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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de las nanoparticulas de plata (AgNPs) sobre la frecuencia cardiaca y la actividad

clectrocardiografica en ratas macho sanas de la cepa Wistar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de nanoparticulas de plata sobre la frecuencia cardiaca en ratas macho

sanas de la cepa Wistar.

2. Evaluar los efectos de las nanoparticulas de plata sobre el perfil electrocardiografico al

medir los parametros: intervalo RR, segmento PR, onda P, complejo QRS, punto J, onda T,

intervalo QTc y segmento ST.
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RESUMEN

La investigacion sobre la interaccion de nanomateriales con los sistemas biologicos. con el sistema
cardiovascular, ha aumentado con la creciente evolucion de la nanotecnologia aplicada a la
nanomedicina. Por lo anterior, el proposito de este trabajo fue estudiar el efecto a nivel cardiaco
de la administracidn de nanoparticulas de plata a ratas machos de la cepa Wistar. Las nanoparticulas
administradas fueron sintetizadas a partir de un método de quimica verde a partir de fa reduccion
de nitrato de plata (AgNO3) por un extracto etandlico de la planta Rumex hymenosepalus. Se
analizaron dos grupos de ratas, uno control (C) y otro tratado con nanoparticulas de plata (T). Al
grupo T se le administré diariamente las nanoparticulas a una dosis de | mg/kg de peso corporal
nor 9 dias por via intraperitoneal. Se realizaron registros electrocardiograficos al dia 3, 7 y 9 del
grupo C y T, utilizando la Derivacion 1l (DII), mediante un sistema para el registro
electrocardiografico. La adquisicion y el andlisis de los datos se realiz6 mediante el programa
LabChart y la subrutina ECG Analysis. Los resultados muestran cambios significativos en los
parametros medidos del grupo C respecto al grupo T, como un aumento en la frecuencia cardiaca
v un acortamiento en el intervalo QT¢, los cuales son de importancia clinica en la valoracion de la

fisiologia cardiaca.
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INTRODUCCION

Durante las altimas décadas la investigacion cientifica y tecnologica ha permitido la fabricacion de
estructuras atémicas y materiales a escalas nanométricas (Avalos y col., 2013). El término
nanotecnologia (del prefijo griego nanno = “enano™) hace referencia a los materiales que se
encuentran en el rango de tamafio entre | y 100 nanometros. La nanotecnologia es la capacidad de
poder manipular los objetos a un nivel molecular, incluso, a nivel de atomos individuales; lo cual
puede ser sumamente benéfico para las sociedades actuales y venideras (Mejias y col., 2009).

La nanotecnologia es una ciencia multidisciplinar que proporciona productos con nuevas
propiedades fisicoquimicas diferentes a las de las moléculas individuales o sélidos de la misma
composicion. La nanotecnologia incluye estructuras del tipo de, nanotubos de carbono,
nanocristales, puntos cuanticos, nanofibras, filtros nanopores, nanohilos, nanoparticulas de 6xidos
metalicos, nanocapilares, dispersion de nanoparticulas, peliculas de nanopines, nanocompuestos
de polimero, y otros (Oropesa y Jauregui, 2012).

Las nanoparticulas pueden ser producidas a partir de casi cualquier producto quimico, sin embargo,
la mayoria de las nanoparticulas que estan actualmente en uso han sido fabricadas a partir de
metales de transicion, silicio, carbono y 6xidos de metal. Desde la antigiiedad se ha conocido que
entre las bondades de la plata se encuentra su efecto bactericida y su liberacion lenta y constante
(efecto oligodinamico) en el organismo (Coutifio y Pérez, 2007).

En los dltimos afios, la plata ha ganado mucho interés debido a su buena conductividad, estabilidad
quimica, actividad catalitica y capacidad antibacteriana. Sin embargo, su gran capacidad
antimicrobiana ha llevado a un aumento en el empleo de la plata como farmaco contra inf ecciones

cutaneas y sistémicas. Por lo anterior, las nanoparticulas de plata (AgNPs) se estan convirtiendo en
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una de las categorias de productos de mayor crecimiento en la industria de la nanotecnologia. i.a
plata posee una fuerte actividad antimicrobiana, y por esta razon, es la principal caracteristica para
el desarrollo de productos con AgNPs. En el ambito médico, existen apdsitos para heridas,
dispositivos anticonceptivos, instrumental quirdrgico y protesis Oseas, todos ellos recubiertos o
integrados con nanoparticulas de plata para asi evitar el crecimiento bacteriano (Avalos y col.,
2013).

Como ocurre con otras nanoparticulas, la toxicidad de las AgNPs parece estar asociada con su
naturaleza oxidativa e inflamatoria la cual genera genotoxicidad y citotoxicidad (Li y col., 2012).
La ingesta desmedida de AgNPs, en solucion, causa dafios a la salud como ulceras intestinaies y
argiria (Wadhera, 2005). Tras la administracion oral de AgNPs, estas se ionizan el entrar en
contacto con e} acido estomacal y/o fluidos corporales. Los iones de plata son absorbidos en el
intestino por 10s enterocitos y posteriormente ingresan al sistema sanguineo que transporta los iones
a todos los tejidos def organismo (Luoma, 2008). El 6rgano diana de las AgNPs es el higado: una
vez que se depositan en dicho organo, las células fagociticas (principalmente macréfagos) inician
el proceso de eliminacion de las particulas extrafias, al mismo tiempo que se desarrollan los cuadros
inflamatorios (Hadrup y col., 2012). Otros 6rganos donde se han observado depositos de AgNPs
son cerebro. pulmones y testiculos (Avalos y col., 2013).

Los estudios de AgNPs y sus efectos en el sistema cardiovascular, muestran alteraciones en los
niveles de hematocrito y hemoglobina (Hadrup y col.,, 2012). afectaciéon de la hemodinamica v
hemostasia (Haberl y col,, 2015), disfuncién endotelial (Guo y col. 2015) v alteracion de la
frecuencia cardiaca (Pryskoka, 2014 ). La escasa informacion respecto a los efectos de las AgNPs
en la salud, y especificamente en el sistema cardiovascular, obliga a flevar a cabo mas estudios para

evaluar las alteraciones que causan dichas NPs en los distintos 6rganos y sistemas del organismo.
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Por lo anterior, en €l presente trabajo se evalud el efecto de las nanoparticulas de plata sobre la
funcién cardiaca en un modelo de rata sana, evaluando su perfil electrocardiografico tras la

administracién via intraperitoneal de AgNPs.
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EPIDEMIOLOGIA DE LAS ENFERMEDADES CARDIACAS

Las enfermedades cardiacas se refieren a todos aquellos padecimientos que afectan el correcto
funcionamiento del corazon y su propio sistema sanguineo (CDC, 20i5). Mientras que las
enfermedades cardiovasculares (ECV) son aquellos trastornos que afectan al corazén y ademas al
sisterna vascular de todo el cuerpo (arterias, venas, capilares) (WHF, 2012). Para fines estadisticos.
se incluye el término de enfermedades cardiacas dentro de las enfermedades cardiovasculares para
generalizar todos aquellos padecimientos que afectan la fisiologia y anatomia del sistema
circulatorio.

Segiin la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las ECV son la causa nimero uno de muerte
en el mundo. Se estima que 17.5 millones de personas murieron a causa de las ECV en 2012, lo
que representa el 31% de todas las muertes a nivel mundial. De estas muertes, s estima que 7.4
millones se debieron a cardiopatia coronaria y 6.7 millones se debieron a una enfermedad
cerebrovascular {(OMS, 2015). Segin la OMS, en el afio 2000 la tasa de mortalidad de las ECV en
Meéxico fue de 173.0 para hombres v 141.5 para mujeres por cada 100,000 habitantes; mientras que
para el afio 2012 Ia tasa de mortalidad disminuyd a 170.1 para hombres y 130.3 para mujeres (OMS,
2015). Siendo significativamente evidente que, las enfermedades cardiovasculares afectan mas al
sexo masculino que al sexo femenino.

Seglin el Instituto Nacional de Estadistica v Geografia de México (INEGI), en el 2012 hubo un
total de 602,354 defunciones; siendo las tres principales causas de muerte las enfermedades del
corazon (no se incluye infarto) con 109,309 (18.15%), diabetes mellitus 85,055 (14.12%) y tumores

malignos (12.15%).



ELECTROCARDIOGRAFIA: UN METODO DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES

CARDIACAS

La electrocardiografia tiene un papel importante en la cardiologia, debido a que utiliza
procedimientos efectivos y no invasivos para el diagndstico de desordenes cardiovasculares
mediante el analisis de la actividad eléctrica del corazon en registros electrocardiograficos (Vera y
col., 2006). El registro electrocardiografico o electrocardiograma, es una herramienta que permite
estudiar los trastornos funcionales del corazon, cambios morfologicos de sus cavidades, signos de
isquemia cardiaca y lesion de los miocitos (Pozas, 2008). La despolarizacién y repolarizacion de
la masa de tejido miocardico genera un campo eléctrico que puede medirse a distancia. colocando

en la piel electrodos (Dvorkin y col., 2010).

Electrocardiografo

El equipo electrocardiografico es un instrumento que permite registrar la actividad eléctrica
cardiaca y muestra con ondas negativas y positivas la magnitud y direccion del impulso ¢léctrico
generado en el corazon. Como el vector del impulso eléctrico se transmite hacia una direccion
determinada y posteriormente regresa a su punto de origen, el electrocardidgrafo capta esta sefial
eléctrica a través de electrodos colocados en distintas partes del cuerpo y la muestra como un solo

trazo o perfil electrocardiografico (Uribe y col., 2005).
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Componentes Normales del ECG

El electrocardiograma esta compuesto por un conjunto de ondas denominadas P, Q, R, S, Ty U de
acuerdo con €l orden de aparicion en el tiempo, las ondas se unen por segmentos (ST, PQ), las
ondas y segmentos forman intervalos (RR, PR, QRS, QT, JT) (Castellano y col., 2004). En un ciclo
electrocardiografico, primeramente s¢ observa la onda P, que representa la despolarizacion
auricular, después el registro retorna a la linea de base (silencio eléctrico) representando el tiempo
de conduccion a través del nodo auriculoventricular (AV) y las ramas del haz de His inclusive.
Posteriormente se observa la despolarizacion ventricular la cual esta determinada por las ondas Q,
R y S (llamado también complejo QRS). Finalmente, se observa la repolarizacion ventricular con
otra linea de base denominado segmento ST y la onda T en donde la morfologia de cada una de

estas ondas depende de donde se observe.

Onda P

Es la primera onda del ciclo cardiaco que representa la despolarizacion auricular (Figura 1 A). La
duracion de la onda P guarda relacion con el tiempo de conduccion a través de las auriculas
(Constanzo, 2011). El nodo auriculoventricular (AV) se activa cuando se estd inscribiendo la
porcion media de la onda P y esta activacion prosigue lentamente hacia los ventriculos durante la
porcion final de la onda P (Uribe y col., 2005).

La onda P tiene un morfologia redondeada y ligeramente ascendente (Figura | B) con una duracion
maxima de 0.10s (2.5 mm) y un voltaje maximo de 0.25 mV (2.5 mm). Esta onda es précticamente

positiva en casi todas las derivaciones (Castellano y col., 2004). Una onda P sinusal normal indica



que el impulso eléctrico responsable de la onda P se originé en el nodo sinoauricular (SA) y que la

despolarizacion normal de la derecha se ha producido auricula izquierda (Wesley, 2011).

: OndaP
200 Vil ' Despolanzacion

P
auncular /\

Figura 1. A} Despolarizacion auricular normal y su representacion en la onda P (Wesley, 201i). B)

Morfologia normal de la onda P en un ciclo electrocardiografico (Davis, 201 0).

Complejo QRS

El complejo QRS estd formado por las ondas Q, R y S que representa la despolarizacién de los
ventriculos (Figura 2 A). Su duracién oscila entre 0.06 y 0.10 s. Este complejo puede ser
predominantemente positivo, negativo o bifasico, con una proporcion positiva y otra negativa
(Castellano y col., 2004). Por convencion, toda onda negativa al comienzo del complejo QRS es

llamada onda Q. La primera deflexion positiva que presenta un complejo QRS es llamada onda R




(exista o no onda Q). Una deflexion negativa que siga a una onda Res llamada onda S (Figura 2
B) (Uribe y col., 2005).

Las caracteristicas de las ondas que componen e complejo QRS en una derivacion 1l (electrodo
negativo en brazo derecho y electrodo positivo en piemna izquierda) son los siguientes: onda Q, es
la primera deflexién negativa en el complejo QRS no precedida de una onda R; onda R, es la
primera deflexion positiva en el complejo QRS. Deflexiones positivas posteriores se denominan R
prima (R "), R doble prima (R"), y asi sucesivamente; onda S, es la deflexién negativa primera en
el complejo QRS después de una onda R. Deflexiones negativas posteriores se llaman S prima (S"),
S doble prima (S8"), y asi sucesivamente; onda QS, consiste en una gran deflexion negativa, no
existe una deflexion positiva u onda R; y muesca (m), que es una pequefia deflexion en las ondas
R v S que no excede por debajo de la linea de base, un muesca en la onda R es una desviacion
negativa y una muesca en la onda Ses una deflexion positiva (Wesley, 2011).

Los valores normales de las ondas del complejo QRS son: 1) ancho de la onda Q: < 30 ms; 2)
profundidad de la onda Q: <03 mV y < 1/4 de la amplitud maxima de R; y 3) ancho de la onda

S:<60ms.
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Figura 2. A) Despolarizacion ventricular normal y su representacion con el comple jo QRS (Wesley,

2011). B) Morfologia normal del complejo QRS en un ciclo electrocardiografico (Davis, 201 0).

Las ondas que comprenden el complejo QRS se identifican generalmente por letras maytsculas o
mintsculas, dependiendo del tamafio relativo de las ondas. Las grandes ondas que forman las
principales desviaciones se identifican por letras maydsculas (Q, R, S). Las ondas pequenas que
son menos de la mitad de la amplitud de las principales se identifican por letras mintsculas (q, r,
s). Asi, el complejo despolarizacion ventricular se puede describir con mayor precision mediante
el uso de letras mayusculas y mintsculas asignados a las ondas, por lo tanto, este complejo puede

adoptar diferentes morfologias, como se presenta en la Figura 3 (Wesley, 2011).
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Figura 3. Formas mas comunes del complejo QRS. Las grandes ondas se identifican por letras
mayuisculas (Q, R, S) v las menores que son menos de la mitad de amplitud de las anteriores se
identifican con letras miniisculas (q, r, s). La muesca que puede encontrarse en las ondas Ro S se

representa por la letra m miniscula. Tomada de Casteliano y col., 2004.

OndaT

La onda T representa la repolarizacion ventricular (Figura 4 A). Es positiva en todas las
derivaciones excepto en la aVR, va que es negativa (Castellano y col., 2004). La onda T

mayoritariamente tiene la misma direccion que el complejo QRS. Su duracién esde 0.10a0.25 s,



por lo general su amplitud es menor a 5 mm. La onda T normal es redondeada y asimétrica (Figura

4 B), la primera parte es superior a la segunda parte (Wesley, 2011).

OndaT

Repolarizacién ventricular /\

Figura 4. A) Repolarizacion ventricular normal y su representacion con onda T (Wesley, 2011). B)

Morfologia normai de la Onda Ten un ciclo electrocardiografico (Davis, 2010).

Onda U

La onda U es una onda habitualmente positiva de poco voltaje que mayormente se observa en las
derivaciones precordiales que sigue inmediatamente de la onda T (Castellano y col, 2004). Se
postula que esta onda se relaciona con los sucesos de repolarizacion tardios de los ventriculos, y

debe tener la misma direccion de la onda T (Figura 5) (Davis, 2010).



T~

Figura 5. Morfologia normal de la Onda U. Tomada de Davis, 2010.

Intervalo RR

El intervalo RR es la distancia que existe entre dos ondas R sucesivas. En un ritmo sinusal este

intervalo debe mantenerse constante y su medida dependera de la frecuencia cardiaca.

Intervalo PP

El intervalo PP es la distancia que existe entre dos ondas P sucesivas al igual que intervalo RR

debe ser constante € igual depende de la frecuencia cardiaca (Castellano y col., 2004).

Intervalo PR

El intervalo PR se considera desde €l inicio de la onda P hasta el comienzo del complejo QRS,

exista o no onda Q (Figura 6). Este intervalo mide el tiempo entre el comienzo de la activacion del

miocardio auricular y el ventricular. El intervalo PR comprende el “Segmento PR” localizado entre



el final de la onda P y el inicio del comple jo QRS. El segmento PR representa el retraso fisiologico

del impulso sinusal en el nodo AV (Uribe y col., 2005).

Intervaio PR

Inteevalo QT

Figura 6. Intervalos y segmentos del ECG. Tomada de Davis, 201 0.

El intervalo PR debe medir entre 0.12 y 0.20 s. La gran importancia de un intervalo PR normal es
que el impulso eléctrico se ha realizado a través del nodo AV y haz de His, retardado normaimente

y sin alteraciones (Wesley, 2011).

Intervalo QRS

El intervalo QRS se mide desde el comienzo de la inscripcién de la onda Q o R hasta el final de la
onda S. este intervalo mide el tiempo total de despolarizacién ventricular. Sus valores normales

son entre 0.06 y 0.10 s (Castellano y col., 2004).
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Segmento TP

El segmento TP es el espacio comprendido entre dos ciclos cardiacos, correspondiente al final de

la onda T de un ciclo y el comienzo de la onda P del ciclo siguiente (Franco, 2005).

Segmento ST

El segmento ST es el periodo de inactividad que separa la despolarizacion ventricuiar de la
repolarizacion ventricular. Este segmento es normalmente isoeléctrico y va desde el final del
complejo QRS hasta el comienzo de la onda T (Castellano y col., 2004).

El término de segmento ST se utiliza sin importar si la onda final del complejo QRS es una onda
R o S. El sitio de unidn entre €l comple jo QRS y el segmento ST se conoce con ¢l nombre de Punto
J (Junction point). Este punto se utiliza para determinar si el segmento ST esta elevado o deprimido

con respecto a la linea de base del ECG (Uribe y col., 2005).

Punto J

El punto J denota el final de la despolarizacion y el inicio de la repolarizacion ventricular,
normalmente se inscribe a nivel de la linea isoeléctrica después dei final de la onda S, pero existen
variantes fisiologicas que pueden originar un desnivel positivo o negativo (arriba o abajo
respectivamente, a la linea de base). La desviacion del punto J respecto a la linea isoeléctrica

depende de la edad, el género y la derivacion estudiada (Pozas, 2008).



Intervalo QT

El intervalo QT se mide desde el comienzo del complejo QRS hasta el final de la onda T y
representa la duracion de la despolarizacion y repolarizacion ventricular (Pérez y col., 2010). La
medida de este intervalo depende de la frecuencia cardiaca, de manera que el intervalo QT s¢ acorta
cuando la frecuencia cardiaca es alta y se alarga cuando es baja. Por esta razén, la medida de este
mtervalo debe de corregirse de acuerdo a la frecuencia cardiaca, se puede corregir utilizando la
formula de Bazzet la cual divide el valor del intervalo QT no corregido entre la raiz cuadrada del

intervalo RR:

QTc = QT no corregido
v Intervalo RR

Otra forma de medir el intervalo QT es usando tablas de correlacion del intervalo QT no corregido
con la frecuencia cardiaca. El intervalo QTc es normal hasta 0.44 s (Castellano y col., 2004).
Ashmann establecio una tabla que relaciona la frecuencia cardiaca con la longitud del espacio QTc

(Tabla 1) (Franco, 2005).



Tabla 1. Tabla propuesta por Ashmann que relaciona la frecuencia cardiaca con la longitud

del espacio QTec. Tomada de Franco, 2005.

Frecuencia Hombres y nifios Mujeres
cardiaca (milisegundos) {milisegundos)
50 0.414 0425
60 0.386 0.396
70 0.361 0.371
80 0.342 0.352
9% 0.321 0.330
100 0.297 0.305
120 0.283 0.291
150 0.252 0.258

Linea de Base del ECG

lLa linea de base del ECG (linea isoeléctrica), en personas normales y a baja frecuencia cardiaca
esta representada por €l “Segmento TP” (algunos incluyen el segmento PR como parte de la linea
isoeléctrica del ECG, segmento TQ) (Figura 7). Es considerada como Ia linea de base para medir
las amplitudes de las ondas y sirve como referencia para la elevacion o depresién del punto J. Se
debe tomar en cuenta que el segmento TP desaparece a frecuencias cardiacas altas cuando fa T del
complejo anterior empata con fa P del complejo siguiente (en estos casos se puede utilizar el

segmento PR) (Uribe y col., 2005).



w/

Figura 7. Linea de base del ECG. Tomada de Davis, 2010.

Analisis del Electrocardiograma

Ritmo Cardiaco

El ritmo normal del corazén es el ritmo sinusal y el ritmo anormal se conoce como ritmo no
sinusal, ritmo ectdpico o arritmia. El ritmo sinusal se produce cuando la despolarizacion cardiaca
se origina en el nodo sinusal y se conduce hasta la red de Purkinje. Para definir que un ritmo es
sinusal existen ciertos criterios como: 1) debe haber una onda P positiva en DI, DIl y aVF; 2)
una onda P que precede a cada complejo QRS; 3) una onda P sin variaciones morfologicas en una
misma direccion; 4) intervalo PR constante; 5) intervalo PP constante y no mayor a 0.12 s con
intervalo RR constante; y 6) la frecuencia cardiaca debe de estar entre los 60 y 100 latidos por

minuto (Uribe y col., 2005).



Frecuencia Cardiaca

La frecuencia cardiaca es el nimero de latidos que ocurre en un minuto. En un ECG la frecuencia

cardiaca se mide de un intervalo RR para determinar la frecuencia ventricular, y del intervalo PP

para determinar la frecuencia auricular. Existen varios métodos para calcular la frecuencia

cardiaca:

%

En el papel milimétrico, conociendo la velocidad con que se mueve el papel (25 mm/s). se
busca una onda R y que esta se encuentre sobre una de las lineas gruesas de la cuadricula,
y a partir de ella se cuenta el nimero de cuadros que hay hasta la siguiente onda R (intervalo
RR). Se divide 300 (cuadros en | minuto) entre namero de intervalos RR (Castellano y col.,
2004).

En la parte superior del papel se encuentra una marca cada 3 s. Se cuenta el nimero de
comple jos QRS que se haya en un intervalo de 6 s y este valor se multiplica por i0. Es un
meétodo Util especialmente cuando el intervalo RR es muy irregular (Uribe y col., 2003).
Meétodo de 300-i50-i00-75-60-50. Es el mas facil y rapido. Se busca una onda R que se
encuentre sobre o muy cerca de una linea gruesa del papel. La primera linea gruesa hacia
la derecha es la linea 300, la segunda es la linea 150, la tercera es la 100 y asi sucesivamente
hasta la sexta que es 50. La frecuencia se determina de acuerdo a la linea en la que se
presente la siguiente onda R.

Tiempo entre ondas R. Se cuenta el tiempo en segundos entre dos ondas R y se divide 60

entre ese namero: esa cifra es la frecuencia cardiaca (Davis, 201 0).



Caracteristicas de las Ondas del Electrocardiograma

Onda P. Su aspecto morfologico es ttil como indicio de enfermedad en entidades que
repercuten hemodinamicamente sobre las auriculas, especialmente la estenosis y la insuficiencia
mitral, y la cardiopatia pulmenar hipertensiva (Franco, 2005).

Anormalidades de la onda P: 1) Onda P invertida: se produce cuando el impulso eléetrico viaja a
través de la auricula por una via diferente a la normal y es causada por un ritmo auricular ectopico,
una taquicardia atrial ectopica, un ritmo idio juncional y un marcapaso migratorio; 2) Onda Paneha
y/o mellada: se eonoce eon ¢l nombre de P Mitrale y se observa principalmente en el crecimiento
aislado de la auricula izquierda (estenosis mitral). La onda P se considera ancha cuando su duracion
es>110 ms y mellada cuando entre pico y pico de la melladura hay mas de 40 ms de distancia; 3
Onda P alta y picuda: se observa principalmente en el crecimiento de la auricula derecha secundario
a enfermedades pulmonares por lo que se le conoce eomo P Pulmonale. Tiene una anchura normal
v un voltaje> 0.25 mV; y 4) Ausencia de onda P: se presenta en los pacientes con bloqueo sinoatrial

completo o incompleto y en algunos con ritmo de escape idio juncional (Uribe y col., 2005).

Complejo QRS. El comple jo ventricular normalmente mide de 0.06 sa 0.10s. la disminucion
de estos valores no describen perturbaciones. La amplitud y duraeion pueden aumentar. ¢n cuanto
a los aumentos en su duracion, los aumentos de 0.08 a 0.1 0s se refieren a hipertrofias ventriculares:
los de 0.10 a 0.12 s a bloqueos incompletos de rama; y los de 0.12 en adelante, a bloqueos
completos de rama.

Con respecto a la amplitud, este puede aumentar o disminuir. Cuando el voltaje de QRS disminuye

en forma muy notoria, se asocia con enfermedades en las que el museulo cardiaco ve mermados
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sus potenciales a causa de un infarto al miocardico, infiltracion acuosa (beri-beri miocardico),
edema intracefular (mixedema), cuando €l corazdn tiene capas gruesas de grasa en obesos y cuando
el corazon estd rodeado de aire (lengiieta pulmonar en los enfisematosos) o liquido (derrame
pericardico o edema subcutineo). Por otro lado, €l voltaje QRS alto aumenta cuando el grosor de
las paredes ventricufares se incrementa, en las extensiones ventriculares v en el ritmo

idioventricular, asi como en los bloqueos de rama (Franco, 2005).

Onda T. La onda T se caracteriza porque normalmente es redonda y asimétrica. La onda
T simétrica v positiva representa cualquiera de estas anomalias: isquemia subendocardica,

hiperkalemia o sobrecarga diastolica del ventriculo izquierdo (Guadala jara, 2006).

Onda U. Una onda U indica que se ha producido la repolarizacion de los ventriculos.
Pequefias ondas U de menos de 2 mm son un hallazgo normal. Ondas U anormalmente altas de
mas de 2 mm de altura pueden estar presentes en las siguientes situaciones: hipopotasemia,
miocardiopatia, hipertrofia ventricular izquierda o administracidn excesiva de digitalicos,

quinidina y procainamida (Wesley, 2011).

Intervalos del Electrocardiograma

Intervalo PR. Un intervalo PR mayor de 0.20 s representa la progresion retardada del
impulso eléctrico a traves del nodo AV, el haz de His o rara vez las ramas del haz. Un intervalo PR
menor de 0.12 s suele estar presente cuando el impulso eléctrico se origina en un marcapasos

ectopico en las auriculas cerca del nodo AV o en un marcapasos ectpico en la unidon AV (Wesley,
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2011). Si la duracion de PR se prolonga por encima de 0.20 s nos referimos al blogueo
aurtculoventricular de primer grado. Dicho trastorno suele asociarse a: 1)} fiebre reumatica; 2)
algunos farmacos: digitdlicos, quinidina, betabloqueadores; 3) cardioesclerosis; 4) enfermedades
infecciosas: difteria, fiebre tif oidea, sifilis; 5) algunas cardiopatias congénitas; 6) cardiomiopatias;
y 7) hipervagotonia.

El espacio PR se acorta en las siguientes eventualidades: 1) ritmo de la union, sobre todo en sus
modalidades altas; 2) extrasistoles de la unién; 3) sindrome de Wolff-Parkinson-White; y 4)

sindrome de Lown-Ganong-White (Franco, 2005).

Intervalo QT. Un intervalo QT anormalmente prolongado, uno que excede el intervalo
QT medio para cualquier frecuencia cardiaca dado en un 10%, representa una desaceleracion en la
repolarizacion de los ventriculos. Intervalos QT prolongados anormalmente pueden ocurrir en las
siguientes situaciones (Wesley, 2011): 1) hipocalcemia; 2) acidosis; 3) isquemia miocardica; 4)
empleo de quinidina y propiofenona; 5) bradicardia; 6) hipotermia; 7) ensanchamientos del
complejo QRS (alteraciones secundarias); 8) hipopotasemia y empleo de diuréticos; 9) forma
hereditaria, asociada o no a sordera; 10) accidentes cerebrovasculares (en forma ocasional); 11)
empleo de fenotiacinas y otros psicofarmacos; 12) administracion de propiofenona; y 13)
miocardiopatias primarias.
Las causas de acortamiento del intervalo QT pueden deberse a: 1) empleo de compuestos
digitalicos; 2) hiperpotasemia; 3) hipercalcemia; 4) taquicardia; 5) fiebre; y 6) adrenalina (Franco,

2005).
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Intervalo RR. Los intervalos RR pueden ser iguales o desiguales en duracion, dependiendo
del ritmo subyacente. Nos referimos a esta igualdad como la regularidad.
Si los intervalos RR son iguales, la frecuencia ventricular es regular. Si no son iguales, la tasa es
irregular. Ejemplos de ritmos irregulares incluyen las siguientes: 1) la fibrilacion auricular y 2)

bloqueos AV de segundo grado.

Intervalo JT. Es el intervalo entre el punto J (al finalizar el complejo QRS) y el fin de la
onda T. Su medicién es de utilidad en los casos de bloqueos de rama o pre-excitacion ventricular
en los cuales la medicion del intervalo QT puede ser incorrecta por estar la repolarizacion

falsamente prolongada al incluir una despolarizacion de mayor duracién (Pérez y col,. 2010).

Segmentos del Electrocardiograma

Segmento ST. Representa el instante de la activacion, el reposo y el comienzo de la
recuperacion ventricular. Este segmento se mide desde el punto J hasta el comienzo de la onda T.
Tiene una longitud hasta de 0.15 s, magnitud que carece de importancia clinica, ya que lo esencial
es la presencia de sus desviaciones o desplazamientos de la linea isoeléctrica. Estos
desplazamientos pueden originarse en situaciones patoldgicas ya que son la forma de expresion de
tejido miocardico lesionado o como expresion del influjo de factores puramente fisioldgicos. como
los impulsos simpatico-adrenérgicos emanados del sistema nervioso auténomo los cuales
aumentan la conductividad. incrementando el voltaje de la onda P y en consecuencia  influye en el

aspecto de ST al causar una depresion en el punto J, el cual es su punto de partida. Ademas, sus



desplazamientos pueden ser primarios o secundarios a alteraciones previas a complejos
ventriculares (Franco, 2005).

Las dos caracteristicas mas importantes de este segmento son el nivel y la forma. El nivel:
normalmente, al igual que la linea de base, deber ser isoeléctrico o estar levemente por encima o
debajo de ésta. Se permite una elevacién normal no mayor a 0.2 mV y una depresion no mayor a
0.5 mV. La elevacion por encima de los valores normales sugiere un evento coronario agudo en
evolucion o una pericarditis, la depresion sugiere isquemia. La forma: el segmento ST debe iniciar
isoeléctrico y terminar ligeramente ascendente. Si el segmento ST es completamente recto se
conoce con ¢l nombre de depresion plana del ST y se observa frecuentemente en hipertension

arterial o en enfermedad cardiaca isquémica (Uribe y col., 20053).

Segmento TP. Como este segmento representa el espacio entre ciclos cardiacos, se ve

acortado en taquicardias y prolongado en bradicardias (Franco, 2005).
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NANOMEDICINA

El prefijo nano- proviene del latin nanus, que significa “enano” y actualmente tiene la acepcion de
una milmillonésima parte. Asi un nanémetro (nm) es una milmillonésima parte (1/1,000,000,000)
de un metro. Para tener una idea de qué tan pequefio es un nanémetro, pensemos en ¢l didgmetro de
un cabello humano, €l cual mide aproximadamente 75,000 nm. El tamafio del objeto mas pequefio
que se puede ver a simple vista es de aproximadamente 10,000 nm, el didmetro de un glébulo rojo
de 3,000 nm y la distancia entre dos atomos en un anillo, en una moneda o en cualquier objeto de

oro es de 0.3 nm (Takeuchi, 2012).

Nanociencia y Nanotecnologia

La nanociencia es el estudio de las propiedades y fendmenos asociados con los materiales a
nanoescala, las cuales son reguladas en funcién de su tamafio (Homyak y col., 2008). Por otro lado,
el concepto de nanotecnologia fue establecido por primera vez en 1974 por el japonés Taniguchi
Norio, pero fue Richard Feynman, en su conferencia internacional “Hay mucho espacio en ol
fondo™, quien inicié el camino para el desarrollo de la Nanociencia y la Nanotecnologia (Mejias v
col., 2009).

La nanotecnologia pertenece a la rama de las Ciencias Aplicadas, la cual se centra en el disefio,
desarrollo. caracterizacion y empleo de objetos en el rango de la escala nanométrica, la cual es de
1-100 nm. La nanotecnologia es una disciplina reciente cuyos inicios se remontan a finales de los
arios 90s del siglo XX. Es una ciencia multidisciplinar, que abarca los campos de la fisica, quimica,

informatica, biologia, entre otras ciencias (Blanco y col.. 2011).
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La nanobiotecnologia es una subdisciplina de la nanotecnologia, la cual se encarga de investigar
las interacciones entre los objetos y/o dispositivos nanométricos y los sistemas biologicos. La
nanobiotecnologia en conjunto con la farmacologia, producen nanomedicamentos, vehiculos para
el transporte especifico y liberacion controlada de farmacos y nanomateriales adyuvantes en el
diagnostico clinico (Oropesa y Jauregui., 2012). La nanotecnologia proporciona productos con
nuevas propiedades fisicoquimicas diferentes a las de las moléculas individuales o solidos de la
misma composicion. Los nanomateriales o nanoparticulas (NP) pueden, ser procesados a partir de
casi cualquier sustancia quimica, por lo que su diversidad es muy extensa (Tabla 2) (Gutiérrez y
col.. 2009). En los ditimos 10 afios, el mimero de publicaciones dedicadas al estudio de los

materiales nanoestructurados ha crecido casi exponencialmente (Murty y col.,, 2013).

Tabla 2. Principales tipos de nanomateriales.

Tomada de Gutiérrez y col., 2009.

Liposomas

Polimeros

Nanoparticulas de ceramica

Nanoparticulas metalicas

Nanoparticulas de oro

Nanomateriales de carbono (Fullerenos, nanotubos)
Puntos cuanticos

Dendrimeros
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La nanotecnologia ha tenido un fuerte impacto en el campo de la medicina, lo cual da origen a una
nueva disciplina, la nanomedicina, que se define como la rama de la medicina que emplea
nanomateriales para el diagnostico, tratamiento, monitoreo y control de padecimientos que
pudiesen presentarse en un individuo. De este concepto surgen tres nuevas areas: el
nanodiagnostico, la liberacién controlada de medicamentos y la medicina regenerativa (Mejias y
col., 2009).

El nanodiagndstico disefia nanomateriales de analisis € iragenologia, con el fin de descubrir
alteraciones celulares en las etapas mas tempranas posibles de fa enfermedad. Los nanodispositivos
de liberacion de medicamentos, se encargan de transportar los farmacos especificamente a las areas
afectadas por algin trastorno; de esta manera la terapia es mas efectiva y con menos efectos
adversos sobre la safud. La medicina regenerativa tiene como ob jetivo reparar o reemplazar te jidos
y Organos que hayan sido dafiados durante ef curso de un padecimiento, esto se logra con el empleo

de herramientas nanobiotecnologicas (Blanco y col., 201 1).

Nanomedicina

LLa nanomedicina hace uso de nanomateriales y/o nanodispositivos para el transporte especifico y
liberacion controlada de medicamentos en la terapia de alguna afeccion en el individuo. Es un area
que ha tenido un gran desarrollo durante los altimos decenios, donde convergen los campos de la
quimica, biologia, ingenieria, medicina, entre otros (Santa y col., 2013).

Como subdisciplina de ia medicina, la nanomedicina integra el extenso campo de la
nanobioingenieria; ésta hace uso de los conocimientos de la ingenieria genética y

nanobiotecnologia para el desarrollo de nanofdrmacos mas especificos contra alguna afeccion. La
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nanomedicina tiene la capacidad de hacer un diagnéstico poco invasivo al igual que una terapia
minimamente per judicial para el individuo; esto se logra con el empleo de nanoparticulas que
transportan farmacos especificamente a las zonas afectadas. Ademas de un tratamiento terapéutico
efectivo, las nanoparticulas permiten un monitoreo en tiempo real mas certero. En cuanto al
nanodiagnostico, este puede llevarse a cabo ya de sea de manera in vitro o in vivo en muestras
como sangre, esputo, orina, saliva, heces y sudor. Una de las grandes veniajas del uso de
nanoparticulas en medicina, es que son capaces de interactuar con sistemas bioldgicos e identificar

trastornos a nivel celular. lo cual es el inicio de la medicina personalizada (Castagnino, 2013).

Nanoparticulas

Las nanoparticulas se definen como estructuras solidas que se encuentran en el rango de 1amafio
de 1-1.000 nm que pueden ser biodegradables o no (Herndndez y col., 2010). Las nanoparticulas
pueden ser fabricadas de diversos materiales y con formas variadas, ya sean esferas, alambres,
barras y tubos. Es posible controlar las condiciones de reaccion y el método de sintesis durante la
produccion de las nanoparticulas, lo cual permite obtener estructuras diversas como nanoparticulas
poliméricas, liposomas, nanoparticulas metalicas, dendrimeros, entre otras; y el tipo de
nanomaterial que se desea obtener va depender en gran medida de la aplicacion especifica para
cual se desea utilizar (Paredes, 2011).

Las nanoparticulas de metales, de 6xidos metélicos o de compuestos basados en metales muestran
interesantes propiedades biologicas, Opticas, magnéticas, electronicas, cataliticas, etc. que, en
general, se relacionan con el tamafio y la forma de los nuevos materiales y pueden ser interesantes

desde el punto de vista de su aplicacién practica (Love y col., 2012). Las propiedades que presentan

24



las nanoparticulas metdlicas derivan de la relacion entre su forma y tamafio, la densidad electronica
presente en su superficie (resonancia de plasmones) y sus capacidades superparamagnéticas
(Monge, 2009).Las nanoparticulas metalicas sintetizadas a partir de metales nobles como oro (Au)
y plata (Ag) son ampliamente utilizadas por sus propiedades antimicrobianas para el tratamiento
de infecciones por virus, hongos y bacterias (Oropesa y Jauregui, 2012).

Las nanoparticulas magnéticas, como las de oxido de hierro (Fe;03), tienen especial interés porque
pueden tener aplicacion en areas tan dispares como la del almacenamiento magnético, la
fabricacion de ferrofluidos (sustancias liquidas que incorporan estas nanoparticulas) o para el

diagnéstico y tratamiento de diferentes enfermedades (Serena, 2010).

Métodos de Sintesis

Los métodos de sintesis de las nanoparticulas se clasifican en dos tipos segln el tamafio del material
del cual se parte para su elaboracion. El método de arriba — abajo, en el que se utilizan procesos
fisicos de trituracion, donde se parte de un material de mayor tamafio hasta obtener cuerpos de
escala nanométrica. Y el método de abajo — arriba, en el que se utilizan procesos de quimicos de
nucleacion en solucion coloidal, donde se parte de un nicleo de algin material, y a partir de
fendmenos de agregacion, las particulas se van agrupando hasta formar estructuras de mayor
tamafio que el nicleo original. Los métodos fisicos tienen la ventaja de producir gran cantidad de
nanoparticulas, pero hay poco control sobre el tamaiio de estas, ademds de consumir gran cantidad
de energia. Los métodos quimicos tienen como ventajas obtener nanoparticulas con un tamaiio

mucho mas uniforme que los métodos fisicos y requerir poca cantidad de energia en el proceso de



sintesis, pero su desventaja es que se obtienen pequefias cantidades de nanoparticulas (Leyva,
2013).

El método mas utilizado para la sintesis de nanoparticulas es el método quimico, especificamente
la reduccion quimica de sales metalicas en solucion coloidal en presencia de agentes
estabilizadores. El método de reduccién quimica consiste en la reduccion de una sal de un metal
noble, esto da origen a atomos como puntos de nucleacion los cuales formaran los “clusters” o
agregados, cuyo tamafio aumentard conforme se sigan agregando mas atomos al nicleo original;
de esta manera se forman particulas o estructuras de mayor tamafio y formas comple jas. Para evitar
que las nanoparticulas sintetizadas s aglomeren, es necesario utilizar un agente estabilizador
(generalmente se emplean polimeros) €l cual se adhiere en su superficie formando una especie de
envoltura (Figura 8) que impide el proceso de aglomeracion. Las principales ventajas que presenta
el método de reduccion quimica son su alta reproducibilidad y la capacidad de obtener
nanoparticulas con un tamafio mas uniforme en comparacion con los métodos fisicos. (Sifontes y
col., 201 0).

L.as nanoparticulas metalicas pueden ser sintetizadas mediante una gran variedad de métodos, sin
embargo la reduccién quimica ha sido y s uno de los métodos mas ampliamente utilizados. La
sintesis biolégica ha surgido como una opcion para la obtencién de materiales a escala nanométrica,
debido principalmente a la creciente necesidad por utilizar métodos de sintesis mas amigables con

el medio ambiente (Monge, 2009).
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Figura 8. Representacion esquemdtica de la estructura de una NP. Tomada de Leyva, 2013.

Sintesis verde de nanoparticulas (método ecoldgico). Los organismos vives pueden

producir nanoparticulas ya sea intra o extracelularmente, siendo ésta tltima la técnica més utilizada
por los investigadores debido a que es mas aceptable y menos costosa. Se han sintetizado
nanoparticulas de plata de alrededor de 10 nm, empleando el hongo Aspergillus flavus. También
se han utilizado bacterias como la Rhodo pseudomonas capsulata para producir nanoparticulas de
oro de diferentes formas y tamafios. Los tiempos de reaccion empleando microorganisme son
bastantes largos, con variaciones de 24 hasta 120 horas, ademds de presentar bajas escalas de
produccién. . En comparacion con los microorganismos, el empleo de extractos de plantas como
agentes reductores €s una via mds répida para la preparacion de nanoparticulas (Ronquille y col.,
2011).
En el método de sintesis verde con extractos de plantas, se utiliza una sal de plata como precursor
metalico para la formacion de las nanoparticulas; este precursor reacciona con €l extracto de planta
(rico en potentes agentes reductores) y se lleva a cabo una reaccion de dxido-reduccion que da
origen a nanoparticulas con forma y tamafio especificos segin las variantes controladas durante su
sintesis (Rodriguez y col., 2013).
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Nanoparticulas de Plata

Hipocrates, padre de la medicina moderna, fue de los primeros en utilizar sales de plata como
terapia para ulceras y heridas cutaneas. En los siglos XVII y XVIII se utilizaba el nitrato de plata
para la curacion de ulceras cutdneas; y fue solo hasta el siglo XIX cuando quedé establecida la gran
capacidad antimicrobiana de la plata. Pero en ¢l afio 1940, tras la introduccion de los antibidticos,
el uso de sales de plata como tratamiento contra infecciones disminuyé considerablemente (Monge,
2009).

En tiempos mas recientes, las AgNPs han sido utilizadas en una gran variedad de aplicaciones
sanitarias. Las nanoparticulas de plata suspendidas en gel permiten tratar quemaduras y evitar
infecciones. Se ha demostrado que un gel elaborado a partir de AgNPs, aplicado sobre una
quemadura, tiene la capacidad de eliminar las bacterias y, de este modo, disminuir el riesgo de
infeccion y acelerar la cicatrizacion (Trop y col., 2006). También se utilizan AgNPs para el
rratamiento de SIDA; investigadores de la Universidad de Texas han demostrado que cuando las
AgNPs estan unidad al VIH-1 (virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1} se evita la adherencia
del VIH-1 alas células huésped. Por otra parte, encontramos en el mercado algunos productos que
contienen AgNPs, como calcetines con nanoparticulas incorporadas, que inhiben los malos olores
por las bacterias, o lavadoras de alta tecnologia que desinfectan la ropa y suponen un ahorro

energético. (Menéndez, 2010).
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Toxicidad de las Nanoparticulas de Plata

Recientemente los avances de la nanotecnologia han llevado a una exposicion continua de nuevos
productos que contienen NPs metalicas. Los estudios de nanotoxicologia se han mantenido por
detras de los avances de esta ciencia. Sin embargo los estudios de nanotoxicologia existentes
muestran una tendencia general de aumento en la toxicidad conforme €l tamafio de las particulas
disminuye. la toxicidad se asocia con factores como: 1) aumento del drea de superficie; 2) la
capacidad de pasar a través de barreras celulares; 3) aumento de la capacidad de activar a los
neutrofilos; y 4) estimular la liberacién de inflamatorios (Hubbs y col., 2009).

El desarrollo de las nanoparticulas efectivas contra alguna enfermedad se debe fundamentalmente
a sus propiedades fisicoquimicas, las cuales también pueden contribuir a su toxicidad en los
organismos vivos. Ademas, algunas de las variables que determinan su toxicidad son su forma,
tamafio, tipo de material, pureza, area superficial, carga eléctrica, caracteristicas estructurales,
dosis, via de administracién, concentracion en el érgano diana y duracién de la accién. (Gutiérrez
y col., 2009) Se ha encontrado que las AgNPs presentan cierta toxicidad cuyo grado va depender
de la relacion que guardan sus caracteristicas con €l sisiema biologico en el que son adminisiradas
(Love y col., 2012). Los principales efectos téxicos que se han observado son en pulmon, tracto

gastrointestinal, piel y corazén (Hadrup y Lam, 2014).

Toxicidad pulmonar. Las AgNPs depositadas en las cavidades y zona alveolar de los

pulmones provocan una respuesta inflamatoria, ya que la fagocitosis de las AgNPs desencadena la

activacion de los macrofagos alveolares y la consecuente liberacion de quimiocinas, citoquinas,
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EROs (especies reactivas de oxigeno) y otras sustancias mediadoras que dan lugar a una

inflamacién continua (Sung y col., 2009).

Toxicidad gastrointestinal. El consumo de AgNPs en suspension estd relacionada a
alteraciones per judiciales, entre las que se encuentra la argiria y las ulceras intestinales (Wadherz
y col.,, 2005). Se ha sugerido que después de la ingesta de AgNPs, éstas se pueden ionizar debido
a la acidez estomacal (Luoma y col., 2008). Diversos estudios han demostrado que es probable que
las AgNPs o sus iones s trasladen desde el intestino al sistema sanguineo, y pasar a la via sistémica,

induciendo alteraciones como la argiria y dafio en el higado.

Toxicidad dérmica. En experimentos realizados sobre piel con lesiones mecanicas, se han
observado depositos de plata dentro de ésta, a lo que cominmente se le conoce como argiria. Las
nanoparticulas al ser fagocitadas por queratinocitos de la piel dan lugar a una respuesta inflamatoria
(Monteiro y col., 2005). Ademds, también s¢ observa incremento de las transaminasas hepdticas
que demuestra afectacion del higado como resultado de la terapia con AgNPs. Por lo tanto, este
suceso pone de manifiesto la disponibilidad de las AgNPs a nivel sistémico posterior al contacto

dermal (Trop y col., 2006).

Toxicidad cardiovascular. La exposicion y, por lo tanto, los efectos toxicos a AgNPs,
también puede suceder a través de un suministro intravenoso de dichas nanoparticulas, como es en
el caso de la liberacion prolongada de medicamentos o su direccionamiento al sitio de accion. Las
células del epitelio endotelial ubicadas en la cara luminal de los vasos sanguineos son importantes

para la generacion de nuevos vasos sanguineos a partir de unos ya preexistentes o por angiogeénesis
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(Clapp y col,, 2006). Se han estudiado los efectos especificos de las AgNPs sobre las células
endoteliales de las arterias coronarias v el tono vascular regular en los anillos de la aorta.

Se ha observado que las AgNPs interaccionan de dos maneras con las células del epitelio endotelial:
cuando las AgNPs se encuentran a bajas concentraciones actGan como factores anti-
proliferativos/vasoconstrictores que afectan la sintesis de 6xido nitrico (NO). A concentraciones
altas, las AgNPs estimulan la proliferacion/ vasorrelajacion mediada por NO (Rosas y col., 2009).
Investigaciones previas han encontrado un incremento en el recuento eritrocitario, hemoglobina y
hematocrito (Kim y col.,, 201 0). Espinoza-Cristobal y colaboradores (2013), ademas de observar
incremento en el nimero de eritrocitos y la cantidad de hemoglobina, observaron aumento en el
nitrégeno ureico en sangre. Los aumentos en estos pardmetros de la sangre sugieren una mayor
necesidad de transportar oxigeno o alternativamente, que la plata afecta los mecanismos que
subyacen a la fisiologia celular de la sangre. Las AgNPs también afectan el tejido hematopoyético
(disminucion de la pulpa roja y aumento de la pulpa blanca) y causan necrosis en los rifiones,

afectando !a homeostasis de fluidos corporales (Sardari y col., 2012).
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MATERIALES Y METODOS

Diseiioc Experimental

El estudio se realizo en ratas de la cepa Wistar (N = 8), machos, adultas, tomadas aleatoriamente
del Bioterio de la Universidad de Colima. El peso de los animales al inicio de los experimentos
oscilé entre 266 + 12 gramos para el grupo control (n = 4) y 272 + 12 gramos para el grupo tratado
(n = 4). Las ratas fueron alojadas en jaulas individuales de acrilico, tuvieron acceso libre a agua y
alimento (cubos para roedores: 18% de proteinas, 5% de grasas, 5% de fibras, enriquecidos con
minerales y vitaminas) y estuvieron aisladas en un cuarto con ciclos de luz-oscuridad controlados
(12 hrs. / 12 hrs.) y temperatura regulada de 24 °C.

Se estudiaron 2 grupos experimentales: control y tratado. El grupo tratado se le administré durante
9 dias nanoparticulas de plata (disueltas en NaCl 0.9%) a una dosis de | mg/ kg de peso corporal
por via intraperitoneal, mientras el grupo control solo recibié solucién salina. Los registros

electrocardiograficos de ambos grupos fueron tomados a los dias 3, 7 y 9 del tratamiento.

Nanoparticulas de Plata (AgNPs)

Las AgNPs utilizadas en este trabajo, fueron adquiridas del Laboratorio de Microscopia Electronica
de la Universidad de Sonora, las cuales fueron sintetizadas utilizando un método de sintesis verde

seglin lo descrito en Rodriguez y colaboradores (20i3).
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Registro electrocardiogrifico (ECG)

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sddico a una dosis de 40 mg/kg de peso corporal
por via intraperitoneal. Alcanzada la sedacion, la rata se sometio a un proceso de tricotomia en las
zonas pectoral derecha, mesogastrio y flanco izquierdo. en fas cuales fueron colocados los

electrodos de registro (Figura 9).

Figura 9. Rata con tricotomia, preparada para la adquisicién de un ECG.

El ECG fue obtenido utilizando la derivacion electrocardiografica DIl El patron
electrocardiografico fue tomado por periodos de 60 segundos, tomando al menos 10 patrones para
su posterior andlisis. Los registros electrocardiogréaficos se realizaron con el equipo PowerLab 8/35
y la unidad Animal Bio Amp (ADInstruments), utilizando el programa LabChart version 8.0.7

para la adquisicion de datos.




Analisis de Datos

Los regisiros electrocardiograficos obtenidos, fueron procesados y analizados utilizando ef ECG
Analysis version 2.4, una subrutina del programa LabChart version 8.0.7. El anélisis estadistico se
realizé utilizando el programa SigmaPlot version 12. Cada grupo tratado fue comparado con el

grupo control utilizande la Prueba t de Student con un nivel de significancia del 95 %,



RESULTADOS

Intervalo RR

Se observo una disminucion significativa en la duracion del intervalo RR en ef dia 3 de iniciado el
tratamiento con las AgNPs, después de 7 dias del tratamiento aumenté significativamente respecto
al control y se mantuvo hasta el dia 9 de tratamiento. La disminucion de la duracion del intervalo
RR fue acompaiiado con una elevacion de los latidos por minuto después de 3 dias de tratamiento

con AgNPs (Figuras 10y 11).
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Figura 10. Efectos de las AgNPs sobre la duracion (milisegundos) del intervalo RR. El grupo
tratado recibio una dosis de ! mg/kg de peso corporal por 9 dias. Los datos corresponden a medias

+ error estandar, = 8. * ** **¥* Diferencia significativa comparada con el grupo control (p <

0.01).
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Figura 11. Efectos de las AgNPs sobre la frecuencia cardiaca (latidos por minuto). El grupo tratado
recibio una dosis de | mg/kg de peso corporal por 9 dias. Los datos corresponden a mediast error

estandar, n= 8. *, ** ***Diferencia significativa comparada con el grupo controt (p < 0.01).

Duracion de la Onda P

A los dias 7 y 9 pos tratamiento con AgNPs se presentd un aumento de 2 milisegundos en la

duracion de la Onda P respecto al grupo control (Figura 12).
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Figura 12. Efectos de las AgNPs sobre la duraciéon (milisegundos) de fa onda P. El grupo tratado
recibié una dosis de | mg/kg de peso corporal por 9 dias. Los datos corresponden a medias+ error

estandar, n= 8. ** ***Diferencia significativa comparada con el grupo control (p < 0.01).

Amplitud de la Onda P

Los resultados muestran que las AgNPs inducen una disminucién significativa de 6 a 7

milisegundos en la amplitud de la onda P que persistié durante todo el tratamiento, es decir, en las

mediciones de los dias 3, 7 y 9 (Figura 13).
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Figura 13. Efectos de las AgNPs sobre la amplitud (milivoltios) de la onda P. El grupo tratado
recibié una dosis de 1 mg/kg de peso corporal por 9 dias. Los datos corresponden a medias+ error

estandar, n= 8. *, ** ***Diferencia significativa comparada con el grupo control (p <0.01).

Intervalo PR

Los resultados indican que las AgNPs inducen un aumento significativo de entre 5 y 6 milisegundos

en la duracion del intervalo PR a los dias 7 y 9 de tratamiento, mientras que en el dia 3 de

tratamiento no se observaron diferencias significativas respecto al control (Figura 14).
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Figura 14. Efectos de las AgNPs sobre la duracion (milisegundos) del intervalo PR. El grupo
tratado recibi¢ una dosis de 1 mg/kg de peso corporal por 9 dias. Los datos corresponden a medias

+ error estindar, n= 8. **, *** Diferencia significativa comparada con el grupo control (p <0.01).

Amplitud de la Onda

En los experimentos realizados encontramos que las AgNPs inducen una reduccion significativa

en la amplitud de la onda Q que persistié durante todo el tratamiento, es decir, en las mediciones

de los dias 3, 7 y 9 (Figura 15).
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Figura 15. Efectos de las AgNPs sobre la amplitud (milivoltios) de la onda Q. El grupo tratado

recibié una dosis de | mg/kg de peso corporal por 9 dias. Los datos corresponden a medias+ error

estandar, n= 8. ¥, ** ***Djif erencia significativa comparada con ¢l grupo control (p < 0.01).

Amplitud de la Onda R

Las AgNPs inducen un aumento en la amplitud de la onda R después de varios dias de tratamiento

(dias 3, 7 y 9) respecto al grupo control (Figura 16).
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Figura 16. Efectos de fas AgNPs sobre la amplitud (milivoltios) de la onda R. El grupo tratado
recibié una dosis de 1 mg/kg de peso corporal por 9 dias. Los datos corresponden a medias= error

estandar, n= 8. *, ** ***Dif erencia significativa comparada con el grupo controf (p < 0.01).

Amplitud de la Onda S

Los resultados muestran que las AgNPs inducen un aumento en la amplitud de la onda S en los

dias 3, 7 y 9 de tratamiento respecto al grupo control (Figura 17).

41



Grupos Experimentales

7

S

N\

04

Amplitud de § (mV)

06 —

(/77777777

i

*
*
*
H

ek
-08

(—

AgNPs-3 dias
Y AeNPs-T dias
X3 Ag NP dias

Figura 17. Efectos de las AgNPs sobre la amplitud (milivoltios) de la onda S. E! grupo tratado
recibié una dosis de 1 mg/kg de peso corporal por 9 dias. Los datos corresponden a medias=+ error

estandar, n= 8. *, ** ***Dif erencia significativa comparada con el grupo control (p < 0.01).

Intervalo QRS

En los dias 3 y 7 de tratamiento no se presenté ninguna alteracién en la duracion del intervalo QRS
respecto al grupo control, sin embargo, el dia 9 se observé un aumento de 2 milisegundos respecto

al grupo control (Figura 18).
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Figura 18. Efectos de las AgNPs sobre ia duracion (milisegundos) del intervalo QRS. El grupo
tratado recibio una dosis de | mg/kg de peso corporal por 9 dias. Los datos corresponden a medias

+ error estandar, n= 8. *** Diferencia significativa comparada con el grupo control (p <0.01).

Intervalo JT

Las AgNPs producen una reduccion significativa de 12 — 18 milisegundos en la duracion del

intervalo JT durante todo el tratamiento respecto al grupo control (3, 7 y 9 dias, ver Figura 19).
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Figura 19. Efectos de las AgNPs sobre la duracion (milisegundos) del intervalo JT. El grupo tratado
recibié una dosis de | mg/kg de peso corporal por 9 dias. Los datos corresponden a medias+ error

estandar, n= 8. * ** ***Djif erencia significativa comparada con €l grupo control (p < 0.01).

Amplitud del Segmento ST

Los experimentos muestran que las AgNPs inducen una reduccion significativa en la amplitud dei

segmento ST en los dias 7 y 9 post tratamiento (Figura 20).
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Figura 20. Efectos de las AgNPs sobre la amplitud (milivoltios) del segmento ST. El grupo tratado

recibié una dosis de 1 mg/kg de peso corporal por 9 dias. L.os datos corresponden a medias+ error

estandar, n= 8. ** ***]Dif erencia significativa comparada con el grupo control (p <0.01).

Amplitud de la Onda T

Las AgNPs provocaron una disminucion significativa en la amplitud de la onda T respecto al

control después del tratamiento a diferentes tiempos (3, 7 y 9 dias) (Figura 21).
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Figura 21. Efectos de las AgNPs sobre la amplitud (milivoltios) de la onda T. El grupo tratado
recibi6 una dosis de 1 mg/kg de peso corporal por 9 dias. Los datos corresponden a medias+ error

estandar, n= 8. *, ** *** Djiferencia significativa comparada con el grupo control (p <0.01).

Intervalo QT

La administracion de AgNPs induce una disminucién de entre 7 y 20 milisegundos en la duracion

del intervato QT alos 3, 7 y 9 dias de tratamiento respecto al grupo control (Figura 22).
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Figura 22. Efectos de las AgNPs sobre la duracion (milisegundos) del intervalo QT. El grupo
tratado recibi¢ una dosis de | mg/kg de peso corporal por 9 dias. Los datos corresponden a medias

+ error estandar, n= 8. * ** *** Diferencia significativa comparada con el grupo control (p <

0.01).

Intervalo QT Corregido

Los experimentos muestran que las AgNPs inducen una disminucién significativa de 23 — 39

milisegundos en la duracién del intervalo QT corregido a los 3, 7 y 9 dias post tratamiento (Figura

23).
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Figura 23. Efectos de las AgNPs sobre la duracién (milisegundos) del intervalo QT corregido segiin
la frecuencia cardiaca. El grupo tratado recibié una dosis de 1 mg/kg de peso corporal por 9 dias.
Los datos corresponden a medias + error estindar, n= 8. *, ** *¥* Diferencia significativa

comparada con el grupo control (p <0.01).
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DISCUSION

Nuestros resultados demuestran que la administracion de nanoparticulas de plata via intraperitoneal
a ratas de la cepa Wistar, causan alteraciones en la frecuencia cardiaca y electrofisiologia del
corazon.

Las AgNPs disminuyen la duracion (milisegundos) del intervalo RR, el cual se correlaciona con
un aumento en la frecuencia cardiaca (aumento de los latidos por minuto). Estos resultados son
similares a los efectos observados con nanoparticulas de 6xido de titanio, las cuales después de ser
administradas a conejillos de indias provocaron un aumento en la frecuencia cardiaca (Stampfl y
col,, 20i1}). El aumento en la frecuencia cardiaca puede ser causado por tres mecanismos: 1) las
TiO»NPs interactiian directamente con las neuronas causando liberacién de noradrenalina; 2) las
TiO2NPs causan la liberacion de endotelina de las células endoteliales en el corazén, la cual mejora
la liberacion de noradrenalina de las terminaciones nerviosas al actuar sobre receptores de
endotelina-l: o 3) las TiO2NPs actian directamente sobre las neuronas e inducen la produccion de
especies reactivas de oxigeno (EROs). Dichas EROs actian sobre las mismas neuronas y causan
la liberacién de noradrenalina o interaccionan con las células endoteliales y provocan la liberacion
de endotelina (Stampfl y col., 2011)

Nunes y colaboradores (2014) observaron un aumento considerable de la frecuencia cardiaca al
administrar nanoparticulas de bario (BaNPs) a ratas de la cepa Wistar. En este mismo estudio, pero
en preparaciones de corazones aislados ex vivo, observaron un incremento en la perfusion
ventricular. Nunes v colaboradores sugieren que estos cambios estdn generalmente relacionados

con sobrecarga de calcio en los cardiomiocitos. Especulan que las BaNPs inducen la liberacion de
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Ca™ del reticulo sarcoplasmico, al mismo tiempo que incrementa fa entrada de Ca™ al interior de
los cardiomiocitos, Io cual lleva a un aumento en la velocidad contractil del miocardio.

Nuestros resultados muestran un aumento en la duracion (milisegundos) del intervalo PR. El
intervalo PR, especificamente el segmento PR, representa el retraso fisiologico del impulso sinusal
en el nodo AV (Uribe y col., 2005) y, un aumento en su duracion, se interpreta como un retraso en
la conduccion eléctrica auriculoventricular o una conduccion eléctrica lenta debido a un bloqueo
auriculoventricular (Franco, 2005). Chin (2014), al administrar nanoparticulas de oro (AuNPs) a
cone jos, observd que las AuNPs bloqueaban los canales de potasio presentes en la membrana de
los cardiomiocitos ocasionando una disminucion en la velocidad de conduccion eléctrica
auriculoventricular. Ademas, Chin identifica a las AuNPs como un nuevo agente terapéutico anti
fibrilacion auricular (anti-FA); el principal mecanismo que causa la fibrilacion auricular es una alta
concentracion de potasio en el interior de la célula que afuera. lo cual lleva a un incremento en la
funcidn y aceleracion de la repolarizacion (Nattel, 2009).

Por otra parte, nuestros resultados muestran un incremento en la duracion de la onda P. El aumento
de 1a duracion de la onda P. esta relacionada directamente con el intervalo PR, v un incremento
persistente puede ocasionar crecimiento auricular, especificamente crecimiento de la auricula
izquierda, que se muestra en el electrocardiograma como ondas P planas y bifasicas (Uribe y col.,
2005). Chen y colaboradores (2008), al administrar nanoparticulas de silicio (SiO2NPs) a ratas de
la cepa Sprague-Dawley, observaron un incremento en el intervalo PR con ondas P anchas,
sugiriendo que las SiOzNPs inducen alteraciones en la conductividad de excitacion de las células
miocardicas auriculoventriculares, lo cual desembocaba en un blogueo de primer grado que llevaba

a un alargamiento progresivo del intervalo PR. P
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El aumento en la duracion del complejo QRS mostrado en nuestro estudio, incrementa la
probabilidad, si se mantiene por un tiempo prolongado, de padecer alteraciones en la conduccion
interventricular (arritmias ventriculares), hipertrofia ventricular y bloqueo parcial o total de las
ramas del haz de His (Franco, 2005). Savi y colaboradores (2014), observaron una reduccion del
complejo QRS en ratas de la cepa Wistar administradas con nanoparticulas de oxido de titanio
(TiO2NPs) sugiriendo que las TiO;NPs aumentan la susceptibilidad a arritmias cardiacas via
acortamiento del tiempo de repolarizacion y por incremento de la excitabilidad cardiaca.

Ademas, Savi y colaboradores (2014) encontraron, a través de MET, depdsitos de TiO2NPs en las
miofibrillas de los sarcomeros del musculo cardiaco. Estos depdsitos de NPs afectaban directa y
significativamente la maquinaria de acoplamiento excitacidn-contraccion. Adicionalmente, la
investigacion de Savi y col.(2014) encontrd un incremento de contracciones espontaneas siguiendo
una alta frecuencia que quizds puede ser sinérgico con un incremento de eventos arritmicos
inducibles. También se observo una reduccion significativa de la duracion de la onda P, intervalo
RR, segmento PQ y el intervalo QT.

Nuestros resultados muestran una disminucion en la duracion del intervalo QTc (corregido), si
dicha disminucioén se mantiene por un tiempo prolongado, aumenta la susceptibilidad a arritmias
ventriculares y fibrilacion auricular (Franco, 2005). Leifert y colaboradores (2013), realizaron
experimentos in vivo administrando nanoparticulas de oro (AuNPs) a ratones y no observaron
prolongacion del intervalo QT. Posteriormente, realizaron el ensayo in vitro, utilizaron células 293,
las cuales expresan el gen humano Go-Go-éter (hERG) (gen que produce el canal ionico de potasio
dependiente de voltaje, que junto con otros canales ionicos, determina el potencial de accion
cardiaco y frecuencia cardiaca) de la linea celular de rifion humano, y las expusieron igualmente a

AuNPs, encontrando que las AuNPs se unian de manera irreversible a los canales ionicos de potasio
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hERG. Ademas, Leifert y colaboradores (2013), identificaron a las AuNPs como un posible
farmaco antagonista para la fibrilacion auricular, ya que las altas concentraciones de potasio en el
interior de la célula aumentan la susceptibilidad a arritmias auriculares (Nattel, 2009).

El intervalo JT ha sido propuesto como una medicion mas apropiada de la repolarizacion
ventricular que el QT. Esta parece justificada, porque en una conduccién normal, €l intervalo QT
es mayormente determinado por la duracién de la repolarizacion, y eso corresponde al intervalo
JT. Adicionalmente varios investigadores han determinado que JT es independiente de QRS y
sugieren que €l intervalo JT presenta mejor €l tiempo especifico de repolarizacion en comparacion
con ¢l intervalo QT (Crow y col., 2003).

Dorantes y colaboradores (2011), relacionan directamente el acortamiento del intervalo JT con el
padecimiento de QT corto. Ademds, Dorantes determina que la disminucién sostenida y persistente
de la duracion del intervalo JT incrementa la probabilidad de padecer arritmias como fibrilacion o
taquicardias ventriculares, Shah (2010), encontré que ciertos farmacos, como pidacidil y
levcrovakalim, se unen a canales idnicos hERG de potasio, lo cual causa un acortamiento en la
duracion del potencial de accidn, que se muesira en el ECG como un acortamiento de los intervalos
QTy IT.

En nuestro estudio observamos una disminucion en la amplitud de Ja onda P junto con un aumento
en su duracion, lo cual da origen a ondas P anchas que incrementa las probabilidades de sufrir
dilataciones auriculares patoldgicas. En cuanto a las variaciones de las ondas que comprenden al
comple jo QRS, encontramos una disminucion en la amplitud de la onda Q. La onda Q es originada
por la despolarizacion del septum (Pozas, 2008), y su duracion tiene mayor interés patologico que
su amplitud; si la duracion de la onda Q se mantiene por un tiempo prolongado, puede desembocar

en taquicardias e hipertrofia ventricular izquierda (Franco, 2005). En nuestra investigacion la
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amplitud de la onda R present un incremento, que si se mantiene por un tiempo prolongado, puede
ucasionar hipertrofia ventricular izquierda o bloqueo de rama del haz de His. La onda R representa
ia despolarizacion dei ventriculo izquierdo. La despolarizacion del ventriculo derecho estd
representada por la onda S (Pozas, 2008). En nuestro estudio encontramos un incremento en la
amplitud de la onda S, si dicho aumento es persistente, incrementa las probabilidades de padecer
hipertrofia en el ventriculo derecho o un bloqueo de rama del haz de His (Franco, 2005).

Si las alteraciones en las amplitudes de las ondas del complejo QRS se mantienen por un tiempo
prolongado, pueden causar dafic en ambos ventriculos del corazén. Estudios de Raieszadeh y
colaboradores (2013) al administrar AgNPs a polios de engorda, encontraron que dichas
nanoparticulas causaron disminucion en la contractilidad miocardica e hipertrofia ventricular
izquierda. Los estudios de nanoparticulas demuestran que éstas bloquean los canales de potasio en
las células cardiacas, lo cual lieva (al igual que algunos farmacos) a hipopotasemia o hipocalcemia.
que causan alteraciones en la conduccion eléctrica cardiaca, especificamente en la fase de
repolarizacion.

En nuestro trabajo observamos diminucion en la amplitud de fa onda T y depresion del segmento
ST; estos parametros representan la fase de repolarizacion ventricular. Las alteraciones en la
conduccion eléctrica cardiaca comprenden aumento en la duracion del complejo QRS, bloqueo
auriculoventricular, prolongacion del intervalo PR, aumento en la amplitud v duracién de la onda
P (El-Sherif y Turitto, 2011). El segmento ST representa el periodo de inactividad que separa la
despolarizacion ventricular de la repolarizacion ventricular (Casteliano y col., 2004). La longitud
de este segmento carece de importancia clinica, su importancia es €l desplazamiento que puede ser
positivo o negativo (arriba o abajo, respectivamente) respecto a la linea de base. Stampfl y

colaboradores (2011), en su estudio con TiO2NPs, sugieren que los principales influjos fisiolégicos



que obran sobre la morfologia del segmento ST son los impulsos simpitico-adrenérgicos emanados
del sistema nervioso auténomo; estos incrementan la conductividad eléctrica (se acorta PR) v al
mismo tiempo aumentan el voltaje de la onda P, y en consecuencia influye en el aspecto de ST al
causar una depresion en el punto J, que es su punto de partida (Franco, 2005).

Los desplazamientos del segmento ST son las formas de expresion del te jido miocdrdico lesionado
y constituye un factor esencial en la fenomenologia del infarto miocardico, y sefialan la fase aguda
de su evolucion. Los desplazamientos del segmento ST pueden ser primarios o secundarios a
alteraciones previas en los complejos ventriculares (tal es el caso en los bloqueos de rama y las
hipertrofias ventriculares) (Franco, 2005). Las deflexiones negativas de este segmento en nuestro
estudio estan representado por la reduccion de la amplitud del segmento ST, la presencia persistente
de dicha reduccién, aumenta la probabilidad de sufrir isquemias (falta de oxigeno) de
cardiomiocitos ventriculares.

En cuanto a la onda T, sus perturbaciones pueden ser primarias o secundarias al comple jo QRS.
Cuando son primarias s¢ deben principalmente a enfermedad coronaria y cuande son secundarias
se deben a isquemia, hipertrofias ventriculares, bloqueos de rama y extrasistoles ventriculares
(Franco, 2005). Nuestros resultados muestran cambios en la amplitud de la onda T, estos cambios
pueaen considerarse secundarios, porque se presentan alteraciones previas en el complejo QRS

{Franco, 2005).

54



CONCLUSION

Las nanoparticulas de plata sintetizadas por medio de un método de sintesis verde v administradas
via intraperitoneal a ratas macho de la cepa Wistar, causan un aumento en la frecuencia cardiaca e
inducen alteraciones en la conduccion eléctrica del corazon.

Los datos obtenidos en esta investigacion, sugieren que la exposicion a nanoparticulas de plata en
un sujeto sano podria inducir una patologia cardiaca, sin embargo, en sujetos con enfermedades
cardiacas como el sindrome del QT largo, fibrilacién auricular v sindrome coronario. las

nanoparticulas de plata podrian ser utilizadas como un agente terapéutico.
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