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RESUMEN

Los nanomateriales se consideran uno de los inventos mas importantes de la ciencia
moderna, el uso de productos que los incorporan se ha incrementado de manera
significativa en los ultimos afios, siendo las nanoparticulas de plata (AgNPs) unos
de los mas utilizados debido a su gran cantidad de aplicaciones. Esto trae consigo
el riesgo de una infiltracion en el ecosistema a concentraciones que constituyen una
amenaza a las diferentes especies biologicas. Las plantas representan un nivel
trofico de suma importancia, son la base de la cadena alimenticia y una importante
fuente de oxigeno, por lo que sin ellas la vida no existiria tal cual la conocemos. Las
técnicas de cultivo de tejidos hacen posible el estudio de sistemas vegetales en
ambientes controlados, de manera que son una herramienta extremadamente util
para estudios de crecimiento y desarrollo, embriogénesis, toxicologia, genética,
entre otros. Los cultivos en suspension de células de tabaco son un modelo de
estudio ampliamente utilizado debido a su crecimiento rapido y alta homogeneidad,
dichos cultivos han sido de gran importancia para estudiar los mecanismos
moleculares involucrados en la regulacion de la divisién y elongacion celular en
plantas. En el presente trabajo se estudié el efecto de las AgNPs sobre el
crecimiento de cultivos en suspension de células de tabaco NT-1, demostrando ser
toxicas a partir de 50 pg/ml, acompanado de este efecto se observé un aumento en
la concentracion de ROS, lo cual sugiere que el efecto toxico de las AgNPs sobre

los cultivos en suspensidn pareceria estar relacionado con la produccion de ROS.

Palabras clave: Toxicidad vegetal por nanomateriales, cultivo de tejidos vegetales,
produccion de ROS, AgNPs, riesgo ambiental.



ABSTRACT

Nanomaterials are considered one of the most important inventions of modern
science, in recent years the use of products incorporating them has increased
significantly, being the silver nanoparticles (AgNPs) one of the most used due to its
large number of applications. This brings with it the risk of infiltration into the
ecosystem at concentrations that pose a threat to different biological species. Plants
represent a very important trophic level; they are the base of the food chain and an
important source of oxygen, thus without them, life would not exist as we know it.
Tissue culture techniques make possible the study of plant systems in controlled
environments, becoming an extremely useful weapon for growth and development
studies, embryogenesis, toxicology, genetics, among others. Tobacco cell
suspension cultures are a widely used model of study due to its rapid growth and
high homogeneity, such cultures have been of great importance to study the
molecular mechanisms involved in the regulation of cell division and elongation in
plants. In the present work, the effect of different concentrations of AgNPs in the
growth of NT-1 tobacco cell suspension cultures was studied, proving to be toxic
from a concentration of 50 yg/ml, accompanied by this effect an increase in the
concentrations of ROS was observed, suggesting that the toxic effect of AQNPs on

the cell suspension cultures is related to ROS production.

Keywords: Plant toxicity due to nanomaterials, plant tissue culture, ROS production,

AgNPs, environmental risk.



1. INTRODUCCION

La nanotecnologia es actualmente uno de los campos de investigacion de mayor
prioridad en muchos paises debido a su gran potencialidad e impacto econémico en
diversos campos de la ciencia, la tecnologia, el cuidado de la salud, las industrias y
la agricultura. La nanotecnologia implica la investigacion, el desarrollo, la
produccion y el procesamiento de estructuras y materiales a escala nanométrica

denominados nanomateriales (Kabir et al., 2018).

El uso de productos que incorporan nanomateriales se ha incrementado de manera
significativa en los ultimos afios, siendo las nanoparticulas de plata (AgNPs) uno de
los materiales mas utilizados debido a su gran cantidad de aplicaciones. Por
ejemplo, en medicina presentan una potente actividad anti-microbiana y anti-
inflamatoria (Klasen, 2000). Otras aplicaciones de estas particulas se encuentran
en el campo de la electrénica, textiles, pintura, cosmeéticos, farmacéutica y en la
industria alimentaria. Aunque las AgNPs proporcionan muchos beneficios, poco se
conoce sobre su toxicidad, no obstante que estos nanomateriales pueden alterar al
ambiente debido a que accidentes por derrame o mal manejo de los residuos
aumentan el riesgo para los organismos vivos ante la exposicion de estas
sustancias. Como las plantas son la base de la cadena alimenticia, un infiltramiento
de las AgNPs al ecosistema es un peligro constante por sus implicaciones en la
agricultura, la seguridad alimentaria y la salud humana (Ma et al., 2010), por lo que
se hace necesario monitorear y observar el efecto de estas nanoparticulas sobre

las plantas y el ecosistema.

Los cultivos de células en suspensiéon de tabaco, son sistemas relativamente
homogéneos y por lo tanto adecuados para estudiar los mecanismos moleculares
involucrados en la regulacion de la division y elongacion celular. Una gran cantidad
de investigaciones sobre la regulacion del ciclo celular se ha llevado a cabo en
cultivos en suspension de tabaco porque su comportamiento es comparable a la

divisidn continua que se presenta en los meristemos vegetales (Nagata et al., 2004),



su rapido crecimiento y alto porcentaje de sincronizacién, hacen de esta linea el
candidato por excelencia para estudios de biologia celular y molecular en plantas.
Por lo antes mencionado, los cultivos en suspensién son un modelo de estudio

adecuado para evaluar la toxicidad causada por la exposicion a las AgNPs.




2. ANTECEDENTES

2.1 Cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales hace referencia al conjunto de técnicas in vitro usadas
para crecer células, tejidos u organos vegetales, bajo condiciones asépticas,
controladas y libres de microorganismos. Este tipo de cultivos surgid6 como un
enfoque experimental para demostrar la teoria celular, que establece que todos los
organismos vivos estan constituidos por células, las unidades basicas de estructura
y reproduccion, y también el concepto de totipotencia, que se define como el
potencial genético de una célula para generar un organismo multicelular completo.
Dichas técnicas son de vital importancia en una amplia gama de investigaciones

sobre el crecimiento y desarrollo vegetal (Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo, 2018).

En 1898 Haberlandt aislo células y tejidos de plantas superiores y los coloco en
soluciones nutritivas para estudiar su crecimiento, lo cual dio origen a la técnica de
cultivo de células y tejidos vegetales, por lo que se considera el pionero del cultivo
in vitro de células vegetales (Krikorian y Berquam, 1969). Durante esta época se
utilizaron soluciones nutritivas solas o suplementadas con extractos naturales como
medio de cultivo inicial, y aunque se obtuvieron resultados importantes, el
descubrimiento de reguladores del crecimiento de las plantas o fitohormonas, fue
determinante para el establecimiento exitoso de los cultivos de tejidos vegetales in
vitro (Miller et al., 1955).

Las combinaciones de fitohormonas permitieron estudiar el control de la
morfogénesis, un avance clave en el cultivo de tejidos vegetales fue la regeneracion
de plantas enteras, abriendo la posibilidad de utilizar sistemas in vitro para estudiar
aspectos fundamentales de la diferenciacion celular y desarrollo, y también para la
aplicacion del cultivo de tejidos con diferentes propdsitos (Loyola-Vargas y Ochoa-
Alejo, 2018).



Dependiendo de la parte de la planta que se cultive, podemos referirlo como cultivo
celular de: células gaméticas, en suspension celular y cultivos de protoplastos;
cultivo de tejidos (callos y tejidos diferenciados) y de 6rganos (cualquier 6rgano
como embriones cigoticos, raices, brotes y anteras, entre otros). Cada tipo de cultivo
se utiliza en diferentes aplicaciones basicas y biotecnoldgicas. El procedimiento
general del cultivo de tejidos consiste en colocar un fragmento de tejido u 6rgano
vegetal, llamado explante, previamente tratado para eliminar microorganismos
superficiales (desinfestacion) en un medio semisdélido suplementado con nutrientes
y hormonas vegetales. Posteriormente, el cultivo se incuba bajo condiciones
controladas de luz, temperatura y humedad, que junto con los factores
fisicoquimicos y nutricionales conducen a la desdiferenciacion del explante y a la
formacion de una masa celular amorfa denominada callo. Dicho tejido calloso puede
subcultivarse para su mantenimiento y propagacién o inducir su diferenciacion para
la formacion de 6érganos (organogénesis), embriones (embriogénesis) o transferirse
a un medio de cultivo liquido donde forma pequefios agregados celulares en
suspension (Fig. 1) (Calva y Pérez, 2005; Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo, 2018).



Figura. 1 Ejemplos de cultivos de tejidos vegetales. (A) Callo mixotrofico de
Catharanthus roseus. (B) Callo heterotréfico de C. roseus. (C) Cultivo en suspension de C.
roseus. (D) Regeneracion de plantas de Catharanthus roseus a partir de callos. (E) Cultivo
de raices de C. roseus. (F) Embriogénesis somatica en Coffea canephora. (G) Protoplastos
de C. canephora. (H) Micropropagacion de Agave fourcroydes (Loyola-Vargas y Ochoa-
Alejo, 2018).

Para la obtencion de cultivos de tejidos vegetales se deben considerar los
siguientes principios basicos: (1) seleccionar un explante apropiado a partir de una
planta sana y vigorosa, (2) eliminar la contaminaciéon microbiana de la superficie del
tejido, (3) inocular el explante en un medio de cultivo adecuado, y (4) proporcionar
al explante en cultivo condiciones ambientales adecuadas y controladas (Loyola-
Vargas y Ochoa-Alejo, 2018).

La micropropagacion o propagacion clonal in vitro es una de las aplicaciones
comerciales mas importantes del cultivo de tejidos, se utiliza para superar
problemas en la germinacion de diferentes especies vegetales y aunque el cultivo




de tejidos se puede aplicar para la micropropagacion de casi cualquier especie
vegetal, se recomienda solo para aquellas que sean econdmicamente rentables.
También es posible mediante el cultivo de tejidos obtener plantas resistentes a
diferentes condiciones de estrés mediante la obtencion de cultivos habituados, miles
o millones de células constituyen un trozo de callo o una suspension celular, y
pueden someterse a una presion selectiva de diferentes tipos de estrés para aislar
células resistentes en condiciones controladas. Las células resistentes recuperadas
pueden regenerar plantas resistentes completas al cultivarse en un medio
adecuado. De esta forma, es posible generar plantas resistentes a la sequia, la
salinidad, el frio o al estrés bidtico que afecta con frecuencia el rendimiento del
cultivo (Lestari, 2006).

Otra manera de obtener plantas con caracteristicas especificas, es mediante el uso
de técnicas de ingenieria genética, el uso de sistemas de cultivo de tejidos vegetales
combinado con técnicas de biologia molecular recombinante hace posible la
ingenieria genética vegetal, cuyo objetivo es manipular el material genético de
diferentes organismos de manera que se obtengan secuencias genéticas
especificas que codifiquen para funciones o rasgos que confieran caracteristicas
particulares cuando se introducen e integran en el genoma de la planta (Todaka et
al., 2015). La transformacion genética se ha logrado con cultivos importantes como
maiz, trigo, algodén, arroz, soja, entre otros. Por ejemplo, el arroz (Oryza sativa L.)
que es uno de los cereales mas importantes del mundo, requiere de grandes
cantidades de agua para su produccion, respecto a otros cultivos. La produccion de
un kg de semillas de arroz requiere de 3,000 a 5,000 litros de agua, mientras que
menos de la mitad de ésta cantidad es necesaria para obtener un kg de semillas de
maiz o de trigo (Singh et al., 2002).

Evidencias experimentales han demostrado que los factores de transcripcion DREB
del arroz, funcionan como reguladores importantes en las respuestas a la sequia
independiente del acido abscisico (ABA). El genoma del arroz contiene cinco genes
DREB2, dos de los cuales, OsDREB2A y OsDREBZ2B, estan regulados



positivamente por el estrés abiotico (Matsukura et al., 2010). Se ha descubierto que
las plantas de arroz transgénicas que sobreexpresan estos dos genes presentan
una mayor tolerancia a la sequia (Chen et al., 2008; Cui et al., 2011). Este cereal es
el alimento basico de cientos de millones de personas y la porcidn comestible del
grano de arroz, el endospermo, se compone de almidén y cuerpos proteicos, pero
carece de nutrientes esenciales para la salud como los carotenoides, que exhiben
actividad de provitamina A. Por lo tanto, el arroz como alimento basico principal
contribuye a la deficiencia de vitamina A, un problema de salud publica en al menos
26 paises, incluidas areas densamente pobladas de Asia, Africa y América Latina.
Gracias al éxito en la transformacion genética del arroz y a la caracterizacion de la
via biosintética de carotenoides, fue posible introducir los genes que codifican para
las enzimas implicadas en la via de formacion de B-caroteno; la fitoeno sintasa,
fitoeno desaturasa, zeta-caroteno desaturasa y licopeno B-ciclasa (Ye et al., 2000).
La linea conocida como arroz dorado, tiene el potencial de combatir la deficiencia
de vitamina A en paises donde el arroz es la principal fuente de alimento. Otro
ejemplo, el maiz Bt modificado genéticamente con el gen CRY1AB, expresa toxinas
insecticidas derivadas de la bacteria Bacillus thuringiensis que matan las plagas de
lepidopteros que se alimentan de estas plantas (Saxena et al., 1999); con esta
tecnologia, se espera una reduccion en la aplicacion de insecticidas toéxicos para el
control de plagas mediante el uso de plantas transgénicas resistentes a insectos
(Gatehouse, 2008; Green y Owen, 2011). Aun se espera que la ingenieria genética
contribuya al desarrollo de cultivos transgénicos con mayor valor nutricional o
nutracéutico o resistentes a enfermedades causadas por hongos, bacterias o virus

(Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo, 2018).

El estudio de las ciencias Omicas, como la genémica (estudio de la estructura,
funcién y regulacidn de genes, y técnicas relacionadas), la transcriptomica (estudio
del transcriptoma o el conjunto de genes que se transcriben en un organismo), la
protedmica (estudio del conjunto de proteinas traducidas en un organismo) y la
metabolomica (estudio de todos los metabolitos presentes en un organismo) se han

convertido en herramientas esenciales para la investigacion de los procesos



biolégicos en las plantas. El conocimiento sobre los genomas, transcriptomas,
proteomas y metabolomas de las plantas ha tenido un impacto en la comprension
de procesos de desarrollo complejos, como la organogénesis, embriogénesis o
desdiferenciacion in vitro, ademas de los cambios genéticos inducidos durante las
condiciones in vitro (Neelakandan y Wang, 2012; Wickramasuriya y Dunwell, 2015).
La metabolémica ademas, puede ser util para investigar el metabolismo secundario
no solo durante los procesos morfogenéticos, sino principalmente en cultivos de
células, tejidos y organos de especies vegetales que producen metabolitos
secundarios de interés industrial y farmacéutico (Imin et al., 2005). Por tanto, las
omicas se han convertido en herramientas fundamentales para el estudio de los
procesos bioldgicos basicos en las plantas y seran de gran beneficio en la
investigacion de procesos morfogenéticos in vitro y facilitaran el establecimiento de
protocolos de regeneracion de plantas in vitro mas eficientes al identificar y
caracterizar los genes que controlan la diferenciacion y el desarrollo (Loyola-Vargas
y Ochoa-Alejo, 2018).

2.2 Cultivos de células en suspension

Los cultivos en suspension que provienen de un callo consisten de células vegetales
aisladas y dispuestas en racimos. Una porcién del callo se transfiere a medio liquido,
el cual se incuba con agitacion constante; el mantenimiento de estos cultivos se
consigue tomando una alicuota bajo condiciones de esterilidad que se inocula a
medio nuevo (Fig. 2) (Franklin y Dixon, 1994; Loyola-Vargas y Vazquez-Flota,
2006). Las células vegetales bajo estas condiciones presentan caracteristicas con
ventajas unicas, como homogeneidad de la poblacién, control de parametros
extracelulares y la continua disponibilidad de biomasa. Un cultivo primario, que se
origina a partir de células, tejidos meristematicos u 6rganos que provienen
directamente del organismo, muere después de varios subcultivos; mientras que
una linea celular originada a partir de un cultivo primario, es perenne (Nagata et al.,
2004).



Cultivo en suspension
de células aisladas

Transferir a
medio

Porcion de

semisolido callo a medio
—_—) ajustado con
hormonas

Superficie esterilizada
del corte del tallo joven

Diferenciacion de

Desarrollo del callo organos

Figura 2. Obtencién de cultivos de células en suspension. Un fragmento de tejido joven
con zonas meristematicas activas, se transfiere a un medio semisdlido nutritivo.
Posteriormente, se desarrolla una masa de tejido indiferenciado conocida como callo, del
cual una porcion se transfiere a un medio liquido suplementado con fitohormonas (auxinas
sintéticas) y vitaminas (modificado de Dixon, 1985).

2.3 Medio de cultivo

La composicién del medio de cultivo es un factor determinante para el crecimiento
de un cultivo vegetal (White, 1963). Los primeros medios utilizados en los cultivos
de células y tejidos vegetales fueron semi-sintéticos y frecuentemente contenian
extractos o complejos organicos como agua de coco, hidrolizado de caseina y
extracto de levadura (Gamborg et al., 1976). Actualmente, la mayoria de los medios
de cultivo tienen una composicion conocida y estan constituidos basicamente por

cinco grupos de ingredientes que se muestran en la Tabla 1.




Tabla 1. Grupos de nutrientes del medio Murashige-Skoog (Dixon, 1985).

Constituyente

Molaridad en el medio

Nutrientes Inorganicos mayores

NH4NO; 2.06 X 10 2
KNO3 1.88 X 10 2
CaClz. 2H:0 3.00 X103
MgSO.. 7H20 1.50 X 10 -3
KH2PO4 1.25 X103
Elementos traza

KI 5.00 X106
H3BOs 1.00 X 10
MnS04.4H.0 9.99 X10°
ZnS04. 7TH20 2.99X10°°
Na:MoO.. 2H:0 1.00 X106
CuSO0s. 5H20 1.00 X 10 7
CoClz. 6H.0 1.00 X 10 7
Fuente de Hierro

FeSO4. 7H20 1.00 X 10
Naz EDTA. 2H20 1.00 X 10
Suplementos Organicos

Myo-Inositol 4.90x 10+
Acido nicotinico 4.66 x 10 ®
HCI-Piridoxina 240x108
HCI-Tiamina 3.00x 107
Glicina 3.00x10"°
Fuente de Carbono

Sacarosa 8.80x 102

10




El medio Murashige-Skoog (MS) es uno de los mas usados para el establecimiento
de los cultivos de células vegetales, debido a que es adecuado para el crecimiento
de una gran variedad de plantas tanto dicotileddbneas como monocotiledoneas
(Dixon, 1985). Este medio de cultivo y sus derivados consisten de sales minerales,
de una fuente de carbono (generalmente sacarosa), vitaminas y reguladores del
crecimiento (Carew y Staba, 1965). El medio MS se ha utilizado ampliamente para
el cultivo de células de tabaco y de callos en medio solidificado con agar, en medios
liquidos y para estudios morfogenéticos (Nagata et al., 2004). El medio MS contiene
las cantidades y proporciones correctas de nutrientes inorganicos para satisfacer
las necesidades nutricionales y fisiologicas de las células vegetales en cultivo
(Heller, 1953; Carew y Staba, 1965; Steward, 1969), y no requieren suplementos
organicos como aminoacidos, hidrolizado de caseina, extracto de levadura o agua
de coco. Una caracteristica distintiva de este medio respecto a otros, es su alto
contenido de nitrato, potasio y amonio (Linsmaier y Skoog, 1965).

Las vitaminas, las fitohormonas y otros suplementos son opcionales y los requisitos
para el uso de estos compuestos varian dependiendo de la especie vegetal y el uso
previsto del cultivo de tejidos. Para el crecimiento de callos y cultivos en suspension,
es comunmente utilizada la auxina sintética, acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D)
y las citocininas sintéticas. Ademas el uso de fitohormonas de las plantas es
determinante para el establecimiento exitoso de cultivos de tejidos vegetales in vitro
(Thimann y Schneider, 1939; Miller et al., 1955). Cualquier experimento para
establecer los requerimientos de vitaminas, debe incluir un control suplementado
solo con tiamina, ya que ésta es requerida solo por algunas células vegetales
(Gamborg et al., 1976). Las combinacion de fitorreguladores permitié la
regeneracion de plantas enteras, y abrio la posibilidad de utilizar los sistemas in vitro
para estudiar aspectos fundamentales de la diferenciacion y desarrollo, y también
para la aplicacion de los cultivos de tejidos con diferentes propdsitos (Skoog y Miller,
1957).
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2.4 Hormonas vegetales o reguladores del crecimiento

La regulacion del crecimiento y desarrollo vegetal, se lleva a cabo por un grupo de
moléculas estructuralmente diversas denominadas fitohormonas o reguladores del
crecimiento vegetal, que son sustancias producidas por las plantas que regulan su
respuesta a estimulos ambientales como la luz, la temperatura y la humedad, y de
esta manera modulan los procesos esenciales para su desarrollo normal (Munguia-
Rodriguez et al., 2018).

A la fecha se han identificado varias fitohormonas de las cuales, salvo las auxinas,
en el presente trabajo se abrevia el nombre de los compuestos con las siglas en
inglés: acido jasmoénico (Jasmonic Acide —JA) acido giberélico (GA), estrigolactonas
(SL), acido salicilico (SA), citocininas (CK), brasinosteroides (BR), etileno (ET),
acido abscisico (ABA), 6xido nitrico (NO), karrikinas (KAR), poliaminas y algunos
péptidos, reconocidos ahora como una nueva familia de hormonas vegetales. Este
tipo de sustancias se dividen de acuerdo a su funcién en dos grandes grupos: i)
promotoras del crecimiento como las auxinas, CK y GA vy ii) reguladoras de
respuestas de defensa, como el ET, SA, JA y el ABA (Munguia-Rodriguez et al.,
2018) (Tabla 2).

Las fitohormonas mas usadas en cultivos de células vegetales son las auxinas y las
CK. Para la proliferacion de las células de tabaco, las auxinas son absolutamente
necesarias, debido a que cuando se agotan del medio de cultivo, las células son
detenidas en la fase G1 del ciclo celular y dejan de dividirse (Nagata et al., 1999).
La re-adicidn de auxinas a las células de tabaco, inducen una divisién celular semi-

sincronizada (Ishida et al., 1993).
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Tabla 2. Principales fitohormonas y sus funciones

Fitohormona

Auxinas

Citocininas (CK)

Acido Jasménico (JA)

Acido Giberélico (GA)

Acido Salicilico (SA)

Etileno (ET)

Brasinosteroides (BR)

Estrigolactonas (SL)
Karrikinas (KAR)

Acido abscisico (ABA)

Funcién
Embriogénesis, organogénesis, patrones tisulares, respuestas
tropicas a la luz y gravedad, regulacion del ciclo celular,
mantenimiento de la dominancia apical, formacién vascular,
emergencia de 6érganos laterales, desarrollo de raices laterales y
adventicias (Woodward y Bartel, 2005).
Controlan de la actividad de los meristemos, la diferenciacion
vascular, la biogénesis de cloroplastos, regulacion del ciclo celular y
respuestas a estreses bioticos y abidticos (Perilli et al., 2010).
Respuesta a heridas, sintesis de metabolitos secundarios y defensa
contra estreses bidticos y abidticos (Wasternack y Hause, 2013).
Promocion de la germinacién de las semillas, division y elongacion
celular, alargamiento del tallo, iniciacion floral, establecimiento y
desarrollo del fruto (Yamaguchi, 2008).
Regula el crecimiento celular, la respiraciéon, la apertura de los
estomas, la senescencia, el rendimiento del fruto, la germinacion de
las semillas y respuestas al estrés abidtico inducido por enfriamiento,
calor, toxicidad de los metales pesados, sequia, estrés osmaético o
salinidad (Boatwright y Pajerowska-Mukhtar, 2013).
Implicado en la germinacién, iniciacion y alargamiento de la raiz,
crecimiento de pelos radiculares, elongacion del hipocétilo, la
epinastia, el desarrollo floral, la determinacion del sexo, la abscision,
la maduracion del fruto y la senescencia (Stepanova y Alonso, 2009).
Participan en la elongacion celular, germinacion, fertilidad masculina,
desarrollo vascular, maduracion de los frutos, tiempo de floracion,
senescencia y en las respuestas de la planta a la luz, temperatura,
salinidad y patégenos (Wang, 2012).
Estimulan la ramificacién de las hifas de los hongos micorrizicos
arbusculares (Al-Babili y Bouwmeester, 2015).
Promueven la germinacion, incrementan la respuesta de Arabidopsis
a la luz y mejoran el vigor de los cultivos (Soundappan et al., 2015).
Regula la absicion de 6rganos, la germinacion, controla la dormancia
de las semillas, el crecimiento de los brotes, la emergencia de las
raices laterales, la apertura de los estomas y las respuestas a
estreses bidticos y abioticos (De Smet et al., 2006).
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Existen auxinas naturales y sintéticas, dentro de éstas ultimas el 2,4-D es la mas
usada para la induccion y mantenimiento del tejido calloso debido a que suprime
severamente la organogénesis. De las citocininas, las mas utilizadas en cultivo de
células vegetales son la bencilaminopurina (BAP) y la cinetina (Cin), esta ultima es
afectada por la luz en el rango de 300-800 nm (Fig. 3) (Aitchison et al., 1977; Street
1969 y 1977; Crozier et al., 2000). La disponibilidad de la cinetina permitio
incrementar el numero de especies que podian cultivarse indefinidamente, sin
embargo, lo mas importante fue el descubrimiento de que el equilibrio exdégeno entre
auxinas y CK en el medio de cultivo determina el destino morfogénico del callo de
tabaco (Skoog y Miller, 1957).
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Figura 3. Estructura quimica de las fitohormonas (Munguia-Rodriguez et al., 2018).

2.5 Obtencion de los cultivos de células en suspensiéon

Primero es necesario seleccionar la planta, el medio, asi como el explante y su
desinfeccion. Los cultivos en suspension pueden derivarse de una gran variedad de
organos como tallos, brotes y hojas o de tipos celulares especificos, como el
endospermo o polen. Para estudios bioquimicos del metabolismo primario o
secundario, es recomendable obtener cultivos de mas de un 6érgano y comparar su

desarrollo respecto a parametros particulares de la investigacion (Dixon, 1985).

La forma y tamaro del explante inicial no esta estandarizada, aunque es preferible
un tamafno pequefo. Una vez elegido el explante de un tejido joven que se
encuentre en un estado biolégico adecuado se procede a su desinfestacion. El
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agente desinfestante mas usado es el hipoclorito de sodio diluido 1:10. Los
explantes transferidos al medio de cultivo se incuban en oscuridad o luz tenue a
25°C (Dixon, 1985).

En cultivos in vitro, el tejido calloso se obtiene mediante la transferencia en
condiciones asépticas de los explantes a un medio sélido suplementado con auxinas
y citocininas, el cual se mantiene por subcultivos cada 3-8 semanas (Yeoman, 1970;
Tempé y Schell, 1985; Crozier et al., 2000). Una relacion alta de auxinas respecto
a las CK induce raices, mientras que una relacién mayor de CK conduce a la
formacion de brotes de tallos, hojas y flores. Los niveles intermedios en la relacion
de estos fitorreguladores promueven la formacion y proliferacion de callo. Se ha
demostrado que este modelo morfogénico funciona para numerosas especies

vegetales (Evans et al., 1981; Dixon, 1985).

Finalmente los cultivos en suspension se obtienen por la transferencia de un
fragmento de callo a un medio liquido nutritivo que se incuba en agitacion (30-150
rom) y 25°C. Es recomendable un indculo inicial abundante para asegurar una
densidad celular alta y un subsecuente crecimiento. El primer subcultivo a medio
fresco se realiza para excluir agregados grandes y se recomienda efectuarlo en la
fase estacionaria de crecimiento en condiciones asépticas (Fig. 4) (Dixon, 1985).
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Figura 4. Origen de los cultivos en suspension. Diagrama que muestra la obtencién de
cultivos vegetales en suspension a partir de explantes procedentes de una gran variedad
de 6rganos vegetales como tallos, brotes, hojas (modificado de Dixon, 1985).

Las principales aplicaciones de la técnica de cultivo de células, tejidos y 6rganos
vegetales son la micropropagacion, obtencion de plantas libres de patégenos,
preservacion de germoplasma, mejoramiento genético, biosintesis de metabolitos e
investigacion basica en areas como la genética, fisiologia y bioquimica (Loyola-
Vargas, 2018).

Por micropropagacién, embriogénesis y organogénesis pueden obtenerse clones
somaticos y regenerar plantas completas con caracteristicas uniformes y asi
establecer cultivares de plantas valiosas, libres de microorganismos y dificiles de
obtener por métodos de cultivo tradicionales. Los cultivos in vitro también pueden
almacenarse por largos periodos mediante algunos métodos de conservacién como
la refrigeracion y criopreservacion, y de esta forma se eliminan los problemas de
espacio fisico, exceso de mano de obra, contaminacion de los cultivos y los efectos
de la erosidn genética. Entre las principales ventajas del cultivo de células y tejidos
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vegetales estan la investigacion basica, micropropagaciéon y produccién de
compuestos con actividad biologica como metabolitos secundarios, proteinas y
productos transgénicos, que permiten estudios en menor tiempo y bajo condiciones
mas controladas que con las plantas cultivadas por métodos tradicionales (Loyola-
Vargas 2018).

2.6 Linea celular NT-1 como modelo de estudio

Los cultivos de células en suspension del género Nicotiana como modelo de
investigacion se han usado ampliamente en estudios de biologia celular y molecular
de plantas. El primer cultivo de N. tabacum in vitro, se establecié en 1939 a partir
de tumores genéticos (tejidos indiferenciados) (Ichikawa y Syéno, 1991). La linea
celular de tabaco BY-2 (TBY-2) fue creada en la década de los 60°s en las
instalaciones del Central Research Institute of the Japan Tobacco and Salt Public
Corporation (actualmente Tobacco Science Research Laboratory, Japan Tobacco,
Inc.) a partir de plantulas de N. tabacum L. cv. Bright Yellow 2. En 1982 An,
establecio la linea celular NT-1, la cual se ha mantenido en diferentes laboratorios
alrededor del mundo (Kato et al., 1972; Nagata y Kumangai, 1999; Geelen e Inzé,
2001; Nagata, 2004).

La linea celular NT-1 genéticamente igual a las células TBY-2, es un hibrido
interespecifico (Nicotiana sylvestris x Nicotiana tomentosiformis) alotetraploide (2n
= 4x = 48), perteneciente al género Nicotiana, subgénero Tabacum, seccion
Genuinae (Nagata et al., 1992; Singh, 2002). Las células de tabaco BY-2 asi como
las NT-1 procedentes de cultivos de N. tabacum, presentan caracteristicas unicas:
rapido crecimiento y homogeneidad alta (Nagata et al., 2004). Las auxinas se
requieren como principal factor de crecimiento y proliferaciéon para estas células
(Nagata, 1999), éstos fitorreguladores estan implicados en casi todos los aspectos
del crecimiento y desarrollo de las plantas, si se agotan las auxinas del medio de
cultivo, las células BY-2 dejan de dividirse en el cuarto dia de cultivo. En este
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contexto, se ha demostrado que la readicion de auxina a las células privadas de
esta fitohormona induce a una divisién celular semisincronica (Ishida et al., 1993).
Por otro lado, existen algunas lineas celulares habituadas, que pueden crecer
activamente en ausencia de auxinas un ejemplo de esto son las células 2B-13, una
linea celular derivada de las BY-2 cuyo estudio puede proporcionar informacion
valiosa sobre los mecanismos de produccion y percepcion de las auxinas (Shimizu
et al., 2000).

Los cultivos en suspension de tabaco NT-1 son heterogéneos y menos friables que
las células TBY-2, observandose en los primeros dos tipos celulares: células
redondas (30-50 ym) que forman agregados o racimos y células dos a cinco veces
mas alargadas en uno de sus ejes, formando cadenas lineales o zarcillos (Alvarez
et al., 1994; Nagata y Kumangai, 1999). El medio MS suplementado con 370 mg/L
de KH2PO4 y 1 mg/L de tiamina, ademas de sacarosa al 3% y 0.2 mg/L de 2,4-D es
adecuado para el crecimiento de las células NT-1 (Nagata et al., 1992). Los cultivos
se crecen a 25 °C con agitacion de 120 rpm continua, alcanzando la fase
estacionaria con una densidad de 15 x 10° células/mL o un volumen de paquete
celular (VPC) del 40% (v/v) a los 7-8 dias de cultivo (Alvarez et al., 1994).

2.7 Crecimiento celular en organismos eucariontes

Analisis moleculares de células de metazoarios han enfatizado la diferencia entre el
crecimiento por incremento de la masa celular y por proliferacion celular (aumento
del numero de células) (Conlan y Raff, 1999). Para que las células proliferen,
primero debe haber un incremento en la masa y tamafo celular mediante la
biosintesis de macromoléculas. Si la velocidad de crecimiento no se mantiene a la
par de la velocidad de division celular, entonces no se puede mantener la
proliferacion, debido a que las células perderian masa y tamafio en cada division

celular. Por lo tanto, las células en proliferacion deben tener una coordinacion muy
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estrecha entre el crecimiento celular y la progresion del ciclo celular (Farias et al.,
2005).

2.8 Incremento en masa celular

El crecimiento se define como un aumento irreversible y permanente de volumen de
una célula, tejido, 6rgano o individuo, generalmente acompafnado de un incremento
de masa (Taiz y Zeiger, 2006).

La sintesis continua de macromoléculas a partir de iones y moléculas pequefias no
s6lo conduce a la formacion de células mas grandes sino también mas complejas.
Las células se dividen y luego se alargan; el efecto es que el organismo aumenta
en tamano y peso. En plantas, el crecimiento por division celular no es uniforme;
sino que se encuentra localizado en las zonas meristematicas, donde se producen
las nuevas células que formaran tejidos y 6rganos. Dichas zonas se ubican en los
apices tanto del tallo como de la raiz, en las axilas de las hojas, en la base de las
hojas de gramineas, y en los tallos lo que les permite crecer en grosor. La existencia
de meristemos en los vegetales permite establecer las siguientes diferencias
respecto al crecimiento de los animales: a) el crecimiento de los vegetales es
indefinido o indeterminado; las plantas continuan creciendo durante toda la vida del
individuo mientras las condiciones ambientales lo permitan. En los animales el
tamano es definido por la especie y es menos susceptible a los cambios externos;
b) el crecimiento por divisidon celular se produce en los meristemos, mientras que en
animales solo se lleva a cabo en etapas tempranas hasta que cesa y unicamente
se efectua para reemplazar a las células viejas; c) en las nuevas células vegetales
formadas, el incremento de tamafo se debe principalmente a la elongacion de las
mismas por la absorcion de agua y el consecuente aumento de la presion de
turgencia. En las células elongadas o alargadas, la mayor parte del volumen esta
ocupado por la vacuola, mientras que el citoplasma queda restringido a una capa
delgada adyacente a la pared. Asi que, tanto la division como la elongacién celular
contribuyen al aumento de tamafo de las plantas (Taiz y Zeiger, 2006).
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2.9 Ciclo celular en organismos eucariontes

Cada célula inicia la vida a partir de la division celular de una célula preexistente, de
manera tal que las células que crecen y se dividen pueden describirse en términos
de ciclo de vida o ciclo celular (Farias et al., 2005). El ciclo celular es un proceso
ordenado donde una célula duplica su DNA para la formacion de dos células hijas
(Morgan, 2007) y consta de cuatro fases consecutivas: G1 (Gap 1), S (Sintesis del
DNA), G2 (Gap 2) y M (Mitosis). En la figura cinco, se muestra como la célula,
durante el ciclo pasa por dos grandes etapas: la division celular o fase M y la
interfase (G1, S y G2) (Buchanan et al., 2000; Morgan, 2007). Durante la fase G1
se sintetizan materiales, como RNA y proteinas; en la S se replica el DNA y se
sintetizan histonas. Cuando la replicacion finaliza, la célula pasa a G2 donde se
sintetizan las moléculas necesarias para la division celular y comienza la
condensacion gradual de la cromatina, la cual se completa en las primeras etapas
de la mitosis dando lugar a cromosomas visibles al microscopio (Buchanan et al.,
2000; Dashek y Harrison, 2006; Morgan, 2007). La mitosis a su vez consta de cuatro

fases: profase, metafase, anafase y telofase (Fig. 5) (Farias et al., 2005).

Durante la profase la cromatina se condensa, aparece el huso mitotico y no se
observan los nucléolos; la membrana nuclear comienza a disgregarse, se observan
las cromatidas de cada cromosoma y los cromosomas migran hacia el plano
ecuatorial de la célula. En la metafase, los cromosomas condensados se alinean en
el plano ecuatorial de forma independiente unos de otros; en la anafase los
cromosomas se dividen por sus centromeros, separandose en dos cromatidas, que
se desplazan hacia polos opuestos de la célula, cuya cromatida es ya un
cromosoma hijo independiente. Finalmente en la telofase comienzan a condensarse
los cromosomas, formandose membranas nucleares que delimitan dos nucleos.
Durante la citocinesis, un proceso paralelo, la membrana nuclear separa el
citoplasma en dos partes, cada una con un nucleo y la mitad de los organulos,
formando dos células hijas (Dashek y Harrison 2006; Morgan, 2007).
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Figura 5. Ciclo Celular. El ciclo consta de las fases G1/Go, S, G2y M de mitosis, existiendo
puntos de control en las transiciones G1/S y G2/M, ademas de dos puntos de control durante
la fase M (modificado de Alberts et al., 2015).

2.10 Cinéticas de crecimiento en sistemas biologicos cerrados

En un sistema cerrado el cultivo de células vegetales en suspensidon presenta una
cinética de crecimiento que consta de tres fases: Lag o de adaptacion al medio; Log
o de crecimiento exponencial y estacionaria en la que se agotan los nutrientes. La
fase Lag puede ser inducida por un cambio rapido en las condiciones del cultivo,
por ejemplo, durante el subcultivo a un medio fresco, la amplitud de esta fase
depende del tamafo, la edad del inéculo y los cambios en la composicion vy
concentracion de los nutrientes que experimenten las células. Un pequefo volumen
de indculo transferido a un gran volumen de medio fresco va a producir en las
células una salida por difusion de iones, vitaminas y cofactores indispensables para
la actividad de una gran cantidad de intracelulares. En la fase Log, casi todas las

células se encuentran en division y solo una pequefia cantidad en Go. Por ultimo, la
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fase estacionaria se caracteriza por tener un coeficiente de crecimiento nulo, la
division celular se equilibra con el numero de muertes celulares, los nutrientes se
agotan y se acumulan sustancias de desecho (Nagata et al., 2004).

En cada uno de los diferentes estadios de la cinética de crecimiento se presentan
varios tamafnos de células, ademas de una gran variacion en la expresion génica
(Fig. 6). La linea celular NT-1 en suspension es uno de los mejores sistemas
experimentales que existen para estudiar la regulacion del ciclo celular en plantas

debido a su alta homogeneidad (Matsuoka et al., 2004).
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Figura 6. Crecimiento de las células TBY-2. (A) Curva de crecimiento tipico de un cultivo
de células en suspension de tabaco BY-2. B) Imagenes de las células tefidas con DAPI
en diferentes fases de crecimiento. Note que las células en la fase Log son mas pequenas
que en las otras fases (Matsuoka et al., 2004).
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2.11 Nano particulas de plata (AgNPs)

Los nanomateriales (NM) se consideran uno de los inventos mas importantes de la
ciencia moderna (Wang et al., 2011). De acuerdo con la Comision Europea, un NM
se define como un "material natural, incidental o manufacturado que contiene
particulas en estado no unido, conformado por agregados o aglomerados donde el
tamaro del 50% o mas de las particulas se encuentra en el rango de 1-100 nm”. La
excepcionalidad de los NM se basa estrictamente en su tamafio, su amplio rango
de propiedades se debe a la gran area superficial que poseen, la cual puede

adecuarse dependiendo de sus aplicaciones (Hoshino et al., 2007).

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) se encuentran entre los NM mas estudiados
debido a su amplia gama de aplicaciones. En el campo médico, las AQNPs muestran
una potente actividad anti-viral, anti-microbiana y anti-inflamatoria (Nadworny et al.,
2010; Huh y Kwon, 2011; Lara et al., 2011; Dizaj et al., 2014; Franci et al., 2015;)
por lo que pueden usarse para el tratamiento de quemaduras y otro tipo de heridas
(Klasen, 2000). Su uso se ha incrementado debido a la creciente resistencia de las
bacterias a los antibidticos (Rai et al., 2009), ademas, se ha demostrado su gran
potencial en el mejoramiento de la eficacia de los tratamientos contra el cancer para
enviar a los farmacos antitumorales en forma dirigida (Franco-Molina et al., 2010;
Locatelli et al., 2014). La industria de los electrodomésticos, ha aprovechado las
propiedades anti-microbianas de las AgNPs, para el recubrimiento de lavadoras,
refrigeradores, equipos de aire acondicionado, etc. con estos materiales. No
obstante sus aplicaciones, las nanoparticulas parecen ser toxicas para diferentes
organismos (Cox et al., 2016).

Algunos de los mecanismos propuestos para explicar la toxicidad de estos NM
involucran: la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés), lesiones mitocondriales y dafios al DNA. Algunas nanoparticulas como las
formadas por TiO2, ZnO, Mg, Al, Pd, Cu, Si, C60, fulerenos y nanotubos de carbono
han sido las mas utilizadas en los estudios de toxicidad, presentando un efecto
negativo sobre las plantas y otros organismos (Wang et al., 2011).
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Vazquez-Muhoz y colaboradores, 2017 a través de una variedad de ensayos de
viabilidad y toxicolégicos evaluaron el efecto de las AgNPs en diferentes especies
de distintos grupos taxondémicos, demostrando que en los distintos sistemas

causaban efectos toxicos a concentraciones de 1-100 ug/ml (Tabla 3).

Tabla 3. Concentraciones efectivas inhibitorias para las AgNPs en diferentes
sistemas biolégicos. CE (Concentracion efectiva); CMI (Concentracion minima
inhibitoria); DL (Dosis letal) (Vazquez-Munoz, et al. 2017).

Concentracion inhibitoria AgNPs

Grupo Organismo/linea celular
g (ng/ml)
Virus RVFV CEgg=12
Bacteria E.Coli (Gram negativo) CMI =12
S. aureus (Gram positivo) CMI =12
Fungi C. albicans (levadura) CMI =45
F. Oxysporum (filamentoso) M1 =20
Protista Rhodomonas sp. cMI=4
(microalgae)
Lineas cel. animal Vero DLgy=7.5
Dendritica (murino) DLygo =10
Lineas cel. cancerigenas Hela DL 100 = 10
' 8 MDA-MB-231 DL 100 = 10

2.12 Los nano materiales y su relaciéon con el ambiente

El destino de los NM en el ambiente esta controlado por los efectos
combinados de sus propiedades fisicoquimicas y su interacciones con otros
contaminantes (Maiti ef al., 2016). Los NM ambientales pueden provenir de diversas
actividades naturales como la volcanica, incendios forestales, erosién del suelo,

meteorizacién, minerales arcillosos y tormentas de polvo, por las actividades
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antropogénicas intencionales y no intencionales como la quema de combustibles
fésiles, la mineria/demolicion, produccion de NM para usos especificos y flujo de
residuos (Fig. 7) (Smita et al., 2012).

eIncendio Forestal
eErupcion Volcanica
eTormenta de Arena

Natural *Erosién del suelo

eEscape de Vehiculos
*Quema de Combustibles
eDemolicion minera
eSoldadura

*Otros procesos industriales

Accidental

eIngenieria de NPs en diversas aplicaciones
eRemediacion de aguas subterraneas
eImagen Biomédica

Intencional <Envio dirigido de Farmacos

Figura 7. Fuentes comunes de produccién de nano materiales. Modificado de Kabir et
al., 2018.

Después de que los NM se descargan al medio ambiente, se acumulan en el aire,
agua, suelo y sedimentos y pueden ingresar a los suelos a través del uso de
fertilizantes y productos fitosanitarios, biosdlidos, aguas residuales y llanuras
aluviales (Batley et al., 2013). La figura ocho, ilustra la absorcidn de las AgNPs por
las plantas en contacto con suelo y su liberacién en la cadena alimenticia. El suelo
es una matriz de interfaz multicapa y compleja entre los diversos materiales que
comprenden a los gases, solidos, agua, componentes organicos e inorganicos y
organismos. Los NM pasan a través de los poros del suelo y se adhieren a otras
particulas presentes en este debido a su gran area superficial (Mukhopadhyay,
2014).
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La movilidad de estos compuestos en los suelos depende de las propiedades fisico-
quimicas de los NM, las caracteristicas del suelo y el ambiente y sus interacciones
con el material coloidal natural (Jafar y Hamzeh, 2013). Otros estudios han
reportado que las plantas pueden absorber y translocar nano particulas del suelo,
alterando la germinacion de las semillas y el crecimiento vegetal (Khodakovskaya
et al., 2009; Hong et al., 2014).

Entrada de AgNPs a la cadena alimenticia

Movilizacion de

AN
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absorcién

Interaccion Suelo - AgNPs

Figura 8. Interaccion de las AgNPs con el sistema suelo-planta. Modificado de Nowack
y Bucheli, 2007.
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2.13 Solucién de nano particulas de plata (Argovit)

Argovit es una preparacion de nanoparticulas de plata altamente dispersas con una
concentracion total de 200 mg/ml (20%) de AgNPs recubiertas de
PoliVinilPirrolidona (PVP) en agua. El contenido de plata metalica en la preparacion
de Argovit es de 12 mg/ml, estabilizado con 188 mg/ml de PVP (Almonaci-
Hernandez et al., 2017). La PVP, también conocida como povidona, es un polimero
de férmula molecular CeHgNO que se utiliza como vehiculo sintético para dispersar
y suspender farmacos, funciona como aglutinante para tabletas y capsulas,
formador de pelicula para soluciones oftalmicas, aromatizante de liquidos y tabletas
masticables, adhesivo para sistemas transdérmicos, entre otros. Su capacidad para
disolverse tanto en agua como en aceite, le convierten en un agente encapsulante

ampliamente utilizado en la industria farmacéutica (Folttman y Quadir, 2012).

La preparacion Argovit se compone de AgNPs esferoidales de 1 a 90 nm de
diametro con un tamaro promedio de 35 £ 15 nm, y un diametro hidrodinamico de
70 nm considerando el recubrimiento de PVP (Fig. 9). El potencial zeta (parametro
que mide la magnitud de la repulsion o atraccion electrostatica o de carga) de las
AgNPs es de -15 mV, lo cual denota una buena estabilidad de las AgQNPs en solucion
y su absorbancia maxima de resonancia de plasmén superficial (fendmeno que
ocurre cuando la luz se refleja de las peliculas metalicas finas) es de 420 nm de
longitud de onda. En la tabla 4 se muestra un resumen de los parametros

fisicoquimicos de las AgNPs (Juarez-Moreno et al., 2017).
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Figura 9. Morfologia de las AgNPs (Argovit). Fotografia de microscopia electronica de
transmision que muestra la morfologia esferoidal y tamafio promedio de las AgNPs
(Almonaci-Hernandez et al., 2017).

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas de las AgNPs Argovit (Juarez-Moreno et al., 2017).

Propiedades Valor
Morfologia de las nano particulas de plata (AgNPs) Esferoidal
Contenido de plata metalica (%peso) 1.2
Contenido de PVP (%peso) 18.8
Diametro promedio de las AgNPs (nm) 35
Intervalo en tamano de las AgNPs (nm) 1-90
Diametro hidrodinamico de AgNPs + PVP (nm) 70
Potencial Zeta (mV) -15
Resonancia de la superficie de plasmén (nm) 420
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2.14 Aplicaciones de las AgNPs Argovit

La formulacion de AgNPs Argovit ha sido aprobada por instancias internacionales
para su uso en cosmeética y medicina (Borrego et al., 2016). Debido a su gran
espectro de actividad antimicrobiana una gran cantidad de estudios se han llevado
a cabo utilizando estas AgNPs, por ejemplo, en medicina Almonaci-Hernandez y
colaboradores, 2017 trataron a pacientes con ulceras en pie diabético (complicacion
que presentan entre el 12 y el 25% de pacientes con Diabetes Mellitus, siendo la
principal causa de hospitalizacion y amputaciéon de miembros inferiores) utilizando
solucion de AgNPs a 1.8 mg/ml con una administracion tépica diaria por un minimo
de 7 dias, demostrando una mejora de la cicatrizacion de la herida en menos de 25
dias de tratamiento.

Borrego y colaboradores en 2016 estudiaron la capacidad infectiva del virus de la
fiebre del valle del Rift (RVFV), un patégeno transmitido por mosquitos causante de
una enfermedad importante en rumiantes que a menudo se transmite a humanos
por zoonosis, manifestando como una gripe, pero en ocasiones pueden presentarse
complicaciones graves con riesgo de morbilidad y mortalidad. Estos autores
probaron el potencial antiviral de las AgNPs tanto en sistema in vitro como in vivo,
utilizando células Vero y ratones infectados con RVFV-MP12, demostrando que la
preincubaciéon de RVFV con AgNPs a 12 pg/ml, eliminé casi por completo la
propagacion viral, reduciendo la infectividad al 98 %, mientras que ratones
inoculados con una dosis letal de RVFV previamente incubado con 1.2 mg/ml de
AgNPs mostraron una enfermedad clinica de inicio y mortalidad tardia, con una tasa
de supervivencia del 60 %.

Juarez-Moreno y colaboradores en 2017 utilizaron ocho lineas celulares de cancer
como sistemas modelo para probar la citotoxicidad por AgNPs, siendo estas lineas,
carcinoma de cuello uterino humano (HelLa), células de cancer de mama (MDA-MB-
231 y MCF7), cancer de pulmén (H1299 y H1437), cancer de préstata (DU-145) y
adenocarcinoma de colon (HT-29 y DLD-1). Después de la exposicion de las células
a 20 pg/ml AgNPs durante 12 y 24 horas, la viabilidad celular se redujo
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drasticamente, de manera que esta concentracion resultdé altamente toxica en los
dos tiempos evaluados. Una concentracion de 10 ug/ml provoco una disminucién
notable de la viabilidad celular en la mayoria de las lineas celulares, exceptuando
las células DU-145. Ademas, se observo diferente susceptibilidad de las diversas
lineas en un rango de 1.25 a 5 yg/ml de AgNPs, siendo las lineas HeLa, MCF7 y
H1299 las mas sensibles a la muerte celular inducida por AgNPs. Basados en los
resultados anteriores, estos autores decidieron investigar la concentracion
inhibitoria 50% (CI50) para las lineas HeLa, MDA-MB-231 y MCF7 debido a que
estas son representativas de los principales tipos de cancer que causan la mayoria
de muertes de mujeres en el mundo que son el cérvix y el cancer de mama. En el
caso de la linea Hela, el valor de CI50 para 12 h de exposicion fue de 4.2 pg/ml,
mientras que a 24 h fue de 3.8 yg/ml. La linea MCF7 mostré una CI50 para 12 h de
exposicion de 3.8 uyg/ml y para 24 h se redujo a 3 ug/ml, mientras que las células
MDA-MB-231 tuvieron una CI50 de 2.6 ug/ml para 24 h y de 6.4 ug/ml para 12 h.
Demostrando que la linea celular MDA-MB-231 es menos sensible a los efectos de
los AgNPs en tiempos de exposicion cortos (12 h) que las células HeLa y MCF7,
siendo la toxicidad en estas ultimas dependiente de la dosis y el tiempo de
exposicion. Ademas, estos autores demostraron que 5 ug/ml de AgNPs durante 24
h de exposicion provocaron un aumento significativo de la produccion de ROS en
células HeLa y MDA-MB-231, dicho aumento6 se presento también a 10 uyg/ml para
una exposicién de 12 h, mientras que las células MCF7 presentaron aumento en la
formacion de ROS con ambas concentraciones sin importar el tiempo de exposicidon

(Juarez-Moreno et al., 2017).

Ochoa-Meza y colaboradores, 2019 estudiaron la capacidad de las AgNPs para
promover la respuesta del sistema inmunolégico de camarones Penaeus
(Litopenaeus) vannamei, la especie de camaron mas cultivada en el mundo
actualmente, infectados con el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV), un
virus que afecta gravemente a la industria camaronera y para el cual no se conoce
aun tratamiento. Sus resultados demostraron que una sola dosis de 12 ng/ml de

AgNPs produjo la supervivencia de un 20 % de camarones infectados, mientras que

32



la misma concentracion administrada en camarones sanos no mostré evidencia
histolégica de dano. Ademas, estos autores estudiaron la expresion del gen LGBP,
un gen clave en la respuesta inmunologica del camardn y cuya regulacion positiva
es probablemente inducida por el reconocimiento del recubrimiento de las AgNPs
por proteinas de reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMP) especificos del camardn. Este gen presentd un aumento en los niveles de
expresion incluso con una dosis 10 veces menor de AgNPs de 1.2 ng/ml, resultados
gue muestran que una sola dosis de una pequefa cantidad de nanoparticulas de
plata fue capaz de mejorar la respuesta del sistema inmunolégico del camaron sin

efectos toxicos en camarones sanos.

En plantas, Spinoso-Castillo y colaboradores, 2017 estudiaron la capacidad de las
AgNPs para reducir la contaminacion en la micropropagacion de Vanilla planifolia
utilizando sistemas de inmersion temporal (TIS, por sus siglas en inglés), el uso de
estos sistemas ha permitido reducir los costos de produccion y aumentar los
coeficientes de multiplicacion de esta especie. Sin embargo, la contaminacion es un
problema serio en los TIS durante la micropropagacion comercial, por lo que estos
autores probaron 25, 50, 100 y 200 mg/L de AgNPs en brotes regenerados in vitro
y cultivados en medio MS utilizando un sistema de biorreactor de inmersion
temporal. La evaluacion a los 30 dias de cultivo, mostré un porcentaje de
contaminacion para el tratamiento control y el de 25 mg/L de 16.66% y 8.33%
respectivamente, mientras que en los tratamientos con 50, 100 y 200 mg/L no se
observo contaminacion alguna. Estos autores en 2018, evaluaron la toxicidad de las
AgNPs en plantulas de Vanilla planifolia expuestas durante 6 semanas a las
concentraciones de AgNPs antes mencionadas, demostrando un efecto toxico con
100 y 200 mg/L, mientras que con 25 y 50 mg/L no presentaron cambios
significativos en los parametros de crecimiento evaluados: longitud del tallo, el
numero de hojas y el numero y longitud de raices (Bello-Bello et al., 2018).
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2.15 Especies reactivas de oxigeno (ROS) en plantas

Las ROS son formas reducidas del oxigeno (O2) que se producen continuamente
en la célula como subproductos del metabolismo aerébico normal o en respuesta a
estreses bidticos y abidticos. Las ROS biolégicamente importantes son el anién
superoxido (O2), el perdxido de hidrogeno (H202), el radical hidroxilo (OH), y el
singulete de oxigeno ('0-). En las plantas y otros organismos aerobios, las ROS
son el resultado de la reduccion del Oz durante reacciones metabdlicas normales
como la respiracion y la fotosintesis. El oxigeno del estado fundamental se convierte
en formas ROS mas reactivas, ya sea por transferencia de energia o por reacciones
de transferencia de electrones. El primero conduce a la formacion de ('O2), mientras
que el segundo da como resultado la reduccién secuencial a (O27), H202 y OH (Fig.
10) (Apel y Hirt, 2004; Castro-Mercado y Garcia-Pineda, 2013).

I6n radical I6n 16n 16n
Dioxigeno superéxido peréxido oxeno oxido
3 e .- e 2- _€ 3- . e 2-
0, = 0, —2— 08 —*— O} 0 —=— 0
R wr | |
1 y .
0O, HO, H20, H,O  OH H,0
Singulete de Radical Peréxido de Agua Radical Agua
oxigeno perhidroxilo hidrégeno hidroxilo

Figura 10. Generacion de las diferentes (ROS) por transferencia de energia o
reduccion secuencial de la molécula de Oxigeno (Modificado de Apel y Hirt, 2004).
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Una caracteristica comun entre los diferentes tipos de ROS es su capacidad para
causar dafio oxidativo a proteinas, acidos nucleicos, lipidos y otras estructuras

celulares debido a su alta reactividad (Gechev et al., 2006; Moller et al., 2007).

La reactividad y la vida media de las diferentes ROS se relacionan con su movilidad
en la célula, asi, por ejemplo, el H202 puede migrar de los sitios de su sintesis a
compartimentos adyacentes o a ceélulas vecinas, mientras que el altamente
destructivo OH reacciona con cualquier biomolécula que encuentre y por lo tanto su
desplazamiento es limitado (Henzler y Steudle, 2000; Bienert et al., 2006).

De las diferentes ROS que se producen en la célula, el H2O2 es quizas la molécula
sefal mejor caracterizada por su relativa estabilidad, su vida media es de 1 ms, la
mas larga de todos los tipos de ROS. En contraste el Oy y el 'O, tienen vidas medias
mas cortas, de aproximadamente 1-4 us, mientras que la del OH es
extremadamente corta de solo 1 ns (Fig. 11) (Gechev et al., 2006; Moller et al.,
2007). El H202 fue reconocido inicialmente como una molécula téxica, capaz de
dafiar moléculas y estructuras celulares, sin embargo, se ha demostrado que
también puede actuar como una potente molécula de sefializacion involucrada en
funciones fisiologicas que incluyen resistencia a patdgenos, reforzamiento de la
pared celular, senescencia, fotosintesis, apertura de los estomas y ciclo celular
(Castro-Mercado y Garcia-Pineda, 2013).
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Figura 11. Estructura de Lewis y vida media de las diferentes ROS. La vida media (t1,2)
esta representada con colores cuya tonalidad indica con el valor mas alto perdxido de
hidrégeno H2O; (rojo) y el valor mas bajo para el radical hidroxilo OH (amarillo) (Mhamdi y
Breusegem, 2018).

El balance en los niveles de H202y de otras ROS es esencial para controlar sus
funciones de sefalizacion y prevenir su toxicidad. Por lo tanto, las plantas han
desarrollado elaborados sistemas antioxidantes enzimaticos tales como la catalasa
y diversas peroxidasas y antioxidantes no enzimaticos como el acido ascorbico, el

tocoferol y el glutatién, que junto con las enzimas que producen ROS mantienen la
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homeostasis en todos los compartimentos celulares (Mittler et al., 2004; Dellapenna
y Pogson, 2006).

Péptidos especiales, como el glutation, representan sustancias protectoras contra
iones de metales pesados y de las ROS, su funcion consiste en mantener el estado
redox de las células y también participan en el transporte de iones de metales
pesados/xenobidticos y su posterior compartimentacién (Mohsenzadeh et al., 2011).
La relacion glutation reducido (GSH) respecto al glutation oxidado (GSSG) indica el
posible estrés oxidativo en las células, debido a que la acumulacién de GSSG esta
estrechamente relacionada con el estrés oxidativo (Tepe y Harms, 1995). El
glutation es uno de los antioxidantes mas importantes, elimina las ROS y protege a
las plantas contra el estrés oxidativo (Szalai et al., 2009; Pahlich et al., 2007).
Cuando actua como antioxidante, el GSH se oxida a GSSG, por lo que la actividad
antioxidante se atribuye a la forma reducida del glutation, el GSH. Por lo tanto, es
necesario que las plantas mantengan relaciones GSH/GSSG altas. Existen
mecanismos involucrados en el mantenimiento del GSH, en el mas importante de
estos participa la glutation reductasa (GR), que cataliza la reduccién de GSSG a
GSH con NADPH como donador de electrones (Dat et al., 2000).

2.16 AgNPs y generacion de ROS

La produccion de ROS, el dafio a la estructura y funcion de la membrana y la
fluctuacion en las actividades enzimaticas antioxidantes se han documentado en
todas las especies vegetales como respuestas comunes a las NPs (Marslin et al.,
2017). Algunos estudios, también han demostrado que el tratamiento de plantas y
microorganismos fotosintéticos con NPs resultd en una mayor produccion de
compuestos fendlicos que podrian actuar como antioxidantes para eliminar a las
ROS (Dixon y Paiva, 1995; Franklin et al., 2009; Comotto et al., 2014; Ghorbanpour
y Hadian, 2015; Vecerova et al., 2016).
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La explosidén oxidativa se ha informado constantemente en plantas expuestas a
niveles toxicos de NPs (Thwala et al., 2013; Hossain et al., 2015; Xia et al., 2015).
La exposicién a varios tipos de NPs, por ejemplo, Ag, ZnO y Al>O3 (6xido de
aluminio), también indujo especies reactivas de nitrogeno (*NO, éxido nitrico) y H20-
en la lenteja de agua, maiz y células de tabaco amarillo brillante (BY-2) (Zhao et al.,
2012; Poborilova et al., 2013; Thwala et al., 2013).

En las células de tabaco BY-2, las NPs de Al.O3 también indujeron la produccion
de anion superéxido (O27), una de las formas altamente reactivas de ROS. Aunque
se debate si la activaciéon de ROS proviene, en realidad, de particulas intactas o,
mas bien, de iones liberados de NPs, estudios recientes apoyan este ultimo
proceso. Los mecanismos a través de los cuales las NPs inducen la produccion de
ROS y desencadenan estrés oxidativo a nivel celular continian en investigacion, se
reportd que las AgQNPs desencadenan la sefializacién de Ca?*y ROS a través de la
induccion de poros permeables a Ca?*y la oxidacién directa del acido ascérbico
apoplastico (Poborilova et al., 2013; Sosan et al., 2016).

Para mitigar los efectos del estrés oxidativo, las plantas activan la maquinaria de
defensa antioxidante enzimatica y no enzimatica para eliminar el exceso de ROS
(Sewelam et al., 2016). Por ejemplo, la estimulacidon de la superdxido dismutasa
(SOD) que cataliza la desintoxicacion de (Oz7), en oxigeno molecular ordinario Oz 0
H2O. y la ascorbato peroxidasa (APX), que desintoxica peréxidos como H202
usando acido ascorbico (Asc) como sustrato, se observo después del tratamiento
con NPs (Fu et al., 2014).

El analisis protedbmico de las raices de O. sativa tratadas con AgNPs revel6 una
mayor abundancia de SOD, APX y glutatién-S-transferasa (GST) (Mirzajani et al.,
2014); estas mismas NPs, en plantulas de Pisum sativum L, también estimularon la
actividad de SOD y APX de manera significativa, e inhibieron a la glutation reductasa
(GR) y a la deshidroascorbato reductasa (DHAR) (Tripathi et al., 2017). La catalasa
(CAT), otra enzima que protege a las células del dafio oxidativo, se elevo
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significativamente el exponer las raices de trigo a 500 mg/kg de CuO-NPs (Dimkpa
et al., 2012).

2.17 Efecto de las nano particulas de plata en plantas

No obstante que las plantas representan un nivel tréfico importante, existen escasos
estudios enfocados al efecto de los NM sobre ellas (Poelman et al., 2008). Una
posibilidad de la fitotoxicidad por los NM, puede deberse a las interacciones entre
ellos mismos y los componentes del suelo y los microorganismos que modifican

significativamente la absorcidon de nutrientes (Mishra y Kumar, 2009).

Oftras alternativas estarian relacionadas con la absorcién directa de las NPs por las
plantas, a través de la raiz o del follaje y su posterior transporte y acumulacion, las
interacciones con biomoléculas, como &acidos nucleicos, proteinas, incluidas
enzimas, y con las estructuras celulares como la pared celular y las membranas
(Gardea-Torresdey et al., 2003; Lee et al., 2008). En particular, la pared celular de
las células vegetales representa una estructura crucial en la captacién de
nanoparticulas en comparacion con las células animales (Chen et al., 2010). Un
tercer punto estaria relacionado con su posible biotransformacion, esto se ha
demostrado en especies desérticas, en la soya (Glycine max) y en Prosopis sp
después de la aplicacion de ZnO y CeO2 (Lopez-Moreno et al., 2010; Parsons et al.,
2010; de la Rosa et al., 2011).

La planta modelo Arabidopsis thaliana se ha utilizado en la investigacion de los
efectos y la toxicidad después del tratamiento con AgNPs, Field y colaboradores,
2011 y Kaveh y colaboradores, 2013 mostraron un aumento en la expresion de 286
genes y una represion de 81 genes involucrados en el estrés salino, defensa contra
insectos y patdgenos y respuesta al dafo, después de dicho tratamiento. Estudios
de protedmica en Oryza sativa, reportaron un incremento de las proteinas que
participan en la tolerancia al estrés oxidativo, la regulacion y sefializacién del calcio,
el dafio directo de la pared celular, la division celular y la apoptosis después de la
exposicion a las AgNPs, sugiriendo que estas particulas pueden inhibir la divisién
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celular y alterar procesos metabdlicos importantes como la sintesis y degradacion
de proteinas (Mirzajani et al., 2014).

Los resultados de otra investigacion sobre la exposicion a AgNPs en A. thaliana,
presentaron un incremento en la expresion de genes involucrados en la asimilacion
de azufre, en la biosintesis de glutation, y de la glutation S-transferasa (Nair y
Chung, 2014), lo que les permitié a los autores sugerir que la generacion de ROS,
presenta una funcidn importante en la respuesta de las plantas a la exposicién de
las AgNPs. En todos los estudios antes mencionados, se observo que las AgNPs
pueden interactuar con estructuras subcelulares, celulares, tisulares y diferentes
moléculas biolégicamente activas, incluidas proteinas y acidos nucleicos (Bhaskar
et al., 2010).

Qian y colaboradores, 2013 observaron que 3.0 mg/L de AgNPs inhibio la longitud
de raiz y el peso fresco en A. thaliana y concentraciones mayores provocaron una
alteracion en la transcripcion de genes antioxidantes, una disminucion de la clorofila
y un cambio en la estructura de la membrana de los tilacoides. Por otro lado, Geisler
et al., 2013 mostraron que la germinacion en semillas de A. thaliana en condiciones
hidroponicas, no se ve afectada por tratamientos con las AgNPs estabilizadas con
citrato a concentraciones de 66.84, 133.68, 267.36 y 534.72 mg/ml. Estos mismos
autores reportaron que A. thaliana irrigada en suelo con 75 mg/ml de AgNPs no
mostré cambios morfologicos (Geisler et al., 2014).

Eltamano y la forma de las NPs parecen tener un impacto en la respuesta fisiologica
y en la expresion genética de Arabidopsis, debido a que experimentos en plantas
expuestas con tres diferentes morfologias de AgNPs mostraron respuestas
distintas. Formas triangulares (47 £ 7 nm) y esféricas (8 £ 2 nm) provocaron los
grados mas bajos y mas altos de actividad antimicrobiana respectivamente. Las
alteraciones fenotipicas inducidas, también correlacionaron conla morfologia y
tamafo de las nanoparticulas, las AgNPs decaédricas (45 + 5 nm) indujeron una
mayor promocion del crecimiento radicular a diferencia de las esféricas que solo

presentaron acumulacion de antocianinas. Las AgNPs decaédricas y
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esféricas, ocasionaron los niveles mas bajos y mas altos de acumulacion de la
superoxido dismutasa de Cu/Zn, respectivamente. Ademas, las tres morfologias de
AgNPs provocaron la acumulacion de la cinasa CDC2 que participa en la regulacion
del ciclo celular, de la protoclorofilida oxidorreductasa y de la fructosa 1,6 bifosfato
aldolasa (You-yu et al., 2014).

2.18 Efecto de las AgNPs sobre los cultivos celulares en suspension

Krystofova y colaboradores, 2013 investigaron el efecto de las NPs magnéticas de
Fe,O3 en células BY-2 de tabaco, utilizando particulas del mismo material pero
modificadas como Fe,03;-OH y Fe,O3-NH; a concentraciones de 1, 10 y 100 ng/mL,
los autores observaron que las NPs no modificadas, no tuvieron efecto sobre la
viabilidad de las células BY-2, mientras que la aplicacién de las NPs modificadas
con -OH y -NH> presentaron una reduccién significativa de la viabilidad celular en
todas las concentraciones ensayadas. Estos resultados confirman la toxicidad de
las NPs e indican la necesidad de investigar como estos materiales modifican a los
organismos vivos. En este mismo estudio, al determinar el peso fresco como el
parametro de crecimiento de los cultivos BY-2, se encontrd que solo los tratamientos
con NPs no modificadas y con Fe,O3-NH, lo incrementaron ligeramente a la
concentracion mas baja (1 ng/mL) respecto al control. Mientras que en las otras
concentraciones observaron una disminucién en este parametro. También se
determind la cantidad de proteinas en los diferentes tratamientos, y las
concentraciones de 10 y 100 ng/ml mostraron un aumento de proteinas. Los autores
sugieren que dicho incremento inducido por las NPs puede deberse a la capacidad
de estos materiales para inducir mecanismos celulares de proteccion, como la
biosintesis de péptidos y enzimas protectoras que participen en procesos de

desintoxicacion.

Estos mismos autores, analizaron la capacidad de las NPs para inducir la biosintesis
de GSH y GSSG, ademas de monitorear la actividad de la GST. En estos
experimentos se encontré6 que la produccion de GSH disminuyé en los tres
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tratamientos con Fe203-OH, debido a que el GSH tiene un papel clave en los
procesos de detoxificacion por xenobidticos con grupos funcionales -OH. Por otro
lado, al medir la produccion de GSSG se determind una disminucién dosis
dependiente en presencia de Fe,O3-NH, y Fe2O3-OH en los tres tratamientos,
mientras que las NPs no modificadas indujeron un aumento considerable en las dos
concentraciones mas altas 10 y 100 ng/ml. La actividad de la GST presentd un
aumento significativo en el caso de las NPs no modificadas en todas las
concentraciones ensayadas, y en menor magnitud con Fe2O3-OH, mientras que en
presencia de Fe203-NH, se observé una disminucion en los tres tratamientos. En el
estudio antes mencionado, la relacion GSH/GSSG determinada en las células BY-
2 en el tratamiento control fue de 0,137; en el tratamiento con 1 ng/ml, la relacién
mas baja fue de 0.144 para las NPs de Fe2O3 -OH. Mientras que en los tratamientos
con 10 ng/ml'y 100 ng/ml, se detecto la relacion mas baja con un valor de 0.077 en
las NPs no modificadas. Estos resultados indican la capacidad de estos materiales

para inducir estrés oxidativo.
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3. JUSTIFICACION

Debido a sus propiedades unicas, como el tamafio extremadamente pequefio y su
alta relacion superficie-volumen, el impacto como la toxicidad de los NM en el
ambiente permanece poco descrito. El aumento de la aplicacion de NM con fines
comerciales, asi como en diferentes productos de consumo, tiende a incrementar la
posibilidad de su exposicién a los humanos tanto en rutas directas como indirectas.
Los cultivos celulares NT-1 representan un sistema idéneo debido a su alta
homogeneidad para estudiar el efecto de estos NM como las AgNPs sobre el
crecimiento vegetal. Por lo antes mencionado, el objetivo del presente estudio es
determinar el efecto de las AQNPs sobre el crecimiento de los cultivos en suspension
de tabaco NT-1.

43



4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1 Hipétesis

Las AgNPs dependiendo de su concentracion inhiben el crecimiento de los cultivos
en suspension de tabaco NT-1 mediante la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS).

4.2 Objetivo general

Analizar los cambios inducidos sobre el crecimiento de los cultivos en suspension

de tabaco NT-1 por diferentes concentraciones de AgNPs y la produccion de ROS.

4.3 Objetivos especificos

1. Determinar las cinéticas de crecimiento de los cultivos NT-1 en medios
suplementados con diferentes concentraciones de AgNPs, evaluando peso

fresco, peso seco y volumen de paquete celular.

2. Observar el nivel de ROS en las células de los cultivos en suspension
suplementados con diferentes concentraciones de AgNPs.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL GENERAL
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales y reactivos

Los cultivos celulares de tabaco NT-1 fueron donados amablemente por el Centro
de Investigaciones y de Estudios Avanzados del |.P.N. (CINVESTAV), Unidad
Irapuato.

Se utilizaron los siguientes reactivos y materiales: medio Murashige and Skoog
(PhytoTechnology Laboratories), tiamina, mioinositol y acido 2,4-D (Sigma), KH2POg4
(J.T. Baker), sacarosa (Bioxon) y H2DCFDA (Invitrogen), Filtros Millipore MILLEX
GS de 0.22 um, papel filtro circular Whatman con diametro de poro de 125 mm,
tubos Falcon de 15 ml, tubos Eppendorf de 1.5 ml, pipetas estériles desechables de
5 ml marca Costar, jeringas estériles de 10 ml marca Sensil Medical.

Solucién de nanoparticulas

La solucién de AgNPs, llamada ArgovitTM, fue amablemente donada por el Dr.
Vasily Burmistrov del Centro Cientifico y de Produccion Vector-Vita (Rusia) y la Dra.
Nina Bogdanchikova del Centro de Nanociencias de la UNAM. Argovit es una
preparacion de AgNPs altamente dispersas con una concentracion total de 200
mg/ml de AgNPs recubiertas con PVP en agua. El contenido de Ag metalica en la
preparacion de Argovit es de 12 mg/ml, estabilizado con 188 mg/ml de PVP. Las
concentraciones de AgNPs se calcularon de acuerdo con el contenido de Ag
metalica en la preparacion de Argovit. Las soluciones se prepararon en PBS y se
mantienen a 4 °C en la oscuridad. Después de una comparacion de diferentes
AgNPs disponibles comercialmente, se concluyd que solo la preparacion de Argovit
tenia multiples certificados para su uso en aplicaciones veterinarias y humanas
(Borrego et al., 2016).
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Equipo

Agitadora con control de temperatura MRC, mod. LM-570R; Microscopio de
epifluorescencia Nikon, mod. Optiphot-2; Potenciometro: Beckman, mod. 34 pH
Meter; Placa de Agitacion: Torey pines, mod.1010.1; Balanza Analitica: OHAUS,
mod. GA110; Centrifuga Refrigerada: Hermle-labor technik, mod. 2400k; Vortex-
Genie 2: Scientific Industries, mod. G-650; Micropipetas RAININ, mod. pipet-lite,
BIOMIT, mod:6070026; Campana de Flujo Laminar: Thermoelectron Corporation,
mod. 1839; Autoclave: Hirayama; Balanza Granataria: Sartorius, mod. TE612;
Desecador Nalgene; Estufa: Felisa; Refrigerador: Torrey; Congelador: Nieto mod.
CVC15; Bomba de vacio: BUCHI Laboratechnik AG mod. V-500.

6.2 Métodos

6.2.1 Mantenimiento de los cultivos de células en suspensién NT-1

Las células de tabaco en suspension NT-1 se mantuvieron en el medio de cultivo
MS (4.3g/L), suplementado con 30 g/L de sacarosa como fuente de carbono, 0.2
g/L de KH2POq4, 2,4-D (1uM) y una mezcla de vitaminas (tiamina-mioinositol, 0.5-50
g/L), el medio se ajustd a pH de 5.8. Las células se subcultivaron cada 10 dias,
inoculando en condiciones estériles 2.5 ml de células NT-1 en fase estacionaria a
50 ml del medio de cultivo MS antes mencionado. El material se incub6 en oscuridad

y agitacion constante a 120 rpm y 25 °C.

e Solucion stock de vitaminas
En 10 ml de agua tridestilada se disolvieron 5 mg de tiamina HCl y 0.5 g de
mioinositol y la solucion se esterilizé por filtracion (filtros Millipore 0.22 uM);
se tomaron alicuotas de 1.5 ml y se almacenaron a -20°C (Franklin y Dixon,
1994). Las concentraciones stocks de tiamina y mioinositol se prepararon a
15y 277 mM y la concentracion final en el medio resulté de 1.2 y 5§55.10 uM

respectivamente.
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e Solucion stock de la auxina 2,4-D
Se pesaron 0.004g de 2,4-D y disolvieron en 10 ml de KOH 0.1N. La solucion
se esterilizo por filtracion (filtros Millipore 0.22 uM) y almaceno a 4 °C. Se
prepard la solucion cada dos semanas. La concentracion del stock es de
1.81 mMy la final del medio de cultivo es de 0.9 uM (Franklin y Dixon, 1994).

6.2.2 Lavado de las células NT-1

En la campana de flujo laminar bajo condiciones estrictas de asepsia, se filtro
el total del cultivo de células en suspension crecido durante siete dias (matraz de
500 ml con 100 ml de cultivo). Una vez filtradas las células, el paquete celular se
lavd constantemente con un litro de medio MS (sin vitaminas ni auxinas), agitando
con una espatula suavemente. Las células lavadas se resuspendieron en 100 ml de
medio MS y después de una incubacién durante cuatro dias con el propdsito de
sincronizar el cultivo, este se utilizé como indculo para llevar a cabo las cinéticas de
crecimiento de los cultivos suplementados con diferentes concentraciones de las
AgNPs.

6.2.3 Determinacion del crecimiento de cultivos de células en suspensién
NT-1

Del matraz de células lavadas y resuspendidas, se tomaron alicuotas de 7
ml de células y se inocularon dos matraces Erlenmeyer de 500 ml con 100 ml de
medio fresco MS, correspondientes al tratamiento control y dos matraces
suplementados con 50, 250 y 500 ul de AgNPs correspondientes a 10, 50 y 100
pug/ml respectivamente. Todos los medios de cultivo se suplementaron 200 ul de la
solucion de vitaminas (500X) y 50 ul de 2,4-D 0.4 mg/ml. Los matraces se incubaron
en oscuridad en una agitadora a 120 rpm y 25°C.
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e Solucion stock de AgNPs

Las AgNPs se encuentran en una solucién al 20 % con una cantidad de 12.5 g de
Ag, por lo cual se llevo a cabo una dilucion 1:10 para obtener una concentracion
stock de 1 pg/ml.

6.2.4 Cinéticas de crecimiento

Se tomaron alicuotas de 3 ml por duplicado en tubos Falcon de 15 ml a los 0, 2, 4,
6, 8 y 10 dias, donde se determinaron los siguientes parametros de crecimiento.

6.2.5 Volumen del Paquete Celular (VPC)

Las muestras de 3 ml se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos a 4°C vy el
VPC se determino de acuerdo a la graduacion del tubo Falcon (VPC/3ml).

6.2.6 Peso fresco

Las alicuotas se filtraron con la ayuda de una bomba de vacio sobre papeles filtro,
puestos previamente a peso constante en una estufa a 80 °C y se pesaron.

6.2.7 Peso seco

Finalmente se dejaron secar las células en estufa a 80 °C durante 24 horas, se
pesaron las muestras para calcular el peso por diferencia con los papeles a peso

constante.
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6.2.8 Deteccion de los niveles de ROS en las células de tabaco NT-1

H>DCFDA es un bioindicador de los niveles de ROS que difunde de manera pasiva
al interior de las células, donde sus grupos acetato son escindidos por las esterasas
intracelulares y entonces los grupos tiol clorometilo reaccionan con el glutation y
otros tioles. La oxidaciéon subsecuente del glutation permite la formacién del
producto fluorescente el cual es impermeable y permanece en el interior de la célula
(Molecular Probes, )- Se recolectd el paquete celular
correspondiente a 3 ml de células de cultivo en suspension tratadas con 0, 50 y 100
ug/ml de AgNPs a los 0, 7 y 10 dias de crecimiento, se incubaron 60 minutos a 4 °C
en una solucién de HoDCFDA 20 uM disuelta en DMSO. Posteriormente se lavaron
e incubaron las células por 60 minutos a temperatura ambiente en una mezcla de

las soluciones KCI 0.1 mM y CaCl2 0.1 mM ajustadas a pH 6.0.
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7. RESULTADOS

7.1 Efecto de LAS AgNPs sobre el crecimiento de las células en suspension
NT-1

Con la finalidad de ensayar el manejo del sistema, se llevé a cabo una primera
cinética de crecimiento utilizando 0.1 y 1 uM de 2,4-D. Los parametros de
crecimiento determinados fueron peso fresco (PF), peso seco (PS) y volumen del
paquete celular (VPC), obteniendo los resultados observados en la figura 12. La
fase lag en el cultivo suplementado con 1 uM de 2,4-D se presento hasta el dia 4
del cultivo, la log del 4 al 8 y no se observé la fase estacionaria (Fig. 12A). Un
comportamiento similar se presento al medir el parametro PS (Fig. 12B), el cual
descarta completamente el agua y permite obtener un resultado mas confiable de
la biomasa presente en las células. Como podemos observar, en la cinética
evaluada con éste parametro parece no existir una fase de adaptacién al medio, y
la fase log comienza desde el primer dia hasta el dia 8, donde alcanza un punto
maximo de crecimiento que precede a una caida abrupta, sin mostrar la fase
estacionaria. Por otro lado, el VPC (Fig. 12C), parametro que mide el tamafio de las
células al momento de su obtencién, es decir, la expansion celular durante el
crecimiento, presento una fase lag en los dos primeros dias del cultivo, una log del
dia 2 al 8 y una fase estacionaria en los dias 9 y 10. Los cultivos suplementados
con 0.1 uM de 2,4-D presentaron un crecimiento menor, respecto al cultivo con
mayor concentracion de la auxina al evaluar el PF (Fig. 12A) y PS (Fig. 12B),

mientras que el VPC (Fig. 12C) fue similar al cultivo con 1 uM de 2,4-D.
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Figura 12. Cinéticas de crecimiento de las células NT-1. Parametros evaluados: A)
Peso Fresco, B) Peso Secoy C) VPC.

Continuando con el ejercicio de obtener cinéticas de crecimiento con fases bien
definidas y comenzar con el manejo de las AgNPs se planteé un segundo ensayo,
donde se evaluaron las cinéticas de crecimiento de los cultivos suplementados con:
1 uM de 2,4-D, 1 uM de 2,4-D + 1ug/ml de AgNPs, 0.1 uM de 2,4-D y 0.1 uM de 2,4-
D + 1ug/ml de AgNPs. Los cultivos adicionados con 1 uM de 2,4-D presentaron
contaminacion a los 4 dias de crecimiento, por lo que se eliminaron y solo se
evaluaron los cultivos adicionados con 0.1 uM de 2,4-D. En la figura 13A, se puede
observar que en ambos tratamientos incrementan el PF, desde el tercero hasta el
ultimo dia de la cinética, presentando la cinetica del tratamiento control un ligero
desaceleramiento al dia ocho. La evaluacién del crecimiento con el PS (Fig. 13B),

muestra en ambos tratamientos una fase lag los tres primeros dias del cultivo, una
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PF

log a partir del cuarto hasta el dia ocho y posteriormente una fase estacionaria bien
definida, mostrando un menor crecimiento el cultivo suplementado con las AgNPs.
El VPC (Fig. 13C) presento el mismo comportamiento, sin diferencias significativas

entre los tratamientos.
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Figura 13. Efecto de las AgNPs sobre el crecimiento de las células NT-1. Parametros
evaluados: A) Peso fresco, B) Peso secoy C) VPC

Una vez obtenidas fases de crecimiento bien definidas se procedié a evaluar las
cinéticas de crecimiento de los cultivos en suspension adicionados con AgNPs. A
partir del siguiente experimento solamente se utilizé los cultivos 1 uM de 2,4-D.

Primeramente se estudio el efecto de 1y 10 ug/ml de AgNPs , evaluando los mismos
parametros de crecimiento antes mencionados y los resultados se pueden observar
en la figura 14. En los tres parametros evaluados la fase lag se present6 en los

primeros tres dias del cultivo, la log entre el dia tres al ocho y una estacionaria a

53



PF

partir del dia ocho solamente en las cinéticas evaluadas con PF (excepto el
tratamiento con 10 ug/ml de AgNPs). Las cinéticas de crecimiento de los cultivos
suplementados con 10 pg/ml de AgNPs mostraron una disminucién del crecimiento

independientemente del parametro con que se evaluaron.
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Figura 14. Efecto de las AgNPs sobre el crecimiento de los cultivos en suspensién
de células de tabaco (Primer experimento). Parametros evaluados: A) Peso fresco, B)
Peso secoy C) VPC.

Con la finalidad de corroborar los resultados anteriores y en vista de que en dos de
los tres parametros (PF y VPC) no se alcanz6 una fase estacionaria en el cultivo

suplementado con 10 ug/ml de AgNPs, se realizé la repeticion del experimento

evaluando el crecimiento de los cultivos hasta los 14 dias (Fig.15).
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Figura 15. Efecto de las AgNPs sobre el crecimiento de cultivos en suspension de
células de tabaco NT-1 (Segundo experimento). Parametros evaluados: A) Peso fresco,

B) Peso seco y C) VPC.

En este experimento ningun tratamiento mostré cambios significativos respecto al

control en ninguno de los tres parametros evaluados.

Debido a que resultados fueron muy diferentes, se llevo a cabo una tercera

repeticion del experimento (Fig. 16). En esta repeticion se observé un menor

crecimiento en los tres parametros evaluados en el tratamiento suplementado con

10 ng/ml de AgNPs, similar a lo observado en el primer experimento (Fig. 14).
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Figura 16. Efecto de las AgNPs sobre el crecimiento de cultivos en suspension de
células de tabaco NT-1 (Tercer experimento). Parametros evaluados: A) Peso fresco, B)

Peso seco y C) VPC.

Considerando que Vazquez-Mufoz, 2017 reporto que la letalidad de las NPs para

células animales pueden encontrarse en un rango de 1072 a 102 pug/ml, se decidié

probar 100 ug/ml de AgNPs. En la figura 17, se observa que a esta concentraciéon

el crecimiento del cultivo fue nulo en cualquiera de los trés parametros evaluados,

dejando claro que a esta concentracion, las AgNPs son toxicas para las células de

tabaco.
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Figura 17. Efecto de las AgNPs sobre el crecimiento de cultivos en suspension de
células de tabaco NT-1 (Primer experimento). Parametros evaluados: A) Peso fresco, B)
Peso secoy C) VPC

El experimento se repitid, corroborando el crecimiento nulo de los cultivos
adicionados con 100 pg/ml de AgNPs (Fig. 18). Se planteé entonces un
experimento con 50 yg/ml de AgNPs, con la finalidad de observar si los efectos
toxicos de las AgNPs se debian a la concentracion de 100 ug/ml. La figura 19,
muestra la cinética de crecimiento correspondiente a este experimento, donde se
puede observar que los cultivos adicionados con 50 pug/ml al igual que los de 100

pug/ml de AgNPs no crecen.
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Figura 18. Efecto de las AgNPs sobre el crecimiento de cultivos en suspension de
células de tabaco NT-1 (Segundo experimento). Parametros evaluados: A) Peso fresco,
B) Peso seco y C) VPC
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Figura 19. Efecto de las AgNPs sobre el crecimiento de cultivos en suspensiéon de
células de tabaco NT-1 (Primer experimento). Parametros evaluados: A) Peso fresco, B)
Peso secoy C) VPC

La repeticion de las cinéticas de crecimiento de los cultivos suplementados con 50
pug/ml representada en la figura 20, muestra al igual que el primer experimento
(Fig.19), que los cultivos no crecen, demostrando que esta concentracion de AQNPs
es toxica para las células NT-1.
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Figura 20. Efecto de las AgNPs sobre el crecimiento de cultivos en suspension de
células de tabaco NT-1 (Segundo experimento). Parametros evaluados: A) Peso fresco,
B) Peso seco y C) VPC

7.2 Niveles de ROS en células crecidas en medios suplementados con 50 y
100 pg/ml de AgNPs

Una gran cantidad de antecedentes sugieren que el dafio y subsiguiente muerte
celular causado por las NPs se genera en consecuencia a un aumento en los niveles
intracelulares de ROS. Por lo que al observar el arresto del crecimiento de los
cultivos causado por 50y 100 pg/ml de AgNPs (Fig. 17-20), se llevaron a cabo las
observaciones de los niveles de ROS a los 0, 7 y 10 dias de crecimiento de cultivos
adicionados con estas concentraciones de AgNPs utilizando la reaccion conel 2°,7°-
diacetato de diclorofluoresceina (H.DCFDA). Los resultados obtenidos se muestran

en la figura 21.
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Control

50 ug/ml
AgNPs

100 pg/mi
AgNPs

Tiempo en dias: 0 7 10

Figura 21. Niveles de ROS en células de cultivos de suspension de tabaco
adicionados con AgNPs. Se tomaron alicuotas de cultivos suplementados con diferentes
concentraciones de AgNPs, las células fueron expuestas a H.DCFDA y se fotografiaron con
el microscopio Nikon de epifluorescencia. Se muestran las fotografias representativas de
los diferentes tratamientos.

En los experimentos con H2DCFDA, las células de los cultivos suplementados con
50 y 100 pg/ml presentaron una mayor intensidad de ROS a los 7 y 10 dias de
crecimiento, demostrando un aumento en los niveles de ROS inducidos por los

tratamientos con AgNPs.
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8. DISCUSION

La cinética de crecimiento tipica de los cultivos NT-1 consta de tres fases bien
diferenciadas: lag durante las primeras horas del cultivo, donde las células se
adaptan al medio de cultivo y presentan escasa actividad mitética, log donde una
gran cantidad de células estan en mitosis lo que representa un crecimiento
exponencial y una fase estacionaria en la que el agotamiento de nutrientes ocasiona
un coeficiente de crecimiento nulo (Matsuoka et al., 2004). Las cinéticas obtenidas
en el presente trabajo se asemejan a la descrita anteriormente, exceptuando la
cinética correspondiente a la figura 12, donde la fase lag se extiende hasta el cuarto
dia del cultivo medido por PF y presenta una fase log breve tanto en PF como en
PS. Las demas cinéticas presentan el comportamiento tipico para el crecimiento de
las células NT-1, no obstante, pueden presentar patrones diferentes entre si al
evaluar los tres parametros de crecimiento PF, PS y VPC; esto se atribuye a las
variaciones entre la biomasa y el contenido de agua de las muestras (Gould, 1984).

La evaluacidén de los cultivos adicionando AgNPs comenz6 en cultivos control
suplementados con 1 pg/ml de estas NPs, donde se esperaba una promocion del
crecimiento, sin embargo, esta concentraciéon no fue téxica ni benéfica para las
células NT-1 (Fig. 14 y 16). Por otro lado, al adicionar 10 pg/ml de AgNPs, los
cultivos presentaron una disminucion del crecimiento en los tres parametros

evaluados (Fig. 14 y 16).

Vazquez-Muhoz, 2017 reporto que en la exposicion a AgNPs en cuatro de los cinco
grupos taxondémicos naturales (bacterias, protistas, hongos y células animales)
incluyendo ademas una linea cancerigena de humano y virus, la concentracion de
las AgNPs que causa inhibicidon en estos organismos y letalidad en las células
animales se encuentra alrededor de 10 ug/ml. No obstante, las células vegetales
cuentan con una pared celular, que de acuerdo con Chen et al., 2010 representa

una estructura crucial en la captacién de nanoparticulas en comparacion con las
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células animales, siendo esta estructura capaz de generar una respuesta diferente

a dichos materiales (Vazquez-Muioz, 2017; Chen et al., 2010).

Los cultivos adicionados con 100 ug/ml de AgNPs presentaron un crecimiento nulo
en todos los parametros de crecimiento, resultando esta concentracion altamente
toxica para las células NT-1 (Fig. 17-18). Al reducir la concentracion a la mitad, 50
ug/ml, se observé el mismo efecto inhibitorio, de manera que concluimos que a partir
de dicha concentracion las células de tabaco NT-1 entran en una condicién de
estrés que les imposibilita su division celular (Fig. 19-20).

El tamano y forma de las AgNPs, procedimiento de sintesis, contenido de plata
metalica y funcionalizacion de la superficie son algunas de las caracteristicas por
las que una nanoparticula es citotdxica. Ademas que los materiales a escala
nanométrica poseen propiedades fisicoquimicas uUnicas por lo que su
comportamiento es impredecible y puede diferir al presentado por sus homdélogos
en escalas de mayor tamafo. También, la quimica de la superficie de las AgNPs
desempefia un papel importante en la interaccion de las nanoparticulas con los
sistemas bioldgicos (Soenen et al., 2015).

En la interaccion AgNPs-células, la toxicidad puede ser el resultado de diferentes
parametros como la interaccion del nanomaterial con la concentracion establecida
de células, el medio de cultivo, las condiciones de crecimiento, entre otros. Existe
una variedad de antecedentes que reportan la formacién de ROS como posible
mecanismo para explicar la toxicidad por exposicion a nanomateriales. Las ROS, se
producen en la célula como resultado del metabolismo normal o en respuesta al
estrés biotico y abiodtico, tales como la presencia de metales (Leopoldini et al., 2006),
heridas (Orozco-Cardenas et al., 2001) y el estrés mecanico (Gould et al., 2002).

Krystofova y colaboradores en su estudio del 2013 donde adicionaron NPs de
Fe;03 Fe,05-OH y Fe,03-NH, a células BY-2 de tabaco, ademas de estudiar la
viabilidad de las células y la relacion de GSH/GSSG, sometieron a diferentes

pruebas de actividad antioxidante filtrados provenientes de sus tratamientos con 0,
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1, 10 y 100 ng/ml de NPs. Los métodos analiticos se basan en la determinacion de
la actividad captadora de radicales de los antioxidantes frente a radicales libres,
como el radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH). EI método DPPH se ha
desarrollado para la determinacion de la actividad de eliminacién de radicales
anionicos superoxido, radicales hidroxilo y radicales peroxido (Kedare y Singh,
2011). El método ABTS se basa en el cation radical del acido 2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiazolina) -6-sulfonico (ABTS), que se utiliza para seleccionar la actividad
captadora de radicales flavonoides y polifendlicos (Re et al., 1999). EI método
DMPD utiliza una solucion tamponada de N, N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD) en
buffer de acetato. El cation radical DMPD se reduce posteriormente mediante
antioxidantes donantes de hidrogeno (Asghar et al., 2007). El ensayo de azul CrOs
(CRO) se utiliza para la determinacion de la actividad antioxidante de una amplia
gama de sustratos, el peroxido de cromo se produce a partir de cromato de amonio
en un entorno acido en presencia de peroxido de hidrégeno (Charalampidis et al.,
2009). La aplicacion de éstas técnicas demostro la reduccion significativa de la
actividad antioxidante a las dos concentraciones mas altas (10 y 100 ng/ml) en el
caso de todas las NPs utilizadas; por otro lado, la actividad antioxidante se
incremento casi en todos los casos a la concentracion mas baja (1 ng/ml), con la
excepcion de las NPs de Fe,O5;-OH. Estas NPs mostraron una reduccion de la
actividad antioxidante en todas las variantes experimentales. Indicando estos
resultados la capacidad de las NPs para generar ROS con la subsiguiente iniciacion
de mecanismos protectores, incluida la biosintesis de compuestos antioxidantes

protectores.

El modelo de las células BY-2 ha sido también utilizado por Poborilova y
colaboradores, 2013 para estudiar la toxicidad de NPs de éxido de aluminio (Al2O3)
a concentraciones de 10, 20, 50 y 100 pg/ml, reportando una disminucion en la
viabilidad celular con todas las concentraciones utilizadas, ademas de un aumento
dependiente de la dosis y el tiempo en los niveles de peroxido de hidrogeno y idn
superoxido. Bajo condiciones de estrés oxidativo se generan cantidades excesivas
de especies reactivas de oxigeno que requieren la activacion de defensas
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adicionales antioxidantes, ya que de lo contrario se produce dafo en las
membranas, proteinas y otros componentes celulares (Huerta-Heredia et al., 2013).

Al observar al microscopio células de 7 y 10 dias de crecimiento tratadas con
H>DCFDA para observar los niveles de ROS intracelulares, se observo en las
células tratadas con 50 y 100 ng/ml de AgNPs un aumento en la produccion de ROS
(Fig. 21), lo cual demuestra una respuesta de las células NT-1 ante las AgNPs en
forma de estrés oxidativo, lo cual a su vez puede llevar a una muerte celular
programada. Otros efectos adversos en la interaccion con AgNPs pueden incluir
disfuncion mitocondrial, dafo al ADN, activacion de enzimas catabdlicas,
deformaciones del citoesqueleto e inhibicion de la proliferacion celular (Piao et al.,
2011).

El término nano contaminacion ha sido mencionado en una gran cantidad estudios,
refiriendose a la exposicion, acumulacion y dafio por parte de materiales en la
escala nanomeétrica, particularmente de aquellos que se encuentran en el rango de
tamano entre 1-100 nm. La Fundacion National de Ciencia (NSF) de los estados
unidos proyecto que el mercado global de productos que incorporan nanotecnologia
ascenderia a tres billones de ddlares para el presente afo (2020) (Roco, 2011),
siendo en 2015 mas de 1000 productos comerciales los que contenian diferentes
tipos de NPs (Vance et al., 2015). La mayoria de los estudios con NPs indican cierto
grado de fitotoxicidad, especialmente a concentraciones altas (Miralles et al., 2012).
Dependiendo de su tamanio, las NPs pueden ingresar a las células vegetales desde
el apoplasto, atravesar la membrana plasmatica por endocitosis y translocarse a
diferentes organulos subcelulares como el nucleo, los plastidos y las vacuolas.
(Chichiricco y Poma, 2015; Da Costa y Sharma, 2016). El estrés oxidativo ha sido
constantemente reportado como una respuesta comun de las plantas a las NPs a
niveles toxicos, por lo que los mecanismos a través de los cuales las NPs inducen

esta respuesta continuan siendo objeto de investigacion (Thwala et al., 2013).
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9. CONCLUSION

De manera dosis dependiente las nanoparticulas de plata (AgNPs) inhiben el
crecimiento de los cultivos NT-1. El efecto toxico de las AQNPs podria estar en parte
relacionado con la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Las AgNPs

inhiben el crecimiento de los cultivos NT-1 a través de un estrés oxidativo.
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