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Resumen. - El estudio de la genotoxicidad en modelos murinos es (til para responder las dudas relacionadas con la
seguridad por el uso de nanomateriales, sobre todo cuando se pretende el desarrollo de nuevas opciones terapéuticas. El
propdsito de este trabajo fue evaluar la capacidad genotdxica de AgNPs Argovit™ a partir de la técnica de microniicleos en
reticulocitos de sangre periférica de ratones, prueba ampliamente utilizada para conocer el potencial genotoxico de diferentes
agentes. Las nanoparticulas de plata se suministraron en dosis terapéuticas por via oral (indicadas para perros como
tratamiento para el moquillo) durante tres dias a un grupo conformado por siete ratones y a otros dos grupos con igual nimero
de ratones se administro respectivamente agua inyectable y arabinosa C. Los especimenes fueron medidos, pesados antes y
después del experimento. También se tomaron diariamente muestras de sangre periférica mediante un corte en la punta de la
cola para posteriormente realizar extendidos sobre portaobjetos para la prueba de microntcleos en reticulocitos. Los frotis
se fijaron en etanol al 80 %y se tifieron con anaranjado de acridina para posteriormente leer en 1000 reticulocitos la presencia
de microndcleos con microscopio de fluorescencia. Los resultados preliminares muestran diferencias significativas en el
numero de micronucleos en reticulocitos entre los tres grupos, por lo que se requiere comprobar este resultado con otro tipo
de modelos in vitro.

Palabras clave: Nanoparticulas de Plata; Microntcleos; Reticulocitos; Genotoxicidad.

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

Keywords: Silver Nanoparticles; Micronuclei; Reticulocytes; Genotoxicity.

65
ISSN: 2594-1925

ANV


about:blank
about:blank
https://orcid.org/0000-0002-6754-0736
https://orcid.org/0000-0003-2292-5891
https://orcid.org/0000-0002-0997-6902
https://orcid.org/0000-0002-6171-8601
https://orcid.org/0000-0003-4541-8067
https://orcid.org/0000-0003-0929-3535
https://orcid.org/0000-0002-9034-4733
https://orcid.org/0000-0002-0496-4793

o B
Revista de Ciencias Tecnol6gicas (RECIT). Volumen 1 (2): 65-68. [ <l
-

1. Introduccion
2.1. Disefo experimental

AWV

Las nanoparticulas de plata (Ag-NPs) son muy
utilizadas en aplicaciones biomédicas. El nimero de
investigaciones sobre la toxicidad de las Ag-NPs va en
aumento y poco se ha concluido sobre los factores que
inciden en su toxicidad a nivel celular [1, 2], pero sigue
persistiendo controversias respecto al entendimiento de
las vias del dafio en lineas celulares, en lo referente a
las pruebas experimentales y el tamafio de las
nanoparticulas [3]. Desde 2004, las nanoparticulas de
plata Argovit™ se estudian por su actividad antiviral
en contra de rinotraqueitis infecciosa y diarrea viral
bovina [4]. Argovit™ usada para el tratamiento de
otitis humana mostré remision de los sintomas y
reepitelizacion de los tejidos [5]. La administracion
oral en perros de Argovit™ registro una muy alta tasa
de recuperacion para tratar el moquillo [6]. En pruebas
in vivo con modelos murinos se probd la eficacia de
Argovit™ contra el virus de la fiebre del Rift [7] y en
cuanto a su efecto inmunoldgico, se revel6 que no hay
efecto toxico en las células inmunes y los 6rganos de
ratones [8]. Se ha mostrado que las nanoparticulas de
plata Argovit™, presenta efectos citotoxicos en ocho
lineas de células de céancer e induce la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) [9].

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

2. Metodologia

Tres grupos de ratones balb/c se usaron para probar el
efecto genotoxico mediante la prueba de microndcleos
en reticulocitos de sangre periférica de ratén posterior
a la administracion de AgNPs de la marca Argovit™ y
el farmaco antineoplésico arabinosa-C.
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21 ratones balb/c de 5-6 semanas de edad, con peso
de X= 19.94 gramos, formaron aleatoriamente 3
grupos de 7 ratones cada uno. Al primer grupo se le
administr6  solamenente  agua  inyectable
intraperitonealmente, el segundo se tratd con
6mg/kg de Arabinosa-C intraperitoneal y al tercero
Argovit™ 6 mg/kg con canula de alimentacion via
oral, estos tratamientos se repitieron por tres dias
consecutivos. Se prepararon frotis de sangre caudal
por duplicado cada dia después del segundo dia
posterior a la aplicacion, y se practico eutanasia al
séptimo dia [10].

2.2.La prueba de micronucleos

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

3. Resultados

Las AgNPs Argovit™ produjeron menos
genotoxicidad que el anineoplasico Ara-C ya que
indujeron menos EPCMN. En los primeros tres dias
después de tratar a los ratones con AgNPs, se
produjo menos dafio incluso que el grupo control al
que solo se le administro agua (p < 0.05), aunque se
advierte un ligero aumento en el dia 5 (Fig 1)
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Figura 1. Eritrocitos policromaticos micronucleados en 1000 eritrocitos policromaticos.

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

100

10000 eritrocitos, en comparacién con el grupo
control. En cambio, el antineopasico Ara-C, si
muestra efectos genotéxicos acumulativos al sexto
dia de aplicacion (p<0.05).

| WDis:ad Kruskal-Wallis: H ( 2, N= 41)=6,39; p =,0410

BDias: d6

80

70 |

60

50

EMN/10000

40

30

20

10 |

CONTROL

Ara-C

AgNPs

Figura 2. Eritrocitos micronucleados en 10 000 eritrocitos totales.

4, Conclusiones

La administracion de Arabinosa-C produce mayor
genotoxicidad, ya que causa dafios morfoldgicos en el
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nacleo y fragmentacion en el ADN, que pueden
atribuirse a la formacién de especies reactivas de
oxigeno. De acuerdo con la prueba de Kruskal Wallis
los resultados indican que el farmaco Ara-C induce
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mayor genotoxicidad que las AgNPs después de 24
horas de administrarlas, al igual que el efecto
acumulativo después de 5 dias de aplicaciéon. Aunque
estos resultados son preliminares se advierte, como se
esperaba, que las AgNPs Argovit™ en las
concentraciones probadas son potencialmente no
genotoxicas para este modelo de ratén. Lo que ofrece
las primeras evidencias de la seguridad toxicoldgica de
las AgNPs Argovit™.
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