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RESUMEN

La “Nano-tecnologia” es la ciencia que se encarga de estudiar y aplicar materiales que
poseen al menos una de sus tres dimensiones en el rango nano-métrico (1-100 nm). El TiO, es
uno de los principales compuestos utilizados debido a sus propiedades fisicoquimicas. La foto-
catalisis del TiO,, ocurre dentro del rango de luz UV que, al doparlo con metales como plata o
cationes como hierro disminuye su ancho de banda prohibida. Lo anterior conlleva a una foto-
catélisis heterogénea bajo luz visible. Debido al aumento en las aplicaciones del TiO,-NPs y al
dopaje de este, es de suma importancia realizar estudios toxicologicos evaluando la influencia
de los iones que se pueden lixiviar en solucion, en el caracter toxico del nano-material. Varias
investigaciones in vivo han demostrado que tras la administracién de TiO, a través de diferentes
vias, éste puede ser acumulado en diferentes drganos mostrando una mayor concentracion en
higado produciendo respuesta inflamatoria, aumento en la actividad enzimatica, dafio
mitocondrial expresion de citocinas, aumento en la produccidn de especies reactivas de oxigeno
y dafio al ADN.

Se evalud la toxicidad de TiO,, TiO,-Ag ¥ TiOz-Fe+3 a través de pruebas in vivo e in
vitro. Los andlisis por SEM, TEM, EDX, XRD mostraron NPs esféricas de ~10nm, radio
hidrodinamico ~700 nm, baja estabilidad en SSF (sélo TiO, Sigma-Aldrich, TiO,-Fe*® 3% y TiO,-
Ag 0.5% fueron estables en SSF), carga positiva y disminucion de la cristalinidad conforme se
aumenta el dopaje de TiO, con Ag. In vitro las NPs de TiO, sintetizado por nuestro grupo de
investigacion presentaron menor actividad hemolitica que TiO, comercial (eritrocitos lavados);
TiO, y TiO,-Fe*® no causaron hemolisis en sangre completa al contrario que los NMs de TiO,-
Ag los cuales causaron actividad hemolitica a bajas concentraciones presentando lixiviacion
de iones en solucién. In vivo, los NMs produjeron dafio temprano al higado, cambios
morfologicos asociados a respuesta de lesidn reversible y activacién de la respuesta inmune
sistémica. Los resultados sugieren que la toxicidad de NPs de TiO, y TiO, dopadas esta
determinada por sus propiedades fisicoquimicas y la disolucion de los iones Ag™ en solucion.
Asi también una exposicion cronica puede llevar al dafio irreversible en higado y a una baja
regulacién de la respuesta inflamatoria la cual juega un papel crucial en la defensa del

organismo y su baja regulacién puede aumentar el dafio al higado y otros érganos.
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ABSTRACT

Engineered nanomaterials (NMs) are defined as having one or more dimensions in the
1-100 nm range. TiO, has been widely used in many applications because of its strong
oxidizing capabilities, chemical stability, long durability, non-toxicity and low cost. The
photocatalytic properties of TiO, occurs upon the absorption of ultraviolet (UV) light, because of
this, the doping of TiO, with noble metals such as silver and cations such as iron, have showed
to effectively decrease TiO, band gap making the heterogeneous photocatalytic activity of TiO,
under visible light. Evaluation of the toxicity of TiO, is a fundamental task relating to its extremely
small size, high surface area and increased surface reactivity as compared to larger materials. In
the same way, the doping with silver or iron would increase the risk of TiO, due their properties
as well the dissolution of ions. In vivo studies have been shown that TiO, can be accumulated in
the liver, kidney, spleen, lung, heart and brain showing a highest concentration in the liver
generating various inflammatory responses, promote enzymatic activities, damage to
mitochondria, the mRNA expression of cytokines during proinflammatory responses produce
reactive oxygen species and, cause DNA cleavage in cells.

The objective of this research was to assess in vitro e in vivo toxicity of TiO, and TiO,
doped with silver (TiO,-Ag) and trivalent iron (TiO,-Fe*®) at different percentages (Ti/Mmol%). To
elucidate the structure of NMs, microscopic and spectroscopic characterization techniques were
applied. Results showed spherical particles with average particle size of about 10 nm (SEM),
crystalline phase of anatase, which decreases as the doping of silver increases (XRS). The zeta
potential exhibited an absolute positive charge and particle agglomeration. TiO, Sigma-Aldrich,
TiO,-Fe™ 3% and TiO,-Ag 0.5% showed stability in SSF. In vitro studies showed that
commercial TiO, induce higher hemolytic activity in red blood cells that the TiO, synthesized by
our research group. In contrast, using whole blood TiO, caused no hemolytic activity as well
TiO,-Fe*®. With respect to TiO,-Ag NMs no difference was observed in the hemolytic activity
using red blood cells or whole blood. The atomic absorption spectroscopy analysis indicated no
presence of Iron ions in solution, whereas Ag ions were found. In vivo acute and sub-acute
toxicity of NMs were investigated through biochemical, immunological and histopathological
analysis. The results from acute studies showed histopathological changes and hepatocytes
necrosis of mice liver mainly in mice under treatment with TiO,-Ag. In contrast the results of the
sub-acute analysis showed no difference with respect to the control until day 56 of treatment in
the groups treated with TiO, or TiO,-Fe*®. Our results showed that the toxicity of TiO, depend of
its physicochemical properties, the metal doping the titania, and the release of ions from the
NMs. Our results also implied that the inflammatory responses induced by TiO, and TiO,-Fe™®

may be involved in liver toxicity.
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I. INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha tenido un incremento significativo en las investigaciones
de una de las ciencias con mayor crecimiento, la “Nano-tecnologia”, que estudia,
disefia, crea, sintetiza, manipula y aplica materiales, aparatos y sistemas funcionales a
través del control de la materia a nano-escala, se basa en particulas de tamafio nano-
métrico, nano-particulas (NPs), utilizadas como materia prima, las cuales tienen un
tamafio menor de 100 nm en al menos una de sus tres dimensiones. Esta ciencia esta
en rapido desarrollo con mas de 1000 nano-productos en el mercado (Peralta, 2012)
como agentes de administracion de drogas, agentes de contraste en imagenologia,
cataliticos, filtracion de agua, semiconductores, cosméticos, micro-electronicos,
textiles, bio-sensores, agentes de remediacibn ambiental, entre otros, estando en
contacto directo o indirecto con el hombre.

La nanotecnologia es una ciencia que ha innovado la tecnologia brindando
grandes beneficios a la sociedad, sin embargo esta nueva tecnologia pudiera estar
rodeada de posibles riesgos para el ambiente y la salud humana. En la actualidad las
investigaciones cientificas no solo se han enfocado en las aplicaciones de los nano-
materiales (NMs), sino también en analisis nano-toxicologicos para poder prevenir los
efectos adversos que pudieran ocurrir de una manera temprana y crénica, ampliando
asi los conocimientos sobre los riesgos de las nano-particulas y su interaccién con el
medio ambiente y los seres vivos. Por lo que una de las preguntas principales de la
nano-toxicologia es ¢Qué tan segura es la nanotecnologia? Para poder contestar ésta
pregunta se deben realizar andlisis de riesgos considerando varios factores para
entender su impacto en la salud humana como son: la exposicién, el potencial del
material para causar dafio, la cantidad de material capaz de llegar a un Grgano
determinado dentro del cuerpo, la interaccion con las células, tiempo de distribucion y
eliminacion. Asi mismo, no so6lo es importante determinar el efecto de las nano-
particulas en la salud humana, sino también los mecanismos que estan involucrados
en la entrada y accidn toxicolégica de estos materiales en los seres vivos (Barbara et
al, 2006).
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l.1. ORIGEN DE LAS NANO-PARTICULAS

La presencia de nano-particulas en la naturaleza se debe a que éstas pueden ser
producidas de manera natural (procesos naturales), debido a la actividad
antropogénica (generalmente asociadas a contaminacion) y de manera sistematica,
buscando principalmente, aplicaciones industriales (Figural). De manera natural son
generadas por procesos bioldgicos y geolégicos en cenizas volcanicas, aguas
naturales, suelo, glaciales y crateres. En el caso de las fuentes antropogénicas, las
nano-particulas pueden ser generadas accidentalmente como producto de las
actividades humanas (contaminacion urbana, desgaste de los neuméticos, etc.); y
también, pueden ser generadas intencional y ordenadamente, buscando aplicaciones
especificas de las mismas. Ambas fuentes representan un riesgo téxico para el hombre
y su entorno (Handy et al, 2008). Una de las principales vias de exposicién a NPs, es
a partir de la fabricacion de estas, donde los trabajadores son los que estan
potencialmente expuestos a las NPs. Schulte y colaboradores (2013) mencionan cinco
criterios importantes para el desarrollo responsable de nano-particulas: 1) anticipar,
identificar y realizar un seguimiento de los nano-materiales potencialmente peligrosos
en el lugar de trabajo, 2) evaluar la exposiciébn de los trabajadores a los nano-
materiales; 3) evaluar y comunicar los peligros y los riesgos para los trabajadores; 4)
gestionar los riesgos de seguridad y salud ocupacional y 5) fomentar el desarrollo

seguro de la nanotecnologia y la realizacién de su beneficio social y comercial.
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Figura 1: Posibles rutas de exposicién a nano-particulas. (“Nanoscience and Nanotechnologies:
Opportunities and Uncertainties”, Nanoscience and Nanotechnologies, July 2004. Copyright the Royal
Society 2004)
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Se ha demostrado que los NMs poseen propiedades Unicas, las cuales pueden ser
moduladas en funcion de su tamafo, mejorando en la mayoria de los casos su
rendimiento en comparacion con los materiales a mayor escala por lo que sus
aplicaciones comerciales estan en un rapido crecimiento, encontrandolas asi cada dia
mas en el ambiente debido al incremento significativo en su producciéon (Sushma et al,
2013). Sin embargo estas mismas propiedades pueden representar del mismo modo

un riesgo para la salud y el medio ambiente.

[.2. NANO-CIENCIA

La nano-ciencia, es una ciencia interdisciplinaria que combina la quimica, biologia,
ingenieria y medicina; para poder entender quimica y fisicamente la interaccién de las
nano-particulas con el organismo tanto de una manera positiva (aplicaciones
biomédicas) como negativa (dafio al organismo). EI comprender la influencia de las
NPs sobre la funcién celular e interacciones biolégicas puede conducir al desarrollo de
nuevas técnicas de deteccion, diagnéstico, tratamiento y mejora de las técnicas de

terapia génica asi como la deteccion de agentes biolbgicos.

1.3. NANO-TECNOLOGIA

La nano-tecnologia es el estudio, creacidbn y aplicacion de materiales
extremadamente pequefos, a partir de la manipulacién de la materia a una escala
nano-métrica (Figura 2). La nano-tecnologia involucra a diferentes areas de la ciencia,
ingenieria y tecnologia. Aunque la nanotecnologia es relativamente nueva, los nano-
materiales se han usado durante siglos sin ser conscientes de ello. Nano-particulas de
oro y plata son las responsables de los colores de los vitrales de las iglesias
medievales los cuales han perdurado cientos de afios. En la actualidad, los cientificos
y los ingenieros han desarrollado diferentes formas para sintetizar deliberadamente
materiales a nano-escala para aprovechar sus propiedades, tales como mayor
resistencia y control del espectro de la luz y mayor reactividad quimica que sus

homologos en composicion a macro escala (NIH, 2013).
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Figura 2: Escala nano-métrica. Un nandmetro es una milmillonésima parte de un metro (10'9 m). El
tamafio de las Nano-particulas se sitan entre la molécula de ADN (1-2nm) y algunos virus (~50 nm).

Las ideas y los conceptos detras de la nano-ciencia y
la nanotecnologia comenzaron con una charla titulada
"There’s Plenty of Room at the Bottom" por el fisico Richard
Feynman en una reunién de la Sociedad Americana de Fisica
en el Instituto Tecnolégico de California, el 29 de diciembre de
1959. En su charla, Feynman describe un proceso en el cual los
cientificos serian capaces de manipular y controlar los atomos y
moléculas individuales. Pero el término nano-tecnologia fue

acufiado por el Profesor Norio Taniguchi en 1974.

1.3.1. CLASIFICACION DE LAS NPs

Figura 3: Richard
Feymman. Fisicoy
padre de la nano-tecnologia

Las NPs existen en diferentes tamafios, formas y composicion. De acuerdo a su

composicion los nano-materiales se clasifican, segin La Agencia del Medio Ambiente

(EPA) de Estados Unidos en (figura 4):

[.3.1.1. Orgéanicos: compuestos en su mayoria por carbono y suelen adoptar

formas como esferas huecas, elipsoides o tubos. Los electrones que

participan en sus enlaces quimicos se encuentran en

orbitales de tipo sy p,

gue tienen la propiedad de formar enlaces en direcciones bien determinadas

(Moran, 2012).

[.3.1.2. Fullerenos: estructuras esféricas de 60 Carbonos (Fuller) o 70 carbonos

(Cs) a los cuales se les puede introducir otros atomos en su interior

modificando sus propiedades (Naahidi, 2013). Los

fullerenos pueden ser

sujetos a altas presiones y recuperar su forma original una vez disminuida la
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presidon. Durante su proceso de sintesis, algunos atomos de carbonos
pueden ser remplazados por otras moléculas o se pueden incorporar a su
superficie quimica o dentro ella (nanotubos de carbono). Los fullerenos
tienen diferentes aplicaciones médicas (Holister et al, 2013) principalmente
como sensores de radicales libres (Krusic et al, 1991) y vectores de droga
dirigida (Fiorito et al, 2007).

[.3.1.3. Nanotubos de carbono: estructuras cilindricas huecas con simples
capas de grafito enrolladas en una forma tubular que presentan una o varias
capas (Peralta J, 2011). Existen dos tipos de nanotubos de carbono: de
pared Unica (SWCNT) o de pared mdultiple (MWCNT). Los primeros estan
constituidos por un tubo sencillo de grafeno con un diametro entre 0.4 a 3.0
nm y una longitud de 1 um, mientras que los MWCNT son multiples capas de
tubos apilados unos con otros resultando un diametro de 1.4 a 100 nm (Aillon
et al, 2009). Los nanotubos de carbono son quimica y térmicamente estables
(Hameed Hyder et al, 2003), poseen una gran area superficial y a su vez
poseen un alto grado de aglomeracion lo que conlleva a una disminucion del
area superficial total y su capacidad de interaccidén con las diferentes células
(Donaldson et al, 2006). Se han considerado algunas aplicaciones para los
nanotubos de carbono como: protesis ortopédicas, implantes, biosensores
para la deteccion de proteinas, terapia contra el cancer, entre otros (Fiorito et
al, 2007).

[.3.1.4. Grafito: es un arreglo anisotropico, en el cual tres de los enlaces
guimicos forman arreglos atdémicos bidimensionales con estructura
hexagonal. Sus enlaces se unen muy débilmente y es posible desplazarlas
con facilidad (Moran, 2012).

[.3.1.5. Inorgénicos: particulas (metélicos u éxidos metalicos) que poseen al
menos una escala de longitud en el rango nano-métrico. Su tamafio nano-
métrico lo distingue del mismo compuesto 0 elemento a mayor escala debido
a que poseen propiedades Unicas como mecanicas y eléctricas que no se
observan a mayor tamario.

[.3.1.6. Oxidos metélicos: estos nano-materiales son particularmente atractivos
debido a sus aplicaciones en catalisis, sensores, conversidn solar, energia,
Optica y electronica. Poseen al menos una escala de longitud en el intervalo

de nandmetros. Estan compuestos por oxigenos unidos a uno o0 mas metales
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de transicion. La acidez y basicidad relativa de los atomos presentes en la
superficie de 6xidos metdlicos se ve afectada por la coordinacién del metal y
el oxigeno, que altera las propiedades cataliticas de estos compuestos. Asi
también pueden someterse a adsorcion y desorcion asi como absorcion de
radiacién electromagnética seguida de una reaccion de oxido-reduccion lo
gue lo hace util para foto-degradacion de compuestos.

[.3.1.7. Metales: los nano-materiales a base de metales han sido de gran
interés, principalmente en la Ultima década, al conjugarlos con ligandos,
anticuerpos y drogas de interés en biotecnologia, biomedicina, separacion
magnética, drogas dirigidas, diagndstico en imagenologia, entre otros.

[.3.1.8. Puntos Cuanticos: caracterizados por una estructura cristalina
compuesta generalmente de un material semiconductor con propiedades
Opticas y eléctricas Unicas con un nucleo cristalino metaloide. En general
estos son materiales semiconductores del tipo 11-VI (Aillon et al, 2009).

[.3.1.9. Polimeros: incluyen polimeros sintéticos, polimeros naturales (por
ejemplo, proteinas), y polimeros pseudo-sintéticos. La arquitectura del
polimero, composicion, estabilidad y la solubilidad en agua son factores
importantes para sus diferentes aplicaciones (Naahidi, 2013)

[.3.1.10. Dendrimeros: polimeros altamente ramificados cuya forma, tamario,
longitud, densidad de ramificacion y superficie se puede controlar y estan
bien definidas. A partir del ndcleo emergen ramas poliméricas de alta
especificidad, formando cavidades en toda la molécula. Estos canales y las
estructuras cerradas permiten el atrapamiento fisico o encapsulacion de los
productos farmacéuticos (Goldberg et al, 2007). Los métodos de
polimerizacion para estos nano-materiales usualmente llevan a polimeros
con estructuras quimicas controladas y una baja polidispersion aunque
usualmente sus longitudes de cadenas (pesos moleculares) y estructuras
son diferentes en cada sintesis, lo que hace dificil definir y generalizar su
comportamiento in vivo. Su naturaleza heterogénea representa el mayor
obstaculo en el uso de estos nano-materiales poliméricos en areas como
biomédica y farmacéutica (Aillon et al, 2009). Los dendrimeros, a
comparacion de otros polimeros nano-estructurados poseen baja viscosidad,
polidispersion y baja densidad de superficie (Kesharwani et al, 2013).

Dendrimeros como: poliamidoamina, propilenoamina y triazina (Tiriveedhi et
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al, 2011; Jongdoo et al, 2012) han sido ampliamente utilizados como
vehiculo de farmacos.

[.3.1.11. Basadas en Lipidos: Se componen generalmente de una o mas
bicapas de una molécula de lipidos con una conformacion tal para la
formacion de vesiculas. Un ejemplo son los liposomas, los cuales poseen
forma esférica y su superficie esta compuesta de los mismos componentes

de una membrana celular (Naahidi, 2013).
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Figura 4: Clasificacion de NPs a la cuéles los seres humanos estan expuestos directa o
indirectamente. Lehner et al, 2013 “Intelligent nanomaterials for medicine: Carrier platforms and
targeting strategies in the context of clinical application Roman”

1.3.2. SINTESIS DE NANOPARTICULAS

Existen diferentes metodologias para la sintesis de las nano-particulas las cuales
permiten la manipulacién controlada del tamafio y la forma de las particulas. Estos
métodos se agrupan en dos categorias: de arriba hacia abajo (de sélidos masicos en
porciones mas pequefias) y de abajo hacia arriba (a partir de la condensacion de
atomos o entidades moleculares en una fase gaseosa 0 en solucion).

La sintesis de nano-materiales puede ser a través de procesos quimicos o fisicos

(como trituracion o molienda), estos Ultimos usualmente requieren mas control para
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obtener un tamafio apropiado y forma (Peralta, 2011). Dentro de las rutas quimicas

para la fabricacion de nano-materiales, se pueden enumerar:

[.3.2.1. Proceso sol-gel

A través del proceso sol-gel, se pueden obtener nano-materiales de Oxidos
metélicos a partir de la dispersién de particulas coloidales sélidas en una fase liquida y
la eliminacion del solvente. Existen dos rutas principales, dependiendo si el precursor
es una sal inorganica en solucibn acuosa o un sélido agregado formado por
subunidades coloidales.

a) Soluciones de precursores iénicos: son desestabilizados por cambios en el

pH o en la temperatura de la solucion, iniciando el proceso de hidrélisis seguido por el
de condensacion.

b) Sélido _agregado formado por _subunidades coloidales: se inicia con

agregados de particulas coloidales en un solvente, la cual es peptizada por la adicién
de algun electrolito u otro solvente.

Las reacciones de hidrdlisis y condensacién ocurren simultineamente mientras
gue las condiciones a las cuales se lleva la reaccién de gelacién son determinantes en
la estructura y textura de las nano-particulas (producto final). Las condiciones de pH
son fundamentales ya que a condiciones &cidas, las particulas en sol y en el gel son
muy uniformes variando en su tamafio entre 0.5 y 3.0 nm proporcionando una alta
porosidad al material. En condiciones basicas el material tiende a ser menos poroso.
Este método es el mas utilizado para la sintesis de nano-particulas debido a sus
amplias ventajas como la alta homogeneidad, pureza, control total en el tamafio, areas
superficiales altas, tamafio de poro regulado, mayor estabilidad térmica, facilidad en la
adicion de elementos en la red de los nano-materiales, asi como la minimizacion de la
degradacién térmica. Por otro lado es dificil controlar la cinética de crecimiento de los
cristales cuando se preparan grandes cantidades de NMs pudiendo conducir a la
aglomeracion de las nano-particulas (Brinker et al, 1990). Este método de sintesis es
uno de los mas utilizados debido a las caracteristicas ya mencionadas, donde se han
sintetizado diferentes nano-particulas como: Ag-NPs (Medina et al, 2009), Silica-NPs
(Bengt et al, 2010), quitosano (Wen et al, 2012)
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[.3.2.2. Método coloidal

Los coloides son particulas individuales, que exhiben movimiento browniano por lo
que su movimiento irregular en suspension y el rango de tamafio de particulas en una
solucién coloidal suele oscilar en el rango de nanémetros. Este método consiste en
disolver una sal del precursor metalico o del 6xido a preparar, un agente reductor y un
estabilizante en una fase continua o dispersante. El tamafio promedio, la distribucién
de tamafios y la forma de las nano-particulas pueden ser controlados variando la
concentracion de los reactantes, del reductor y del estabilizante. Con este método se
puede controlar el tamafio, forma y morfologia de las nano-particulas variando la
concentracion de los reactantes, del reductor y del estabilizante; se pueden formar
dispersiones estables por periodos de tiempo muy largos ademas de ser un método
estable y reproducible para la preparacion de coloides metélicos aunque la mayoria de
las veces hay incremento del tamafio de las particulas cuando es necesario remover el
estabilizante por medio de un tratamiento térmico (Zanella et al, 2012). Las NPs
inorganicas y magnéticas son un ejemplo de nano-particulas sintetizadas por este

método (Poornima et al, 2013).

1.3.2.3. Reduccidn fotoquimicay radioquimica

La sintesis de nano-particulas metdlicas se realiza modificando el sistema quimico
por medio de altas energias generando reductores fuertes altamente activos como
electrones, radicales y especies excitadas. La sintesis de nano-particulas metalicas
por reduccion fotoquimica (fotdlisis) y la radioquimica, tienen la ventaja de producir
nano-particulas de alta pureza, ya que no se forman impurezas por el uso de
reductores quimicos, permiten la sintesis bajo condiciones de estado sélido y a bajas
temperaturas. La desventaja de este método es que su eficacia es sensible a las

caracteristicas del precursor (Zanella et al, 2012).

[.3.2.4. Irradiaciéon con microondas

La técnica de irradiacion con microondas produce nano-particulas con una muy
baja dispersion de tamafio, pero no un control preciso en la morfologia, las microondas
actian como campos eléctricos de alta frecuencia, capaces de calentar cualquier
material con cargas eléctricas. Los solventes polares se calientan y sus componentes
moleculares se ven obligados a girar con el campo y pierden energia en colisiones. Las

muestras conductoras y semiconductoras se calientan cuando los iones y los
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electrones contenidos en ellas forman una corriente eléctrica y la energia se pierde
debido a la resistencia eléctrica del material. Este es un método rapido, uniforme y
efectivo (Zanella et al, 2012). Diferentes nano-particulas se han logrado sintetizar bajo
este método: TiO,-Ag (Deliang et al, 2013), Ag- carboximetil quitosano (Ying et al,
2012), Fe,O5 (Poornima et al, 2013).

l.4. NANO-TOXICOLOGIA

La nano-toxicologia, parte fundamental de la nano-ciencia, se va a encargar de
estudiar y entender los determinantes fisicoquimicos, rutas de exposicion, bio-
distribucion, determinantes moleculares, genotoxicidad y aspectos de regulacion de
nano-particulas. Varios estudios han mostrado los efectos y mecanismo de accion de
compuestos quimicos de escalas micro y macrométrica sobre las células, pero poco
se sabe sobre la interaccién de los nano-materiales y las células y/o biomoléculas. La
evaluacion de la citotoxicidad es de crucial importancia debido a la demanda de
crecimiento de nano-particulas con el desarrollo de nuevas aplicaciones biolégicas.

El uso de los nano-materiales es algo nuevo y aunque se ha desarrollado
rapidamente se necesita un mayor conocimiento de la interaccion del nano-material y
las células ya que, directa o indirectamente el ser humano esta en contacto con ellos.
Los efectos hiolégicos estan atribuidos a las propiedades fisicoquimicas cémo: tamafio,
superficie, distribucion, composicion quimica, propiedades eléctricas, estructura de
superficie (reactividad de superficie, grupos, composicidbn organica o0 inorganica),
forma, agregacion y solubilidad. Se ha observado que nano-particulas de oxidos que
presentan mayor solubilidad en agua, por ejemplo ZnO, muestran una mayor toxicidad
en células de mamiferos comparadas con las que presentan una menor solubilidad
(Auffan et al, 2009).

Los estudios toxicol6gicos deben realizarse tanto con pruebas in vitro como in vivo
relacionando estos resultados con las propiedades fisicoquimicas de cada material, ya
que el mismo material a diferente tamafio nano-métrico y forma, tendra diferentes
respuestas. Es importante sefialar que tanto las propiedades como los efectos seran
totalmente diferentes al utilizar materiales macro-métricos que nano-métricos. Por ello
la importancia de estudios aislados de cada nano-particula y la relacion con los

resultados con diferentes pruebas toxicologicas.

22



1.4.1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

A pesar de los diversos estudios toxicolégicos de las NPs que se han realizado en
los ultimos afos, estos han arrojado resultados dificiles de interpretar y algunas veces
contradictorios. Para entender de una mejor manera su comportamiento toxicolégico,
es necesario realizar una correcta caracterizacion fisica y quimica. Las propiedades
fisicoquimicas Unicas de los NMs han sido atribuidas a su tamafio pequefio (area
superficial, distribucion de tamafio), composicion quimica (pureza, cristalizacion,
propiedades electrénica), estructura superficial (reactividad superficial, grupos de
superficie, recubrimientos organicos o inorganicos), solubilidad, forma y agregacion. En
realidad, las mismas propiedades que conducen a los avances en la nano-tecnologia,
también conduce a procesos bioldgicos Unicos, los cuales deben de ser ampliamente
estudiados (Nel 2006 et al; Lee et al, 2010).

La principal caracteristica de los NMs es su tamafio, por el cual pueden caer en
una zona de transicion entre atomos individuales o moléculas. La disminucion de
tamafio lleva a un aumento del area superficial con respecto al volumen (Wang et al,
2007) lo que determina el numero potencial de grupos reactivos en la superficie de la
particula; en una particula cuyo tamafio es de 30 nm, cerca del 10% de las moléculas
se encuentran en la superficie, mientras que una particula de 10 y 3 nm incrementa
20% y 50% respectivamente. El nimero de atomos o moléculas en la superficie de la
particula puede determinar la reactividad del material (Nel et al, 2006; Kreyling et al,
2006; Rejman et al, 2004). Debido a lo anterior, las nano-particulas de menor tamafio
pueden entrar facilmente a través de las membranas biolégicas modificando el
ambiente interno de la célula (Buzea et al, 2007). Barbara Rother y col (2006)
demostraron que TiO,-NP causan mayor inflamacion y toxicidad que particulas finas de
TiO,.

La alta area superficial y la disposicion de los atomos en la estructura determinan
la unién, absorcién y transporte de las NPs con otros compuestos en las células o
tejidos (Peralta, 2011), asi como un aumento en la actividad inflamatoria, pro-oxidante
y antioxidante. Monteiller y colaboradores (2007) mostraron que el area superficial es
un factor determinante en la produccién de efectos inflamatorios en células epiteliales
in vitro, aumentando el area de contacto entre estos y el ambiente biol6gico (Abe et al,
2009).
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La composicion quimica de la superficie, la estructura cristalina y las propiedades
de las NPs pueden definir las interacciones quimicas con los diferentes compuestos
celulares (Powers et al, 2006). El TiO, tiene tres fases cristalinas diferentes (anatasa,
rutilo y brookita) las cuales se ha demostrado que presentan diferente actividad foto-
catalitica, siendo la forma anatasa la fase que muestra una mayor actividad (Bengt et
al, 2010).

La aglomeracién, sedimentacion y difusién de las NPs, depende fuertemente de la
carga y superficie quimica de la NPs, siendo posible que cualquier cambio en pH o
fuerza idnica pueda causar una diferencia en la toxicidad del TiO,, lo cual explicaria
muchos resultados diferentes en diversas investigaciones acerca de la toxicidad de
NPs de TiO,, pero hasta ahora la agregacion de estas nano-particulas no se ha
considerado ampliamente (Baan et al, 2006).

Los grupos superficiales pueden hacer a la NP hidrofébica o hidrofilica, o
cataliticamente activa o pasiva. Estas propiedades de la superficie pueden llevar a la
toxicidad de diferentes maneras. Una de ellas es a través de la activacion fisica o
quimica: por la interaccién con los sitios activos (donando o aceptando electrones). Los
electrones aceptados pueden llevar a la formacion de radical superéxido (O;) al
reaccionar con el oxigeno (0O,), el cual puede, a través de la reacciéon de Fenton,
generar especies reactivas de oxigeno (ROS) (Ze, Yuguan, 2013).

Otra propiedad fisicoquimica importante es el potencial electrostatico entre la capa
estacionaria del fluido que rodea las NPs y el fluido en su entorno, el cual, ha
demostrado ser critico en la modulacion de los efectos citotoxicos de las nano-
particulas (Sayes et al, 2010). Mura y colaboradores (2011) propusieron que la
citotoxicidad de las NPs pudiera ser modulada controlando la interaccion electrostatica
entre las NPs y la célula blanco. Por otro lado la naturaleza de la capa superficial de los
NMs que se puedan encontrar en el organismo puede influenciar la captacién celular y
ser modificados por el ambiente biolégico a través de la absorciéon de proteinas y otras
biomoléculas (Monopoli et al, 2011). Por lo tanto, las propiedades fisicoquimicas
pueden modificar la entrada y salida celular, unién a proteinas, translocacion del sitio
de entrada al 6rgano blanco asi como la posibilidad de ocasionar dafo a las células y

tejidos.
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1.4.2. NANO-PARTICULAS DE DIOXIDO DE TITANIO (TiO,)

El Diéxido de titanio (TiO,) es un compuesto poco soluble, inerte, abundante y
gue ha sido considerado como un compuesto no téxico y ambientalmente benigno.
Debido a sus propiedades, como el alto indice de refracciéon y su actividad foto-
catalitica, ha sido ampliamente utilizado en la industria y en aplicaciones médicas
como antivirales (TiO, recubierto con placa de ceramica) (Zan L. et al, 2007),
tratamiento de células cancerigenas (nano-tubos de TiO;) (Kalbacoba et al, 2008),
regeneracion de tejido 6seo (hidroxipatita- TiO, NPs) (Kim et al, 2010), agentes de
proteccién solar en cosméticos (TiO, recubierto con mica de plaguetas) y como

agente antibacterial (complejo TiO,-Ag-quitosano) (Kim et al, 2004), entre otros.

1.4.2.1. FOTOCATALISIS DEL TiO,

Varias investigaciones se han enfocado en el uso y aplicaciones del TiO, debido
a que 1) puede absorber o dispersar la radiacion UV y 2) es un semiconductor foto-
catalitico activado bajo radiacion UV (Fujishima et al, 2000). Debido a esta ultima
caracteristica varias investigaciones se han enfocado a la foto-catalisis del TiO, para
la degradacién de la materia organica contaminante.

El proceso de foto-catalisis de TiO, (Figura 5) se da al incidir luz ultravioleta la
cual excita el TiO, generdndose pares electron hueco, los cuéles reaccionan con el
agua y el oxigeno produciendo radicales libres, hidroxilo (OH®) y superéxido (O,°). Los
radicales formados producen la oxidacion de los contaminantes presentes hasta
formar CO, (di6éxido de carbono) y H,O (agua). Algunos estudios realizados han
demostrado que una manera de modificar el ancho de banda prohibida de este
material es mediante el dopaje con metales de transicion. Como resultado del dopaje,
estos materiales muestran actividad foto-catalitica al ser radiados con luz visible, lo
gue puede dar lugar a la implementacion de procesos sustentables, ya que se puede
lograr la degradaciéon microbiana y de compuestos quimicos no biodegradables al

utilizar diéxido de titanio como catalizador y luz solar para activar la reaccion.
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Figura 5: Degradacion y Absorcion de TiO2-NPs tras la irradiacion de luz UV. Liu et al, 2013 “Toxic
effects of the interaction of titanium dioxide nanoparticles with chemicals or physical factors”

Los efectos adversos de los NMs de TiO, no han sido elucidados sin embargo,
diferentes estudios sugieren que la interaccion de TiO,-NP con otros factores fisicos o
quimicos puede resultar en el incremento de la toxicidad (Zhao et al, 2011), poniendo
en duda la baja toxicidad de este nano-material. Las nano-particulas de TiO, han
mostrado un mayor efecto adverso bajo luz UVA a una radiacién electromagnética de
315 a 400 nm (Lui et al, 2013). La foto-reactividad del TiO, es una propiedad
importante en su evaluacion toxicolégica, dénde la forma cristalina anatasa es
considerada como la mas foto-reactiva (Sanders et al, 2012). Sin embargo algunos
reportes han demostrado que una mezcla de anatasa/rutilo es mas foto-reactiva que
particulas de anatasa pura (Coleman et al, 2005). Se ha encontrado que la accién foto-
catalitica, los efectos biolégicos y la toxicidad del TiO, son dependientes uno de otro
(Auffan et al, 2009), por lo tanto las mismas propiedades que hacen al TiO, un agente
foto-catalitico pueden conducir a reacciones de foto-toxicidad en humanos. La
absorcion de radiacion UVA (340-400 nm), activa a los electrones de superficie de la
molécula de TiO, de la banda de conduccién, dejando un hueco a la banda de
valencia que toma electrones del agua o iones OH, generando radicales hidroxilo.
Estos radicales hidroxilo reducen al O, produciendo anion superéxido, el cual lleva a la
cascada de generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS). Por lo tanto, la

radiacién UVA puede inducir la produccién de ROS (Sanders et al, 2012).
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La absorcion y distribucion del TiO,-NP aun no es muy clara, pero existen varias
investigaciones referentes a la interaccion de este material y tejido alveolar; donde se
ha observado que la eliminacion de las particulas finas (<100 nm) de los pulmones es
mas rapida que particulas ultrafinas (<10 nm), incrementando asi el tiempo de
exposicion y el potencial riesgo para las células (Abe S, 2009). Asi tambien, los nano-
materiales pueden ser capaces de evadir la eliminacion a través de procesos de
fagocitosis (proceso de endocitosis a traves de la ingestidn celular de particulas) y
eliminacion por Reticulo Endoplasmico (Elder et al,2007), planteando asi la posibilidad
de la acumulacion del TiO, y su retencion en las células tras una larga exposicion y
baja concentracién de exposiciones ambientales (Sanders et |, 2012).

La determinacién de iones tras su lixiviacion (disolucién) de las nano-particulas
metalicas es un factor determinante para la toxicidad de los nano-materiales. La
disolucion es un proceso dinamico por el cual las particulas pasan a la fase de solucién
formando una mezcla homogénea. Durante la disolucion de iones, moléculas
constituyentes de la disolucién de sélidos migran desde la superficie de la solucién a
través de una capa de difusién entre la superficie de la particula y su medio. (Borm et
al, 2006). La fuerza impulsora para la disolucion depende de la solubilidad del metal
dentro de un entorno determinado, asi como el gradiente entre la superficie de la
particula y las propiedades fisicoquimicas de la solucion (Auffan et al, 2009), como
fuerza i6nica y pH, asi como las propiedades de la particula como los cambios
dependientes del tamafio de la curvatura de la superficie y la rugosidad de las
particulas pueden aumentar la disolucion (Borm et al, 2006). Debido a lo anterior, la
disolucion de los iones de NPs in vivo debe ser considerado como un factor importante
en la interpretacion de las respuestas bioldgicas a la exposicion a nano-particulas.

La foto-disociacibn se da a través de los huecos generados en la banda de
valencia tras la irradiacién de Luz UV al TiO,. Una vez generado este hueco, puede
producirse una reaccion de 6xido reduccion en la cual el metal que esta dopando al
TiO, dona el electron de la banda de valencia quedando con carga positiva (h®),
generandose la disociacion, pudiendo reaccionar con los radicales formados por los
electrones de la banda de conduccién o con moléculas del medio. Aihua Sun y
colaboradores (2005) observaron que la foto-disociacibn es dependiente de la

cristalinidad del compuesto semiconductor.
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1.4.2.2. VIAS DE EXPOSICION A TiO,- NPs

Tres principales rutas de entrada de NPs al organismo son a las que se les ha
dado una mayor importancia: inhalacién, ingestion y penetracion dérmica. Hoy en dia
dos nuevas rutas son estudiadas debido a la implementacion médica de nano-
materiales: inyeccion y liberacion de NPs a partir de implantes (Zhao et al, 2011). No
s6lo es de importancia el conocer los efectos en la salud humana, sino también
conocer los mecanismos involucrados en 1) la penetracion de las NPs en el organismo
a través de las peliculas tenso activas, el sistema mucaociliar, células fagociticas y las
estrechas uniones epiteliales 2) interacciones con los diferentes compartimentos
celulares 3) absorcion, 4) distribucion. 5) interacciones con los compuestos de la
sangre, 6) Interacciéon con las diferentes lineas celulares, 7) acumulacion y/o 8)

eliminacion de las nano-particulas (Barbara R., 2006)

1.4.2.3. VIA RESPIRATORIA

Diferentes estudios en el tracto respiratorio se han llevado a cabo para elucidar la
toxico-cinética de las nano-particulas ya que es una de las principales vias de
exposicion y medio de entrada de diferentes particulas al organismo. Los pulmones
contienen un extenso mecanismo de defensa y eliminacién como el sistema mucociliar
en las vias superiores y los macréfagos en las vias inferiores (Borm et al, 2006). Las
nano-particulas pueden entrar en contacto con el epitelio de las vias respiratorias y los
macrofagos producto del proceso de desplazamiento en los pulmones. No todas las
particulas que se encuentran en el sistema respiratorio son fagocitadas por los
macrofagos; muchas de las particulas son capaces de cruzar la barrera alvéolo-capilar
y pasar al sistema circulatorio (Barbara et al, 2006). Una vez en el organismo estas
particulas pudieran acumularse en diferentes areas del sistema respiratorio lo cual
dependera principalmente del tamafio, diametro y densidad. La inhalacion de nano-
particulas en las células del epitelio respiratorio puede conducir a un deterioro en el
aclaramiento pulmonar (acumulacion) y/o distribucion a diferentes érganos, respuesta
inflamatoria, produccién de especies reactivas de oxigeno, lesion y proliferacion
celular, fibrosis, induccion de mutaciones y por Ultimo cancer (Bjattacharya et al,
2009). Estos mecanismos se han observado en personas que trabajan en ambientes

con mucho polvo, como es el caso de los mineros aunque exposiciones a TiO, se da
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en su mayoria durante el embalaje, fresado, limpieza y mantenimiento en las
industrias. En tejido pulmonar TiO,-NP tiene un alta tasa de retencién debido a las
interacciones de Van der Waals (Pietropaoli et al, 2004). La IARC (International
Agency for Research on Cancer) ha clasificado al TiO,-NP como posible carcin6geno
humano (Grupo 2B) debido a la suficiente evidencia experimental (principalmente en
pulmones) en animales e inadecuada evidencia en humanos (IARC, 2006). A pesar de
esta clasificacién, Jiangxue y colaboradores (2007) observaron que TiO,-NP de 25y
80 nm no generaban cancer ni sintomas en ratones tras exposiciones agudas de una

dosis Unica de 5g/Kg de peso.

1.4.2.4. VIA ORAL

Una de las rutas potenciales del TiO,-NP es la ingestion oral debido a que es
utilizado como aditivo de alimentos, en pastas dentales, capsulas, etc. y la cantidad de
éste material no debe exceder del 1% del peso del alimento de acuerdo a la regulacion
federal del gobierno de los Estados Unidos. Jiangxue y colaboradores (2007)
mostraron en sus experimentos de biodistribucion del TiO,-NP, que este NMs es
retenido en los tejidos del higado, rifién, bazo, y pulmén, lo cual indica que las TiO,
NPs pueden ser transportadas a diferentes tejidos tras una exposicion gastrointestinal.
A pesar que estudios sobre la toxico-cinética del TiO, no es clara, el higado, rifiones,
bazo y pulmones son probablemente los mayores 6rganos blancos del TiO, mientras
gue en cerebro, plasma y células sanguineas no se han detectado niveles de TiO,. Sin
embargo en investigaciones recientes, se ha observado la presencia de estas nano-
particulas en cerebro en pruebas agudas con dosis repetidas de TiO, de 5 nm (Ma L,
2010).

El tracto gastrointestinal es una ruta importante debido al uso de materiales nano-
estructurados en agua, alimentos y farmacos, aunque en la actualidad existen muy
pocos estudios toxicolégicos referentes a ésta via comparados con la via inhalatoria y

exposicion dérmica.
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1.4.2.5. VIA DERMICA

La piel es el organo primario de defensa mas grande del cuerpo. Los foliculos
pilosos de la piel se encuentran rodeados por una densa red de capilares, los cuales
facilitan la entrada dérmica de farmacos, pero al mismo tiempo son una posible via de
entrada y almacenamiento de NPs. Esta ruta de exposicién es una de las principales
rutas de entrada de las NPs debido a la presencia de éstas en cosméticos y
bloqueadores solares. Un ejemplo de esto es el TiO, y ZnO, utilizados como
bloqueadores eficientes de la luz UV, vy liposomas los cuales son utilizados como
vehiculos en diferentes productos para el cuidado de la piel. El riesgo de estos NMs
gue estan en contacto con la piel, depende en gran manera de la habilidad de estos
para penetrar a través de las diferentes capas de la piel hasta llegar a la circulacion

sanguinea donde pueden ser distribuidas (Barbara et al, 2006).

1.4.3. PRUEBAS IN VITRO E IN VIVO

Debido al rapido crecimiento en la produccion de nano-materiales (NMs) es
necesario la implementacion de pruebas rapidas que remplacen o reduzcan la
experimentaciébn con animales las cuales son lentas, costosas y éticamente
controversiales y asi se pueda tener una mejora, rapidez y seguridad en el desarrollo y
comercializacién de los nano-productos (Xianglu Hana 2012). Los efectos biolégicos in
vivo son los mas caros y dificiles de obtener por experimentacion, por lo que la
combinacién de pruebas in vitro y la descripcion de las propiedades fisicoquimicas de
los materiales pueden ser utilizados para elucidar los modelos de actividad in vivo de
estos NMs (Lee et al, 2010). Una desventaja de las pruebas in vitro es que emplea
altas concentraciones en un periodo corto de tiempo, mientras que en estudios in vivo,
los animales son expuestos a bajas dosis por periodos mas prolongados de tiempo
(Xianglu, 2012).

Diferentes vias bioldgicas y mecanismos especificos pueden ser dilucidados en
condiciones controladas in vitro, los cuales, junto con los estudios in vivo revelarian un
enlace del mecanismo de la lesion con el resultado fisiopatolégico en el 6rgano diana
(Sumit et al, 2009). Es complicado encontrar criterios consistentes para correlacionar
resultados in vivo e in vitro, es decir es critico traducir las respuestas que se observan

in vitro con las que equivaldrian en dosis y respuesta en estudios in vivo. Las pruebas
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de citotoxicidad in vitro son pruebas de biocompatibilidad para una variedad de
materiales utilizados en el area biomédica. En general, los materiales que no presentan
toxicidad in vitro no seran toxicos en pruebas in vivo (Muzquiz, 2013). Se ha
encontrado en estudios in vitro que la alta area de superficie de las NPs puede producir
una adsorcion de los nutrientes esenciales en los medios de cultivos celulares
haciendo dificil su interpretacion toxicoldgica (Guo 2008). Sin embargo Xianglu y col
(2012) encontraron una correlacion dosis-respuesta en estudios simultaneos in vitro e
in vivo basandose en el area superficial de las NPs.

Las principales ventajas que se presentan al utilizar las pruebas in vitro son: 1)
revelan los efectos primarios hacia la célula blanco en ausencia de efectos secundarios
causados por la inflamacién, 2) identificacion de mecanismos primarios de toxicidad en
la ausencia de factores fisiolégicos y compensatorios que puedan confundir la
interpretacion de los estudios completos en animales; 3) eficiencia, rapidez y bajos

costos y 4) provee informacion para la mejora de estudios in vivo.

1.4.3.1. PRUEBA DE HEMOLISIS

Hasta ahora poco se conoce acerca de la interaccion de las nano-particulas y las
diferentes células del cuerpo. Su entrada y transporte es a través del torrente
sanguineo hacia otros 6rganos (Barbara et al, 2006) por lo que los eritrocitos,
principales componentes de la sangre, pueden entrar en contacto con las nano-
particulas. La sangre es considerada el fluido que conecta O6rganos y tejidos y
transporta sustancias que entran a nuestro organismo, por lo que la influencia de las
NPs en las células sanguineas puede proporcionar informacion relevante. Las
alteraciones de las células sanguineas se pueden apreciar con una deformacion,
aglutinacién o dafio membranal. La hemdlisis puede producir anemia, ictericia y otros
problemas. La prueba de hemdlisis in vitro es para evaluar la biocompatibilidad de las
NPs dependiendo de sus caracteristicas fisicoquimicas; tamafio, porosidad y superficie
en glébulos rojos, evaluada por la cantidad de hemoglobina liberada (Yu et al, 2011).
Los eritrocitos son células que no poseen receptores fagociticos en su superficie por lo
gue son ideales como un modelo celular no fagocitico y estudiar como las NPs
penetran a la membrana celular. Barbara Rothen y col (2006) encontraron que el
tamafio de la particula era el que influenciaba en la entrada de estas al eritrocito, no asi

la carga superficial o composicion del material. Otra de las propiedades de los
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eritrocitos (diametro 6-8 pm) es la habilidad de deformarse para atravesar los
microcapilares (2-3 um didmetro). Esta habilidad, dependiente de la flexibilidad de la
membrana, se ha visto disminuida al incrementar la concentracibn de materiales
mesoporosos de mayor tamafio lo que sugiere la adhesion de estos materiales a la
membrana celular de eritrocito. Los resultados mostrados por Yawata Yy col (2011)
sugiere que materiales mesoporosos de silice de menor tamafio, pueden ser
considerados para la distribucién de farmacos en el organismo a través de la
circulaciéon sanguinea (Zhao et al, 2011).

Asi también los eritrocitos tienen la capacidad de regenerar la vitamina C
reduciendo el 4cido dehidroascorbico (DHA) que se encuentra dentro de ellos y asi, el
ascorbato, ser distribuido a los tejidos a través del plasma sanguineo, dénde juega un
importante papel como antioxidante ya que directamente elimina compuestos oxidantes
(ROS) y protege y recicla la vitamina E en las lipoproteinas dentro de los eritrocitos.
(May, 1998).

La actividad hemolitica es un factor importante para evaluar la biocompatibilidad
de un material y la interaccion de las nano-particulas con la membrana celular de los
glébulos rojos ya que esta interaccién puede conducir al dafio celular asi como la
activacion plaquetaria, factores de coagulacién y formacién de trombos (Sushma et al,
2013; Shi J, 2012). Asi también la actividad hemolitica de las NPs es importante debido
a que al absorberse las NPs en el organismo, entran en contacto con los eritrocitos
(Shi J. et al, 2012) y son dirigidas a través del sistema circulatorio hacia los diferentes
organos para su posible eliminacion o acumulacién (Qiang Li et al, 2013). Los
eritrocitos tienen un tiempo de vida largo (120 dias) en el cual los eritrocitos atraviesan
todo el cuerpo. A pesar de que el tamafio nano-métrico de los NMs les brinda la
capacidad de minimizar su reconocimiento y eliminacion por el sistema reticulo
endotelial, obteniendo asi un mayor tiempo de circulacidn sanguinea (Shi J et al, 2012),
cambios estructurales de los eritrocitos debido a las NPs provoca el reconocimiento de
macroéfagos para su fagocitosis (Wen et al, 2012).

El tipo de unién de las nano-particulas con los eritrocitos, determina la vida media
de circulacion de las nano-particulas. Por ejemplo, Nano-particulas de poliestireno se
adhieren a los eritrocitos a partir de uniones electrostaticas e interacciones hidréfobas
en ausencia de proteinas plasmaticas (Wen et al, 2012). La hemdlisis producida por las
NPs estd estrechamente relacionado con sus propiedades fisicoquimicas como carga

de la superficie, tamafio y estructura mesoporosa sugiriéndose que el efecto hemolitico
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es debido a la generacién de ROS, desnaturalizacion de proteinas de membrana asi
como la afinidad de la membrana por las NPs debido a su carga electrostatica (Qiang
Lietal, 2013).

La prueba de hemodlisis es utilizada ampliamente debido a su facil aplicacion y la
relevancia de los resultados que arroja referentes a la citotoxicidad de un compuesto y
su reactividad de superficie. Los mecanismos por los cuales la actividad hemolitica es
prevenida en la sangre han sido atribuidos a diferentes factores como son:

1. Reacciones redox por metales de transicion los cuales como el hierro y el cobre
pueden ser unidos a las metaloproteinas correspondientes como la transferrina y la
albumina.

2. La presencia de Vitaminas A, C y E, cuya funcién es eliminar radicales libres,
puede proteger a la membrana celular del eritrocito y asi prevenir la hemdlisis (May et
al, 1998).

3. Los mecanismos de las enzimas antioxidantes (la catalasa, glutation reducido)
pueden reducir moléculas (materiales) que inducen estrés oxidativo el cual es causante
de rompimiento de la membrana celular (Stocker, 1986). Bronwyn y col (1990)
demostraron que la adicion de catalasa protege a las células del dafio celular y que los
iones metalicos estan involucrados en los procesos de hemdlisis al reaccionar con el
H,O; (Reaccion de Fenton)

4. Las proteinas, anticuerpos y complemento pueden opsonizar a las particulas
extrafias para su posterior fagocitosis. Por ejemplo, el ion Cobre (Cu*?) puede ser
guelado por la albumina disminuyendo su presencia en plasma y en consecuencia la
hemolisis producida por los agentes oxidantes producidos en la reaccion.

Uno de los principales mecanismos de dafio de las nano-particulas es la
producciéon de ROS en la membrana del eritrocito, el dafio oxidativo resulta en la
peroxidacion lipidica de la membrana lipidica para una posterior hemolisis
(Winterbourn, 1987). La Vitamina C es importante como antioxidante al reaccionar con
los radicales libres y asi preservar la vitamina E (alfa-tocoferol) en las lipoproteinas de
membrana, la cual la protege de la peroxidacién lipidica. Asi también, la Vit C unida a
lipoproteinas de baja densidad (LDL) lo protege de la oxidacion mediada por los
oxidantes liberados por los monocitos y leucocitos. Las LDL oxidadas son moléculas
que favorecen los procesos inflamatorios y atraen a los macrofagos que captan las LDL
oxidadas y se transforman en células espumosas (macrofagos unidas a células del

musculo liso) produciendo asi una placa ateroesclerdtica. Entonces el reciclaje de
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ascorbato por los eritrocitos protege a las lipoproteinas de plasma de un dafio oxidativo
protegiendo asi mismo al eritrocito del estrés oxidativo. (May, 1998). La actividad
hemolitica de un nano-material puede ser de valor predictivo en vista de un potencial
genotoéxico (Bronwyn et al, 1990).
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[I. ANTECEDENTES

Debido a la exposicion cada vez mas elevada a los nano-materiales, a la poca
informacién de los efectos adversos de éstos y al debate cientifico entre los pros y
contras de los nano-materiales, es de suma importancia analizar el potencial
toxicoldgico de los mismos en el organismo. Estudios recientes sugieren que los nano-
materiales pueden entrar facilmente al cuerpo atribuidos a sus propiedades
fisicoquimicas mencionadas con anterioridad (Shi-Qiang, 2008). Las NPs de TiO,
pueden ser absorbidas a través del tracto respiratorio, (inhalaciéon), tracto digestivo
(ingestién) y por la piel (penetracion) siendo llevados hasta érganos clave que se
encargan de la distribucion como: el rifion, nodulos linfaticos, higado y cerebro (Shi-
Qiang et al, 2008 ; Sumit et al, 2012). Estudios han demostrado que tras la exposicion
de TiO,- NPs por via nasal se pueden absorber hacia el cerebro causando lesiones
patolégicas en el hipocampo, cambios neuroquimicos, dafios en la corteza cerebral asi
como acumulacién en los niveles de los neurotransmisores por la presencia de las NPs
(William et al, 2012). Los nano-materiales tienen una mayor biodisponibilidad que
particulas mas grandes, asi como una mayor captacion dentro de células individuales,

tejidos y 6rganos (Hackenberg et al, 2010).

.1 EFECTOS ADVERSOS DE TiO,-NPs

[1.1.1. EXPOSICION DERMICA

La piel es el primer 6rgano de defensa y estd en contacto con muchos agentes
toxicos a través de topicos y otros tratamientos que contienen nano-particulas. La piel
ha sido el principal tejido de estudio respecto a la exposicion del TiO,, ya que es el
6rgano que tiene una mayor exposicion al TiO, (debido a sus aplicaciones) y a la
radiacion UV aumentando el riesgo de cancer (Sanders, 2014). Las particulas de TiO,
pueden atravesar los estratos de la piel desde la epidermis hasta la dermis ayudado
por los movimientos normales que facilitan esta penetracién (Sumit et al, 2012; Chen et
al, 2008). Oberroister y col (2005) demostraron la penetracién de varias NPs a via
linfatica y vascular. Ritesh y col (2011) encontraron tras la exposicion in vitro de TiO, —

NP en células de la epidermis de humano la internalizacion de éstas nano-particulas de
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30-100 nm en el citoplasma, vesiculas y nucleo a diferencia de particulas de 500 nm

las cuales no entraba a la célula.

11.1.2. EXPOSICION INHLATATORIA

El tracto respiratorio es el mayor portal de entrada de particulas extrafias. Tras la
exposicion por inhalacion del TiO,, su endocitosis puede ser mediada por la claritina,
caveolina y por macropinocitosis (células fagociticas y no fagociticas) (Li et al, 2010),
asi como macrofagos alveolares produciendo citotoxicidad (Sumit et al, 2012). Los
macrofagos transportan las NPs a través de la region alveolar a la laringe lentamente
eliminando solo una fraccién de las NPs depositadas en los pulmones (Borm et al,
2006). Kobayashi y col (2009) observaron en macrofagos alveolares TiO,-NPs dentro
de fagosomas localizados cerca de la mitocondria. Varios estudios de inhalacion de
TiO,-NPs han demostrado la distribucion de NPs a higado, pulmones, corazén,
rinones, bazo y cerebro (Berube et al, 2007; Li et al, 2010), en los cuales se ha
observado la producciéon de ROS, responsables en gran medida de los procesos
inflamatorios. Se ha reportado lesion pulmonar causada por la exposicion respiratoria a
oxidos metalicos. Ratas expuestas por inhalacion a NPs de TiO, (21 nm) 0.5 — 2.0
mg/m?® por 6 horas 5 dias a la semana por 13 semanas, mostraron efectos pro-
inflamatorios y a 10 mg/m® un incremento en el nimero de macréfagos, neutréfilos,
aumento en la deshidrogenasa lactina asi como fibrosis pulmonar (Handy et al, 2008).
Estudios en ratas demostraron una alta incidencia de tumores de pulmén tras la
inhalacion de altas concentraciones de nano-particulas de TiO, (15-40 nm) sin elucidar
su mecanismo de toxicidad (Becker et al, 2011).

Kobayashi y col (2009) demostraron que tras la instalacién intratraqueal de TiO,-
NPs de diferentes tamafios (4.6 nm, 23.4 nm y 154.2 nm), NPs mas pequefias (4.6 nm)
producen una mayor respuesta inflamatoria en tejido alveolar que NPs de mayor
tamafio debido a la diferencia en el area superficial. Tras un mes de la instalacion de

NPs, no se observo respuesta inflamatoria.

11.1.3. EXPOSICION ORAL

Las NPs pueden pasar al tracto gastrointestinal (TGI) por medio del tracto

respiratorio a través del area nasal, por alimentos, agua, cosméticos, drogas y
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dispositivos de administraciéon de farmacos. Algunas NPs pueden atravesar el TGl y
ser rapidamente eliminadas por las heces y orina, pero algunas pueden ser
acumuladas en el higado durante la primera fase del metabolismo. Wang y col (2007)
reportaron que tras una exposicion oral a altas dosis de TiO, (25 nm y 80 nm),
incrementaba la concentracibn de las enzimas alanino aminotransferasa (ALT),
aspartato aminotransferasa (AST) y lactato deshidrogenasa (LDH), asi como la
induccién de necrosis hepatica en ratones. Chen y col (2008) realizaron un estudio
comparativo entre la toxicidad de NPs de cobre y el material macro-métrico
encontrando mayor toxicidad de las NPs reportando dafio en higado, rifidn, y bazo. A
diferencia de los otros materiales nano-estructurados, se reporta que NPs de 6xido de
hierro pueden ser acumuladas en el higado y bazo temporalmente y progresivamente
se van disolviendo, el cuerpo va asimilando el hierro de forma natural. El hecho de que
estas nano-particulas sean magnéticas es una ventaja a la hora de determinar su

localizacién y cuantificacion en los distintos érganos (Levy et al, 2011).
11.1.4. ABSORCION DE TiO,- NPs

Tras su paso por el organismo, los NMs pueden encontrarse con diferentes
mecanismos de defensa que las pueden eliminar, secuestrar o disolver. Compuestos
como la albamina, lecitina, polietilen glicol, polisorbital 80 o residuos de péptidos,
pueden aumentar la entrada de las NPs dentro de la célula, mientras que el polietilen
glicol interfiere en la entrada de las NPs en el higado (Somasundaran et al, 2004).
Cuando los NMs son introducidos o absorbidos dentro del sistema circulatorio, la
interaccion con los componentes de la sangre puede conducir a hemdlisis y trombosis.
Barbara Rothen y col (2006) analizaron la interaccién de los eritrocitos con tres
diferentes particulas (metal, 6xido metdlico y material polimérico sintético sin y con
carga positiva y negativa), entre ellas TiO,, donde encontraron, a través de microscopia
de transmision electrénica (TEM), que la carga superficial y el material de las particulas
no influenciaron en la entrada al eritrocito concluyendo que los mecanismos de entrada
a estas células sanguineas son a través de canales transmembranales, difusién pasiva
o mecanismos de adhesion. Organos con alto flujo sanguineo, como higado vy rifiones,
pueden ser afectados por los NMs (Aillon et al, 2009). En el higado, modificaciones
metabdlicas debida a los nanomateriales, por ejemplo en el citocromo P450 , puede

resultar en hepatoxicidad por reacciones intermediarias (Lanone et al, 2006)
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1.2 PRINCIPALES MECANISMOS DE NANO-TOXICIDAD

Una vez en el organismo las NPs pueden interaccionar con diferentes compuestos,
moléculas y o elementos pudiendo ocasionar diferentes formas de dafio como:
desnaturalizacion de proteinas, dafio membranal, dafio al ADN, reacciones inmunes y
la formacion de granulomas, entre otras. Estas formas de dafio van a depender de sus
propiedades y caracteristicas fisicoquimicas a través de diferentes mecanismos
moleculares (Figura 6). Uno de los puntos mas importantes para estudiar los
mecanismos nhano-toxicolégicos es la biocompatibilidad, la cual puede estar dada
principalmente por 1) composicion del material, 2) tamafio pequefio y 3) forma. Para
conocer la respuesta del organismo ante las NPs también es necesario conocer la
dosis de NPs que entra al organismo, depdsito, dimensiones, durabilidad y defensa. La
dosis y el tiempo que las NPs se encuentren en un sitio especifico sera un
determinante potencial de su toxicidad.

La toxicidad puede estar mediada debido al contacto y/o interaccion con
componentes de las células produciendo: 1) activacion de canales i6nicos, 2) estrés
mecanico, 3) cambios en la morfologia celular, 4) desarrollo anormal de la célula, 5)
deformacién morfoldgica de componentes celulares, como el ndcleo, interrumpiendo
sus funciones normales indirectamente a través de la traducciébn de sefales y
directamente por el desplazamiento de genes en la matriz nuclear, 6) estrés mecanico
el cual lleva a la activacion de vias de sefalizacion induciendo la activacion de factores
de transcripcion (p ej. AP-1) y 7) interaccion con proteinas. Un ejemplo de este ultimo
punto son “las integrinas”, un grupo de proteinas ligadas directamente al nlcleo a
través del citoesqueleto influyendo directa e indirectamente en la expresion de genes y
movilidad de la célula (Anselme et al, 2010). Se ha observado que NPs se pueden unir
a estas proteinas principalmente en la aplicacion de biomateriales en el organismo
(Yap F et al, 2007). La superficie quimica de la NPs va a determinar la proteina unida a
las integrinas a la cual se unird, afectando asi la funcién del complejo integrina-proteina
(Slater et al, 2008). Las propiedades de los materiales nano-estructurados influyen en

la estructura, actividad y estabilidad de las proteinas conjugadas (Denis et al, 2002).
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Figura 6. Posibles mecanismos de interaccion de las NPs con los tejidos biolégicos. (Nel et al, 2006).
Estos mecanismos estan determinados por la composicion del material, estructura electrénica,
compuestos unidos en la superficie, revestimiento de la superficie y solubilidad.

I1.2.1. Formacién de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

Uno de los principales mecanismos moleculares de la nano-toxicidad in vivo es a
partir de la induccion del estrés oxidativo debido a la formacion de especies reactivas
de oxigeno (anion superoxido (Oy), radical hidroxil (OH") y el peréxido de hidrogeno
(H20,)) una vez que las defensas antioxidantes se a sobrepasado (Nel et al,2006). En
exceso estos radicales libres causan dafios a diferentes componentes biol6gicos tras la
oxidacion de lipidos, proteinas y ADN. El estrés oxidativo a su vez, juega un rol
importante en la activacibn de procesos inflamatorios a través de factores de
transcripcion, citocinas y activadores de proteinas implicados en la inflamacién
(Rahman et al, 2000).

El estrés oxidativo producido por las NPs dentro de las células esta correlacionado
con el area superficial y la cantidad de NPs que entren a la célula. Los radicales
producidos bajo el estrés oxidativo inducen a lesiones del ADN (Di Virgilio et al, 2010) y
dependiendo de la concentracion o de un periodo largo de exposicién a las NPs puede

inhibir la division celular. Paloméaki y colaboradores (2009) observaron la proliferacion y
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diferenciacién celular en osteoblastos tras la exposicién de TiO, por la activacion de
células presentadoras de antigenos, asi como el TNF-a las cuales son la primera linea
de defensa en el organismo. Se han observado AgNP y TiO, en vesiculas, nacleo y
citoplasma de la célula asi como la generacion de ROS ocasionando dafios en las
membranas celulares (Hackenberg et al, 2011; Di Virgilio et al, 2010), ADN e inhibicion
de la sintesis de ATP. (Palomaéki et al, 2009).

Una disminucién del estrés oxidativo esta asociada con la induccién de enzimas
antioxidantes. Los genes Nrf-2 y Nrf-2 activado son los genes que codifican para las
enzimas de fase Il una vez que la via y elementos de la respuesta antioxidante son

activados.

I1.2.2. Reaccion de Fenton

Los metales de transicion pueden promover la formacién de pro-oxidantes (ROS) a
partir de la reaccion de Fenton (M™ + H,O, - M™™ + OH® + OH’) que desestabiliza el
balance entre la habilidad del sistema biolégico de producir y desintoxicar las especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Curtis 2006). ROS incluye O,, OH°, H,0,, las cuales en
condiciones normales son constantemente generadas en las células vivas como
consecuencia del metabolismo aerobio. Los niveles intracelulares de ROS dependen
principalmente de enzimas antioxidantes, enzimas en mitocondria, y la disponibilidad
de oxigeno asi como en la integridad y funcionalidad de la mitocondria. Cuando la
célula es expuesta a situaciones de estrés celular, responde con la produccién anormal
de ROS resultando estrés oxidativo el cual es el desequilibrio entre moléculas con
poder oxidante derivadas del O, y los sistemas antioxidantes. Bajo condiciones
patolégicas, el incremento de ROS mitocondrial afecta al ADN mitocondrial,
produccion de ATP, vias de sefalizacion, proliferacion, diferenciaciéon y muerte celular

programada (Freyre et al, 2011).

[1.2.3. Activacion del Sistema Inmune

Respecto a la interaccion de las NPs con el sistema inmune, varios estudios han
demostrado que TiO,-NPs pueden acumularse en diferentes 6rganos generando una
respuesta inflamatoria promoviendo la expresion de citocinas durante la respuesta pro-

inflamatoria en ratas y ratones (Kermanizadeh et al, 2013; Palomaki et al, 2010; Liu
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Ran et al, 2009; Lui Kui et al, 2013). El sistema Reticuloendotelial, el cual esta
compuesto por células fagociticas en el higado, bazo y nddulos linfaticos, elimina o
secuestra a las particulas pudiendo cambiar su antigenicidad y la respuesta
autoinmune inicial. La interaccién de las NPs con las proteinas puede ocasionar
interferencia en la funcion de las enzimas acelerando su desnaturalizacion o
interaccionar en algun sitio especifico de la enzima. Al unirse la proteina con la NPs
(complejo NPs-proteina) las NPs pueden ser transportadas a través del cuerpo y tener
un mayor reconocimiento antigénico a través de las células dendriticas.

Los procesos inflamatorios son iniciados a partir de la activacion de la cascada de
sefalizacién pro-inflamatoria (p ej. MAPK y NF-kB), mientras que la muerte celular
programada puede resultar de la perturbacion mitocondrial y la liberacion de factores
pro-apoptoticos. Li y col (2010) sugieren que TiO,-NPs en su fase cristalina anatasa,
promueve la generacién de NO (6xido nitrico), el cual inhibe la actividad de las células

NK (Natural Killer), primera linea de defensa inmune en ratas.

11.2.4. Daio Mitocondrial

La interaccion de los nanomateriales con la mitocondria y el ndcleo celular estan
comenzando a tener sumo interes como las principales fuentes de toxicidad de las
NPs. (Unfried et al, 2007). Se ha sugerido que el TiO, interrumpe las funciones
mitocondriales a través de la formacién de radicales libres (Lagopati et al, 2010). La
perturbacion de la permeabilidad de la membrana mitocondrial, puede llevar a la
activacion de factores de muerte celular programada (apoptosis) (Nel et al, 2006).
Freyre y col (2011) observaron que tras 1 hora de exposicion a 40 mg NPs/m?
comerciales (<25 nm, 200-220m?/g), el TiO, induce disfuncién mitocondrial en tejido
pulmonar debido a un descenso de la tasa de control respiratorio y consumo de
oxigeno resultando en una diminucion en el potencial de membrana mitocondrial,
NADH y aumento de hasta el 50% en la generacién de ROS. La formacién de ROS es
debido a que TiO,-NPs induce un desacoplamiento entre la cadena de transporte de
electrones y la ATP sintasa, afectando asi los procesos de fosforilacion oxidativa y
consumo de ADP incrementando asi la glucdlisis anaerobia para compensar la
disminucion en la produccion de ATP. A pesar de que TiO,-NPs no estén localizadas
dentro de la mitocondria, estas NPs inducen muerte celular en las células epiteliales

bronquiales a través del incremento de los niveles de caspasa 9, iniciando la activacion
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intrinseca de apoptosis (Shi et al, 2010). La exposicion a TiO,-NPs también ha
mostrado la activacién de BAX, Citocromo C, y P53, los cuales estan involucrados en
la induccién de la apoptosis (Ralph et al, 2010). Li Na y col (2010) demostraron que
TiO,-NP se acumulan en el bazo e higado produciendo congestion, inhibicion de la

respuesta inmune y apoptosis a través de la alteraciéon de la via mitocondrial.

11.2.5. Citotoxicidad y Genotoxicidad de TiO,-NPs

Diferentes estudios han mostrado los efectos cito-téxicos y geno-tdxicos de las
nano-particulas de TiO,. Nano-particulas de TiO, de 20 nm causaron pérdida de la
actividad lisosomal y mitocondrial, asi como cito-toxicidad y geno-toxicidad a
concentraciones de 1 pg/ mL (Di Virgilo et al, 2010). Ritesh y col (2011) demostraron la
citotoxicidad de TiO, de 50 nm en células humanas de la epidermis debido a la
producciéon de radicales libres y formacion de microndcleos a partir de una
concentracion de 8 ug/mL. Hackenberg y col (2011) observaron genotoxicidad y
citotoxicidad en células mesoquemiales y CHO-K1 a una alta concentracion de TiO,-
NP. En contraste Hamzeh y col (2013) no encontraron dafio en el ADN en fibroblastos
de pulmén de hdmster a pesar de la induccién de apoptosis y necrosis por TiO,-NP.

Una interaccién directa entre TiO»-NPs y el ADN pudiera ser a través de uniones
covalentes, dafio a la estructura molecular y consecuentemente apoptosis 0 necrosis
celular. Li y col (2009) demostraron que TiO,-NPs de estructura cristalina anatasa,
puede causar alteraciones en la estructura del ADN a través de la inserciéon en los
pares de bases, union a los nucleétidos, escision y apoptosis en las células de higado
de rata. La interaccion fue a través del Ti y los pares de bases de ADN y la unién a
nucledtidos fue a través de la produccién del radical OH’ el cual puede reaccionar con
el DNA produciendo 8-hidroxi-guanosina, resultando en la escision del ADN.

En la siguiente tabla Net y colaboradores (2006) resumen algunos ejemplos que se
han corroborado experimentalmente, en donde se ha observado dafio a diferentes
6rganos tras su exposicion a TiO, NMs. Hasta la fecha las diferentes investigaciones
giran en las mismas lineas de investigacion debido a los muy variados resultados que

se han encontrado al utilizar nano-particulas con la misma composicion quimica.
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Tabla 1: Efectos in vivo de las Nano-particulas.

Efectos experimentales de
NMs

Posible Efecto/dafio Fisiolégico

Generacion de ROS

Estrés Oxidativo

Dafo membranal

Inflamacioén

Absorcibn por el sistema
Reticulo-Endotelial.
Desnaturalizacion 0]

degradacion de proteinas, absorcion
en nuacleo.

Absorcién al tejido neuronal.
Perturbacién de la fagocitosis.

Efectos en la coagulacion
sanguinea.
Generacion de neo-antigenos.
Alteracion en la regulacién del

ciclo celular

Dafio a la membrana, proteinas, ADN.
Estrés oxidativo
Enzimas de induccién de la fase I,
Inflamacion, dafio mitocondrial
Dafio de membrana mitocondrial interna,
mayor permeabilidad, pérdida de energia,
apoptosis, apo-necrosis, citotoxicidad
Infiltracion celular, fibrosis, granulomas,
aterogénesis.
Disfuncion y alongamiento de 6rganos,
Almacenamiento de NPs en higado, bazo y
nédulos linfaticos,
Aumento de la actividad enzimatica, dafio
ADN, auto-antigenicidad, aglutinacién de
nucleoproteinas.
Dafio al cerebro y nervios periféricos.
Inflamacioén crénica, fibrosis, granulomas,
disminucién de inmunidad innata
Aterogenesis, trombosis, infarto al
miocardio.
Autoinmunidad, efectos adyuvantes
Proliferacion o detencion del ciclo celular,

mutagénesis, metaplasia, carcinogénesis

[1.2.6. Lixiviacion de lones en Solucion

Se ha observado que iones de plata (Ag®) liberados de las matrices de NMs dafian
la membrana celular debido a atracciones electrostaticas y a la formacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) pudiendo producir la muerte celular. EI grado de hemdlisis
de NMs que contienen Ag, esta determinado por la concentracion de ésta en el nano-

material y su grado de ionizacién (Sushma, 2013). Christiane Beer y col. (2012)
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demostraron que en soluciones de AgNP una parte de Ag® es libreado siendo mas
toxica cuando la fraccion inicial de Ag* es mas alta. Kim y col (2010) sugieren que la
toxicidad de las AgNPs se relaciona principalmente con el estrés oxidativo producido
por Ag. En la preparacion de las NPs, la sonicacion, que generalmente se emplea para
romper los agregados, pudiera ser un factor para la disociacién de iones metalicos en

solucién (Handy et al, 2008).

1.3. COMPLEJIDAD DE LA EVALUACION TOXICOLOGICA DE
LAS NPs

Una mayor comprension de los mecanismos que dictan el comportamiento y el
destino (biodistribucién) de las nano-particulas tras exposicion y entrada al organismo
es fundamental no sélo para su desarrollo (para diferentes aplicaciones) sino también
para la prediccién de las potenciales respuestas toxicoldgicas a estos nano-materiales.
En la actualidad, existen muy pocas investigaciones gque relacionen las propiedades
fisico-quimicas con el efecto toxicologico de los mismos. Alrededor de 4000
investigaciones referentes a toxicidad de nano-materiales se han realizado hasta la
fecha (Magdolenova et al, 2014), obteniendo resultados contradictorios respecto a la
toxicidad de estos. Lo anterior debido a que la mayoria de las investigaciones no
relacionan las propiedades fisicoquimicas de los nano-materiales y su efecto biolégico.

La complejidad de la evaluacion toxicologica de los nano-materiales esta reflejada
en la inconsistencia de las investigaciones debido a: 1) la toxicidad de las NPs
depende de sus propiedades fisicoquimicas, las cuales no son contempladas en la
mayoria de las investigaciones, 2) los modelos in vivo (cruciales en la evaluacion
toxicoldgica), son diferentes en cada investigacion (especies diferentes) y ningun
modelo puede predecir con exactitud la toxicidad humana, 3) se utilizan diferentes
lineas celulares e incluso utilizando las mismas lineas celulares los resultados son
inconsistentes y 4) las condiciones experimentales varian en cada laboratorio (Zhan y
col, 2012). En la Tabla 2 se resumen algunos resultados producto de evaluaciones
toxicolégicas tanto in vitro como in vivo, donde se puede observar las diferentes
variables utilizadas para los experimentos desde concentracion, modelo biolégico,

sexo, linea celular, via de exposicion, entre otras.
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Tabla 2: Estudios In vivo e in vitro de la toxicidad de TiO,-NP

IN VIVO
_ Propiedades Modo de _
Referencia . o o Dosis Resultado
Fisicoquimicas Exposicion
Ma Linglan | TiO, Intraperitoneal 0, 10, 50, | A altas dosis:
et al, 2009 Anatasa Ratones 100, 150 | 1 peso,
Cristalina (hembra) mg/kg T Nivel de  enzimas
5nm todos los | hepaticas 1 metabolismo de
HIGADO dias x 14 | lipidos.
dias Histologia  del higado:
vasodilatacion, basofilia,
isquemia focal y congestién
en la VP (100-150 mg/kg)
1 IL-1, IL-4, IL-6 IL-10, NK,
TNF-a
Xu Jiaying | TiO, Intravenosa 0, 140, | | Peso
etal, 2013 | 42.3 nm Ratones 300, 645, | P. hepatico: Normal
(hembras/macho | 1387 | [Bilirrubinas]
) mg/kg 1T WBC 645 mg/kg
14 dias Histologia de higado:
HIGADO Células de inflamacion,
vacuolizacion, degeneracion
hidrépica alrededor de VP.
Chenetal, | TiO, Intraperitoneal 0, 324, | | Peso
2009 80-110 nm Ratones 648, 972, | P. Hepatico: 1 24 hras 1 48
Anatasa (hembras/macho | 1296, horas
Cristalina ) 1944, 2592 | Acumulacibn en vaso e
mg/kg higado principalmente.
HIGADO 24, 48 | Histologia higado:
horas, 7 y | Fibrosis alrededor VP,
14 dias degeneracion hidrépica,
degeneracion grasa,
cuerpos  apoptoticos vy
células de inflamacion.
Cui et al, TiO, Intragéstrico 5, 10, 50 | 5 mg/kg No # Control
2010 7 nm Ratones mg/kg ICR: 10 y 50 mg/kg: cuerpos
Anatasa (hembra) apoptoticos, condensacion
de la cromatina.
HIGADO ROS: 1 1.3 veces
Expresion de genes: | SOD,
CAT, GSH, MT, HSP-70, P-
53 1 Cit P450 12
Intragastrico
Yanmei TiO, Ratones 0, 62.5, | | Peso
Duan et al, | 5nm (hembra) 125, 250 | Histologia del Higado:
2010 Anatasa mg/kg Congestién de los
HIGADO c/2 dias x | sinusoides, pérdida de la
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30 dias.

arquitectura.

P. Hepético. 1 enzimas
hepaticas, | Bilirrubinas y R
AIG

1 TG
| WBC, RBC, HGB
1 PLT, MVP
1 IL-2
1 NO
Jiangxue TiO, Intragéstrica 5 g/kg
Wang et al, | 25, 80 y 155 | Ratones 14 dias Peso: No #
2007 nm Hembras/ ALT/AST: 1 25 nm
machos LDH: 1 25 nm, 80 nm
Histologia del higado: 80 nm
HIGADO Degeneracion hidrépica
alrededor de VP, necrosis
irregular
Li Na et al, | TiO, Intraperitoneal 5, 10, 50,
2009 Anatasa Hembras/ 100, 150 | 1 Peso; 50, 100 y 150 mg/kg
5nm machos mg/kg [Ti] en ADN Higado: 1 [Ti]
c/dia x14 | conforme 1 [TiO,]
HIGADO dias Espectro 250 nm 1 [TiO,] |
Abs.
Escision ADN 150 mg/kg
Jiangxue Nanotubos Intraarticular 0.2, 2.0, | P. Hepético: 1 a 2.0 y 20
TiO, Ratones 20.0 mg/kg | mg/kg
Anatasa Machos 7 dias Histologia del Higado:
45 nm x 13 nm Vacuolas y células de
DLS:183.7- HIGADO inflamacion alrededor de
282.0 VC, dilatacion de
sinusoides.
Ma Linglan | TiO, Intraperitoneal 0, 10, 50, | A altas dosis: 100-150
et al, 2009 Estructura: Ratones 100, 150 | mg/Kg
Anatasa- (hembra) mg/kg 1 NO
Cristalina todos los | | GLU
5 nm CEREBRO dias x 14 | | Actividad de SOD, CAT,
dias APX, GSH
1 ROS, MDA
Histologia: células
inflamatorias, escision de
neuronas.
Cho Wan- | TiO, Intrabroncoalveo | 150 cm*/rat | Sin respuesta inflamatoria
Seob et al, | Anatasa lar Sin lesién pulmonar
2010 30-40 nm Ratones
Area
Superficial: PULMON
27.5 m*g
DLS: 119.1
Potencial zeta:
28.5 mV
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Grassian et | TiO, Agua nebulizada | 4 1 Respuesta Inflamatoria
al, 2007 <25 nm Ratones hrs/dia/10 | | IL-6, IL-10
Area dias 1 Proteinas, LDH
superficial 210 | PULMON
m°/g
7 dias
Kobayashi, | TiO, Intratraqueal 5 mg/kg Infiltracion macrofagos.
Kobayashi | Anatasa Hipertrofia de tejido alveolar
etal, 2009 | 4.9, DLS: 19.0 | PULMON Células de inflamacion
area 28 dias
superficial: 316 Macroéfagos.
TiO, 7 dias
Anatasa Infiltracion macréfagos.
23.4, Células de inflamacion
DLS: 28.4 28 dias
area Macroéfagos.
superficial: 66
TiO, 7 dias
Anatasa Infiltracién macréfagos.
154.2, Células de inflamacién
DLS: 176.3 28 dias
area Macro6fagos.
superficial: 10
Li Na et al, | TiO,
2010 Anatasa Intraperitoneal 5, 50, 150 | A altas dosis: 50-150
7 nm Ratones mg/kg 1 Peso Bazo
Area (hembra) c/dia/a5 Acumulacién de Ti
superficial dias Apoptosis
173.2 m*lg BAZO Condensacion de a
cromatina, vacuolizacion
necrosis celular,
1 ROS
1 Caspasa 3, Caspasa 9,
Bax, Citocromo ¢
| Bel-2
IN VITRO
Referencia Pr_opled,ad_es MOdO. Q? Dosis Resultado
Fisicoquimicas Exposicion
Saquib TiO, Cultivo celular 0,0.625, TEM: vesiculas en
Quaiser et | Estructura: Células 1.25, 2.5, | citoplasma con NPs
al, Rutilo-Cristalina amniodticas de 5.0, 10 MTT: | 24.5%
2012 30.6 nm humanos pg/mL NRU: | 42.5%
Eg=4.0 24 horas | ROS: 1 1.87 veces
DLS= 152 nm Catalasa: | 46.3%
GSH: |34.6%
Prueba cometa (+) 10 y 20
pg/mL
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Di Virgilio | TiO, Células de 0.5, 10, 25, | NRU: | 40%
etal, 2010 | 20nm ovario de 50, 100 MTT: | 35%
Area superficial: | Hamster (CHO- pg/mL CBMN: 1 Formacion de
142 m°/g k1) 24 horas | Micronucleos.
TEM: Fagocitosis de TiO,-
NPs dentro de vesiculas
intracelulares
Ritesh K. | TiO, Células 0.008, TEM: Presencia de TiO,-NP
Shukla et | Anatasa humanas de la 0.08, 0.8, | ennucleo y citoplasma.
al, 2011 50nm epidermis 8, 80 Viabilidad celular: | 25%
Agua: DLS - pg/mL Microndcleos: 1 1.78 veces
124.9, Potencial 48 horas | ROS: 1 79%
Zeta: -17.6 GSH: |
Medio de Hidroxiperéxido: 1
cultivo: DLS: -
171.4 mV
Potencial zeta -
11.5 mv
Hackenber | TiO, Células 0, 10, 25, | TEM. Localizacion en
g Stephan | Anatasa epiteliales 50, 100 citoplasma y nucleo.
etal, 2010 | 15—-30 nm nasales pg/mL Viabilidad: 95-76%
Forma esférica humanas. 24 horas | Si efectos genotoxicos.
DLS: 285 nm
Mahsa TiO, Células de MTT: 50%
Hamzeh et | Anatasa 100% Fibroblastos de Apoptosis: 20.6
al, 2013 5.9nm pulmén
Area sup. 280.9 Hamster
DLS 460
Potencial zeta: - PULMON

12

TiO,

Anatasa 83%
Rutilo 17%

34.1 nm

Area sup. 48.9
DLS 400
Potencial zeta: -
12

TiO,

Amorfo

169 nm

Area sup. 9.8
DLS 365
Potencial zeta: -
13

MTT: 50%
Apoptosis: 30.6

MTT: 60%
Apoptosis: 12.3

48




I1l. JUSTIFICACION

Una de las prioridades para el ser humano en la actualidad son los avances
tecnoldgicos los cuales facilitan cada vez mas la vida del hombre en sus necesidades
primarias proporcionando una mejor calidad de vida. La nanotecnologia forma parte de
este mundo novedoso el cual pretende mejorar los materiales disminuyendo costos y
aumentando eficiencia, dos términos claves para la industria de la tecnologia. En los
ultimos 20 afios los avances en la nano-tecnologia han aumentado en funcién de las
nuevas necesidades del ser humano. Debido a que las propiedades fisicoquimicas de
los nano-materiales se ven mejoradas, se han utilizado en varios campos. En este
contexto se ha visto resultados favorables en diferentes areas de la industria y el
conocimiento cientifico, por lo cual la sintesis y produccién descontrolada de estos
nano-materiales ha venido en aumento, provocando el incremento de estas nano-
particulas en el medio ambiente.

Por lo anterior, en los Ultimos afos se ha visto un aumento en el interés de la
comunidad cientifica respecto a los efectos adversos que esta nueva tecnologia puede
atraer al medio ambiente y por consiguiente al ser humano, ya que estamos en
contacto directo con esta nueva nano-tecnologia con diferentes productos que
consumimos a diario, asi como indirectamente debido a nano-particulas producto de la
contaminacién y aquellas que se generan naturalmente por procesos geoldgicos. Este
interés ha llevado a demostrar que nano-particulas que actualmente se encuentran en
el mercado pueden producir efectos téxicos en diferentes lineas celulares llegando
incluso a la muerte celular, geno-toxicidad y mutaciones (Hackenberg et al, 2010;
Ritesh et al, 2011; Hamzeh et al, 2013). El incremento en la evaluacién del riesgo del
TiO, es debido a su aumento en la exposicibn ambiental y ocupacional siendo
estimada una producciéon anual de este nano-material entre 5000 y 6400 toneladas
(Muller et al, 2008).

Dentro de nuestro grupo de investigacion, se ha logrado implementar rutas
quimicas para la produccion de diversos nano-materiales con aplicaciones medio
ambientales. El laboratorio sigue los principios de la quimica verde por lo que busca la
sintesis de compuestos amigables con el ambiente como es el caso del TiO,, el cual es
uno de los nano-materiales ampliamente utilizado por sus caracteristicas
semiconductoras y foto-cataliticas ademas de ser considerado ambientalmente

benigno. La finalidad del dopaje del TiO, con diferentes metales de transicién es la
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modificacién del espectro de absorcion del TiO, a luz visible (Mohammad et al, 2013),
aprovechando también las propiedades de los metales para sus diferentes
aplicaciones. La plata posee alta conductividad térmica y eléctrica, es un metal
moderadamente suave de color blanco y refleja el 95% de la luz que incide sobre ella,
no se oxida facilmente; su principal aplicaciébn es como agente bactericida. El hierro,
por su parte, es uno de los elementos mas abundantes en la naturaleza, es un buen
agente reductor (pudiéndose oxidar hasta el estado Fe', Fe™, Fe*®), maleable y
presenta propiedades magnéticas.

Antes de aplicar los materiales a campo, es necesario evaluar la toxicidad de los
mismos. A pesar de las numerosas aplicaciones que hoy en dia se da a los nano-
materiales, todavia, existen muy pocas investigaciones, referentes a estudios de
toxicidad de los mismos (Magdolenova et al, 2014), por lo cual es indispensable hacer
analisis toxicologicos a los nano-materiales producidos generando asi beneficios sin
riesgo. Las propiedades fisicas y quimicas Unicas que hacen a los nano-materiales tan
Utiles en el mercado también hacen sus interacciones con los sistemas biolégicos
dificiles de anticipar y de importancia critica para explorar. Por lo anterior, una mejor
comprension de la correlacion entre las propiedades fisico-quimicas y toxicidad

facilitara la evaluacién de los riesgos de los nano-materiales.
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IV.HIPOTESIS

El diéxido de titanio (TiO,) es un material semiconductor que ha sido ampliamente
utilizado debido a sus excelentes propiedades Redox y baja o nula toxicidad. El
espectro de absorcién de este material cae dentro de la regién UV, por lo cual, el
dopaje del mismo con iones metalicos (TiO,-M") da lugar a la creacién de materiales
activos a la luz visible. Los materiales dopados de TiO, presentan baja toxicidad
asociada a su tamafio (nano-métrico), o bien, al desprendimiento de iones metalicos en

solucion.

V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la toxicidad de metales y 6xidos metalicos nano-estructurados in vitro e in

vivo empleando pruebas bioquimicas, inmunoldgicas e histoldgicas.

VI.OBJETIVO ESPECIFICOS

o Evaluar la toxicidad los 6xidos metdlicos (TiO,, TiO, Sigma-Aldrich,
TiO,-Ag, TiO,-Fe*®) nano-estructurados en células rojas humanas.

3 Evaluar la influencia del metal Ag vy ion metdlico Fe*® en el caracter
téxico de TiO,-Ag y TiO,-Fe*

o Evaluar la toxicidad de TiO, Sigma-Aldrich, TiO,-Ag, TiO,-Fe™, nano-
estructurados en ratas Wistar empleando pruebas bioquimicas, inmunoldgicas e

histolégicas.
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VIl. METODOLOGIA

VI.1.  SINTESIS DE NANO-PARTICULAS

Consideraciones generales. Los reactivos empleados en el trabajo experimental

son de la mas alta pureza y fueron utilizados como recibidos.

VIIL1.1. SINTESIS DE DIOXIDO DE TITANIO (TiO,)

1. Preparar una solucion A con 20 mL de &acido acético afiadiendo
lentamente 10 mL de tetraisopropoxido de titanio.

2. Preparar una soluciéon B con 30 mL de agua desionizada y 0.9 g
de goma ardbica.

3. Calentar Solucion B a 60°C por 30 minutos. Enfriar.

4. Agregar gota a gota solucion B a la soluciébn A con agitacion

constante hasta la formacion de un gel.

5. La mezcla se deja calentando hasta la formacién de polvos.
6 Homogenizar y calcinar a 350 °C por 3 hrs.

7 Lavar con H,O-Etanol 2:1.

8. Centrifugar y decantar. Repetir 3 veces.

9 Secar los nano-polvos en la parrilla.

VIIL1.2. SINTESIS DE DIOXIDO DE TITANIO DOPADO CON
Fe™® (TiO,-Fe*®)

1. Preparar una solucién A con 10 mL de &cido acético glacial,
0.071 g (Fe* 1%); 0.213 g (Fe*® 3%) 6 0.355 g (Fe™ 3%) de Fe (NO3);
*9H,0

2. Agitar hasta diluir completamente.

3. Agregar lentamente 5 mL de isopropéxido de titanio (IV)

4. Preparar una solucién B con 15 mL de agua desionzada y 0.45 g
de goma ardbica.

5. Calentar a 60°C por 30 minutos.

6. Dejar enfriar.

7. Agregar lentamente la solucién B a la solucion A
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8. Agitar hasta la homogenizacién de la mezcla.
La mezcla se deja calentando hasta la formacion de polvos.
10. Homogenizar y calcinar a 350 °C por 3 hrs.
11. Lavar con H,O-Etanol 2:1.
12. Centrifugar y decantar. Repetir 3 veces.

13. Secar los nano-polvos en la parrilla.

VI.1.3.  SINTESIS DE DIOXIDO DE TITANIO DOPADO CON
PLATA (TiO,-Ag)

TiO,-Ag 1% Y TiO,-Ag 5%

1. Preparar una soluciéon A con 20 mL de &cido acético glacial,
0.029 g (Ag 1%); 0.145 g (Ag 5%); de AgNO;
2. Agitar hasta diluir completamente.

31 Agregar lentamente 10 mL de isopropéxido de titanio (IV)
4. Preparar una solucién B con 30 mL de agua desionzada, 0.9 g

de goma arabica y 0.206 g de citrato de sodio.

5. Calentar a 60°C por 30 minutos.

6. Dejar enfriar.

74 Agregar lentamente la solucién B a la solucion A

8. Agitar hasta la homogenizacion de la mezcla.

9. La mezcla se deja calentando hasta la formacién de polvos.

10. Homogenizar y calcinar a 350 °C por 3 hrs.
11. Lavar con H,O-Etanol 2:1.
12. Centrifugar y decantar. Repetir 3 veces.

13. Secar los nano-polvos en la parrilla.

TiO,-Ag 3%
1. Preparar una solucién A con 30 mL de &cido acético glacial,
0.1305 g (Ag 3%)nde AgNO;
2. Agitar hasta diluir completamente.
3. Agregar lentamente 15 mL de isopropéxido de titanio (V)
4. Preparar una soluciéon B con 45 mL de agua desionizada, 1.35 g

de goma arabica y 0.9033 g de citrato de sodio.
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5 Calentar a 60°C por 30 minutos.

6 Dejar enfriar.

7. Agregar lentamente la solucién B a la solucion A

8 Agitar hasta la homogenizacion de la mezcla.

9 La mezcla se deja calentando hasta la formacién de polvos.
10. Homogenizar y calcinar a 350 °C por 3 hrs.

11. Lavar con H,O-Etanol 2:1.

12. Centrifugar y decantar. Repetir 3 veces.

13.  Secar los nano-polvos en la parrilla.

VII.2. CARACTERIZACION

La caracterizacion de los compuestos sintetizados se llevd a cabo por medio de
microscopia electronica de barrido (SEM), Difraccién de electrones, espectrofotometria

de energia dispersiva (EDX) y Zetametro.

VII.3. PRUEBA IN VITRO:

EVALUACION DE LA TOXICIDAD DE NANO-PARTICULAS DE
TiO,, TiO, Sigma-Aldrich TiO,-Ag 0.5%, TiO,-Ag 1.5%, TiO,-Ag 2.5%,
TiO,-Fe*® 1%, TiO,-Fe*® 3%, TiO,-Fe™ 5% EN GLOBULOS ROJOS
HUMANOS

VII.3.1. PRUEBA DE HEMOLISIS

Las muestras deben de ser procesadas una vez tomada la muestra para evitar
dafios celulares que pueden ser observados conforme aumenta el almacenamiento de
la muestra. Estos cambios pueden ser: aumento en los niveles de potasio, lactato y
hemoglobina libre, deplecién de los niveles de ATP, cambios en la morfologia celular,
liberacion de lipidos de la membrana y lesion oxidativa (Doctor y Spinella, 2012). La
figura 7 muestra las diferentes variables evaluadas en la prueba in vitro utilizando

diferentes condiciones de luz, muestra y temperatura
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. Muestra
« Luz Visible (Luz) * 24°C

- Obscuridad (Obs) . Sgngrg Completa (SC) . 37°C
« Eritrocitos lavados (RBC)
Luz Temperatura

Figura 7: Variables utilizadas in vitro:

1. Analizar cada material segun el siguiente diagrama:

Luz
o
37°C Obs
SC
Luz
24°
= Obs
NPs
Luz
37°C
Obs
RBC
Luz
24 °C
Obs

Figura 8: Evaluacion de la toxicidad de NPs in vitro en células rojas humanas

2. Realizar por triplicado cada una de las variables (8) en condiciones de luz y
obscuridad a condiciones de 24°C por 24 horas y a 37°C por 12 hrs.
3. Muestra de sangre: Tomar 10 mL de muestra sanguinea con heparina:
a. Sangre Completa: Se refiere al contenido de la sangre: paquete globular
y plasma sanguineo. Verificar que la muestra no este hemolizada
b. RBC 1:3: Centrifugar muestra a 4000 rmp por 5 min. Retirar el plasma y
lavar 3 veces el paquete globular con Solucién Salina Fisiologica (SSF).
Diluir 1:3 con SSF.
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4. Realizar curva “dosis-respuesta” de los nano-materiales (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5,
0.6,0.7,0.8,0.9y 1.0 mg/mL) en una dilucién final de muestra 1:100.
Una vez transcurrido el tiempo, centrifugar por 5 min a 4000 rpm

Observar si ocurre hemdlisis de células rojas.

VII.3.2. ACTIVIDAD HEMOLITICA

1. Leer a 540 nm frente a un blanco (control negativo).
2. Obtener el porcentaje de actividad hemolitica por la siguiente
formula:

Abs Muestra

AbsControl Positivo 00

VII.3.3. CONCENTRACION DE IONES EN SOLUCION

1. Separar el sobrenadante a un tubo limpio (previamente lavado
con HNO; 10% y H,O destilada)

2. Filtrar la muestra

3. Llevar a pH 2.0 con HNO; al 30%. Si es necesario centrifugar y
filtrar nuevamente la muestra para evitar tener materia organica
0 nano-particulas en solucion.
Leer por espectrofotometria de absorcién atbmica las muestras.
En el caso de la determinacion de iones hierro, es necesario leer

los controles positivos y negativos.

Control lones en solucion (SSF+NPs): Se lleva a cabo la lectura de las nano-

particulas en SSF en las mismas condiciones, determinando la concentracién de iones

que se esta liberando del material.

VII.3.4. INTERACCION DE LAS CELULAS ROJAS CON
TiO,-Ag por SEM
1. Incubar la muestra de eritrocitos lavados (ver punto 3.1 paso 3-

b) por una hora con TiO,-Ag (0.5%, 1.5% y 2.5%) a una

concentracion de 1.0 mg/mL en condiciones de luz.
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2. Tomar 10 pL de la muestra anterior y colocarlos en 1 mL de
glutaraldehido al 2%
Incubar por 30 min
Lavar tres veces con acetona.
Leer por SEM

Vil.4. PRUEBA IN VIVO:

EVALUACION DE LA TOXICIDAD DE NANO-PARTICULAS DE
TiO,, TiO,-Ag, TiO,-Fe*® EN RATAS WISTAR

Vil.4.1. PRUEBA AGUDA.

1. Realizar el estudio en ratas Wistar machos de 200-250 g de peso.
2. Dividir los animales en cuatro grupos (N=10/grupo):
i. Testigos (recibiran el vehiculo del TiO,)
ii. Tratados-TiO, (5 mg/Kg, i.v., nano-polvo de Sigma-Aldrich)
iii. Tratados-TiO,-Ag 1.5% (5 mg/Kg, i.v.)
iv. Tratados-TiO,-Fe*® 3% (5 mg/Kg, i.v.).
3. Obtener muestras de sangre de la arteria caudal a los 1, 7 y 14
dias para su andlisis.
4. Bajo condiciones de anestesia, obtener el higado de los animales
para analizar el posible dafio estructural por microscopia 6ptica

(tincién con hematoxilina & eosina).

VIl.4.2. PRUEBA SUB-AGUDA.

1. Realizar el estudio en ratas Wistar machos de 250-300 g de peso.
2. Dividir los animales en tres grupos (N=10/grupo):
i. Testigos (recibiran el vehiculo del TiO5)
il. Tratados-TiO, (5 mg/Kg, i.v., nano-polvo de Sigma-Aldrich)
ii. (Tratados-TiO,-Fe* 3% (5 mg/Kg, i.v.).
3. Administrar dosis de NPs (5 mg/kg i.v.) cada 7 dias hasta finalizar el
tratamiento.

4. Obtener muestras de sangre de la arteria caudal a los 29, y 56 dias
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5. Bajo condiciones de anestesia, obtener el higado de los animales
para analizar el posible dafio estructural por microscopia Optica

(tincién con hematoxilina & eosina) a los 56 dias

VIl.4.3. PRUEBAS BIOQUIMICAS DE HiGADO.

Respecto a las pruebas bioquimicas en suero, se realiz6 un perfil hepatico
incluyendo los principales marcadores biol6gicos que indican un dafio temprano en
higado (Tabla 3).

Tabla 3: Pardmetros bioquimicos para la determinacion de dafio en higado

PARAMETRO METODO

* Concentracion de albumina en suero Dumas et al, 1971.

* Concentraciones de proteinas totales Peterson. 1977
en suero : '
* Concentraciones de bilirrubinas en Muraca et al. 1988

sangre ’ '
* Actividades séricas de AST/TGO y de

ALT/TGP Schlebusch et al, 1974.

* Actividad sérica de fosfatasa alcalina Moss et al, 1987

VI1.4.3.1.ALBUMINA EN PLASMA

La albumina, una de las mas importantes proteinas plasmaticas producidas
en el higado. Entre sus mdltiples funciones se incluye nutricion, mantenimiento
de la presién osmotica y transporte de sustancias como Ca*”, bilirrubina, acidos
grasos, drogas y esteroides. Alteraciones en los valores de albumina indican
enfermedades del higado, desnutricion, lesiones de la piel como dermatitis,
guemaduras severas o deshidratacion. Los valores normales son de 3.5 a 5.0
g/dL
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La albumina reacciona con el colorante verde de bromocresol el cual se
disocia en medio &cido (~4.0) cuya forma anidnica se fija a la albumina,

produciéndose un complejo coloreado albumina-verde de bromocresol.
pH=4.2
Verde de Bromocresol (HA)—— H™ + A~

Albumina + Verde de Bromocresol (HT + A7) PR m+ + Albumina — A~
VII.4.3.2.PROTEINAS TOTALES EN SUERO

Las proteinas totales miden la cantidad total de dos clases de proteinas en
la porcion acuosa de la sangre: albumina y globulina. La albumina ayuda a
impedir que se escape el liquido fuera de los vasos sanguineos y las globulinas
son parte importante del sistema inmunitario. Esta prueba se hace con
frecuencia para diagnosticar problemas nutricionales, enfermedad renal o
enfermedad hepatica. Ademas, su determinacién es (til en la detecciéon de: 1)
Hiperproteinemia producida por hemoconcentracion, deshidratacion o aumento
en la concentracion de proteinas especificas y 2) Hipoproteinemia por
hemodilucion debida a un defecto en la sintesis proteica, hemorragias o
catabolismo proteico excesivo. Los valores normales en adultos son de 6.6 a
8.3 g/dL.

Cuando se tratan las muestras de suero con iones de cobre (Cu*?) en
solucién alcalina, se forma un complejo coloreado entre los iones de Cu*y los
pares de electrones no compartidos del nitrégeno que forma parte de los
enlaces peptidicos (- CO- NH -) de las proteinas. El color violeta desarrollado es

directamente proporcional al nUmero de enlaces peptidicos de las proteinas.

H
I
:OH
/R 0 \| —N: c N -
| ] I | + cut? ——— U
\—CH - C—N—/n ~N: o N —
H :OH
|
H
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VII.4.3.3.BILIRRUBINAS EN SANGRE

La bilirrubina, originada principalmente por la degradacion de la
hemoglobina, es transportada del bazo al higado y se excreta en la bilis. El
aumento de la bilirrubina total puede ser producida por: aumento de la
hemodlisis, alteraciones genéticas, anemia neonatal, alteraciones eritropoyéticas
y presencia de drogas; mientras que un aumento en los niveles de bilirrubina
directa puede ser producido por: colestasis hepatica, alteraciones genéticas y
alteraciones hepaticas. Valores normales de la bilirrubina total pueden llegar
hasta 1.10 mg/dL, mientras que de la bilirrubina directa de hasta 0.25 mg/dL

Los niveles de bilirrubina se determinan en suero mediante un método no
enzimético a través de la reaccion diazotacion. La bilirrubina se convierte en
azobilirrubina mediante el &cido sulfanilico diazotado. De las dos fracciones
presentes en suero, bilirrubin-glucurénido (bilirrubina directa) y bilirrubina libre
(bilirrubina indirecta) ligada a la albumina, sélo la primera reacciona en medio
acuoso mientras que la bilirrubina indirecta se solubiliza con dimetilsulféxido
(DMSO) para que reaccione. En la determinacioén de la bilirrubina indirecta se
determina también la directa, correspondiendo el resultado a la bilirrubina total.
La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de bilirrubina
presente en la muestra ensayada.

Bilirrubina Directa + &cido sulfanilico + NaNO, + HCl —— Azobilirrubina
Acido Sulfanilico diazotado

Bilirrubina Total + &cido sulfanilico + NaNO, + HCl 4+ DMSO

Acido Sulfanilico diazotado

—— Azobilirrubina

Bilirrubina Indireta = Bilirrubina Total — Bilirrubina Directa

VI1.4.3.4.ACTIVIDAD SERICA DE TGO/AST

La enzima aspartato aminotransferasa (AST) es una enzima intracelular,
gue se encuentra en niveles altos en el musculo del corazén, células del
higado, las células del masculo esquelético y en menores cantidades en otros
tejidos. Aunque un nivel elevado de AST en suero no es especifico de
enfermedad hepéatica se emplea principalmente para su diagnéstico y

seguimiento, junto con otras enzimas como la alanina aminotrasferasa y la
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fosfatasa alcalina. También se emplea en el control post-infarto, en pacientes
con desoOrdenes del musculo esquelético, y en otras afecciones. Los valores
normales pueden llegar a ser hasta 38 U/L en hombres y 31 U/L en mujeres.

La enzima AST inicialmente llamada transaminasa glutamato oxaloacética
(TGO) cataliza la transferencia reversible de un grupo amino del aspartato al a-
cetoglutarato con formacién de glutamato y oxalacetato. El oxalacetato
producido es reducido a malato en presencia de malato deshidrogenasa (MDH)
y NADH:

AST
L-Aspartato + a-Cetoglutarato — Glutamato + Oxalacetato

MDH
Oxalacetato + NADH + H* — Malato + NAD*

La velocidad de disminucion de la concentracion de NADH en el medio,
determinada fotométricamente, es proporcional a la concentracion catalitica de

AST en la muestra ensayada
VII.4.3.5.ACTIVIDAD SERICA DE TGP/ALT

La alanina aminotrasferasa (ALT) es una enzima intracelular, que se
encuentra principalmente en las células del higado y el rifién. Su mejor
aplicacion es en el diagnéstico de las enfermedades del higado. Se observan
niveles elevados en enfermedades hepaticas como la hepatitis, enfermedades
de los musculos y traumatismos. Cuando se emplean en conjuncién con la AST
ayuda en el diagndstico de infartos de miocardio, ya que el valor de la ALT se
mantiene dentro de los limites normales y aumenta en los niveles de AST. Los
valores normales pueden llegar a ser hasta 40 U/L en hombres y 32 U/L en
mujeres.

La enzima ALT inicialmente llamada transaminasa glutamico piravica (TGP)
cataliza la transferencia reversible de un grupo amino de la alanina al a-
cetoglutarato con formacion de glutamato y piruvato. El piruvato producido es

reducido a lactato en presencia de lactato deshidrogenasa (LDH) y NADH:

ALT
L-Alanina + -Cetoglutarato — Glutamato + Piruvato
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LDH
Piruvato + NADH + H"— Lactato + NAD"

La velocidad de disminucidon de la concentracion de NADH en el medio,
determinado fotométricamente, es proporcional a la concentracion catalitica de

ALT en la muestra ensayada
VI1.4.3.6.ACTIVIDAD SERICA DE FOSFATASA ALCALINA

Las fosfatasas alcalinas (FALK) son enzimas que se encuentran presentes
en casi todos los tejidos del organismo, siendo particularmente alta su
presencia en huesos, higado, placenta, intestinos y rifién. Tiene importancia
clinica tanto su aumento como su disminucion de los niveles en plasma. Esta
enzima aumenta en: enfermedades Oseas, obstrucciones hepaticas, hepatitis,
hepatotoxicidad por medicamentos y osteomalacia. Su disminucion en suero es
debida a hipotiroidismo congénito y déficit de vitamina C.

La FALK cataliza la hidrélisis del p-nitrofenilfosfato (pNPP) a pH 10,4

liberando p-nitrofenol y fosfato, segun la siguiente reaccion:

FAL
p-Nitrofenilfosfato + H,O — p-Nitrofenol + Fosfato
La velocidad de formacion del p-Nitrofenol, determinado fotométricamente,

es proporcional a la concentracion catalitica de fosfatasa alcalina en la muestra

ensayada

Vil.4.4. PRUEBAS HISTOLOGICAS EN HIGADO.

Determinar el dafio producido en las células del higado a través de andlisis

histolégicos por la tincion de hematoxilina y eosina por microscopia Gptica.
Vil.4.4.1. FUNDAMENTO

Los compuestos celulares se combinan con la eosina o hematoxilina debido a la

presencia de agrupaciones moleculares acidas o basicas en la célula que se unen a los
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cromoégenos basicos y acidos de los colorantes, formando sales insolubles. La
hematoxilina es un colorante basico (carga eléctrica positiva), por lo tanto son
colorantes cationicos. Tienen afinidad por los &cidos nucleicos (ADN y ARN). Los
nucleos se tifien a partir de la oxidacion de la hematoxilina a hemateina a la que se
afiade una sal metalica como aluminio, plomo o hierro como mordente. Los nucleos se
tinen de color azul o violeta. La eosina es un colorante acido con carga eléctrica
negativa (colorantes aniénico), la cual se une al extremo de la cadena de aminoacidos
gue integran las proteinas citoplasmaticas. Por lo tanto la eosina se encarga de tefir el

citoplasma y material citoplasmatico.

VIl.4.5. PRUEBAS INMUNOLOGICAS

Determinar la concentracion de Interleucinas en plasma, a través del analisis de
Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas (ELISA), utilizando kits comerciales (Invitrogen)
especificos para interleucinas en ratas. Evaluar: Interleucina 2 (KRC0021); Interleucina
6: (KRC0061); Interleucina 10: (KRC0101), Interferon gama: (KRC4021) y Factor de

Necrosis Tumoral alfa: Invitrogen (KRC3011).

VII.4.5.1.INTERLEUCINA 2 (IL-2):

Citocina producida por las células T activadas por el antigeno que actia de forma
autocrina estimulando la proliferacion de las células T y potencia la muerte celular
programada de las células T activadas por el antigeno. Enzima inductiva y
autorreguladora de la respuesta inmune mediada por las células T. La IL-2 estimula la
proliferacién y las funciones efectoras de las células NK y células B.

El anticuerpo IL-2 se une a un antigeno IL-2 (muestra) seguido de la unién a un
segundo anticuerpo marcado especificamente para el reconocimiento del determinante
antigénico. La enzima estreptavidina-peroxidasa se encuentra unida covalentemente al
anticuerpo catalizando la formacién de O, y H,O a partir de H,O,. El oxigeno reacciona
con el cromégeno tetrametilbenzidina dando una coloracién amarilla, la cual absorbe a
una longitud de onda de 450 nm. La reaccién catalitica va a ser dependiente de la
concentracion de antigeno presente en la muestra y el tiempo de reaccion antes del

blogueo.
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VII.4.5.2.INTERLEUCINA 6 (IL-6):

Citocina producida por células como: macréfagos, células endoteliales,
fibroblastos entre otros. Interviene en la inmunidad tanto innata como adaptativa.
Estimula la sintesis de proteinas de fase aguda por los hepatocitos, asi como el
crecimiento de los linfocitos B productores de anticuerpos.

El anticuerpo IL-6 se une a un antigeno IL-6 (muestra), otro sitio del anticuerpo
se une a un anticuerpo marcado especifico para epitopos del antigeno. La enzima
estreptavidina-peroxidasa se encuentra unida covalentemente al anticuerpo
catalizando la formacién de O, y H,O a partir de H,O,. El oxigeno reacciona con el
cromoégeno tetrametilbenzidina dando una coloracion amarilla, la cual absorbe a una
longitud de onda de 450 nm. La reaccion catalitica va a ser dependiente de la
concentracion de antigeno presente en la muestra y el tiempo de reaccién antes del

bloqueo.

VII.4.5.3.INTERLEUCINA 10 (IL-10):

Citocina producida por los macrofagos activados y por ciertas células T
colaboradoras cuya principal funciéon es inhibir a los macrofagos activados, y por lo
tanto mantener el control homeostatico de las reacciones inmunitarias innata y
humoral.

El anticuerpo IL-10 se une a un antigeno IL-10 (muestra), otro sitio del anticuerpo
se une a un anticuerpo marcado especifico para epitopos del antigeno. La enzima
estreptavidina-peroxidasa se encuentra unida covalentemente al anticuerpo
catalizando la formacién de O, y H,O a partir de H,O,. El oxigeno reacciona con el
cromoégeno tetrametilbenzidina dando una coloracion amarilla, la cual absorbe a una
longitud de onda de 450 nm. La reaccidn catalitica va a ser dependiente de la
concentracion de antigeno presente en la muestra y el tiempo de reaccion antes del

bloqueo.

VI1.4.5.4.INTERFERON GAMA (INF- Y):

Citocina producida por los linfocitos T y las células citocidas naturales (NK) cuya
principal funcién consiste en activar a los macréfagos en las respuestas inmunitarias
tanto innatas como adaptativas.

El antigeno INF- Y se une a un anticuerpo monoclonal especifico (AME) para INF-

Y seguido de la unién de un segundo anticuerpo marcado especifico para epitopos no
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solapados del antigeno. La enzima estreptavidina-peroxidasa se encuentra unida
covalentemente al anticuerpo catalizando la formacién de O, y H,O a partir de H,0,. El
oxigeno reacciona con el cromogeno tetrametilbenzidina dando una coloracion
amarilla, la cual absorbe a una longitud de onda de 450 nm. La reaccién catalitica va a
ser dependiente de la concentracion de antigeno presente en la muestra y el tiempo de

reaccion antes del bloqueo.

VII.4.5.5.FACTOR DE NECROSIS TUMORL (TNF-a):

Citocina pro-inflamatoria producida por la mayoria de las células nucleadas, pero
principalmente por fagocitosis mononucleares activado (monacitos y linfocitos) que
actian estimulando el reclutamiento de los neutréfilos y monocitos a los sitios de
infeccion. Estimula a las células del endotelio vascular para que expresen nuevas
moléculas de adhesion, induce la secrecion de quimioquinas por los macréfagos y las
células endoteliales y promueve la apoptosis de las células diana. En las infecciones
graves el TNF-a se produce en elevadas concentraciones y tiene efectos sistémicos,
tales como la induccién de fiebre, sintesis de proteinas de fase aguda por el higado. La
produccion de cantidades muy elevadas de TNF-a puede causar trombosis
intravascular y shock. TNF-a, IL-1 e IL-6 son los mediadores de los procesos
inflamatorios de la fase aguda. Una vez instalados los neutréfilos y macréfagos en los
sitios de infeccién, secretan citocinas pro-inflamatorias que desencadenan la
produccién de proteinas de fase aguda por el higado.

El antigeno TNF-a se une a un anticuerpo monoclonal especifico (AME) para TNF-
a seguido de la unién de un segundo anticuerpo marcado especifico para epitopos no
solapados del antigeno. La enzima estreptavidina-peroxidasa se encuentra unida
covalentemente al anticuerpo catalizando la formacién de O, y H,O a partir de H,O,. El
oxigeno reacciona con el cromégeno tetrametilbenzidina dando una coloracién
amarilla, la cual absorbe a una longitud de onda de 450 nm. La reaccion catalitica va a
ser dependiente de la concentracion de antigeno presente en la muestra y el tiempo de

reaccién antes del bloqueo.

VII.5.  ANALISIS ESTADISTICO
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Analizar estadisticamente los resultados obtenidos con las pruebas de correlacion
lineal, analisis de varianza de dos vias (ANOVA) y tukey-kramer utilizando el software
graph pad prisma 6.0. Utilizar un nivel de confianza del 95% (P < 0.05) para determinar

diferencias significativas entre los tratamientos.
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VIIl. RESULTADOS

VII.LI.  NANO-MATERIALES

Dentro del laboratorio se sintetizé TiO, nano-métrico empleando las mismas
variables de reaccion empleadas para la sintesis de TiO,-M" a través de un proceso sol
gel. Los materiales se muestran en la figura 9 donde se observa que, al aumentar el
dopaje aumenta la intensidad de color, debido a la foto-sensibilidad bajo luz visible.
TiO, dopado con hierro mostré un color café claro, mientras que con plata el color va
de un gris claro (Ag 1%) a un gris obscuro. Las actividades foto-cataliticas de dicho

material, se evaluaron en contra de TiO, Sigma-Aldrich.

Figura 9. Nano-materiales: A. TiO,, B. TiOz-Aldrich, C. TiO»-Fe™ 1%, D. TiO,- Fe™® 3%, E. TiO,-
Fe™ 5%, F. TiO»-Ag 0.5%, G. TiO>-Ag 1.5% y H. TiO.-Ag 2.5%

VIII.2. CARACTERIZACION

La caracterizacion de nano-materiales se llevd a cabo empleando técnicas
espectroscopicas (UV-Visible, Raman, UV-Visible reflectancia difusa), difracciéon de
rayos X, microscopia de electrones (SEM, TEM, EDX) y dispersion de luz dinamica
(zetametro). Las nano-particulas de TiO,-Fe* presentaron un tamafio de 10 nm con
forma esférica (Fig.10-A) asi como los méaximos de absorcién de cada elemento (Ti, O
y Fe) tras la caracterizacion por EDX-TEM (Fig 10-B). En la tabla se presentan los
valores de ancho de banda prohibida (Eg) del catalizador TiO, (3.08 eV) y la

disminucién de Eg al aumentar el dopaje con Fe*®.
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Figura 10. Caracterizacién de nano-particulas. A. TiO2-Fe**NPs por TEM; B. Andlisis de elementos

de TiO.-Fe™ NPs por espectrofotometria de energia dispersiva (EDX).

Tabla 4: Ancho de Banda prohibida de los nano-materiales TiO, y TiO,-Fe*®

Catalizador Eg A(nm)

TiO, 3.08 402.6
TiO,-Fe™ 1% 2.71 457.56
TiO,.Fe™ 3% 2.47 502.02
TiO,.Fe* 5% 2.26 548.67

La figura 11 muestra el andlisis por SEM de nano-particulas de TiO,-Ag a
diferentes dopajes 0.5% (Fig. 11-A), 1.5% (Fig. 11-B) y 2.5 % (Fig. 11-C) presentando
NPs de forma esférica con un tamafio de ~10 nm. El andlisis por difraccién de rayos-X

(XRD) de TiO,-Ag 0.5% (Fig.12-A) mostré que la fase del material es anatasa

presentando los espectros caracteristicos en la escala 206 (25.3°, 38.3°, 48.2°, 55.0° y
64.7°). En cambio, en los NMs TiO,-Ag 1.5% y TiO,-Ag 2.5%

material se vio afectada al incrementar el dopaje con plata, observandose los espectros

la cristalinidad del

ligeramente més agudos y con menor cristalinidad que sefialan el caracter amorfo de la

titania. De la misma manera, TiO, se distribuye sélo en la superficie de Ag (Ahmed et
al, 2013; Pugazhenthiran et al, 2013; Pan Xubin et al, 2010).

k

TiO,-Ag 2.5%

Figura 11: Caracterizacion de Nano-particulas por SEM A. TiO, -Ag 0.5%, B. TiO»-Ag 1.5% y C.
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Figura 12: Caracterizacion de Nano-particulas por XRD: A. TiO2-Ag 0.5%, B. TiO,-Ag 1.5% C. TiO,-
Ag 2.5%. Se observa que al incrementar el dopaje con plata, el TiO, es amorfo.

La estabilidad y agregacién de las diferentes nano-particulas, se realiz6 a través
de la evaluaciéon del potencial zeta y del radio hidrodinAmico. Las nano-particulas se
suspendieron en solucién salina fisioldgica debido a que fue el medio utilizado para las
diferentes pruebas in vitro asi como la administracion de las nano-particulas in vivo. En
la tabla 5 se observa el incremento considerable en el tamafo de todos los nano-
materiales respecto al tamafio original de la nano-particula asi como un aumento de
entre el 40 y 50% en solucion salina fisioldgica respecto al observado en agua
desionizada. Al comparar el radio hidrodindmico entre los diferentes nano-materiales,
no se observé una diferencia considerable entre ellos. Los valores de potencial zeta
para TiO,-Fe™ 1%, TiO,-Ag 1.5% y TiO,-Ag 2.5%, fueron de ~ +5.5 mV indicando la
inestabilidad de estas nano-particulas en solucion salina fisiolégica, mientras que los
demas nano-materiales presentaron valores > +40 mV (figura 13). Todos los NMs

presentaron carga positiva.
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Figura 13: Determinacion de potencial zeta (grafica A) y radio hidrodinamico (Gréfica B) en solucién salina

fisiolégica (SSF) a temperatura ambiente.

Tabla 5: Determinacion de potencial zeta y radio hidrodinamico

Agua desionizada Solucién Salina Fisiolégica

Nano-material radio radio

hidrodi2 i Potencial zeta hidrodii Potencial Zeta

TiO, Sigma-Aldrich 477 nm +10.39 mV 774 nm +48.01 mV
TiO2 510 nm - 30.58 mV 830 nm +11.62 mV
TiOx-Fe™ 1% 485 nm +12.88 mV 770 nm +5.47 mV
TiO,-Fe™ 3% 382 nm -26.82 mV 850 nm +90.14 mV
TiO,-Fe™ 5% 568 nm -17.75 mV 849 nm +5.54 mV
TiO2-Ag 0.5% 467 nm -27.83 mV 776 nm +81.94 mV
TiO2-Ag 1.5% 636 nm +33.14 mV 754 nm +5.64 mV
TiO2-Ag 2.5% 486 nm +28.51 mV 627 nm +5.64 mV

VIII.3.

VIIIL.3.1.

PRUEBAS IN VITRO

PRUEBA DE HEMOLISIS (CUALITATIVA)

La determinacion cualitativa de hemdlisis se llevé a cabo en 8 materiales TiO,,
TiO, Sigma-Aldrich, TiO,-Fe" 1% TiO,-Fe 3%, TiO,-Fe 5%, TiO,-Ag 0.5%, TiO,-Ag

1.5%, TiO,-Ag

2.5% en diferentes condiciones: luz (luz visible y obscuridad),

temperatura (24°C y 37°C) y muestra biolégica (eritrocitos lavados y sangre completa).
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El grado de hemodlisis se determiné a las 24 horas a 24°C y 12 horas a 37°C (véase
ANEXO). Respecto a los materiales TiO,, TiO, Sigma-Aldrich y TiO,-Fe*® (Figura 14,
15, 16, 17 y 18) no se observan diferencias en el grado de hemodlisis respecto al
control negativo. Al contrario, los materiales dopados con Ag a diferentes porcentajes
(0.5, 1.5 y 2.5) presentan un grado de hemodlisis significativo respecto al control
negativo (Fig. 19, 20 y 21). En general, respecto al tipo de muestra utilizada, las
variables utilizando Sangre Completa ( C,D,G Y H) presentaron menor grado de
hemdlisis que al utilizar eritrocitos lavados (A,B,E Y F).

TiO2-NPs
OBSCURIDA

I |

MY

(LW LTI
TN L

Figura 14: Determinacion de la hemdlisis cualitativa producida por el TiO; a concentraciones 0.1 a
1.0 mg/mL en diferentes condiciones: A Luz, 24°C, RBC; B Obscuridad, 24°C, RBC; C Luz, 24°C,
Sangre Completa; D Obscuridad, 24°C, Sangre Completa; E Luz, 37°C, RBC; F Obscuridad, 37°C, RBC;
G Luz, 37°C, Sangre Completa; H Luz, 24°C, RBC;
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TiO, -NPs Sigma-Aldrich
LUZ OBSCURIDAD

Figura 15: Determinacion de la hemodlisis cualitativa producida por el TiO,-Sigma-Aldrich a
concentraciones 1.0 a 1.0 mg/mL en diferentes condiciones: A Luz, 24°C, RBC; B Obscuridad, 24°C,
RBC; C Luz, 24°C, Sangre Completa; D Obscuridad, 24°C, Sangre Completa; E Luz, 37°C, RBC; F
Obscuridad, 37°C, RBC; G Luz, 37°C, Sangre Completa; H Luz, 24°C, RBC

TiO, —Fe™ 1%
OBSCURIDAD

Figura 16: Determinacion de la hemolisis cualitativa producida por el TiO,-Fe* 1% a concentraciones
0.1 a 1.0 mg/mL en diferentes condiciones: A Luz, 24°C, RBC; B Obscuridad, 24°C, RBC; C Luz, 24°C,
Sangre Completa; D Obscuridad, 24°C, Sangre Completa; E Luz, 37°C, RBC; F Obscuridad, 37°C, RBC;
G Luz, 37°C, Sangre Completa; H Luz, 24°C, RBC;
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TiO, —Fe™ 3%

OBSCURIDAD

Figura 17: Determinacion de la hemolisis cualitativa producida por el TiOx-Fe™ 3% a
concentraciones 1.0 a 1.0 mg/mL en diferentes condiciones: A Luz, 24°C, RBC; B Obscuridad, 24°C,
RBC; C Luz, 24°C, Sangre Completa; D Obscuridad, 24°C, Sangre Completa; E Luz, 37°C, RBC; F
Obscuridad, 37°C, RBC; G Luz, 37°C, Sangre Completa; H Luz, 24°C, RBC;

TiO, —Fe™ 5%
LUZ OBSCURIDAD

Figura 18: Determinacion de la hemdlisis cualitativa producida por el TiO»-Fe** 5% a concentraciones
0.1 a 1.0 mg/mL en diferentes condiciones: A Luz, 24°C, RBC; B Obscuridad, 24°C, RBC; C Luz, 24°C,
Sangre Completa; D Obscuridad, 24°C, Sangre Completa; E Luz, 37°C, RBC; F Obscuridad, 37°C, RBC;

G Luz, 37°C, Sangre Completa; H Luz, 24°C, RBC;
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TiO, —Ag 0.5%

LUZ OBSCURIDAD

Figura 19: Determinacion de la hemdlisis cualitativa producida por el TiO,- Ag 0.5% a concentraciones
0.1 a 1.0 mg/mL en diferentes condiciones: A Luz, 24°C, RBC; B Obscuridad, 24°C, RBC; C Luz, 24°C,
Sangre Completa; D Obscuridad, 24°C, Sangre Completa; E Luz, 37°C, RBC; F Obscuridad, 37°C, RBC;
G Luz, 37°C, Sangre Completa; H Luz, 24°C, RBC;

TiO, —-Ag 1.5%
LUZ ) OBSCURIDAD

Figura 20: Determinacion de la hemolisis cualitativa producida por el TiO,-Ag 1.5% a concentraciones
0.1 a 1.0 mg/mL en diferentes condiciones: A Luz, 24°C, RBC; B Obscuridad, 24°C, RBC; C Luz, 24°C,
Sangre Completa; D Obscuridad, 24°C, Sangre Completa; E Luz, 37°C, RBC; F Obscuridad, 37°C, RBC;

G Luz, 37°C, Sangre Completa; H Luz, 24°C, RBC;
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TiO, -Ag 2.5%

LUZ OBSCURIDAD

Figura 21: Determinacion de la hemolisis cualitativa producida por el TiO,-Ag 2.5% a concentraciones
0.1 a 1.0 mg/mL en diferentes condiciones: A Luz, 24°C, RBC; B Obscuridad, 24°C, RBC; C Luz, 24°C,
Sangre Completa; D Obscuridad, 24°C, Sangre Completa; E Luz, 37°C, RBC; F Obscuridad, 37°C, RBC;

G Luz, 37°C, Sangre Completa; H Luz, 24°C, RBC;

VIII.3.2. ACTIVIDAD HEMOLITICA

La actividad hemolitica del TiO,, se evalu6 en contra de TiO, Sigma-Aldrich. Los
resultados obtenidos muestran que TiO, Sigma-Aldrich presenta una mayor actividad
hemolitica (mayor actividad foto-catalitica) que TiO, sintetizado en el laboratorio (figura
22), siendo la variable a temperatura ambiente (figura 22-A) significativamente
diferente a 37°C (Fig. 22-B).

Los resultados de la actividad hemolitica de los nano-materiales TiO,-Fe *°
muestran el mismo comportamiento que TiO,-NP ya que no presentaron actividad
hemolitica al utilizar sangre completa. En las figura 23 se puede observar el
comportamiento de los materiales que producen hemolisis en cada una de las variables
analizadas. Al utilizar el dopaje con Fe*® al 1%, 3% o 5% en las mismas condiciones a
24°C no hay diferencia significativa (23-A), mientras que a 37°C (Fig. 23-B) si existe
una diferencia significativa entre los tres dopajes (**p<0.05). Bajo condiciones de
temperatura ambiente los materiales a todos los dopajes de hierro presentaron
hemdlisis con RBC (Fig. 23-A).

En el caso del nano-material de TiO, -Ag se dopd con tres diferentes porcentajes
de Plata: 0.5% (Fig. 24-A y 24-B), 1.5% (Fig. 24—-C y 24-D) y 2.5% (Fig. 24-E y 24-F).
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En los tres porcentajes de dopaje y en todas las

variables analizadas se presenté

hemdlisis aun en bajas concentraciones, llegando a ser de hasta el 100% en
concentraciones de 0.1 mg/mL. Respecto al TiO,-Ag 2.5%, los resultados muestran
una menor respuesta de dafio tras la exposicion de los eritrocitos al NM con respecto

a los dopajes de 0.5% y 1.5% con plata. En cuestion de la temperatura, los eritrocitos

presentaron mayor lisis a 37°C que a 24°C.

Al analizar cada una de las variables empleadas con respecto a los diferentes NMs

se puede observar una curva caracteristica de dosis-respuesta, en dénde a mayor

concentracion del nano-material existe un mayor dafio sobre las células rojas

sanguinea (figuras 22, 23 y 24).
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Figura 22: Determinacion de la actividad hemolitica in vitro a concentraciones de 0.1 a 1.0 mg/mL de A.
TiO2 (24°C) y B. TiO2 (37°C). Curva dosis-respuesta. Los datos representan la media £ S.E.M (n = 3)
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Figura 23: Determinacion de la actividad hemolitica in vitro a concentraciones de 0.1 a 1.0 mg/mL de
A. TiO,-Fe™ (24°C), B. TiO,-Fe*? (37°C). Curva dosis-respuesta. Los datos representan la media + S.E.M

(n=3)
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Figura 24: Determinacion de la actividad hemolitica in vitro a concentraciones de 0.1 a 1.0 mg/mL de A.
TiO2-Ag 0.5% (24°C), B. TiO2-Ag 0.5% (37°C), C. TiO2-Ag 1.5% (24°C), D. TiO2-Ag 1.5% (37°C), E. TiO5-
Ag 2.5% (24°C), F. TiO2-Ag 2.5% (34°C). Curva dosis-respuesta. Los datos representan la media + S.E.M
(n=3)
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VIIIL.3.3. Materiales seguros No Hemoliticos.

Respecto a la seguridad de los nano-materiales, la ASTM-F 756-08 (Standard
practice for assessment of hemolytic properties of materials) considera como
materiales seguros no hemoliticos aquellos que presenten un porcentaje de actividad
hemolitica menor de 2% en RBC a 37°C. Los valores se muestran en la tabla 6 donde
se observa que TiO, y TiO,-Fe*® necesitan una concentracion mayor de 1.0 mg/mL
para ocasionar el 2% de hemdlisis mientras que TiO,-Ag ejerce esta accion a

concentraciones menores del 1.0 mg/mL.

Tabla 6: Concentracion en mg/mL de los NMs TiO,, TiO,-Sigma-Aldrich, TiO,-Fe*®
y TiO,-Ag que causa el 2% de lisis de los eritrocitos.

RBC SC
24°C 37°C 24°C 37°C

NPs Luz | Obs | Luz | Obs | Luz Obs | Luz | Obs

TiO, 0.34|>1.0|>10|>1.0|>10| >1.0 [ >1.0| >1.0
TiO,- Sigma-Aldrich | 0.29 | 0.98 | >1.0 | >1.0 | >1.0 | >1.0 | >1.0 | >1.0
TiO,-Fe™ 1% <0.1| <1 |>10]|>10/|>10]| >1.0 [|>1.0| >1.0
TiO,-Fe™ 3% <0.1/019|031|>.0(>1.0] >0 [>10]| >1.0
TiO,-Fe™ 5% 017|021 | >1.0 | >1.0 | >1.0 | >1.0 | >1.0| >1.0
TiO,-Ag 0.5% <0.1|<0.1 | <01 |<01|<01]| 027 [<0.1]| <0.1
TiO,-Ag 1.5% <0.1|<01|<01|<01]<01] <01 |0.12] 0.10
TiO,-Ag 2.5% <0.1|<01|<01|<01|<01]| 012 |[<0.1| <0.1

>1.0 representa la concentracion que ocasiona el 2% de lisis mayor a 1.0 mg/mL. <0.1 representa la
concentracion que ocasiona el 2% de lisis menor a 0.1 mg/mL. Los datos representan la media + S.E.M
(n=3)

VIII.3.4. Anélisis comparativo de los NMs (1.0 mg/mL)

En general, se puede observar en la figura 24 que al utilizar sangre completa hay
una disminucién importante en el dafio de las células rojas respecto a los eritrocitos
lavados. El material que caus6 mayor actividad hemolitica fue TiO,-Ag mientras que,
en general, la condicion “RBC a 24°C” muestra ser la variable mas susceptible a que

los eritrocitos presenten hemodlisis bajo la interaccion con los NMs bajo estudio.
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Figura 25. Porcentaje de hemdlisis a una concentracion de 1.0 mg/mL de los NMs TiOz, TiO,-Sigma-
Aldrich, TiO,-Fe*® y TiO»-Ag tras la exposicion de los eritrocitos a las diferentes variables analizadas. Los
datos representan la media £+ S.E.M (n = 3)

VIII.3.5. TiO»-Ag

Para poder comparar de una mejor manera entre los diferentes nano-materiales de
TiO,-Ag, en la figura 26 se presenta un andlisis comparativo entre los tres dopajes con
plata (0.5, 1.5 y 2.5) para cada variable. Respecto a las variables luz, 24°C, RBC (A);
obscuridad, 24°C, RBC (B) y luz, 24°C, SC (E), existe diferencia significativa (*p<0.05)
entre el dopaje a 0.5 y 1.5, mientras que para las demas variables no existe una
diferencia significativa. Las graficas E y F (Fig. 26), presentan las variables con menor
actividad hemolitica de los materiales de plata evaluados (obscuridad o luz a 24° C
utilizando sangre completa). Al comparar las graficas con la misma condicién de
temperatura y muestra, podemos observar la misma tendencia entre luz y obscuridad.
A excepcién de la variable a 37°C utilizando sangre completa (Fig. 26-G y 26-H), el
material que presentd mayor actividad hemolitica fue TiO,-Ag 1.5%
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Figura 26: Comparacion de la actividad hemolitica de los diferentes materiales de TiO,-Ag (0.5, 1.5y 2.5
Ti/Ag mol%) bajo las diferentes condiciones de estudio: A. luz a 24°C con RBC (TiO,-Ag 0.5% *p< 0.05
comparado TiO»-Ag 1.5%); B. Obscuridad a 24°C con RBC (TiO,-Ag 0.5% *p< 0.05 comparado TiO»-Ag
1.5%); C. luz a 37°C con RBC (p>0.05); D. obscuridad a 37°C con RBC (p>0.05); E. luz a 24°C con sangre
completa (TiO2-Ag 0.5% *p< 0.05 comparado TiO,-Ag 1.5%); F. Obscuridad a 24°C con sangre completa
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(p>0.05); G. luz a 37°C con sangre completa (p>0.05); H. Obscuridad a 37°C con sangre completa
(p>0.05). Curva dosis-respuesta. Los datos representan la media = S.E.M (n = 3)

En la figura 27 se muestran las concentraciones de los nano-materiales de TiO,-Ag

en los tres diferentes dopajes que causan el 50% de lisis en las diferentes condiciones

analizadas, observando que en general TiO,-Ag 1.5% produce mayor hemdlisis a

menor concentracién del material. La variable que requiere menor concentracion para

producir el 50% de hemodlisis es a 37°C utilizando RBC, mientras que a 24°C en

condiciones de obscuridad se requiere una mayor concentracion para producir el 50%

de hemolisis.

mg/mL

50% Hemdlisis TiO:-Ag

Luz, 24°C, obs' Luz, 37°C, Obs o
RBC  24°C,  ReC | 37¢ L“Z'52T4 G Obs,  uz37°C, o,
RBC RBC. 24°C, ST ST 37°C, ST

Luz, Obs, Luz, Obs,

24°C, | 24°C, | 37°C, | 37°C, 24|:’l(J:ZIST 24?25’ST 37I:l(J:Z’ST 37?25’ST

RBC RBC RBC RBC ’ ’ ’ ’
EMTiO2-Ag0.5%| 0.8 1 0.1 0.17 0.82 1 0.45 0.44
ETi02-Ag1.5%| 0.26 0.39 0.27 0.34 | 073 1 0.55 0.58
MTiO2-Ag2.5%| 0.36 0.54 | 033 0.37 1 1 0.54 0.56

Figura 27: Concentracion que ocasiona el 50% de lisis en las diferentes variables utilizando los diferentes

materiales de TiO,-Ag (0.5, 1.5y 2.5 Ti/Ag mol%) a 37°C. (*) Representa la concentraciéon de NM no
conocida mayor de 1.0 mg/mL que causa el 50% de hemdlisis. *1 representa la concentracion que

ocasiona el 50% de lisis no conocida mayor de 1.0 mg/ml. Los datos representan la media+ S.E.M (n=

3)
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VIII.3.6. CONCENTRACION DE IONES EN SOLUCION

VIII.3.6.1. Determinacién de iones hierro en solucién.

Los NMs de TiO,-Fe™ analizados no presentaron lixiviacion de iones hierro
(controles y variables).

VIII.3.6.2. Determinacién de iones plata en solucion
La determinacion de iones en solucion se realizé a través de espectrofotometria de
absorcion atémica y al porcentaje respecto a la plata total que se encuentra en el
material. La tabla 7 muestra la concentracion de plata que se encuentra en el nano-

material respecto a la concentracion de TiO,-Ag y al dopaje.

Tabla 7: Concentracion de plata total respecto a los mg/ml del nano-material en

ppm
[Ag] en ppm Total en el Nano-material
mg/mL TiO-Ag 0.5% TiOx-Ag 1.5% TiOx-Ag 2.5%
0.2 0.131 0.393 0.634
0.4 0.262 0.787 1.269
0.6 0.393 1.18 1.903
0.8 0.524 1.573 2.538
1.0 0.655 1.967 3.172

Las graficas A, C y D de la figura 28, representan los controles de plata liberada
del material en solucién salina en las diferentes condiciones de luz y temperatura sin
presencia de eritrocitos. Al analizar los controles se observa un decremento en el
porcentaje de plata liberada conforme aumenta la concentracién del nano-material en
la solucién, asi como una disminucién considerable de plata liberada conforme
aumenta el dopaje de este metal, siendo mayor a 37°C. Los nano-materiales de
TiO,-Ag en contacto con los eritrocitos, presentaron menor presencia de iones en
solucién respecto a los controles (Fig. 28-B, Dy F).

En general, los materiales de TiO,-Ag (0.5, 1.5 y 2.5 Ti/Ag mol%) en contacto
con los eritrocitos presentaron el mismo comportamiento respecto a la lixiviacion de
iones en solucién en: 1) No se observé diferencia al incubar en luz u obscuridad a la
misma temperatura (a excepcion de TiO,-Ag 1.5% a 37°C); 2) Se presentd mayor
lixiviacion de iones Ag* a 24°C; 3) No se presentd diferencia a 37°C en las 4

diferentes variables, 4) a 24°C presentdé mayor lixiviacion en RBC que en sangre
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completa y 5) se observd menor concentracién de iones Ag® en presencia de

eritrocitos a 37°C en comparacion con los controles.
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® 24°C, Luz ® 24°C, Luz 24°C, Luz
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Figura 28: Evaluacion del porcentaje de plata que sufre lixiviacion del material TiO2-Ag en SSF tras
incubarla en las 4 diferentes condiciones (controles) y tras la exposicién a los eritrocitos. A. Control TiO»-
Ag 0.5%, B. TiO2-Ag 0.5%, C. Control TiO»-Ag 1.5%, D. TiO2-Ag 1.5%, E. Control TiO2-Ag 2.5%, F. TiO,-

Ag 2.5%. Los datos representan la media + S.E.M (n = 3)
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VIIIL.3.7. CORRELACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA Y
LA CONCENTRACION DE IONES

Las figuras 29, 30 y 31, muestran la relacién que existe entre la concentracion de

iones liberados en solucién (ppm) respecto a la actividad hemolitica presentada en

cada una de las variables. EI modelo biolégico presentd una correlacién entre los iones

lixiviados en solucion y el dafio a las células rojas de sangre humana. Asi también se

observa en las graficas obtenidas (figuras 29, 30 y 31) que la actividad hemolitica en

sangre completa es menor en cada una de las variables analizadas. Las graficas

muestran un comportamiento similar en condiciones de luz que de obscuridad a la

nﬂsn1aten1pera1ura.
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Figura 29: Correlacion entre el porcentaje de la actividad hemolitica de nano-materiales de TiO2-Ag 0.5%
respecto a los iones Ag" lixiviados en solucion. A. Luz, 24°C RBC: R?= 0.91; ST: R?=0.74, B. Obscuridad,

24°C, RBC: R?=0.82; ST: R®=0.66 C. Luz, 37°C, RBC: R?=0.84; ST: R®=0.70 D. Obscuridad, 37°C,

RBC: R*=0.90; ST: R?=0.80. Los datos representan la media + S.E.M (n = 3)
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Figura 30: Correlacion entre el porcentaje de la actividad hemolitica de nano-materiales de TiO»-Ag 1.5%
respecto a los iones Ag+ lixiviados en solucién. A. Luz, 24°C RBC: R%= 0.85; ST: R? =0.76, B. Obscuridad,
24°C, RBC: R” = 0.86; ST: R®= 0.97 C. Luz, 37°C, RBC: R’ = 0.88; ST: R*=0.70 D. Obscuridad, 37°C,
RBC: R®= 0.92; ST: R”=0.74. Los datos representan la media £ S.E.M (n = 3)
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Figura31: Correlacion entre el porcentaje de la actividad hemolitica de nano-materiales de TiO»-Ag 2.5%
respecto a los iones Ag"” lixiviados en solucién. A. Luz, 24°C RBC: R®=0.91; ST: R*=0.66, B. Obscuridad,
24°C, RBC: R*= 0.77; ST: R®=0.71 C. Luz, 37°C, RBC: R’ = 0.91; ST: R*=0.70 D. Obscuridad, 37°C,
RBC: R*= 0.94; ST: R?=0.69. Los datos representan la media + S.E.M (n = 3)

VII1.3.8. INTERACCION DE LAS CELULAS ROJAS CON
TlOZ-Ag

El analisis por SEM de las muestras bioldgicas se presenta en las figuras 32 y 33.
En la fig. 32-A y 32-B se muestran los controles presentando una morfologia normal,
membrana intacta y su forma bicdncava caracteristica. Por otro lado, tras la exposicion

a las NPs por 1 hora, se observé el rompimiento y dafio a la membrana celular (figura
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32-C y 32-D), eritrocitos hipoténicos (fig. 32-E) y deformacién de la membrana celular
(fig. 32-F).

Figura 32. Dafio de la membrana celular de las células rojas humanas tras la exposicién a TiO,-Ag a
través de SEM donde A. y B. Control C., D., Ey F Células rojas tras la exposicion de 1 hora a 1.0 mg/mL
TiO2-Ag 5%
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En las figuras 33-A y 33-C se presenta el analisis del material tras su exposicion

a eritrocitos con TiO,-Ag 0.5% y TiO,-Ag 1.5%. Se les realizé el andlisis EDX-SEM

para determinar los elementos presentes en ella, confirmando la presencia de Ag y no
asi de Tiu O (Fig. 33-B y 33-D).

Ditransferiz014\Marzo\Cristinal603 1 flAg 1%_03.spc

Label A: Ag 1%_03

Ditransferi2014iMarzolCristinallb0d 14\Ag 3% _01.spc

AgL

5.40

kev

Figura 33. Analisis por SEM y EDX de material encontrado en la muestra tras la exposicion de células
rojas humanas con TiO2-Ag. TiO2-Ag 0.5% A. SEM B. SEM-EDXy TiO»-Ag 1.5% C. SEM B. SEM-EDX
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VIlil.4.

VillL.4.1.

VIIL4.1.1.

PRUEBAS IN VIVO

PRUEBA AGUDA

Peso corporal

En la tabla 8 se presenta el peso de las ratas Wistar a los dias 1, 7 y 14 del

tratamiento. Con respecto al grupo control, no se observd diferencia significativa

(p>0.05) respecto a los tratamientos (Fig. 34), a excepcion de las ratas Wistar con

tratamiento de nano-particulas de TiO,-Fe**, presentando un aumento en el peso

corporal del 14.4% en el dia 14 de tratamiento (**p>0.05).

Tabla 8. Efecto de las nano-particulas de TiO,-Sigma-Aldrich (5mg/kg, iv), TiO,-
Fe*® (5mg/kg, iv) y TiO»-Ag (5mg/kg, iv) en el peso corporal de ratas Wistar machos a
las 24 horas 7 y 14 dias. Los valores expresan la media (+ SEM), n=10

PESO CORPORAL DE LA RATA WISTAR

Tratamiento (5mg/kg, iv)
Control i : - i
TiO, TiO,-Fe TlOZ'Ag
Dia 0 240.6 £ 6.51 243.3 £+ 8.76 244.3 £ 3.58 241.4 + 3.31
Dia 1 241.2 £ 6.59 242.0+£9.31 2455 + 3.88 239.1 + 3.27
Dia 7 2447+ 6.65 248.8 £ 9.94 262.1 + 3.16 243.0 £ 3.16
Dia 14 2442 +6.22 257.2 +10.28 279.5 +4.03 252.2 + 3.60
PESO
3001 xx
Control
M Tio,
” 2004 BN Tio,-Fe*®
o Bl TiO,-Ag
S
o

1001

Figura 34. Peso corporal de ratas Wistar machos tratadas con TiO»-Sigma-Aldrich (5mg/kg, iv), TiO-Fe*®
(5mgl/kg, iv) y TiO2-Ag (5mg/kg, iv) a las 0, 24 horas, 7 y 14 dias. Barras marcadas (**) representan
diferencia significativa con el control (p<0.01). Los valores expresan la media (SEM), n=10
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VIIL4.1.2. Pruebas de Funcionamiento Hepatico

En la tabla 9 se presentan los valores medios de la concentracion de los diferentes
pardmetros bioquimicos: Transaminasa Aspartato Aminotransferasa (AST), Alanino
Aminotransferasa (ALT), Proteinas Totales (PT), Albumina Sérica (ALB), Globulinas
(GLOB), Relacién Albumina-Globulina (R A/G), Fosfatasa Alcalina (ALKP), Bilirrubina
Total (BT), Bilirrubina Directa (BD) y Bilirrubina Indirecta (Bl) a los dias 1, 7 y 14 de
tratamiento.

Respecto al tratamiento de TiO, la actividad enzimatica de AST (Fig. 35-A)
aumento6 2 veces respecto el control al dia 7 y 14 de tratamiento, disminuyendo hasta
un 60% al dia 14 respecto al dia 7 de tratamiento, mientras que ALT incremento 2.45
veces su concentracion respecto al control el dia 7, no observando diferencias
significativas con el control al dia 14 (Fig.35-B). La actividad de ALKP aumento un
12% respecto al control los dias 1 y 7 del tratamiento disminuyendo hasta un 33% el
dia 14 (Fig.35-C). Las ratas Wistar macho tratadas con TiO, presentaron una
disminucién en los niveles séricos de proteinas totales respecto al control siendo de
9.7%, 11.42% vy 22.6% a los dias 1, 7 y 14 (Fig.35-D) observando el mismo fenémeno
en la concentracién de albumina (Fig. 35-E) con valores de 1.8%, 18.0% y 24.5% por
debajo del control. En el caso de la concentracién de bilirrubinas, se observé un
aumento respecto al control al dia 7 (Fig. 35-F), debido al aumento de las dos
fracciones, bilirrubina directa (Fig. 35-G) y bilirrubina indirecta (Fig. 35-H), mientras que
a los 14 dias no hubo diferencia significativa con el control.

Por otra parte, el tratamiento con TiO,-Fe* presenté diferencia significativa con el
control al dia 14 de tratamiento, observando un incremento del 30% en la actividad
enzimatica de ALT (Fig. 35-B) y dos veces el control la actividad de AST (Fig. 35-A),
mientras que ALKP (Fig. 35-C) disminuyé en un 20%. Asi mismo, se observé una
disminucion en la concentracion de proteinas totales (Fig. 35-D) y albdmina (Fig. 35-E)
del 25% y 30% respectivamente. Respecto a los niveles de bilirrubina total (Fig. 35-F),
estos se encontraron por encima del control sin observar diferencias respecto a las
fracciones con el control (Fig. 35-G Y 35-H).

De la misma manera que con TiO,-Fe*, las ratas Wistar macho expuestas a
tratamiento con TiO,-Ag presentaron diferencia significativa con el control al dia 14 de
tratamiento en AST (1 2.3 veces la actividad), ALT (1 30%), PT ({10%), Albumina
(120%) y BD (12.5 veces) (Fig. 35).
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Tabla 9. Resultados de las pruebas bioquimicas de funcionamiento hepatico en
suero de ratas Wistar machos tratados con nano-particulas de TiO,-Sigma-Aldrich
(5mg/kg, iv), TiO,-Fe™®(5mglkg, iv) y TiO»-Ag (5mg/kg, iv) a las 24 horas 7 y 14 dias.
Los valores expresan la media (x SEM), n=10

Control

Tratamiento (5mg/kg, iv)

TiO, TiOx-Fe™ TiO2-Ag

AST (UIL) 75.67 +3.12 76.28 +2.78 88.19 + 3.09 72.99 + 3.03

ALT (U/L) 64.88 + 3.27 61.44 +4.34 66.36 + 4.36 52.98 + 2.64

ALKP (U/L) 242.7 +18.87 215.0+11.40 | 282.2+24.14 323.2 £ 38.84
PT (g/dL) 5.76 + 0.07 5.25+0.08 6.16 = 0.07 5.78 £0.10
| ALB (g/dL) 3.01+0.03 2.87 £0.05 3.32+0.06 3.29+0.05
" GLOB (g/dL) 2.74 +£0.06 2.36 £0.06 2.84 +0.08 2.49 £0.10
R A/IG 1.11 £0.02 0.91+0.12 1.19+£0.36 1.33 +0.06

BT (mg/dL) 0.010 + 0.006 0.078 £ 0.007 | 0.030 +0.004 0.049 £ 0.004

BD (mg/dL) 0.016 +£0.001 | 0.025+0.005 | 0.023+0.001 | 0.038 + 0.005

Bl (mg/dL) 0.013 £ 0.002 0.052 + 0.009 | 0.015+0.001 0.010 + 0.004

AST (UIL) 89.44+5.01 | 238.4+44.55 | 85.47+2.28 75.50 + 2.00

ALT (U/L) 71.90+3.60 | 176.22+23.8 | 81.56+5.58 57.71 +2.93

ALKP (U/L) 264.5+21.74 | 234.8+25.85 | 300.9+18.98 | 351.7 + 29.57
PT (g/dL) 5.95 + 0.06 5.34 £ 0.07 5.86 + 0.06 5.89+£0.11
) ALB (g/dL) 3.21+0.04 2.72+0.13 3.09 +0.07 3.00 £ 0.06
" GLOB (g/dL) 2.74 £0.07 2.61+0.10 2.79 +0.09 2.89+0.12
R A/G 1.18 +0.04 1.06 + 0.07 1.14 + 0.06 1.07 £ 0.06

BT (mg/dL) 0.080 + 0.006 0.124 +0.008 | 0.041 +0.004 0.024 £ 0.001

BD (mg/dL) 0.026 +0.003 | 0.039 +0.003 | 0.009 +0.00 | 0.024 + 0.006

BI (mg/dL) 0.057 +0.008 | 0.085+0.007 | 0.028 +0.005 | 0.001 + 0.003

AST (UIL) 65.60 +5.06 | 146.1+1558 | 113.7+11.54 | 149.1+19.60

ALT (UL) 71.90 + 3.60 94.78 + 9.60 90.46 +8.98 | 93.68 +11.85

ALKP (U/L) 246.5+26.50 | 184.8+8.88 | 207.4+11.67 | 272.6+22.22
PT (g/dL) 6.00 + 0.01 4.89+0.11 4.82+0.11 5.44 +0.11
i ALB (g/dL) 3.30+£0.09 2.65+0.11 2.54 +0.09 2.75+£0.07
PiA L GLOB (g/dL) 2.60+0.10 2.24 +0.05 2.30 +0.09 2.75+0.07
R A/G 1.26 + 0.06 1.21+0.07 1.14 + 0.06 1.06 + 0.06

BT (mg/dL) 0.010 + 0.005 0.017 £0.012 | 0.090 + 0.009 0.008 + 0.002

BD (mg/dL) 0.020 + 0.005 0.020 £ 0.012 | 0.009 + 0.009 0.060 £ 0.002

Bl (mg/dL) 0.010 £ 0.005 | 0.000 +0.013 | 0.009 +0.000 | 0.000 * 0.002
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Figura 35. Resultados de las pruebas bioquimicas de funcionamiento hepatico en suero de ratas Wistar
machos tratados con nano-particulas de TiO»-Sigma-Aldrich (5mg/kg, iv), TiO,-Fe*® (5mg/kg, iv) y TiO»-Ag
(5mgl/kg, iv) a las 24 horas 7 y 14 dias. Barras marcadas con * (p<0.05), ** (p<0.01), y *** (p<0.005),
representan diferencia significativa con el control. Los valores expresan la media (SEM), n=10.
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VIIN.4.2. PRUEBA SUB-AGUDA

La prueba sub-aguda se realiz6 en ratas Wistar machos tras la administracion
intravenosa de 9 dosis de nano-particulas (TiO,y TiO,-Fe*™®) de 5 mg/kg de peso de

frente a un grupo control.

VIIL.4.2.1.

La fig. 36 muestra los pesos de los grupos tratados con nano-particulas

Peso corporal

observando que no hay una diferencia con el control.

Tabla 10. Peso corporal de ratas Wistar tras el tratamiento sub-agudo con nano-
particulas de TiO,-Sigma-Aldrich (5mg/kg, iv c/7 dias) y TiO,-Fe*® (5mg/kg, iv c/7 dias)
alos 0,29 y 56 dias. Los valores expresan la media (+ SEM).

Peso (g)
Tratamiento (5mg/kg, iv c/7 dias)
Control i i 3
TiO, TiO,-Fe
249.0 £ 6.80 241.9 £7.03 231.0 £9.09
- Dia 0 (n=10) (n=10) (n=9)
262.0 +8.14 285.1 £8.45 275.2 +12.87
Dia 29 (n=10) (n=9) (n=8)
295.8 +9.02 287.8 £+ 7.65 2975 +15.91
Dia 56 (n=10) (n=9) (n=7)
Peso
400
Control
mm TiO,
3004 T
_ - B Tio,-Fe"?
2]
o
€ 200 4
g
(o))
100 A
0 -
Q o) ©
@ L o
Q O\'b 0\"7’

Figura 36. Peso corporal de ratas Wistar machos bajo un tratamiento sub-agudo con NPs de TiO,-Sigma-
Aldrich (5mg/kg, iv c/7 dias) y TiO,-Fe*® (5mglkg, iv c/7 dias) a los 29 y 56 dias. Los tratamientos n
presentaron diferencia significativa con el control (p>0.05). Los valores expresan la media (SEM), n=10
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VIIl.4.2.2. Pruebas de Funcionamiento Hepético. Prueba Sub-
Aguda
Las ratas Wistar macho tratadas con TiO,, mostraron un incremento del 82% y
28% en la actividad de AST (Fig. 37-A) y ALT (Fig. 37-B) respecto al control, mientras
que ALKP (Fig. 37-C) no mostré diferencias con el control aunque, al analizar la figura
se observa una disminucion de la actividad enzimética en el dia 56 respecto al dia 29.
Los niveles plasmaticos de proteinas totales (Fig. 37-D), albumina (Fig. 37-E) vy
globulinas (Fig. 37-F) al dia 56 disminuyeron un 20%, 33% y 26% respecto al control.
La concentracion de Bilirrubinas mostré un aumento al dia 29 de 3 veces el control,
mientras que al dia 56 se observa una disminucién de 3 a 4 veces el control (Fig. 37-G,
36-Hy 37-).
Respecto al grupo tratado con TiO,-Fe*?, la actividad enzimatica de AST (Fig. 37-
A) y ALT (Fig. 37-B) fue mayor (119% y 46.1% respectivamente) que lo observado
con el grupo de TiO,. La concentracion plasmatica de proteinas totales (Fig. 37-D),
albumina (Fig. 37-E) y globulinas (Fig. 37-F), también se vieron alterados al aumentar
sus niveles en un 25%, 28% y 20% respecto al control al dia 56 de tratamiento. Los
niveles de Bilirrubina total en plasma, mostraron un incremento de 2.7 veces el control
al dia 29, disminuyendo la misma proporcion al dia 56 de tratamiento (Fig. 37-G).
Respecto a la BD los niveles aumentaron hasta un 80% manteniéndose hasta el dia 56
de tratamiento (Fig. 37-H).

Tabla 11. Resultados de las pruebas bioquimicas de funcionamiento hepético
en suero de ratas Wistar machos tras el tratamiento sub-agudo con nano-particulas de
TiO,-Sigma-Aldrich (5mg/kg, iv c/7 dias) y TiO,-Fe** (5mg/kg, iv c/7 dias) a los 29 y 56

dias. Los valores expresan la media (+ SEM), n=10

Tratamiento (5mg/kg, iv)
Control TiO, TiO,-Fe™
75.00 + 3.12 85.22 £ 3.00 77.60+£2.19
AST (UIL)
(n=10) (n=10) (n=8)
64.88 + 3.27 76.96 +2.46 80.00 £ 4.21
ALT (U/L)
(n=10) (n=10) (n=9)
DIA 29 2429 +18.87 229.2+23.11 | 196.9 +16.39
ALKP (U/L)
(n=10) (n=10) (n=9)
5.76 £ 0.07 5.99+0.12 6.10 £ 0.80
PT (g/dL)
(n=10) (n=10) (n=9)
ALB (g/dL) 3.01+£0.03 3.35+£0.13 3.33+£0.11
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(n=10) (n=10) (n=9)
2.74 +0.06 3.00£0.35 2.90 £ 0.09
GLOB (g/dL)
(n=10) (n=10) (n=9)
1.11 £ 0.02 1.13+0.12 1.20 £ 0.07
R A/IG
(n=10) (n=10) (n=9)
0.029 + 0.003 0.078 £ 0.006 | 0.080 + 0.010
BT (mg/dL)
(n=10) (n=10) (n=9)
0.016 = 0.007 0.029 £ 0.008 | 0.030 +0.00
BD (mg/dL)
(n=10) (n=10) (n=9)
0.013 £ 0.002 0.048 + 0.006 | 0.060 + 0.006
BI (mg/dL)
(n=10) (n=10) (n=9)
87.50+2.78 159.2 +34.71 | 192.4 + 48.58
AST (U/L)
(n=10) (n=9) (n=7)
79.79 £ 3.70 102.0 £19.74 | 116.6 £ 28.71
ALT (U/L)
(n=10) (n=9) (n=7)
212.5+9.71 167.2 £16.89 | 152.5 + 27.88
ALKP (U/L)
(n=10) (n=9) (n=7)
5.71 £ 0.06 4,79 + .10 4,90 £ 0.35
PT (g/dL)
(n=10) (n=9) (n=7)
3.07+0.12 2.30 £ 0.07 2.40£0.29
ALB (g/dL)
! (n=10) (n=9) (n=7)
DIA 56
2.54 + 0.06 2.37 +0.17 2.40 + 0.07
GLOB (g/dL)
(n=10) (n=9) (n=7)
1.26 £0.04 0.72 +0.09 1.00£0.11
R A/IG
(n=10) (n=9) (n=7)
0.135 + 0.006 0.025 +0.004 | 0.050 +0.015
BT (mg/dL)
(n=10) (n=9) (n=7)
0.03 £ 0.001 0.013 +£0.002 | 0.030 + 0.007
BD (mg/dL)
(n=10) (n=9) (n=7)
0.095 + 0.006 0.011 +£0.004 | 0.020 +0.011
Bl (mg/dL)
(n=10) (n=9) (n=7)
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Figura 37. Resultados de las pruebas bioquimicas de funcionamiento hepatico en suero de ratas Wistar
machos con tratamiento sub-agudo de nano-particulas de TiO,-Sigma-Aldrich (5mg/kg, iv c/7 dias) y TiO,-
Fe* (5mglkg, iv ¢/ 7 das) a los 29 y 56 dias. Barras marcadas con * (p<0.05), ** (p<0.01), y *** (p<0.005),

representan diferencia significativa con el control. Los valores expresan la media (SEM), n=10.

VIII.4.2.3. ANALISIS HISTOLOGICO EN HIGADO

La figura 38 muestra el estudio histopatolégico con la tincion de H&E de los
grupos tratados con nano-particulas y el grupo control tras una exposicion aguda. El
grupo control (38-A y 38-B) present6 organizacion del hepatocito, acidofilia, lobulillos y
sinusoides normales sin cambios morfoloégicos. Las imagenes 38-C y 38-D
corresponden al grupo tratado con TiO, mostrando una organizacién normal, lobulillos y
sinusoides de tamafio y morfologia normal, citoplasma de aspecto granuloso sin
modificaciones en la acidofilia, vacuolizacién citoplasmatica, mayor volumen celular y
mayor espacio en los sinusoides. Las imagenes 38-E y 38-F muestran mayor volumen
nuclear, citoplasma granulado y vacuolizacion citoplasmética tras la exposicion aguda
a TiO,-Fe*™. Las imagenes 38-E y 38-F muestran el estudio histopatoldgico tras la
exposicion a TiO,-Ag observando cambios en la organizacién celular, aumento en el
volumen nuclear y citoplasmatico observando un gradiente de dafio de menor a mayor

con respecto a la vena porta central.
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Figura 38. Analisis histologico de muestras de higado a través de la tincion H&E. Prueba Aguda A. Control
10X, B. Control 20X, C. TiO, 10X, D. TiO, 20X, E. TiO, —Fe™ 10X F. TiO, —Fe™® 20X, G. TiO, —Ag 10X, H.
TiOz —Ag 20X.
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La figura 39 muestra las imagenes del estudio histopatolégico con la
tincion de H&E de los grupos tratados con nano-particulas y el grupo control
tras una exposicion sub-aguda. Las figuras 39-A y 39-B representan al grupo
control. El andlisis tras la exposicion a TiO, (39-C y 39-D) muestra que no se
presentaron alteraciones morfolégicas, sin embargo, el grupo tratado con TiO,-

Fe™ (389-E y 39-F muestra degeneracion hidrépica vacuolar y degeneracion

balonizante, un signo de lesion reversible.

Figura 39. Analisis histologico de muestras de higado a través de la tincion H&E. Prueba Sub-Aguda
A. Control 10X, B. Control 20X, C. TiO, 10X, D. TiO, 20X, E. TiO, —Fe*® 10X F. TiO; —Fe*® 20X
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VIIN.4.3. CONCENTRACION DE INMUNOGLOBULINAS EN
SANGRE

Varias investigaciones han demostrado que nano-particulas de TiO, promueven la
expresion y concentracion de interleucinas in vivo e in vitro. Para poder observar el
papel de los procesos inflamatorios en la toxicidad del higado por nano-particulas de
TiO,, se determind por ELISA, la concentracién de IL-2, IL-6, IL-10, INF-y y TNF-a en
suero de rata tras la administracién de nano-materiales de TiO, (dopado y sin dopar).

Respecto a la concentracion en suero de IL-2 (figura 40-A) e IL-6 (figura 40-B) tras
una inyeccion unica de NPs (5.0 mg/kg) en ratas Wistar, el andlisis de ELISA mostrd
que las nano-particulas de TiO, y TiO,-Fe*?, no activan la produccion de IL-2 o IL-6 sin
observar diferencia significativa con el control (p<0.05). En el caso de la IL-10 (Figura
40-C), los datos mostraron un incremento en los niveles séricos de IL-10 respecto al
control tras la exposicion a nano-particulas de TiO,-Ag (p<0.001) observandose un
incremento en IL-10 al dia 7 y 14 en plasma respecto al dia 1 de tratamiento. Por otro
lado, los grupos tratados con TiO, 0 TiO,-Fe™ no presentaron diferencia significativa
con el control (p<0.05). La figura 40-D muestra la produccion de TNF-a en la cual se
observa un incremento significativo en la concentracién en plasma de los diferentes
grupos tratados respecto al control (p<0.001). En la tabla 12 se presentan las
concentraciones de interleucinas a los dias 1, 7 y 14 tras el tratamiento con las

diferentes NPs
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Figura 40: Efecto de las nano-particulas en los niveles séricos de ratas Wistar de A. IL-2, B. IL-6, C. IL-
10y D. INF-Y; tras una inyeccion intravenosa de 5 mg/mL de TiO,, TiO,-Fe™ 3% y TiO2-Ag 1.5%. Los
datos representan el efecto tras la exposicion a los NMs después de 1, 7y 14 dias de tratamiento.
Barras marcadas con * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.005) y **** (p<0.001), representan diferencia
significativa con el control. Los valores expresan la media (SEM), n=5.

La Figura 41 presenta los niveles de interleucinas en suero de los grupos al dia 14
de tratamiento. En esta gréafica, se puede observar un incremento en los valores de
INF-y, TNF-a (p<0.001) en todos los grupos, mientras que la concentracion de IL-10
sélo se vio aumentada en el grupo tratado con TiO,-Ag.
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Figura 41: Efecto de las nano-particulas de TiO», TiO.-Fe*® 3% y TiO»-Ag 1.5% en los niveles séricos en
rata Wistar de IL-2, IL-6, IL-10, INF-Y y TNF-a tras una exposicién aguda al dia 14 de tratamiento. Barras
marcadas con * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.005) y **** (p<0.001), representan diferencia significativa

con el control. Los valores expresan la media (SEM), n=5.

Tabla 12: Concentracion de interleucinas en suero de rata Wistar tras una
exposicién aguda a nano-particulas de TiO,, TiO,-Fe* 3% y TiO,-Ag 1.5%. Los datos
representan la media + SEM

PRUEBA AGUDA- INTERLEUCINAS EN SUERO (pg/mL)

Tratamiento IL-2 IL-6 IL-10 INF-y TNF-a

Dia 1 30.7+4.21 54.8 +1.35 5.2+0.71 0.0+0.78 N/A

Control Dia 7 30.7+4.21 54.8+1.35 52+0.71 0.0+0.78 N/A
Dia 14 30.7+4.21 54.8 +1.35 52+0.71 0.0+0.78 458 +3.51

Dia 1 23.5+1.61 60.7 + 3.05 9.5+0.68 47.0+13.6 N/A

TiO; Dia 7 26.7 £ 0.92 58.0 + 2.35 13.7+2.64 | 107.1+13.0 N/A
Dia 14 26.0+1.14 62.3+1.61 6.7+0.71 136.8+14.0 | 75.02+£7.08

Dia 1 24.2+2.76 56.0 £ 2.43 3.8+0.28 30.3+3.64 N/A

TiO,-Fe™ Dia 7 23.6+1.01 54.9 +1.02 8.7+1.70 90.7 £4.35 N/A
Dia 14 23.9+0.78 63.0 + 4.56 11.6 £ 0.96 100.4 +4.18 82.7+11.7

Dia 1 N/A N/A 21.9+3.24 | 297.9+104.0 N/A

TiO,-Ag Dia 7 N/A N/A 30.1+0.91 41.3+5.74 N/A
Dia 14 N/A N/A 48.1 £4.85 37.7+4.36 67.8 +5.62

*N/A: datos no analizados.
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Con respecto a la administracién repetida de nano-particulas de TiO, o0 TiO,-
Fe*® a las ratas Wistar (prueba sub-aguda), la figura 42 presenta los niveles en plasma
de IL-6, IL-10 y TNF-a a los 56 dias de tratamiento. Respecto a los niveles plasmaticos
de IL-6, el grupo tratado con TiO,-Fe*® mostré un incremento respecto al control
(p<0.001) e incluso con el grupo tratado con TiO,, él cudl no exhibi6 diferencia
significativa con el control (p>0.05). Los niveles de IL-10 y TNF-a no presentaron
diferencia significativa con el control. Lo anterior con un nivel de confianza del 95%. Sin
embargo se puede observar un aumento respecto al control de IL-10 y TNF-a en el

plasma del grupo tratado con TiO,
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Figura 42: Efecto de las nano-particulas de TiO; y TiO2-Fe*™ 3% en los niveles séricos de interleucinas IL-
6, IL-10, y TNF-a tras inyecciones intravenosas repetidas (c/7 dias). Los datos representan el efecto
después de 56 dias de tratamiento. Barras marcadas con **** (p<0.001), representan diferencia
significativa con el control. Los valores expresan la media (SEM), n=5.

Tabla 13: Concentracion de interleucinas en suero de rata Wistar tras una
exposicién sub-aguda a nano-particulas de TiO,, TiO,-Fe* 3% y TiO,-Ag 1.5%
después de 56 dias de tratamiento. Los datos representan la media + SEM

PRUEBA SUB-AGUDA DIA 56 DE TRATAMIENTO
INTERLEUCINAS EN SUERO (pg/mL)

Tratamiento IL-6 IL-10 INF-y TNF-a
Control 55.9+1.16 | 5.16+0.72 0.0+0.78 45.8 + 3.51
TiO, 553+150 | 359+7.64 | 28.8+0.75 68.9+9.34
TiO,-Fe™ 2956 +33.9 | 25.7+£3.80 | 25.7+£3.80 19.9 £ 6.69

*N/A: datos no analizados
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IX. DISCUSIONES

El proposito de este estudio fue evaluar la toxicidad de los nano-materiales de
TiO,, TiO,-Fe*® y TiO,-Ag a través de pruebas in vivo e in vitro. En particular, para
la toxicidad in vitro se evalu6 el efecto cito-toxico en células rojas humanas
mediante el estudio de la actividad hemolitica de los diferentes nano-materiales;
ademas se evaluo la lixiviacion de iones (dopantes) del material y su influencia en
la toxicidad de los diferentes materiales. El estudio in vivo se realiz6 mediante la
administracion intravenosa de TiO, NPs a ratas Wistar adultos con el fin de obtener
informacién que indique si existe dafio hepatico, a través de biomarcadores de
dafio hepético temprano, asi como sobre la morfologia de los hepatocitos mediante
el andlisis histolégico. También se valoré la respuesta inflamatoria cuantificando

citocinas (IL-10 e IL-2) e interferon-Y'.

Anélisis in vitro

El andlisis de la actividad hemolitica de los nano-materiales es de suma
importancia principalmente con los materiales que entran en contacto directo en la
sangre, como es en el caso de las drogas dirigidas (Wen Fan et al, 2012) asi como
en la evaluacién del riesgo toxicoldgico que puede ser producido por las nhano-
particulas debido al contacto constante (Haynes et al, 2010). Varias
investigaciones han demostrado que las TiO,-NPs pueden llegar a diferentes
organos, mediante diferentes rutas de exposicion, a través de la circulaciéon
sanguinea (Patri et al, 2009; Jiangxue et al, 2007; Wang et al, 2007), donde las
células de mayor proporcidon (99%) son los eritrocitos (May et al, 1998). En este
trabajo, la prueba de la actividad hemolitica in vitro se realiz6 con diferentes
variables como: concentracién, luz, obscuridad, temperatura y condicion de las
células rojas. Esto dio diferentes condiciones de vulnerabilidad a las células rojas

para poder ligar el efecto hemolitico de los nano-materiales analizados.

Respecto a los nano-materiales de TiO,, no se observé hemdlisis ocasionada
por las TiO,-NPs en ninguna de las variables (figuras 14 y 15), pero al analizar
cuantitativamente la actividad hemolitica, el TiO, ocasioné hemodlisis en las
muestras con RBC. Al respecto, los nano-materiales de TiO, presentaron mayor

hemolisis en condiciones de luz (Figura 22), lo que puede ser debido a que el TiO,
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absorbe del 3 a 5% de energia en el rango de luz visible (Linsebigler et al, 1995). Al
comparar los dos NMs de TiO, (Figura 22), el TiO,-Sigma-Aldrich produjo mayor
grado de hemdlisis que TiO, sintetizado en el laboratorio. Debe sefalarse que el
TiO; sintetizado tiene un menor tamafo (~10 nm) y, por tanto, una mayor area
superficial que el TiO,-Sigma-Aldrich (~25 nm); sin embargo, el radio hidrodinamico
en solucién salina fisiol6gica fue de 830 nm y 774 nm respectivamente (figura 13-
B), presentando una mayor estabilidad en el medio TiO,-Sigma-Aldrich con un
potencial zeta de 48.01 mV contra 11.62 mV del TiO, sintetizado en el laboratorio
(figura 13-A). Por lo tanto, ya que el TiO, Sigma-Aldrich presenta un menor radio
hidrodinAmico y una mayor estabilidad en el medio, éste pudiera penetrar con
mayor facilidad a las membranas celulares. Recientemente, otros investigadores
han reportado que las nanoparticulas de TiO, comerciales producen hemdlisis de
eritrocitos humanos mediante esferocitosis y esquistocitosis (hematies
fragmentados). También encontraron capacidad de interaccion de estas
nanoparticulas con la hemoglobina. En funcién de los resultados obtenidos de su
trabajo (in vitro) sugieren que el contacto de las nanoparticulas comerciales de TiO,
con la sangre debe ser evaluado cuidadosamente por su potencial toéxico (Ghosh et
al, 2013).

En el caso del TiO,-Fe*® (Fig. 23) se observé que en las variables donde se
present6 hemdlisis (RBC), la actividad hemolitica aumenta en condiciones de luz
comparada con la obscuridad, asi como mayor actividad hemolitica que el TiO,
Sigma-Aldrich (Fig. 22), lo que subraya la influencia del ion hierro Il (Fe*®) en la
actividad foto-catalitica y la toxicidad de estos nano-materiales. La oxidacion foto-
catalitica del TiO, se lleva a cabo por la absorcion de la radiacidn electromagnética
en la zona mas proxima del ultravioleta (Kazuya Nakataa et al, 2012), que al ser
dopado con metales es activo a la luz visible al disminuir la banda de ancho
prohibido (Eg) del material semi-conductor (Mohammad, 2013). La tabla 4 muestra
la disminucién de Eg de TiO, (3.08eV) al doparlo con iones Fe*?, observando que a
mayor porcentaje de dopaje menor Eg (hasta 2.26 eV). Yu y col (2010)
demostraron la absorcion optica mayor a 400 nm bajo luz visible del TiO, dopado
con Fe*®, debido a la transferencia de electrones de la banda de valencia del TiO, a
la superficie del Fe*® (y no a la banda de conduccién). Lo anterior deriva en foto-
produccion de huecos generados en la banda de valencia, lo que contribuye en la

oxidacién de la materia organica y en la reduccién foto-catalitica del oxigeno por la
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foto-produccion de especies de Fe™ en la superficie de TiO,. Asi también, la
transferencia de electrones en los materiales de TiO, dopados con Fe*
sintetizados en el laboratorio, puede estar dada a partir de la excitacion de los
electrones de Fe*® a la banda de conduccion y a la banda de valencia generando
asi par Fe”*—Fe*? | Fe”*—Fe™ aumentando la foto-actividad del material al reducir
la recombinacion de las especies generadas. En contraste, Cui y col (2009)
demostraron que la fotocatdlisis puede disminuir al sobrepasar una cierta
concentracion de hierro debido a la recombinacion con las especies foto-generadas
(e/n).

En las distintas condiciones donde hubo hemodlisis tras la interaccion de TiO,-
Fe*® se pudo observar, en general, un aumento en el porcentaje de hemdlisis con el
dopaje del 3% pero al 5% disminuyé (Fig. 23), lo cual podria explicarse debido a
que TiO,-Fe*® 3% presenté mayor estabilidad en SSF (90.14 mV) que TiO,-Fe™ 5%
(5.54 mV), asi como a la recombinacion de los portadores foto-generados antes de
inducir una reaccién foto-catalitica sobre la superficie del semiconductor al
aumentar la concentracion de Fe™ en el nano-material (Mendive et al, 2011). Otro
de los andlisis fundamentales para determinar la toxicidad de TiO,-Fe™ es la
influencia de los iones que se pueden desprender del material en solucién. Los
resultados obtenidos por espectrofotometria de absorcién atdbmica demostraron la
ausencia de hierro en solucién, tanto en los controles como en las muestras
tratadas con TiO,-Fe*®, lo que supone el aumento de hemdlisis por la accion foto-
catalitica.

Por lo tanto, mediante las pruebas in vitro podemos argumentar de la inocuidad
de los nano-materiales analizados, ya que la ASTM F 756-08 (Standard practice for
assessment of hemolytic properties of materials) considera como material seguro
aquél gue presente un porcentaje de actividad hemolitica menor de 2%. La tabla 6
muestra la concentracion de los NMs que genero el 2% de hemolisis. Respecto a
los NMs de TiO, y TiO,-Fe*® se necesita una concentraciéon mayor de 1.0 mg/mL
para ocasionar el 2% de hemdlisis, por lo que se pueden considerar materiales
seguros no hemoliticos a estas concentraciones. Por otro lado, el TiO,-Ag no se
puede considerar como un material seguro a estas concentraciones ya que produjo
hemolisis mayores del 2% a la concentracion mas baja (tabla 6).

Los nano-materiales de TiO,-Ag presentaron un fendmeno diferente a los

materiales de TiO, y TiO,-Fe*®, ya que en todas las condiciones y a partir de la
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concentracion mas baja hubo hemdlisis (figuras 19-21). En efecto, la figura 24
muestra la relacion dosis respuesta de los materiales dopados con plata, donde a
concentraciones de 1.0 mg/mL la hemdlisis es de casi del 100%. Ademas, bajo las
diferentes condiciones estudiadas, en 1.0 mg/mL se produjo dafio a la membrana
de los eritrocitos al ser incubados con TiO,-Ag. Si comparamos lo observado con
TiO, y TiO,-Fe*®, los cuéles mostraron no ser hemoliticos, podemaos argumentar
gque el dafio causado por TiO»-Ag es debido principalmente a la plata (figura 24).

Respecto a las variables analizadas, se observo que la condicion donde todos
los materiales produjeron actividad hemolitica fue a 24°C en eritrocitos sin
presencia de plasma (figura 25). La temperatura 6ptima para la actividad
enzimatica es a 37°C, por lo que al disminuir la temperatura la actividad enziméatica
disminuye y su accién protectora también disminuye, pudiendo generar un mayor
dafo. La importancia de realizar los estudios en las dos condiciones de muestra
(sin plasma y sangre completa) es debido a que por un lado la sangre completa
presenta todas las condiciones de proteccion, mientras que los eritrocitos lavados
interactlian directamente con la nano-particula, en donde se presenta condiciones
de mayor susceptibilidad ya que al no presentar ADN o ARN para la sintesis de
enzimas y proteinas de estrés, la actividad de las enzimas disminuye tras la
exposicion a algun agente téxico e incluso por el tiempo (Gordon et al, 2013). Por lo
tanto, RBC presenta un comportamiento fisioldgico diferente como las funciones de
regulacién contra los efectos dafiinos de células producidas por el estrés oxidativo y
la defensa de los anticuerpos en su membrana celular. Tanto los materiales de TiO,
y TiO,-Fe™ no presentaron actividad hemolitica al incubarlas en sangre completa
(figuras 22 y 23). Este fendbmeno puede ser debido a que la sangre completa
presenta un comportamiento fisiolégico con las funciones de respuesta celular
como son: blindaje de metales por proteinas (metalotioneinas), presencia de
vitaminas, principalmente la C y E, enzimas oxidantes y moléculas opzonizantes
(anticuerpos, y complemento principalmente) (May et al, 2008; Wolfgang et al,
2003). Ademas, Foller y col (2013) demostraron en un modelo de rata gclm™
(deficiente de GHS), el efecto protector de la Vitamina E al prevenir el aumento de
hemolisis ocasionado por el aumento de calcio intracelular, activacion de canales
ionicos y por ultimo eriptosis.

Como ya se sefald, los resultados obtenidos del TiO, y TiO,-Ag sugieren que

el dafio producido en los eritrocitos es producido por la plata y no por el TiO,, ya
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que el grado de hemdlisis que éste presenta esta dentro del rango de materiales
seguros segun la ASTM-F 756-08 (tabla 6), mientras que la actividad hemolitica
presentada por los materiales de TiO,-Ag fue muy alta, llegando a ser hasta del
97% (Fig. 24).

Al comparar las condiciones de luz de TiO,-Ag se observaron resultados
similares a los obtenidos al incubar las muestras en luz visible y obscuridad, en
todos los porcentajes de plata. Por lo expuesto anteriormente, se esperaria que en
condiciones de luz se presentara mayor grado de hemdlisis debido a la influencia
de Ag en el material semiconductor. Pan Xubin y col. (2010) demostraron que la
disminucion del ancho de banda prohibida (GAP) del TiO,, al ser dopado con plata,
promueve la formacion de especies reactivas de oxigeno bajo condiciones de luz
visible, las cuales pueden interactuar con la membrana celular y otros
componentes de las células (aminoacidos, proteinas y lipidos) resultando en
peroxidacion lipidica, inactivacion de proteinas, dafio al adn y estructuras
intracelulares llevando a la muerte celular y, en este caso, la hemdlisis del eritrocito.
En contraste, la actividad hemolitica de este nano-material (a pesar de que
aumento tras la incubacion en luz visible) no presenté una gran diferencia en
condiciones de luz que de obscuridad (Fig. 24). Estos resultados sugieren que el
dano producido no se debe directamente a la accién foto-catalitica del nano-
material, como en el caso del TiO,-Fe* (discutido anteriormente), sino a las
propiedades fisico-quimicas de TiO,-Ag (I-Lun Hsiao et al, 2011) y a la liberacién
de iones Ag" encontrados en solucion (tabla 7). En la presencia de ambientes
acuosos, la plata metélica (Ag®) es oxidada, resultando en la liberacién de Ag®. Este
proceso de oxidacién es lento y depende de las propiedades como el tamafio y
revestimiento de la NPs, asi como las condiciones del medio (Behra et al, 2013).
Estos iones pueden unirse a GSH, metalotioneina y proteinas que contienen
cisteina asi a las proteinas de membrana y ADN produciendo desnaturalizacion de
proteinas, deplecion de GSH y dafio directo e indirecto al ADN.

Respecto a la cristalinidad del material, debe sefialarse que conforme aumenta
el dopaje con plata disminuye la cristalinidad del material (figura 12). Traversa y col
(2001) observaron el mismo efecto al sintetizar TiO,-Ag a través de un proceso sol-
gel aumentando la cantidad de Ag en el material, a diferentes temperaturas de
calcinacion. Respecto a la estabilidad de TiO,-Ag en el medio, el dopaje al 0.5%

present6 mayor estabilidad (+81.94 eV) que al 1.5% y 2.5% (+5.64 eV) y el tamafio
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de la particula secundaria disminuyé conforme aumentaba el dopaje, aunque no se
observo una diferencia significativa (figura 13). Como se menciond anteriormente,
los analisis de TiO,-Ag por espectrofotometria de absorcion atémica arrojaron la
presencia de Ag"® en solucion, observandose que no hay diferencia significativa en
la concentracién de iones en solucién de los tres porcentajes de dopaje, por lo
tanto, el dopaje con Ag al 0.5% presenta mayor porcentaje de iones en solucion
respecto a la plata en el NMs. (figura 28). Hadrup y col (2014) sugirieron que la
toxicidad de los nano-materiales es debida a los iones liberados en solucion. Al
respecto, otros investigadores opinan que las nano-particulas metélicas por si
mismas, los iones que liberan y sus nano-metalomas pueden interactuar con
elementos estructurales de las células alterando con ello la homeostasis y
produciendo efectos biolégicos adversos (Benetti et al, 2014).

En los tres porcentajes de plata, el TiO,-Ag al 0.5% fue el material que
presenté mayor actividad hemolitica (Figura 25), tanto a la mas baja concentracion
(0.1mg/mL) como a la mas alta (1.0 mg/mL) mientras que TiO,-Ag al 2.5% presentd
menor actividad hemolitica. Por lo expuesto anteriormente, se observa que la
diferencia en la toxicidad entre los diferentes dopajes de TiO,-Ag puede ser debido
a que conforme aumenta el dopaje, la cristalinidad (Fig. 12) y lixiviacién de iones en
solucion es menor (Fig. 28). La lixiviacion de iones va a depender del tamafio de la
NPs, superficie, cristalinidad, concentracion, uniones intermoleculares y agente
reductor (Kittler et al, 2010). El analisis por difraccidon de rayos-X de TiO,-Ag 0.5%
(Fig.12-A) mostré que la fase del material es anatasa, mientras que, en los NMs
TiO-Ag 1.5% y TiO,-Ag 2.5% la cristalinidad del material se vio afectada al
incrementar el dopaje con plata, observando menor cristalinidad que sefalan el
caracter amorfo de la titania. Aihua Sun y colaboradores (2005) observaron que la
disociacién es dependiente del tamanio, cristalinidad y accién fotocatalitica del TiO,.
Respecto al tamafio de los tres NMs de TiO,-Ag, es conveniente realizar un analisis
por microscopia electrénica de transmision para determinar el tamafio de la plata en
los NMs y analizar la influencia de éste en el caracter toéxico de los NMs.

Respecto a las diferentes variables analizadas in vitro, a 37°C se observd una
disminucién de la concentracién de Ag* en solucion (Fig. 28), lo cual sugiere una
interaccion de la plata con los eritrocitos, proteinas y componentes celulares,
aumentando el dafio celular. Lo anterior concuerda con las pruebas de hemdlisis en

las cudles la actividad hemolitica fue mayor a 37°C que a 24°C, en la misma
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condicibn. Como se menciond anteriormente, la temperatura Optima para la
actividad de enzimas, proteinas y componentes celulares es a temperatura
corporal (37°C). En este contexto, Anselme y col (2010) al analizar el modo de
interaccion de las células con sustratos a nano-escala y el efecto del tamafio y la
morfologia de estas particulas sobre la respuesta celular, postulan que las
interacciones sustrato-célula son mediadas por proteinas que adsorben al sustrato.
Asi, se podria favorecer la interaccién de las nano-particulas con la membrana y/o
su entrada al interior de la célula en donde podrian enlazarse con estructuras como
las proteinas del citoesqueleto. Esto puede modificar el ambiente intracelular y
activar canales i6nicos permitiendo la entrada Na* y salida de K*, lo que produce
hemolisis (a través del rompimiento de la célula por la entrada de agua) o eriptosis
a partir de la entrada de Ca*? en la célula (Féller et al, 2013).

Lo anterior se comprobd al analizar lo eritrocitos por SEM luego de su
exposicion a TiO,-Ag (Fig. 32) observandose presencia plata (Fig. 33-A y 33-C)
pero no de Ti u O en la muestra, tras el andlisis por EDX del material (Fig. 33-B Y
33-D). Ademas, se observaron eritrocitos hipoténicos (Fig. 32-E), lo que sugiere la
alteracion en los canales iénicos y mayor entrada de Na* en la célula, asi como
eritrocitos con dafio en su membrana (Fig. 32-C y 32-D). El dafio observado en los
eritrocitos (figura 32-D) puede ser indicio de que el eritrocito esta en proceso de
eriptosis. En este proceso, el dafio puede ser debido a estrés energético
(deplecién de ATP), estrés oxidativo (deplecion de GSH) o choque osmdtico. Esto
estimula la formacion de prostaglandina E2 mediante la activacion de la
ciclooxigenasa, lo que a su vez activa los canales de Ca™ y aumenta la entrada de
este cation a la célula. El aumento de concentracion de Ca™ citosdlico provoca la
salida de K*, CI'y H,O con la posterior contraccion del eritrocito y externalizacion
de fosfatidilserina (fosfolipido) en la superficie de la membrana, lo cual es
reconocido y degradado por los macréfagos. ElI encogimiento del eritrocito y la
exposicion de fosfatidilserina (eriptosis) mimetiza en los eritrocitos el proceso de

apoptosis de las células nucleadas (Lang et al, 2005).
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Analisis in vivo

El higado ha sido considerado como uno de los principales 6rgano blanco tras
la absorcién de TiO,-NPs (Xu et al, 2013; Chen et al, 2008; Fabian et al, 2008), las
NPs pueden interaccionar de una manera directa ocasionando diferentes formas de
dafo membranal (Hackenberg et al, 2010), mitocondrial (Freyre et al, 2011) y al
ADN (Hamzeh et al, 2013); o de manera indirecta a través de la generaciéon de
especies reactivas de oxigeno (Curtis et al, 2006) y reacciones inflamatorias
(Kermanizadeh Ail et al, 2013). Debido a lo anterior y a la importancia del higado en
la desintoxicacion y su papel en el metabolismo y homeostasis en el organismo, se
analizé el dafio celular in vivo tras una exposicion aguda y sub-aguda a NPs de
TiO,, TiO,-Fe® y TiO,-Ag en ratas Wistar macho a través de marcadores
bioquimicos de dafio hepatico y analisis morfologico.

La prueba de toxicidad aguda se realizé con una dosis baja (5mg/kg), la cual
es suficientemente alta para detectarse cuantitativamente en los diferentes érganos
una vez distribuida y suficientemente baja para observar sintomas téxicos (Fabian
et al, 2008). Nuestros resultados obtenidos de la prueba de toxicidad aguda in vivo
muestran que, una dosis intravenosa baja de TiO,, pueden incrementar la actividad
enzimatica de AST y ALT, principalmente al dia 7 observando un decremento al dia
14 de tratamiento (figura 35-A, 35-B) y disminucién en la sintesis de proteinas
(figura 35-D, 35-E, 35-F). Ambas enzimas (AST y ALT) se encuentran en el citosol
y cantidades elevadas en suero, indican el dafio de la membrana celular de los
hepatocitos (principalmente por el incremento de la concentracion de ALT ya que
es especifica de dafio hepatico). ElI dafio a la membrana por TiO,-NPs se ha
relacionado a la induccion del estrés oxidativo debido a la formacion de ROS los
cuales una vez que han sobrepasado los sistemas antioxidantes de defensa
causan dafio a las membranas celulares tras la oxidacion de lipidos y proteinas
produciendo peroxidacion lipidica (Nel,2006). Varias investigaciones han
demostrado el aumento de ROS tras la administracion de TiO, (anatasa) y
disminucion en los niveles de antioxidantes celulares (Cui et al, 2010). Na Li y
colaboradores (2009) observaron que tras una adminsitracion Unica de 50 mg/kg de
TiO, (anatasa, 5nm) induce apoptosis en los hepatocitos debido al aumento y

acumulacion de ROS.
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La toxicidad de las NPs no sélo esta determinada por el tamafio sino tambien
por la fase cristalina del TiO,, formaciébn de aglomerados, estabilidad y carga
superficial (Aillon et al, 2009). Braydich-Stolle y colaboradores (2011) observaron
que la forma cristalina del material puede ser un factor determinante en el tipo de
muerte celular por TiO, observando que rutilo induce muerte celular por apoptosis,
mientras que anatasa induce necrésis celular. Lo anterior concuerda con nuestros
resultados al observar un aumento en los nieveles de AST y ALT por TiO,
(anatasa). Por otro lado, TiO, mostré estabilidad en SSF con una carga superficial
positiva. Yu T. y colaboradores (2011) observaron que la carga superficial es
determinante en el dafio a la membrana celular, observando una mayor interaccion
con la membrana plasmatica e internalizacion de NPs con carga positiva en las
células que NPs con carga negativa (Harush-Frenkel et al., 2008; Osaka et al.,
2009). Investigaciones han mostrado que la toxicidad debe ser evaluada respecto
al tamafo de la NPs secundaria formada en el medio y no al tamafio original de la
NPs (Hussain, 2009). En SSF TiO, present6 un radio hidrodinamico de 774 nm lo
que reduciria la internalizacion de NPs individuales en la célula. De igual manera, la
difusion de las NPs va disminuyendo conforme aumenta el tamafio (Kato et al,
2009), favoreciendo asi la acumulacion del NMs en el higado.

Las NPs de TiO, disminuyeron significtativamente la concentracidon plasmatica
de proteinas totales 1, 7 y 14 dias después de su administracién a las ratas;
ademas, la concentracion de albumina disminuy6 a los 7 y 14 dias post tratamiento.
Este fenomeno también fue observado con la administracion de NPs de TiO,-Fe*y
TiO,-Ag ya que la concentracion plasmética de proteinas totales disminuyé
significativamente a los 14 dias. Ademas, la bilirribuna total aument6 en las ratas
tratadas con NPs de TiO, (1 y 7 dias post tratamiento), TiO,-Fe*® (a los 7 dias de la
exposicion) y TiO»-Ag (1 y 7 dias post tratamiento). Las proteinas totales (albumina
y globulinas) son sintetizadas en el higado y desempefian funciones importantes en
la homeostasis corporal, ejemplo: la albumina retiene liquidos en los vasos
sanguineos y transporta farmacos, mientras que las globulinas son parte importante
del sistema inmunitario. De manera particular, la albiumina en plasma es una
prueba util para valorar la funcién del higado. La disminucién de la concentracion
de albumina en la sangre se puede relacionar con dafio hepatico o con dafio renal
por glomerulonefritis (Limdi and Hyde, 2003; Landry and Bazari, 2011). Los datos

anteriormente descritos asi como los incrementos de las transaminasas séricas
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apoyan el hecho de que las NPs estudiadas pueden dafar la funcion e integridad
del higado.

Asimismo, las NPs de TiO, indujeron un aumento significativo en la
concentracion sanguinea de bilirrubina total (1 y 7 dias post tratamiento) y
bilirrubina directa (7 dias posteriores a la administracion de las NPs). En este
contexto, las NPs de TiO,-Fe™ disminuyeron la concentracién de bilirrubina total y
bilirrubina directa (a los 7 dias), aunque a los 14 dias la bilirrubina total aumenté
significativamente; a su vez, las NPs de TiO,-Ag aumentaron la concentracion de
bilirrubina total a las 24 horas del tratamiento, pero a los 7 dias se presentd un
decremento significativo, respecto a la concentracion sanguinea de bilirrubina
directa estas NPs indujeron incrementos significativos a los dias 1 y 14 post
tratamiento.

Debe sefialarse que la bilirrubina se origina principalmente a partir de la lisis de
eritrocitos en el sistema reticoendotelial. En efecto, diariamente una pequefia
cantidad de glébulos rojos viejos es reemplazada por glébulos nuevos. Por lo tanto,
la bilirrubina (pigmento amarillo caracteristico del grupo hemo) es un residuo de la
eliminacion de eritrocitos viejos. El higado contribuye a conjugar la bilirrubina con el
acido glucurénico (bilirrubina directa) y luego la secreta en la bilis para que pueda
ser eliminada con las heces fecales. La bilirrubina sérica generalmente se
encuentra en su forma no conjugada y refleja un equilibrio entre su produccion y la
excrecion hepatobiliar. La produccion de bilirrubina se incrementa con la hemdlisis.
Muchos farmacos o xenobidticos pueden alterar los niveles de bilirrubina en sangre.
La hiperbilirrubinemia generalmente se presenta durante el dafio al parénquima
hepético y en la obstruccion del flujo de bilis en el colédoco (Limdi and hyde, 2003).

Como ya se sefald, estudios in vitro hechos con eritrocitos humanos reportan la
capacidad hemolitica de las NPs de TiO, caracterizada por esferocitosis y
equinocitosis; ademas, el analisis de microscopia de fuerza atomica reveld la
interaccion entre las NPs de TiO, con la hemoglobina (Ghosh et al, 2013).
Asimismo, en estudios de toxicidad aguda realizados con ratones que fueron
inyectados (via intravenosa) con una sola dosis de NPs de TiO,, en valores
crecientes (140 a 1387 mg/Kg), a los 14 dias posteriores al tratamiento se encontro:
la muerte de ratones con las dosis mayores, incremento en las células blancas de

la sangre, aumento en el tejido del bazo, disminucidn de las concentraciones
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sanguineas de bilirrubina indirecta y directa, asi como dafio tisular en el cerebro,

los pulmones, el bazo, el higado y los rifiones (Jiaying et al, 2013).

Muchas formas de lesién hepéatica siguen una distribuciéon zonal debido al
aporte sanguineo que llega al espacio portal (zona 1) irrigando los hepatocitos con
una direccion hacia las venas centrilobulillares (zona 3). Nuestros resultados
mostraron cambios morfolégicos caracterizados por degeneracion hidropica en la
zona 1 del hepatocito (figura 38-C, 38-D) tras la administracion de 5 mg/kg de TiO,
Este tipo de lesidn celular puede ser reversible una vez eliminadas las NPs.

La informacion sobre la toxicidad sub-aguda y crénica de NPs es escasa, por
lo que este estudio es de suma interés para observar la respuesta de TiO, NPs in
vivo. Exposiciones sub-agudas pueden culminar en dafos irreversibles para las
células conduciendo a necrosis celular, fibrosis y cancer (Heinrich et al., 1995).
Nuestros resultados mostraron un incremento en los niveles plasmaticos de AST,
ALT, disminucion de bilirrubinas (tanto directa como indirecta), proteinas totales y
albumina después de 56 dias de tratamiento con TiO, (figura 37). Un aumento
simultdneo de las enzimas AST y ALT indica procesos de necrosis hepatocelular.
La relacion ALT/AST nos da informacién sobre la magnitud del dafio celular debido
a que ALT se encuentra so6lo en citoplasma, mientras que AST se encuentra tanto
en el citoplasma como en la mitocondria. En este caso la relacion ALT/AST >1.0 el
dafo celular es difuso con ruptura de membrana celular y compromiso
citoplasmatico, mientras que valores <1.0 el compromiso necrético es mas severo
debido a que representa un dafio tanto en la membrana plasmética como en la
membrana mitocondrial. En los dos grupos tratados la relacion ALT/AST fue <1.0
(figura 37-A, 37-B) lo que nos indica un dafio mas profundo ocasionado tanto por la
interaccion directa como indirecta de las NPs con las membranas celulares, asi
como la posible entrada de las NPs al interior de la célula y/o la generacion de
ROS. Cui y colaboradores (2010) observaron que tras la administracién
consecutiva de 10 y 50 mg/kg por 60 dias, TiO, (anatasa, 7 nm) genera
peroxidacion lipidica tras un desbalance en el sistema oxidante/antioxidante al
aumentar los niveles de GSH, metalotioneina, tranferrina, SOD, CAT y produccién
de malondialdehido. Sin embargo, no observaron cambios con el control al

administrar 5 mg/kg.

115



El estudio histolégico del grupo tratado con TiO,, mostré6 degeneracion
hidropica en la zona 1 del hepatocito (figura 39-C, 39-D) al igual que el tratamiento
agudo (figura 38-C, 38-D) sin la infiltracién de células de inflamacién. Este tipo de
lesion, como ya se menciond, puede ser reversible una vez retirado el estimulo,
pero si éste continla, puede conducir a procesos de tipo irreversible (necrosis o
apoptosis, inflamacion, fibrosis, cirrosis). Es indispensable realizar un estudio
crénico de la exposicion a TiO,-NPs evaluando parametros de lesién celular,
marcadores tumorales y eliminacion de TiO,. Tras la administracion intravenosa de
1 mg/kg de TiO,, este se elimina rapidamente de la sangre (5-15 min) hacia el
higado, acumuldndose hasta por 30 dias con su posterior eliminacion por los
rifones (Shinohara et al, 2014), aumentando la posible interaccion entre el Ti"y el
ADN con el grupo fosfato y los atomos de nitrégeno de los pares de bases del ADN
(Na Li et al, 2010) alterando la estructura secundaria del ADN. Por lo anterior, una
acumulacioén del TiO, puede culminar en genotoxicidad y mutaciones del ADN.

Respecto al grupo tratado con TiO,-Fe™, nuestros resultados mostraron que,
una dosis intravenosa baja, pueden incrementar la actividad enzimatica de AST
(figura 35-A) y disminuir la sintesis de proteinas (figura 35-D, 35-E, 35-F). La
albumina representa alrededor del 60% de las proteinas sintetizadas por el higado,
siendo responsable del 70% de la presion osmética del plasma. Una de sus
principales funciones es la unién y transporte de diferentes compuestos, como la
bilirrubina y algunos toxicos hacia el higado para su procesamiento y excrecion. Su
disminucion puede ser debida a factores como malnutricion y deshidratacion y dafio
directo o indirecto a los hepatocitos. Después de 24 horas de tratamiento, se
observé un aumento en la concentracion de proteinas totales lo cual sugiere el
aumento en la sintesis de albumina y otras proteinas sintetizadas en el higado para
el transporte de TiO,-Fe*® al higado. Estudios in vivo han demostrado que un
aumento en la concentracion de hierro en plasma, resulta en el incremento de la
expresion de hepcidina en higado (De Domeneico, 2007). La hepcidina es una
hormona peptidica producida por el higado, responsable de regular el metabolismo
y absorcion intestinal del hierro asi como regular la saturacién de la tranferrina. Un
aumento en concentraciones de hierro en plasma, estimula la liberacion de
hepcidina inhibiendo la liberacion de hierro por los hepatocitos, saturacion de la
transferrina y almacenamiento de hierro en el higado (Nemeth et al, 2004). Ya que

la tranferrina posee dos sitios de unién para el hierro férrico (Fe™), esta proteina
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juega un papel importante para proteger a los tejidos del dafio ocasionado por los
iones hierros liberados del NMs TiO,-Fe*?®, debido a la generacion de ROS (a través
de la reaccion de Fenton o Haber Weiss). A pesar de que en nuestro estudio no se
observaron iones hierro en SSF, interacciones y propiedades intrinsecas del
organismo, pueden llevar a la lixiviacion de estos. La enzima AST se encuentra en
el citosol de las células del higado, rifién, corazén y musculo principalmente, por lo
que el incremento de esta enzima puede deberse a alteraciones extra-hepaticas
producidas por TiO,-Fe*. Después del higado, los organos donde se ha
encontrado distribuidas TiO,-NPs han sido en bazo, pulmones, rifiones y corazon
(Shinohara et al, 2014).

TiO,-Fe*® presentd estabilidad en el medio (SSF), carga positiva, radio
hidrodinamico de 850 nm, asi como fase cristalina anatasa. Como ya se discutio
anteriormente, la estabilidad y carga positiva lleva a una mayor interaccion y
entrada de las NPs con las células, pero de igual manera, el tamafio de la NPs
secundaria de TiO,-Fe™ puede llevar a un mayor reconocimiento por las células
fagociticas mononucleares para su eliminacién, las cuales estan localizadas
principalmente en higado, bazo, pulmones y médula ésea (Opanasopit et al, 2002).

A través del analisis histologico se observé un aumento en el nucleo celular,
degeneracién hidropica y degeneracién balonizante (grumos irregulares en
citoplasma con grandes espacios vacios) (figura 38-E, 38-F). Varias lesiones al
higado de tipo téxico y/o inmunitario pueden hacer gue los hepatocitos adopten una
degeneracion balonizante, siendo una de las respuestas de lesion mas comunes de
lesién hepatica aguda, la cual puede ser reversible.

Debido a la exposicion constante de los seres humanos con las NPs, es
importante la evaluacion a exposiciones cronicas de los NMs. El grupo tratado con
TiO,-Fe* tras un tratamiento sub-agudo con dosis repetidas de NPs, mostraron un
comportamiento similar al grupo tratado con TiO, observando un incremento en los
niveles séricos de AST, ALT, disminucién de bilirrubinas (tanto directa como
indirecta), proteinas totales y albumina. Morfolégicamente se observaron células
con un aumento del tamafo del nacleo celular, degeneracion hidrépica vacuolar y
balonizante, un signo de lesién reversible. Segun la Organizacién Mundial de la
Salud, una dosis de 5 mg/kg administrada a ratas, equivaldria a 150 mg de TiO,-
NPs, la cual fue administrada directamente en sangre observando un peor

escenario al tener un 100% de absorcion, distribuyéndose a diferentes sitios

117



blancos. Transcurridos 29 dias tras 4 dosis de 5 mg/kg, algunas sustancias pueden
presentar efectos inmediatos de dafio con la activacion de mecanismos celulares y
la subsecuente adaptacion a la sustancia. Varios estudios han demostrado la
acumulacion de TiO, en higado mostrando una baja excrecién (Shinohara, 2014),
esta acumulacion puede aumentar la interaccion y dafio de TiO».

A comparacién de TiO, y TiO,-Fe™, las NPs de TiO,-Ag utilizadas en el estudio
in vivo presentaron una fase amorfa asi como lixiviacion de iones Ag* en SSF por lo
que la toxicidad estaria influenciada principalmente por los iones Ag* disueltos que
por el TiO,. Varios estudios han demostrado que al estar en una fase cristalina
anatasa, TiO, presenta una mayor toxicidad (Sayes et al, 2006; Braydich-Stolle et
al, 2009) que en su fase amorfa (Johnston et al, 2000). La interaccion de las NPs y
las células esta determinado por la carga superficial y las fuerzas de unién a estas
(van del Waals, hidrofébicas, hidrofilicas, estructurales o estéricas) (Patil et al.,
2007). TiO,-Ag presentdé un tamafio de NPs secundaria de 754 nm con carga
positiva, lo que implicaria una disminucién en la difusion de la NPs por los tejidos
aumentando la interaccion con proteinas y membranas celulares, asi como un
reconocimiento fagocitico y reduciendo la entrada de NPs a través de la membrana
celular.

Nuestros resultados in vivo mostraron que, una dosis intravenosa baja de TiO,-
Ag, puede incrementar la actividad enzimatica de las transaminasas (AST y ALT),
disminucién en la sintesis de proteinas y aumento en la concentracion de bilirrubina
directa. El estudio histolégico mostré células con grumos irregulares en el
citoplasma con grandes espacios vacios asi como degeneracion hidropica (figura
38-G, 38-H). El dafio ocasionado, puede estar dado por el efecto de los Ag”
liberados en solucién, los cuales pueden interactuar directamente con la membrana
biolégica produciendo peroxidacion lipidica, unirse a proteinas ricas en cisteina
como el GSH y metalotioneina, aumentar el estrés oxidativo, dafio al ADN,
alteracion de la homeostasis del calcio y apoptosis 0 necrosis celular. De acuerdo a
los resultados observados, TiO,-Ag ocasiona necrosis celular con la liberacion de
AST y ALT a la sangre.

Como ya se mencion6 anteriormente, la produccion de ROS ha sido el principal
y mas estudiado mecanismo de dafio celular ocasionado por TiO,-NPs. Es bien
conocido que los metales pueden interactuar con diferentes compuestos cuya

composicion quimica y/o dosis es la responsable del grado de dafio celular. En el
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caso de metales, como hierro y cobre, la toxicidad es debida a un incremento en las
concentraciones de estos metales esenciales para el organismo, a través de
reacciones redox con la formacion de radicales libres. En el caso de la plata, su
toxicidad se da a través de la depleciébn del glutation, desnaturalizacion de
proteinas con grupo sulfhidrilo aumentando en la concentracion de ROS y unién a
proteinas plasmaticas. Una exposicion créonica a NPs de TiO,-Ag puede llevar a
argiria, ya que in vivo, los Ag® disueltos en solucién pueden ser transformados
intracelularmente a especies insolubles de plata (CI, S? y compuestos organicos
con grupo -SH) siendo asi almacenadas con la posterior formacion de compuestos
granulosos, dando un color azul grisdceo a las células y tejidos (Bachler et al,
2013).

A la fecha se tiene muy poca informacion sobre el papel de la inmunidad
mediada por células en la protecciéon contra las nano-particulas, sin embargo
investigaciones han demostrado que nano-particulas de TiO, pueden promover la
expresion de diferentes citocinas in vivo e in vitro en diferentes modelos biolégicos
(Kermanizaden et al, 2013; Kobayashi et al, 2009; Grassian et al 2007). Para
confirmar el rol de los procesos inflamatorios en la toxicidad mediada por las nano-
particulas de TiO,, TiO,-Fe™ y TiO,-Ag, se determiné la concentracion de
mediadores de la inmunidad innata (TNF-a, IL-10, IL-6 e INF-y) y adaptativa (IL-2,
IL-6 e INF-y).

En el caso de los grupos tratados con una dosis Unica de nano-particulas de
TiO, y TiO,-Fe™, éstos presentaron un comportamiento similar en los niveles
séricos de las diferentes citocinas analizadas (figura 40), lo que sugiere que la fase
cristalina pudiera determinar el tipo de respuesta inmune ya que estos dos NMs
presentaron fase anatasa. Clément y colaboradores observaron que bajo la
estructura cristalina de rutilo, TiO, forma mayor aglomeracion produciendo menores
efectos en los organismos biolégicos que TiO, en fase anatasa, lo que aumentaria
la activacion de la primera linea de defensa (células fagociticas). La concentraciéon
de INF-y y TNF-a aumenté principalmente al dia 14 de tratamiento (figura 41),
mientras que las citocinas IL-2, IL-6 e IL-10 no presentaron diferencia con el
control. Ma Linglan y col (2009) observaron un aumento en los niveles plasméticos
de IL-10, IL-6 y TNF-a a los 14 dias de tratamiento tras una inyeccion peritoneal de
5 mg/kg de TiO, (5 nm) en ratas Wistar. En contraste, las NPs de TiO, y TiO,-Fe*®

119



no dieron lugar a la presencia de niveles altos de IL-10 (figura 40-C). Lo anterior
puede ser debido a que el INF-y inhibe la proliferacion de las células colaboradoras
Th2, principales productoras de IL-10. Sierra-Puente y col (2009) demostraron que
una baja regulacién temprana en la expresion de IL-10, es determinante en la
induccién de la no-regulacion de la produccion de INF-y y TNF-a. La no-regulaciéon
en la producciéon de INF-y y TNF-a, puede llevar a un dafio en el higado, (Ando et
al, 1993; Chisari et al, 1995) debido a la respuesta inflamatoria ligada a la
produccion de TNF-a (ltoh et al, 1999; Shields at el, 1999).

El INF-y participa tanto en la inmunidad innata como en la inmunidad
adaptativa. El INF-y puede ser producido por macréfagos en respuesta al
reconocimiento de un compuesto desconocido (inmunidad innata) o ser secretado,
principalmente por las células T CD4" de la subpoblacién Thl y células citocidas
naturales (NK), tras el reconocimiento del antigeno (inmunidad adaptativa). EI INF-
Yy proporciona proteccion a través de la activacion de neutréfilos y macréfagos y
aumenta la sintesis de TNF-a. EI TNF-a actua sobre las células endoteliales
vasculares reclutando neutréfilos y monocitos y estimulando la produccion de
moléculas de adhesion para la unién de los leucocitos en las células endoteliales. A
su vez el INF-y potencia la funcion de los macré6fagos activados, los cudles
producen intermediaros reactivos de oxigeno (ROS) y oxido nitrico (NO). Asi
también, INF-y estimula la expresién del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) del tipo | y Il y coestimuladores de las células presentadoras de antigeno.

Los niveles elevados en suero de TNF-a debido a la exposicion con NPs,
puede producir efectos a nivel sistémico estimulando: 1) sintesis de proteinas de
fase aguda por los hepatocitos (proteina C reactiva, proteina amiloide sérica,
componente sérico P y alfa-1 glicoproteina), 2) catabolismo muscular, 3) actividad
inflamatoria sistémica, 4) trombosis ocasionando taponamientos vasculares por
aumento de células inflamatorias (macréfagos y neutrdéfilos) llevando a necrosis
tumorales y 4) hipoglucemia.

Las citocinas IL-2 e IL-6 juegan un papel determinante en la inmunidad
adaptativa a través de la activacion y proliferacién de células B, por lo tanto al no
observar un aumento de IL-2 e IL-6, la reaccidn inmunitaria tras una exposicion
Gnica a NPs de TiO, y TiO,-Fe™, puede estar mediada por la respuesta de las
células T CD4" Thil, caracterizada por la produccién del INF-y y la activacion de

TNF-y responsable del dafio tisular y manifestaciones sistémicas.
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Respecto al tratamiento con dosis repetidas de NPs de TiO, y TiO,-Fe*™
(prueba sub-aguda), sélo el grupo tratado con TiO,-Fe*® presenté un aumento en
los niveles de IL-6 (figura 42) la cual estimula la produccién de anticuerpos
especificos contra el antigeno derivado de la inmunidad adaptativa tras el
reconocimiento del antigeno.

En el caso del grupo tratado con una dosis Unica de NPs de TiO,-Ag, éste
presentd un incremento significativo en los niveles de IL-10 y de TNF-a (figura 41).
La IL-10 es una citocina anti-inflamatoria la cual juega un papel determinante en la
regulacion de los procesos pro-inflamatorios. Inhibir la produccion de diferentes
citocinas (principalmente INF-y) de macréfagos activados y subpoblaciones de
linfocitos colaboradores Th2. Por lo tanto, la IL-10 actia como un modulador
negativo en la generacion de ROS. A su vez, Ma Linglan y colaboradores (2009)
demostraron que el aumento en los niveles de citocinas (TNF-a, IL-6, IL-1, IL-4, and
IL-10) por TiO, resulta en dafio a los hepatocitos y apoptosis. Los resultados
obtenidos muestran un incremento en los niveles tanto de IL-10 como TNF-q,
estando ligado al dafio observado en higado (figura 38-E y 38-F) pudiendo producir
toxicidad al higado.

Los resultados obtenidos sugieren que la expresion de las citocinas pro-
inflamatorias tras la exposicion a TiO,-Ag son reguladas por la expresiéon de IL-10.
Mufioz y col (2011) demostraron que concentraciones elevadas de IL-10, puede
inducir a la conversion de células estelares del higado a células miofibroblasticas
llevando a un proceso exhaustivo de reparacion celular. La susceptibilidad del dafio
celular producido tras la exposicion a NPs de TiO,-Ag puede ser dependiente de la
respuesta de las citocinas producidas por las células

Los mecanismos por los cuales las nano-particulas pueden interaccionar con
las células y/o causar dafio ain no se han esclarecido ya que, el dafio puede estar
dado por un aumento en los mismos mecanismos de defensa natural para prevenir
el dafio produciendo apoptosis e inflamacion en el tejido, asi como interacciones
directas de la nano-particulas con diferentes factores moleculares (Li Na, 2009).

A pesar de que no hay la suficiente evidencia contundente de que el TiO, es
téxico, varias investigaciones han mostrado los efectos adversos de éste en
diferentes lineas celulares. Asi también es dificil la comparacion entre los diferentes
estudios in vivo, ya que a pesar que utilizan el mismo compuesto, las

caracteristicas del nano-material y metodologia experimental es diferente en todas
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las investigaciones. Por lo que es importante desarrollar una descripcion detallada
tanto del material como de las variables utilizadas en los experimentos, asi como
estandarizar las pruebas de toxicidad de nano-particulas. En este estudio
demostramos que en las células sanguineas, el TiO, y TiO,-Fe™ pueden ser
considerados como materiales seguros no hemoliticos. Por otra parte en el higado
presentaron dafio hepatico temprano caracterizado por el aumento en los niveles
de transaminasas, fosfatasa alcalina y disminucion en la sintesis de proteinas aln a
una baja dosis del NMs. Es importante realizar mas estudios sobre el efecto crénico
de estas nano-particulas, ya que como se observé en el estudio sub-agudo,
después de 56 dias de tratamiento, tras una dosis constante de NPs los niveles de
enzimas aumentan y la sintesis de proteinas se ve afectada.

Asi como se mencioné en el apartado anterior, las nano-particulas pueden
aglomerarse una vez en el organismo y/o durante los procesos de translocacion por
las células. Lo anterior conlleva a cambios en las propiedades fisicoquimicas de las
NPs y por tanto diferentes interacciones entre los sistemas bioldgicos in vivo e in
vitro, por lo que la interpretacion de los resultados de toxicidad de las NPs se

vuelve complejo.
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X. CONCLUSIONES

Se lograron alcanzar los objetivos planteados en este trabajo de investigacion,
evaluandose la toxicidad in vitro e in vivo de materiales nano-estructurados de TiO,. El
estudio de toxicidad in vitro muestra que los materiales de TiO, y TiO,-Fe* pueden ser
catalogados como materiales no hemoliticos y seguros de acuerdo a la ASMT. En
contraste, los materiales dopados con plata son hemoliticos, dafiando eritrocitos aun a
bajas concentraciones

Se logré correlacionar las propiedades fisico-quimicas de los diferentes NMs con
su actividad toxica tras su interaccion con ceélulas rojas y/o ratas Wistar macho.
Observamos que la composicién del material tiene un efecto significativo en la
actividad t6xica del mismo. Nuestros resultados indican que el efecto adverso del TiO,-
Ag se debe a la lixiviacion de iones y su interaccion con biomoléculas.

El estudio de toxicidad in vivo muestra que una exposiciébn cronica a nhano-
particulas de TiO,, TiO,-Fe*®y TiO,-Ag pueden ocasionar dafio al higado al disminuir la
sintesis de proteinas, producir necrosis celular y activar la respuesta inflamatoria.

El efecto de los NMs, TiO,, TiO,-Fe™ y TiO,-Ag, puede ser producido por la
acumulacién de NPs en el tejido y su interaccion directa con los componentes

celulares.
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Absorcién

Anticuerpo

Antigeno:

Antioxidante

Apoptosis:

Argia

Autoanticuerpo:

Bioacumulacion

Biotrnsformacion

Catélisis heterogénea

Catalizador

Células citocidas

Naturales (NK):
Células Thl

GLOSARIO

Proceso por el cual los toxicos cruzan las membranas
entrado a | torrente sanguineo.

Molécula glicoproteina, también denominada Ig, producida
por los linfocitos B y que se une a un antigeno. Posee alto
grado de especificidad y afinidad

Molécula extrafia que se une a un anticuerpo

Sustancia que protege contra la oxidacion celular.

Proceso de muerte celular programado caracterizado por
la escision del ADN, condensacion, agregacion del nucleo,
vesiculacion de la membrana plasmatica y su posterior
fagocitosis. No induce respuesta inflamatoria.

enfermedad causada por la ingesta o contacto prolongado
de plata cuya caracteristica principal es el un color
azulado-grisaceo en la piel

Anticuerpo producido en un individuo que es especifico de
un antigeno propio.

Aumento progresivo de la cantidad de una sustancia en
una organismo o parte de él.

Proceso por el cual un compuesto externo es alterado
guimicamente al interactuar con un sistema biol6gico.
Reaccion que se lleva a cabo en una interfase (por
ejemplo sdlido-liquido)

Sustancia que tiene la capacidad de acelerar una reaccion
guimica

Subpoblacion de linfocitos que actdan en las respuestas
inmunitarias innatas través de mecanismos liticos.
Subpoblacién funcional de linfocitos T colaboradoras cuya
funciéon principal es estimular la defensa mediada por

fagocitos.
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Células Th2

Citocromo P450

Citocinas:

Coloide

Dopaje
Dosis

Dosis-efecto

ELISA

Espectroscopia

Estrés oxidativo

Exposicion aguda

Exposicion
Ocupacional
Exposicion
Sub-aguda

Factor de Necroésis
Tumoral (TNF):

Fagocitosis:

Subpoblacion funcional de linfocitos T colaboradoras cuya
funcion principal es estimular las reacciones inmunitarias
mediadas por IgE

Superfamilias de hemoproteinas con actividad enzimatica
monooxigenasa

Proteinas producidas por diferentes células. Mediadores
del sistema inmunitario.

sustancia formada por diminutas particulas suspendidas

de manera estable entre moléculas de otra materia

Cantidad de sustancia administrada o absorbida por un
individuo en proporcién a su peso (mg/kg)

Asociacion entre la concentracion de exposicion y la
magnitud del cambo gradual resultante

Es un inmunoensayo ligado a enzimas para la
cuantificacion de un antigeno (o anticuerpo) usando una
enzima enlazada a un anticuerpo para el antigeno
(anticuerpo)

conjunto de técnicas que miden la respuesta de una
molécula a la aparicién de energia

Condiciones de alteracion celular y tisular por exceso de y
acumulacién de sustancias oxidantes y radicales libres
Exposicion a corto plazo de una dosis Unica a una
sistancia quimica.

Incidencia de sustancias, radiaciones, etc, durante el
trabajo.

Exposicibn continua a una sustancia quimica por un
periodo largo de tiempo (meses)

Citocina  producida principalmente por fagocitos
mononucleares que estimulan el reclutamiento de
neutrdéfilos y monaocitos.

Proceso por e que ciertas células del sistema inmunitario,

engloban articulas de gran tamafio.
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Foto-catalisis

Glutation

Hembdlisis

In vitro

In vivo

Inflamacioén:

Inmunidad adaptativa:

Inmunidad celular:
Inmunidad humoral:
Inmunidad Innata:
Inmunotoxicidad

lon

Lixiviacion

Nano-materiales

Nano-metro

Nano-tecnologia

Nano-toxicologia

Reaccion a través de la cual se acelera una reaccion
quimica (catalizador) mediante la accién de la luz (foto)
Tripeptido glutamil-cisteinil-glicina. Sintetizado en todas
las células, principalmente en higado. Protector en la
desintoxificacion y proteccion celular.

Lisis de los eritrocitos con la subsecuente liberacién del
contenido intraeritrocitario al plasma.

Estudio de laboratorio realizado sobre células, tejidos u
organos aislados o con sistemas sub-celulares o
bioguimicos.

Estudio realizado sobre un individuo vivo.

Acumulaciéon y activacion de leucocitos y proteinas
plasmaticas en el sitio de infeccion

Inmunidad mediada por linfocitos

Inmunidad mediada por Linfocitos T

Inmunidad mediada por Linfocitos B

Respuesta rapida contra un agente extrafio.

Toxicidad del sistema inmunolégico. Hipersensibilidad,
inmunodeficiencia y/o proliferacion no controlada

Atomo o grupo de atomos con carga eléctrica positiva o
negativa.

Proceso por el cual moléculas constituyentes de la
disolucion de solidos migran desde la superficie de la
solucion a través de una capa de difusion entre la
superficie de la particula y su medio

Materiales que poseen una o mas dimensiones en el
rango nano-métrico (1-100 nm)

Milmillonésima parte de un metro (10° m).

Area de la nano-ciencia que estudia, disefia, fabrica y
aplica materiales a base de nano-particulas

Area de la nano-ciencia que se encarga de estudiar la
toxicologia de las nano-particulas en los organismos vivos

y el medio ambiente.
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Necrosis

Oxidacion

Oxido metalico

Parénquima

Radical Libre

Ratas Wistar

Reduccién

Respuesta

Respuesta

Inmunitaria:

Riesgo

Semiconductor

Sintesis

Muerte celular debido a la perturbacién extrema del
equilibrio celular. Esta caracterizado por incremento del
volumen mitocondrial y celular, y con activacion de
proteasas intracelulares culminando con la ruptura de la
membrana celular y liberacién del contenido celular que
promueve una reaccién inflamatoria secundaria.
Incremento del numero de oxidacién de un &tomo como
resultado de la pérdida de electrones

Compuesto formado tras la reaccion de un metal con el
oxigeno

Tejido conjuntivo de ciertos o6rganos glandulares (por
ejemplo: parénquima hepatico)

especie quimica que tiene un solo electron no apareado
en un atomo; especie quimica con un numero impar de
electrones

Ratas albinas que pertenecen a la especie Rattus
norvegicus. Esta variedad fue desarrollada en el Instituto
Wistar en 1906 para su uso en la investigacion biolégica y
médica, y es la primera cepa de ratas desarrolladas para
servir como un organismo modelo en un momento en que
los laboratorios utilizaban principalmente Mus musculus, o
el ratbn comun de las casas.

Disminucion en el nimero de oxidacion de un elemento
como resultado de la ganancia de electrones

Proporcion de poblacion expuesta a un estimulo que
manifiesta un efecto concreto.

Respuesta colectiva y coordinada contra sustancias
extrafias, mediada por las células y moléculas del sistema
inmunitario

Probabilidad de que se produzcan efectos adversos por

exposicion a un agente téxico

Proceso por el que se obtiene una sustancia a partir de

la combinacion de elementos quimicos o de sustancias
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Solucién salina
fisiolégica
Suero:

Toxicidad

Toxicidad aguda

Toxicidad sub-aguda

Toéxico

Toxicologia

mas simples

Solucién de 0.90% de NaCl. Es isotonica y tiene la misma
presién osmaética que el plasma sanguineo.

Liquido libre de céulas que permanece cuando la sangre o
el plasma forman un coagulo.

Capacidad para producir dafo en relacién con la dosis de
una sustancia administrada o absorbida.

Capacidad de una sustancia para producir efectos
adversos dentro de un corto plazo de tiempo (usualmente
14 dias) despues de la administracion de una dosis Unica
Efectos adversos ocasionados por la administracion
repetida de una sustancia durante un corto periodo de
tiempo (usualmente 60 dias).

Cualquier agente quimico o fisico capaz de prodiucir un
efecto adverso. Es dependiente de la dosis y tiempo.
Ciencia que estudia las acciones y los efectos adversos

de las sustancias quimicas sobre el organismo
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1. PRUEBA DE HEMOLISIS
Para la determinacién de hemolisis a 37°C se analizaron los eritrocitos lavados (RBC)
en condiciones mas vulnerables (luz, RBC, 370 C) para determinar la hora en los que
éstos presentan hemolisis, ya que al realizar los experimentos a 24 horas el control
negativo presentaba hemolisis tanto en luz como obscuridad en RBC a 37°C. Para
esta determinacién se colocaron 24 controles negativos de 4 pacientes diferentes. En
la Imagen 4 se puede observar la variabilidad en el tiempo de hemdlisis en las
diferentes muestras. La muestra 1 (Imagen 4-A) comenzé a hemolizarse a las 14
horas; la muestra 2 (Imagen 4-B) a las 17 horas, Muestra 3 (Imagen 4-C) alas 16y
horas y la muestra 4-D a las 17 horas; teniendo un rango entre 14 y 18 horas, por lo
gue se determiné realizar la prueba de hemolisis de los diferentes materiales a 37°C a
12 horas.

Muestra 1 ~ Muestra 2

B §

Imagen 4-A Imagen 4-B

Imagen 4-C Imagen 4-D

Figura 43: Determinacion de hemolisis del control a negativo a 37°C de 4 pacientes
diferentes
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