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RESUMEN

Se estima que de todos los nanomateriales utilizados en productos para el consumo, las
nanoparticulas de plata (AgNPs) son las que tienen un mayor grado de comercializacion. Se
utilizan en electronica, ropa, pinturas, cosmeticos, bactericidas, biofungicidas, aplicaciones
biomédicas, en la industria medico-farmacedtica y alimentaria. Por ello, se hace
tremendamente necesario que los productos fabricados con nanoparticulas asi como sus
aplicaciones sean seguros tanto para la salud de las personas como del medio ambiente.
Algunos estudios han mostrado que la toxicidad intrinseca de las AgNPs depende de una serie
de factores como son el tamafio, la forma, el area superficial, la carga superficial, la
solubilidad y el estado de aglomeracion. Asimismo, numerosas investigaciones in vitro
indican que las AgNPs son tdxicas para las células de mamifero. Ademas, consecuencias
inflamatorias, oxidativas y genotoxicas estdn asociadas con la exposicion de AgNPs. Este
articulo muestra una vision global de las principales aplicaciones de las AgNPs, sus vias de
exposicion, sus efectos toxicos y los mecanismos de toxicidad implicados.
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ABSTRACT

It is estimated that of all the nanomaterials used in consumer products, silver nanoparticles
(AgNPs) currently have the highest degree of commercialization. They are used in
electronics, clothing, paints, cosmetic, bactericides, bio-fungicides, biomedical applications,
in the medical-pharmaceutical industry and food industry. Therefore, it is extremely necessary
that products made with nanoparticles as well as their applications are safe for the health and
the environment. Some studies have shown that the intrinsic toxicity of AgNPs depend on a
range of factors such as, size, shape, surface area, surface charge, solubility and state of
agglomeration. In addition, a number of in vitro studies indicate that AgNPs are toxic to
mammalian cells. Furthermore, inflammatory, oxidative and genotoxic consequences are
associated with AgNPs exposure. This paper shows a global view of the main applications of
AgNPs, their routes of exposure, toxic effects and toxicity mechanisms involved.

Keywords: Silver nanoparticles, applications, toxic risks.

INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas, la investigacion en ciencia y tecnologia se ha centrado en
la fabricacién de estructuras atdmicas y materiales a escalas nanométricas (1 nm = 10° m), lo
gue comunmente se conoce como “Nanotecnologia” (Savage et al., 2007). Esta nueva ciencia
multidisciplinar proporciona productos con nuevas propiedades fisicoquimicas diferentes a las
de las moléculas individuales o sélidos de la misma composicién (Medina et al., 2007). La
segunda revision de la normativa sobre los nanomateriales (Comision Europea, 2012), define
nanomaterial como «un material natural, secundario o fabricado que contenga particulas,
sueltas o formando un agregado o aglomerado y en el que el 50% o maés de las particulas en la
granulometria numérica presente una 0 mas dimensiones externas en el intervalo de tamafios

comprendido entre 1 nmy 100 nm».

Las fuentes de nanoparticulas (NPs) pueden ser clasificadas como naturales o como
derivadas de actividades antropogénicas intencionales o accidentales (Figura 1). En teoria, las
NPs pueden ser producidas a partir de casi cualquier producto quimico, sin embargo, la
mayoria de las NPs que estan actualmente en uso hoy en dia, han sido fabricadas a partir de
metales de transicion, silicio, carbono y 6xidos de metal. Segun Lux Research Inc (Lux

report, 2008), los nanotubos de carbon, los fullerenos, los nanomateriales que contienen
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metales (incluyendo cerdmicas y puntos cuénticos) y los dendrimeros son los nanomateriales

mas importantes.

Las propiedades exhibidas por los “nanomateriales” son inmensamente diferentes a las
que exhiben estos mismos materiales en una macroescala (Jos et al., 2009). Las NPs poseen
una mayor relacion de superficie-volumen y por tanto una mayor superficie de contacto con el
entorno (Maurer-Jones et al., 2010). Esto hace que los nanomateriales sean muy atractivos
para su explotacion en maultiples sectores (Johnston et al., 2010) y que la nanotecnologia se
expanda a un gran ritmo. Asi, se ha pasado en muy poco tiempo de una situacion en la que
practicamente no existian nanomateriales en nuestro entorno, a estar rodeados por una gran

variedad de productos que los contienen en su composicion.

Liberacion de nanoparticulas al medio ambiente
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Figura 1. Fuentes comunes de nanoparticulas en el medio ambiente. (Smita et al., 2012).

En la actualidad el inventario de productos para el consumo indica que hay 1317
productos que contienen nanomateriales (www.nanotechproject.org/inventories). Las
principales aplicaciones se muestran en la Figura 2. Productos para la electronica, la
informatica, la industria textil, la industria alimentaria, en medicina, etc... (Cohen et al.,
2007; Cheng et al., 2004). En concreto, en la industria alimentaria la nanotecnologia tiene su

aplicacion en areas como la calidad y seguridad alimentaria, el desarrollo de nuevos alimentos
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y en el envasado (Almengor, 2009). Se espera que las aplicaciones de la nanotecnologia
proporcionen beneficios al sector alimentario, entre ellos, un menor uso de grasas, nuevos
sabores y texturas, asi como mejoras en la absorcion de nutrientes y en el envasado
(ObservatoryNano, 2009).

Ocio Automocion
Médica, B e
Farmacedticay ,!,9 Cosmética
Alimentaria i

g f

— a4tV

Textil

e Quimica
lluminacién oy
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Figura 2. Principales aplicaciones de la nanotecnologia.

El desarrollo de la nanotecnologia, no obstante, tiene que ir acompafado de estudios de
toxicidad que permitan conocer los efectos que estas NPs van a tener tanto en la salud humana
como en el medio ambiente. Actualmente no existe ninguna legislacion especifica sobre la
nanotecnologia y los nanomateriales, aunque éstos estan dentro de la definicion de “sustancia”
incluida en la Regulacion Europea de sustancias quimicas (REACH). En este sentido, la
Autoridad Europea para la Seguridad Alimentaria publicé una Guia de Orientacion para evaluar
los riesgos de las aplicaciones de la nanociencia y de las nanotecnologias en los alimentos y en la
cadena alimentaria (EFSA Journal, 2011). Una de sus recomendaciones consistia en la necesidad
de desarrollar, mejorar y validar metodologias rutinarias para estudiar en profundidad la
toxicidad de las NPs, dado el gran nimero de nuevos nanomateriales que hay en el mercado.
Ademaés, es muy importante considerar el posible paso de las NPs a los alimentos. Por ello, se

sugeria que la evaluacion del riesgo potencial de las NPs debe realizarse caso por caso de forma
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individual, teniendo en cuenta el nanomaterial, su tamafio y si van a ingerirse como tal, ya que

entonces serian necesarios estudios de toxicidad y genotoxicidad apropiados.

En 2012, la EFSA publicé su informe anual de la red de trabajo sobre la evaluacion de
riesgos de la nanotecnologia en alimentos y piensos, con el fin de profundizar en la armonizacion
de la evaluacién del riesgo asociado a la nanotecnologia en la Unidén Europea. No obstante,
parece que nos encontramos todavia en una fase de recopilacion de datos y ain no se puede
Ilevar a cabo una evaluacién del riesgo general del uso de las nanotecnologias en el contexto de
la salud publica. Serd en funcion de los resultados de esa evaluacion cuando se tendran que poner
en marcha medidas de gestion por parte de los organismos reguladores. Asi pues, las medidas
necesarias deberian incluir pruebas toxicologicas especialmente adaptadas, reglamentar la
introduccion de productos en el mercado y adoptar normas de etiquetado en productos de
consumo. En este sentido, el Reglamento 1169/2011 sobre la informacion alimentaria facilitada
al consumidor incluye la definicién de “nanomaterial artificial” y obliga a etiquetar todos los
ingredientes presentes en forma de nanomateriales artificiales. Ademas sefiala que los
nanomateriales artificiales deberan indicarse claramente en la lista de ingredientes, seguidos de
la palabra “nano” entre paréntesis. Sin embargo, todavia son necesarias normas claras para
proteger a las personas y al medio ambiente, pero también para que las empresas puedan asumir
sus responsabilidades y evaluar el potencial de la inversion en nanotecnologias (Frejo et al.,
2011).

Debido a la actividad antimicrobiana que presenta la plata, las nanoparticulas de plata
(AgNPs) son uno de los nanomateriales mas comdnmente utilizados (Piao et al., 2011). Por
ello, en este articulo se pretende presentar una vision global de las principales aplicaciones de
las nanoparticulas de plata, de sus principales vias de exposicion, de sus efectos tdxicos y de

los mecanismos de toxicidad implicados.

APLICACIONES DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNPs)

La plata (Ag) ha sido ampliamente utilizada desde hace miles de afios en la historia de
la humanidad, en aplicaciones como la joyeria, utensilios, fotografia, etc. (Chen y
Schluesener, 2008). Incluso civilizaciones antiguas como los griegos utilizaban la plata para
cocinar y mantener la seguridad del agua. Sus propiedades antimicrobianas ya se explotaban

antiguamente con la medicina tradicional (Behera et al., 2011).
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En los dltimos afios, la plata ha ganado mucho interés debido a su buena
conductividad, estabilidad quimica y su actividad catalitica y antibacteriana. Las AgNPs se
estan convirtiendo en una de las categorias de productos de mayor crecimiento en la industria
de la nanotecnologia, segin un informe de investigacion de mercado realizado por Bourne
research (http://www.bourneresearch.com). Su fuerte actividad antimicrobiana es la principal
caracteristica para el desarrollo de productos con AgNPs, actualmente, una amplia categoria
de productos se encuentran disponibles en el mercado. En el ambito médico, existen apdsitos
para heridas, dispositivos anticonceptivos, instrumental quirargico y proétesis Oseas, todos
ellos recubiertos o integrados con AgNPs para asi evitar el crecimiento bacteriano (Cheng et
al., 2004; Cohen et al., 2007). Ademas, también se esta evaluando la utilizacion de las AgNPs
contra el tratamiento de enfermedades que requieren una concentracion mantenida de farmaco
en sangre o con un direccionamiento especifico a células u 6rganos (Panyman et al., 2003),
como ocurre con el virus del VIH-1, ya que ha sido demostrado que el tratamiento in vitro con
AgNPs interacciona con el virus e inhibe su capacidad para unirse a las células del huésped
(Elechiguerra et al., 2005). En la vida diaria los consumidores pueden tener contacto con las
AgNPs contenidas en aerosoles, detergentes, frigorificos, lavadoras, chupetes, sistemas de
purificacion de aguas, pinturas para paredes y productos cosméticos (Zhang y Sun, 2007). Las
AgNPs también estadn incorporadas en la industria textil para la fabricacién de prendes de
vestir, ropa interior y calcetines (Lee et al., 2007). Mediante la introduccién de AgNPs en
fibras sintéticas o naturales consiguen una potenciacion de la actividad ionica gracias a la
mayor cantidad de iones plata que son liberados. El resultado es la obtencién de rapidos
efectos antimicrobianos ¢ antiolor (Chen and Chiang, 2008).

Finalmente, las AgNPs también tienen su aplicacion en el sector alimentario,
concretamente en agricultura y en el envasado de los alimentos. Dentro del campo de la
agricultura, las AgNPs se emplean para prolongar la conservacion de frutos, ya que ademaés de
su actividad antibacteriana presentan un efecto fungistatico que retarda el crecimiento de
hongos fitopatogenos. Estas NPs pueden aplicarse junto con un recubrimiento biodegradable
en los frutos, mediante la inmersion de los mismos en la solucion formadora de recubrimiento
(Aguilar, 2009). Ademas, las AgNPs también son empleadas en la fabricacion de materiales
en contacto con los alimentos, eliminando hasta en un 90% el crecimiento de
microorganismos en los alimentos (ObservatoryNANO, 2009), siendo una alternativa a otros

métodos de conservacion de alimentos que emplean la radiacion, tratamiento térmico,
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almacenamiento a baja temperatura, o la introduccion de aditivos antimicrobianos (Brody et
al., 2008).

EXPOSICION A LAS NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNPs)

En vista de las diversas aplicaciones de las AgNPs, la exposicion humana a las mismas
puede tener lugar a través de los alimentos, el aire y por contacto (Figura 3), por lo que las
vias de exposicion oral, respiratoria y dérmica son las mas relevantes (Johnston et al., 2010).
Otra via de exposicion que estd aumentado en importancia es a través del tracto genital
femenino, ya que se estan incorporando AgNPs en productos de higiene materna (Zhang y
Sun, 2007).

. Inhalacion
|

. Contacto
dérmico

Figura 3. Principales vias de exposicion de las AgNPs.

Via oral
Todos los materiales administrados por via oral estan en estrecho contacto con el

tracto gastrointestinal que tiene un é&rea superficial total de hasta 200 m? para el intercambio
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de nutrientes. Ademas las AgNPs dispensadas a partir del sistema respiratorio pueden
terminar en el tracto gastrointestinal.

La ingestion de particulas de plata en suspension estd asociada con una serie de
consecuencias perjudiciales, incluyendo ulceras intestinales y argiria (Wadhera y Fung,
2005). Luoma, Samuel N (PEN 15, September 2008), sugiri6 que tras la ingestion de la plata
es probable que se convierta en su forma idnica debido al pH &acido del estdbmago. Debido a la
mayor area superficial de las nanoparticulas, esto podria ocurrir también con las AgNPs. Los
mecanismos cineticos de translocacion de las AgNPs tampoco estan claros, pero se ha
demostrado que el tejido linfoide del intestino (placas de Peyer) pueden captar las AgNPs
intestinales (Smith et al., 1995). Ademas, la captacion también puede tener lugar
transcelularmente a través de los enterocitos o a través de vias paracelulares (Jani et al.,
1990). Varias investigaciones sugieren que tras la exposicion oral de las AgNPs, es probable
que las AgNPs 0 los iones plata se trasladen desde el intestino al torrente sanguineo, por tanto
pasen a la via sistémica y a partir de ahi causen sintomas como la argiria y consecuencias
perjudiciales como dafio en el higado. Todos los trabajos coinciden en que el 6érgano diana de
las AgNPs es el higado, dentro del higado, se sugiere que los macrofagos contenidos dentro
del sistema reticuloendotelial, son los principales responsables de eliminar las AgNPs de la
circulacion. Ademas también se han observado depdsitos de AgNPs en los rifiones, cerebro,
pulmones y testiculos (Kim et al., 2009; Van der Zande et al., 2012). A pesar de estas

investigaciones, se requieren mas estudios para esclarecer la toxicocinética de estas AgNPs.

Via respiratoria

El sistema respiratorio es la principal via de entrada para las particulas ambientales. La
inhalacion de particulas ultrafinas (equivalentes a las NPs en tamafio), estd asociada con

efectos pulmonares y cardiovasculares adversos (Pope y Dockery, 2006).

Tras la inhalacion de AgNPs se han observado depositos en la cavidad nasal, en la
region alveolar de los pulmones y ganglios linfaticos pulmonares (Takenaka et al., 2001).
Estas NPs depositadas provocan una respuesta inflamatoria, ya que la fagocitosis de las
AgNPs puede conducir a la activacion de macréfagos alveolares y la liberacion de
quimiocinas, citoquinas, especies reactivas de oxigeno (EROs) y otros mediadores que
originan como resultado una continua inflamacion (Sung et al., 2009). Las particulas

acumuladas en la region alveolar, se pueden eliminar a través de tres rutas importantes. La
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primera, a través del sistema mucociliar a lo largo del tracto traqueobronquial, la segunda ruta
a traves del sistema linfatico y por ultimo, la tercera, a partir de la disolucion de las NPs que
tiene como consecuencia la incorporacion de estas NPs al torrente sanguineo (Takenaka et al.,
2000). Esta altima puede ser entre otras la causa de la presencia de NPs en sangre después de
una exposicion por inhalacion de AgNPs, sugiriendo que la eliminacion de estas pueda ser
también a través de otro érgano o via de excrecion (Takenaka et al., 2001). Los érganos
secundarios donde se han encontrado depoésitos de AgNPs son principalmente el higado, y en
menor medida en rifiones, pancreas, corazon, bulbo olfatorio y cerebro (Sung et al., 2009;
Takenaka et al., 2001). Es importante la presencia de plata dentro del bulbo olfatorio y el
cerebro, ya que esto sugiere que las AgNPs ademas de distribuirse a través de la sangre,

también se pueden distribuir a través del sistema nervioso (Sung et al., 2009).

Via dérmica

Una de las funciones de la piel es proteger a los 6rganos subyacentes. El estrato de la
capa cornea de la epidermis es una fuerte barrera que permite una penetracion muy limitada
de particulas. La explotacion de las AgNPs dentro de productos textiles y apositos para
heridas permite que las AgNPs entren en contacto directo con la piel, cuya estructura y/o
funcién puede verse comprometida antes de la exposicion, como ocurre con los apositos para

heridas y quemaduras.

La penetracion transdermal de finas particulas a través de piel intacta ha sido
documentada, sin embargo existen muy pocos datos sobre las AgNPs (Tinkle et al., 2003). En
estudios con piel dafiada se han observado, tras la exposicion de AgNPs, depdsitos de plata
dentro de la piel, lo que se conoce como argiria. Las NPs pueden ser fagocitadas por los
gueratinocitos epidérmicos desencadenando una respuesta inflamatoria (Monteiro- Riviere et
al., 2005). Ademas también se ha observado un aumento de enzimas hepaticas que sugiere
que el higado ha sido dafiado como consecuencia del tratamiento con AgNPs. Este hecho
pone en evidencia la disponibilidad de las AgNPs en la via sistematica despues del contacto
dermal (Trop et al., 2006). Por tanto, es probable que la exposicion de las AgNPs en la piel
dafiada permita el acceso a las NPs y a través de los capilares dermales a la circulacion
sanguinea y asi ejercer su toxicidad en sitios distales, ya que la estructura y la funcion del
estrato corneo estd comprometida. Ademas también se reconoce que la permeabilidad de las

NPs dentro de la piel normal puede ser influida por su habilidad a acceder a capas mas
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profundas de la piel a través de foliculos pilosos o conductos de sudor, donde la funcion
barrera de la piel esta alterada y es méas débil (Hoet et al., 2004). Aunque todavia no hay nada

evidenciado.

Otras vias

La exposicion humana también puede ocurrir a través de inyecciones intravenosas de
AgNPs, como por ejemplo en la liberacion y/o direccionamiento de farmacos. Las células
endoteliales localizadas en la superficie luminal de los vasos sanguineos son esenciales para
la generacién de nuevos vasos a partir de los ya existentes 0 por una nueva angiogénesis
(Clapp et al., 2006). Rosas-Hernandez et al. (2009) estudiaron los efectos selectivos y
especificos de las AgNPs inducidos en las células endoteliales coronarias y el tono vascular
regular en los anillos de la aorta. Observaron que las AgNPs interaccionaron con las células
endoteliales de dos maneras. A bajas concentraciones, las AgNPs actuaron como factores
anti-proliferativos/ vasoconstrictores que perjudicaron la produccion de éxido nitrico (NO).
Sin embargo, a altas concentraciones, las AgNPs estimularon la proliferacion/ vasorrelajacion
mediada por NO. Este estudio indica que los niveles de exposicion de las AgNPs juegan un

papel significativo en la toxicidad y puede tener otro impacto fisicoquimico.

Las AgNPs también pueden tener acceso al sistema reproductivo a través de una
variedad de productos comerciales como dispositivos anticonceptivos y productos de higiene
femenina. Existen muy pocos estudios sobre los efectos de las AgNPs en el tracto
reproductivo. Braydich-Stolle et al. (2005) mostraron que las AgNPs causaban toxicidad en
las células madre de la linea germinal in vitro. Este hecho es importante porque las AgNPs
pueden acceder a los espermatozoides humanos y podrian causar problemas en la fertilidad.
Sin embargo, se requiere una amplia investigacion en la cinética de absorcion y distribucion

asi como la progresion de la toxicidad de las AgNPs expuestas a través de la via reproductiva.

FACTORES QUE AFECTAN A LA TOXICIDAD INTRINSECA DE LAS
NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNPs)

Investigaciones previas sugieren que existen diversas propiedades fisico-quimicas de

las AgNPs (Figura 4) que estan involucradas en su toxicidad intrinseca, como son
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principalmente el tamafio, la superficie especifica, estado de aglomeracion, la forma, la
solubilidad y la carga superficial (Carlson et al., 2008; Choi y Hu, 2008; Horie et al., 2012).

Tamanfo

El tamafio es una de las propiedades mas importantes de las NPs. Muchas
publicaciones han mostrado que la toxicidad de las AgNPs depende del tamarfio (Carlson et
al., 2008; Choi y Hu, 2008). Ademas, el tamafio de las AgNPs también influye en la
distribucidn tisular (De Jong et al., 2008), en la penetracion dermal e intestinal (Sonavane et
al., 2008) y en la captacion celular (Chithrani et al., 2006). En general, mayores efectos

toxicos han sido observados con las AgNPs mas pequefias.

/ Tamafio

{ Superficie
especifica /

(

superficial /

Figura 4. Principales factores fisico-quimicos que afectan a
la toxicidad intrinseca de las AgNPs.

Superficie especifica

El tamafio y la superficie especifica de las NPs estan en estrecha relacion, ya que
conforme disminuye el tamafio de las AgNPs la superficie especifica aumenta dejando un

mayor numero de atomos expuestos en la superficie, que estaran disponibles para las
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reacciones redox, reacciones fotoquimicas y para interacciones fisico-quimicas con las
células. Ademés, también puede fomentar la disolucion de los materiales, y por tanto dar
lugar a liberacion de iones plata (Ag"), que son potencialmente toxicos (Kittler et al., 2010;
Asharani et al., 2009). El area superficial también influye en la produccion de especies
reactivas de oxigeno (EROSs). Por ejemplo, con la misma concentracion de AgNPs, AgNPs de
un tamafio de 15 nm produjeron mayores niveles de EROs en macrofagos que AgNPs de 30y
50 nm (Carlson et al., 2008).

Estado de aglomeracion

La estabilidad de las AgNPs también influye en la toxicidad. Las NPs tienen una
tendencia natural a formar aglomerados o agregados (Oberdérster et al., 2005). Los
aglomerados son grupos de particulas unidas mediante fuerzas relativamente débiles de tipo
van der Waals, electroestaticas o de tension superficial, que pueden resdispersarse por medios
mecanicos. Mientras que los agregados son grupos de particulas fuertemente asociadas cuya
redispersion por medios mecanicos no resulta facil. Estos dos fendmenos pueden cambiar el
lugar de depdsito de las AgNPs en el organismo, ya que un agregado o aglomerado de NPs se
deposita en unas zonas u otras debido al distinto diametro hidrodinamico. Ademas, también
modifica la toxicidad, ya que al ser una estructura relativamente compacta, el area superficial

es menor y por tanto la toxicidad también sera menor (Galvez y Tanarro, 2010).

Forma

La forma también influye en la toxicidad de las AgNPs. Se ha comprobado que las
formas de triangulo truncado son mas toxicas que las formas esféricas y alargadas, ya que
contienen mas caras y por tanto son mas reactivas (Pal et al., 2007). Siendo las esféricas las

gue presentan menor toxicidad.

Solubilidad

La solubilidad en fluidos bioldgicos (diferentes pH, o presencia de sales) es otro
parametro importante. Cuando las NPs se disuelven pierden su estructura de NPs y las
propiedades toxicoldgicas especificas de estas, siguiendo entonces consideraciones

toxicoldgicas similares a las de otro contaminante con efectos sistémicos (Galvez y Tanarro,
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2010). La liberacion de Ag® a partir de las AgNPs requiere mas investigaciones, ya que
todavia es dificil de interpretar si la toxicidad observada de las AgNPs se debe a las propias
NPs o es debido a la liberacion de iones Ag®. Luoma (2008) sugiri6 que tras la ingestion de
plata (no especificamente NPs) es probable que se convierta en la forma ionica debido al bajo

pH del estomago.

Carga superficial

Existen estudios donde se han observado una correlacion directa entre la carga
superficial y la toxicidad de las AgNPs. El Badawy et al. (2011) observaron que las AgNPs
estabilizadas con citrato con cargas superficiales negativas fueron menos citotoxicas que las

AgNPs con cargas superficiales positivas estabilizadas con polietilenimina ramificada.

Como podemos observar, incluso con la misma composicion quimica, las NPs
presentan diferentes propiedades fisico-quimicas y estas diferencias son un factor importante
para la influencia celular. Por tanto, es importantisimo realizar una caracterizacion detallada
de cada una de las NPs antes de realizar cualquier otro ensayo de toxicidad, con el fin de
entender las influencias celulares exactas de cada una de ellas, ademas de comprender y
controlar la sintesis y las aplicaciones de las NPs. La caracterizacion de las NPs se puede
llevar a cabo utilizando una variedad de técnicas como por ejemplo, el microscopio
electronico de transmision (TEM) (determina el tamafio del nacleo metélico), el microscopio
de fuerza atomica (AFM) (mide el tamafio de la NP y su distribucién), el microscopio
electronico de barrido (SEM), y por Gltimo, a través de la dispersion de luz dindmica (DLS)
(determina el radio hidrodinamico, esto es, el tamafio de la NP, nucleo + corona + capa de
disolvente) (Choi et al., 2007; Yoosaf et al., 2007). La composicion de las NPs se puede
determinar utilizando la espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS) (mide el
estado de oxidacion del elemento metélico), por resonancia magnética nuclear (RMN)
(determina la corona organica de las NPs), por espectrometria de emision atdmica con fuente
de plasma de acoplamiento inductivo (ICP) y por altimo, por espectrometria de absorcion
atébmica (FAAS), (ambas determinan la concentracion de metal). Otras técnicas que también
se podrian emplear para la caracterizacion de las NPs son la espectrometria de infrarrojo (IR)
y la espectrometria de ultra violeta (UV), entre otras (Anghel et al., 2013; Liu et al., 2013).
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EFECTOS TOXICOS Y MECANISMOS DE TOXICIDAD DE LAS
NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNPs)

Como ocurre con otras NPs, la toxicidad de las AgNPs parece estar asociada con su
naturaleza oxidativa e inflamatoria (Cho et al., 2009), la cual genera genotoxicidad (Asharani
et al., 2009) y citotoxicidad (Hussain et al., 2005). La generacion de EROs vy el estrés
oxidativo parecen ser los dos mecanismos principales de toxicidad (Hsin et al., 2008). En el
organismo debe existir un equilibrio entre las EROs y los sistemas de defensa antioxidante.
Cuando dicho equilibrio se rompe a favor de las EROs se produce el denominado estrés o
dafio oxidativo (Kohen y Nyska, 2002). Las AgNPs pueden interaccionar con proteinas y
enzimas con grupos tioles de las células de mamifero. Estas proteinas y enzimas como
glutation, tiorredoxina, superoxido dismutasa (SOD) y peroxidasa de tiorredoxina, son
componentes claves para el mecanismo de defensa antioxidante de las células, que es el
responsable de neutralizar el estrés oxidativo de las EROs generado en gran medida por el
metabolismo energético mitocondrial (Ahamed y Siddiqui, 2007). Por tanto, se sugiere que
las AgNPs pueden disminuir los mecanismos de defensa antioxidante, a través de la reduccion
de glutation, inactivacion de la SOD, promoviendo la peroxidacion lipidica, etc (Carlson et
al., 2008; Piao et al., 2011). En consecuencia, la acumulacion de EROs vy el estrés oxidativo
provocan una gran cantidad de eventos fisioldgicos y celulares incluyendo el estrés,
perturbacion y destruccion de la mitocondria, apoptosis, inflamacion y dafio al ADN
(Ahamed et al., 2010). Un esquema de los mecanismos de citotoxicidad inducidos por las

nanoparticulas metalicas se muestra en la Figura 5.

La mitocondria parece ser la diana sensible de la toxicidad de las AgNPs (Hsin et al.,
2008). Las mitocondrias son centros importantes de sefializacion durante la apoptosis, y la
pérdida de la integridad mitocondrial puede ser inducida o inhibida por muchos reguladores
apoptoticos (Green y Reed, 1998). Se ha observado que las AgNPs inducen la liberacion
mitocondrial del citocromo c¢ al citosol y ademas, provocan la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial como resultado de la baja regulacion de los niveles proteicos de Bcl-
2 y un incremento de los niveles intracelulares de la proteina Bax (Piao et al., 2011). El
citocromo c liberado al citosol provoca la activacion de la caspasa 9 y la caspasa 3 activando
el proceso de apoptosis. Estos resultados sugieren que las AgNPs actlan activando la via
intrinseca de apoptosis (Hsin et al., 2008). Este proceso de apoptosis estd regulado por

muchas vias de sefializacion intracelulares, incluyendo la via de las quinasas c-Jun N-terminal
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(JNK) (Lin, 2003). La JNK es un miembro de la familia de las quinasas activadas por
mitdgenos (MAP), estas quinasas tienen una funcion proapoptotica en repuesta al estrés
celular (Shen y Liu, 2006). Otros estudios han publicado que la JINK esta implicada en varias
enfermedades asociadas con estrés oxidativo (Czaja, 2003) y que la produccion de EROs
podria ser el resultado de la activacion mantenida de JNK (Kamata et al., 2005). Asharani et
al. (2009) sugirié que la disrupcion de la cadena respiratoria mitocondrial por las AgNPs
incremento la produccion de EROs vy la interrupcion de la sintesis de ATP, lo que provoco
dafio al ADN. Ahamed et al. (2008) observaron que las AgNPs sobreexpresaron las proteinas
p53 (cuya activacion esta relacionada con el dafio al ADN), y Rad51 (responsable de la
reparacion del ADN), y fosforil6 a la H2AX (inducida normalmente por la rotura de las
cadenas de ADN), sugiriendo que las AgNPs son capaces de estimular el dafio al ADN.
Ghosh et al. (2012) confirmaron el poder genotoxico de las AgNPs a partir de ensayos in vivo
e in vitro, observando roturas en el ADN y aberraciones cromosdémicas después del

tratamiento con AgNPs.

Induccion del Dnacién de a :
siste ma antioxidante biomoléculas prpluets
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Figura 5. Mecanismos de citotoxicidad inducidos por nanoparticulas metélicas. (Horie
etal., 2012).
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Ademas del dafio al ADN, también se ha observado que la exposicion de AgNPs
induce la liberacién de una serie de marcadores proinflamatorios, principalmente el factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa), macréfagos intravasculares pulmonares (MIPs) y el factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) (Nishanth et al., 2011). Sin embargo, debido
a que las AgNPs liberan iones Ag” en estado acuoso (Kim et al., 2009), seria necesario
distinguir entre los efectos toxicos de las AgNPs y los Ag® disueltos. Los resultados de
investigaciones recientes parecen ambiguos. Algunos investigadores sugieren que la toxicidad
de las AgNPs se debe a la liberacion de Ag*, ya que segun sus estudios ambos presentan una
respuesta bioldgica similar (Miura y Shinohara, 2009). En contraste, Kim et al. (2009) y
Asharani et al. (2008) sugirieron que la toxicidad inducida por las AgNPs es independiente de

los Ag” libres.

Finalmente, es necesario tener en cuenta la internalizacion de las AgNPs por las
células, ya que la captacion de las AgNPs influye en la fisiologia y el funcionamiento normal
de las células. Se sabe que la membrana celular presenta abundantes proteinas con grupos
tioles, por lo que las interacciones entre las AgNPs y las proteinas pueden ser un papel
importante para la internalizacion de las AgNPs (Chen y Schluesener, 2008). Los procesos
responsables de captacion de las AgNPs incluyen mecanismos activos, como la endocitosis,
pero, tambien habria que estudiar si pueden existir otros mecanismos pasivos como la
difusion. Ademas, hay que tener en cuenta que las AgNPs pueden liberar Ag®, los cuales
pueden ser internalizados por los mismos mecanismos que las AgNPs o a través de los

canales idnicos de la membrana celular (Horie et al., 2012; Chen y Schluesener, 2008).

CONCLUSION

La exposicion humana a AgNPs va a aumentar considerablemente en los proximos
afios debido a la gran cantidad de aplicaciones que tienen en diversos sectores, como la
electrénica, la industria textil, alimentacion, medicina, etc... Por ello es tremendamente
necesario que los productos fabricados con AgNPs sean seguros tanto para la salud humana
como para el medio ambiente. Estudios in vivo e in vitro ponen de manifiesto que las AgNPs
producen una toxicidad especifica en una variedad de drganos, incluyendo los pulmones,
rifilones, cerebro, organos reproductores y el higado, siendo este ultimo el 6rgano principal de
acumulacién de las AgNPs. Sin embargo, se requieren aln estudios integrales para entender
mejor la toxicidad asociada con la exposicion de las AgNPs.
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