicidad
(rompimiento de cromosomas) y la aneugenicidad (cambios en el nimero de cromosomas) en
células que han estado bajo divisién celular durante o después de una exposicion a agentes

guimicos.
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Muchos trabajos de diferentes autores indican que existen experimentos in vitro para medir la
genotoxicidad de las AgNPs, sin embargo, sefialan que falta claridad en los resultados debido a
los métodos usados, los materiales de las pruebas y otras condiciones como los agentes
utilizados para disolver o funcionalizar los nanomateriales, que influyen en la aglomeracién y/o
agregacion de las particulas. En cuanto a la citotoxicidad de las AgNPs se plantean que hay
diferentes estudios que la han evidenciado, pero los reportes de su habilidad para promover el

estrés oxidativo se encuentran en conflicto [39].

Existen investigaciones que demuestran que las AgNPs podrian inducir toxicidad in vivo bajo una
variedad de condiciones de exposicion incluyendo inhalacion, absorcion oral, por via
hipodérmica de inyeccion, entre otras. Cheng-Ten Ng y colaboradores en 2010, realizaron
experimentos en ratones en donde encontraron que la administracion de altas dosis de AgNPs
administrada por 28 dias producia dafio al higado, pero no presentaba genotoxicidad de manera
significativa en eritrocitos y medula désea, por otro lado, estudios realizados en plantas
demostraron el dafio en el ADN debido a errores en la divisién celular [7], por lo anterior, se
puede inferir que las AgNPs tienen respuestas diferentes respecto a la genotoxicidad en

diferentes sistemas bioldgicos.

El trabajo realizado por Kim y colaboradores (2011), sobre genotoxicidad de AgNPs después de
90 dias de exposicion por inhalacion en ratas, sefialan que no hubo diferencias estadisticas
significativas con los controles en el nimero de micronucleos en eritrocitos policromaticos, o
en el radio de eritrocitos policromaticos entre el total de eritrocitos después de la exposicion
(que son pruebas para medir la citotoxicidad y genotoxicidad de sustancias), sugiriendo que la

inhalacion de AgNPs por 90 dias no induce genotoxicidad en medula ésea in vivo. No obstante,
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mencionan que existe una bioacumulacién dependiente de la dosis de AgNPs debido a que estos
nanomateriales fueron encontrados en sangre, estdbmago, cerebro, higado, rifiones, pulmones

y testiculos [46].

Foldbjerg y colaboradores (2009), sefialan que cuando se evalula la nanotoxicidad de AgNPs, el
tamafio y la composicion quimica de la nanoparticula son propiedades de gran importancia para
la bioacumulacién [38]. Por ejemplo, Li y colaboradores en 2011, mencionan que los estudios
en lineas celulares donde se relaciona la concentracion de las AgNPs con el tamafio de las
mismas, no son concluyentes, debido a que, los diferentes tipos de lineas celulares suelen tener
distintas respuestas genotdxicas dependientes del tamafio del nanomaterial, el estudio
propone que entre mas pequefia es la nanoparticula mayor es su toxicidad [45]. Por otro lado,
Nymark y colaboradores (2012), publicé que las AgNPs cubiertas con polivinilpirrolidona (PVP)
inducen dafio genotdxico en células humanas de epitelio bronquial (BEAS 2B); en este estudio
se observd una dosis-dependencia después de 4 horas, sin embargo, no hubo induccion de
micronucleos en ninguna de las concentraciones en los tiempos estudiados [47]. Los autores
sugieren que la ausencia de induccién de dafio a cromosomas por las AgNPs cubiertas con PVP
puede ser atribuible al tipo de recubrimiento. El recubrimiento con PVP pudiera proteger a las
células de una interaccion directa con las AgNPs, ya sea reduciendo la liberacién de iones de las
particulas retardando la respuesta celular, o bien, por una gran acumulacién de nanoparticulas
sobre la pared celular impidiendo el transporte a través de membrana promoviendo una

reduccion de la absorcion celular [47].

La toxicidad de las AgNPs puede ser explicada por una combinacion de los efectos del tamafio,

cubierta, solubilidad, carga superficial y las tasas de absorcion por parte de la célula. La carga
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superficial de las AgNPs que se probaron en el trabajo de Nymark y colaboradores (2013),
estaban neutralizadas por los constituyentes del medio, ya que la mayoria de las AgNPs solo
tenian una ligera carga negativa, lo que podria afectar su absorcidon por las células BEAS 2B.
Aunque las AgNPs cubiertas con PVP no fueron capaces de inducir dafio cromosémico
permanente en células bronquiales humanas, hay muchas evidencias de clastogenicidad y
aneugenicidad de otras formulaciones de AgNPs con diferentes compuestos estabilizantes en

otros tipos de lineas celulares [47].

Singh y colaboradores (2009), expresan que para estudios de nanotoxicologia principalmente
se evalla el dafio citotdxico en exposicion a concentraciones muy altas, sin incluir el dafio
genotodxico que pueden ocasionar las exposiciones a concentraciones bajas, lo cual es
problematico porque el dafio al ADN puede iniciar el desarrollo de cancer, afectar las células
reproductivas e impactar en la salud de las futuras generaciones, por lo tanto, las pruebas de
genotoxicidad y la evaluacién del potencial carcinogénico y mutagénico de los nanomateriales
cobra mucha relevancia en la nanotoxicologia. En el estudio también refieren el peso ponderado
entre el ensayo cometa y la prueba de micronucleos. La primera mide altos niveles de dafio
porque detecta puntos de rompimiento de ADN, que son reparables, mientras que la prueba de
micronucleos posee un mayor peso en alusidn a la genotoxicidad, debido a que el dafio medido
permanece después de la divisién celular y esto proporciona mas informacion acerca de los

errores que permanecen sin reparar [39].
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Estudios recientes con Argovit®

Varios estudios se han publicado por parte de los diferentes grupos asociados a la Red
Internacional de Bionanotecnologia con Impacto en Biomedicina y Bioseguridad, con relacion a
diversas aplicaciones de AgNPs Argovit®. En los parrafos siguientes se describen algunos de los

estudios mas emblematicos.

Trabajos en acuacultura y agricultura.

Spinoso-Castillo y colaboradores (2017), estudiaron el potencial uso de Argovit® en los procesos
de micropropagacién comercial de plantulas de Vainilla planifolia, ya que la contaminaciéon
microbiana es un problema grave en los sistemas de inmersion temporal (TIS) durante la
micropropagacion comercial, con el objetivo de evaluar los efectos antimicrobianos y
horméticos de Argovit®, sobre la regeneracién in vitro de vainilla (Vanilla planifolia) utilizando
un TIS. Los resultados mostraron que la contaminacién bacteriana se redujo a 50, 100 y 200
mg/L de Argovit®. Se observé estimulacion del crecimiento a 25 y 50 mg/L de Argovit®, mientras
que la inhibicién significativa fue detectada a 100 y 200 mg/L de Argovit®. El andlisis reveld
cambios en las concentraciones de macro y micronutrientes ejercidos por Argovit®. Ademds, la
presencia de Argovit® indujo la produccion de ROS y aumentd el contenido total fendlico,
capacidad antioxidante y peroxidacién lipidica con efecto dosis-dependiente. Los resultados
sugieren que la produccion de ROS y la nutricion mineral son mecanismos clave de la hormesis

inducida por AgNPs para la vainilla. Por lo tanto, la adicién de 50 mg/L de Argovit® en los medios
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de cultivo tuvo un efecto antimicrobiano y hormético. El uso de Argovit® podria ser una

estrategia eficiente para la micropropagacién comercial de vainilla y otras especies [48].

Bello-Bello y colaboradores (2017), evaluaron la respuesta hormonal de las nanoparticulas de
plata (AgNPs) en la multiplicacion in vitro de la cafia de azicar mediante un sistema de inmersion
temporal. Los resultados se presentaron como una curva de dosis-respuesta. El crecimiento de
la fase de estimulacién se observd a 50 mg/L de AgNPs, mientras que la fase de inhibicion se
detectd a 200 mg/L de AgNPs. El andlisis de nutrientes minerales mostré cambios en el
contenido de macronutrientes y micronutrientes debido al efecto de los AgNPs. Ademas, los
AgNPs indujeron la produccion de ROS y aumentaron el contenido fendlico total, con un efecto
dependiente de la dosis. Por lo antes mencionado los autores concluyen que la produccion de
ROS v la nutricién mineral son mecanismos clave de la hormesis inducida por AgNPs, y que la
acumulacion fendlica se obtuvo como respuesta de la planta al estrés producido por altas dosis
de AgNPs. Por tanto, pequefias dosis de AgNPs en el medio de cultivo podrian ser una estrategia

eficaz para la micropropagacion comercial [49].

Bello-Bello y colaboradores (2018), presentaron el primer estudio de los efectos citotdxicos y
genotoxicos promovidos por AgNPs (Argovit®) en plantulas de Vainilla planifolia después de un
periodo de exposicién 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 disminucion en
el indice mitdtico. También se encontrd una dosis-dependencia en la frecuencia de células con
aberraciones cromosémicas y micronucleos. Sin embargo, los efectos genotdxicos podrian
considerarse minimos debido a que esto se observd con la mayor concentracion empleada (200

mg/L), el porcentaje total de aberraciones cromosémicas es inferior al 5%, con solo tres
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micronucleos en 3000 células, a pesar de la exposicién prolongada a Argovit®. Por lo tanto, se
identificaron como concentraciones seguras para el crecimiento de V. planifolia en condiciones
in vitro las de 25 y 50 mg/L, que equivalen a 1.5 y 3 mg/L de plata metalica respectivamente.
También se observd que la exposicion de las plantulas a AgNPs aumentan el polimorfismo, lo
gue podria ser Util para promover la variabilidad genética de esta especie. Un aspecto que limitd
la interpretacion de estos datos fue la falta de un control positivo para el nimero de

micronucleos en V. planifolia [50].

Pimentel-Acosta y colaboradores (2019), determinaron en peces de cultivo el efecto
antihelmintico in vitro de las nanoparticulas de plata contra adultos y huevos de monogéneos
en agua dulce usando Cichlidogyrus spp como organismo modelo. Probaron dos tipos de AgNPs
con diferentes metodologias de sintesis y didmetros de tamafio: nanoparticulas Argovit® (35
nm) y nanoparticulas UTSA (1-3 nm). Se observo dafio al tegumento del parasito mediante
microscopia electrdnica de barrido. Las AgNPs de UTSA fueron mds efectivas que Argovit®; en
ambos casos, hubo un efecto dependiente de la concentracion. Una concentraciéon de 36 ug/L
UTSA AgNPs (concentracion de Ag metalica) durante 1 hora fue 100% efectiva contra huevos y
pardsitos adultos, que causan hinchazén, pérdida de corrugaciones e interrupcion del
tegumento del pardsito. Este es un interesante resultado considerando que los huevos de
monogéneos son tipicamente tolerantes a las drogas antiparasitarias y agentes quimicos. Los
autores concluyen que, ningun informe previo ha evaluado el efecto de AgNPs en parasitos
metazoos de peces y sostienen que su trabajo proporciona una base para futuras

investigaciones sobre el control de enfermedades parasitarias de peces [51].
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Ochoa-Meza y colaboradores (2019), determinaron la capacidad de una formulaciéon comercial
de nanoparticulas de plata recubiertas de PVP reportadas como no toxicas, para promover la
respuesta del sistema inmunoldgico de los camarones infectados por el virus del sindrome de
la mancha blanca (WSSV) con, o sin un exceso de iones de hierro. Los resultados mostraron que
una sola dosis de plata metalica en el rango nanomolar (111 nmol/camardn), que equivale a 12
ng/mL de nanoparticulas de plata (calculada para plata metdlica), produce un 20% de
supervivencia de los camarones infectados tratados. La misma concentracion administrada en
camarones sanos no muestra evidencia histolégica de dafio. La tasa de supervivencia observada
podria estar asociada con el aumento de casi el doble de los niveles de expresion de LGBP en
comparacién con los camarones infectados no tratados. LGBP es un gen clave de la respuesta
inmunoldgica del camaron y su regulacidn positiva esta inducida muy probablemente por el
reconocimiento del recubrimiento de AgNPs por proteinas de reconocimiento de patrones
moleculares (PAMP) asociadas a patégenos especificos del camardn. Se observd que una sola
dosis de una pequefia cantidad de AgNPs fue capaz de mejorar la respuesta del sistema

inmunoldgico del camardn sin efectos téxicos en camarones sanos [52].

Fuentes-Valencia, (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 [53].

Romo-Quifiones y colaboradores (2020), realizaron cuatro ensayos experimentales para evaluar
el uso de una nueva formulacién de nanoparticulas de plata llamada Argovit-4, que se prepard
con ligeras modificaciones para mejorar su actividad biolégica contra el virus del sindrome de

la mancha blanca (WSSV) en cultivo de camarones. Los resultados de Argovit-4 inyectado por
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via intramuscular mostrd un efecto dependiente de la dosis en la mortalidad acumulada de
camarones de 0 a 96 horas después de la infeccidon. En el segundo bioensayo, los camarones
alimentados con Argovit-4 suplementado en alimento no mostrd signos de toxicidad para el
ensayo durante el experimento de 192 horas. El tercer y cuarto bioensayos mostraron que los
camarones con WSSV a 1000 ug/g de alimento, exhibieron una mortalidad reducida sin alterar
la expresién de algunos genes relacionados con el sistema inmunitario, de acuerdo con el nivel
observado de potencial transcripcional como un aditivo antiviral en la alimentacion contra
WSSV, lo cual, demuestra una estrategia terapéutica prdctica para controlar WSSV vy
posiblemente otros patégenos de invertebrados en la acuicultura de langostinos. Este estudio

es el primer programa que se realiza con la nueva formulacién de Argovit-4 [54].

Bravo-Guerra y colaboradores (2020), utilizaron exitosamente Argovit® contra el parasito
Perkinsus marinus, que es un patégeno notificado por la Organizacién Mundial de Sanidad
Animal (OIE), como infectante de varias especies de ostras y determinaron que el tratamiento
con 0.927 mM de plata, como AgNPs o AgNOs, fue altamente letal, con mas del 90% de

mortalidad [55].

Stephano-Hornedo (2020), establece que la enfermedad de Huanglongbing (HLB), comUnmente
conocida como "enfermedad del dragdn amarillo", afecta a los cultivos de citricos en todo el
mundo y tiene un efecto devastador en el sector agroindustrial. Se han realizado esfuerzos
significativos para combatir la enfermedad, pero, aun asi, no existe un tratamiento efectivo para
erradicar la enfermedad. El trabajo evalua la capacidad de las nanoparticulas de plata (AgNPs
Argovit®) para erradicar directamente la bacteria responsable de la enfermedad de

Huanglongbing, Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), en el campo. Los AgNPs fueron
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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 comparacién con el
grupo de control. Las imagenes de microscopia electrénica de barrido muestran una reduccién
esencial de acumulacién de almidoén en los vasos del floema después de los tratamientos con
AgNPs, sin evidencia de bacterias en muestras analizadas en comparacion con otros métodos
efectivos que involucran antibidticos betalactamicos, 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
administracion fue por inyeccidon troncal, en comparacién con los antibioticos betalactamicos.
Proponen a Argovit® como una alternativa prometedora para el tratamiento de arboles

infectados en el campo [56].

Casillas-Figueroa y colaboradores (2020), realizaron un trabajo en Allium cepa sobre la actividad
citotdxica y genotodxica de la formulacion Argovit™ de AgNPs disponible comercialmente. En
este estudio el rango de concentracion evaluado fue de 5-100 ug/mL de contenido de plata
metalica (85—-1666 pg / mL de formulacion completa), esto es de 10-17 veces mayor que las
concentraciones utilizadas para otras formulaciones de polivinilpirrolidona PVP-AgNPs
reportadas anteriormente y no mostré dafio citotéxico o genotdxico en el modelo de Allium
cepa. Por el contrario, se observd que las concentraciones bajas (5y 10 pg/mL) promueven el
crecimiento sin dafiar las raices ni los bulbos. Hasta este trabajo, todas las formulaciones de
PVP-AgNP evaluadas en Allium cepa independientemente de su tamafio, concentracion o
tiempo de exposicion habian mostrado fitotoxicidad. La respuesta biolégica observada en

Allium cepa expuesta a Argovit™ es causada por nanoparticulas y no por iones de plata. La
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relacion metal/agente de recubrimiento juega un papel fundamental en esta respuesta y debe
considerarse dentro de los parametros fisicoquimicos clave para el disefio y fabricacién de
nanomateriales mas seguros para el medio ambiente, debido que el modele de Allium cepa es

eficiente para monitorear dafio al medio ambiente [57].

Estudios en medicina y veterinaria

Glotov y colaboradores (2004 a, b), estudiaron en experimentos in vitro la actividad antiviral de
Argovit® junto con otros 10 farmacos diferentes contra el herpes viral causante de la
rinotraqueitis infecciosa bovina (BIRT) y la diarrea viral bovina (BVD). Los resultados de estos
estudios comprobaron la efectividad de Argovit® para combatir ambos padecimientos en
ganado bovino, comparables a los viricidas como la bromuridina, el aciclovir, la ribavirina y el

metisazonum, entre otros, en tanto que eracond y anandid demostraron ser ineficaces [58].

Kalmantaeva y colaboradores (2014), identificaron la influencia de Argovit® en el sistema
inmune de ratones después de su inhalacién, administracién intragastrica o subcutanea. No se
encontraron efectos téxicos en las células y drganos del sistema inmune, tampoco cambios en
la cantidad de linfocitos T y B en el bazo ni en la produccién de citocinas proinflamatorias
después de la exposicion a nanoparticulas de plata por inhalacidén o por via intragastrica. Con la
administracion subcutanea de nanoplata cambid la proporcién de subpoblaciones de linfocitos
y aumento la cantidad de interferon gamma (IFNy) que producen los linfocitos, en una

proporcion de 3.6 veces en comparacion con el control; ademas, aumentaron el contenido de
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IFNy en el suero de los ratones a 125 + 9.2 pg/mL en comparacion con el control (74.5 + 6.4

pg/mL) [59].

Bogdanchikova y colaboradores (2016), utilizaron una composicién farmacéutica veterinaria de
nanoparticulas de plata (AgNPs Argovit®) para el tratamiento del moquillo en perros con
sintomas neuroldgicos y no neurolégicos. Reportaron que el tratamiento AgNPs de animales
con moquillo no neurolégico generd una tasa muy alta de recuperacién sin secuelas, en cambio,
en perros con sintomas neuroldégicos, el tratamiento no pudo revertir el curso natural de la

enfermedad [60].

Por otra parte, Gmoshinski y colaboradores (2016), estudiaron la influencia de nanoparticulas
de plata Argovit®, introducidas por via oral en ratas durante un experimento que durd 92 dias,
sobre algunos indicadores de homeostasis de oligoelementos esenciales. Para Argovit® se
determind la acumulacion dosis-dependiente de plata en el higado del animal a una dosis que
oscila entre 0.1 y 10 mg/kg de peso corporal, en rifién y bazo en el rango de 0.1 a 1 mg/kg de
peso corporal, lo cual es una cantidad muy pequefia segun datos obtenidos de la literatura. Por
lo tanto, las AgNPs Argovit® que ingresan al cuerpo a través del tracto gastrointestinal a una
dosis de plata de al menos 1 mg/kg de peso corporal, pueden afectar la homeostasis de
oligoelementos esenciales y algunos elementos toxicos. Por otro lado, los indicadores de
suministro de selenio (excrecién urinaria, el contenido en el plasma sanguineo, la actividad de
glutatién peroxidasa) son significativamente menores en las ratas que reciben AgNPs a una dosis
de 1.0-10 mg/kg de peso corporal. El antagonismo de Ag (como parte de Argovit®) y Se en la
composicion de la dieta, debe tenerse en cuenta al evaluar la seguridad de los complementos

alimenticios ampliamente utilizados, como fuentes de Ag coloidal [61].
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Zeinalov y colaboradores (2016), sostienen que la plata como nanoparticulas es varias veces
mas activa que sus otras formas y sus propiedades bioldgicas suelen ser mucho mas antibidticas
y biocidas. Al mismo tiempo, las nanoparticulas pueden penetrar mas facilmente las barreras
protectoras en los organismos y entrar directamente en sus tejidos y érganos. En este trabajo
se presentan datos experimentales sobre el efecto de dos preparaciones de nanoplata
(Poviargol y Argovit) en ratones de laboratorio. Se determind que la observacion en fresco de la
morfologia de las células de sangre periférica y el analisis bioquimico del suero sanguineo de los
organismos vivos, puede servir para fines de monitoreo primario de la patologia en condiciones

nocivas causadas por las nanoparticulas de plata [62].

Borrego y colaboradores (2016), probaron la posible actividad antiviral de las nanoparticulas de
plata Argovit® contra el virus de la fiebre del Valle del Rift (RVFV), que es un importante
patégeno zoondtico. Determinaron que la aplicacion de nanoparticulas de plata es util para

controlar la infectividad de este virus [63].

Shkil y colaboradores (2018), mostraron que al tratar vacas con mastitis administrando Argovit®,
con una duracién promedio del tratamiento de 2.9 + 0.1, 3.3+ 0.3 y 4.1 £ 0.2 dias, que es 1.6,
1.8, 1.9 veces menos en comparacién con el farmaco Espectromast en el grupo control. Se
obtuvo un efecto de sensibilidad antibidtica en seleccionados de microflora en el tratamiento
de organismos subclinicos, serosos y mastitis catarral. En el estudio realizado para determinar
la sensibilidad a los antibidticos de microorganismos aislados después del tratamiento de
mastitis de las vacas se observé un efecto dosis-dependiente para Argovit® en comparacion con
el farmaco utilizado y la forma clinica de la enfermedad. El uso de la Espectromast causé una

disminucion pronunciada en el 76% de preparaciones con mastitis subclinica, 96% serosas vy
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92% catarral. Con el uso Argovit®, se observé un aumento en la sensibilidad a los antibioticos a
21 farmacos, 84% en subclinico, 96% en seroso y 92% en mastitis catarral. En el tratamiento de
mastitis subclinica del grupo experimental, se observé una ligera disminucion del 16% de los

farmacos [64].

Castafieda-Yslas y colaboradores (2018), evaluaron la capacidad genotdxica de Argovit® en
reticulocitos de sangre periférica de ratones a partir de la técnica de micronucleos y con las
mismas dosis terapéuticas administradas contra el moquillo canino, 6 mg/mL, utilizando citosina
arabinosa como control positivo y agua como control negativo. Los resultados mostraron que
Argovit® produce menos micronucleos que el control positivo, lo cual sugiere que la formulacién

de Argovit® no es genotodxica en la dosis evaluadas [65].

Investigaciones en salud humana

Semenov y Fridarova (2012), estimaron la eficacia del Argovit® en el tratamiento de otitis
supurativa crénica (CSOM), que se desarrolla en los pacientes sometidos al procedimiento
quirurgico. El estudio realizado incluyé a 35 pacientes entre 12 y 69 afios de edad que se
presentaron con CSOM después de una intervencién quirdrgica en la cavidad timpanica del oido
medio. El tratamiento resultd en la eliminacidn rapida de los sintomas clinicos y la dindmica
positiva de los signos objetivos de la enfermedad, como la reduccién o la terminacién de la
exudacion patoldgica y la estimulacion de los procesos de epidermizacion. La mayoria de los
pacientes tratados tuvieron una remision estable durante los 6 meses posteriores a la
finalizacion del tratamiento [66].
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Uraskulovay Gyusan (2017), evaluaron Argovit® para el tratamiento de la tuberculosis del tracto
respiratorio superior. El estudio in vitro se baso en el dispensario de tuberculosis Karachaevo-
Cherkessian. Encontraron que la solucion de Argovit-C al 3.3% poseia una actividad bactericida
del 100% en cepas de micobacterias resistentes a las concentraciones maximas y minimas de
isoniacida, el cual, es un farmaco de primera linea en el tratamiento de la tuberculosis a nivel
mundial. Con base en estos hallazgos, esta preparacion fue elegida para el estudio clinico. Se
probd que esta preparacion tiene una mayor efectividad terapéutica en comparacién con el
tratamiento estandar para la tuberculosis. Los autores concluyeron que se puede recomendar
la inhalacion de la solucion de Argovit-C al 3.3% dos veces al dia por 10 minutos, durante 2

meses para el tratamiento local de la tuberculosis laringea [67].

Judrez-Moreno y colaboradores (2017), evaluaron los efectos citotoxicos de AgNPs Argovit® en
ocho lineas celulares de cancer humano entre las que se encuentran células de cuello uterino
(Hela), de mama (MDA-MB-231, MCF7), de préstata (DU-145), colorrectal (DLD-1, HT29) y de
pulmoén (H1299 y H1437). En el caso de las lineas celulares de cancer de cuello uterino y cancer
de mama, la concentracién inhibitoria media maxima (CI50) de AgNPs produjo la formacién de
especies reactivas de oxigeno después de 24 horas de incubacién, aunque no fue
estadisticamente significativo con respecto a las células no tratadas. Sin embargo, las células
Hela, MDA-MB-231 y MCF7 tratadas con la concentracién inhibitoria maxima de AgNPs indujo
la formacién de ROS a las 12 0 24 horas de incubacion. Se evalud la genotoxicidad por el ensayo
cometa a estas mismas lineas celulares (HelLa, MDA-MB-231 y MCF7) y se observd que la
exposicion a la CI50 de AgNPs no induce dafio notable al ADN en estas lineas celulares. Por su

parte, la concentracién inhibitoria de AgNPs provoco graves dafio en el ADN después de 12y 24
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horas de exposicidon. El trabajo concluye que las AgNPs Argovit® induce un efecto citotéxico
dosis-dependiente en las lineas celulares de cancer analizadas, aunque el efecto genotdxico
estuvo restringido principalmente por la concentracion. Sugieren explorar nuevas aplicaciones
terapéuticas de AgNPs Argovit® para malignidades en modelos murinos y estudiar a
profundidad los efectos citotoxicos y genotdxicos de AgNPs en células sanas del tejido

circundante a la neoplasia [68].

Almonaci y colaboradores (2017), presentan el uso de AgNPs Argovit® para el tratamiento de
Ulceras de pie diabético de grado Il y Il en la clasificacion Wagner. Las ulceras fueron tratadas
por administracion tépica de AgNPs con un contenido de 1.8 mg/mL de plata metdlica, ademas
de los antibidticos convencionales. En todos los casos se observd una mejora significativa en la
evolucién de las Ulceras con la administracién de AgNPs. Este trabajo sugieren la importancia
de nuevos estudios sobre el uso de AgNPs para el tratamiento de Ulceras cronicas de diferentes

origenes [27].

Alvarez-Sudrez y colaboradores (2020), mostraron la efectividad de Argovit® en el desarrollo de
apositos absorbentes para aplicacién en quemaduras y Ulceras cutaneas. El objetivo de este
trabajo es investigar las propiedades de las microfibras de poli (e-caprolactona)/poli (vinil-
pirrolidona) (PCL /PVP) producidas mediante electrohilado junto con absorbentes cargados con
nanoparticulas de plata Argovit® (Ag-Si/ Al,03) como componentes constituyentes de apdsitos
compuestos para heridas. Se observo que tanto las fibras como los absorbentes mostraron
actividad antimicrobiana contra las bacterias Gram negativas (Pseudomona aeruginosa vy

Escherichia coli), Gram positivas (Staphylococcus aureus) y el hongo Candida albicans [69].
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Los efectos en la salud provocados por el contacto o consumo de este tipo de nanomateriales,
no se conocen por completo. Por lo que es necesario determinar dichos efectos con sistemas
estandarizados y confiables que nos permitan visualizar el posible impacto en la salud de los
seres humanos, animales y en el ambiente, asi como la forma en que los individuos, células o el
ambiente contrarresten los efectos que se puedan generar debido a la exposicién de las

nanoparticulas.

La evaluacién de la toxicidad de las nanoparticulas es un aspecto transcendental en la
actualidad, debido a que el uso, produccién e investigacidén de este tipo de nanomateriales se
ha incrementado en la Ultima década. Es de suma importancia determinar los efectos que
tienen las nanoparticulas producto de las diferentes rutas de exposicion y los factores

relacionados que puedan provocar efectos en la salud.
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Hipotesis

Existen nanoparticulas de plata cuya capacidad genotdxica y citotdxica en un intervalo de
concentraciones que resultan efectivas como antivirales, antibacterianas o antitumorales no

representan un riesgo para la salud humana.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar la genotoxicidad y citotoxicidad de diversas concentraciones y tipos de nanoparticulas
de plata en cultivos in vitro de linfocitos humanos, mediante la técnica de micronucleos por

blogueo de la citocinesis (CBMN).

Objetivos especificos

1. Determinar la citotoxicidad de nanoparticulas de plata Argovit® y nanoComposix® en
diferentes concentraciones mediante el célculo del indice de divisidon nuclear, apoptosis y
necrosis.

2. Estimar el nivel de dafio genotdxico de nanoparticulas de plata Argovit® y nanoComposix® en
diferentes concentraciones, mediante biomarcadores del dafio al ADN, micronucleos,

brotes nucleares y puentes nucleoplasmicos.
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Metodologia

En los ultimos afios se ha incrementado el uso y la produccion de los nanomateriales, debido a
ello, se hace necesario determinar la toxicidad que estos materiales pudieran presentar en el
ser humano. Para monitorear la toxicidad a nivel celular y a nivel genético existen diversas
técnicas, tales como ensayo cometa, la susceptibilidad genética, el ensayo de micronucleos,
citometria de flujo, identificacion de aneuploidias, entre otras. En el presente trabajo se evalué
la citotoxicidad y la genotoxicidad de nanoparticulas de plata, en cultivos in vitro de células de

linfocitos humanos a través de la técnica de microndcleos por bloqueo de la citocinesis (CBMN).

La poblacién que se tomd en cuenta para esta investigacion fueron hombres jévenes de entre
18 a 27 afios con perfiles sanguineos dentro de los intervalos considerados para personas sanas.
La eleccién de los sujetos de estudio se hizo mediante andlisis clinicos, en donde, se observaron
los parametros cuantificables en sangre, tales como, conteo celular, nivel de glucosa, colesterol,
triglicéridos, entre otros, con el fin de ubicar a pacientes normociticos. Se eligieron individuos
con las caracteristicas antes sefialadas para minimizar los factores de confusion y probar el

efecto de las nanoparticulas sobre cultivos de linfocitos humanos sanos.

Los individuos que formaron parte del estudio firmaron un consentimiento informado (anexo
1) en donde se les explica los objetivos de la investigacion, que se va hacer con sus muestras

bioldgicas, asi como los beneficios que se deslinden del estudio.

Las variables dependientes de este trabajo son los biomarcadores que la técnica de
micronucleos por bloqueo de la citocinesis establece: el indice de divisién nuclear (NDI), el

porcentaje de apoptosis y de necrosis (calculado en 500 células contadas, en este total se toman
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en cuenta células mononucleadas, binucleadas, trinucleadas y tetranucleadas), la frecuencia de
micronucleos (MNi), la frecuencia de brotes nucleares (NBUDs) y la frecuencia de puentes
nucleoplasmicos (NPBs) (por cada 1000 células binucleadas contadas, a partir de cultivos in

vitro de linfocitos humanos de sangre periférica).

Las variables independientes, correspondieron a las diferentes concentraciones de
nanoparticulas de plata que se utilizaron en los cultivos in vitro. Las nanoparticulas de plata
Argovit® que se evaluaron fueron proporcionadas por el Centro de Nanociencias vy
Nanotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de México y las nanoparticulas de plata

nanoComposix® se compraron directamente con el distribuidor.

Disefio experimental

El presente estudio es de tipo experimental, en donde se evalud el efecto de dos tipos de
nanoparticulas de plata en diferentes concentraciones en cultivos in vitro de linfocitos
humanos, mediante la técnica de micronucleos por bloqueo de la citocinesis. En la tabla 1 se

detalla el disefio experimental para cada individuo, de cada tratamiento se realizaron réplicas:
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Tabla 1. Disefio experimental de los diferentes tratamientos en los cultivos de linfocitos de

sangre periférica humana, para cada individuo que participo en el estudio.

Tratamientos Concentracién  Propdsito
experimentales Ag metalica
(ng/mL)
Control blanco (sin NAE Cultivos de linfocitos en condiciones estandar de
tratamiento) la técnica CBMN™.
Control de PVP¥ 0.0188, 188 Control para probar el efecto del estabilizante de

PVP en cultivos de linfocitos.

AgNPs Argovit® 0.012,0.12,1.2, Tratamientos para probar el efecto de las
12 nanoparticulas de plata sobre cultivos de

linfocitos humanos.

AgNPs nanoComposix®  0.012,0.12,1.2, Tratamientos para probar el efecto de las
12, nanoparticulas de plata sobre cultivos de

linfocitos humanos.

Control positivo 0.12 Control positivo para inducir dafio a los cultivos
(NaAsO:) de linfocitos.
S/PHA* NA® Control para verificar la eficiencia del estimulador

de crecimiento.

*CBMN: Técnica de micronucleos por bloqued de la citocinesis, €NA: No aplica, ¥PVP: Polivinilpirilidona, *PHA:
Phytohemaglutinina

Caracterizacién de las nanoparticulas de plata utilizadas

Nanoparticulas de plata Argovit®
Las nanoparticulas de plata Argovit® fueron facilitados por el Centro de Nanociencias vy

Nanotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de México. La eleccion de la formulaciéon
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de AgNPs Argovit® se debe a que se ha utilizado en multiples areas de aplicacion, cuenta con
certificaciones para uso en aplicaciones veterinarias y humanas y esta comercialmente
disponible [66,70]. Las propiedades fisicoquimicas de las AgNPs Argovit® reportadas por el
proveedor son: contenido de plata metdlica 1.2%, contenido de revestimiento de PVP 18.8%
(12,6 £ 2,7 kDa, Boai NKY Pharmaceuticals, China), tamafio de didmetro 35 nm vy su distribucién
de tamafios es de 1 a 90 nm medido por microscopio electronico de transmision (MET), tienen
un didmetro hidrodindmico (plata metalica con PVP) de 70 nm, un potencial zeta -15 mV vy
resonancia de plasmén superficial de 420 nm. La concentracion final de Argovit® es 200 mg/mL

(20%) de AgNPs [29]. A esta formulacidn se le identificard como PVP-AgNP de 35 nm (figura 1).

Nimero de NPsAg

20 I
0L =W Il-_

5 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Diametro de NPsAg (nm)

C
Propiedades fisicoquimicas Valor medio
Contenido de plata metélica 1.20%
contenido de revestimiento de PVP 18.80%
Tamaiio del didmetro por MET 35 nm
Distribucion de tamafios por MET 1a90 nm
70 nm

Diametro hidrodinamico: plata metalica con PVP
Potencial zeta -15mV

Resonancia de plasmon superficial 420 nm

Figura 1. Caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas de plata Argovit®. A) Imagen que muestra la
morfologia esferoidal de AgNPs Argovit®, B) Frecuencia de distribucion de tamafio de AgNPs calculada a partir de
imagenes de MET, C) Resumen de las caracteristicas fisicoquimicas.
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Nanoparticulas de plata nanoComposix®

Ademas, se utilizaron nanoesferas de plata Eonix, que es una formulacién comercial de AgNPs
de la compafia nanoComposix®, San Diego, CA. Las nanoesferas fueron adquiridas como un
polvo seco y se resuspendieron en agua para obtener las mismas condiciones experimentales
gue con Argovit® y emplearlas con fines comparativos. De acuerdo con los datos de
caracterizacion proporcionados por el proveedor, el tamafio de esta formulacion de AgNPs para
este lote es de 51 £ 9 nm, el contenido de plata metalica es el 34% de la masa y el 66% de PVP
(40 kDa) como agente de recubrimiento, la resonancia plasménica es de 430 nm. La
resuspension de AgNPs se realizd siguiendo las recomendaciones del proveedor con agua
destilada para obtener una solucion inicial de trabajo de 1.2 mg/mL. A esta formulacion se le
identificara como PVP-AgNPs de 50 nm (figura 2).
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w
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C Propiedades fisicoquimicas Valor promedio
Diametro 50 nm
Superficie de area (MET) 10.9 m%/g
Estabilizador PVP
Forma de la particula Esfera
Concentracion en masa de plata 34%
Concentracion en masa de PVP 66%

Figura 2. Caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas de plata nanoComposix®. A) Imagen que muestra la
morfologia esferoidal de AgNPs nanoComposix®, B) Frecuencia de distribucion de tamafio de AgNPs calculada por
MET, C) Resumen de las caracteristicas fisicoquimicas.
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Procedimiento de técnica de micronucleos por blogue de la citocinesis (CBMN)

Para evaluar la citotoxicidad y genotoxicidad fue necesario tomar una muestra de
aproximadamente 20 mililitros de sangre venosa completa de cada uno de los participantes
seleccionados, previa aceptacion y firma de consentimiento informado y seleccion de

parametros de inclusién y exclusion.

La técnica de micronucleos por bloqueo de la citocinesis (figura 3), se realizé segun lo descrito
por Fenech [13]. El primer paso consiste en la adicion de 0.5 mL de sangre periférica
heparinizada de un donante masculino, no fumador, normocitico a 6.3 mL de medio de cultivo
RPMI-1640 (Sigma R5886) suplementado con 1% L-Glutamina (Sigma G6392), 1% de
aminodcidos no esenciales (Sigma M7145) y 0.2 mL de Fitohemaglutinina (1 mg/mL, Sigma
L2646) este cultivo de linfocitos humanos de sangre periférica, se realizé en tubos estériles de

15 mL de fondo cdnico con tapa (Falcon® 352097).
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5mL Ac-OH 3:1

21 L \
6.3 mL de Citocalasina-B

RPMI-1640
Suplementado
+
0.2mL de
PHA

+ £
0.5 mL Sangre W incubar por 44 h incubar por 28 h Centrifugar por 10 min.

entera venosa 379G — 3¢ 1200 rpm
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< \ @ — < —
azul de .
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Figura 3. Representacién esquematica de los procedimientos de la técnica de micronucleos por bloqueo de la
citosinesis (Fuente: elaboracion propia)

Los linfocitos se incubaron a 37 °C y se expusieron a diferentes concentraciones de AgNPs:
0.012,0.12,1.2 y 12 pg/mL. Las diluciones se calcularon de acuerdo con el contenido de plata
metadlica de las formulaciones Argovit® y nanoComposix®. La solucion fisioldgica y NaAsO; (0.12
ug/mL, Sigma S7400, St. Louis, MO) se utilizaron como controles negativos y positivos. En el
experimento, NaAsO; se agregd 24 horas mas tarde que el resto de los compuestos analizados
para evitar enmascarar el dafio genotéxico por su poderoso efecto citotdxico. Se incluyé un
experimento adicional con PVP (0.0188 y 188 ug/mL) para evaluar el impacto del agente de
recubrimiento de las AgNPs (figura 4). Una vez agregadas las cantidades arriba mencionadas,
los tubos se mezclaron suavemente con un vortex a velocidad baja, hasta que el cultivo quedo
bien homogenizado, se colocd en una gradilla, en posicidon semihorizontal y se incubo a 37 °C

por 44 horas. Después de 44 horas, se bloque? la citocinesis de los linfocitos agregando 3 uL/mL
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de Citocalasina-B (Sigma C6762) a una cocentracion de 2 mg/mL, se mezclé suavemente el
contenido del tubo con un vortex a velocidad baja para que el reactivo actle bloqueando de

manera homogénea todo el cultivo celular, una vez bloqueada la citocinesis se incubo por 28

horas mas a 37 °C.

Gitocalasina-

¢

Control (-)

Control (+)

24h

Figura 4. Representacion esquematica de los diferentes tratamientos para cada cultivo. Los tubos representan los
hemocultivos tratados con AgNPs o NaAsOz. (Fuente: Elaboracién propia)

Para la cosecha del cultivo celular se utilizé6 como fijador una disolucion de metanol (Sigma-
Aldrich 34860) y acido acético glacial (Sigma-Aldrich ARK2183) con una proporcion de 3:1
MeOH:AcOH. Se sacaron los cultivos de la incubadora y con una pipeta automatica de 1 mL se

resuspendieron suavemente. Se agregd 1 mL de fijador suavemente por las paredes del tubo,
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se tapd y se mezcld agitando suavemente el tubo, se centrifugo el cultivo por 10 minutos a 1200
revoluciones por minuto (rpm). Una vez terminada la centrifugacion se extrajo el sobrenadante
dejando aproximadamente 2 mL de cultivo en los tubos. Se resuspenden las células
suavemente, se agregaron 5 mL de fijador y se centrifugo el cultivo por 10 minutos a 1200 rpm.
Se siguid lavando el cultivo agregando cada vez 5 mL de fijador y centrifugando, hasta que se

obtuvo un botdn celular de apariencia esponjosa y de color café claro.

Con una pipeta automatica de 1 mL se resuspende el botdn celular, posteriormente se
reabsorbid totalmente y se colocd el cultivo en un portaobjetos previamente rotulado, cuidando
gue esté bien frio. La preparacion se efectlo a manera de zig-zag esparciendo las células por
toda la superficie del portaobjetos, se dejaron secar en posicion horizontal para que las células

se adhieran al portaobjetos.

Para tefiir las células se utilizé eosina-B (Sigma 2853) vy azul de metileno (Sigma 03978), se
sumergid cada laminilla primero en la eosina-B y se escurrid rapidamente en posicién vertical
sobre una toalla para quitar el excedente; inmediatamente después se introdujo en azul de
metileno, se escurrio, se lavé con agua destilada muy suavemente y se puso a secar al ambiente
en posicién vertical, tapadas con un recipiente para que no se acumule polvo en la preparacion.
Las células se contaron usando un microscopio de campo de luz (Primo Star Zeiss) con un lente

objetivo de 100x.
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Evaluacion de |a citotoxicidad y genotoxicidad

Los biomarcadores de dafio citotdxico que se tomaron en cuenta son: el indice de division
nuclear (NDI), calculado de acuerdo a la ecuacién 1y el porcentaje de apoptosis y de necrosis
calculado en 500 células contadas; en este total se toman en cuantas células mononucleadas
(MONO), binucleadas (BN), trinucleadas (TRIN) y tetranucleadas (TETRAN). Para considerar la
genotoxicidad se tomd en cuenta la frecuencia de micronucleos (MNi), la frecuencia de brotes
nucleares (NBUDs) asi como la frecuencia de puentes nucleoplasmicos (NPBs) por cada 1000

células binucleadas contadas, a partir de cultivos in vitro de linfocitos humanos.

MONO(1) + BN(2) + TRIN(3) + TETRAN(4)
ND[=z=——«—— (D
500 celulas contadas

Para garantizar la homocedasticidad entre los grupos experimentales, se llevd a cabo una
transformacion de raiz cuadrada [71] que se sugiere para las variables con la bondad de ajuste
al modelo de Poisson, como micronucleos y otras anomalias nucleares, [72] de acuerdo con la

siguiente formula.

<
Il
<
+
N| =

X es el estimador de la variable transformada y X es la variable original, nimero de anomalias

contadas.

Los datos transformados se analizaron utilizando StatSoft y Graph-Pad-Prism v8. Se realizd una

prueba de Kruskal-Wallis con la prueba de comparacion multiple post hoc de Tukey. * Indica
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diferencias significativas (p < 0.05), ** indica diferencias muy significativas (p < 0.01), y ***
indica diferencias altamente significativas (p < 0.001) en comparacion con el control negativo
(linfocitos sin tratamiento), mientras que § indica que las diferencias son significativas (p < 0.05)
en comparacion con el control positivo (arsenito de sodio). El valor p de cada analisis se indica

en la parte superior de la figura correspondiente.
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Resultados y Discusion

La evaluacion de los efectos citotdxicos y genotdxicos de los nanomateriales representa un
problema reciente debido a su amplia presencia en todo el mundo, especialmente para las
nanoparticulas de plata con posibles aplicaciones biomédicas. Ademas, el modelo utilizado para
evaluar la toxicidad de los AgNPs sigue siendo uno de los mayores desafios. En este sentido, el
uso de datos confiables y comparables con el uso de metodologias reproducibles y precisas es

esencial para facilitar la toma de decisiones sobre el trabajo seguro con nanomateriales.

En particular, el ensayo CBMN es una técnica robusta que permite la evaluacion simultanea de
seis biomarcadores, proporcionando resultados notables con cultivos primarios, especialmente
con linfocitos de sangre periférica humana, que, durante mucho tiempo, se han identificado
como indicadores extremadamente sensibles de dafio genotdxico [73]. Sin embargo, hasta
donde se sabe, esta técnica se ha infrautilizado para la evaluacién de citotoxicidad vy
genotoxicidad de AgNPs [5,41,74,75]. Los resultados presentados en las figuras 5 y 6
demuestran que el ensayo CBMN es una técnica Util y reproducible para determinar los efectos
citotdxicos y genotoxicos de las nanoparticulas de plata, pero también muestran la necesidad
de considerar los seis biomarcadores proporcionados por la técnica para generar una idea mas

completa respecto a los posibles dafios producidos por el nanomaterial.

Tabla 2. Valores de referencia para linfocitos de personas sanas descritos por Fenech,

analizados con la técnica de micronucleos por bloqueo de citocinesis (CBMN) [76].

Parametro Valor Cantidad de células

contabilizadas
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* Citotoxicidad

fndice de division 13a22 500 células contadas

nuclear (NDI)

Células necrdticas 0al 9% 500 células contadas

Células en apoptosis Oal7% 500 células contadas

* Genotoxicidad

Microntcleos (MN:i) 0a30 1000 células binucleadas contadas

Puentes 0al0 1000 células binucleadas contadas

nucleoplasmicos (NPBs)

Brotes nucleares 0a5 1000 células binucleadas contadas

(NBUDs)

La figura 5 muestra los biomarcadores de la CBMN que se utilizan para evaluar la capacidad de
division que tienen los linfocitos humanos de sangre periférica, asi como la apoptosis o muerte
celular programada y la necrosis, todos ellos indicadores de citotoxicidad. La figura 5a muestra
el indice de division nuclear (NDI) de los linfocitos expuestos a diferentes concentraciones
(0.012 a2 12 pg/mL) de nanoparticulas de plata con recubrimiento de PVP, AgNPs Arogovit® (PVP-
AgNPs de 35 nm) y AgNPs nanoComposix® (PVP-AgNPs de 50 nm), dos concentraciones de PVP
(0.0188 y 188 pg/mL) y arsenito de sodio (0.12 ug/mL). Todos los valores estan dentro del
intervalo descrito por Fenech para una poblacién de personas sanas, tabla 2 [76], excepto por
los linfocitos expuestos al arsenito de sodio, que muestra una pequefia disminucidon en su valor

de NDla 1.11.

El efecto citotoxico del arsénico sobre los linfocitos humanos se ha descrito ampliamente en la
literatura [77—79]. Segun estos estudios, se sabe que la CI50 de arsenito de sodio en células

mononucleares periféricas depende del tiempo de exposicidn, con valores superiores a 10 uM
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después de 24 horas de exposicién y 5 uM después de 48 y 72 horas [80]. Por otro lado,
Colognato y colaboradores, encontraron que la disminucién del NDI en los linfocitos humanos
de sangre periférica, muestra una dependencia de la concentracion con un valor del NDI
comparable a la encontrada en este trabajo con la misma concentracién de arsenito de sodio

0.12 pg/mL (1 uM) [81].

En el caso de la toxicidad de la PVP, la informacién sobre el efecto citotdxico de este compuesto
directamente en los linfocitos de sangre periférica humana es muy escasa. La falta de
conocimiento podria deberse a la extremadamente baja toxicidad reportada para este
polimero. Para la PVP se ha establecido que la DL50 es superior a 100 g/kg administrada por via
oraly 10 g/kg por via intravenosa o intraperitoneal [82]. La solucion acuosa de PVP al 5%y 10%
en lugar de DMSO se ha utilizado con éxito para la crioconservaciéon de linfocitos humanos.
Desafortunadamente, no se indica el peso molecular del polimero empleado [83], ya que la
toxicidad de la PVP depende de su peso molecular [84]. Por lo antes mencionado, parece
razonable que la PVP, en ambas concentraciones empleadas aqui, no afecte la divisiéon celular

(figura 5a).

No es posible determinar el efecto citotdxico de ninguna sustancia solo evaluando el indice de
division nuclear sin evaluar otros biomarcadores citotdxicos. Teniendo en cuenta solamente los
valores del NDI parece que ninguno de los materiales evaluados en este trabajo produce
cambios en la proliferacion de linfocitos, excepto el arsenito de sodio. Sin embargo, como se
observa en los siguientes parrafos, al analizar los datos de apoptosis y necrosis se encontraron
diferencias importantes. Vecchio y sus colaboradores describen un caso similar al presente

estudio al encontrar diferencias sutiles para formulaciones de AgNPs de diferentes tamafios y
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agentes de recubrimiento, pero con diferencias esenciales en sus efectos genotdxicos. Ellos
describen especificamente la diferencia en la frecuencia de células micronucleadas presentes,

pero no sobre otros biomarcadores citotoxicos [74].
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Figura 5. Biomarcadores de citotoxicidad en linfocitos de sangre periférica humana cultivados in vitro con PVP-
AgNPs de 35 nm y 50 nm a diferentes concentraciones: 0.012, 0.12, 1.2 y 12 ug/mL; control negativo, control de
PVP (0.0188 vy 188 pg mL) y NaAsO2 (0.12 pg/mL) como control positivo. (a) indice de divisién nuclear (NDI) (b)
Porcentaje de apoptosis (c) Porcentaje de necrosis. Las lineas de puntos muestran los valores estandar encontrados
en los donantes sanos para cada biomarcador. El analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis (p <0.05) se utilizé para
analizar los datos; las barras representan la media + desviacion estandar de tres experimentos independientes. *
indica las diferencias significativas en comparacién con el control negativo (linfocitos sin tratamiento), mientras
que § indica diferencias significativas en comparacion con el control positivo (arsenito de sodio).

Ninguno de los compuestos evaluados presenta una diferencia significativa en la induccién de
la apoptosis en comparacién con el control positivo y practicamente ninguno en comparacion
con el control negativo. La Unica excepcion para este Ultimo fue la concentracion de 0.12 pg/mL

de las PVP-AgNPs de 50 nm como se muestra en la figura 5b.

Por otro lado, la induccién de necrosis mostro resultados interesantes. La necrosis observada
en los linfocitos expuestos al arsenito de sodio podria ser activada por especies reactivas de
nitrégeno (RNS) y especies reactivas de oxigeno (ROS) en una via dependiente de las
mitocondrias, y esto podria abatir el sistema antioxidante de las células que provocan los
procesos necroticos [85]. Por su parte, la PVP (12.6 + 2.7 kDa) a ambas concentraciones
evaluadas (0.0188 y 188 pg/mL), mostrd un aumento importante en la frecuencia de necrosis.
Se encontraron resultados similares para todas las concentraciones evaluadas (0.012 a 12
ug/mL) de las PVP- AgNPs de 50 nm. Ambos, PVP y las PVP-AgNPs de 50 nm, inducen una
necrosis aun mayor que el arsenito de sodio (4.0 £ 0.16%) y de 8 a 11 veces mads células
necroticas que el control negativo. Por el contrario, ninguna de las concentraciones de las PVP-
AgNPs de 35 nm analizadas mostré una diferencia significativa en comparacion con el control
negativo, a pesar de que el agente de recubrimiento induce un aumento de necrosis por si

mismo (figura 5c).
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Los resultados descritos antes muestran claramente la importancia de evaluar todos los
biomarcadores citotdxicos proporcionados por el ensayo CBMN que, a su vez, permitirad definir
las condiciones experimentales para el ensayo de genotoxicidad evitando el efecto de
enmascaramiento de la citotoxicidad. Ademds, se demuestra la necesidad de evaluar la
respuesta especifica de los agentes de recubrimiento en los sistemas estudiados. Los resultados
sugieren que la falta de respuesta citotoxica de las PVP-AgNPs de 35 nm puede atribuirse a toda

la nanoparticula.

Como se muestra en este trabajo la exposicion de linfocitos humanos de sangre periférica a
diferentes especies quimicas no produce un aumento en el nimero de micronucleos en
comparacién con el grupo de control negativo. En este caso, tampoco se observd diferencia
entre todos los compuestos evaluados y el control positivo. Todos los compuestos,
independientemente de la concentracion utilizada, muestran una frecuencia de micronucleos
dentro del rango establecido para donantes sanos, (tabla 2) [76]. Nuevamente, es necesario
analizar el resto de los biomarcadores proporcionados por la técnica CBMN para evitar

resultados falsos negativos con respecto a los efectos genotodxicos (figura 6).
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Figura 6. Biomarcadores de genotoxicidad en linfocitos humanos cultivados in vitro con PVP-AgNPs de 35 nmy 50
nm a diferentes concentraciones: 0.012, 0.12, 1.2 y 12 pg / mL; un control negativo (cultivo sin tratamiento);
Control de PVP (estabilizador de PVP-AgNPs de 35 nm) a 0.0188 y 188 ug/mL; y un control positivo (0.12 ug/mL de
NaAsQ2). Las columnas representan la frecuencia de (a) micronucleos (MNi), (b) brotes nucleares (NBUDs) y (c)
puentes nucleares (NPBs) por cada 1000 células binucleadas (BN). Se muestra la media + desviacidn estandar de
tres experimentos independientes. La linea de puntos representa los valores promedio de los biomarcadores de
genotoxicidad encontrados en donantes sanos. * indica las diferencias significativas en comparacion con el control
negativo (linfocitos sin tratamiento), mientras que § indica diferencias significativas en comparacién con el control
positivo (arsenito de sodio).

El tratamiento con arsenito de sodio no produce una diferencia significativa de micronucleos
(MNi) en los linfocitos expuestos en comparacion con el control negativo. Sin embargo, el
aumento de brotes nucleares (NBUDs) y puentes nucleoplasmicos (NPBs) puede considerarse
como el resultado del dafio celular provocado por el arsenito. La falta de MNi fue una respuesta
esperada porqgue al usar concentraciones mas altas de arsenito mayor es el efecto citotoxico
que finalmente enmascara el daflo genotodxico visible. Los efectos de dafios genotdxicos se

muestran esquematicamente en la figura 7.

Se encontré un efecto similar al descrito anteriormente para el arsenito de sodio con el peréxido
de hidrégeno; aumentando el dafio a medida que aumenta la concentracién de H;0,, se
produce una mayor necrosis y una menor apoptosis. Contrariamente a lo observado para el
arsenito de sodio, con el perdoxido de hidrégeno también el aumento de la frecuencia de

micronucleos, presento un comportamiento de dependencia de la concentracién [16].
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Figura 7. Dafio citotdxico y genotdxico que puede ser rastreado por el ensayo CBMN.

Los brotes nucleares (NBUDs) [86] pueden interpretarse como intentos de reparacién de dafios
en el ADN al amplificar el material genético que se elimina durante la fase S del ciclo celular
[87,88]. En el presente estudio, solo dos concentraciones de la formulacién de PVP-AgNPs de
50 nm, 0.12 y 12 pg/mL, presentan una mayor frecuencia de NBUDs estadisticamente
significativa en comparacién con el control negativo (figura 6b). La PVP y arsenito de sodio
también mostraron una mayor frecuencia en NBUDs, aunque las diferencias entre ellos y el
control negativo no fueron estadisticamente significativas. Por el contrario, solo las PVP-AgNPs
de 35 nm, independientemente de la concentracién, mostraron una frecuencia mas baja que el

control negativo. A pesar de que no hubo una diferencia estadisticamente significativa con el
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control negativo, las PVP-AgNPs de 35 nm fueron las Unicas que mostraron una diferencia
significativa en comparacion con el arsenito de sodio con la frecuencia mas baja de NBUDs

(figura 6b).

Por su parte, los NPBs se originan durante la anafase y se forman cuando los centromeros de
los cromosomas dicéntricos se extienden a los polos opuestos de la célula durante la mitosis, lo
que resulta en una union entre los dos nuevos nucleos formados [86,89,90]. Como se observd
para los NBUDs, la PVP, el arsenito de sodio y las PVP-AgNPs de 50 nm mostraron una mayor
frecuencia de NPBs que el control negativo, aunque sin diferencia estadistica para la PVP. De
nuevo, las concentraciones de PVP-AgNPs de 35 nm independientemente de la concentracion,
mostraron la frecuencia de NPBs mas baja. El control negativo y las PVP-AgNPs de 35 nm fueron
los Unicos que mostraron una diferencia significativa en comparacion con el arsenito de sodio

como control positivo (figura 6¢).

Estos resultados reflejan la inestabilidad gendmica que podria ser causada por las PVP-AgNPs
de 50 nm al formar regiones teloméricas de ADN amplificadas que eventualmente pueden
separarse del nucleo principal, formando aberraciones cromosdmicas como MNi, NBUDs y NPBs
[86,90]. Por lo tanto, podria proponerse el mismo dafio para los linfocitos expuestos a arsenito

de sodio y PVP.

A pesar de la falta de una mayor frecuencia de MNi en los linfocitos expuestos al arsenito de
sodio, el aumento de la frecuencia de NBUDs y NPBs deja claro el dafio nuclear producido.
Varios estudios proponen que la formacién de NPBs se asocia con roturas en las cadenas de

ADN causadas por inhibidores de la sintesis o reparacién del ADN [91]. Esto podria significar
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gue, eventualmente, este dafio también puede ocasionar MNi en las Ultimas etapas de la
division celular [76], que se puede observar si el efecto citotdxico no predomina. Por lo anterior,
el dafio nuclear manifestado como NBUDs y NPBs en este trabajo debe ser un factor importante
gue permita explicar el aumento significativo de células necroéticas en comparacion con el

control negativo, especialmente para PVP y las PVP-AgNPs de 50 nm.

El andlisis comparativo de la respuesta de los linfocitos expuestos a arsenito de sodio, PVP y
diferentes concentraciones de las PVP-AgNPs de 35 nm y las PVP-AgNPs de 50 nm, muestra
claramente, por un lado, la ausencia de dafio del material nuclear y los efectos citotéxicos de la
formulacién de las PVP-AgNPs de 35 nm vy, por otro lado, los resultados completamente

opuestos entre las PVP-AgNPs de 35 nm y las PVP-AgNPs de 50 nm.

Las diferencias de las formulaciones de PVP-AgNPs de 35 nm y PVP-AgNPs de 50 nm se basan
en el tamafio de las nanoparticulas, el peso molecular del agente de recubrimiento y la relacion
Ag:PVP. Como ya se menciond [74], los cambios en la viabilidad de los linfocitos causados por
las formulaciones de las PVP-AgNPs que usan PVP de 40 kDa como agente de recubrimiento,
presentan una dependencia del tiempo y la concentracién independientemente del tamafio de
las nanoparticulas, mientras que el dafio genotdxico mostrd una relacion inversa con el tamafio

de las nanoparticulas.

Los resultados encontrados en este trabajo concuerdan con el comportamiento recién descrito,
lo que se puede asociar con el peso molecular de PVP vy la proporcion Ag:PVP empleadas para
generar las formulaciones de PVP-AgNPs; asi, la toxicidad de PVP se asocid con el peso molecular

del polimero [84]. La informacién es muy escasa sobre los efectos de la PVP en la viabilidad y
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genotoxicidad de los linfocitos, por lo tanto, se deben realizar experimentos adicionales para
aclarar su posible contribucion a los efectos citotéxicos y genotdxicos en sistemas especificos,

como los cultivos primarios.

Por otro lado, independientemente de la tendencia citotdxica y genotdxica observada para las
AgNPs, no se puede hacer una generalizacion del efecto producido por las diferentes
formulaciones de AgNPs. Varios informes han demostrado que las formulaciones de AgNPs
menos estables, como las AgNPs sin recubrimiento de 3 a 7 nm estudiados por Joksic y
colaboradores, provocaron dafios citotdxicos y genotdxicos significativos con relacién al tamafio
y a la concentracién en linfocitos humanos. Cuanto mayor sea la concentracién de
nanoparticulas, menor sera el NDI y mayor sera la frecuencia de MNi. Sin embargo, en el mismo
trabajo, los autores encontraron que las AgNPs sin recubrimiento de 2 nm promueven la
proliferacion celular, que estd estrechamente relacionada con un aumento positivo del factor

de crecimiento insulinico tipo 1 (ILGF-1) [92].

Ivask y colaboradores proporcionaron resultados interesantes del efecto de las AgNPs en los
linfocitos humanos, encontraron que las AgNPs recubiertas con citrato (CI50 = 12.5 pg/mL) son
menos citotéxicos que las AgNPs mas estables recubiertas con polietilenimina (CI50 = 5.25
ug/mL), ambas nanoparticulas con practicamente el mismo tamafio (18 nm). La citotoxicidad
de la primera se atribuye a la liberacion de iones Ag* debido a su menor estabilidad, mientras
gue, para la ultima, la citotoxicidad se atribuye a la nanoparticula completa debido a su alta
estabilidad. Ademas, la cantidad de iones liberados por la nanoparticula recubierta con citrato
no pueden generar el dafio citotoxico observado. Ambas AgNPs de 18 nm promueven la

aparicion de marcadores de apoptosis en el 10% de las células en todas las concentraciones
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evaluadas, a su vez, se observd un comportamiento dependiente de la concentracion para la

necrosis, alcanzando valores tan altos como el 50% de la poblacidn celular [93].

Por lo tanto, la estabilidad proporcionada por el agente de recubrimiento es crucial para los
efectos citotoxicos observados en linfocitos humanos como se muestra esquematicamente en
la figura 8. Contrariamente a lo descrito por Ivask para polietilenimina-AgNPs [93], Vecchio y
colaboradores encontraron que las AgNPs recubiertos con PVP disminuyen el dafio genotdxico
en los linfocitos humanos en comparacién con las AgNPs de citrato. Incluso para las
nanoparticulas mas pequefias, los efectos de genotoxicidad fueron mas moderados cuando se
utilizd PVP como agente de recubrimiento en comparacion con AgNPs de tamafio similar

estabilizadas con citrato [74].

NPAg sin recubrimiento NPAg recubiertade citrato NPAg recubiertade PVP

Citrato PVP

Citrato Citrato

Citratov

Figura 7. Estabilidad de AgNPs respecto al agente de recubrimiento. Las interacciones de los agentes de
recubrimiento con la superficie de AgNPs proporcionan diferentes grados de estabilidad, asi como interacciones
mas estables y menor cantidad de liberacion de iones de Ag*.

Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con los descritos anteriormente con
respecto a la disminucion de los efectos de citotoxicidad y genotoxicidad atribuidos al uso de

PVP como agente de recubrimiento. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este
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estudio, y sin tener en cuenta el posible efecto citotdxico y genotdxico de la PVP de 40 kDa, se
puede asumir que el aumento de la cantidad de PVP en la relacion Ag:PVP es necesario para
gue las AgNP-35 nm no produzcan dafio citotdxico ni genotdxico. Se sabe que el uso de PVP
como agente de recubrimiento interviene en la pasivacion de la superficie de las nanoparticulas
por los tioles, ademas, otros compuestos bioldgicos presentes en los medios de cultivo
proporciona una estabilizacion relevante para las formulaciones de AgNPs [94]. Por lo tanto, si
se considera la composicion de la formulacion de PVP-AgNPs de 35 nm una vez seca, la relacion
Ag:PVP es del 6%:94%, mientras que la relacién de las PVP-AgNPs de 50 nm es del 34%:66%. Las
diferencias en el contenido de PVP de cada formulacién podrian producir una diferencia
significativa en el efecto opuesto encontrado para las formulaciones de PVP- AgNPs de 35 nmy

PVP- AgNPs de 50 nm.

Segln Ivask y colaboradores, el CI50 para iones de plata de una solucion de AgNOs en linfocitos
primarios humanos es de 1.11 pg/mL [93], mientras que la PVP (12.6 + 2.7 kDa) evaluada en
este trabajo produce efectos citotoxicos y genotdxicos en os linfocitos como se muestra en las
figuras 5y 6. Por lo tanto, los efectos citotdxicos y genotdxicos observados para la formulacion
de las PVP-AgNPs de 35 nm deben asociarse con toda la nanoparticula y no a sus componentes

por separado.

La identificacion de los factores que provocan la respuesta bioldgica de cada formulacion de
AgNPs es critica, debido a que, la citotoxicidad diferencial provocada por ellos no solo esta
relacionada con sus caracteristicas fisicoquimicas sino también con el tipo celular. Greulich y
sus colaboradores muestran que las concentraciones de 30 pg/mL de PVP-AgNPs con respecto

a la plata total determinada por espectroscopia de absorcidon atémica (AAS, por sus siglas en
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inglés) no disminuyen la viabilidad celular de los linfocitos T aislados de sangre periférica
humana, mientras que las concentraciones que comienzan a partir de 20 pg/mL muestran un
comportamiento dependiente de la concentracion en monocitos de la misma muestra de

sangre [44].

Ademads, una formulacion de PVP-AgNPs de 20-30 nm disponible en el mercado también
presenta toxicidad diferencial entre células tumorigénicas y no tumorigénicas (PVP, 0.2% en
peso de SkySpring Nanomaterials, Inc., Houston, TX, EE. UU.). Esta formulacion mostré un alto
potencial de inhibicién en el crecimiento de células de cancer de mama triple negativas MDA-
MB-231, BT-549 y SUM-159, contrario a lo ocurrido en las lineas celulares no tumorigénicas

MCF-10A, HMECs (184B5) y en HMEC post-éxtasis [95].

Para contextualizar la importancia de los resultados obtenidos en este trabajo, se compararon
los resultados obtenidos con otros encontrados sobre la viabilidad de las lineas celulares de
tumores humanos expuestas a la misma formulacién de las PVP-AgNPs de 35 nm,
encontrandose una excelente selectividad de los efectos citotdxicos. La CI50 encontrada para
AgNPs en lineas de células tumorales humanas de mama (MDA-MB-231y MCF-7), cuello uterino
(Hela), prostata (DU-145), colorrectal (DLD-1 y HT-29), pulmdn (H1299 y H1437) estan dentro
del intervalo 1.82-3.43 ug/mL después de 24 horas de exposicion. En todas las células
tumorales, la apoptosis es la principal via activada, probablemente desencadenada por la
sobreproduccion de ROS. No se observé evidencia de dafio en el ADN o genotoxicidad en estas
células [68]. Mientras tanto, una concentracion de 12 pg/mL, que representa una concentracion

de 3.5 a 6.6 veces mayor que la utilizada para eliminar la mitad de la poblacién de cultivos de
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células tumorales, no muestra ningln signo de citotoxicidad y mucho menos de genotoxicidad

en linfocitos de sangre periférica humana, (figuras 5y 6).

El uso de la formulacién de PVP-AgNPs de 35 nm como agente antiviral contra el Virus del
Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) [52], o la aplicacion como agente desinfectante y
promotor de crecimiento en la micropropagacién de plantas pueden provocar que los seres
humanos puedan estar en contacto con AgNP-35nm [48,49]. La concentracion utilizada para
mejorar la respuesta inmunoldgica de los camarones infectados con WSSV (12 ng/mL,) es tres
ordenes de magnitud menor [52] que la concentracién mas alta utilizada en este trabajo (12
ug/mL). Por otro lado, se informd que las concentraciones de 25 y 50 pg/mL son Utiles como
agentes antimicrobianos y horméticos en la cafia de azucar [49] y vainilla [48]. Como se ha

demostrado, estas concentraciones tampoco fueron genotodxicas para la planta [50].

La concentraciéon mas alta de las PVP-AgNPs de 35 nm analizada en este trabajo, 12 ug/mL de
AgNPs, no presento citotoxicidad ni genotoxicidad para linfocitos humanos. Teniendo en cuenta
gue el experimento se realizd en 0.5 mL de sangre periférica y que un ser humano de 70 kg
tiene 5 litros de sangre, incluso la administracién de una dosis tan alta como 60 mg de plata
metalica, que deberia estar contenida en 1 g de formulacién de AgNPs concentrada deberia ser

una concentracién segura para linfocitos humanos expuestos a ella.

Esta cantidad de plata metdlica, 60 mg, es mas de tres ordenes de magnitud mayor que la
concentracion mas alta empleada en los experimentos de micropropagacion (50 ug/mL). Por lo
tanto, considerando que la tasa de absorcidn de plata coloidal después de la aplicacion oral

puede sertan alta como el 5%y que las tasas de retencion en humanos en condiciones normales
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de exposicion diaria a la plata estan entre 0 y 10% [96], seria necesario un volumen de
administracion oral de mas de 1 litro de la formulacion de AgNPs concentrada para superar las
condiciones de ausencia de dafio encontrado en los linfocitos humanos en este trabajo, una

dosis absolutamente fuera de la realidad.

Hasta donde se sabe, este es el primer informe en el que se analiza el efecto de las AgNPs con
los seis biomarcadores de la prueba de MNi mediante el bloqueo de la citocinesis (CBMN) en
células de linfocitos humanos de donantes sanos, la formulacién de PVP-AgNPs 35 nm estudiada
aqui no mostré citotoxicidad ni efectos genotdxicos con ninguna de las concentraciones
evaluadas. Como se ha expresado recientemente, este ensayo de punto final es una de las

pruebas mas soélidas en la evaluacion de la citotoxicidad y la genotoxicidad [97].

Ninguno de los biomarcadores evaluados en linfocitos humanos expuestos a la formulacién de
PVP-AgNPs de 35 nm produjo diferencias en comparacion con los resultados encontrados en
los linfocitos del control sin tratamiento. Esto permite concluir que las PVP-AgNPs de 35 no son
citotdxicos ni genotdxicos para uno de los agentes de primera respuesta del sistema
inmunoldgico, los linfocitos de sangre periférica. Ademas, la cantidad de esta formulacidon
administrada por via oral necesaria para producir dafio en los linfocitos humanos es realmente

alta, mas de 1 litro de la formulacién concentrada.

Por su parte se identificd que la baja concentracion de PVP (12.6 + 2.7 kDa) analizada en este
trabajo (0.0188 ug/mL) comienza a afectar a los linfocitos de sangre periférica humana,
induciendo marcadores de necrosis y aumentando la frecuencia de NBUDs y NPBs. Sin embargo,

la presencia de PVP (12.6 + 2.7 kDa) como agente de recubrimiento de la formulacién de PVP-
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AgNPs de 35 nm no muestra ninguno de estos efectos adversos. Esta es una evidencia adicional
de que toda la nanoparticula es responsable de los efectos bioldgicos, debido a que ninguno de
los componentes individuales de la formulacidon de AgNPs presenta la misma respuesta

bioldgica por separado, que la encontrada para la formulacién completa (PVP-AgNPs) estudiada

en este trabajo.

63



Conclusiones

Los resultados del presente estudio han demostrado que la formulacién de PVP-AgNPs de 35
nm (Argovit®), en el intervalo de concentracion de 0.012-12 pg/mL no es genotdxica ni
citotdxica para los linfocitos de sangre periférica humana, en cambio, en la formulacién de PVP-
AgNPs de 50 nm, si se observo citotoxicidad tomando en cuenta el porcentaje de apoptosis y

necrosis observado con las concentraciones evaluadas (0.012-12 pg/mL).

La consideracion de los seis parametros, indice de division celular, necrosis, apoptosis,
micronucleos, brotes nucleares y puentes nucleoplasmicos, permite confirmar positivamente la
biocompatibilidad de la formulacion de AgNPs Argovit® (PVP-AgNPs de 35 nm) con uno de los
agentes que son fundamentales en la primera respuesta del sistema inmunoldgico, los linfocitos

de sangre periférica humana.

No se encontré evidencia de dafio citotdxico o genotdxico para la formulacién de PVP-AgNPs
de 35 nm, en contraste con el dafio celular producido por la formulaciéon de PVP-AgNPs de 50
nm. Estos resultados permiten identificar que la relacion Ag:PVP es un factor critico en la
respuesta bioldgica provocada por las AgNPs, dicha relacion es importante en la induccién de

dafio citotéxico y genotodxico en diferentes sistemas bioldgicos.

Se demostré que la informacion proporcionada por los biomarcadores mas empleados, el indice
de division nuclear y la frecuencia de los micronucleos, deben complementarse
indudablemente con el porcentaje de apoptosis y la induccién de necrosis, ademas de la
frecuencia de brotes nucleares y puentes nucleopldasmicos para evaluar el dafio real provocado

por la sustancia evaluada, especialmente para los nanomateriales.
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El uso de los seis biomarcadores en lugar de los dos o tres que cominmente son reportados en
la literatura, proporciona diferencias importantes con respecto al potencial citotdxico vy
genotoxico de los nanomateriales evaluados. Como ejemplo, en este trabajo se mostrd que la
técnica CBMN es una herramienta muy sensible que permite establecer las diferencias
citotdxicas y genotdxicas de dos formulaciones de AgNPs con propiedades fisicoquimicas muy

similares.

Los resultados obtenidos también revelaron que la formulacién de AgNPs Argovit® mostré
selectividad citotodxica, ya que las concentraciones utilizadas para producir una notable
inhibicion del crecimiento en varios sistemas bioldgicos, tales como, células tumorales, virus y
bacterias patdgenas, son las mismas concentraciones que producen escaso dafio citotdxico y
genotoxico en el cultivo humano primario (linfocitos). Esta selectividad puede ser un indicio
prometedor para generar alternativas terapéuticas no solo para cancer, virus o bacterias, sino
también para enfermedades inmunoldgicas, neurodegenerativas o cronicas degenerativas, en
estas, se puede promover la muerte celular en células con dafio sin afectar de manera negativa

células sanas.

Estos resultados contribuyen a generar una imagen completa sobre el uso seguro de los
nanomateriales, especialmente para la formulacion de AgNPs Argovit® en las diferentes areas

de aplicacion que ya se han explorado y nuevas areas que estan por explorarse.
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Anexos

Anexo 1

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

DOCTORADO EN CIENCIAS

FACULTAD DE CIENCIAS

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

“Evaluacion de la genotoxicidad vy citotoxicidad de nanomateriales en linfocitos humanos “

INVESTIGADORES: Dra. Evarista Arellano Garcia, Dra. Nina Bogdanchikova, Dr. Juan Carlos Garcia Ramos,

Dra Patricia Radilla Chavez, Dr. David Sergio Salas Vargas, M.C. Balam Ruiz- Ruiz.

JUSTIFICACION Y OBJETIVO DEL ESTUDIO

La investigacién y el desarrollo de productos basados en nanoparticulas se incrementa afio con afio, por
tal razén es importante evaluar la toxicidad de las nanoparticulas (NPs) con el fin de establecer su riesgo
potencial. Las aplicaciones de estos materiales se han extendido en diferentes campos, tales como el de
la salud, en donde, se utilizan para la imagen médica y diagndstico de algunas enfermedades,
farmacéutica, entrega de medicamentos y terapias, dentro de los nanomateriales mas utilizados en la
practica médica se encuentran las nanoparticulas de plata (AgNPs) su uso radica en sus cualidades
antimicrobianas principalmente (Cheng-Ten Ng, 2010). Por tal razén las AgNPs se utilizan en apdsitos
con plata, catéteres cubiertos con plata, hidrogel basado en nanoplata, y compuestos que son usados

como acarreadores de nanoparticulas de plata (Xu et al.2012).
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Sin embargo, no hay consenso entre los investigadores, sobre el caracter concluyente de los resultados
de toxicidad de estas sustancias, por lo que el presente estudio pretende probar la toxicidad de

nanoparticulas de plata en cultivos in vitro de linfocitos humanos.

A las personas que acepten participar, se les proporcionaran los datos correspondientes a los

procedimientos y analisis clinicos que se realizaran y se resolveran de manera exhaustiva todas las dudas
que les surjan sobre el proyecto y sus resultados. Una vez satisfechas todas sus dudas se les invitara a

firmar el consentimiento informado asegurandoles el respeto a sus derechos humanos vy su libertad a

dejar de participar en cualquier momento que lo decidan sin ninguna consecuencia.

Los resultados que se generen en la investigacion podran proporcionar informacién acerca de los
posibles efectos toxicos de las nanoparticulas de plata en células humanas, ademds, brindard la
oportunidad de continuar con mas estudios que buscan entender los posibles efectos de las
nanoparticulas de plata, asi como, su potencial uso en el tratamiento de algunas enfermedades que
aquejan a los seres humanos. Por otro lado, los resultados podrian contribuir a conocer mas sobre el

comportamiento y la toxicidad de estas particulas.

Queda establecido que este protocolo de investigacion se encuentra bajo los lineamientos de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion en Salud, segun el articulo 20, 21 y 22 de los Estados Unidos
Mexicanos. Como también lo establecido por Declaracion de Helsinki de los principios basicos para las
investigaciones médicas en seres humanos, adoptada por la 182 Asamblea Médica Mundial, Helsinki,

Finlandia, en junio de 1964.
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PROCEDIMIENTOS

En caso que acepte participar en el estudio, se le realizaran algunas preguntas sobre habitos alimenticios
y estilo de vida, recomendadas para este tipo de estudios. Ademads, personal capacitado le tomarda una
muestra de aproximadamente 30 mL de sangre periférica mediante una puncién, la muestra se tomara
por la mafiana y la persona deberd presentarse sin haber ingerido alimentos.

La muestra de sangre serd utilizada para probar los posibles efectos que tengan las nanoparticulas de
plata, en cultivos in vitro de linfocitos humanos, mediante la técnica de microndcleos por bloqueo de la
citocinesis (CBMN), asi como, para realizar las pruebas de quimica sanguinea correspondientes de

manera gratuita.

POSIBLES RIESGOS Y MOLESTIAS

El estudio consta de dos fases, la primera consiste un breve cuestionario de habitos alimenticios y estilos
de vida, la segunda fase consiste en la toma de la muestra.

El proceso de extraccidon de sangre se llevard a cabo con ayuda de personal capacitado utilizando
material estéril, en todo el proceso. Este procedimiento es el mismo que se sigue cuando se realizan
analisis de quimica sanguinea de rutina y no representa ningun riesgo a la salud.

En caso de que presente algun efecto adverso o requiera otro tipo de atencion, esta se le brindara sin
ningun costo alguno.

Quedando bien establecido que solo se tomara la muestra de sangre de las personas que acepten el
consentimiento informado y que este estudio no involucra ningun tipo de aplicacion directa de alguna

sustancia en seres humanos.
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POSIBLES BENEFICIOS QUE RECIBIRA AL PARTICIPAR EN EL ESTUDIO

Si usted decide participar de manera voluntaria en el estudio, se le entregaran los resultados de la
guimica sanguinea de manera gratuita.

Por otra parte, si decide aceptar el consentimiento se podran realizar estudios de toxicidad en linfocitos
humanos con nanoparticulas de plata, esto ayudaria a conocer la toxicidad de estos materiales con

posible aplicacién en el drea médica.

INFORMACION SOBRE RESULTADOS Y ALTERNATIVAS DE TRATAMIENTO

Si usted acepta participar voluntariamente en el estudio, se le brindaran los resultados de los exdmenes
sanguineos SMAC 33 que se realicen, asi como de los resultados de la investigacion si asi lo deseara.

Si usted tiene alguna duda, pregunta o comentario relacionado con el estudio, puede acudir a cualquier
investigador del proyecto para cualquier aclaracion. Ademas, si desea conocer el resultado del proyecto,
igualmente se le brindara la informacién que requiera, quedando establecido que solo los resultados
seran publicados, reservéandose la identidad de los participantes para conservar la confidencialidad de

los participantes y salvaguardar sus intereses.

PARTICIPACION O RETIRO

Si usted desea participar voluntariamente en el estudio, se le brindaran las mejores condiciones posibles,
asi como los resultados totales o parciales del estudio, si asi lo requiere. Sus datos personales se
manejaran con estricta confidencialidad y solo serdn manejados por los investigadores, quedando
estipulado que solo los resultados del estudio serdn dados a conocer en forma de promedios y nunca de
manera individual.

Por otra parte, si usted no desea participar en el estudio, es usted libre de no firmar la carta de

consentimiento informado y/o retirarse cuando asi lo desee sin consecuencias.
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PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD
Si usted acepta o no participar en el estudio, sus datos seran manejados con estricta confidencialidad y
solo serdn tratados por el grupo de investigadores, salvo los resultados de toxicidad que serdn publicados

en una revista cientifica

BENEFICIOS AL TERMINO DEL ESTUDIO
Si usted acepta firmar la carta de consentimiento informado, se le practicara un analisis de quimica
sanguinea SMAC 33 de manera gratuita, los resultados de los estudios se le entregaran personalmente

y seran gratuitos, por lo que no tendrd ningln costo alguno para usted.

ACLARACIONES

La decisién de participar en el estudio es completamente voluntaria, por lo que no habra consecuencia
alguna si usted decide no participar. Ademas, si acepta participar usted tiene la posibilidad de retirarse
del estudio en el momento en que lo desee y serd totalmente respetada dicha decision.

El estudio no tendrd ningun costo para usted, los estudios pertinentes seran totalmente gratuitos.
Queda establecido que no se aplicaran sustancias directamente en los seres humanos, solo se aplicaran

las nanoparticulas de plata en las muestras de sangre que se obtengan.

Habiendo leido todo lo anterior, si usted considera que no tiene preguntas o dudas respecto al estudio

y su participacion en el, puede si asi lo desea, firmar la Carta de consentimiento informado anexa a este

documento.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, lei y comprendi la informacion anterior. Mis

preguntas se respondieron de manera satisfactoria. Ademas, se me informo y entendi que los resultados

gue se obtengan en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines de investigacién cientifica.

Sl NO Acepto participar en el estudio y

No autorizo que se tome la muestra.

Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros

Firma del participante Lugar y Fecha
Nombre y firma del testigo Lugar y Fecha
Nombre y firma del testigo Lugary Fecha

Esta parte serd llenada por el investigador o su representante.

Le explique al Sr (a). : el propdsito del
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proyecto, los riesgos y beneficios que implica su participacién.
Se contestaron sus preguntas en la medida posible y pregunte si existia alguna duda para aclararla.
Acepto que he leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres

humanos y me apego a ella.

Nombre y firma del investigador Lugary fecha
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