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Resumen

Las nanoparticulas tienen una gran relevancia en la actualidad debido a su gran
rango de aplicaciones, incluyendo la industria textil, eléctrica, electrdnica,
alimentaria, biomédica y farmacéutica, destacando entre sus propiedades su gran
capacidad antimicrobiana; sin embargo, su uso indiscriminado puede tener serias
repercusiones en el ambiente y en la salud de organismos marinos y terrestres,
incluyendo al ser humano, este ultimo, sobre todo a nivel gastrointestinal,
especificamente en el intestino delgado por causa de las nanoparticulas ingeridas
via oral. Este trabajo aborda el efecto que tienen las administraciones de
concentraciones crecientes acumulativas e individuales de nanoparticulas de plata
cubiertas con polivinilpirrolidona (PVP-AgNPs) en anillos aislados de intestino
delgado de rata. Se evaluo el tono de los anillos aislados de intestino delgado en
sus tres segmentos (duodeno yeyuno e ileon) para posteriormente realizar la
determinacion en la produccion de dos mediadores, la serotonina que es un agente
contractil y el 6xido nitrico que es un agente relajante; finalmente se realizaron
estudios histologicos y de bioacumulacion de plata en tejidos. Los resultados
arrojados por nuestro trabajo muestran que las PVP-AgNPs en el intestino delgado
alteran su tonicidad y ejerce dafos histologicos en su epitelio. Este trabajo aportara
informacion nueva valiosa y relevante sobre los efectos funcionales de las PVP-
AgNPs a nivel gastrointestinal. Ademas, este trabajo esta inmerso en la iniciativa
del Sistema Nacional de Evaluacion Nanotoxicoldgica (SINANOTOX) por lo que
también tiene implicaciones para el futuro desarrollo de politicas y marcos
regulatorios de los nanomateriales.

Palabras clave: nanoparticulas, serotonina, triptéfano, oxido nitrico, tonicidad



Abstract

Nanoparticles are of great relevance today due to their wide range of applications,
including the textile, electrical, electronic, food, biomedical and pharmaceutical
industries, with their high antimicrobial capacity being highlighted among their
properties; however, its indiscriminate use can have serious implications on the
environment and on the health of marine and terrestrial organisms, including
humans, the latter, especially at the gastrointestinal level, specifically in the small
intestine due to nanoparticles ingested orally. This work addresses the effect of
administrations  of individual cumulative increasing concentrations of
polyvinylpyrrolidone-coated silver nanoparticles (PVP coated-AgNPs) on isolated rat
small intestine rings. The tonicity of the isolated rings of the small intestine in its three
segments (jejunal duodenum and ileum) was evaluated to subsequently make the
determination in the production of two mediators, the serotonin, which is a contractile
agent and nitric oxide which is a relaxing agent finally conducted histological and
bioaccumulation studies of silver in tissues. The results of our work show that PVP
coated-AgNPs in the small intestine alter its tonicity and exert histological damage
to its epithelium. This work provide valuable new and relevant information on the
functional effects of gastrointestinal PVP coated-AgNPs. In addition, this work is
immersed in the initiative of the National Nanotoxicological Evaluation System
(SINANOTOX), so it also has implications for the future development of nanomaterial
policies and regulatory frameworks.

Keywords: nanoparticles, serotonin, tryptophan, nitric oxide, tonicity
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Introduccion
En el mundo actual, se viven una serie de cambios sociales, politicos, econémicos,

industriales y tecnolégicos que estan cambiando la forma en la que percibimos y
entendemos nuestro mundo; estos cambios que han surgido con el cambio de siglo y
milenio han marcado un punto de inflexion en la historia humana y uno muy significativo
sin duda ha sido el surgimiento y apogeo de la nanotecnologia.

Podemos situar como el punto de partida de la nanotecnologia en el afo 1959 con la
ponencia de Richard Feynmann en el Instituto Tecnoldgico de California (Caltech)
titulado There’s plenty of room at the botom donde por primera vez se planted la
posibilidad de manipular atomos individuales para sintetizar materiales (Feynman,
1959). Durante los siguientes afios, una nueva ciencia llamada “nanotecnologia” se
desarrollaria gracias al advenimiento de nuevos descubrimientos cientificos; en 1974,
se empleo por primera vez el término “nanotecnologia” por parte de Norio Tanigushi y
en 1986 por Kim Erick Drexler (Garcia-Gallegos, 2015) quienes la definieron como “la
tecnologia de produccion para obtener la maxima precision y dimensiones ultrafinas,
es decir, la finura de precision del orden de 1 nm” (Matteucci et al., 2018); en 1978,
Harold Kroto y col. (1985) patentaron un proceso para la sintesis de fulerenos (Kroto
et al., 1985); en 1981 Alexei Ekimov, Alexei Onushchenko vy Alexander Efros
descubrieron los puntos cuanticos (Bayda et al., 2019); en 1991, Sumio Lijima
describid el procedimiento para la sintesis de nanotubos de carbono (CNTs) (Garcia-
Gallegos, 2015) y en 2004, Xu y col. (2004) descubrieron de manera accidental los
puntos cuanticos de carbono con tamafios menores a 10 nm (Xu et al., 2004); todo
esto daria lugar a una ciencia relativamente nueva y que vendria a revolucionar
diversas areas como la industria, la tecnologia e incluso la economia.

El impacto que tienen los productos nanotecnoldgicos en la actualidad es
innegable, los datos muestran que la produccion de estos productos va al alza. La
“Nanotechnology Consumer Products Inventory (CPI) estimo6 que en 2007 existian mas
de 600 productos nanotecnoldgicos producidos por 322 compaiias en 20 paises,
mientras que para el periodo 2010-2013, cens6 1012 productos nanotecnoldgicos de

409 compaifiias en 24 paises (Lopez de la Mora, 2019). A principios de siglo, en 2004,



el mercado de productos nanotecnolégicos estaba valuado en aproximadamente $12.9
billones de dolares y para 2006 se incrementd hasta $50 billones; los indicadores
pronosticaron en ese tiempo que para 2015 el valor de las nanotecnologias en el
mercado seria de $ 1 a $ 2 trillones de doélares (Delgado, 2010), mientras que para
2014, se estimaba que los puestos de trabajo pertenecientes a las industrias de
nanotecnologias alcanzarian 10 millones de empleados a nivel mundial (Gutiérrez
Gonzalez et al., 2013). En términos de tonelaje, en 2012, un estudio de Future Markets
Inc. mostré que tan solo la produccion mundial de nanoparticulas (NPs) obtenidas por
sintesis quimica rondaba valores entre 250 000 y 300 000 toneladas, (Cervantes-
Aviles et al., 2016). Estimaciones mas recientes hechas por Inkwood Research
estimaban que el valor del mercado de los nanomateriales ascenderia a 13 billones de
dolares para 2020, mientras que Mordor Intelligence estimaba para ese mismo afio un
valor del mercado de NMs en 11.3 billones de délares (Chavez-Hernandez et al., 2024).
En América Latina, Brasil, México y Argentina se posicionan como los paises lideres
en el campo de investigacion nanotecnoldgica (Lopez de la Mora, 2019).

Fue en 2002 cuando en México la investigacion nanotecnoldgica fue
considerada un area de investigacion estratégica, lo que afos después (2008)
resultaria en la creacién de los primeros centros de investigacion nanotecnologica,
como el Centro de Investigacién en Materiales Avanzados (CIMAV) (Cervantes-Aviles
et al., 2016), o el Centro de Nanociencias y Nanotecnologia de la UNAM en 2008. En
el afno 2010 se cred el Consejo de Alto Nivel para la Cooperacion Regulatoria entre
México y Estados Unidos para establecer una regulacion para productos
nanotecnologicos, pero fue hasta 2015 cuando se crearon las Normas Mexicanas
PROY-NMX-R-80004-5-SCFI-2015 y PROY-NMX-R-12901-1-SCFI1-2015, las cuales,
hasta el dia de hoy, se consideran incompletas (Lopez de la Mora, 2019). Actualmente,
en México hay dos empresas censadas que se dedican a la produccion de
nanomateriales: Investigacion y Desarrollo de nanomateriales S.A de C.V, quienes
comercializan productos como grafeno, nanomateriales a base de carbono, 6xidos
metalicos y plata coloidal, y Nanomateriales S.A de C.V que ofrece soluciones

industriales a base de productos nanotecnoldgicos; asi como dos empresas en



incubacion con sede en Nuevo Ledn: Nano AZT y Nanomat S.Ade C.V; y la empresa
Nanobio and Tronics S.A de C.V con sede en Ledn, Guanajuato (Cervantes-Aviles et
al., 2016).

Sin embargo, la gran produccion de NMs ha generado una preocupacion de la
comunidad cientifica por los posibles impactos ambientales; su uso en diversos
productos agroindustriales, sistemas de tratamientos de aguas y la disposicion final de
residuos es un factor de importancia de la llegada de NPs a suelos y efluentes,
ocasionando problemas como la disminucién de la fertilidad de suelos (Purohit et al.,
2017) o efectos nocivos en fauna marina (Gao et al., 2016; Lacave et al., 2018; Tang
et al., 2019).

En la actualidad, con el fin de garantizar el uso responsable y seguro de los
nanomateriales, se han empezado a desarrollar lineamientos y marcos regulatorios a
nivel mundial por parte de diversas organizaciones internacionales como EPA, ISO,
OECD, entre otras., que permitan establecer los rangos de concentraciones seguras
de las NPs asi como las estrategias para evaluar su impacto ambiental, tales como los
analisis de ciclo de vida o los analisis de riesgo (Chavez-Hernandez et al., 2024).

En estos términos, el conocimiento de los beneficios y riesgos de la
nanotecnologia resulta vital para dimensionar en su justa media el impacto que los
productos nanotecnoldgicos tienen en la sociedad del siglo XXI y ver en prospectiva
cudles seran los escenarios y/o retos que estos productos podran generar y qué
estrategias se deberan seguir para el uso responsable y seguro de la nanotecnologia

y sus productos.



Antecedentes
Podemos definir nanotecnologia como el empleo de la tecnologia con una

precision atoémica en aplicaciones practicas para elaborar estructuras en la escala
nanométrica (Bayda et al., 2020; Dean et al., 2005). Estas estructuras, denominadas
nanomateriales (NMs) son definidas por la Comision Europea (CE) como “un material
natural, secundario o fabricado que contenga particulas, sueltas o formando un
agregado o aglomerado y en el que el 50% o mas de las particulas en la granulometria
numeérica presente una o mas dimensiones externas en el intervalo de tamarios
comprendido entre 1 nm y 100 nm” (Avalos et al., 2013); ademas, para que un material
pueda ser considerado como nanomaterial, debe cumplir con otras caracteristicas
como: a) tener estructuras internas o superficiales en el rango de 1-100 nm, o, b) tener
un radio de area especifica/volumen (A/V) mayor a 60 m?/cm? excluyendo materiales
con tamafio menor a 1 nm (Gonzalez et al.,, 2018), estas caracteristicas son las
responsables de que las propiedades fisicoquimicas de los materiales y su reactividad
estan en funcion del numero de atomos o moléculas que forman el material (Berlanga
Mora, 2013). Los NMs a su vez, se clasifican, de acuerdo a la Agencia de proteccién
Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) en cuatro grupos principales: basados en
carbono, basados en metales, dendrimeros y compositos (Cervantes-Aviles et al.,
2016), los cuales son empleados en una gran variedad de productos de consumo tales
como electrénicos, farmacos, cosméticos, empaques alimenticios, sistemas de
purificacién de aguas, entre otros (R. Foulkes et al., 2020; Mao et al., 2016).

El nuevo milenio trajo consigo la 42 y 52 revolucion industrial en el area de los
NMs al expandirse a distintas areas de la ciencia y la industria, propiciando la aparicion
de nuevos productos y la mejora de otros que, en la actualidad, llenan los mercados
de la tecnologia, medicina, industria alimenticia, textil y tratamiento de agua entre
otras.
El crecimiento en investigacion, comercial e industrial de las nanotecnologias ha tenido
un gran impulso en las ultimas décadas, a tal punto que en la actualidad y de acuerdo
a la base de datos Statnano, hasta el momento hay 11 155 productos registrados de

1428 tipos desarrollados por 3894 companias en 68 paises (Statnano, 2023).



Sintesis de NMs
Como ya se abordé en el apartado anterior, por definicidén, se sabe que las NPs

se pueden producir por la actividad antropogénica o de manera natural sin intervencién
humana; sin embargo, con el advenimiento de la nanotecnologia como una “nueva
revolucion industrial” es necesario conocer los procesos mediante los cuales
obtenemos los NMs que se emplean en diversas areas de la ciencia y la tecnologia en
el siglo XXI; asi como los mecanismos implicados en la formacién y crecimiento de las
NPs.

Mecanismos de nucleacién y crecimiento de NPs
La sintesis de NPs en términos generales implica la agregacion de pequenas

particulas que llegaran a alcanzar distintos tamanos y distintas formas gracias a
procesos de crecimiento.

La nucleacién se puede definir como “el proceso por el cual las semillas actuan
como plantillas para el crecimiento del cristal” (Thanh et al., 2014). Estos procesos que
ocurren a nivel molecular se explican actualmente mediante dos teorias: la teoria
clasica y la teoria no clasica:

La teoria clasica explica la formacion de una nueva fase termodinamica y que
dependiendo de la presencia de ciertas estructuras o no se puede clasificar también
en homogénea o heterogénea: sera homogénea si ocurre en un sistema homogéneo
y el nucleo se forma uniformemente durante la fase inicial (parent phase), mientras que
la nucleacién heterogénea se produce cuando cuerpos extrafios actuan como sitos
activos para el acoplamiento de las primeras unidades monoméricas (Thanh et al.,
2014; Wu et al., 2022) (Figura 1). Los mecanismos de crecimiento de la teoria clasica
se pueden explicar mediante cinco mecanismos diferentes:

a) Mecanismo de La Mer: El mecanismo de nucleacion y crecimiento consiste en
tres etapas principales; 1) un crecimiento rapido en la concentracion de
monodmeros libres en solucion; 2) reduccion significativa de la concentracion del
monomero libre en solucién por efecto de una “nucleacion explosiva” y 3) el
crecimiento se da por la difusion controlada del monémero a través de la

solucion.



b)

c)

d)

Maduracion de Ostwald: El crecimiento ocurre debido a los cambios en la
solubilidad de las NPs dependientes de su tamanio.

Mecanismo de Finke-Watzki: Mecanismo en dos pasos donde la nucleacion y
crecimiento ocurren al mismo tiempo que consiste en una nucleacion lenta y
continua y en un crecimiento superficial auto catalitico no controlado por
difusion.

Coalescencia y acoplamiento orientado: La coalescencia consiste en la
formacion de estructuras de mayor tamafio sin importar la orientacion de la red
cristalina, mientras que en el acoplamiento orientado hay una alineacién
cristalografica para que ocurra el acoplamiento, dando lugar a planos
cristalograficos continuos.

Crecimiento intraparticula: Consiste en la difusibn de un mondémero por la
superficie de un nanomaterial con el objetivo de cambiar la forma de la particula
(Thanh et al., 2014).

La teoria no clasica por su parte explica la formacion de nanoestructuras

mediante la formacién de nanoclister como estructuras de transicidn antes de

convertirse en NPs mediante diversos mecanismos; la teoria no clasica se explica

principalmente por los siguientes mecanismos:

a)

b)

Transicion de fase escalonada: Ocurre cuando existen diferencias energéticas
entre la superficie y su masa. En las etapas iniciales el nucleo tendra la energia
superficial mas baja, pero conforme crezca sera transformado en una estructura
con la menor energia libre a granel (volumétrica), es decir, una estabilizacidon
termodinamica mediante un cambio estructural.

Agregacion de nucleos: Consiste en el enlace de dos 0 mas nucleos subcriticos
(nucleos que pueden redisolverse) para formar nucleos mas estables (post-
criticos) cuando el rango de disolucion es menor que el de colision. Este
mecanismo es aplicable también a nanoparticulas estables.

Crecimiento mediante ensamble y unién: Consiste en la formacion de particulas

de mayor tamano a partir de la union y ensamble de particulas mas pequefas.



d) Acoplamiento orientado: Ocurre cuando particulas primarias que forman
nanoestructuras mas grandes estan orientadas de tal forma que comparten la
misma red cristalina.

e) Formacion de mesocristales: Los mesocristales se forman cuando las
nanoparticulas permanecen como unidades estructurales individuales sin llegar
a formar un unico dominio cristalino.

f) Nucleacién heterogénea: Consiste en la formacion de una fase secundaria en
la superficie de nanoparticulas semilla en un medio heterogéneo de reaccion
(J. Lee et al., 2016).

Imagen no mostrada
Figura 1. Mecanismos de nucleacion: A) Teoria clasica; B) Teoria no clasica (Imagen

parcialmente tomada de (J. Lee et al., 2016).

Métodos de sintesis
En general, los métodos de sintesis de nanoparticulas se clasifican en dos tipos:

los métodos top-down los cuales se caracterizan por ir de estructuras grandes y por
métodos fisicos llevarlos a la escala nanométrica y los métodos bottom-up que
consisten en crear agregados de moléculas individuales hasta formar estructuras a
escala nanométrica (1 — 100 nm) (Zanella, 2014).

Entre los métodos top-down podemos destacar la molienda que se lleva a cabo
en molinos con el fin de obtener particulas de tamano nanométrico (Zanella, 2014), la
nanolitografia que consiste en la remocion selectiva de una porcién de un material
sensible a la luz en una forma deseada (Anu Mary Ealia & Saravanakumar, 2017), la
ablacion laser consistente en hacer incidir un rayo laser sobre un metal sumergido en
una solucion liquida para producir nanoparticulas (Anu Mary Ealia & Saravanakumar,
2017), sputtering o pulverizacion catédica que consiste en la deposicion de
nanoparticulas sobre una superficie solida eyectando particulas que son colisionadas
con iones cambiando las propiedades fisico-quimicas y estructurales del solido (Anu
Mary Ealia & Saravanakumar, 2017; Zanella, 2014) o la descomposicion térmica donde

el material es calentado hasta su descomposicidn; esta descomposicién ocurre a una



temperatura especifica cuando el material es sometido a una reaccién quimica (Anu
Mary Ealia & Saravanakumar, 2017; Zanella, 2014).

Los métodos bottom-up son principalmente métodos quimicos, de ellos cuales
podemos mencionar el método sol-gel que consiste en la formacion de una suspension
coloidal mediante reacciones de hidrolisis y polimerizaciéon (Khan, 2020; Zanella,
2014); deposicion quimica de vapor que consiste en la deposicion de una capa fina
que es producto de la reaccion de precursores volatiles en presencia de un substrato,
la cual se deposita sobre la superficie de este para ser recuperada y utilizada (Anu
Mary Ealia & Saravanakumar, 2017; Rane et al., 2018); spinning que consiste en la
sintesis de nanoparticulas dentro de un disco reactor giratorio que generalmente
contiene gases inertes asi como los precursores y solventes, que al girar ocasiona la
fusion de atomos y/o moléculas para formar precipitados (Anu Mary Ealia &
Saravanakumar, 2017); pirolisis que consiste en la combustion de precursores liquidos
0 gaseosos en un horno a altas presiones (Anu Mary Ealia & Saravanakumar, 2017) y
la biosintesis que incluye la utilizacion de microorganismos, hongos o extractos
vegetales (Anu Mary Ealia & Saravanakumar, 2017).

De manera general, los métodos top-down ofrecen la ventaja de producir
grandes cantidades de NPs a comparacion de los métodos bottom-up, sin embargo,
estos métodos no permiten un control adecuado sobre el tamafo de particula y con
excepcion de la molienda, tienen la desventaja que requieren de equipos complejos,
lo cual repercute en el encarecimiento de los productos, mientras que los métodos
bottom-up en su mayoria son métodos que no requieren equipos tan complejos aunado
al hecho que permite la obtencion de particulas mas pequefias, uniforme y con una
distinta gama de formas (Khan, 2020; Leyva Gémez, 2013; Zanella, 2014).

La utilidad de estos métodos tiene fuertes implicaciones en la incorporacion de
los NMs en distintos tipos de productos en areas como la cosmética, electronica,
catalisis, medicina, alimentos, construccion y energias renovables (Anu Mary Ealia &

Saravanakumar, 2017).



Aplicaciones de los NMs
Actualmente, los NMs han sido empleados para la fabricacion de diversos

productos de uso cotidiano, no es exagerado decir que se han convertido en una
constante en productos farmacéuticos, textiles, médicos, alimenticios, entre otros, todo
esto aprovechando las distintas propiedades que ofrecen los NMs dependiendo de su
naturaleza quimica y de los cuales se mencionaran algunos.

Uno de los NMs mas utilizados son las NPs de dioxido de titanio (TiOz2) las

cuales destacan por sus aplicaciones en fotocatalisis (N. Liu et al., 2014), su uso en la
industria alimentaria como componente de los empaques a los cuales les confiere
mejores propiedades elasticas, ademas de sus propiedades antimicrobianas
(Farhoodi, 2016), en la industria textil como agente antimicrobiano, repelente de agua
y suciedad y como absorbente de humedad (N. A. Singh, 2017) y en la eliminacion de
contaminantes del agua como metales pesados (S. Singh et al., 2019).
Otro de los NMs mas ampliamente utilizados son los nanotubos de carbono (CNTs),
los cuales se han empleado en paneles solares o en sistemas de tratamientos de
aguas con la finalidad de remover principalmente metales pesados y metaloides. (Patil
et al., 2016) asi como en biosensores y reconocimiento de antigenos (Y. Liu et al.,
2013), en tintes para el cabello de larga duracion (Fytianos et al., 2020). Otras
importantes aplicaciones de los CNTs tienen que ver con el desarrollo de sensores,
supercapacitores, sistemas nanoelectromecanicos, almacenamiento de hidrogeno,
aplicaciones biomédicas (Rathinavel et al., 2021) y diagnéstico y tratamiento de cancer
(Anzar et al., 2020).

Las NPs de oOxido de zinc (ZnONPs) son un tipo de NPs que han sido
ampliamente estudiados y que en la actualidad su uso se ha extendido a diversas
areas industriales y econdémicas; es notable el uso que se les ha dado a las ZnONPs
en el area agricola como componente de fertilizantes, pesticidas y promotores de
germinacion (Ghebretatios et al., 2021; Y. Ghidan & M. Al Antary, 2020). En el area
cosmeética, se emplean en conjunto con las TiO2NPs en cremas solares debido a sus
propiedades para absorber rayos UVAy UVB (Fytianos et al., 2020); destacan también

su empleo en el area biomédica como sistemas de liberacidén de farmacos, su potencial



para ser empleados en tratamientos contra el cancer y la diabetes, en la industria
alimentaria como fuente de zinc en suplementos alimenticios, manufactura de llantas,
cementos y barnices para madera y muebles (Ghebretatios et al., 2021); de igual
manera, las ZnONPs han despertado gran interés en sistemas de tratamientos de
aguas (Puay et al., 2015; Tan et al., 2015).

Hablar de como la enorme gama de NPs estan presentes en un sinfin de
productos y procesos industriales, muchos de los cuales utilizamos dia a dia es entrar
en un campo tan amplio como complejo, lo que nos lleva a admitir que es innegable
como han revolucionado el mundo actual ofreciendo un abanico de posibilidades en

los mercados mundiales.

Nanoparticulas metalicas
Dentro de la nanociencia, una de las areas mas exploradas es la sintesis de

NPs, principalmente la sintesis de NPs a partir de metales nobles como oro, plata y
platino, las cuales, son de gran interés debido a sus propiedades fisicas, quimicas,
bioldgicas, opticas, cataliticas, magnéticas y eléctricas (Rodriguez, 2012). Estas
propiedades, inherentes a su tamafio nanométrico, son la causa por la cual se
incrementd la aplicacion de las NPs disefiadas en bienes de consumo y sistema de
tratamientos de agua (Abbott Chalew & Schwab, 2013). Un estudio de la Comision
Europea en 2012 estimd que la produccién mundial de NMs (principalmente NMs de
oxidos metalicos) ascendié a 1 500 000 toneladas, principalmente de SiO2, TiO2, ZnO,
CeO2 y Al03 (Cervantes-Aviles et al., 2016). De entre todos estos NMs, destacan un
tipo especifico cuyas propiedades han sido exploradas y explotadas de manera
significativa en la actualidad debido a la gran cantidad de propiedades que presenta,
las cuales a su vez le confieren una gran versatilidad en sus aplicaciones: las NPs de

plata.

Nanoparticulas de plata (AgNPs)
Uno de los materiales mas usados desde la antiguedad es la plata (Ag). A lo

largo de miles de afios, ha sido usada para joyeria, monedas, hasta en procedimientos
mas complejos como la fotografia o los explosivos. Sus propiedades medicinales se

conocen desde tiempos de Hipdcrates, quien utilizaba polvo de plata para el
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tratamiento de heridas y entre los siglos XVII y XVIII se utilizaba el nitrato de plata para
el tratamiento de ulceras (Monge Oroz, 2009), los griegos incluso la utilizaban en la
preparacion de alimentos y desinfeccion del agua (Avalos et al., 2013).

De entre las particulas que conforman los NMs y que se encuentran en rangos
de 1 a 100 nm, denominadas NPs, sin duda una de las mas empleadas en distintas
aplicaciones son las AgNPs; estas NPs entran en el grupo de las NPs metalicas (de
acuerdo con la clasificacion de la EPA) (Cervantes-Avilés et al., 2017). La diversa gama
de aplicaciones que tienen estas NPs se debe principalmente a sus propiedades
fisicas, quimicas, Opticas, cataliticas, magnéticas, eléctricas y biolégicas (Gonzalez et
al., 2016).

A nivel industrial, las AQNPs son consideradas uno de los NMs mas empleados
a nivel mundial. Para el afo 2016, las estimaciones mas optimistas pronosticaban que
para el aio 2025 el mercado global de las AQNPs alcanzaria las 800 toneladas anuales
(Pulit-Prociak & Banach, 2016); de entre todas sus propiedades destaca sin duda su
capacidad antimicrobiana, lo que las hace particularmente utiles en el area de la
medicina, farmacéutica y la industria alimenticia: algunos trabajos senalan su uso
extendido en equipos y aparatos médicos tales como en catéteres y endoprotesis,
canulas, valvulas cardiacas artificiales, lentes de contacto, marcapasos, etc., (Abass
Sofi et al.,, 2022), productos dentales (Fernandez et al., 2021),cremas, lociones,
implantes 6seos, vendajes y geles tdpicos (Sim et al., 2018) y en la identificacion de
patégenos (Y. Wang et al., 2010). Su actividad antiviral ha hecho de las AgNPs objeto
de estudio para el tratamiento de enfermedades como VIH-1, SARS-COV-2, hepatitis
B, norovirus y virus de la influenza (Hasan et al., 2022) asi como actividad antifungica
contra Aspergillus fumigatus, Saccharomyces cerevisiae y Candida tropicalis
(Poornasareena et al., 2023) asi como su potencial uso en el tratamiento de
enfermedades cancerigenas (Abass Sofi et al., 2022).

Los mecanismos antimicrobianos de las AgNPs incluyen la adhesién a las
membranas, alterando la estructura y permeabilidad de la membrana, la generacion

de especies reactivas de oxigeno (ROS), alteracion de la senalizacion celular y la
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disfuncién de organelos al penetrar dentro de la célula; su mecanismo antiviral se basa
en la union de las AgNPs a los nddulos de glucoproteinas (Dakal et al., 2016)

En la agricultura, las AgNPs ofrece mejoras en la conservacion de los productos
al ser empleadas en hilos para sogas en la agricultura para evitar el crecimiento de
biopeliculas (Sim et al., 2018), sin olvidar su uso potencial como agentes de mejora
del rendimiento de los cultivos mejorando la germinacion de las plantas y su
crecimiento, manejo de enfermedades de plantas y frutas, uso como pesticidas y para
control de plagas (Kale et al., 2021); se sabe que las AgQNPs promueven la germinacién
mediante mecanismo como el incremento en la absorcion de agua vy fertilizantes,
incremento de la enzima nitrato reductasa, fomenta sistemas antioxidantes vy
disminuyendo el estrés oxidativo (Almutairi & Alharbi, 2015). En la industria de los
alimentos se han utilizado en recubiertas de paquetes que contienen alimentos (Sim
et al., 2018) siendo empleadas en conjunto con algunos materiales poliméricos como
alcohol polivinilico (PVA) hidroxipropil metil celulosa (HPMC), acido polilactico (PLA),
polietileno (PE) entre otros (Istiqola & Syafiuddin, 2020); existen estudios que sefalan
la posible migracién de las AgNPs desde los empaque alimenticios a la comida como
el estudio de Mackevica y col. (2016) quienes encontraron que en contenedores
alimenticios de PE que contienen AgNPs la cantidad de AgNPs que migraron a
simuladores alimenticios (agua Mili-Q, etanol 10% y &acido acético 3%) fueron
respectivamente <0.9, <0.9 y 5.5 £ 1.7 ug/l después de 10 dias de incubacién
(Mackevica et al., 2016), demostrando que la migracién de AgNPs a los alimentos a
partir de contenedores alimenticios representa una via de ingestion de AgNPs, lo cual
podria tener repercusiones en la salud de las personas expuestas por la exposicion
cronica via oral a estas NPs.

En épocas recientes se ha prestado especial atencion a las aplicaciones de las
AgNPs en sistemas de tratamientos de aguas, incluyendo su uso para remocion de
compuestos organicos como colorantes textiles cuando estas se utilizan en conjunto
con compositos o solos (Palani et al., 2023); Singh y col. (2019) abundan mas en el
tema, sefialando que la aplicacion de las AgNPs en sistemas de tratamientos de agua

se han empleado inmovilizandolas en distintas matrices como la polietilensulfona y
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membranas de microfiltracion, demostrando una gran capacidad antimicrobiana (S.
Singh et al., 2019).

La mayoria de las AQNP comerciales estan recubiertas con varios polimeros con
fines de estabilizacién, promoviendo ademas un impacto significativo en los seres
vivos y el medio ambiente. Un ejemplo de agentes de recubrimiento utilizados es la
polivinilpirrolidona (PVP), un polimero no iénico que contiene grupos funcionales
carbonilo, (C=0), C-N y metileno (CH2) que es altamente soluble en agua (Koczkur et
al. 2015) y es utilizado principalmente por la ausencia de efectos toxicos en sistemas
bioldgicos (Lacave et al., 2017; Zhao & Wang, 2012)

Es evidente que las AgQNPs muestran una gran gama de propiedades, las cuales
son aprovechadas en la industria actual, aportando beneficios a los productores y
fabricantes, asi como a los consumidores finales; sin embargo, es necesario sefialar
que, asi como ofrecen beneficios, se sabe de igual manera que su uso podria provocar

dafios al ambiente y a la salud.

Incorporacién de las AgNPs a la cadena tréfica
El desarrollo de la nanotecnologia y la gran variedad de aplicaciones de los

productos derivados de esta, han ocasionado una transferencia ambiental de NPs a
suelos, aguay aire, lo que implica una seria amenaza a la salud humana (Karimi et al.,
2018), siendo las vias dérmica, respiratoria, oral e intravascular las principales vias de
contacto del ser humano con las NPs, y de estas, la via oral es la ruta principal de
ingestion de NPs por transferencia trofica (Karimi et al., 2018; Rajkishore et al., 2013).
La transferencia tréfica se refiere a la acumulaciéon de compuestos quimicos/toxicos,
etc. por un organismo después de consumir otro organismo que estuvo previamente
expuesto a esos compuestos (Baker, 2017). Las NPs pueden entrar al ambiente, ya
sea de forma indirecta, por residuos, aguas residuales o lodos, asi como de manera
directa por descargas de agua superficial tratada y, posteriormente, entrar al cuerpo
humano por el consumo de agua, consumo de productos carnicos (terrestres y/o
marinos) o plantas contaminadas con NPs; pero seran una serie de alteraciones
fisicoquimicas como tamafos o caracteristicas superficiales las que afectaran su

destino final en la transferencia tréfica. (Karimi et al., 2018), ingresando al cuerpo
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humano mediante la ingesta de agua, alimentos u otros productos alimenticios (Gaillet
& Rouanet, 2015).

La ingesta de AgNPs por medio de alimentos, esta facilitada por la transferencia
de AgNPs de los empaques a la comida, aunque la literatura es consistente en afirmar
que la cantidad de AgNPs encontradas en alimentos carnicos como albondigas,
pechugas de pollo y carnes de res, no sobrepasan los limites permisibles (25mg/kg)
de acuerdo a la Comision de Regulacién Europea (Commission Regulation (EU) No
10/2011 of 14 January 2011, 2011; Panea et al., 2014) y por lo tanto no se consideran
dafinos. Sin embargo, también coinciden en sefialar que la exposicion cronica a estos
productos puede ocasionar efectos nocivos a la salud humana (Karimi et al., 2018).
El ingreso de AgNPs contenidos en plasticos y textiles liberados a cuerpos de agua
como rios, llegan a cultivos y se bioacumulan en plantas, las cuales absorben las NPs
unidas al suelo mediante las raices u hojas, representando su consumo, un riesgo a la
salud (Karimi et al., 2018; Schwab et al., 2016) (Figura 2).

La transferencia tréfica de NPs se ve favorecida por el consumo de productos
marinos, ya que, las NPs se acumulan e inducen toxicidad al plancton, el cual es
consumido por especies pelagicas (Karimi et al., 2018), como Chlamydomonas
reinhardtii (Rajkishore et al., 2013) y de la cual se conoce que la transferencia tréfica
de AgNPs se da mediante su consumo por Daphnia magna (crustaceo de tamano
pequeino) y posteriormente, el consumo de esta por Danio reiro (pez cebra) (Karimi et
al., 2018) (Figura 2). El uso de estos biomodelos ayuda a ejemplificar y constatar como
se produce la transferencia trofica de las AgNPs, siendo este mecanismo extensivo a

otras especies de peces que pueden ser consumidos por los seres humanos.
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Figura 2. El ingreso de las AgQNPs al cuerpo humano puede efectuarse mediante la
transferencia trofica (1, lineas verdes) debido a la contaminacion de efluentes de agua
por desechos que contienen AQNPs o por la migracion de efluentes de agua por
desechos que contienen AgQNPs o por la migracion de las AgNPs contenidas en los

envases y empaques alimenticios.

La presencia de NPs en cuerpos de agua esta muy documentada, y su
presencia esta condicionada por factores como zona geografica, el tipo de
nanomaterial, aplicaciones y productos. Se estima que de todos los NMs producidos,
el 56% terminaran en rellenos sanitarios, 26% en el agua, 14% en suelos y 4% en el
aire (Cervantes-Aviles et al., 2016). Las AgNPs estan presentes en el 23.52% de los
nanoproductos registrados hasta 2015 y se estima que, anualmente, 63 toneladas de
AgNPs entran en cuerpos de agua anualmente (Johari et al., 2015). Algunos trabajos
de revision registran publicaciones donde reportan que en efluentes de plantas de
tratamiento en Alemania se encontraron concentraciones de hasta 1.5 mg/m?3 de
AgNPs (Cervantes-Aviles et al., 2016) y otros estudios reportan concentraciones de

hasta 0.32 ug/l en biomas acuaticos (Johari et al., 2015). El estudio de Gottschalk y
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col. (2013) encontr6 mediante un modelo basado en datos probabilisticos las
concentraciones ambientalmente relevantes previstas de AgNPs en aguas
superficiales de Europa, EUA y Suiza, donde los valores minimos y maximos fueron
respectivamente: 0.588 y 2.16 ng/l, 0.088 y 0.428 ng/l y 0.555 y 2.63 ng/l (Gottschalk
et al., 2009) por lo que es necesario el establecimiento de regulaciones para controlar
la cantidad de AgNPs presentes en cuerpos de agua asi como estudios para
determinar las concentraciones potencialmente dafinas a los organismos.

La presencia de las AgNPs (y otras NPs) no se encuentra regulada de manera
adecuada en ningun pais. EUA y la Union Europea, en un intento por buscar formas
de regularizar la presencia de NPs, se han dedicado a realizar trabajos recopilatorios.
En 2010, la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (USEPA por sus
siglas en inglés), elabord un reporte detallado sobre aplicaciones, efectos, sintesis y
propiedades de las AgNPs (Varner, 2010) y algunas acciones para regular la presencia
de NPs en cosméticos por diversas organizaciones y agencias norteamericanas.
Agencias como la FDA, USEPAY el Instituto para Estandar Alimenticio y Agricola (IFAS
por sus siglas en inglés) también han iniciado protocolos para tratar con riesgos
potenciales de las NPs y NMs. Por otro lado, la USFDA y la Agencia Europea de
Medicinas (EMA) estan ayudando a regular el uso médico de NPs en la Unién Europea
(Jeevanandam et al.,, 2018). En México, la iniciativa del Sistema Nacional de
Evaluacion Nanotoxicolégica (SINANOTOX) que abarca laboratorios de investigacion
de distintas instituciones de educacion superior, surge a partir de las Redes tematicas
del CONAHCyT (Consejo Nacional de Humanidades, Ciencia y Tecnologia),
anteriormente CONACyT (Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia) apoyada por la
Convocatoria de Proyectos de Desarrollo Cientifico para atender problemas
Nacionales (PN 2017-4710); tiene como objetivo principal construir una plataforma de
referencia nacional para evaluar la inocuidad en la salud y el ambiente de los NMs
(Sistema Nacional de Evaluacion Nanotoxicoldgica “ SINANOTOX ”. Red Tematica de
Nanociencias y Nanotecnologia CONACyT, 2018)

Los efectos nocivos por la exposicion a las particulas de plata (y de los NMs en

general) dependeran ampliamente de su via de contacto, superficie especifica, estado
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de aglomeracion, forma, solubilidad, carga superficial. tamafio, tiempo de exposicion y
objetivos bioldgicos (Avalos et al., 2013; Gonzalez et al., 2016). En general, muchos
son los problemas asociados a la ingesta de AgNPs, entre los que destacan la
acumulacion de estas en érganos como rifidon, higado, bazo, cerebro, pulmones
(Espinosa-Cristobal et al., 2013), cavidad nasal (Avalos et al., 2013), médula dsea,
vejiga, dientes, musculos, ojos, préstata, lengua, glandulas salivales, tiroides,
paratiroides, corazén, pancreas e intestino delgado (duodeno) (Gaillet & Rouanet,
2015). La inhalacion de particulas ultrafinas (menores a 0.1 ym) de AgNPs esta
relacionada con efectos pulmonares y cardiacos severos, disminucion de la
oxigenacion capilar y procesos inflamatorios como enfisema; mientras que la ingestion
de NPs por via oral esta asociada a dafo renal y hepatico, granulos en la conjuntiva y
cérnea y argiriosis ocular, renal, hepatica, pulmonar y testicular. Ademas, se ha
descrito que el contacto de las AgNPs via dérmica se asocia a alteraciones somaticas

de los testiculos (Coutifio et al., 2017).

Efectos nocivos de las AgNPs
Como se ha mencionado previamente, las AQNPs cumplen diversas funciones

en distintos campos de la industria y la investigacién; sin embargo, conforme se ha
continuado investigando sus propiedades, ha salido también a la luz nueva informacién
que sefnala los posibles efectos adversos de las NPs incluyendo, especialmente las
AgNPs. Esto resulta relevante ya que, en la actualidad, la informacién disponible no
establece a priori concentraciones minimas que se puedan considerar seguras o, en
su defecto, nocivas; esto también tiene importantes implicaciones regulatorias en
términos de la falta de un sistema de lineamientos estandarizados que permitan el uso
responsable y seguro de las AgNPs y de otros NMs.

Las AgNPs pueden entrar en contacto con el ser humano por diversas vias, oral,
respiratoria, epidérmica y, mas recientemente, se ha demostrado que otra posible via
sea a través del tracto genital femenino debido a la presencia de AgQNPs en productos
de higiene femenina (Avalos et al., 2013); un ejemplo de los efectos de las AgNPs que
entran en el organismo via epidérmica es un estudio de caso de Trop y col. (2006)

quienes reportaron el caso de un paciente con 30% de cuerpo quemado fue tratado
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con vendajes revestidos de AgNPs, el cual, present6 sintomas parecidos a la argiria
en un caso de intoxicacion aguda, donde los niveles plasmaticos de plata llegaron
hasta 107 mg/kg y en orina hasta 28 mg/kg (Trop et al., 2006) . Existen en la actualidad,
estudios orientados a estudiar, evaluar y dilucidar los efectos toxicologicos,
genotoxicos, cancerigenos, entre otros de las NPs. La mayoria de los estudios
toxicoldgicos se han enfocado en el sistema respiratorio, seguido de estudios de
toxicidad epidérmica y en menor medida en el sistema gastrointestinal.

Uno de los principales problemas con las AgNPs radica en el hecho de que al
ser desechadas, estas NPs pueden llegar a suelos o cuerpos de agua mediante
sistemas de tratamientos de agua, lo que provocaria cambios en la integridad del
ecosistema. En un estudio realizado por Ma y col. (2014) demostré que la presencia
de plata en sistemas de tratamientos de agua municipales en forma de nanoparticula
0 en bulto se podian transformar en sulfuro de plata (Agz2S), a su vez, observaron que
el Ag2S persistia en los lodos (Ma et al., 2014). De acuerdo a algunos reportes, esto
puede implicar que las AgNPs con recubierta de polivinilpirrolidona (PVP) puedan
interaccionar con el Ag2S formando agregados fuertemente unidos mediante puentes
de sulfuro (Batley et al., 2013).

Schlich y col. (2013) encontraron que a concentraciones ambientalmente
relevantes de AgNPs (0.56,1.67, 5.0 y 15.0 mg/kg) la persistencia de las AgNPs en
lodos provenientes de plantas de tratamiento era mayor al 90% (Schlich et al., 2013).
Por otro lado, Pham (2019) estudié el efecto de concentraciones de AgNPs en dos
géneros de microalgas, Thalassiosira sp. y Scenedesmus sp. encontrando que a
concentraciones de 200 ug/l de AgNPs de 6 nm se inhibia el crecimiento de
Scenedesmus sp. en un 100% mientras que en Thalassiosira sp. la inhibicién llegaba
cerca del 100%, ademas, la presencia de estas AgNPs también tenian implicacién en
la modificacion del diametro celular y la reduccion del contenido de clorofila-a para
ambos géneros de microalgas y la reduccion de la produccion de lipidos totales en
Scenedesmus sp. a esa misma concentracion (Pham, 2019).

Estas alteraciones en la composicion quimica y microbiana en los ecosistemas

acuaticos repercuten directamente en otras especies acuaticas y terrestres debido
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principalmente a la transferencia trofica, la cual se pude definir como la acumulacién
de compuestos quimicos/toxicos, entre otros, por un organismo después de consumir
otro organismo que estuvo previamente expuesto a esos compuestos (Baker, 2017).
Las NPs pueden entrar indirectamente al ambiente mediante residuos, aguas
residuales o lodos, o directamente por descargas de agua superficial tratada y de ahi,
entrar al cuerpo humano por el consumo de agua, consumo de productos carnicos
(terrestres y/o marinos) o plantas cargadas con NPs (Karimi et al., 2018). Los efectos
de las AgNPs que entran en los organismos terrestres y acuaticos han sido
ampliamente estudiados en diversos modelos bioldgicos tales como cultivos celulares
y modelos animales.

En 2009, Rosas y col. utilizaron células endoteliales aisladas de aorta de rata,
encontrando que las AgNPs con tamarios entre 10—90 nm a concentraciones entre 1
a 10 pg/ml ocasionaban una disminucion en la proliferacién de células (Rosas-
Hernandez et al., 2009). Park y col. (2010) encontraron que a concentraciones de 0.2,
0.4, 0.8 y 1.6 ppm de AgNPs con un tamafio de particula promedio de 68.9 nm
ocasionaban un aumento en la produccion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
conforme aumenta la concentracién de las AgNPs después de 24 horas en lineas
celulares de macréfagos peritoneales de rata RAW264.7 (Park et al., 2010). Giovanni
y col. (2015) encontraron que a concentraciones de 100 mg/l y 1 g/l de AgNPs con
tamano de particula entre 25 y 30 nm ocasionaban una disminucién significativa en la
viabilidad celular con valores de 81% y 84% respectivamente en una linea celular
humana de epitelio bucal TR146 después de 24 horas de exposicion, mientras que en
la linea celular humana NCM460 de células epiteliales de mucosa de colon, la
viabilidad celular disminuia a un 83% a concentraciones de 1 g/l después de 24 horas
(Giovanni et al., 2015).

A nivel gastrointestinal, se ha reportado que las AgNPs ocasionan ulceras
intestinales, argiria y dafios en higado y rifion, también se considera que el paso al
torrente sanguineo es favorecido probablemente por el pH del estbmago. De igual
manera, se ha reportado que dependiendo de su concentracién, pueden actuar como

factores anti proliferativos/vasoconstrictores a bajas concentraciones o estimular la
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proliferacion/vasoconstriccion a altas concentraciones (Coutifio et al., 2017). La
translocacion de las NPs via barrera intestinal, involucra varios procesos como la
difusion a través de la capa mucosa, contacto con enterocitos, células M, etc., siendo
el mecanismo mas comun de asimilacion en las células epiteliales intestinales la
endocitosis (Bergin & Witzmann, 2013), aunque también se sabe que el tejido linfoide
del intestino puede captar las AgNPs intestinales (Avalos et al., 2013). Pindakova et al,
2017, referencia el trabajo de Walckzack et al, 2012, quienes trabajaron utilizando
modelos de digestion humana y encontraron que las AgNPs pueden formar agregados
en el sistema digestivo y después volver a dispersarse (Pindakova et al., 2017).

Un estudio de Loeschner et al, 2011, resalté que a concentraciones de 450
pg/ml de AgNPs (14 nm) via oral por 28 dias en ratas, el mayor nivel de concentracion
de AgNPs se presentaba en el intestino delgado, estomago, rifidn e higado (Loeschner
et al., 2011) . Espinosa et al, 2013 observaron que a concentracion de 535 pg/ml, la
concentracion de AgNPs de 36 nm en intestino delgado de rata era mayor que la
concentracion de las AgNPs de 14 nm, no encontrando alteraciones histopatoldgicas,
pero las concentraciones de Ag en intestino delgado fueron mayores que en rifiones,
higado y cerebro, sugiriendo que debido al proceso de absorcién de nutrientes
realizado en el intestino delgado se pudiera favorecer la acumulacion de plata en este
organo y a largo plazo pudiera tener efectos deletéreos (Espinosa-Cristobal et al.,
2013).

Otros enfoques en la investigacidon de los posibles dafios provocados por las
AgNPs han sido los biomodelos animales, los cuales se enfocan en el dafio tisular y
procesos de bioacumulacion e internalizacion asociados a la exposicion a las AgNPs;
estos modelos resultan de gran utilidad ya que ofrecen un panorama mas amplio de
los efectos nocivos de las AgNPs en el organismo y sin duda, uno de los organismos
mas empleados en el estudio de la toxicidad de las AgNPs ha sido el pez cebra (Danio
rerio); Yazdanparast y col. (2016) expusieron peces cebras jévenes a concentraciones
de 2, 4, 6 y 8 mg/kg que posteriormente se mezclaron con alimento para peces,
encontrando que a concentracion de 6 mg/kg de AgNPs durante 56 dias se producia

una mayor deposicion de plata en higado y branquias, produciendo ademas
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alteraciones histopatolégicas como inflamacion de la membrana de las lamelas
secundarias e hiperplasia filamentosa en las branquias, congestion de vasos
sanguineos asi vacuolizacion y degeneracion de hepatocitos (Yazdanparast et al.,
2016). Lacave y col. (2017) realizaron un estudio donde expusieron camarones a
distintas concentraciones de AgNPs 100 ng Ag L'y 100 ugAg L") durante 24 horas,
para posteriormente servir como alimento para peces cebra durante 21 dias, la
investigacién concluyo que cuando los peces cebra eran alimentados con camarones
expuestos a altas dosis de PVP/PEI-AgNPs de 5 nm, la plata tendia a acumularse en
mayor cantidad en intestino e higado que en aquellos peces que eran alimentados con
camarones expuestos a dosis bajas de AgNPs después de 21 dias (Lacave et al.,
2017); otro estudio del mismo autor en 2018, estudid el efecto de bioacumulacion y
dafio tisular en peces cebra expuestos a concentraciones de 10 ug/l de AgNPs de 20
nm recubiertas con maltosa durante 21 dias, encontrando que al término de los 21
dias, la plata se acumulaba principalmente en el epitelio intestinal y en células
hepaticas (Lacave et al., 2018). Osborne y col. (2015) descubrieron que cuando se
exponian peces cebra a una concentracion de 1 ppm de AgNPs recubiertas con citrato
con tamafos de 20 y 100 nm durante 4 dias, las AgNPs se depositaban principalmente
en branquias e intestino y de los cuales, mediante una tincion argéntica detectaron que
en las branquias, la plata se deposita principalmente en los filamentos secundarios,
mientras que en intestino la plata tiende a acumularse en la membrana basolateral;
este mismo estudio realizd pruebas histolégicas para determinar el dafio tisular
ocasionado por estas AgNPs, encontrando evidencia de perdida de filamentos
primarios y secundarios en branquias asi como hiperplasia e inflamacién cuando se
exponian a AgNPs de 20 nm mientras que al exponerse a AgNPs de 110 nm el dafo
ocasionado era menor, encontrando evidencia de inflamacion de filamentos
secundarios en branquias. En el intestino, las AgNPs de 20 nm ocasionaron
disminucion en el numero de vellosidades, aumento de células caliciformes y dano
parcial en la lamina propria, mientras que las AgNPs de 110 nm fueron responsables

de vacuolizacion y un dafio parcial de la lamina propia (Osborne et al., 2015). Estos
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estudios demostraron que las AgQNPs son agentes causales de dafo a la integridad
intestinal en pez cebra.

Ademas del pez cebra, otros modelos animales como el pez perca (Perca
flavescens) (J. D. Martin et al., 2018), trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Bruneau
et al., 2016), carpa (Cyprinus carpio) (Xiang et al., 2020) o modelos terrestres como
ratones (Y.-H. Lee et al., 2014; Tabatabaei et al., 2015), ratas (T. Garcia et al., 2016;
Gonzalez et al.,, 2011), nematodos (Ahn et al., 2014), nereis (Nereis diversicolor)
(Garcia-Alonso et al., 2011), entre otros han sido empleados para el estudio
toxicologico de las AgNPs. Una de las cualidades de estos enfoques radica en que se
puede obtener un abanico mas amplio de informacion debido a que estructuralmente
son mas complejos que los modelos celulares, ademas, esta complejidad permite
establecer relaciones entre los procesos que se llevan a cabo dentro de un sistema 'y
no solo en una parte de él, logrando dilucidar mecanismos de accién globales del

sistema organico estudiado.

Bases fisiolégicas del intestino delgado
Nuestro organismo obtiene los nutrientes necesarios para su optimo

funcionamiento mediante la ingesta de alimentos de origen animal o vegetal
proporcionando la cantidad adecuada de carbohidratos, proteinas, lipidos, vitaminas y
minerales que serviran como el “combustible” que haga funcionar nuestro cuerpo
mediante procesos de ingestion, secrecion, mezcla y propulsién (motilidad), digestion,
absorcion y defecacion (Tortora & Derrickson, 2011) lo cual es posible gracias al
sistema digestivo.

El sistema digestivo inicia en la cavidad bucal y termina en la cavidad anal; este
sistema se puede dividir a su vez en dos partes, el tracto digestivo y los 6rganos
digestivos secundarios, donde la boca, faringe, eséfago, estomago, intestino grueso,
intestino delgado e intestino grueso, mientras que los 6rganos secundarios son los
dientes, glandulas salivales, pancreas, higado y vesicula biliar (Marieb, 2008), siendo
principalmente el intestino delgado, el sitio donde se efectua la mayor parte de la

absorcion de nutrientes (Martini et al., 2009).
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Imagen no mostrada
Figura 3. Segmentos anatéomicos del intestino delgado: Duodeno (azul), Yeyuno
(morado), lleon (rosa) (imagen tomada del libro Anatomia Humana 62 edicién (Martini
et al., 2009)).

El intestino delgado es un tubo que puede medir entre 5 a 8.3 m de largo y 4
centimetros de diametro en el cual se realiza cerca del 90% de la absorcion de
nutrientes (Martini et al., 2009).Estructuralmente, la pared del intestino delgado se
compone principalmente de 4 capas principales: mucosa, submucosa, muscular y
serosa (Tortora & Derrickson, 2011), siendo la capa mucosa la que reviste el interior
del intestino delgado que posee proyecciones digitiforme denominadas
microvellosidades, las cuales incrementan la superficie de absorcion del intestino
delgado, alcanzando 200 m?, (Martini et al., 2009) mejorando su capacidad de
absorcion de nutrientes. Anatdmicamente se divide en tres segmentos, duodeno, que
inicia en la unidn pildrica con el estbmago y mide 25 cm, el yeyuno que puede alcanzar
los 2.5 metros de largo y el ileon, que es la regidbn mas grande, llegando a medir hasta
3.5 metros (Martini et al., 2009) (Figura 3).

En general, el intestino delgado consta de cuatro capas principales: mucosa,
submucosa, muscular propia y serosa (Berne & Levy, 2009) (Figura 4): la capa mucosa
se compone del epitelio, donde se encuentran diversos tipos celulares como los
enterocitos, células caliciformes, células de Paneth, células enteroendocrinas y células
M, a su vez, en la superficie epitelial existen estructuras que ayudan a ampliar la
superficie de absorcion del intestino, como los pliegues circulares o valvulas de
Kerckring, las vellosidades y las microvellosidades (Berne & Levy, 2009; Ross &
Pawlina, 2016); la lamina propria que es rica en colageno y fibras de elastina,
glandulas, vasos linfaticos y nédulos, capilares y terminaciones nerviosas y la muscular
de la mucosa formada por una capa de musculo liso longitudinal y otra de musculo liso
circular (Berne & Levy, 2009; Leeson et al., 1990). Posteriormente, viene una capa que
se extiende entre la mucosa y la muscular externa denominada submucosa que

contiene tejido conjuntivo denso y acumulaciones de adipocitos y fibras elasticas que
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permite la movilidad de la mucosa (Leeson et al., 1990; Ross & Pawlina, 2016). Es en
esta capa donde se encuentra una red de células nerviosas posganglionares
denominadas plexo submucoso o de Meissner (Berne & Levy, 2009; Leeson et al.,
1990).

La siguiente capa, denominada muscular externa o tunica muscular, esta
compuesta por una capa interna de células musculares lisas longitudinales y
circulares, y entre ambas capas musculares se encuentra un plexo vascular y nervioso
denominado plexo mientérico o de Auerbach (Leeson et al., 1990; Ross & Pawlina,
2016), la ultima capa se compone de tejido conectivo areolar denso y elastico que
cuando se mezcla con el tejido conectivo se denomina adventicia, mientras que

cuando se cubre por peritoneo se denomina serosa (Leeson et al., 1990).

Peristalsis
Como ya se menciond, es en el intestino delgado donde se realiza la mayor

parte del proceso de absorcién de nutrientes, pero para ello es necesario que el
alimento transite a lo largo del intestino mediante un proceso coordinado de
contraccién y relajacion denominado peristalsis (Berne & Levy, 2009), este mecanismo
se ve favorecido debido a que la estructura del intestino delgado en su cuatro capas
principales permite el desarrollo de procesos fisioldgicos y mecanicos que conllevan al
transito del alimento a lo largo del tubo.

Una vez que el alimento ingerido se ha transformado en bolo alimenticio, este
pasa al estbmago y por accion de los jugos gastricos lo transforma en una sustancia
pastosa denominada quimo, la cual pasara al intestino delgado generando una
distension del tubo digestivo, estimulando el sistema nervioso entérico para que inicie
el reflejo contractil que formara un anillo de contraccién, iniciando el reflejo peristaltico
empujando el contenido intestinal en direccion anal, distendiendo la zona distal del
intestino posterior al contenido alimenticio (Hall & Guyton, 2016; Ross & Pawlina,
2016).

Imagen no mostrada
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Figura 4. Capas del intestino delgado (imagen obtenida del libro Anatomia y fisiologia
humana 92 edicion (Marieb, 2008)).

Este reflejo peristaltico tiene su origen en los plexos mientérico y submucoso;
mientras el plexo mientérico tiene como papel principal la regulacion de la actividad
motora, el plexo submucoso se encarga de la regulacion de la funcion secretora
(Gallego et al., 2016), estos plexos que forman parte del sistema nervioso entérico
(SNE) se encargan de regular la motilidad intestinal.

El sistema nervioso entérico (SNE) como tal, se conforma de distintos tipos de
neuronas: las células aferentes intrinsecas primarias (NAIP) que reaccionan a
estimulos mecanicos y quimicos; las neuronas motoras o motoneuronas que pueden
ser inhibitoria (reaccionan a neurotransmisores como oOxido nitrico [NO], péptido
intestinal vasoactivo [PIV], ATP, etc.) o excitatorias (reaccionan a neurotransmisores
como acetilcolina [ACh] y taquicininas); las interneuronas que integran la informacién
de las NAIP y la envian a las motoneuronas, se clasifican en ascendentes (direccion
anal-oral) y descendentes (oral-anal); y por ultimo, las neuronas viscerofugas
(intestinofugas), las cuales tienen proyecciones en la pared intestinal haciendo

sinapsis con los ganglios mesentérico superior, inferior y con el ganglio celiaco
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formando un circuito con neuronas noradrenérgicas simpaticas controlando la
motilidad y secrecidn intestinal cuando detectan cambios en el volumen intestinal
(Gallego et al., 2016; Hibberd et al., 2012; Romero-Truijillo et al., 2012). EI movimiento
peristaltico es producto de la estimulacién inicial de las NAIPs que transmiten la
informacion a las interneuronas, las interneuronas ascendentes induciran la
contraccion mediante la ACh o la substancia P, mientras que las interneuronas
descendentes inhiben la contraccién mediante opiaceos enddégenos como el péptido
intestinal vasoactivo (PI1V) o el NO; las interneuronas a su vez envian la informacion a
las motoneuronas, produciendo contraccion en el musculo liso al activar las
motoneuronas excitatorias y relajacion del musculo liso cuando se activan las
neuronas inhibitorias, siendo responsables de regular la ritmicidad unas estructuras
denominadas células intersticiales de Cajal (Dijkstra et al., 2004; Romero-Trujillo et al.,
2012).

Es posible concluir que el reflejo peristaltico no solo es un movimiento mecanico
aleatorio, sino que en él estan implicados mecanismos bioquimicos y fisiolégicos que
se encargan de mantener el 6ptimo desempefio de este reflejo; parte de estos
mecanismos bioquimicos tiene que ver con la secrecion de mediadores implicados en
la neurotransmision, dos de ellos de suma importancia debido a los efectos contractiles
y relajantes que producen, refiriéndonos respectivamente a la serotonina o también
conocida como 5-hidroxitriptamina (5-HT) y el NO.

La 5-HT es una molécula de sefializacién que inicia reflejos peristalticos y
secretorios, asi como la modulacion de la absorcion intestinal de nutrientes (Alcalde
Herrero, 2011); su liberacion es uno de los pasos criticos en la transduccion de
informacion sensorial desde el lumen intestinal hasta las neuronas internas y externas
que inervan el intestino delgado (Bertrand, 2006) mediante estimulos mecanicos o
quimicos que en su mayoria no interactuan directamente con los nervios aferentes,
pero si activan células especializadas en el epitelio, para el caso de la 5-HT, activa las
células enterocromafines (CE), un tipo de células enteroenddcrinas (EE) que se

encargan de producir y almacenar 5-HT (Bertrand & Bertrand, 2010).
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La 5-HT se sintetiza a partir de su precursor, el triptéfano (Trp) principalmente
en las CE por accién de su enzima limitante, la Trp hidroxilasa 1 (TPH-1) que
transforma el Trp en 5-hidroxitriptofano (5-HTP) para finalmente y por accion de la 5-
L-aminoacido descarboxilasa (5-AADC) convierte la 5-HTP a 5-HT (Bertrand &
Bertrand, 2010). Un incremento en la presion intraluminal causa que las CE secreten
5-HT lo que iniciaria el reflejo peristaltico, ademas de que las neuronas
serotoninérgicas sintetizaran 5-HT dentro del SNE para regular la actividad intestinal
(Swami & Weber, 2018). La 5-HT se libera por procesos externos dependientes de
calcio que pueden ser promovidos por agonistas en los receptores (3-adrenérgicos, asi
como agonistas en receptores muscarinicos, nicotinicos y 5-HT3; ademas, la activacion
de los receptores muscarinicos induce la liberacion de 5-HT en ausencia de iones de
calcio extracelular (Bertrand, 2006). Las acciones de 5-HT culminan por la absorcién
a través del transportador de recaptacion de 5-HT (SERT, un transportador
dependiente de Na*/Cl) en células epiteliales, y una vez dentro de las células
epiteliales, se degrada a acido 5-hidroxiindolacético o puede ser liberado en la lamina
propia y entrar a circulacién portal encontrandose como 5-HT libre o dentro de
plaquetas (Figura 5) (Bertrand & Bertrand, 2010; Scotton et al., 2019) (Bertrand &
Bertrand, 2010).
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Figura 5. Sintesis y liberacion de la 5-HT.

Como ya se menciono, el Trp es el precursor de la 5-HT, el cual es un
aminoacido esencial que quimicamente se define como un acido indolpropidnico
aromatico descubierto en 1901 por Hopkins y Cole (Sainio et al., 1996), y cuyo nombre
de acuerdo a la [IUPAC (Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada, por sus siglas
en inglés) es acido 2-amino-3-(1H-indol-3-il) propanoico (Vilaplana, 2016). La
importancia del Trp radica en que su metabolismo da lugar a compuestos
biolégicamente importantes en el organismo tales como la 5-HT (mencionada
previamente), la melatonina, las quinureninas y compuestos del indol (metabolismo
microbiano) que estan implicados en diversos procesos fisiolégicos normales como la
digestion, control de ciclos circadianos, reparacion de ADN, control de ciclos
circadianos, entre otros (Badawy, 2017; Brzezinski, 1997; Haq et al., 2021; Hasler,
2009)., asi también pueden estar presentes en procesos patolégicos a nivel

gastrointestinal (Figura 6).
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Figura 6. Vias del triptéfano. El Trp se puede metabolizar mediante 3 vias: la via de
las quinureninas (lineas negras), la cual se lleva a cabo en cerebro, intestino e higado
y utiliza entre el 90 y 95% del Trp consumido; la ruta de la serotonina-melatonina, esta
ruta utiliza del 1 al 2% del Trp consumido y se lleva a cabo principalmente en intestino
delgado y cerebro (lineas azules) y la via del indol o metabolismo microbiano, esta via
consume del 4 al 6% del Trp consumido y se lleva a cabo por las bacterias que
componen la flora intestinal (lineas cafés) (Badawy, 2020; Bubenik, 2002; Haq et al.,
2021; Oladimeji & Chen, 2018).
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Otro mediador importante del tracto gastrointestinal es el NO, un radical libre
que actua como una molécula de sefalizacion que es generada por enzimas de la
familia P450 denominadas NOS (éxido nitrico sintasas) (Shah et al., 2004) que se
sintetiza a partir de la L-arginina por una NO sintasa constitutiva en las células
endoteliales y juega un papel importante en la regulacion del flujo sanguineo
gastrointestinal (Calignano et al., 1992) y que esta relacionado con otros procesos
importantes como un inhibidor no adrenérgico no colinérgico (NANC) relajante de
células musculares lisas, promueve el acomodo y vaciamiento gastrico, también juega
un papel importante en la perfusion y regulacion promoviendo la vasodilatacion,
mientras que la isoforma iINOS esta implicada en los procesos inflamatorios y
carcinogénicos del sistema gastrointestinal (Shah et al., 2004).

Las NOS se pueden clasificar principalmente en dos tipos, las constitutivas, a
las cuales pertenecen las endoteliales (eNOs o tipo Ill) y la neuronal (nNOS o tipo ),
las cuales son reguladas por calcio intracelular mediante activacién de la calmodulina,
(Dijkstra et al., 2004). mientras que la inducible (iNOS o tipo I) es inducida por citocinas
o lipopolisacaridos y se expresa principalmente en macréfagos (Habib & Ali, 2011).
Para la sintesis de NO, se requiere de la presencia de L-arginina, NADPH y Oz, asi
como de la participacion de los cofactores FAD, FMN, calmodulina, hemo y
tetrahidrobiopterina (Garcia-Gonzalez & Pefa, 1998). La relevancia de la isoforma que
sintetiza al NO radica en que esta determinara la actividad o funcion que desarrollara
en el organismo; estas funciones se muestran en la Tabla 1.

El inicio de la sintesis de NO por efecto de la activacion de su sintasa dependera
de mecanismos de activacion de receptores o de estimulacion; la sintesis de NO
endotelial se inicia debido a estimulos como el flujo pulsatil o la activacion de
receptores (bradiquinina, ACh) lo cual tiene como resultado un incremento en las
concentraciones intracelulares de calcio (Ca?*) y la activacion de la eNOs (Garcia-
Gonzalez & Pefia, 1998; X. Garcia & Stein, 2006; Sanchez Hernandez, 2003). Una vez
sintetizado, el NO se difunde por todas las células del musculo para posteriormente
unirse a la enzima guanilato ciclasa en su grupo hemo, dando lugar a la conversién

del trifosfato de guanosina (GTP) a monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) el cual
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activa la proteina quinasa G (PKG) produciendo el efecto de relajacién (X. Garcia &
Stein, 2006; Mata et al., 2010; Shah et al., 2004).

Isoforma NOS Funcion del NO

eNOS Mediador en transmision de estimulos. Regulaciéon de flujo

sanguineo. Inhibiciéon de proliferacion celular. Relajacion de
musculatura lisa. Vasodilatacién. Inhibicibn de agregacion

plaquetaria.

nNOS Neurotransmision NANC. Relajacién de la musculatura lisa en el
tracto GIl. Control del peristaltismo intestinal, actividad de
esfinteres y digestion. Mediador de mecanismos de accion de

drogas y hormonas.

iINOS Procesos inflamatorios. Citotoxicidad. Mediador de la respuesta

inmune.

En el caso de la sintesis de NO neuronal, esta esta dada principalmente por la
activacion de receptores NMDA en las neuronas postsinapticas al unirse al glutamato
liberado desde las neuronas presinapticas, esta union permite la entrada de los iones
calcio y su union a calmodulina, lo que iniciara la sintesis de NO en las neuronas
postsinapticas por activacion de la nNOS (Snyder & Bredt, 1992), aunque también se
sabe que NnNOS puede ser activada por la apertura de canales de Ca2+ activados por
voltaje a raiz de la despolarizacién de la membrana (Habib & Ali, 2011) ; a nivel
gastrointestinal, a este mecanismo se le conoce como inhibicion NANC (Shah et al.,
2004).

La sintesis de NO neuronal a nivel intestinal ocurre principalmente en el plexo
mientérico, que es el lugar donde se encuentran el 50% de los nervios que contienen
NNOS (Dijkstra et al., 2004) y sigue el mismo mecanismo de la sintesis de NO
endotelial, la cual parte de la conversion de la L-arginina a L-citrulina y NO, esta Ultima,
una vez sintetizada se difundira a través de la membrana de la neurona postsinaptica

y llegara a la neurona presinaptica, promoviendo la conversién de la GTP a GMPc y la
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posterior activacion de la PKG para promover los efectos de relajacion (Habib & Al,
2011; Shah et al., 2004; Snyder & Bredt, 1992). sintasa inducible de NO, a diferencia
de las sintasas constitutivas (eNOS y nNOS) no es dependiente de calcio ya que se
encuentra unida a calmodulina y para ser activada no requiere del incremento de las
concentraciones de Ca?* intracelular, sino que es activada por la accién de citocinas
como la IL-1, IL-2, TNF-a e IFN-y (Garcia-Gonzalez & Pefia, 1998); la sintesis de NO
a partir de este punto seguira el mismo mecanismo que se sigue por la activacion de
las sintasas de NO constitutivas (Anggard, 1994; Vanini et al., 2015), sin embargo, sus
efectos difieren de las sintasas constitutivas, ya que el NO sintetizado mediante INOS
tiene funciones principalmente citotoxicas, actuando mediante la inhibicién de enzimas
necesarias para procesos como el ciclo de Krebs, la cadena de transporte electrones,
la sintesis de ADN asi como mediante la unién a especies reactivas como el radical
superoéxido (O%) (M. Martin et al., 2001) Los mecanismos de sintesis y acciéon del NO

de acuerdo a su isoforma se muestran en la Figura 7.
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Figura 7. Mecanismos de sintesis y accion del NO. A) La célula endotelial recibe
estimulos externos (ACh: Acetil colina; BQ; bradiquina) lo que incrementa la
concentracion de calcio intracelular, activando eNOS para sintetizar NO el cual se
difundira en la células musculares lisas cercana promoviendo larelajacién muscular;
B) nNOS se activa por el incremento de calcio intracelular debido a la union del
glutamato a su receptor NMDA o la apertura de canales de calcio activados por voltaje
tras la despolarizacion de la membrana, el NO producido difundira por la membrana
de la neurona postsinaptica y regresara a la neurona presinaptica donde ejercera su
funcion; C) La presencia de citosinas, lipopolisacaridos, TNF-a e IFN-y activan el factor
nuclear de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) y a su vez,
este activa INOS para la posterior sintesis de NO; D) Sintesis y mecanismo de accion
de NO a partir de las isoformas consititutivas (eNOS y nNOS); E) Sintesis y
mecanismos de accion de NO a partir de iNOS. (Anggéard, 1994; Dijkstra et al., 2004;
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Garcia-Gonzalez & Pefia, 1998; Mata et al., 2010; Shah et al., 2004; Snyder & Bredt,
1992; Vanini et al., 2015).

Absorcién intestinal
El transito de los alimentos digeridos a lo largo del intestino delgado gracias al

reflejo peristaltico no es el unico proceso que se lleva a cabo, sino que paralelamente,
los nutrientes presentes en los alimentos se van absorbiendo en cada uno de los
segmentos que conforman el intestino delgado; para que este fendmeno se lleve a
cabo, es necesario que los diversos tipos de nutrientes sean transportado desde el
lumen intestinal hacia los compartimientos celulares y de ahi pasen a la circulacion
general para que cada molécula llegue a los 6rganos que asi las requieran; esto es
posible gracias a un complejo conjunto de mecanismos de transporte a través de
membranas que se explica a continuacién para posteriormente explicar como se

absorben los nutrientes a lo largo del intestino delgado.

Mecanismos de absorcion de membrana
Se distinguen principalmente dos tipos de transporte: el transporte activo y el

transporte pasivo.

A) Eltransporte pasivo es aquel que no requiere un gasto energético y se divide
en 2 tipos: la difusion simple que consiste en el paso del soluto de una regién
de mayor concentracion a una region de menor concentracion (o de
gradientes electroquimicos si nos referimos al paso de iones), mientras que
la difusién facilitada consiste en el paso de solutos gracias a la participaciéon
de proteinas integrales de membrana como canales ionicos, porinas y
transportadores facilitadores (Karp, 2009; Koolman & Rohm, 2012; Mckee et
al., 2003). Los canales i6nicos a su vez se clasifican en a) canales abiertos
por voltaje, b) canales abiertos por ligando y c) canales controlados
mecanicamente (Karp, 2009).

B) El transporte activo, a diferencia del pasivo, si requiere gasto de energia, el
cual estd dado por la hidrolisis de moléculas de ATP, esto como

consecuencia de que el paso de solutos va cuesta arriba (contra el gradiente
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de concentracién), es decir, va de lugares de menor a mayor concentracion
(Karp, 2009). A su vez, el transporte activo se puede clasificar en a)
transporte activo primario que consiste en que por accion del ATP la proteina
transportadora sufre modificaciones estructurales con el objetivo de
bombear una sustancia cuesta arriba (contra del gradiente de concentracion)
y b) transporte activo secundario en el cual el transporte de sustancias esta
dado por la acumulacién de energia de gradientes de Na* o H* (Tortora &
Derrickson, 2011).

En lo que respecta al transporte de agua, esta ingresa a las células por un
fendmeno denominado osmosis, el cual consiste en el paso del agua a través de una
membrana semipermeable desde una region de baja concentracion a una de alta
concentracion, ocasionado por una diferencia en la presion osmética, la cual se define
como la presion hidrostatica requerida para detener el flujo neto de agua a través de
una membrana y la presion osmoética dependera de la concentracion del soluto
(Jaramillo et al., 2006; Karp, 2009; Mckee et al., 2003; Nelson & Cox, 2009).

Existe otro tipo de transporte denominado transporte vesicular, el cual
consiste en el envolvimiento de particulas grandes por medio de estructuras
denominadas vesiculas para internalizarlas en la célula; de este tipo de transporte,
existen dos mecanismos: endocitosis y exocitosis, (Koolman & Réhm, 2012; Stillwell,
2013).

La endocitosis es un mecanismo de transporte vesicular que consiste en la
elaboracion de vesiculas a manera de invaginaciones de la membrana plasmatica con
el fin de internalizar grandes biomoléculas como lipidos, proteinas o liquido extracelular
y se distinguen 4 mecanismos: la endocitosis mediada por receptores (dependiente de
clatrina, caveolina, independiente de clatrina/caveolina), fagocitosis, macropinocitosis
y pinocitosis (Koolman & Rohm, 2012; Yameen et al., 2014).

A) Fagocitosis: Consiste en la internalizacion de grandes estructuras como

células viejas o microorganismos patdogenos por medio de la extension de la
membrana plasmatica que recibe el nombre de “seuddpodos” que se forman

cuando la particula se une a un receptor envolviendo a la particula a engullir
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C)

D)

que termina en la formacion de una estructura denominada fagosoma que
llevara la molécula, célula, microorganismo al interior de la célula; esta forma
de endocitosis se da principalmente en células epiteliales, inmunes,
fibroblastos entre otras (Koolman & Réhm, 2012; Tortora & Derrickson, 2011;
Yameen et al., 2014).

Pinocitosis: Consiste en la internalizacion de liquidos extracelulares,
incluyendo moléculas disueltas en él; este proceso consiste en la formacién
de una invaginacién de la membrana plasmatica que atrapa el liquido y lo
transporta al citosol (Iversen et al., 2011; Koolman & Rohm, 2012).
Endocitosis mediada por clatrina: Es un mecanismo mediado por receptores.
La formacion de las vesiculas ocurre cuando un ligando se une a un receptor,
tras lo cual, el complejo ligando-receptor se ve encerrado en una cavidad
revestida por clatrina que terminara formando una celda hexagonal
generada por la participacion de una triesquelion de clatrina que dara lugar
a una vesicula, la cual sera escindida por accion de la dinamina para que la
vesicula llegue al citoplasma (Behzadi et al., 2017; Yameen et al., 2014).
Endocitosis independiente de clatrina y caveolina: Es un mecanismo
endocitico mediado por receptores que requiere la presencia de proteinas
para la formacion de las vesiculas tales como Arf-6, RhoA, los cuales
participan en distintos mecanismos, en el caso de RhoA, en un mecanismo
dependiente de dinamina (RhoA-caveolina/caveola dependiente de balsas
lipidicas) o un mecanismo independiente de dinamina (Cdc42 dependiente
y Arf-6 independiente). (Yameen et al., 2014).

Endocitosis mediada por caveolina: Otro mecanismo de endocitosis
mediada por receptores; el mecanismo es parecido a la endocitosis mediada
por clatrina con la diferencia de que la proteina que juega un rol principal es
la caveolina y las proteinas involucradas en la formacién de la vesicula
caracteristica en forma de matraz son las caveolinas (CAV2, CAV2 Y CAV3)
(Behzadi et al., 2017; Yameen et al., 2014).
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F) Macropinocitosis: Este mecanismo consiste en la formacion de grandes
pseudopodos por accion de un reacomodo del citoesqueleto el cual se une
con la membrana formando una vesicula de entre 0.2 a 5 ym con el fin de
internalizar grandes cantidades de liquido extracelular (Behzadi et al., 2017).

La exocitosis e otro mecanismo de transporte vesicular que consiste en el paso
de moléculas desde el compartimiento celular al medio extracelular, el cual se da
cuando las vesiculas que previamente se han sintetizado en los ribosomas y
empaquetado en el aparato de Golgi se fusionan con la membrana celular gracias a la
presencia de las proteinas llamadas SNARE, que permiten la fijacién y fusién de las
vesiculas a la membrana para posteriormente ser liberadas al medio extracelular
(Jaramillo et al., 2006; Koolman & Réhm, 2012).

Por ultimo, se sabe que existen mecanismos paracelulares de transporte a
través de membranas. Este mecanismo se efectua cuando las moléculas hidrofilicas
del medio extracelular pasan a través de las uniones estrechas entre las células
(Barthe et al., 1999) tales como iones, azucares, aminoacidos y nucleoétidos (Stillwell,
2013).

El estudio de estos mecanismos en el contexto de las NPs resulta de suma
importancia debido a que muchos de los dafios pueden ser originados por la

internalizacion de las NPs en los 6rganos, especialmente en el intestino delgado.

Absorcion de nutrientes en el intestino delgado
Para que los nutrientes presentes de los alimentos puedan ser aprovechados

por el organismo, es necesario que sean absorbidos y transportados a las distintas
partes del organismo que los requieran; este proceso de absorcion de nutrientes se
lleva a cabo principalmente en el intestino delgado, donde péptidos, lipidos, vitaminas
y minerales son absorbidos en los distintos segmentos del intestino; estos nutrientes
tendran diversas funciones en el organismo, como el aporte de energia o el crecimiento
y la reparacion celular por mencionar algunos. Se sabe que en el intestino se llevan a
cabo algunos de los mecanismos de transporte de membranas tales como la difusion

pasiva, endocitosis, transportadores y transporte paracelular (Barthe et al., 1999).
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Como ya se menciond previamente, la mucosa intestinal esta recubierta por
vellosidades junto con otras estructuras como las microvellosidades o las valvulas de
Kerckring, las cuales ademas de su funcién absortiva, permiten aumentar el area
superficial del intestino para un mejor aprovechamiento de estos nutrientes. Las
vellosidades estan recubiertas por enterocitos, que son células absortivas
especializadas que se encargan de transportar los nutrientes desde el lumen al
sistema circulatorio (Ross & Pawlina, 2016). Es de suma importancia considerar que
el intestino delgado se divide en tres segmentos: duodeno, yeyuno e ileon, donde en
cada uno de ellos, se llevaran a cabo los procesos de absorcion de nutrientes, los
cuales se encargan de absorber distintos tipos de nutrientes de acuerdo con el
segmento y su especializacion estructural. Estas diferencias pueden ser debidas en
parte a las diferencias histologicas entre los segmentos, cobrando gran relevancia el
numero y la estructura de las vellosidades intestinales, las cuales son mas largas y
abundantes en el segmento de duodeno y conforme se avanza por el intestino delgado,
el numero y la longitud de las vellosidades se ve disminuida (Ferrufino et al., 1996).

Entre los nutrientes que se absorben en el intestino delgado se encuentran los
oligoelementos, los cuales son bioelementos que se encuentran en pequefas
cantidades en el organismo pero que son importantes para que se lleven a cabo
importantes procesos fisioldgicos; estos oligoelementos se absorben en el intestino
delgado aunque no todos en el mismo segmento, por ejemplo, se sabe que el zinc (Zn)
es absorbido a los largo del intestino principalmente en el yeyuno (Cousins & Liuzzi,
2018), aunque otros autores refieren a que la mayor parte de la absorcion del zinc se
efectia en el ileon (Cudeiro, 2005; E. C. Foulkes, 1984) y su entrada al interior del
enterocito esta mediada por los transportadores ZIP4 localizados en la membrana
apical de los enterocitos (Cousins & Liuzzi, 2018), asi como el cobre que se absorbe
principalmente a nivel de duodeno (Van Den Berghe & Klomp, 2009); otros elementos
como el hierro se absorben principalmente en la region duodenal mientras que el
magnesio se puede absorber a lo largo de todo el intestino delgado (Cudeiro, 2005).

Otros nutrientes importantes son los carbohidratos, los cuales, previo a su

absorcion pasan por procesos de descomposicion para transformar azucares
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complejos en moléculas mas sencillas como la glucosa, galactosa o fructosa; los
mecanismos de absorcion en el intestino delgado para estos tres azucares estan
basados en el transporte activo al interior del enterocito por cotransportadores de
glucosa/galactosa y sodio ubicados en la membrana de los bordes en cepillo (SGLT1)
mientras que la fructosa es transportada de manera pasiva mediante transportadores
GLUT5 ubicados en la membrana de los bordes en cepillo y una vez en el enterocito,
estos tres azucares pasaran al torrente sanguineo mediante difusion facilitada por la
membrana basolateral del enterocito mediante transportadores GLUTZ2, aunque
también se ha propuesto como otra ruta de absorcion un mecanismo paracelular
(Gromova et al., 2021; Wright et al., 2003).

Los péptidos y los aminoacidos son otro tipo de biomoléculas que son
absorbidas en el intestino, principalmente en la regién proximal del yeyuno aunque
también se sabe que una pequefia fraccion se puede absorber en el ileon (Silk et al.,
1985) para posteriormente pasar a tomar parte en distintos procesos fisiolégicos; se
sabe que entre '/3'y ¥ de la proteina consumida se hidroliza en aminoécidos libres por
accion de enzimas pancreaticas mientras que el resto son péptidos de 2 a 6
aminoacidos (Hobson & Hobson, 2007) que para que puedan ser absorbidos en el
intestino son sometidos previamente a una digestion enzimatica por accion de
hidrolasas localizadas en los las membranas de los bordes en cepillo y en el citosol o
a una degradacién proteica para aquellos péptidos de bajo peso molecular para que
posteriormente sean transportados hacia las células epiteliales (Hobson & Hobson,
2007; Shen & Matsui, 2019); la absorcidn de péptidos se puede ver aumentada por la
presencia de diversas sustancias como acidos biliares, surfactantes, glicéridos o acil
carnitinas (Aungst et al., 1996).

Una vez que los péptidos se han descompuesto en sus estructuras basicas,
los aminoacidos, estos entran a los enterocitos gracias a la presencia de
transportadores especificos de aminoacidos como el B el cual es un sistema
dependiente de Na* e independiente de ClI- ubicado en la membrana de los bordes en
cepillo de los enterocitos; es adecuado aclarar que gracias a investigaciones recientes,

se sabe que no es necesaria la hidrolisis completa de los péptidos, ya que también se
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ha sugerido la presencia de transportadores responsables de la absorciéon de
dipéptidos y tripéptidos que son proteinas transmembrana conocidas como
cotransportadores H*/péptido PepT1; en general, se han propuesto 4 mecanismos de
absorcion de péptidos desde el lumen intestinal: a) la via paracelular a través de las
uniones estrechas; b) difusion pasiva a través de los enterocitos; c) endocitosis y d)
sistemas de transporte mediados por acarreadores (Miner-Williams et al., 2014).

Por su parte, los lipidos son biomoléculas que en la dieta deberian representar
del 30 al 35% del consumo total de calorias (Niot et al., 2009), donde entre el 90-95%
de los lipidos consumidos corresponde a los triglicéridos y el resto se reparte entre
fosfolipidos, esteroles o vitaminas liposolubles (Igbal & Hussain, 2009).

En el caso de los triglicéridos, el proceso de absorcion comienza en la cavidad
bucal, donde la liberacién de lipasas comenzaran el proceso digestivo, para
posteriormente continuar su digestidon en el estdmago por accién de enzimas gastricas,
entrando a continuacion al duodeno donde se mezclaran con bilis y jugos pancreaticos
donde se efectuaran procesos de emulsificacion y micelizacién, lo que permitira su
correcta absorcion en el intestino (Igbal & Hussain, 2009).

Los fosfolipidos entran en las micelas juntos con los aminoacidos libres
ionizados para formar micelas mixtas que ayudan a los lipidos apolares entrar a través
de la capa de agua estatica que les permitira alcanzar la membrana de las
microvellosidades, y una vez absorbidos se re-esterificaran volviendo a formar
triglicéridos y fosfolipidos en el reticulo endoplasmatico liso para posteriormente tomar
parte en la sintesis de quilomicrones, los cuales pasaran a la linfa y de ahi a la
circulacién general (Ramirez et al., 2001); también se sabe que los productos de
desecho de los lipidos pueden entrar en los vasos quiliferos de las vellosidades para
ser transportados al higado a través de la sangre y los fluidos linfaticos (Marieb, 2008).

En el caso del colesterol, este se incorpora en micelas mixtas junto con
triglicéridos y fosfolipidos, siendo previamente hidrolizado por accion de la enzima
colesterol esterasa; su incorporacion a las micelas mixtas le permite al colesterol pasar
la capa de agua estatica para posteriormente ser absorbido por los enterocitos,

cruzando la membranas de los bordes en cepillo mediante transportadores de
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colesterol NPC1L1 (Niemann-Pick C1-like 1 protein) que se encuentra en la membrana
apical de los enterocitos o las proteinas ABCGS5 y ABCGS8 de los transportadores
dependientes de ATP (ATP-binding cassete) como transportadores de eflujo de
colesterol (Igbal & Hussain, 2009; D. Q. H. Wang, 2007); en tanto, los acidos biliares
se absorben principalmente en el ileon gracias al transportador apical de acidos
biliares dependiente de sodio (ASBT;SLC10A2) en la membrana apical, mientras que
en la membrana basolateral el transporte de los acidos biliares se efectua gracias al
heterodimero OSTa/B (Ticho et al., 2020).

Mecanismos de absorcion de AgNPs
Ya que en el intestino delgado es donde se realiza la mayor parte de absorcion

de los nutrientes ingeridos de la dieta, se puede asumir con seguridad que también en
este 6rgano se puede llevar a cabo la internalizacién de las NPs que ingresan al
organismo por via digestiva (Bachler et al., 2013). En afos recientes, la investigacion
sobre la internalizacion y bioacumulacion de las NPs ha tomado gran relevancia debido
a la gran cantidad de trabajos de investigacién relacionados con estos procesos,
algunos de los cuales ya se ha hecho referencia previamente; por ello, es necesario
adentrarse también en cuales son los mecanismos de transporte involucrados en estos
fendmenos de internalizacion.

Se sabe que entre los mecanismos de transporte de membranas, las NPs se
internalizan principalmente por procesos endociticos tales como la endocitosis
mediada por clatrina, caveolina, endocitosis independiente de clatrina/caveolina,
fagocitosis y macropinocitosis (Behzadi et al., 2017; Donahue et al., 2019), aunque
también se ha sefialado la existencia de otras rutas alternas de absorcion tales como
la translocacion directa (transporte directo hacia el citoplasma), fusién lipidica (fusion
de lipidos de la bicapa con la membrana plasmatica de la célula), electroporacién
(cambio en la conductividad de la membrana y su permeabilidad) o la microinyeccion
(inyeccion directa de volumenes pequenos de NPs en el citoplasma) (Donahue et al.,
2019).

Otra caracteristica importante de la internalizacion de las NPs es que el

mecanismo por el cual se efectue este fendmeno estd en dependencia de las
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propiedades fisicoquimicas de las mismas, diversos trabajos de revisiébn han
remarcado la importancia que tiene la composicién quimica, la elasticidad, el tamafo,
la geometria (forma), la carga superficial, recubiertas, ligandos, el estado de
agregacion o la hidrofobicidad (Behzadi et al., 2017; Donahue et al., 2019; Unfried et
al., 2007), aunque también pueden estar implicados otros factores no relacionados con
las propiedades de las NPs tales como el tipo de célula al que se exponen las NPs, el
microambiente e incluso la formacion de las proteinas corona y las dosis (Behzadi et
al., 2017; Florence & Hussain, 2001; Unfried et al., 2007; Zavisova et al., 2019).

En el caso de las AgNPs, existen estudios que refieren a sus mecanismos de
internalizacion como el de Bannunah y col. (2014) donde demostraron que al
administrar inhibidores de transporte vesicular como dinasore (inhibidor de dinamina)
0 nocodazol (inhibidor de la red de microtubulos) se reduce el transporte de NPs de 50
y 100 nm cargadas positiva y negativamente a través de una monocapa lipidica en una
linea celular de cancer de colon Caco-2. En este estudio también encontraron una
reduccion en la internalizacion y transporte de las AgNPs cargadas positivamente en
un 46% y 38% respectivamente cuando se administraba clorpromazina, que es un
inhibidor de la clatrina, asi como la inhibicién de la macropinocitosis por efecto de 5-
(N-etil-N.isopropil)-amilorida disminuyo la internalizacion y transporte en un 42% y 38%
respectivamente de las AgNPs cargadas positivamente, mientras que metil-3-
ciclodextrina disminuyo la internalizacion y transporte de esas mismas NPs en 40 y
38% respectivamente. Ademas encontraron que la inhibicion con genisteina de la
endocitosis mediada por caveolina mostraba una disminucion en la internalizacion de
las AgNPs cargadas negativamente en un 51% y 48%, respectivamente (Bannunah et
al., 2014).

Estos resultados comprobaron que la internalizacion de las AgNPs esta
mediada por mecanismos de endocitosis sobre todos aquellos dependientes de
receptores; esto es importante ya que se sabe que algunos NMs como los nano-
acarreadores de plata funcionalizados con folato estan siendo estudiados en sistemas

de liberacién de farmacos gracias a su capacidad de generar una respuesta de
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absorcion celular mediada por receptores (Prashob & Peter, 2017) o como

acarreadores para la absorcion oral de péptidos (Florence et al., 1995).

Biodistribucion y bioacumulacion
Una vez que las NPs se han internalizado, estas pasaran a los distintos

compartimientos en diversos érganos; al proceso mediante el cual un adsorbato (es
decir, la sustancia que se adsorbe) se acumula intracelularmente se le denomina
bioacumulacién (Chojnacka, 2010).

Las NPs pueden internalizarse en los tejidos para posteriormente ser
distribuidas a través del sistema circulatorio (Gonzalez et al., 2016) hasta las células y
tejidos donde ejerceran sus efectos. En afios recientes, muchos trabajos de
investigacion han trabajado con este enfoque encontrando resultados interesantes:
Espinosa et al (2016) encontraron que al administrar AQNPs de 14 y 36 nm a
concentraciones de 535 pg/ml durante 55 dias a ratas wistar hembra las
concentraciones de plata mas altas se cuantificaban en el intestino delgado, rifion,
higado y cerebro (Espinosa-Cristobal et al., 2013); Osborne et al (2015) encontraron
que después de 4 dias de exposicion a AgNPs de 20 nm recubiertas con citrato se
bioacumulaban en mayor cantidad en branquias que en intestino, aunque después de
un periodo de 7 dias de depuracion la plata se eliminaba por completo de las branquias
pero no del intestino, encontrando ademas que las AgNPs recubiertas de citrato se
localizaban principalmente en la membrana basolateral de la mucosa intestinal
(Osborne et al., 2015); Ramirez-Lee et al, (2017), evaluaron la contractilidad cardiaca
utilizando un sistema de corazén perfundido Langerdorff exponiendo el corazéon a
concentraciones de AgNPs (15 nm) de 0.1, 1, 10 y 100 pg/ml y en términos de
bioacumulacién encontraron la presencia de clusteres de plata localizados en el
miocardio (Ramirez-Lee Manuel et al.,, 2017). Bachler et al (2013) demostraron
mediante un modelo farmacocinético que tras la administracion de concentraciones de
AgNPs (52.7-70.9 nm) de 30, 300 y 100 mg/kg/dia por 28 dias era posible asegurar
que las propiedades de las nanoparticulas como el tamafio de particula o el agente de

recubierta tienen poca influencia en la biodistribucién de AgQNPs (Bachler et al., 2013).
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La presencia de las NPs en el organismo es objeto de amplios estudios en la
actualidad, para conocer sus mecanismos de accion, la influencia de sus propiedades
fisicoquimicas, sus efectos celulares y tisulares, entre otros. Sin embargo, es
importante resaltar qué de entre los distintos tipos de abordajes que se hacen respecto
alas NPs, especialmente a las AgNPs, no hay hasta el momento, reportes que aborden
cual es el efecto a nivel fisioldgico que nos ayude a plantear de manera mas holistica
los efectos de las AgNPs en el organismo y que esta integracién de la informacion nos

permita elaborar mejores estrategias para un consumo responsable y seguro.

Antecedentes del Laboratorio de Fisiologia Celular en torno al estudio de las
AgNPs
El Laboratorio de Fisiologia celular de la Facultad de Ciencias Quimicas de la

Universidad Autonoma de San Luis Potosi ha generado informacién respecto a los
efectos que tienen las AgNPs en el organismo mediante el empleo de sistema de
anillos aislados de aorta y traquea y en corazones aislados y perfundidos de rata:
Gonzalez y col. (2011), realizaron estudios sobre el efecto de AgQNPs-45 nm en traquea
de ratas, encontrando que al administrar NPs de plata en conjunto con ACh se
producia un incremento en la contractilidad del musculo liso inducida por ACh que esta
asociado con un incremento en la produccion de oxido nitrico (NO), en tanto que la
respuesta contractil de los AgNPs inducida por ACh fue bloqueada en su totalidad
cuando los anillos fueron incubados después de la ACh y antes de la administracién
de los AgNPs. (Gonzalez et al., 2011).

Ramirez Lee y col. (2014), demostraron que a concentraciones de NPs de plata
entre 10 y 100 pug/ml, se inducia la toxicidad prolongada independiente de ACh asi
como la disminucion de la proliferacion celular mediada por la via del receptor
muscarinico dependiente de la iINOS, sin embargo, a concentraciones de AgNPs de
100 pg/ml se inducia la apoptosis independiente del receptor muscarinico, indicando
una prolongada citotoxicidad y un efecto anti-proliferativo de las células de musculo
liso del sistema respiratorio (Ramirez-Lee et al., 2014); otro estudio del mismo autor
evaluoé el tono muscular y la contractilidad cardiaca en ratas en respuesta a la

presencia de NPs de plata, donde se encontré que a concentraciones de 10 a 100
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pMg/ml de AgNPs se promovia una vasoconstriccion sostenida incrementando la
contractibilidad cardiaca relacionada al estrés oxidativo, ocasionando rabdomidlisis
(Ramirez-Lee Manuel et al., 2017).

Estos antecedentes han servido como base para el desarrollo del presente
trabajo de investigacion, el cual esta orientado a conocer por primera vez qué pasa a
nivel fisioldgico en el intestino delgado cuando se expone a AgNPs asociando estos
efectos con la ingestién de las AgNPs por via oral, la cual es una de las mas
importantes y conocidas vias de ingestion debido a la gran cantidad de productos,
sobre todo alimenticios que pueden contener AgQNPs y que llegaran al intestino delgado

donde seran absorbidas.
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Justificaciéon
En la actualidad, una gran proporcion de los estudios que involucran AgNPs o

productos que contienen AgNPs se enfocan principalmente en los efectos en sistema
respiratorio y cardiaco, mientras que los estudios enfocados al tracto gastrointestinal
son abordados principalmente con estudios in vitro.

Ademas, debido al uso ampliamente extendido de estas NPs en los ultimos
afnos, en diversos productos alimenticios, agricolas, cosméticos, farmacéuticos,
meédicos y en sistemas de tratamiento de aguas y su categorizacion como
contaminantes emergentes, los cuales son contaminantes que han estado presentes
en el medio ambiente pero que han pasado inadvertidos, se vuelve necesario y urgente
la elaboracion de estudios que ayuden, en primera instancia, a dilucidar los posibles
efectos nocivos que tengan las NPs en diferentes sistemas y organismos y la posterior
elaboracion de normas que permitan regular la presencia de nanoestructuras, NPs en
productos de uso comun, asi como procedimientos que permitan eliminar de manera
eficaz la presencia de estos contaminantes emergentes de cuerpos de agua, aguas
residuales, aire y suelos.

Las PVP-AgNPs son un tipo de NPs ampliamente utilizadas en diversas areas
de la industria debido a su gran variedad de propiedades, aunado al hecho de que la

recubierta de polivinilpirrolidona (PVP) se ha empleado en mayor medida debido a su
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ampliamente reconocida inocuidad en sistemas biolégicos. Es por ello, que en el
presente trabajo estudiamos los efectos de las PVP-AgNPs a nivel gastrointestinal,
especificamente en el intestino delgado, lo que abonara en la investigacion de los
posibles efectos inducidos por las PVP-AgNPs y que aportara un recurso cientifico y
técnico de gran utilidad para el Sistema Nacional para la Evaluacion Toxicoldgica de
Nanomateriales (SINANOTOX).

Hipodtesis
PVP-AgNPs dispersas en solucion acuosa, modifican la tonicidad de segmentos
aislados de intestino delgado de rata, asi como la produccion y/o secrecion de

mediadores que regulan su funcion.

Objetivo general
Estudiar los efectos promovidos por la administracién de PVP-AgNPs dispersas

en solucion acuosa en segmentos aislados de intestino delgado de rata, asi como los

mediadores involucrados.

Objetivos especificos
e Realizar la caracterizacion de un lote comercial adquirido de PVP-AgNPs
e Estudiar efectos de concentraciones crecientes acumulativas de PVP-
AgNPs en anillos aislados de intestino delgado.
e Cuantificar la produccion de 6xido nitrico, triptéfano y serotonina en anillos
aislados de intestino delgado tratados con concentraciones crecientes

acumulativas de PVP-AgNPs.
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e Estudiar los efectos de concentraciones individuales de AgNPs en anillos
aislados de intestino delgado.

e Cuantificar la produccién de 6xido nitrico, triptéfano y serotonina en anillos
aislados de intestino delgado tratados con concentraciones individuales de
PVP-AgNPs.

e Realizar estudios histolégicos en tejido intestinal tratado con

concentraciones individuales de AgNPs.

Metodologia

Caracterizacion fisicoquimica
Las PVP-AgNPs fueron adquiridas de U.S Research Nanomaterials Inc

(Houston, Texas). Para la caracterizacion fisicoquimica, las PVP-AgNPs fueron
suspendidas en solucion Tyrode (NaCl 136.9 mM, KCI 2.69 mM, MgCl2 1.05 mM, CaCl:
1.8 mM, Dextrosa 5. 55 mM, NaH2PO4 0.42 mM, NaHCO3 11.9 mM) (Okazaki et al.,
1975). La morfologia se determin6 con un microscopio electrénico de barrido (SEM)
JSM-7401F acoplado a un detector de rayos x de energia dispersiva (EDS) a 2 kv con
una resolucién de 1 nm (Oxford). Para determinar el tamafio se utilizé la técnica de
dispersiéon dinamica de luz (DLS) con un analizador de particulas Lifesizer 500 Anton
Paar (Graz, Austria) con un diodo laser semiconductor a una longitud de onda de 658
nm con celda desmontable. En tanto que el analisis de difraccion de rayos X (XRD) se
realiz6 con un equipo Bruker D8 Advance mediante haciendo incidir una radiacion
monocromatica CU Ka con 1.541 A en un rango de 10 a 90°. Por ultimo, la medicion
del potencial Z se determind con un zeta meter SurPASS 3.
Anillos aislados de intestino delgado

Se utilizaron ratas Wistar macho de entre 250 a 350 g de peso, las cuales fueron
resguardadas en jaulas a condiciones de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad con
agua y comida ad libitum hasta 24 horas previas donde se sometieron a ayuno. Los

experimentos fueron realizados de acuerdo con los lineamientos de la Guia del
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Instituto Nacional de Salud para uso y cuidado de animales de laboratorio y aprobada
por el Comité de uso y cuidado de animales de la Facultad de Ciencias Quimicas de
la Universidad Auténoma de San Luis Potosi (CONBIOETICA-24-CEI-003-20190726;
Numero de protocolo: CEID 2020-03).

Las ratas después de sedacion profunda mediante inyeccion intraperitoneal con
pentobarbital sédico (50 mg/kg) y con la pérdida de reflejos podales, se procedio a la
extirpacion del intestino delgado. Se disecciond el intestino delgado y después se
removid la materia fecal y el tejido conectivo para posteriormente ser resguardado en
buffer Tyrode por una hora a 4°C. Al término de este tiempo, se obtuvieron anillos de
1 cm de largo de cada segmento de intestino (duodeno, yeyuno e ileon), los cuales
fueron posteriormente colocados de manera individual en bafios de tejido que
contenian solucién Tyrode oxigenada (95% O2/5% COz2). Para la calibracion, se aplic
una carga de 1 g en el transductor para posteriormente colocar los anillos de intestino
colocados en dos ganchos, el gancho inferior acoplado a la camara de tejidos, mientras
que el gancho superior iria acoplado al transductor isométrico. Una vez colocado, se
procedié a estabilizar el tejido durante 30 minutos para posteriormente estabilizar en 0
g durante 10 minutos. Pasado este tiempo, se administro cloruro de potasio (KCI) 0.03
M y se dejd en estabilidad por 30 minutos para posteriormente agregar 5
concentraciones acumulativas de PVP-AgNPs (0.01, 0.1, 1, 10, 100 ug/ml) o en su
caso, concentraciones individuales de PVP-AgNPs (0.01, 1, 100 pg/ml). Finalmente,
se administrdé nitroprusiato de sodio (SNP) 100 nM como control de viabilidad. El

registro de los datos se realizé en tiempo real mediante el software Poliview.

Determinacién de Oxido Nitrico (NO)
La determinaciéon de NO fue determinada indirectamente mediante la técnica de

Griess la cual mide la relacion de nitritos y nitratos (NO2/NO3) (Miranda et al., 2001).
Se recolectaron alicuotas de buffer Tyrode antes de la administracién de PVP-AgNPs,
previo a la administracion de SNP y después de la administracion de SNP. Muestras
de 100 pl se vertieron en una placa de 96 pocillos, a las cuales se les adicionaron 80
I de cloruro de vanadio (VCl3) 0.05 M seguido de una adicion de 10 pl de solucion de

Griess A (dicloruro de N-(1-naftil) etilendiamina 0.1% w/v) y 10 ul de solucién de Griess
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B (sulfanilamida 2% w/v); las placas se incubaron durante 45 minutos a 37°C. Para la
curva de calibracion se utilizé un estandar de NO2/NO3 a concentraciones de 1, 2.5, 5,
10, 25, 50, 100 y 200 uM. Las placas se leyeron utilizando un lector de placas (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) a una longitud de onda de 595 nm.

Determinacion de Trp y 5-HT
La determinacién de Trp y 5-HT se realizé6 mediante la técnica de cromatografia

liquida de alta resolucion con un detector de diodo de UV (HPLC-UV) (Alliance HPLC,
Waters Co). Para la medicion se procedié a hacer una extraccidén con acido perclorico
0.1 M de los segmentos de intestino delgado previamente tratados con las PVP-
AgNPs; se homogenizaron las muestras utilizando un homogenizador Omni THG
homogenizer® para posteriormente centrifugar a 1000 rpm con una centrifuga MicroCL
21R Thermo®. Una vez homogenizadas, las muestras se filtraron con filtros Acrodisc
CR13 con una membrana de politetrafluoroetileno (PTFE) con tamafio de poro de 2
pm. El sobrenadante se inyecto en el sistema de inyeccién del HPLC que utiliza como
fase movil una solucion de acetonitrilo: acido acético 0.1% (10:90 v/v) que eluye por
una columna ¢18 Zorbax 2.6x25 cm con tamafio de poro de 5 pm y un flujo de 1 ml/min
y a una longitud de onda de 280 nm (Lesniak et al., 2013). Los reactivos para la curva
de calibracion de Trp y 5-HT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) se prepararon en agua
mili-Q y las concentraciones se determinaron en base a lo reportado por Lesniak y col.
(2013) (Lesniak et al., 2013). Los resultados se obtuvieron utilizando el software

Empower.

Anédlisis histologico en anillos aislados de intestino delgado expuestos a PVP-AgNPs
Con el objetivo de corroborar si la exposicion a PVP-AgNPs podria causar

dafnos en el tejido intestinal, se realizaron pruebas histologicas con la tincion de
hematoxilina-eosina (H&E). Anillos aislados de intestino delgado de los tres segmentos
intestinales fueron tratados con concentraciones individuales de PVP-AgNPs (0.01, 1
y 100 pg/ml) durante 15 minutos. Posteriormente, los tejidos se colocaron en un
procesador de tejidos automatizado W-PR10 (Van Wessel, Querétaro, México). Las
muestras se deshidrataron secuencialmente utilizando xileno, etanol 100%, etanol

95% y agua desionizada y finalmente colocadas en parafina (Leica®). Secciones
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micrométricas de tejido en parafina fueron montadas en portaobjetos cubiertos con
solucion salina usando un microtomo Olympus CUT 4060 (American Inc) con numero
de serie 600368. Los portaobjetos se observaron con un microscopio Leica DM500
(Wetzlar, Alemania) con amplificacion de 4x y 40x. El orden secuencial de los reactivos
utilizados para la tincion H&E fueron: xilol (2 veces por dos minutos), etanol 100% (2
veces por dos minutos), etanol 95% (2 minutos), lavado con agua destilada (dos
minutos), hematoxilina (tres minutos), agua desionizada (un minuto), diferenciador (1
minuto), agua desionizada (un minuto), azulado (un minuto), agua desionizada (un
minuto), eosina (45 segundos), etanol 95% (un minuto) etanol 100% (2 veces, dos

minutos) y xilol (dos veces por dos minutos) (Sampias & Rolls, 2024).

Bioacumulacion de plata
Para comprobar si los tejidos tratados con PVP-AgNPs internalizaba la plata, se

realizo la tincién de Grimelius (DiaPath®) que se basa en la reduccion de iones plata
a su forma elemental (Ag®). Las muestras histolégicas embebidas en parafina se
desparafinaron utilizando xilol, etanol 100%, etanol 95% y agua desionizada. Los
cubreobjetos se sumergieron en una solucién de nitrato de plata (AgNO3) 1% por 3
horas a 60°C. A continuacién, los portaobjetos se sumergieron en una solucion
reductora de hidroquinona con sulfato de sodio (Na2SO4) por 5 minutos a 60°C
dejandose enfriar posteriormente a temperatura ambiente y lavados con agua
desionizada. Una vez atemperados, los portaobjetos se sumergieron nuevamente en
la solucion de nitrato de plata 1% por 10 minutos a temperatura ambiente para
posteriormente ser lavados y cubiertos con la solucién reductora por 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, los portaobjetos se lavaron con agua
desionizada por 3 minutos para posteriormente aplicarles una solucién de tiosulfato de
sodio (Na2S203) 5% por dos minutos. Finalmente se lavaron con agua desionizada,
deshidratadas y montadas en balsamo. Las muestras se observaron con una

amplificacion de 4x y 40x.
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Analisis de datos
Los datos recopilados fueron analizados con el software GraphPad Prism 9

(Dotmatics®, Boston, MA). Para el analisis estadistico se utilizé un ANOVA de una via
con correccion de Dunnet donde las diferencias estadisticas son la expresion de la
diferencia entre los errores estandar. Valores de P < 0.05, P<0.1, P<0.01 y P<0.001 se

consideran significativos.

Resultados y discusiones
Caracterizacién de las PVP-AgNPs

El analisis SEM muestra que las PVP-AgNPs suspendidas en solucion Tyrode
con un tamafo entre 20 a 40 nm con una morfologia semiesférica y ligeramente
aglomeradas (Figura 8A); esta aglomeracion se explica tomando en cuenta los rangos
en el potencial z de las nanoparticulas en sus distintas concentraciones (0.01, 0.1, 1,
10 y 100 pg/ml), entre -16.2 y -22.2 mV. Los tamanos de particula obtenidos en el DLS
a las distintas concentraciones de PVP-AgNPs muestran un incremento en su tamaino
conforme aumenta la concentracion, exceptuando la concentracion de 10 pg/ml. La
tabla inserto (Figura 8B) en la columna del analisis DLS corrobora el proceso de
aglomeracioén observado en la Figura 8A, la cual muestra un aglomerado formado de
NPs que varian en tamafio, sin embargo, no se puede considerar esta aglomeracion
como un material nanoestructurado debido a que a pesar de estar formado por NPs
de tamafo menor a 100 nm, las dimensiones del aglomerado no estan por debajo de
los 100 nm. El indice de polidispersidad (PDI) muestra la distribucion del tamafio de
particula, donde a mayor PDI es indicativo de la formacién de agregados, siendo el
mayor PDI a concentraciones de 0.01 ug/ml. (Tabla inserto Figura 8B).

La formacion de estos agregados puede estar influenciada por varios factores

como la concentracion del PVP que en estas particulas era del 2%; se ha reportado
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que los fendmenos de aglomeracién de las nanoparticulas recubiertas con PVP
tienden a aglomerarse cuando la concentracién de PVP es menor a 5% (Soltani et al.,
2012), se debe considerar también la accion de fuerzas de atraccion electrostatica que
ejercen las sales del buffer; la influencia de la presencia de sales en la formacion de
aglomerados ha sido reportada previamente por (Millour et al., 2020). Ademas, se
debe tomar en cuenta el método seguido para el tratamiento de muestras en SEM.
(Inkson, 2016). El analisis EDS demuestra la presencia de las PVP-AgNPs mientras
que la presencia de PVP se acusa también mediante analisis EDS en términos de la
presencia de trazas de nitrégeno (Figura 8B). El difractograma de PVP-AgNPs muestra
los planos cristalinos localizados a 38.2, 44.5, 64.8 y 77.4 en 20 correspondientes a
los planos (111), (200), (220) y (311) caracteristicos de las AgQNPs y que corresponde
a una estructura cubica centrada en las caras (FCC) (Figura 8C) y que se comprueba
con la carta cristalografica JCPDS No. 04-3783 (Figura 8D).

Imagen no mostrada
Figura 8. Caracterizacion de las PVP-AgNPs. A) Analisis SEM; B) Analisis EDS con
tabla inserto que muestra potencial Z; C) Difractograma caracteristico para PVP-

AgNPs y D) Carta cristalogréfica.

Controles de tonicidad y produccion de NO en anillos aislados de segmentos de
intestino delgado

Se realizaron los experimentos en condiciones control para cada uno de los 3
segmentos del intestino delgado (duodeno, yeyuno, ileon) con la finalidad de verificar
el funcionamiento fisiolégico normal de los anillos aislados de intestino delgado en
presencia de un agente contracti como el KCl y un agente relajante como el
nitroprusiato de sodio (SNP) que funciona como un donador exégeno de NO. Los
registros graficos, asi como los graficos de porcentaje de contraccién y de
concentracion de NO se presentan en las Figuras 9, 10 y 11.

Para los anillos de los tres segmentos del intestino delgado, la aplicacion de KCI
0.03 M contrae el anillo y después de 45 minutos de estabilizacion, se aplica SNP (100

nM) el cual relaja los anillos de intestino delgado (Figuras 9A, 10Ay 11A), donde en el
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segmento de duodeno, el porcentaje de contraccion final alcanzado después de la
adicion de SNP fue de 61.57%; para el segmento de yeyuno fue de 48.36% y para el
segmento de ileon fue de 43.27% (Figuras 9B, 10B y 11B). Estos resultados se
relacionan con la producciéon de NO, que para los anillos aislados de duodeno las
concentraciones de NO tras la aplicacion de KCI 0.03 My SNP 100 nM fueron de 48.81
MMy 85.80 uM; yeyuno 46.70 uM 72.88 uM y para ileon 46.78 uM y 89.87 uM (Figuras
9C, 10Cy 11C)

Imagen no mostrada
Figura 9. Control de segmento de duodeno: A) Gréfico de tension (g); B) Grafico d
porcentaje de contraccion; C) Grafico de produccion de NO (uM). *P<0.05 vs control;

**P<0.01 vs control; ***P<0.001 vs control; ****P<0.0001 vs control.

Imagen no mostrada
Figura 10. Control de segmento de yeyuno: A) Grafico de tensién (g); B) Grafico de
porcentaje de contraccion; C) Grafico de produccion de NO (uM). *P<0.05 vs control;
**P<0.01 vs control; ***P<0.001 vs control; ****P<0.0001 vs control.

Imagen no mostrada
Figura 11. Control de segmento de ileon: A) Grafico de tension (g); B) Grafico de
porcentaje de contraccion; C) Grafico de produccion de NO (uM). *P<0.05 vs control;

**P<0.01 vs control; ***P<0.001 vs control; ****P<0.0001 vs control.

Pruebas de tonicidad en anillos aislados de segmentos de intestino delgado con
administraciones crecientes acumulativas de PVP-AgNPs

El siguiente paso fue la administracion de concentraciones crecientes
acumulativas de PVP-AgNPs en anillos aislados de los 3 segmentos del intestino
delgado de rata Wistar (Figuras 12A, 13Ay 14A), la cual mostré una disminucién en la
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tension de los anillos que habian sido previamente contraidos con cloruro de potasio
(KCI) 0.03 M, mostrando un comportamiento diferente. Para el segmento de duodeno,
el porcentaje de contraccion disminuyé a 53.61% tras la administracion de las
concentraciones crecientes acumulativas de PVP-AgNPs y hasta un 39.05% con la
adicién de SNP, (Figura 12B), mientras que, para los segmentos de yeyuno e ileon, el
porcentaje de contraccion disminuy6 a 46.38 % y 46.96 % (Figuras 13B, 14B) tras la
administracion de las concentraciones crecientes acumulativas de PVP-AgNPs y hasta
un 20.85% y 36.38%, (Figuras 13B y 14B) respectivamente. También se observo que,
aunque ocurre una disminucion en el porcentaje de contractilidad, se observa un
fendmeno interesante donde los anillos aislados de intestino delgado de rata se
contraen de manera transitoria, lo que podria indicar la accion conjunta de procesos
contractiles y de relajacion promovidos por mediadores.

Imagen no mostrada

Figura 12. Efecto de concentraciones crecientes acumulativas de PVP-AgNPs en
segmento de duodeno: A) Grafico de tension; B) Grafico de porcentaje de contraccion
(9); C) Grafico de produccion de NO (uM). *P<0.05 vs control; **P<0.01 vs control;
***P<0.001 vs control; ****P<0.0001 vs control.
Imagen no mostrada

Figura 13. Efecto de concentraciones crecientes acumulativas de PVP-AgNPs en
segmento de yeyuno: A) Grafico de tension (g); B) Grafico de porcentaje de
contraccion; C) Grafico de produccion de NO (uM). *P<0.05 vs control; **P<0.01 vs

control; ***P<0.001 vs control; ****P<0.0001 vs control.

Imagen no mostrada
Figura 14. Efecto de concentraciones crecientes acumulativas de PVP-AgNPs en
segmento de ileon: A) Grafico de tension (g); B) Grafico de porcentaje de contraccion;
C) Grafico de produccion de NO (uM). *P<0.05 vs control; **P<0.01 vs control;

***P<0.001 vs control; ****P<0.0001 vs control.
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El aumento en la relajacion de los anillos aislados de intestino delgado de rata
(disminucion del porcentaje de contraccion) se vio reflejado también por la produccion
de NO, donde las concentraciones de NO obtenidas fueron de 85.80 uM, 76.83 uM y
92.95 UM para segmentos de duodeno, yeyuno e ileon, respectivamente tras la
administracion de concentraciones crecientes acumulativas de PVP-AgNPs y de
109.90 pM, 161.39 uM y 170.19 uM después de la administracion de SNP 100 nM
(Figuras 12C, 13C y 14C), siendo los segmentos de yeyuno e ileon en los que se
aprecia una respuesta mas marcada del efecto de las PVP-AgNPs en la disminucion
de la contractilidad, los cuales se corroboran con las graficas de produccion de NO,
las cuales, son también mayores en los dos segmentos antes mencionados y menor
en el segmento de duodeno. Al compararse los niveles de NO entre los controles de
los tres segmentos y los segmentos tratados con PVP-AgNPs, podemos observar que
la produccién de NO para los segmentos de yeyuno e ileon tratados con PVP-AgNPs
se incrementa de manera considerable, siendo el segmento del duodeno tratado con
AgNPs el que presenta una produccion de NO poco significativa comparada con su
control.

Control de contraccion con administraciones consecutivas de buffer Tyrode

Con la finalidad de establecer que los efectos de relajacidon transitoria que
mostraron los distintos segmentos fueran consecuencia de las PVP-AgNPs y no por la
manipulaciéon mecanica, se montaron conjuntamente controles de tonicidad para cada
segmento, en los cuales, se administraron volumenes constantes de buffer Tyrode
(10ul) simulando la administracion de PVP-AgNPs y mezclando en las camaras con

una pipeta Pasteur simulando el procedimiento de mezcla con las PVP-AgNPs.
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Figura 15. Control de tonicidad en segmento de duodeno con volumenes constantes
de buffer: A) Grafico de tension (g); B) Grafico de porcentaje de contraccion. *P<0.05

vs control; **P<0.01 vs control; ***P<0.001 vs control: ****P<0.0001 vs control.
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Figura 16. Control de tonicidad en segmento de yeyuno con volumenes constantes de

Contraccion (%)

buffer: A) Grafico de tension (g); B) Grafico de porcentaje de contraccion. *P<0.05 vs
control; **P<0.01 vs control; ***P<0.001 vs control; ****P<0.0001 vs control.

Imagen no mostrada
Figura 17. Control de tonicidad en segmento de ileon con volumenes constantes de
buffer: A) Grafico de tension (g); B) Grafico de porcentaje de contraccion. *P<0.05 vs

control; **P<0.01 vs control; ***P<0.001 vs control; ****P<0.0001 vs control.

Como se muestra en los registros de las Figuras 15A, 16A y 17A,
correspondientes respectivamente a los segmentos de duodeno, yeyuno e ileon, con
cada administracion de los volumenes constantes de buffer Tyrode, no se perciben los
mismos efectos que con la administracion de las concentraciones crecientes de PVP-
AgNPs, manteniéndose casi sin variacion los porcentajes de contraccion como se
muestra en las Figuras 15B, 16B y 17B. Estos datos, sugieren que los efectos
observados previamente con los segmentos aislados de intestino delgado tratados con
concentraciones crecientes de PVP-AgNPs de relajacion transitoria se pueden asociar
a procesos fisiolégicos desencadenados por la presencia de las PVP-AgNPs y que

este efecto no es producto de la manipulacién mecanica de las muestras.
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Cuantificacion de 5-HT en anillos aislados de segmentos de intestino delgado
tratados con concentraciones acumulativas de PVP-AgNPs
Los cambios en la produccion de 5-HT y Trp a consecuencia de las
concentraciones crecientes de PVP-AgNPs en anillos de intestino de rata por HPLC-
UV se muestran en la Figura 18.
Imagen no mostrada
Figura 18. Cuantificacion de 5-HT y Trp en anillos aislados de intestino delgado.

*P<0.05 vs control; **P<0.01 vs control; ***P<0.001 vs control; ****P<0.0001 vs control.

Se registro la cuantificacion de Trp, cuya relevancia para este estudio se basa
en ser el precursor de la 5-HT, observandose que no existen diferencias entre los
grupos control y los grupos que se les aplicaron PVP-AgNPs., pero entre las diferentes
secciones del intestino, se obtuvo una mayor presencia de Trp en yeyuno e ileon que
en duodeno (Figura 18). Por otro lado, la produccion de 5-HT,
neurotransmisor/mediador clave en el peristaltismo intestinal no muestra una
diferencia significativa entre los grupos control y los grupos a los que se les aplicaron
PVP-AgNPs para los segmentos de duodeno y yeyuno, siendo solo significativa en el
segmento de ileon; entre los segmentos de intestino, la produccion de 5-HT no es tan
marcada a comparacion de lo que se observa con el Trp.

Efecto de concentraciones individuales de PVP-AgNPs en anillos aislados de
segmentos de intestino delgado

Con el objetivo de observar los efectos que tenian las administraciones
individuales de PVP-AgNPs (0.01, 1 y 100 pg/ml), se realizaron pruebas de tonicidad
de anillos aislados de intestino de ratas macho wistar (Figura 19A, 20Ay 21A) asi como
las determinaciones de NO y 5-HT

Para el segmento de duodeno, se administraron dosis individuales de PVP-
AgNPs a tres concentraciones de 0.01, 1 y 100 pug/ml; los registros fisiologicos se
muestran en las Figuras 19A, 19B y 19C, correspondientes a las concentraciones de

0.01, 1 y 100 ug/ml respectivamente. Los porcentajes de contraccion alcanzados
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posterior a la administracion de PVP-AgNPs (0.01 ug/ml, 1 pg/mly 100 pg/ml) son de
92.34%, 93.52% y 89.70% respectivamente (Figura 19D), de igual manera, las
diferencias en los porcentajes de contraccion alcanzados posterior a la administracion
de SNP 100 nM son 45.58%, 56.71% y 53.57% respectivamente (Figura 19D).
Imagen no mostrada

Figura 19. Anillos aislados de duodeno tratados con concentraciones individuales de
PVP-AgNPs: A) Registro fisioloégico de duodeno tratado con PVP-AgNPs 0.01 ug/mi;
B) Registro fisiologico de duodeno tratado con PVP-AgNPs 1 ug/ml; C) Registro
fisiolégico de duodeno tratado con PVP-AgNPs 100 ug/ml; D) Porcentaje de
contraccion de anillos aislados de duodeno tratados con PVP-AgNPs (0.01, 1 y 100
ug/ml); E) Produccién de NO de anillos aislados de duodeno tratados con PVP-AgNPs
(0.01, 1y 100 ug/ml); F) Gréfico de produccion de Trp,; G) Grafico de produccion de 5-
HT. *P<0.05 vs control; **P<0.01 vs control; ***P<0.001 vs control; ****P<0.0001 vs
control.

La concentracion de NO control para el segmento de duodeno es 48.81 uM
obtenida a partir de un pool de datos; las concentraciones de NO obtenidas después
de la administracion de PVP-AgNPs (0.01 pg/ml, 1 ug/mly 100 ug/ml) 68.31 uM, 67.97
MM y 79.57 uM (Figura 19E) en tanto que estas concentraciones después de la
administracion de SNP 100 nM registradas fueron de 122.25 yM, 115.32 uM y 120.79
MM (Figura 19E).

El valor registrado para el control de Trp se registré6 en 37.96 ng/mg mientras
las concentraciones obtenidas después del tratamiento con concentraciones
individuales de PVP-AgNPs antes mencionadas fueron: 27.29 ng/mg, 6.83 ng/mg y
6.51 ng/mg respectivamente (Figura 19F). El valor del control de 5-HT fue de 32.04
ng/mg, mientras que los valores de 5-HT obtenidos en el segmento de duodeno a
concentraciones individuales de 0.01pg/ml, 1 pg/mly 100 pyg/ml fueron: 27.73 ng/mg,
7.22 ng/mg y 6.93 ng/mg respectivamente (Figura 19G).

Para el segmento de yeyuno, se siguio el mismo procedimiento que en duodeno,
los resultados se muestran a continuacion; los registros fisiolégicos se muestran en las

Figuras 20A, 20B y 20C, correspondientes a las concentraciones de 0.01, 1 y 100
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Mg/ml respectivamente. Los porcentajes de contraccion obtenidos para cada anillo de
yeyuno posterior a la administracién de 3 diferentes concentraciones de PVP-AgNPs
(0.01, 1 y 100 pg/ml) de manera individual fueron 93.49%, 93.80% y 86.92%
respectivamente, mientras que los porcentajes de contraccion posteriores a la
administracion de SNP 100 nM fueron 46.74%, 59.94% y 41.42% respectivamente
(Figura 20D).

Las concentraciones de NO control para el segmento de yeyuno son 46.70 uM
obtenidas a partir de un pool de datos; la cuantificacion de NO para los anillos de
yeyuno obtenidas se muestra a continuacion: Las concentraciones de NO posterior a
la administracion de las PVP-AgNPs de manera individual a las concentraciones antes
mencionadas, son de 64.72 uM, 49.86 uM y 57.25 uM respectivamente (Figura 20E);
se realizé una tercer cuantificacion de NO posterior a la administraciéon de SNP 100
nM obteniéndose las siguientes concentraciones de NO: 111.67 yM, 83.93 uM y 119.57
MM (Figura 20E).

Para la cuantificacion de Trp, el valor control observado fue de 31.52 ng/mg
mientras que los valores cuantificados de Trp en los anillos aislados de intestino
delgado tratados con PVP-AgNPs a las concentraciones previamente mencionadas
fueron de 15.98 ng/mg, 6.90 ng/mg y 7.49 ng/mg respectivamente (Figura 20F). Para
la cuantificacion de 5-HT, el valor control alcanzado para el segmento de yeyuno fue
de 33.36 ng/mg, mientras que los valores de 5-HT registrados en los anillos aislados
de intestino delgado tratados con PVP-AgNPs (0.01,1 y 100 pg/ml) fueron de 16.73
ng/mg, 5.15 ng/mg y 8.29 ng/mg respectivamente (Figura 20G).

Imagen no mostrada
Figura 20. Anillos aislados de yeyuno tratados con concentraciones individuales de
PVP-AgNPs: A) Registro fisiologico de yeyuno tratado con PVP-AgNPs 0.01 ug/ml; B)
Registro fisiologico de yeyuno tratado con PVP-AgNPs 1 ug/ml; C) Registro fisiologico
de yeyuno tratado con PVP-AgNPs 100 ug/ml; D) Porcentaje de contraccion de anillos
aislados de yeyuno tratados con PVP-AgNPs (0.01, 1 y 100 ug/ml); E) Produccién de
NO de anillos aislados de yeyuno tratados con PVP-AgNPs (0.01, 1y 100 ug/ml); F)
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Grafico de produccién de Trp; G) Grafico de produccién de 5-HT. *P<0.05 vs control;
**P<0.01 vs control; ***P<0.001 vs control; ****P<0.0001 vs control.

El segmento de ileon también fue evaluado en términos de su porcentaje de
contraccién y produccion de NO alcanzados posterior a la administracion de PVP-
AgNPs y SNP, los resultados se muestran a continuacion.

Los registros fisiolégicos se muestran en las Figuras 21A, 21B y 21C,
correspondientes a las concentraciones de 0.01, 1 y 100 ug/ml respectivamente. los
porcentajes de contraccidn que registraron los anillos aislados del segmento de ileon
posterior a las administraciones de concentraciones individuales de PVP-AgNPs a tres
distintas concentraciones (0.01, 1 y 100 pg/ml) son: 93.40%, 92.48% y 88.76%
respectivamente, en tanto que posterior a la administracion de SNP 100 nM los
porcentajes contraccion obtenidos fueron de 54.86%, 56.63% y 49.84%
respectivamente (Figura 21D).

Las concentraciones de NO control para el segmento de ileon son 46.78 uM
obtenidas a partir de un pool de datos; Las concentraciones de NO determinadas
posteriormente a la administracion de las concentraciones individuales de PVP-AgNPs
(0.01, 1 y 100 pg/ml) registraron una produccion de NO para cada tratamiento de 47.46
MM, 56.71 uM y 63.91 pM respectivamente; las concentraciones finales de NO
(posterior a la administracion de SNP) obtenidas son respectivamente 91.48 uM,
118.59 uM y 120.79 uM (Figura 21E).

De igual manera, se realizo la cuantificacion de 5-HT y Trp en anillos aislados
del segmento de ileon. Para la cuantificacién de Trp, el valor control registrado para
este segmento fue de 23.91 ng/mg, mientras que para los anillos de ileon tratados con
las concentraciones previamente mencionadas de PVP-AgNPs la cuantificacién de Trp
alcanzé valores de 11.33 ng/mg, 4.84 ng/mg y 7.57 ng/mg (Figura 21F). El valor basal
de 5-HT cuantificado para este segmento fue de 32.42 ng/mg, mientras que los anillos
de ileon tratados con concentraciones individuales de PVP-AgNPs (0.01, 1 y 100
pg/ml) registraron valores de 5-HT de 14.50 ng/mg, 6.24 ng/mg y 9.76 ng/mg
respectivamente (Figura 21G).

Imagen no mostrada
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Figura 21. Anillos aislados de ileon tratados con concentraciones individuales de PVP-
AgNPs: A) Registro fisiolégico de ileon tratado con PVP-AgNPs 0.01 ug/ml; B) Registro
fisiologico de ileon tratado con PVP-AgNPs 1 ug/ml; C) Registro fisiologico de ileon
tratado con PVP-AgNPs 100 ug/ml; D) Porcentaje de contraccion de anillos aislados
de ileon tratados con PVP-AgNPs (0.01, 1y 100 ug/ml); E) Produccién de NO de anillos
aislados de ileon tratados con PVP-AgNPs (0.01, 1 y 100 ug/ml); F) Gréfico de
produccion de Trp; G) Grafico de produccion de 5-HT. *P<0.05 vs control; **P<0.01 vs

control; ***P<0.001 vs control; ****P<0.0001 vs control.

Control de contraccion con PVP en anillos aislados de intestino delgado.

Con el fin de comprobar si la recubierta de PVP de las PVP-AgNPs tenia una
contribucién en el perfil fisioldgico mostrado en los anillos aislados de intestino delgado
tratados con PVP-AgNPs se realizaron pruebas de tonicidad en anillos de intestino
delgado administrando alicuotas de una solucion de PVP 2% utilizando los mismos
volumenes de PVP-AgNPs (Figura 22A).

En el segmento de duodeno, el porcentaje de contraccion resultante de la
administracion de PVP fue de 95.70% mientras que el porcentaje de contraccion
alcanzado después de la administracién de SNP 100 nM fue de 75.74%, siendo que,
para ambos casos, las diferencias no fueron significativas al ser comparadas con sus
respectivos controles (92.14% y 73.09%) (Figura 22B). Las determinaciones de NO
arrojaron que para los anillos aislados fueron de 46.33 uM posterior a la administracion
de PVP 2% y 76.74 uM después de administrar SNP 100 nM, concentraciones que no
resultaron en una diferencia significativa respecto a sus controles (48.12 yM y 89.13

MM respectivamente) (Figura 22C).
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Figura 22. Administraciones individuales de PVP 2% en anillos aislados de duodeno
de rata: A) Registro fisiolégico en anillo de duodeno; B) Grafico de porcentaje de
contraccion; C) Grafico de produccion de NO. *P<0.05 vs control; **P<0.01 vs control;
***P<0.001 vs control; ****P<0.0001 vs control.

Para el segmento de yeyuno, se muestra el registro fisiolégico caracteristico
(Figura 23 A); el porcentaje de contraccion obtenido posterior a la administracion de
PVP 2% fue de 99.55% y 70.88% posterior a la administracién de SNP 100 nM; para
este segmento, las diferencias entre las muestras problema y sus respectivos controles
tampoco fueron significativas (90.57% y 70.48%) (Figura 23B). Las concentraciones
de NO después de la administracion de PVP 2% y SNP 100 nM son respectivamente
46.74% y 96.09% en tanto que las concentraciones de NO de los controles son,
respectivamente: 45.15% y 99.92%, no mostrando diferencia significativa entre los
anillos tratados con PVP y los controles (Figura 23C).

Imagen no mostrada

Figura 23. Administraciones individuales de PVP 2% en anillos aislados de yeyuno de
rata: A) Registro fisiologico; B) Grafico de porcentaje de contraccion; C) Grafico de
producciéon de NO. *P<0.05 vs control; **P<0.01 vs control; ***P<0.001 vs control;
****P<(0.0001 vs control.

La Figura 24A muestra el registro fisiolégico del segmento de ileon. El
porcentaje de contraccion alcanzado en el segmento de ileon fue de 99.17% posterior
a la administracion de PVP 2% y 68.09% después de administras SNP 100 nM; para

este segmento también las diferencias entre las muestras problemas con sus
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respectivos controles (99.78% y 70.88% respectivamente) no se consideran
significativas (Figura 24B). Las concentraciones de NO obtenidas fueron 67.58 uM
después de administrar PVP 2% y 78.70 uM después de administras SNP 100 nM;

respecto a sus controles (45.95 uM y 78.70 uM) no se encontro diferencia significativa
(Figura 24C).
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Figura 24. Administraciones individuales de PVP 2% en anillos aislados de ileon de
rata: A) Registro fisiolégico; B) Grafico de porcentaje de contraccion; C) Grafico de
produccion de NO. *P<0.05 vs control; **P<0.01 vs control; ***P<0.001 vs control;
****P<(0.0001 vs control.

Control de ionizacion en anillos aislados de segmentos de intestino delgado

Con el objetivo de corroborar si los perfiles fisioldgicos mostrados previamente
en anillos aislados de intestino delgado tratados con concentraciones crecientes de
PVP-AgNPs eran originados por las NPs o si existian procesos de ionizacién que
estuvieran ejerciendo los efectos ya mostrados, se realizé el control de ionizacion en
anillos aislados de intestino delgado de rata macho wistar de 250 g a 350 g de peso.
Se siguid el procedimiento utilizado en las administraciones de PVP-AgNPs,
empleando para este caso nitrato de plata (AgNO3) a las mismas concentraciones
(0.01, .1, 1, 10, 100 pg/ml).

El registro fisiologico se muestra en la Figura 25A. Para los anillos aislados del
segmento del duodeno, los porcentajes de contraccion registrados fueron de 66.59%

después de la ultima administracion de AgNOs y 57.02% después de la administracion
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de SNP (Figura 25B) y su produccion de NO por accion del AgNOs y SNP fueron
respectivamente, 587.53 uM y 616.75 uyM (Figura 25C).
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Figura 25. Control de ionizacion en segmentos de anillos aislados de duodeno: A)
Registro fisiolégico,; B) Porcentaje de contraccion; C) Produccion de NO. *P<0.05 vs
control; **P<0.01 vs control; ***P<0.001 vs control; ****P<0.0001 vs control.

En el caso de los anillos aislados del segmento de yeyuno, el registro fisioldgico
se muestra en la Figura 26A, los porcentajes de contraccidon registrados fueron de
61.92% después de la ultima administracion de AgNOs y 52.43% posterior a la

administracion de SNP (Figura 26B) y las concentraciones de NO obtenidas fueron
514.23 uM y 603.84 uM (Figura 26C).
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Figura 26. Control de ionizacion en segmentos de anillos aislados de yeyuno: A)
Registro fisiolégico,; B) Porcentaje de contraccion; C) Produccion de NO. *P<0.05 vs
control; **P<0.01 vs control; ***P<0.001 vs control; ****P<0.0001 vs control.
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El registro fisioldgico para el segmento de ileon se muestra en la Figura 27A.
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la administracion de SNP (Figura 27B), en cuanto a la determinacién de NO, los valores
obtenidos fueron 534.62 yM y 566.6 uM (Figura 27C).

Figura 27. Control de ionizacién en segmentos de anillos aislados de ileon: A) Registro
fisiologico; B) Porcentaje de contraccion; C) Produccion de NO. *P<0.05 vs control;

**P<0.01 vs control: ***P<0.001 vs control; ****P<0.0001 vs control.

Analisis histologico de anillos aislado de intestino delgado expuestos a
concentraciones individuales de PVP-AgNPs

Con el fin de observar si existes un dafio tisular en segmentos aislados de
intestino delgado a PVP-AgNPs se realizaron as pruebas histologicas exponiendo
segmentos de intestino delgado a concentraciones individuales de PVP-AgNPs (0.01,
1y 100 pg/ml) durante 15 minutos, los resultados se muestran en la Figura 28.

Imagen no mostrada

Figura 28. Cortes histologicos de segmentos de intestino delgado de rata tratados con
concentraciones individuales de PVP-AgNPs (0.01, 1 y 100 ug/ml): A) Control
duodeno,; B) Duodeno tratado con PVP-AgNPs 0.01 ug/ml; C) Duodeno tratado con
PVP-AgNPs 1 ug/ml; D) Duodeno tratado con PVP-AgNPs 100 ug/ml; E) Control
yeyuno; F) Yeyuno tratado con PVP-AgNPs 0.01 ug/ml; G) Yeyuno tratado con PVP-
AgNPs 1 ug/mi: H) Yeyuno tratado con PVP-AgNPs 100 ug/mi; |)Control ileon; J) fleon
tratado con PVP-AgNPs 0.01 ug/mi; K) ileon tratado con PVP-AgNPs 1 ug/mi; L) ileon
tratado con PVP-AgNPs 100 ug/ml. (Abreviatura: M: Mucosa;, SM: Submucosa; MC:
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Capa Muscular; S: Serosa).

Los controles de los segmentos de intestino (28A, 28E, 28l) muestra cortes
intactos sin ningun dafo tisular visible, se aprecian sus 4 capas intactas, asi como nulo
desprendimiento de las vellosidades. Los anillos de los segmentos de intestino delgado
(duodeno y yeyuno) tratados con concentraciones individuales de PVP-AgNPs 0.01
pg/ml (Figuras 28B y 28F) muestran desprendimiento de las vellosidades en la capa
epitelial (marcadas como **), mientras que en el segmento de ileon, se aprecia un
proceso necrético en las vellosidades (marcado como *) (Figura 28J). Para las figuras
restantes a las concentraciones de 1y 100 ug/ml (Figuras 28C, 28D, 28G, 28H, 28Ky
28L), de los tres segmentos tratados, es posible observar desprendimiento de las
vellosidades. Estos resultados muestran que la exposicion de PVP-AgNPs en anillos
de intestino delgado puede tener como consecuencia la presencia de dafo tisular que
pudiera estar relacionada con los cambios en la tonicidad y la secrecion de mediadores

enddgenos que hacen posible el movimiento peristaltico.

Visualizacion de la internalizacion de las PVP-AgNPs en los anillos aislados de
intestino delgado mediante la tincion de Grimelius

Una vez determinado si existia o no dafno tisular en los anillos de intestino
delgado por efecto de la presencia de las PVP-AgNPs se realizaron pruebas para
visualizar a qué nivel la plata se internalizaba en el intestino delgado y para este fin se
utilizé la tincion de Grimelius tomando como base la exposicidn a concentraciones
individuales de PVP-AgNPs 0.01ug/ml, Se muestran a continuacion los resultados.

Las imagenes muestran que en los grupos control positivo (segmentos que
tineron en CE que se aprecia un color negro) (Figura 29A) se aprecian células
argentofilicas tefiidas (CE) que se visualizan como estructura tefiidas de un color
oscuro mientras que el control negativo no muestra ninguna acumulacion de plata en
ninguna estructura (Figura 29B); para los segmentos tratados con las concentraciones
individuales previamente mencionadas (Figura 29C y 29E); es posible observar que la
plata se bioacumula principalmente en la zona apical de las vellosidades del intestino

delgado en los tres segmentos las cuales se visualizan como cumulos cafés

67



oscurecidos en los bordes, lo que demostraria que las PVP-AgNPs son capaces de
internalizarse en las vellosidades del intestino delgado; las Figuras 29D y 29F
muestran las amplificaciones a 40x de estos segmentos donde se aprecia la
bioacumulacion de la plata en estas estructura. Los cuales se indican en la figura con
asteriscos ().
Imagen no mostrada

Figura 29. Tincion de Grimelius en anillos aislados de segmento de intestino delgado:
A) Control positivo; B) Control negativo, C) Corte de segmento de duodeno tratado con
PVP-AgNPs 0.01 ug/ml; D) Corte de segmento de duodeno tratado con PVP-AgNPs
0.01 ug/ml (amplificado a 40x); E) Corte de segmento de ileon tratado con PVP-AgNPs
0.01 ug/ml; F) Corte de segmento de ileon tratado con PVP-AgNPs 0.01 ug/ml
(amplificado a 40x).

Los resultados obtenidos muestran que con cada administracion de
concentraciones crecientes acumulativas de PVP-AgNPs el porcentaje de contraccion
disminuye de manera gradual, siendo mas evidente en los segmentos de yeyuno e
ileon, y de menor magnitud en el segmento de duodeno. Sin embargo, se deben
profundizar los estudios que determinen los factores que hacen posible los efectos
diferenciales entre los segmentos de intestino por accion de la administracion de
concentraciones crecientes acumulativas de PVP-AgNPs y la disminucion de la
contraccién parece estar relacionada con la produccion de NO.

Se sabe que por efecto de estimulos locales como la presencia de quimo, se
favorece la secrecion coordinada de mediadores como 5-HT y NO en el intestino
delgado, y sus efectos en la sinapsis de neuronas aferentes intrinsecas primarias
(NAIP), interneuronas y motoneuronas dan como resultados procesos de contraccion-
relajacion continuos de las capas de musculo liso circular y longitudinal que
conocemos como peristaltismo (Beattie & Smith, 2008; Camilleri, 2009).

A partir de los datos obtenidos, la evidencia sugiere que los fenbmenos de
relajacion transitoria que se muestran en los registros de las Figuras 12A, 13Ay 14A
pueden ser producto del efecto de la secrecidon de ambos mediadores por efecto de

las concentraciones crecientes acumulativas de PVP-AgNPs y que también tiene
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implicacion en la disminucion del porcentaje de contraccidn debido probablemente a
que con la produccién de ambos mediadores (NO y 5-HT), los efectos relajantes del
NO predominan ligeramente sobre los de la 5-HT, aunque no se puede descartar la
accion de otros mediadores, para los que debido a los alcances de este trabajo, no se
cuantifican; también se debe destacar que la disminucién en la tension de los anillos
aislados de intestino es resultado de la suma de la produccién de NO asociada a cada
administraciones de NPs.

Es importante mencionar que para los tres segmentos, los porcentajes de
contraccion alcanzados posterior a la ultima administracion de las PVP-AgNPs fue
similar en los tres segmentos pero también recalcando que estos porcentajes son
similares a los registrados en los controles cuando se les administr6 SNP; a su vez, el
porcentaje de contraccion final de los anillos de intestino delgado disminuia aun mas
al administrar SNP lo que implicaria que en efecto, las PVP-AgNPs son los agentes
causantes de los cambios en la tensidn intestinal, sin embargo, el intestino aun
mantiene su viabilidad funcional. Estos cambios en la tension vienen acompafados de
su respectiva producciéon de NO la cual se puede observar que aumenta después de
las administraciones de PVP-AgNPs con respecto a su control, aunque también se
observa que, entre los tres segmentos, este incremento es menor en el yeyuno, y a su
vez, la cuantificacion de NO incrementa nuevamente posterior a la administracion de
SNP, siendo este incremento mas evidente también en yeyuno.

Otro hallazgo interesante fue la observacion de un fendmeno de relajacion
transitoria, este efecto se aprecia inmediatamente posterior a la administracion de las
PVP-AgNPs, donde se aprecia una disminucion de la tension del anillo seguida de un
aumento inmediato en la tensién que trata de alcanzar el nivel de tension previo a la
administracion de las PVP-AgNPs. Este fendmeno ya ha sido previamente descrito por
Bogers y col. (1991) cuando estudiaron el efecto del NO en la relajacion no adrenérgica
no colinérgica del segmento terminal de ileon canino mediada por 5-HT (Bogers et al.,
1991). Estos fendbmenos de relajacion transitoria también se han reportado por parte
del grupo de investigacion del Laboratorio de Fisiologia Celular de la Facultad de

Ciencias Quimicas de la UASLP; Gonzalez et al, 2011, reportaron estos efectos en
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anillos aislados de traquea (Gonzalez et al., 2011), siendo necesario resaltar que hasta
el momento no se cuenta con otras trabajos que aborden el efecto fisiolégico de las
PVP-AgNPs en el tracto gastrointestinal.

Es posible observar que hay una diferencia significativa (p>0.05) entre el
porcentaje de contraccion final cuando se administra SNP entre los controles de los
segmentos de duodeno e ileon, siendo menor en ileon, pero sin existir diferencias de
ambos segmentos con el segmento de yeyuno (Figura 30) mientras que los
porcentajes de contraccion entre los segmentos tratados con PVP-AgNPs y SNP no
muestran diferencias significativas (Figura 30), lo que es indicativo que la reactividad
de los anillos a los diversos agentes vasoactivos es dependiente de la estructura propia

de cada segmento.
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Figura 30. Comparativo de porcentajes de contraccion entre segmentos (control,
tratados con concentraciones crecientes acumulativas PVP-AgNPs y tratados con
concentraciones crecientes acumulativas PVP-AgNPs — SNP). *P<0.05 duodeno vs

ileon.
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Sin embargo, la cuantificaciéon de NO muestra ser significativa solo cuando se
comparan los segmentos de duodeno e ileon una vez que se les administré6 PVP-
AgNPs y SNP (p<0.05), siendo mayor la cuantificacion de NO alcanzada en ileon
(Figura 31), lo que indicaria que el segmento de duodeno presenta una mayor
reactividad al NO que el segmento de ileon. Se debe observar que las concentraciones
de NO alcanzadas en los controles y en los segmentos tratados con PVP-AgNPs
muestran un patron similar, lo que estaria en concordancia con el hecho de que los
porcentajes de contraccion de los controles y de los segmentos tratados con las
concentraciones crecientes acumulativas de PVP-AgNPs son muy similares (Figura
30).
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Figura 31. Comparativo de produccion de NO entre segmentos (Control. Control con
SNP. tratados con concentraciones crecientes acumulativas PVP-AgNPs y tratados
con concentraciones crecientes acumulativas PVP-AgNPs y SNP). *P<0.05 duodeno

vs ileon.

La 5-HT es un importante neurotransmisor que en el intestino delgado esta
relacionada con el reflejo peristaltico, como ya se menciond, la 5-HT se produce en la
CE ubicadas en la capa mucosa del intestino y se excreta de manera paracrina en la
zona apical de las células de lumen intestinal y en la membrana basolateral de las
células (Alcalde Herrero, 2011). Se sabe que para que se inicie la produccion de 5-HT

en el intestino delgado se requiere de un estimulo fisico (alimentos) o quimicos
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(Bertrand & Bertrand, 2010), es por ello que resulta de suma importancia conocer cual
es el efecto que tiene la exposicion a las PVP-AgNPs en anillos aislados de intestino
delgado.

La produccion de 5-HT en los tres segmentos de intestino delgado, mostré que
la mayor produccion fue en el segmento de ileon, mientras que en los segmentos de
yeyuno y duodeno mostro una disminucion; este efectos podria deberse a un dafio a
nivel de los transportadores de recaptura de serotonina (SERT) o la activacién de otros
receptores de 5-HT. La produccion de 5-HT puede estar relacionado en el efecto de
relajacion transitoria observado en los registros aunque también no se puede descartar
la implicacion de otros mediadores, no solo en el segmento de ileon, sino también en
los segmentos de duodeno y yeyuno; los datos obtenidos en este trabajo esta en
concordancia con lo publicado por Legay et al, 1983, quienes encontraron que las
concentraciones de 5-HT en el sistema gastrointestinal de ratones Sprague-Dawley
son mayores en el ileon que en duodeno y yeyuno (Legay et al., 1983); de forma similar
el articulo de revision publicado por Camilleri, 2009, reporta que en el intestino humano
la mayor cantidad de receptores SERT para 5-HT se encuentran en el ileon, seguido
de duodeno y yeyuno (Camilleri, 2009).

Existen trabajos de investigacion como el realizado por Althomali y col. (2022)
donde se demuestra que la presencia de nanoparticulas de AgNPs (Moringa olifera--
AgNPs) de 25 nm incrementan la regulacién del gen de la proteina 5 relacionada con
el receptor de la lipoproteina LRPS en las lineas celulares cancerigenas HTC116 y
SW480, inhibiendo la expresion de la enzima limitante triptéfano hidroxilasa 1 que es
necesaria para la sintesis de 5-HT (Althomali et al., 2022), lo que pudiera ser
considerada evidencia de que la presencia de AgNPs pueden incidir directamente en
la biosintesis de la 5-HT; los efectos que las modificaciones en la biosintesis de 5-HT
resultan relevantes debido a que estan fuertemente implicados en procesos esenciales
como la peristalsis; trabajos como el de Bogers y col. (1991) demostraron que cuando
se administra 5-HT a concentraciones de 10“*M en ileon terminal canino causaba una
relajacion NANC mientras que a concentraciones de 10-°M un efecto de relajacion

transitoria (Bogers et al., 1991), por lo tanto, cualquier alteracién en la ruta biosintética
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de la 5-HT repercute en el funcionamiento fisiolégico normal de 6rganos como em
intestino. La secrecion de 5-HT en el intestino delgado juega un papel muy importante
en los reflejos peristalticos, participando en los procesos contractiles por estas
razones, se considera que son necesarios mas pruebas para corroborar los datos
obtenidos.

El Trp es un aminoacido esencial que se obtiene por la ingesta de alimentos y
cuya funcioén principal es servir como precursor de diversos mediadores como la 5-HT;
su cuantificacion en este abordaje experimental muestra que solo en el segmento de
ileon hay una diferencia significativa en su produccién cuando los anillos de intestino
delgado son expuestos a las PVP-AgNPs, lo cual coincide también con los resultados
obtenidos en la produccion de 5-HT por la accion de las PVP-AgNPs administradas
acumulativamente a los anillos aislados de segmentos de intestino delgado.

La concentracion de Trp en los controles muestra que entre segmentos de ileon
y duodeno, existe una diferencia significativa (p<0.05) pero no cuando ambos
segmentos se comparan con yeyuno, mientras que en los segmentos tratados, existe
una mayor concentracion de Trp en ileon cuando se compara con duodeno (p>0.0001)
y yeyuno (p>0.05), mientras que para las concentraciones de 5-HT determinadas en
los controles y en los segmentos tratados con concentraciones crecientes
acumulativas de PVP-AgNPs no hay diferencias significativas; esto puede ser debido
al ayuno de 24 horas al que se sometio a las ratas previo a la cirugia, por lo cual, las

concentraciones basales de 5-HT eran minimas (Figura 32).
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Figura 32. Grafico comparativo de la produccion de Trp y 5-HT entre segmentos
(control y segmentos tratados con PVP-AgNPs) *P<0.05 Duodeno vs ileon;
****P<0.0001 duodeno vs ileon.

Podemos concluir con base a la evidencia obtenida, que la secrecidn
coordinada de 5-HT y NO por accion de las PVP-AgNPs en los anillos aislados de
intestino delgado tienen una influencia en los procesos de relajacion transitoria que se
presentan en los registros (Figuras 5A, 6A y 7A) asi como en la disminucién gradual
de la tensidn en los anillos aislados de intestino delgado, aunque no necesariamente
sean los unicos mediadores involucrados en dichos procesos, sugiriendo que las PVP-
AgNPs pueden desencadenar estos procesos si se consideran como estimulos
locales, necesarios para iniciar la produccion de los mediadores ya mencionados.

Los experimentos con las concentraciones individuales muestran diferentes
perfiles en cada segmento de intestino delgado: los anillos aislados del segmento de
duodeno muestran una tendencia de un efecto contractil disminuido en términos de
porcentaje, donde la administracién de concentraciones menores de PVP-AgNPs (0.01
pMg/ml) da como resultado un porcentaje de contraccidon similar con las otras dos
concentraciones empleadas (1 ug/mly 100 pg/ml) , observandose este efecto posterior
a la administracion de las PVP-AgNPs y del SNP.

Paralelamente, podemos observar que, en el segmento de yeyuno, el

porcentaje de contraccion a concentraciones de PVP-AgNPs de 1ug/ml y posterior a
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la administraciéon de SNP es mayor que el registrado a las otras dos concentraciones;
los resultados de las determinaciones de NO muestran este mismo comportamiento,
pudiendo observar la produccion de NO en los anillos aislados del segmento de yeyuno
tratados con PVP-AgNPs 1 ug/ml es menor que las obtenidas en los otros dos grupos.
Observando los valores del porcentaje de contraccion del control del segmento de
yeyuno de 48.36% (Figura 10B) y comparandolo con los porcentajes de contraccion
final obtenidos en los anillos tratados con PVP-AgNPs a concentraciones de 0.01 ug/ml
y 100 pg/ml se sugiere que la administracion de concentraciones de PVP-AgNPs tiene
un efecto deletéreo en la tonicidad del tejido de intestino delgado a estas
concentraciones.

Respecto a los anillos aislados de ileon, los porcentajes de contraccion
registrados por efecto la administracion de las concentraciones de PVP-AgNPs a los
anillos aislados de segmentos de intestino delgado describen un perfil de disminucion
conforme aumentan las concentraciones, este perfil se sustenta en base a las
concentraciones de NO obtenidas de los anillos tratados con concentraciones
individuales de PVP-AgNPs. En relacidén con su control, los porcentajes de contraccion
final alcanzados por los segmentos de ileon tratados con PVP-AgNPs 1 ug/ml posterior
a la administracion de las concentraciones individuales de PVP-AgNPs y SNP, muestra
ser ligeramente menor al registrado por la grafica de contraccion del control de ileon
de 51.12% (Figura 11B), donde el porcentaje de contraccion final es ligeramente
menor, mientras que para las otras dos concentraciones de 0.01 ug/mly 100 pg/ml el
porcentaje de contraccion final es un poco mayor al registrado por el control sin ser
esta variacion, para los 3 tratamientos, significativa. Para aquellas graficas de
produccion de NO donde no es posible apreciar diferencias significativas, se puede
sugerir que el proceso de relajacion mostrado en los anillos puede no ser

completamente dependiente de la produccién de NO. Un analisis de la tension
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alcanzada en los anillos aislados de segmentos de intestino delgado no mostro
diferencias significativas entre segmentos (Figura 33).

Figura 33. Grafico comparativo de las tensiones alcanzadas por la administracion de
concentraciones individuales de PVP-AgNPs y las tensiones alcanzadas por la
administracion de SNP posterior al tratamiento con PVP-AgNPs entre segmentos de
intestino delgado. *P<0.05 vs segmentos; **P<0.01 vs segmentos; ***P<0.001 vs

segmentos; ****P<0.0001 vs segmentos.

De manera similar, una comparativa entre segmentos de la produccion de NO

mostré que no existen diferencias significativas en la produccién de NO (Figura 34),
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demostrando que las administraciones individuales de PVP-AgNPs no ejercen efectos

dafinos considerables en un esquema de exposicién aguda (horas).
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Figura 34. Grafico comparativo de la produccion de NO alcanzada por Ila
administracion de concentraciones individuales de PVP-AgNPs y las tensiones
alcanzadas por la administracion de SNP posterior al tratamiento con PVP-AgNPs
entre segmentos de intestino delgado. *P<0.05 vs segmentos; **P<0.01 vs segmentos;
***P<0.001 vs segmentos; ****P<0.0001 vs segmentos.

Las graficas de produccion de 5-HT y Trp para 3 concentraciones individuales
de PVP-AgNPs (0.01 pg/ml, 1 ug/mly 100 ug/ml) para los tres segmentos muestran
una deplecidn en la secrecion de ambos mediadores. A menor concentracion de las
PVP-AgNPs mayor secrecion de 5-HT y Trp. El efecto en la secreciéon de estos
mediadores es de notar ya que la disminucion en la concentracién de 5-HT ocurre
paralelamente con la deplecion de Trp; el hecho que las concentraciones de Trp sean
menores que las de 5-HT se debe a que, durante el proceso de contraccion, la 5-HT
se sintetiza a partir del Trp cuando en el lumen intestinal hay un estimulo mecanico o
quimico que active la sintesis y libracién de 5-HT en las CE.

Comparando las graficas de produccion de 5-HT y Trp con las graficas de
porcentaje de contraccion y las graficas de produccion de NO, podemos observar que
el comportamiento de los anillos aislados de segmentos de intestino es consistente.
Para los tres segmentos, las concentraciones de 0.01 ug/ml registra una mayor
concentracion de 5-HT y Trp que las concentraciones registradas para 1 ug/mly 100

pg/ml y salvo en el segmento de duodeno, para yeyuno e ileon, se registra un ligero
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incremento en la concentracion de Trp a 100 pg/ml en comparacién con los anillos
tratados con PVP-AgNPs a concentraciones de 1 pg/ml.

Para el caso de la 5-HT, en el segmento de duodeno, se registra una clara
disminucién en la concentracion de 5-HT conforme se aumenta la dosis de PVP-
AgNPs, de la misma manera, en el segmento de yeyuno, la concentracion de 5-HT
decrece mostrando un perfil similar al del Trp. Para el segmento de ileon, el
comportamiento si muestra diferencias: aunque se puede mostrar que la
administracion de PVP-AgNPs también genera una disminucion en la concentracion
de 5.HT y Trp con respecto a sus controles, también es cierto que se observa que
mientras al administrar PVP-AgNPs a concentraciones de 0.01 ug/ml las produccion
de 5-HT es menor que el Trp a esa misma concentracion; cuando se administran PVP-
AgNPs 1 pg/ml, las concentraciones de 5-HT son levemente mayores que las
registradas para Trp mientras que para administraciones de PVP-AgNPs 100 pg/ml
muestran el mismo comportamiento que a concentraciones de 0.01 pug/ml.

Es necesario mencionar que estos resultados, muestran un perfil de disminucion
de la concentracién de 5-HT y Trp, aunque en algunos caos, como en los controles vs
0.01 pg/ml estas diferencias no resulten ser significativas. Para estos casos, la
disminucién de la produccion de 5-HT y NO y su relacién con la disminucién en el tono
muscular de los anillos de intestino delgado se puede explicar como una consecuencia
de la alteracidn en la produccién de estos precursores, la produccion de NO que relaja
los anillos y la produccidon de 5-HT que los contrae se ve mermada ya que en presencia
de PVP-AgNPs, los anillos son incapaces de recuperar su tono inicial.

Un comparativo entre segmentos de la produccion de Trp y 5-HT de los
segmentos de intestino delgado tratados con concentraciones individuales de AgNPs
no mostro diferencias significativas en la produccion de Trp y 5-HT entre segmentos
(Figura 35), corroborando que los efectos deletéreos de las PVP-AgNPs no son
significativos en un esquema de exposicion aguda (en horas).

La elevacion en la produccion de Trp en ileon pudiera deberse a que el dano
histolégico ocasionado por las PVP-AgNPs repercutié en la efectividad de la enzima

monoamina oxidasa (MAQO) que es necesaria para metabolizar 5-HT, este escenario
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fue estudiado por Legay y col. (1983) quienes descubrieron que las concentraciones
de Trp en intestino delgado pueden regresar a sus valores control después de una
administracion de pargilina, que es un inhibidor de la MAO (Legay et al., 1983); la
diferencia con los segmentos de duodeno y yeyuno puede explicarse a partir de las
caracteristicas histologicas entre segmentos, ya que existe una mayor cantidad de
vellosidades en los segmentos de duodeno y yeyuno que en ileon (Ferrufino et al.,
1996), mientras que el incremento de 5-HT en ileon se puede explicar bajo esas

mismas condiciones estructurales.
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Figura 35. Grafico comparativo de la producciéon de Trp y 5-HT entre segmentos
tratados con concentraciones individuales de PVP-AgNPs. *P<0.05 vs segmentos;

**P<0.01 vs segmentos; ***P<0.001 vs segmentos; ****P<0.0001 vs segmentos.

Para los anillos tratados con concentraciones acumulativas de AQNOs3 se puede
observar que al analizar los porcentajes de contraccion alcanzados (Figura 36A) y la

cuantificacion de NO después de la administracion de AgNOs y después de la
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administracion de SNP no existen diferencias significativas entre los segmentos
(Figura 36 B).

Atendiendo a los registros graficos en tiempo real (Figura 25A, 26A y 27A) es

posible observar que en todos los segmentos se presenta un efecto relajante transitorio
cuando se administran concentraciones crecientes acumulativas de AgNOs, y aunque
el perfil el similar, la magnitud es distinta.
Para los segmentos de duodeno tratados con PVP-AgNPs, el porcentaje de
contraccion alcanzado tras las administraciones crecientes acumulativas fue de a
61.57% 66.59% vy en términos de produccion de NO, los anillos de duodeno tratados
con concentraciones crecientes acumulativas de PVP-AgNPs alcanzaron
concentraciones de 85.80 uM y de 92.64 tras la administracion de SNP, ,mientras que
los anillos tratados con AgNOs alcanzd un porcentaje de contraccién de 66.59%
después de la administracion de concentraciones crecientes acumulativas de AgNO3
y 57.02% después de la administracion de SNP (Figura 25B) y su produccién de NO
por accion del AQNOs y SNP fueron respectivamente 587.53 uyM y 616.75 uM (Figura
25C) .
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Figura 36. A) Grafico comparativo del porcentaje de contraccion alcanzado por anillos
aislados de intestino delgado después de las administraciones crecientes
acumulativas de AgNOs y SNP. B) Grafico comparativo del produccién de NO

alcanzado por anillos aislados de intestino delgado después de las administraciones
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crecientes acumulativas de AgNOs y SNP. *P<0.05 vs segmentos; **P<0.01 vs

segmentos; ***P<0.001 vs segmentos; ****P<0.0001 vs segmentos.

Para el segmento de yeyuno, el porcentaje de contraccion disminuyo a 48.36 %
con la administracion de las concentraciones crecientes de PVP-AgNPs y hasta un
22.75% tras la administracion de SNP; la cuantificacion de NO resulto en
concentraciones de 76.83 uM después de la administracién de las PVP-AgNPs y de
161.39 uM tras la administracién de SNP, en ese mismo contexto, los segmentos de
yeyuno tratados con concentraciones crecientes acumulativas de AgNOs el porcentaje
de contraccion alcanzado fue de 61.92% y 52.43% posterior a la administracion de
SNP (Figura 26B) mientras que las concentraciones de NO cuantificadas después del
tratamiento con PVP-AgNPs y SNP son respectivamente fueron 514.23 uyM y 603.84
MM (Figura 26C).

Para los anillos aislados de ileon, el porcentaje de contraccion alcanzado tras
la administracion de PVP-AgNPs y SNP fueron respectivamente y 55.68% y 28.87%
mientras que la cuantificacion de NO tras estos tratamientos (PVP-AgNPs y SNP)
fueron de 92.95 uM y 170.19 uM; en tanto que los valores de porcentaje de contraccion
para los anillos aislados de ileon tratados con concentraciones crecientes
acumulativas de AgNOs y posteriormente la administracion de SNP fueron de 74.16 y
65.18% respectivamente (Figura 27B), siendo la cuantificacion de NO de 534.62 uM y
566.6 uM para el tratamiento con PVP-AgNPs y SNP respectivamente (Figura 27C).

Estos perfiles nos indican que, si bien es cierto, tanto las PVP-AgNPs y el AgNO3
muestran perfiles similares, sin embargo, la magnitud tanto de porcentajes de
contracciéon presentan diferencias significativas cuando se comparan los segmentos
tratados con PVP-AgNPs y los tratados con AgNOs; estas diferencias se aprecian en
los segmentos de yeyuno, los cuales, después de la administracion de SNP, los
segmentos tratados con PVP-AgNPs presentan la mayor disminucion en el porcentaje
de contraccién (p>0.0001) mientras que en ileon se presentan una mayor disminucién
en el porcentaje de contraccion después de la administracion de las PVP-AgNPs a

comparacion de los segmentos de ileon tratados con AgNOs3 (p>0.0001), aunque no
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se presentan diferencias significativos entre los segmentos de duodeno lo que indicaria
gue en términos de efectos, el intestino delgado es mas reactivo a las PVP-AgNPs que
al AgNOs vy estas diferencias pueden estar relacionadas no solo a la forma de la Ag,

sino también a las diferencias histologicas que existen entre segmentos (Figura 37).
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Figura 37. Grafico comparativo de los efectos de los tratamientos con PVP-AgNPs y
AgNO3 en segmentos de intestino delgado. **P<0.01 ileon AgNPs vs ileon AgQNO3,
**P>0.001 fleon AGNPs+SNP vs ileon AGNO3+SNP; ***P<0.001 Yeyuno AgNPs+SNP
vs yeyuno AgNO3z+SNP.

Como ya se observo, la produccion de NO en los segmentos tratados con
AgNOs resultaron ser mucho mayores que la produccién en segmentos tratados con
PVP-AgNPs. Esto se puede deber a que el durante la administracién de AgNOs, al
reaccionar con el cloruro de sodio (NaCl) formara cloruro de plata y nitrato de sodio.

AgNOs+ NaCl - NaNOs (ac) + AgCI (s)

El nitrato de sodio formado es convertido a nitrito por accién del cloruro de
vanadio (VCIs) a temperatura ambiente (Miranda et al., 2001) y este cuantificado por
medio del método de Griess, esto explicaria los altos niveles de NO cuantificados para

los controles de ionizacion.
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NO3 + 4H* + 3e > NO + 2H20 (Cox, 1980)

Como es posible observar, los porcentajes de contraccion alcanzados en estos
controles de ionizacion difieren en magnitud siendo mayores a aquellos que se
observaron con las PVP-AgNPs: esto se puede deber a que el NO esta causando un
efecto contractil, esto esta reportado en el trabajo de Barthd y Lefevre (1994),
encontrando que cuando segmentos de duodeno colocados en transductores
isométricos se les administra concentraciones de NO en rango de 1x10'%a 1x10° M
en presencia de atropina se produce un efecto de contraccion transitoria y de igual
manera, en segmentos de duodeno precontraidos con 5-HT los rangos de
concentraciones de NO que causan estos efectos de relajacion van de 1x107 M a
3x10% M (Barthd & Lefebvre, 1994), mientras que en nuestro trabajo, las
concentraciones de NO cuantificadas en unidades de molaridad fueron de casi 6x10
M; el efecto de contraccion transitorio también se ha observado en experimentos con
tiras musculares de uniones ileocoldnicas e ileon terminal colocados en transductores
isométricos siendo precontraidos con ACh a concentraciones de 10°M de NO se
producen contracciones transitorias mientras que con la administracién de 5-HT de 10
“M se observa una relajacion inicial seguida de una contraccién (relajacion no
adrenérgica-no colinérgica) la cual es producida por la 5-HT mediada por NO (Bogers
et al., 1991). Se puede concluir que pueden existir procesos de ionizacion de las PVP-
AgNPs que puedan estar influyendo en los efectos de disminucion del porcentaje de
contraccién, ocurriendo paralelamente a los efectos provocados por las caracteristicas
propias de las PVP-AgNPs.

Se realizaron experimentos para determinar si la polivinilpirrolidona (PVP)
ejerce un efecto sobre la tonicidad de los anillos de intestino delgado.

En cuanto al porcentaje de contraccién mostrado en los segmentos, es posible
apreciar que el perfil de contraccion para los anillos control y los anillos tratados con
PVP 2% “/v mostrado para los segmentos de duodeno, yeyuno e ileon (Figuras 22Ay
22B, 23A y 23B, 24A y 24B respectivamente), son similares, mostrando que los
cambios en la tension ocurren de manera similar no importando la adicion de PVP 2%

“/v, lo que podria ser indicativo que el PVP no ejerce efecto alguno (o al menos, no uno
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significativo) en los cambios de tonicidad de anillos aislados de intestino delgado
tratados con PVP-AgNPs a concentraciones crecientes acumulativas y a
concentraciones individuales; esto se aprecia con mas claridad en las graficas de
porcentaje de contraccion para los distintos segmentos (Figuras 22B, 23B y 24B),
donde el cambio en la tensidén no resulta significativo después de la administracion de
PVP 2% Y/, ademas que el porcentaje de contraccién alcanzado posterior a la
administracion de SNP 100 nM en los anillos de intestino tratados con PVP 2% “/v no
resultan significativos al compararse con el porcentaje alcanzado por los anillos
control.

La cuantificacion de NO para los anillos de los 3 segmentos de intestino (Figuras
22C, 23C y 24C) muestra que tanto para los anillos control como para aquellos tratados
con PVP 2% w/v no resulta en un cambio significativo en la produccion de este
mediador, lo cual respalda los resultados mostrados en las graficas de porcentaje de
contraccion.

Esta falta de efectos dafinos del PVP esta documentado en algunos trabajos,
los cuales, con sus distintos enfoques al evaluado en este trabajo, realizaron
evaluaciones toxicologicas del PVP, solo o en combinacion con otros agentes de
cubierta; Zhao et al (2012) realizaron pruebas de toxicidad aguda con PVP con 5 ug/L,
50 ug/l, 500 pg/l 'y 5000 ug/l durante 48 horas en Daphnia magna, evaluando la
supervivencia de los especimenes, encontrando que después de 48 horas, todos los
modelos habian sobrevivido (Zhao & Wang, 2012). Lacave et al (2017) realizaron una
evaluacion de supervivencia de Artemia sp. después de una exposicion aguda por 24
horas y 48 horas a concentraciones de ~25 mg/l, ~50 mg/l, ~75 mg/l y ~100 mg/I de
una mezcla de PVP/PEI (77%/23%), no encontrando ningun efecto significativo
(Lacave et al., 2017).

Los experimentos realizados tuvieron el proposito de generar muestras para su
posterior estudio histolégico pero se puede apreciar que para todos los tratamientos
se mantiene el comportamiento previamente observado, presentandose nuevamente
los efectos de relajacion transitoria en todos los anillos, aunque en algunos se observa

que el porcentaje de contraccién incluso aumento o no disminuyo en la misma
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proporcion que en experimentos anteriores, se observa un perfil similar al que se
presentd previamente; de momento no se ha realizado la cuantificacion de NO.

Las muestras histoldégicas muestran dafios que van desde el desprendimiento
epitelial y necrosis coagulativa. Estos hallazgos pueden ser indicativo de un dafio
ocasionado por las PVP-AgNPs administradas sin cambios en las capas subyacentes.
Esto explicaria que pese al dafio generado por la exposicion a las PVP-AgNPs a nivel
epitelial y de acuerdo con los registros obtenidos en las pruebas de tension, los tejidos
aun son funcionalmente viables. Esto resulta importante debido a que el dafio
histologico por accidn de las PVP-AgNPs en distintas estructuras esta reportado.

Pecoraro et al, 2017 estudiaron los efectos de las NPs de plata en pez cebra
expuestos durante 30 dias a AgNPs de 25 nm a concentraciones de 8, 45, y 70 ugl/l,
encontrando qué a nivel intestinal, estas NPs ocasionaban necrosis y disminucion en
el tamano de las microvellosidades principalmente a concentraciones bajas (8 pg/l) ya
que a mayor concentracion es mas probable que las AgNPs se aglomeren (Pecoraro
et al., 2017), lo que estaria en concordancia con nuestros hallazgos donde se da
cuenta de la presencia de tejidos necréticos (Figura 28G). Osborne et al, 2015 y
Lacave et al, 2017 encontraron resultados similares cuando expusieron peces cebra a
NPs de plata por periodos de 4 dias a concentraciones de 1 ppm observando una
disminucién del tamano y perdida de microvellosidades (Osborne et al., 2015) y 21
dias con concentraciones de 1, 2.5, 5, 7.5 y 10 mg Ag/l de PVP/PEI-AgNPs (Lacave et
al., 2017), observando procesos necroticos en tejido hepatico (Lacave et al., 2017).

Se debe tener en cuenta que la presencia de mayor o menor dafio estructural
puede deberse a que, mientras que en el trabajo citado, las AgNPs utilizadas tenian
recubiertas de citrato y PVP/PEI (Lacave et al., 2017; Osborne et al., 2015) y que los
tiempos de exposicién fueron mas prolongados, en nuestro trabajo se utilizaron PVP-
AgNPs de entre 20 y 40 nm recubiertas con PVP, esto pudiera ser un factor a
considerar tomando en cuenta que los dafos ocasionados por las NPs en los
organismos no solo dependen de su tiempo exposicion, sino que ademas se deben
considerar el tamafo de la particula y su estado de aglomeracién, ya que es conocido

que las NPs de menor tamafo pueden ser mas toxicas debido a que pueden ingresar
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mas facilmente a las estructuras celulares por diversos mecanismos de absorcién. Sin
embargo, los resultados obtenidos hacen patente el dafio que las PVP-AgNPs, al
menos en este sistema experimental y pueden llegar a ocasionar incluso si poseen
recubiertas que tengan el fin de disminuir su toxicidad, esto debido a que en el caso
del PVP como lo mostro el estudio de Lacave et al, 2017, las AgNPs con recubierta de
PVP/PEI pueden ocasionar dafos estructurales (Lacave et al., 2017) incluso aunque
es conocido que el PVP es un buen agente dispersante y estabilizante que les confiere
a las AgNPs mayor estabilidad, (Koczkur et al., 2015b). Ademas, la solubilidad del PVP
en agua (Koczkur et al., 2015b) pudiera ser otro factor a considerar en el desarrollo de
los procesos deletéreos a nivel histoldgico, por o que no se pueden descartar procesos
de solubilizacion del PVP cuando las PVP-AgNPs son administradas.

Los resultados de la tincibn de Grimelius arrojaron que la plata, bajo las
condiciones experimentales de nuestro trabajo se bioacumulan principalmente en la
zona apical de las vellosidades del intestino delgado; previamente se ha reportado este
tipo de efecto en otros modelos biolégicos, aunque con diferentes abordajes: Osborne
y col. 2015, encontraron que la exposicion a concentracion de 1 ppm de AgNPs
recubiertas con citrato de 110 nm y a las mismas concentraciones de AgQNO3 en peces
cebra durante 4 dias ocasionaba su bioacumulacion en la membrana apical del
intestino delgado, mientras que el tratamiento con AgNPs con recubierta de citrato de
20 nm se bioacumulaba en la membrana basolateral (Osborne et al., 2015); Garcia-
Alonso y col. (2011), estudiaron el efecto de la exposicion de AgNPs recubiertas con
citrato de 30 nm a concentraciones de 50 ngAg/g de sedimento en el gusano Nereis
diversicolor durante 10 dias y 3 dias de depuracion encontrando que al término del
procedimiento experimental se descubrié la presencia de AgNPs en la membrana
apical del epitelio intestinal, destacando los autores que estas zonas tienen una alta
actividad endocitica (Garcia-Alonso et al., 2011). Nuestros resultados muestran
concordancia con los antecedentes discutidos en esta seccion. Es interesante notar
que, pese a las diferencias de los agentes de recubierta, el comportamiento de las
PVP-AgNPs resulta similar incluso teniendo en cuenta la diferencia entre los modelos

bioldégicos empleados tanto en los antecedentes mostrados como en el biomodelo
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empleado en este trabajo.

Estos resultados también resultan relevantes ya que la bioacumulacién de las
AgNPs en la membrana apical del intestino delgado se presenta tanto los abordajes in
vivo y con periodos de exposicion mas prolongados realizados por Osborne y col.
(2015) y Garcia-Alonso y col. (2011) como en el abordaje ex vivo con un tiempo de
exposicion marcadamente mas corto establecido para este trabajo; de igual manera,
nuestro trabajo muestra que los procesos de bioacumulacion empiezan desde los
primeros momentos en que las AgNPs entran en contacto con el lumen intestinal,
mientras que el trabajo de Garcia-Alonso y col. (2011) demuestra que incluso después
de un periodo de depuracion de la plata ingerida, esta permanece internalizada en las
estructuras celulares (Garcia-Alonso et al., 2011).

De acuerdo a los datos obtenidos a lo largo de la etapa experimental, los efectos
que se presentaron por la administracion de PVP-AgNPs: modificacién del porcentaje
de contraccidn, el efecto contractil transitorio, todo esto originado por el aumento en la
produccion de NO y la disminucion de Trp y 5-HT asi como los efectos histolégicos
observados han permitido vislumbrar, de manera tedrica un posible mecanismo de
accion: la presencia de las PVP-AgNPs en el intestino podria estar favoreciendo la
activacion de otra via metabdlica del Trp, la via de las quinureninas; trabajos como el
de Hornik et al, 2021 y Adeyemi et al, 2019 han recabado informacién sobre como las
AgNPs sin recubierta y la exposicion a nanocompositos que contengan Fe, Mn y Si
pueden estan relacionados con metabolitos de la via de las quinureninas (Adeyemi et
al., 2019; Hornik et al., 2021); el favorecimiento de la via de las quinureninas
explicaria tanto el decremento en la cuantificacion de Trp y 5-HT observados en
nuestro abordaje experimental asi como el reflejo contractil transitorio observado. En
general, se sabe que algunos metabolitos de la via de las quinureninas se caracterizan
por ser excitotoxicos,(Jhamandas et al., 2000), es decir, el dafio y destruccion que
sufren las neuronas al ser sobreexcitados sus receptores., esta sobrexcitacion esta
dada en términos del aumento en la concentracion de Ca?* y NOS pudiera explicar el
efecto contractil transitorio. EI mecanismo de accion propuesto se explica a

continuacion.
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Un fuerte candidato seria el acido quinolinico, el cual se sabe que puede ejercer
excitotoxicidad (Lugo-Huitrén et al., 2013), actuando mediante la unién a los receptores
N-metil-D-aspartato (NMDAr), ocasionando un aumento en las concentraciones de
Ca?* y éxido nitrico sintasa (NOS) principalmente las isoformas neuronal (nNOS) e
inducible (iNOS) (Braidy et al., 2010) y por consecuencia de ON; este proceso
excitotoxico también es desencadena la liberacidon de mediadores como la caspasa,
responsable de procesos necréticos y apoptéticos (La Cruz et al., 2012). El aumento
simultaneo de Ca?* y NO puede ser el mecanismo responsable del efecto contractil
transitorio observado, de igual manera y de igual manera, los dafos histolégicos
observados se pueden atribuir a la excitotoxicidad producida por el acido quinolinico,
sin embargo, este dato aun debe ser corroborado de manera experimental. A su vez,
al favorecerse esta via, la produccién de 5-HT se veria afectada, disminuyendo su
sintesis.

Es pertinente sefalar que la experimentacién en un modelo murino implica
necesariamente que los datos obtenidos estan en funcién de la anatomia y fisiologia
propia del biomodelo que evidentemente difieren de las caracteristicas del organismo
humano (DeSesso & Jacobson, 2001), ademas, considerando que no es posible
simular exactamente estas caracteristicas en biomodelos animales, es necesaria una
adecuada eleccion del biomodelo y del enfoque experimental (Kararli, 1995); en el
caso del presente trabajo, la elecciéon del modelo murino y el enfoque experimental
abordado resultan adecuados tomando en cuenta que este es un primer abordaje
fisiologico sobre los efectos de las PVP-AgNPs en el intestino delgado, siendo que los
procesos y estructuras estudiados son parametros que tanto los humanos como las
ratas tienen en comun: los fendmenos contractiles-relajantes y las estructuras que
componen el intestino delgado, como sefalan Hryn y col. (2018) el sistema digestivo
de humanos y ratas son filogenéticamente sistemas funcionales homdlogos que
guardan muchas cosas en comun pese a las diferencias estructurales y/o funcionales
(Hryn, Kostylenko, Yushchenko, Lavrenko, et al., 2018), esto también, respaldado por
un articulo del mismo autor quien senala que la estructura histolégica de la mucosa

intestinal de ratas y humanos es muy similar (no incluyendo las diferencias
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estructurales del ciego y el estbmago) (Hryn, Kostylenko, Yushchenko, Ryabushko, et
al., 2018).

Con la evidencia recolectada, podemos concluir que las PVP-AgNPs al estar en
contacto con el intestino delgado pueden ocasionar dafnos fisiolégicos y estructurales
que pueden repercutir en el correcto funcionamiento de dicho érgano; por lo que, a
futuro, se debe estudiar el efecto de AgNPs sin recubierta para poder verdaderamente
dimensionar el dano ocasionado por estas NPs. De igual manera, se requieren
estudios in vivo para ampliar nuestro panorama en términos de como el organismo
puede modificar la estructura/estabilidad/estado de aglomeracion de las PVP-AgNPs
y determinar cual seria el efecto neto sobre el funcionamiento del aparato digestivo,
principalmente en el intestino delgado abordando. Nuestros datos también arrojan que
la contribucién del PVP como agente de recubierta de las AgNPs no aporta al efecto
deletéreo observado en los segmentos de intestino delgado, sin embargo, en articulos
de revision se ha mencionado que el PVP puede ser un agente que puede intervenir
en efectos dafiinos como el bloqueo de sitios activos en procesos cataliticos (Koczkur
et al., 2016), por lo que se sugiere realizar investigaciones sobre las posibles
concentraciones a las cuales el PVP puede ejercer estos efectos, ya sea solo o en
conjunto con otras NPs, en especial con las AgNPs; para efectos de este trabajo, a
una concentracion de 2% el PVP no mostro estos efectos. El abordaje hecho para este
trabajo nos permite avanzar en el entendimiento de los procesos fisioldgicos que se
pueden ver afectados por la presencia de AQNPs cuando ingresan por la via digestiva,
asi como desarrollar estrategias para el desarrollo de futuras regulaciones que

permitan el uso responsable y controlado de estas NPs.

Conclusiones
Con los resultados obtenidos de este trabajo, se concluye que PVP-AgNPs en

el intestino delgado pueden ser agentes causales de dano tisular, asi como de cambios
en la funcion normal del intestino delgado a lo largo de sus tres segmentos; la evidencia
experimental sefiala que incluso, aunque las AgNPs posean un agente de recubierta
como el PVP, esto no es garante de una disminucion en sus efectos daninos ejercidos

dentro del organismo. Si bien es cierto que este trabajo presenta un abordaje
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experimental poco empleado a nivel global, los datos obtenidos deben ser tomados
como una primera evidencia de los efectos deletéreos que pueden producir las PVP-
AgNPs a nivel intestinal y que su presencia se relaciona estrechamente con
alteraciones en la produccion de agentes endoégenos encargados de la motilidad
intestinal. Este trabajo tiene fuertes implicaciones en campos como la investigacion de
padecimientos intestinales que pudieran ser desencadenados por la ingesta de las
AgNPs como el sindrome de colon irritable, cancer de colon o diarrea carcinoide,
ulceras, padecimientos inflamatorios, estrefiimiento entre otros.

A su vez, los resultados tienen una fuerte implicacion regulatoria ya que se
enmarcan en una red tematica nacional denominada Sistema Nacional de Evaluacion
Toxicolégica de Nanomateriales (SINANOTOX) que tiene como objetivo generar
informacion sobre los efectos de los NMs y que a su vez sirva como un sistema de
referencia nacional con el objetivo de sentar las bases para la elaboracién de futuras
regulaciones sobre los NMs. Es por ello por lo que la informacion presentada aportara
valiosa informacién sobre las AgNPs, las cuales son ampliamente utilizadas en una
gran variedad de productos de consumo humano como los productos alimenticios y de
igual manera. A su vez, la informacion generada abonara en el entendimiento de como
esta relacionada la contaminacion por AQNPS de cuerpos de agua y efluentes y el
ingreso de estas en el organismo, por lo que el enfoque medio ambiental esta también
estrechamente implicado en este trabajo.

Aunque aun es necesario seguir explorando a profundidad en que otros
procesos fisiologicos pueden estar implicadas las AgNPs evaluando otros posibles
mediadores, mecanismos moleculares, asi como evaluar otros enfoques tales como
los enfoques in vivo, los datos arrojados por este trabajo ofrecen un primer

acercamiento a los efectos fisioldgicos originados por las AgNPs.
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Silver nanoparticles (AgMP) are widely used globally due to their numerous properties, mainly because of
their antimicrobial activity. However, the need for further regulations and legislation regarding their
presence in preducts has led to concerns about their biosecurity, making relevant biclogical studies at
different levels. The present work aimed to evaluate the effect of the PVP-coated AgNP upon the small
intestine muscle tone or continuous partial contraction state, and the mediaters invelved (nitric oxide
and serotonin) in an ex vivo madel. Intestinal segments ([ducdenum, jejunum, and ileum) were treated in
the presence and absence of five cumulative increasing concentrations of AghP (0.01. 0.1 1. 10, 100
pg/mi} and three individual concentrations of PVP coated-AgMNP (0.01. 1 & 100 pg/ml). showing a
transient decrement on the contractile effect in the small intestine segments treated with cumulative
increasing concentrations. This effect did not allow the isolated small intestine rings to return to their
contractile basal level, and it was associated with an increment of nitric oxide (NO) production and
variations in the amount of serctonin. Similar effect was observed at individual AgMP administrations but
with a lesser influence on NO production. These results show that AghP. in the function of the
administration (cumulative or individuall and the segment type. can moedify the muscle tone of the small
intestine mediated in part by NO and exerting a differential pattern in the amount of serctonin.
Histological analysis revealed specific morphological alterations induced by AgNP. like necrosis and willi
detachment, were more evident in the ileum segment. Furthermore, the accumulation of silver was
observed in the small intestine villl, which could determine the physiclogical effects exerted upeon the
muscle tone associated with the release of specific mediators like NO production and the presence of
serotonin. These findings suggest that the small intestine is an essential target of the actions induced by
AghP which could be ingested and reach this conduit because of the consumption of products
containing these materials. modifying the intestinal motility that influences the efficiency in nutrient
absorption, aspects that need to be explored and investigate in the short, medium, and long term.
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