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RESUMEN

En los ultimos afios se ha promovido la implementacion de rutas de sintesis
sustentables para la produccion de nanomateriales, con finalidad de reducir la
generacion de residuos nocivos al medio ambiente, lo que ha llevado al disefio de
rutas quimicas, biologicas o fisicas para alcanzar tal fin. Sin embargo, aun con las
diversas aplicaciones biolégicas o biomédicas en las que los nanomateriales se han
visto inmersos, se conoce poco al respecto de su impacto negativo y toxicoldgico

en seres vivos y su interaccion celular.

Las nanoparticulas metalicas presentan una amplia gama de aplicaciones, desde el
punto de vista bioldgico, sintético y médico. Tales aplicaciones se deben a sus
propiedades, que a su vez se ven influenciados tanto por su morfologia, tamafio,
reactividad, concentracion como por las caracteristicas del medio en las que se
encuentran. Las posibles aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas metélicas
(por ejemplo de oro o plata), demanda la evaluacion de sus propiedades
toxicoldgicas, debido a que estos sistemas de nanomateriales podrian presentar
toxicidad especifica, lo que conllevaria a una afectacion notable para los organismos

que las adquieran y/o almacenen.

Con base en lo anterior, la presente tesis tuvo el objetivo de investigar, por un lado,
la comparacion entre dos métodos de sintesis para la obtencién de nanoparticulas
metdlicas de oro (Au) o plata (Ag). El primer método utilizado fue una ruta quimica
a partir del borohidruro de sodio (NaBH4), mientras que el segundo fue una ruta
bioldgica, utilizando extracto acuoso de Camellia sinensis. Tras la sintesis, se llevd
al cabo un monitoreo por espectroscopia UV-Vis, con la intencion de obtener
informacion sobre sus propiedades oOpticas, principalmente la posicion del plasmoén
superficial asociado a cada sistema. La informacion relacionada con morfologia y
tamafio de las nanoparticulas obtenidas, fue investigada por Microscopia
Electrénica de Transmision (TEM) y Dispersién de Luz Dinamica (DLS). Tras la

caracterizacion, se realizaron los estudios toxicolégicos (agudo y subagudo)



comparando de los sistemas mas representativos durante la experimentacion en un
modelo in vivo; esto para evaluar si el tipo de nanoparticulas, junto con el medio
dispersante, presentan toxicidad especifica. Finalmente se evaluaron las zonas mas
susceptibles a la deposicion de nanoparticulas (Au, Ag) en cortes histolégicos de

higado y rifidn, mediante el uso de Epifluorescencia e Histologia animal.



ABSTRACT

In the past few years, there has been a growing interest in the implementation of
sustainable synthesis for nanomaterial’s production, with the objective of reducing
the creation of residuals that are toxic for the environment. This has led to the design
of chemical, biological and physical routes to obtain the desired results.
Nonetheless, despite the variety of biological or biomedical applications in which
nanomaterials have been used, little is known about their negative and toxic impact

in living creatures and their cellular interaction.

From the biological, synthetical and medical point of view, metallic nanoparticles
offer a large variety of applications. Such applications are due to their properties,
which are influenced by their morphology, size, reactivity and concentration as well
as by the environment’s characteristics in which they are found. The possible
biomedical applications of metallic nanoparticles, for example of gold or silver,
demand the evaluation of their toxicological properties due to the fact that these
nanomaterial’s’ systems might present specific toxicity, which would lead to a severe

infestation of the organism that acquires and/or hosts them.

Based on what has been previously stated, the objective of this thesis was to
investigate the comparison between two synthesis methods for obtaining the metallic
nanoparticles of gold (Au) or silver (Ag). The first method was a chemical path that
used sodium borohydride (NaBHa4), while the second one was a biological path using
Camellia sinensis extract, in aqueous state. After the synthesis, a spectroscopic UV-
Vis monitoring was done, with the objective of obtaining information about their
optical properties, mainly the superficial plasmon position associated to each
system. The information obtained from the nanoparticles related to morphology and
size was acquired through the use of Transmission Electron Microscopy (TEM) and
Dynamic Light Scattering (DLS). After characterization, the toxicological studies
(acute and sub-acute) were carried out, comparing to the most representative

systems during experimentation with an in vivo model; this with the purpose to

Xl



evaluate if the type of nanoparticle, plus the scattering environment, show a specific
toxicity. Finally, the zones that were most susceptible to the deposition of
nanoparticles (Au, Ag) were evaluated in histological sections of liver and kidney,

using Epifluorescence and Animal Histology.
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JUSTIFICACION

El reciente crecimiento y auge de la nanotecnologia trae consigo la importancia de
tener rutas sintéticas sustentables y amigables, con la finalidad de no generar
residuos dafinos al medio ambiente; con la conciencia enfocada hacia
investigaciones nobles sin ser perjudiciales, pero no conoce poco a cerca de la
parte nociva de los nanomateriales metalicos y su interaccion con los organismos o

con el medio ambiente

Recordemos que nanoparticulas metédlicas presentan una amplia gama de
aplicaciones; desde el punto de vista biolégico o sintético, tales por sus propiedades
fisico-quimicas; por lo que es importante evaluar su toxicolégica, ya que relacionado
a estas propiedades puede estar ligada alguna toxicidad especifica, afectando

notablemente a los organismos que las adquieren.

La presente tesis tiene por objetivo principal sintetizar, caracterizar y evaluar la
toxicidad de nanoparticulas metélicas, especificamente oro (Au) y plata (AQ)
utilizando dos rutas de sintesis diferentes: quimica y biolégica. Seguido de una
especifica caracterizacion. Y posteriormente la evaluacion toxicolégica en un
modelo in vivo. Haciendo una comparacién entre el tipo de metal y el medio en el

gue se encuentran inmersas.
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@ HIPOTESIS

El tamafio, la forma y el agente utilizando para estabilizar nanoparticulas de Au y
Ag, sintetizadas mediante procesos quimicos o biolégicos, determinaran sus

propiedades toxicologicas evaluadas un modelo in vivo.

@ OBJETIVO GENERAL

Obtener y caracterizar nanoparticulas metalicas de Au y Ag mediante procesos de
sintesis quimicas o biolégicas, para posteriormente evaluar su toxicidad aguda y

subaguda en un modelo in vivo.

@ OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar nanoparticulas metélicas de Au y Ag a través de dos rutas de sintesis:

qguimica y biolégica.

Caracterizar las nanoparticulas obtenidas a través de Espectroscopia UV-Vis,
Dispersion de Luz Dinamica y Microscopia Electronica de Transmision (TEM).

Evaluar la toxicidad aguda y subaguda de las nanoparticulas de Au y Ag, en un

modelo in vivo.
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1.1 Nanotecnologia y nanociencia

La nanotecnologia es la ciencia de crear; disefiar, manipular y caracterizar
materiales de tamafio nanométrico, posibilitando la construccion de maquinas en
miniatura atomo por atomo, asi como la aplicacion de nanoestructuras,
nanosistemas y nanodispositivos?, con el afan de desarrollar nuevos y diferentes
materiales que posean propiedades especificas 23. Desde su introduccién por el
cientifico Richard Feyman 4, la nanotecnologia ha crecido notablemente en las

tltimas décadas, debido a sus aplicaciones en Ciencia y Tecnologia.

Como bien se sabe, los materiales en la escala de los nan6metros presentan
caracteristicas muy diferentes a los materiales en tamafio macroscépico, en otras
palabras, las propiedades de las nanoestructuras presentan diferencias fisico-
quimicas y eléctricas. Desde décadas anteriores, los nanomateriales han
encontrado una amplia gama de aplicaciones en diversas areas, entre las cuales
podemos mencionar medicina, biologia, estudio de propiedades Opticas,
magnéticas, catalisis y electrocatalisis, las cuales continlan creciendo debido a
nuevas técnicas de sintesis y caracterizacion. Actualmente, la aplicacion de los
materiales nanométricos ha sido estudiada ampliamente en la industria quimica, en
el disefio de farmacos inteligentes, radiofarmacos o catalisis debido a la relacién
superficie-volumen , entre otros. Por tal motivo, continua siendo de vital importancia
el poder manejar y controlar sus las caracteristicas® para asi poder encaminarlas

hacia cierto tipo de aplicaciones especificas.

Las principales aplicaciones de la nanotecnologia se muestran en la Figura 1, de
donde puede observarse que las nanoparticulas han sido implementadas en
productos para la industria electronica, informéatica, textil, alimentaria, medicina. La
nanotecnologia tiene su aplicacion en éareas como la calidad y seguridad

alimentaria, asi como en el desarrollo de nuevos alimentos y envasado
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Figura 1. Principales aplicaciones de las nanoparticulas 89,

Las propiedades propias de cada nanomaterial estan fuertemente relacionadas con
sus caracteristicas de tamafio, forma y el ambiente que las rodea, esto va

directamente relacionado con su respuesta 6ptica y eléctrica.

1.2 Tipo de Nanomateriales

1.2.1 Clasificacion por sus dimensiones espaciales

La morfologia por sus dimensiones espaciales de un nanomaterial son de suma
importancia para sus posibles aplicaciones, de esta manera, para clasificar las
nanoparticulas se cuenta con tres grupos principales: la llanura de la particula, su
esfericidad y la relacion entre su longitud y radio; las nanoparticulas con una elevada

relacion de longitud y radio se convierten en nanotubos/nanoalambres, en el caso



contrario, cuando la relacion entre dichas variables es baja se incluyen las esferas,

6valos, cubos, prismas, entre otros*?.

1.2.2 Clasificacion por su tamafio

Existe una clasificacion basada primordialmente en el aspecto del material y en

cuantas dimensiones a la escala nanométrica presenta, por lo cual se dividen en'?;

@ 0D 6 Cero dimensiones: un nanomaterial cero dimensional se define como
aquél en el que todas sus dimensiones lineales tienen el mismo orden de

magnitud, el cual no excede los 100 nm (hanoparticulas).

@ 1D 6 Unidimensionales: Se refiere a aquellos materiales en los que se
presenta una sola dimension en la escala de los nandémetros. Estos
materiales por lo general son finas capas, peliculas o recubrimientos

superficiales; por ejemplo: nanoalambres y nanotubos.

@ 2D 6 Bidimensionales: Como su nombre lo indica, este tipo de materiales
tienen dos dimensiones en la escala nanométrica; incluyen peliculas

delgadas firmemente unidas a un sustrato o filtros con nanoporos.

@ 3D 6 Tridimensionales: Son aquellos materiales constituidos por unidades
nanomeétricas, en todas sus direcciones, por lo cual pueden presentar un sin

numero de morfologias.

1.2.3Clasificacion por su composicion

Los nanomateriales metélicos son una clase importante de materiales debido a sus
singulares propiedades cataliticas®, 6pticas®, magnéticas 1° y eléctricas!?, entre
otras; estas propiedades son consideradas como Unicas debido; principalmente, a
las diferencias que presenta la banda electronica de un metal comparadas con la

banda electronica de un aislante®.



En este caso los nanomateriales se pueden clasificar en: metalicos,
semiconductores, 6xidos metalicos y nanocompositos®®. Los metdlicos presentan
una amplia gama de propiedades Opticas, electrOnicas y magnéticas; como
catalizadores, sensores especificos o fotoluminiscencia por efecto cuantico, debido
a la estructura de la banda electronica en donde ocurre una excitacion y las

diferencias que presenta con un semiconductor, o con un aislante.

Por otro lado, los semiconductores presentan propiedades (Opticas y eléctricas) en
aplicaciones como biosensores para la deteccion oportuna de tumores. Debido a su
estructura cristalina, a su banda y transiciones electrénicas, las cuales dependen
de la estructura/ morfologia del mismo. Por otra parte, los 6xidos metalicos tienen
aplicaciones en cosmeéticos (cremas solares) o combustibles debido a que algunos
presentan una alta actividad -catalitica; algunos son considerados como
semiconductores, mientras que otros se comportan como aislantes. Por ultimo, los
nanocompositos se refieren a materiales que se constituyen de mas de un tipo de
material convencional, ya sea organico, inorganico o bioldgico, o alguna otra mezcla
de materiales con propiedades fisicas y/o quimicas diferentes'?® pudiéndose aplicar
por ejemplo de empaques flexibles de alimentos.

1.3 Nanoparticulas metalicas

Las propiedades Opticas de los nanomateriales metalicos estan relacionados
directamente con la estructura de su banda electrénica (Figura 2), por ejemplo, el
borde de la banda electronica se ve mas afectada por confinamiento cuantico que
en un semiconductor o un aislante. Es decir los metales se ven menos afectados
por el confinamiento espacial que los semiconductores en ese intervalo de
tamafo'®. Otra caracteristica de los materiales nanométricos metdlicos es el hecho
de que sus propiedades Opticas son menos sensibles al efecto del tamafio y mas
sensibles a la forma, ya que las nanoparticulas metalicas estan determinadas por

las propiedades colectivas de los electrones de su banda de conduccion. Por otro



lado si comparamos un metal en bulto con una nanoparticula metalica podemos
observar diferencias significativas en su reactividad quimica, estabilidad cinética y
termodinamica, la interaccion con el medio en el que se encuentran, cambios en la
relajacion electronica y fondnica, todo esto influenciado de manera preponderante

por la elevada relacién superficie-volumen415,

} BANDA PROHIEBIDA

Figura 2. Comparacion de la estructura de la banda electrénica de un nanomaterial metalico (izquierda)
contra un nanomaterial semiconductor (derecha). El color morado representa los estados electrénicos
ocupados y el verde, los estados electrénicos vacios 13.

Los nanomateriales metalicos, por lo general, presentan una fuerte absorcion de
luz, pero una débil fotoemisién o luminiscencia, esto ocurre por un fenémeno de
foto-excitacion en la banda o bandas de similar energia electrénica; esto conlleva
a que la fotoluminiscencia en metales sea siempre mas débil en comparacién con
semiconductores o aislantes®®. Esta propiedad de fotoluminiscencia es de suma
importancia, debido a que conlleva a las aplicaciones en el area de hanomedicina
como biosensores o biomarcadores, o bien para el desarrollo de biomoléculas

inteligentes, sobre todo para nanoparticulas de oro y plata; que al ser mezcladas



con compuestos organicos o enzimas, generando una focalizacion de células
malignas. Estos beneficios se ven influenciados por el plasmoén superficial
caracteristico, resultado de la union e interaccion de las inductancias entre el metal

y el medio que lo rodea *°.

1.3.1 Resonancia de Plasmén Superficial (SPR)

La resonancia de plasmon superficial (SPR, por sus siglas en inglés) o simplemente
plasmon superficial, es un fendmeno causado por la oscilacién coherente colectiva
de los electrones de la banda de conduccibn como respuesta a un campo

electromagnético externo 17.

En un experimento tipico, en el que se analiza una muestra compuesta de
nanoparticulas dispersas en una matriz homogénea, la absorbancia esta dada por

A
A(/D — 10910 (eFext(A)D)

donde, D es la longitud del camino Optico y ext (A) €s el coeficiente de extincion, el
cual es dado por la suma de la dispersion y la absorcion de la onda electromagnética

que atraviesa la muestra 13,

Existen casos en los que la interaccién entre nanoparticulas en un sistema es tan
débil que puede ser ignorada, por lo que el coeficiente de extincion se calcula de la
siguiente manera 1’

l"ext(l} = f[ca hs(*‘l:} + csca (’1}]

donde f es el numero de particulas por unidad de volumen, capbs (A) €s el coeficiente

de absorcidony csca (A) coeficiente de extincion.



Cabe destacar que en el analisis de la respuesta Optica, en base a la teoria clasica
electromagnética donde se considera que las nanoparticulas son demasiado
grandes para emplear la teoria clasica electromagnética, sin embargo son
demasiado pequefias para depender de su forma o su tamafo, por lo tanto, cada
punto de la nanoparticula puede ser descrito en términos de una funcion dieléctrica
macroscopica, tomando en cuenta para ello, la longitud de onda de la luz incidente
(A) y, en algunos casos, del radio (R) de la nanopatrticula.

Es importante sefalar el trabajo de Gustav Mie, quien estudid la radiacion
electromagnética dispersada por una esfera de radio arbitrario, homogénea,
isotrépica y cuya respuesta Optica es lineal. La radiacion incidente la supuso como
una onda plana de longitud de onda arbitraria . En la teoria de Mie®, los vectores
de los campos eléctrico y magnético estan dados por la relacion (R/ A). Para este
caso se puede asumir que la absorcion y la dispersibn de la radiacion
electromagnética incidiendo en la nanoparticula, se encuentran en funcién de
contribuciones multipolares de las cargas presentes °. Si el tamafio de la particula
es menor que la longitud de onda de la radiacion incidente, la nanoparticula
experimenta un campo que es espacialmente constante, pero con una fase que
depende del tiempo, lo que se conoce como limite quasi-estatico; en este punto, se
presenta un desplazamiento homogéneo de cargas en la esfera, dando lugar a una
distribucion de cargas en la superficie. Cuando la particula presenta un tamafo
grande, existe mayor distribucion multipolar de cargas; en este caso, la particula

Unicamente absorbe energia por la excitacion del plasmén superficial'6-2°.,

El plasmén superficial'®292! se debe a la longitud de onda incidente, resultando una
dispersion fuerte de esa longitud de onda; la frecuencia e intensidad de las bandas
de absorcion del plasmon las cuales ayudan a determinar las caracteristicas del
material. Las ondas electromagnéticas superficiales suelen propagarse en la
interface de los materiales, provocando asi dichas 22?4, El campo eléctrico de los
fotones induce una polarizacion de los electrones de conduccion con respecto a los

cationes de la nanoparticula metalica, de esta manera se crea una diferencia de



carga neta en la superficie, que proporciona informacién sobre el grado de

agregacion del cimulo, asi como de la forma y el tamafio de las nanoparticulas®.

En el caso de la plata Ag presenta un plasmoén superficial a una longitud de onda de
400 nm 17-182529 ‘mientras que para el Au esta 520 nm7-1825-30 sin embargo esta
longitud de onda puede desplazarse hacia la derecha o izquierda del espectro
electromagnético, dependiendo del tamafio, forma y medio en el que la
nanoparticulas se encuentren dispersas, principalmente. Si el tamafio de la particula
es comparable o mas pequefio que el camino libre medio de los electrones de la
banda de conduccién, las colisiones coherentes de dichos electrones con la
superficie de la particula disminuye en comparacién con el del mismo metal en
tamafio macroscépico dando como resultado un corrimiento de la banda de plasmon
superficial a longitudes de onda menores; dicho desplazamiento se conoce como

“corrimiento al azul”.

Si el tamafio de la particula es pequefia comparada con la longitud de onda de
incidencia (a << ), el desplazamiento es homogéneo, siempre y cuando sea
esférica, resultando una distribucién dipolar (Figura 3). Sin embargo cuando la
esfera es mayor que la longitud de onda de incidencia; ocurre un desplazamiento
de electrones con respecto al ndcleo, ya no es homogénea, dando como resultado

una distribucion de carga en la superficie volviéndose multipolart’-* (varias bandas).



Nube electrénica

P Red catidnica

Figura 3. Descripcion del desplazamiento de la nube electronica de la nanoparticula por efecto

del campo electromagnético.®

1.4 Métodos de sintesis de las nanoparticulas metalicas

La sintesis de nanoparticulas, en general, se puede dividir en dos grandes grupos:
“top-down” y “bottom-up”. En el primer grupo, principalmente se emplean métodos
de micro fabricacion a partir de un material mas grande. Dentro de este grupo se
encuentran, por un lado, litograficas como, particularmente el empleo de un haz de
electrones o luz laser; por otro lado, se destacan técnicas mecanicas como el
molido seco o bien en solucién, entre otras 333, En el segundo grupo, la sintesis
“bottom-up” aprovecha las caracteristicas quimicas de los materiales para generar
un ensamble de atomos o moléculas del mismo y de ese modo la formacién de una
nanoparticula, los ejemplos mas destacados son la sintesis quimica, deposicion
quimica de vapor, ensamblaje inducido por laser, agregacion coloidal, deposicion y

crecimiento en pelicula, solo por mencionar algunos 3436,

Dada la creciente demanda de nanomateriales, diversas rutas quimicas, fisicas y
bioldgicas han sido implementadas para ello. De manera muy general, los métodos

guimicos son los mas utilizados para la sintesis de nanoparticulas, ya sean
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metalicas, semiconductores o aislantes, presenta dos etapas importantes, la
primera es la nucleacion, en donde existe una union entre los ndcleos del material
de interés para después dar lugar a la segunda etapa, el crecimiento de la
nanoparticula®’. Estas dos etapas vienen determinadas por una variable que es
tiempo, ya que si el tiempo de nucleacién es menor al tiempo de crecimiento, se
forman nanoparticulas uniformes, sin embargo, si los tiempos se invirtieran, dan
como resultado la obtencién de nanoparticulas de formas diversas. Este tipo de
metodologias de sintesis presentan algunos inconvenientes por ejemplo, la
obtencion de productos contaminados y, en algunas ocasiones, poca selectividad -y
distribucion de tamafio; aunque también presentan aspectos de versatilidad, por
ejemplo, se pueden llegar a obtener materiales complejos a partir de sistemas

simpless8.

Con respecto a los métodos fisicos de sintesis, aun se tienen ciertas dificultades
hoy en dia, debido a su alto costo y poca versatilidad para poder obtener ciertas
morfologias o tamafios especificos en los sistemas de nanoparticulas. Lo mas
ocurrente es hacer uso de la metodologia “up-down”, ya que muchas de las
metodologias se refieren a un debastamiento del material; aunque muchas veces
suelen ocurrir aglomeraciones formando precipitados, impidiendo una
monodispersidad de las nanoparticulas, afectando asi el tamafio de la nanopatrticula
y por consiguiente las propiedades de la misma 3°. Este tipo de reacciones emplea
una cantidad minima de reactivos e incluso muchas veces solo se ocupa el
disolvente puro, lo que puede llegar a ser perjudicial para el producto final, ya que

muchas veces se obtienen sistemas con trazas de solventes*0.

En lo que a los métodos biologicos se refiere, algunas de las ventajas que ofrecen,
con respecto a las dos rutas anteriores son, entre otras, la ausencia de reactivos
guimicos nocivos y causantes de contaminacion en los productos finales, lo que
coadyuva la creciente demanda social y cientifica de generar materiales con el
minimo riesgo para el medio ambiente. Entre algunas de las rutas biolégicas,

destacan las llamadas biosintesis, que son métodos mas econémicos y amigables
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con el ambiente. Para usos practicos estos métodos biolégicos se pueden clasificar
en tres grupos con base en la naturaleza del agente reductor; en algunos casos se
emplean organismos vivos como bacterias 4!, hongos 4> 43 y plantas in vivo o

biomasa #4.

En los Ultimos afios se ha profundizado acerca del desarrollo de nuevas rutas
sintéticas para la obtencion de nanomateriales, particularmente para naomateriales
metalicos, debido a sus multiples caracteristicas 26?7, influenciadas, como ya se ha
mencionado, por su tamafio, forma y el ambiente que las rodea®. La sintesis de
nanoparticulas metalicas mediante biosintesis, han sido: Co, Cu, Ni, Zn, Au, Ag;
aunque caber mencionar que existen diferencias entre la fuente reductora para

obtener un resultado diferente en las concentraciones finales del sistema 36.

Cabe destacar que para la biosintesis con plantas in vivo o biomasa, se ha
encontrado que la razén por la cual se tiene una reduccién metalica y un sistema
estabilizado al mismo tiempo, es por la presencia tan grande de polifenoles dentro
de sus componentes, las que se resaltan son las catequinas, que son un grupo de
bioflavoniodes con la alta capacidad redox y generacion de radicales libres, lo que
favorece la reduccion del metal . Es por eso que una de las alternativas que se

maneja en este trabajo es el uso del extracto acuoso de Camellia sinensis®.

Ahora bien, en Tabla 1 se presenta un condensado de algunos métodos sintéticos;
quimicos, fisicos o bioldgicos, para diferentes metales asi como la diversificacién de
tamafos y morfologias, dando un panorama acerca del gran crecimiento de rutas

sintéticas.
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Tabla 1. Métodos de sintesis de nanoparticulas metdlicas

Tipo Método Estabilizante Metal Tamafio Forma
Ablacion laser Tioles Au 15nm Esférica®®
Sonoquimica / Au-Ag/Pd 30nm Core-Shall?
- A4- -
Fisico Termdlisis Calor Au 3 Esférica®®
9.7nm
- Poli(vinil _—
Fotoquimica L Ag 5-10nm  Decahedrica
pirrolidona)
PMMA Au 60- Esférica®®
200nm
Radiacién UV / Cu 50nm Ovalada®!
Quimico Borohiduro de sodio (p-BCD) Au 5-6nm Esférica®?
Ciclohexano-Agua Hidrazina Ag 3-5nm Cuasi-esféras®
Electrocatalisis / Au 5-6nm  Nanoldminas®?
. 100' . . 54
Pseudomonas stutzeri / Ag 200nm Polihedrica
Rhodopseudomonas / Au 10-20nm Esférica®
Biolégico capsulata
(microorganismos) | Bacillus subtilis / Au 10-50nm Esférica®®
Morganella psychrotolerans / Ag 30-40nm 57
B. casei / Ag, Au 10-50nm Amorfos®®
Nostoc muscorum / Cds 5-20nm 59
Lemongrass(Cymbopogon / Au 120nm Tridngulos®
flexuosus)
Aloe vera / Ag Esférica®®
Cassia auriculata / Au 15-25nm Amorfos®
Bioldgico (plantas) Sorghum bran / Ag, Fe 10nm Esférica®
Chenopodium album / Ag, Au 10-30nm Ovalo ©
Hibiscus Rosa Sinensis / Au, Ag 14nm Triangulos®
Azadirachta indica / Au-Ag 15-20nm  Core-Shell®*

1.4.1 Camellia sinensis (Té verde)

Los componentes de la Camellia sinensis (Té verde), son una familia de polifenoles

y flavonoides (50%), que poseen una poderosa actividad antioxidante. Los taninos,

son grandes cadenas moleculares de polifenoles, confiriéndole al té verde sus

propiedades reductoras, junto con las catequinas que comprenden casi el 90% 65 66

(Tabla 2) generando asi radicales libres auxiliares a la reduccion. Las catequinas
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presentes pueden actuar como agente quelante de metales con las caracteristicas

oxido-reduccion®7:68,

Tabla 2. Los polifenoles presentes en la Camellia sinensis®” expresado en gramos por cada 100g del

extracto.
Concentracion
Polifenol (mg/100g de extracto)
Epicatequina 1087.02 £ 44.4
Acido Caféico 830.1+ 18.4
Acido Benzoico 319.78 +11.9
Acido Siringico 75.91 3.2
Acido Vinilico 61.17 + 4.0
Acido 22.67+1.4
Protocatequico
Catequina 18.3+1.3
OH
OH
OH
OH
HO
o & HO &
i R: 0 S
; R,
""” s,
o “0R,
OH
OH

(-)-Epicatequina (EC)

Figura 4. Estructura quimica de las principales catequinas presentes en la Camellia sinensis®®.

(+)-Catequina (C)



En la Figura 4 se encuentra la estructura de (-)-Epicatequina y (+)-Catequina
(polifenoles) presentes en la Camellia sinensis, como se puede ver, al tener
estructuralmente grupos hidroxilo, generan una gran cantidad de electrones libres

capaces de realizar la reduccion de los metales.

1.5 Técnicas de caracterizacion

La caracterizacion de nanoparticulas se basa en la identificacion y determinacion
del tamafio de la nanoparticula sobre sus propiedades, mecénicas, Opticas,
eléctricas, entre otras. Para el caso del proyecto las propiedades Opticas son las de
mayor importancia, de alli que las técnicas espectroscopicas sean las que se utilizan
con mayor frecuencia'?, debido a fenémenos de absorcion, dispersiéon o emision de
luz. Algunas de las técnicas de analisis son: Espectroscopia UV-Vis,
fotoluminiscencia, absorcion del Infrarrojo, Dispersion de Luz Dinamica, Raman,
entre otras. Pero para efectos del trabajo solo se utilizaron dos de estas técnicas,

que fue UV-Vis y Dispersion de luz Dinamica 259°,

1.5.1 Espectroscopia de absorcion electronica UV-Vis

La espectroscopia de absorcién electronica esta basada en calculo de la
transmitancia T o absorbancia A de luz durante las transiciones electrénicas de una
muestra, que cuando es una disolucién, se ocupan celdas transparentes que

permiten el paso de la luz para los andlisis en el ultravioleta-visible, las cuales tienen
un camino medio 6ptico ¢ cm. Esta técnica analitica se denomina UV-Vis debido a
gue la longitud de onda de la luz requerida para transiciones electrénicas, se debe

encontrar en la region UV- Visible del espectro electromagnético; dicha region se

encuentra aproximadamente de los 180 a los 780 nm 7°.
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Este célculo se basa en la ley de Beer, la concentracion ¢ de un analito se relaciona
con la intensidad de la luz incidente lo y la intensidad de la luz transmitida | lo cual

se representa en la siguiente ecuacion:

A= —log,,T = IDgIT“

Esta ecuacion es una representacion de la ley de Beer, donde: lo se refiere a la
radiacion incidente e | es la radiaciéon o haz emergente 8. Asimismo, otra manera

de expresar la ley de Beer es a través de la relacion de las intensidades (lo, 1), asi

como de la concentracion de la muestra c, el camino medio 6ptico ¢, el coeficiente

de absorcién a y la absortividad molar ¢, dicha relaciéon se muestra en la ecuacion:

A Zlag%ﬂzsﬁazcr{?

La Espectroscopia UV-Vis mide la absorcion de luz de una muestra (Figura 5), la
radiacion proviene de una fuente de luz, generalmente es una lampara que puede
ser de deuterio e hidrogeno, filamento de wolframio o un arco de xenon;
posteriormente, se encuentra el monocromador o filtro para la seleccion de una
longitud de onda especifica, después se coloca la muestra en una celda de cuarzo
y, finalmente llega la sefial emitida al detector, en donde el software hace el calculo
y determina la cantidad de luz transmitida en funcién de la longitud de onda,

resultando entonces el espectro de la absorcion de la muestra’.
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Figura 5. Diagrama esquematico de los componentes mas importantes de un espectrometro de absorcion
electrénica UV-Vis 7.

Esta técnica sirve para monitorear la formacion de las nanoparticulas metalicas, en
intervalos de tiempo; la intensidad de plasmén superficial se modifica en relacién al
namero de nanoparticulas presentes en la solucién respecto al tiempo, dando como
resultado un pico de absorcién a cierta longitud de onda 62%2%; por ejemplo en un
intervalo de 520 nm a 560 nm!"18253%0gyrge el plasmon de nanoparticulas de Au;
mientas que para Ag se encuentra entre 395 nm y 420 nm'718252%. | 3 banda de
absorbancia es tan fuerte debido al acoplamiento de los electrones del material con
las ondas electromagnéticas incidentes resultan en un plasmon caracteristico para
cada metal’?; esta respuesta proporciona informacién de la composicion de las

nanoparticulas, tamafio y concentracion’s.

1.5.2 Dispersion de luz Dinamica (DLS).

La dispersion (o difusion) de la luz dinamica es el fendmeno, mediante el cual la
radiacion electromagnética al chocar con pequefias particulas de tipo coloidal o
molecular, es desviada con un angulo a una direccion de propagacion, cada una de
las particulas se dispersan con cierto indice de refraccién (angulo) diferente al del
medio que los rodea. La medida de la luz dispersada (o difusa) da lugar a técnicas
muy Utiles en la determinacion de la concentracion de sustancias en suspension,
asi como en la caracterizacion de la forma y del tamafio de las particulas coloidales,
macromoleculares y nanométricas. Cualquier medio sélido, liquido o gaseoso es
capaz de dispersar luz en mayor o menor grado; este fenOmeno se conoce como

efecto Tyndall, descrito por primera vez por John Tyndall en 1854, sin embargo fue



Rayleighen 1871 fue quien propuso el primer modelo fisico que interpreta de forma

notable el fendmeno de dispersién en sistemas diluidos.

La dispersion de luz Rayleigh se utiliza principalmente en suspensiones muy
diluidas, para determinar de manera global la concentracion o el tamafio de las
particulas suspendidas en la solucion, dando también informacion de la estabilidad
de las dispersiones ’4. Dispersion de luz dindmica es una técnica Optica
ampliamente utilizada para la medicion de diametros medios y particulas de tamafio
submicrométrico. Basicamente, el equipo consta de: 1) una fuente de luz laser
monocromatica incide sobre la una solucion muy diluida; 2) un fotometro
posicionado a cierto angulo de deteccion, medido con respecto a la direcciéon de
incidencia del laser sobre la muestra, que colecta la luz dispersada por las
particulas; y 3) un correlador digital que conjuntamente con un software especifico,
permiten obtener de primer orden la intensidad de luz dispersada a cada &ngulo
(Figura 6). Los datos se obtienen por inversion numérica del modelo matemético

que describe el fenémeno de dispersion de luz 7.

T— Muestra

[
/

Detector

135°

Figura 6. Interaccion de la luz con la muestra para Dispersién de Luz Dinamica.

Es importante destacar que se trata de una técnica global, puesto que proporciona
informacién valiosa de la dispersion total de los sistemas de nanoparticulas &
proporcionando informacién del promedio general del tamafio en el sistema

nanomeétrico.
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1.5.3 Microscopia Electronica

La Microscopia Electrénica de Transmision (TEM por sus siglas en inglés) es una
herramienta muy (til para la elucidacion de nanoestructuras; dentro de la técnica se
tiene una aceleracion de voltaje, esto trae como consecuencia que la resolucion de
la imagen aumente, debido a que disminuye la longitud de onda del electron
difractado aumentando la penetracion de las muestras 7. Las mediciones de TEM
permiten caracterizar los nanomateriales de una forma diferente a la espectroscopia
UV-Vis 0 a otras técnicas basadas en propiedades Opticas ya que nos permite
observar dos caracteristicas fundamentales del material nanométrico como son la
forma y el tamafio de manera puntual; otra caracteristica importante que podemos
observar con TEM son la rugosidad y la cristalinidad de los materiales; de manera

general se determina la morfolégica y estructura de las nanoparticulas 8.

Esta técnica se basa en la incidencia de haces electronicos que bombardean el
material, la longitud de onda de estos electrones es menor a la de la luz,
confiriéendole asi un aumento en su resolucion. Los electrones se dispersan por la
muestra atravesando una pequefia seccion de esta, provocando asi la aparicion de
la imagen, es la técnica mas apropiada para detectar morfologias de sistemas a

nivel nanométrico (Figura 7).

Permite extender la resolucién para estudios morfolégicos debido a la diferente
magnitud entre la longitud de onda de la luz visible y el intervalo requerido para
dimensionar los planos en cualquier estructura cristalina, la cual se encuentra entre
0.3 um y hasta 0.15 nm’°. Entre las diversas técnicas que implica la microscopia
electrénica empleadas para caracterizar los nanomateriales, tenemos la
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM por sus siglas en inglés), Espectroscopia
de Perdida de Energia de Electrones (EELS por sus siglas en inglés), entre otras.

Conforme ha avanzado la ciencia han evolucionado las herramientas empleadas en
disefio, sintesis y caracterizacion de materiales. La microscopia comenzé con el

microscopio Optico, sin embargo este tiene una baja resolucién comparada con las
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dimensiones nanométricas que deseamos analizar. La resolucion (r) se define
cuantitativamente como la distancia minima entre dos objetos para que éstos

puedan distinguirse como objetos separados y esta dada por &°:

0.614

nsena

En donde A es la longitud de onda de la radiacion utilizada, n es el indice de

refraccion del medio existente entre la muestra y la lente objetivo, y « es la apertura
angular del objetivo; es una medida del poder de concentracion de la radiacion que
posee el sistema de lentes, por lo que la resolucion depende de la longitud de onda
ya que los objetos deben ser de un tamario similar a la longitud de onda para alterar
las ondas lo suficiente como para proporcionar informacion. Nuestros ojos pueden
distinguir imagenes con una separacion de 0.3-0.6 mm y los mejores microscopios
Opticos poseen una capacidad de aumento méaxima de alrededor de 1000-2000
(ampliando 0.3 m 2000 veces se obtiene 0.6 mm)2°,
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La Figura 7 muestra los componentes generales de un microscopio éptico (a) y un
microscopio de transmision (b) y la manera en la que se encuentran posicionadas
las muestras y las fuentes, que finalmente son las que mas importan al momento de
realizar la elucidacion de la muestra, La imagen formada por el enfoque de los
electrones usando lentes electromagnéticas difiere de manera significativa de la
imagen formada por enfoque de luz usando una lente de vidrio. En primer lugar, la
imagen sufre una rotacion, debido al ajuste de la corriente de las lentes, ademas
dos imagenes de un mismo objeto pero con diferentes magnificaciones, también
rotan una con respecto a la otra. Esta rotacion puede ser compensada, sin embargo,
aun cuando se emplean las lentes compensadoras, los electrones no estan
confinados a viajar en un mismo plano, lo cual es diferente al comportamiento que
presenta la luz. Finalmente, el angulo formado entre la trayectoria del electrén y el
eje Optico es muy pequeiio (<1°), por lo cual la longitud de la trayectoria del electrén

en el campo magnético es mucho mayor que la dispersion del haz 7981,
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1.6 Toxicologia
1.6.1 Definicion

Ciencia que estudia las sustancias quimicas y los agentes fisicos en cuanto son
capaces de producir alteraciones patoldgicas a los seres vivos, a la par que estudia
los mecanismos de produccidbn de tales alteraciones y los medios para
contrarrestarlas, asi como los procedimientos para detectar, identificar y determinar
tales agentes y valorar su grado de toxicidad. Existen productos exdgenos que
causan este dafio llamados xenobidticos, aunque cabe sefialar que no hay
compuestos atoxicos mas bien dependen de la dosis que se administre; de todo lo
anterior se puede expresar que la toxicologia es la ciencia que estudia las
sustancias quimicas y agentes fisicos que pueden producir alteraciones patoldgicas
a los seres vivos; al mismo tiempo estudia los mecanismos de dichas alteraciones
y los medios para contrarrestarlas; asi como los procedimientos para detectar,

identificar y determinar su grado de toxicidad®?83,

1.6.2 Tipos de Intoxicacion

La accion de una agente toxico sobre un organismo es basicamente la alteracion
fisiolégica, dando como una intoxicacion; esta puede ser clasificada en leve,
moderada o severa; desde un punto de vista cronolégico, clasificAndose en agudas,

cronicas o recidivantes (Figura 8).
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Figura 8. Clasificacién de las intoxicaciones (€3

@ Intoxicacién aguda: aparicién de un cuadro patologico severo e incluso

dramatico tras la absorcion de un xenobiotico, es notable la aparicion de
estos fenbmenos antes de las 24 horas después de la administracion. La
evolucion de la intoxicacion puede llevar a la muerte del organismo o con

ciertas secuelas persistentes.

Intoxicacion subaguda: es de menor gravedad o aparatosidad, ya que
muchas veces sigue su curso por un tiempo sin que se presente de forma
aparente; es también aplicable para intoxicaciones de corta duracion,

produciendo su efecto nocivo en un periodo de dias.

Intoxicacion cronica: la absorcion se produce en cantidades muy bajas para
hacer efectos nocivos en un periodo de tiempo ya sea largo o corto; pero si
provocando una acumulacion del producto dentro del organismo sobre todo
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en organos concretos; muchas veces se mantienen latentes hasta que por

cualquier causa se manifiestan.

Las intoxicaciones pueden ser provocadas por el manejo y/o consumo poniendo en
riesgo la salud, algunas generalidades por los que se pudiera dar una intoxicacion

son:

@ Las caracteristicas fisico-quimicas de las sustancias

@ Su potencialidad toxica (pT) o toxicidad intrinseca que es todo lo contrario a
las cantidades exactas para provocar un dafio; es mayor cuanto menor sea
la dosis precisa para producir dicho efecto nocivo

@ La probabilidad de que sea absorbida y la frecuencia; de estos dos aspectos

se determina el riesgo de que produzca un efecto toxico

1.6.3 Nanotoxicolégia

Debido a la proliferacién en la fabricacién de nuevos y mejores nanomateriales, se
busca la promocién de nanotecnologias sustentables con la finalidad de reducir y
regular la generacién de residuos nocivos al medio ambiente; sin embargo, se

conoce poco del impacto negativo de los nanomateriales en los seres vivos®®.

Estos materiales nanométricos se han utilizado en el ambito médico, en
microelectronica, materias textiles y/o cosméticos; para esto se deben de estudiar
sus caracteristicas fisicoquimicas y su toxicidad 8 sobre todo si estan en contacto
directo con algun organismo. Un gran nimero de metales de tamafio macroscopico
no son toéxicos ni llegan a ser dafinos para la salud, no obstante si el tamafio de
estos se va disminuyendo estos empiezan a causar daflos mayores en los
organismos que los poseen 87 0 que estan en contacto con ellos. Muchos estudios
solo se han enfocado en la parte de citotoxicidad dejando de lado la ecotoxicidad

(ecosistemas) y la toxicidad en general de los materiales. La citotoxicidad esta
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asociada con la exposicion de la nanoparticula en sistemas controlados (in vitro);
los efectos adversos dependen especificamente del tamafio y forma de la
nanoparticula; estudios sefialan que cuanto menor es el tamafio de la nanoparticula

la citotoxicidad aumenta, debido al incremento de la superficie de contacto 8889,

En diversos analisis se determina la biocompatibilidad de nanoparticulas metélicas:
estas pueden llegar a reaccionar con los componentes biolégicos al momento de
unirse de manera covalente a las macromoléculas, afectando drasticamente las

funciones celulares sistematicas y por consiguiente a todo el organismo °.

Se ha determinado que la toxicidad de las nanoparticulas depende no solo de la
forma y tamafo; sino que también estdn asociadas con la distribucién y
aglomeracion, de las propiedades fisicoquimicas (composicién, fase cristalina y
solubilidad). Los aspectos anteriores tienen un efecto de absorcion desde el portal
de entrada hacia los 6rganos blancos (diana); teniendo la propiedad de enlace con
proteinas, y acumulaciéon dentro del organismo; provocando una toxicidad en las
células*!, llegando incluso a la necrosis (muerte celular)®? .Tales propiedades
incluyen una reactividad elevada debido a su gran superficie de contacto y volumen,
provocado una preocupante alteracién a nivel celular asociada a la toxicidad del
xenobiético °*. Uno de los temas toxicolégicos mas importantes de las
nanoparticulas es que se relacionan con reacciones oxido-reduccién (redox), asi
como el transporte de estos materiales hacia las membranas celulares, en especial
hacia la mitocondria. Estudios revelan que las nanoparticulas inducen el estrés
oxidativo en modelos de peces, asi como una inflamacion del area intestinal y

granulémas epiteliales 8.
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1.6.4 Dosis Letal 50.

La Dosis Letal (DL) se calcula por experimentacion con un grupo de animales en
medios ambientales controlados administrandoles de manera deliberada algin
xenobiotico para obtener valores estadisticos significativos; la DLso®* es la dosis
que mata al 50% de la poblacion analizada. Aunque también se pudiera determinar
la Dosis minima letal, que se refiere a la dosis que mata a un miembro de la
poblacidon analizada. Mientras los estudios para la determinacion de una toxicidad
mayor es la DL-100 que es la dosis que mata a toda la poblacion de animales

involucrados en el estudio.

Debido a que no se pueden hacer estudios con humanos, se toman a consideracion
datos relevantes de estudios realizados con animales, haciendo una extrapolacion
de dosis-efecto; esta relacion varia en estudios con animales y con resultados con
humanos, ya que en animales se tienen razas puras y con esterilidad controlada,
asegurandose su perfecta salud; lo cual no se puede controlar con humanos. Existe
una clasificacion de las sustancias en base a su toxicidad aguda DLso?4. En la Tabla
3 se presentan los rangos de toxicidad en relacion a las vias de administracion, y
como se hace la comparativa respecto a las dosis que pudieran ejercer un efecto

dafiino hacia un ser humano. Todas las dosis son expresadas en mg/kg peso.
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Tabla 3. Rangos de toxicidad en estudios se relacionan con humanos®2

., , , ; Posible dosis
. Denominacion Via oral Via cutanea
Rango de toxicidad , letal en
usual DL50 (rata) DL50 (ratén)
hombre
Extremadamente
1 . <1mg/kg <5mg/kg 1gota, 1grano
___________________________________________ toxico
1 cucharadita
2 Altamente téxico 1-50mg/kg 5-50mg/kg
s (Amy)
3 Moderadamente o o a/kg  50-350me/k 30
___________________________________________ toxico T oo T TR
4 Ligeramente téxico 0.5-5g/kg 0.35-3g/kg 250g
 _ Pricticamenteno ., ___
5 o 5-15g/kg 3-25g/kg 1 litro
... toxicO
Relativamente
6 . >25g/kg >25g/kg >1
inocuo

En la Tabla 4 se presentan los resultados toxicolégicos de nanoparticulas de ZnO
y CuO en protozoarios en donde se demuestra su efecto téxico sobre los
organismos demostrando que a mayor solubilidad del CuO mayor es el efecto

negativo en comparacion con el efecto de ZnO11L,

Tabla 4. DLso de nanomateriales en protozoarios®2

Nanomaterial Tamafiio DLso (mg/ml)
Ce02 5 6.5 i 0012

LS S
B

Brz_

T

CuO

6

20

20
50-70 i

L0016
L30T
e -
A3
127
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1.6.5 Clasificacion general de los toxicos

Las sustancias toxicas se pueden clasificar, para facilitar su estudio:

@ Por su naturaleza: estructura quimica y estado fisico
@ Usos y aplicaciones: medicamentos, productos industriales, productos
domeésticos, agricolas o contaminantes en general

@ Accion fisiopatologica: lugar de accién o efectos

e

Mecanismos de accion: celular o subcelular

@ Métodos de analisis y determinacion

Los toxicos tienen procesos de transito por el organismo capaces de originar
intoxicaciones sisteméaticas, estos procesos son: absorcion, distribucion,
acumulacion y excrecion, en los cuales la molécula toxica experimenta procesos
de biotransformacion, llamada Toxicocinética mientras que a la accidén téxica
generada se llama Toxicodinamica®®3, Los procesos mencionados se describen

a continuacion:

@ Absorcion: consiste en el paso de una xenobiotico desde el exterior hacia
los fluidos biologicos, para esto se debe de atravesar una serie de
membranas mediante varios procesos: 1) por los poros (filtracién), 2) por
diferencia de concentraciones (difusion) y 3) por la ayuda de una molécula

transportadora.

Para que una membrana deje pasar algun tipo de xenobibtico exige

ciertas caracteristicas como:

e Radio atbmico o molecular pequefio

e Coeficiente de particion molar lipido/agua de forma no ionizada
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@ Distribucion: una vez que el téxico esta en la sangre, esta lo distribuye por
todo el cuerpo, algunos van disueltos en agua plasmatica y otros van unidos
a proteinas, se fijan mediante enlaces estables pero reversibles como
puentes de hidroégeno, enlaces de Van der Waals o de caracter idnico. Los
lipidos intra y extracelulares retienen y transmiten xenobidticos por
disolucién, conforme a sus enlaces no iénicos y fuerzas de Van de Waals,
incluso existen téxicos hidrosolubles que no atraviesan las membranas y

guedan retenidos en el plasma o liquidos extracelulares.

El paso de xenobiético desde la sangre hasta los tejidos se rigen por los
mecanismos de absorcion; la difusion a través de la membrana capilar se basa en

el gradiente de concentracion del xenobiotico y del tamafio de la molécula.

@ Acumulacién: la sangre distribuye los xenobioticos por todos los tejidos del
organismo que, con base en las caracteristicas fisicoquimicas de pueden
tener mayor o menor grado de afectacion; por ejemplo:

e En tejidos sensibles a farmacos
e Entejidos de acumulaciéon o almacenamiento, lo que indica una

retencion y un atrofio de las funciones del organismo

La sangre distribuye los xenobidticos a cada uno de los 6rganos, aungque cada uno
puede retener determinadas cantidades. Las propiedades fisicas como el
coeficiente de particioén y las propiedades quimicas como la afinidad, dan lugar a la

acumulacion selectiva en los diferentes 6rganos.

@ Eliminacion: La excreciéon de los xenobiéticos se efectiia por medio de la
orina, bilis, heces o elementos volatiles; en cantidades menores se pueden
excretar mediante la leche, saliva o sudor.

Existen diferentes tipos de excrecion:
e Pulmones: toxicos gaseosos y volatiles , alcoholes o aminas

¢ Bilis: compuestos de alto peso molecular
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e Leche: sustancias liposolubles o hidrosolubles, alcohol o
nicotina

e Orina, saliva, lagrimas y sudor: sustancias hidrosolubles de bajo
peso molecular, sales metalicas, acidos

e Heces: Compuestos ingeridos pero no absorbidos o los

e Excretados por la bilis

El hecho de que una sustancia produzca efectos nocivos en los seres vivos, se
deriva de la union de una sustancia quimica con una biomolécula y se puede dar

mediante dos tipos de procesos:

@ Potencialmente reversibles, de caracter subletal
@ Irreversibles, letales para la célula, que se presentan en alteraciones
estructurales; aunque varios estudios aun no han podido descifrar el

momento preciso en el que aparece la necrosis (muerte celular).
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Destruccion total de la célula
Alteracion de la membrana
Alteracion de los érganos subcelulares
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— Modificacion de la actividad enzimatica
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Funcion

celular

Figura 9. Mecanismos de toxicidad

Una de las condicionantes para la deposicion de xenobidticos en érganos y tejidos;
se debe a la seleccién de células o grupos de células de acuerdo a la constitucion
y localizacion de estos, siendo normalmente cerca de vasos sanguineos. Cabe
sefialar que los 6rganos que tienen facilidad de reaccionar ante un estimulo (fisico
0 quimico) en particular y especifico, a los cuales se les denomina érganos diana.

Los mecanismos de toxicidad (Figura 9) que lesionan la arquitectura celular se
debe a la presencia de alteraciones de las estructuras proteinicas que pueden llegar
a dar como resultado la destruccién de la célula (necrosis); la alteracion puede
suceder selectiva para algunos oOrganos subcelulares (reticulo endoplasmico,
mitocondrias, ribosomas). Se utilizan los términos de necrosis y apoptosis. La
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primera es cuando ocurre una alteracion patologica; mientras que en la segunda es
un recambio celular fisiolégico (eliminacién de células dafiadas). En la necrosis
ocurren alteraciones en las funciones celulares; produciendo vesiculas, hinchazon
y estallido celular; cuyo contenido puede o no alterar a las células vecinas

produciendo una inflamacion general de las células.

Estudios con nanoparticulas de diéxido de titano, por ejemplo, demostraron que al
interaccionar con organismaos Vivos, estos provocan estrés oxidativo en las células;
al tener tamafos nanoparticulas pequefios (1-100 nm), estas afectan la histologia

de rifiones e higado'®®.

Algunos estudios de citotoxicidad in vitro demuestran que sistemas nanométricos,
como el (Fe203), pueden provocar dafio oxidativo-reductivo, asi como la disolucion
de medios bioldgicos y parecen exhibir citotoxicidad in vitro, mientras que las
nanoparticulas metalicas con un fuerte oxidante (CeOz2, Mn3O4 y C0304) 0 reductora
(Fe% Fes04, Ag® y CuY), pueden ser citotéxicos y genotéxicos hacia dianas
bioldgicas in vitro. Una de las principales fuentes de toxicidad parece ser las

transferencias electrénicas y/o iénicas!®.

1.6.6 Hepatotoxicidad

La hepatotoxicidad es definida como el dafio ejercido hacia el higado, alterando sus
funciones normales. Esta afeccion toxica al higado puede deberse por: citotoxicidad
y colastica (deteccién de bilis en los canales hepaticos). La forma citotdxica tiene
tres formas de presentacién que son:

@ Esteatosis: acumulacion de gotitas grasas, alterando la degeneraciéon de
triglicéridos o la sintesis de lipoproteinas encargadas de eliminar la grasa del
higado.

@ Degeneracion: se refiere a la inflamacion de hepatocito con transparencia de

su contenido y la aparicion de compuestos aciddfilos.
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@ Necrosis: es la muerte celular producida por una aniquilacion, arilaciéon o

uniones covalentes con las macromoléculas bioldgicas.

Una de las consecuencias del almacenamiento de xenobidticos en el higado es la
necrosis que provoca una disminucion en sus funciones, generando un sindrome
llamado insuficiencia hepatica; las caracteristicas de este sindrome son: 1) Un
periodo de exposicion al toxico y aparicion del dafio al instante 2) Mortalidad elevada
3) Relacion entre la dosis y la intensidad de las lesiones 4) Acompafado con

lesiones en otros drganos, especialmente rifion.

El tamafio y superficie de las AuNp son determinantes para el destino biocinético en
el organismo. La acumulacion y cantidad de nanoparticulas tienen relacion con los
tejidos, 6rganos o fluidos en los que pudieran alojar; en un rango de tamafo de 1.4
nm a 5 nm. Estudios realizados en ratones expuestos a nanoparticulas de oro via
intraperitoneal y via intravenosa, resultaron con la acumulacion de las

nanoparticulas en los lisosomas de macréfagos hepaticos'?.

Estudios realizados en células aisladas de higado de rata en contacto con
nanoparticulas de plata (AgNp) después de 6 horas de exposicion, se observé una

acumulacioén y la generacion de estrés oxidativo %,

1.6.7 Nefrotoxicidad

El rifidn tiene una parte anatomica y funcional integrada: componente vascular
(vena renal), el glomérulo (arterias renales) y tabulos renales (epitelios). Al ser el
principal érgano excretor de sustancias toxicas, es obvio que sufra alteraciones
por ellas; algunas veces el toxico solo potenciara y pondra en evidencia los
trastornos renales y otras veces inducira alteraciones nefropatias vy lesiones

directas en el rifién.
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Los mecanismos fisiopatoldgicos del riidn pueden ser:

@ Lesion por contacto, de la paredes de algun segmento del érgano

@ La dosis (concentracion) a la que el producto libre y activo se encuentra en
el lugar del receptor

@ La capacidad del téxico para atravesar barreras biolégicas hasta llegar a los
receptores sin sufrir destruccién o eliminacion

@ Las condiciones de sensibilidad del receptor

Estas funciones alteran y modifican la toxicidad como: acciones combinadas con
otras sustancias, factores que dependen del medio ambiente, propios del individuo

o referentes a la administracion 81.82,

1.6.8 Toxicidad de las nanoparticulas (Au yAg).

Una de las aplicaciones de las nanoparticulas de oro (AuNp) en el area biomédica
es la obtencion de imagenes celulares, diagndsticos moleculares en el area de
medicina y algunos tratamientos de cancer, dependiendo de la estructura y su

biocompatibilidad®4, asi como de movilizadores de biomoléculas y biosensores %%,

Algunos estudios demuestran que la toxicidad de las nanoparticulas de oro en las
membranas celulares esta directamente relacionada con interacciones
electrostéaticas con las cargas negativas de la membrana celular; en estudios de
citotoxicidad (in vitro) se demuestra que se depende fuertemente del tamafio de las
mismas para poder internarse en las células portadoras atravesando las paredes

celular y alterando el funcionamiento de 6rganos subcelulares®.

La deposicidbn de las AuNp alcanza su maximo cuando se tiene tamafios
aproximados a los 50 nm, con una eficiencia de transporte por el torrente sanguineo
después de los 30 minutos de ser administradas, la mayoria de las AuNp penetra

de manera eficiente a las células portadoras 892, Contrario a eso, se reportan
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resultados negativos en componentes citoesqueléticos asi como la reduccion del
crecimiento de células fibrosas en humanos %4, aportando una controversial

discusién entre si son 0 no téxicas al estar en contacto con células.

En diversos estudios demuestran que células aisladas expuestas a AuNp de
1.4 nm tuvieron mayor efecto toxico que células expuestas a AuNp (in vitro) con
tamafios de 15 nm; con administracion de forma intravenosa mostrando que las
nanoparticulas de 10-50 nm presentan toxicidad aparente en comparacion con las
de tamafios de 100-200 nm. Los efectos secundarios fueron de caracter inflamatorio
y necrosis en las células portadoras; también se observo lisis celular esto por efecto
de adhesién proteinica celular, provocando la muerte celular. Se reporta también

alteraciones en las células adyacentes a las que presentan necrosis 9294,

Algunos estudios demuestran que las AgNp presentan efectos adversos y afectan
gravemente la salud de peces zebra presentes en agua dulce, se demuestra que
aun con la presencia de Ag*! se inhiben las funciones de los iones Na* / K* ;
generando efectos tipo arcoiris en los hepatocitos de este tipo de organismos

aislados 9°.

Farkas et. al. reporta que tanto las AuNp como AgNp reducen significativamente
(P<0.05) la actividad mitocondrial en estudios citotoxicos a un tiempo de exposicion
de 48 horas, asi como una reduccion significativa (P<0.05, P<0.001) de la integridad

de la membrana celular en concentraciones mayores a 6.35 mg/L para AgNp®4.

En otro estudio se demuestra que al utilizar AgNp para la formacidén de imagenes
de tejido neural y celular, estas generan problemas de enfermedades
neurodegenerativas debido a la generacion de estrés oxidativo en las células
portadoras, alterando sus funciones principales. Demostrando que a diferentes
dosis (5-10 mg/mL) y tamafio producen dafios a células madre y pulmonares con
un tiempo de exposicién de 24 horas; generando inflamacién grave y formacion de

granulomas. 100
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1.7 Histopatologia para deteccion de metales

La histopatologia estudia la capacidad de muchos contaminantes para alterar
diferentes células, tejidos u organos para evaluar los efectos nocivos. La
histopatologia se convierte en una herramienta valida para el estudio del efecto
biolégico de los contaminantes en el medioambiente; es capaz de detectar y
caracterizar los efectos de la exposicién a sustancias téxicas y carcinogénicas 1%,
Los cambios histopatolégicos integran el impacto de una variedad de factores de
alteracion como: factores patogénicos, compuestos toxicos, condiciones
alimenticias y ambientales desfavorables 1°%. Estudios relacionados a las
respuestas histopatoldgicas de algunos érganos como el rifién y el higado a la
toxicidad de metales pesados engloban a un amplio conjunto de sustancias que;
se caracterizan por no ser degradables y tener una elevada persistencia en el medio

asi como susceptibles de ser incorporados por los organismos y de alojarse %19,

Metales como el Cu o Pb pueden causar una dafio tanto en tejidos animales como
vegetales, esta acumulacion es una ruta importante a través de la cual el aumento
de los niveles de los agentes contaminantes que se pueden transferir a través de
las cadenas alimenticias, causando problemas de salud 1. La acumulacién de
diferentes metales pesados como Cu en el higado de animales depende del estado
nutricional de cada organismo; asi como de las concentraciones subletales del
material ya que pueden causar alteraciones histopatoldgicas en 6rganos y tejidos,
como hiperplasias, hipertrofias, necrosis pancreatica y hepética. Los cambios
histol6gicos e histopatoldgicos producidos por contaminantes, en 6rganos o tejidos,
pueden presentarse previamente a que se produzcan efectos irreversibles en algun

organismo 194,

El higado y el riidbn son Organos importantes para el metabolismo, la

desintoxicacion, el almacenaje y la excrecion del xenobidticos y sus metabolitos, y
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son especialmente los mas vulnerables para ser dafiados por agentes externos
105

Las alteraciones histolégicas hepaticas son progresivas durante el tiempo de
exposicion a algunos metales como el cobre, siendo mayores las alteraciones
observadas en los ejemplares contaminados con concentraciones mayores . El
rifidn que es un érgano esencial para el metabolismo y la eliminacion de la mayor
parte de los componentes toxicos'®, por eso es de vital importancia la evaluacion
histopatolégica de este érgano, para determinar un posible riesgo a la salud. La
enfermedad de rifibn puede ser el resultado de una lesion glomerular o
tubulointerstitial debido a una o mas reacciones basicas del tejido, la inflamacion en
el glomérulo causa un sindrome nefritico con un aumento creciente de los glébulos
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2.1 Metodologia

La metodologia seguida tuvo el objetivo de comparar métodos de sintesis (quimico
y biolégico) para la obtencién de nanoparticulas metélicas de (Au y Ag). Se divide
en cuatro etapas: 1) Sintesis de las nanoparticulas, 2) Caracterizacion estructural,

3) Evaluacion toxicologica y 4) Histopatologia e Histolocalizacion.

En la primera etapa se realiz0 la sintesis de nanoparticulas de Au y Ag; a través de
dos rutas sintéticas para cada uno de los metales, una fue con Borohidruro de sodio
(NaBHa4) (como reductor quimico) y para la otra es usando el extracto acuoso de
Camellia sinensis (como reductor bioldgico). La segunda etapa es la caracterizacion
de las nanoparticulas mediante el uso de las técnicas analiticas como
Espectroscopia UV-Vis, Microscopia Electronica de Transmision y Dispersion de
Luz. La tercera etapa es la evaluacion toxicolégica en un modelo in vivo utilizando
dos andlisis: 1) Agudo (una sola dosis en un periodo de 24 horas) y 2) Subagudo
(dosis durante 28 dias); por ultimo se realiz0 la cuarta etapa que fue un estudio
histolégico de los 6rganos (higado y rifidén) dividiéndose en dos estudios:
histolocalizacion e histopatologia. Toda esta metodologia fue para hacer una
comparacién entre la ruta sintética y el metal utilizado durante todo el estudio y
saber si existe una diferencia toxicoldgica significativa entre cada uno de los
métodos y los metales, evaluadas en un modelo murino, especificando el tamafio,
la morfologia y el agente estabilizante y saber cuéles son las posibles zonas de

alojamiento dentro de cada uno de los 6érganos a analizados.

2.2 Materiales y reactivos.

Los reactivos a utilizar son: Acido Tetracloroadrico (HAuCla3H20), Nitrato de Plata
(AgNO3), Agua deionizada, Agua destilada, Borohidruro de sodio (NaBHa4), Citrato
de sodio (NaH2(CsHsO (COO0)s), Camellia sinensis (Té verde) de la marca Lagg’s ,
solucion Salina al 0.9% de Cloruro de Sodio (SSI), FAA (formaldehido, alcohol
etilico, acido acético), GAA (glicerol, alcohol etilico y agua), buffer de Fosfatos
(0.2M) , soluciones de buffer de fosfatos con sacarosa (5%, 10%, 15% y 20% de
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sacarosa), etanol (30%, 40%, 50%, 70%, 85%, 100%), Xileno (100%), Xileno-Etanol
(50%), parafina, eosina (colorante), hematoxilina (colorante) y como medio de
inclusiéon para el criostato Tissue-Tek O.C.T. Compound y glicerina. Para todo el
material de vidrio, antes de cada sintesis, el material debe de ser lavado
perfectamente con agua corriente y posteriormente lavar con agua deionizada por
duplicado.

2.3 Metodologia general.

Sintesis de nanoparticulas
metalicas

Camellia sinensis

Caracterizacion

Caracterizacion

Uv-Vis, TEM, DLS UV-Vis, TEM, DLS

Estudios toxicoldgicos

Subaguda

Dosis Unica

Estudios de Histopatologia e
Histolocalizacion

Figura 10. Metodologia general




2.3.1 Sintesis de nanoparticulas metalicas.

2.3.1.1 Preparacion de las soluciones de Au y Ag con NaBHa4 (quimico)

La primer sintesis es la del reductor quimico de borohidruro de sodio (NaBHa)
[10-2 M] y como agente estabilizante una solucién de Citrato de Sodio [102 M] 5869,
La sintesis de nanoparticulas (Au y Ag) por métodos quimicos consiste en: colocar
la sal de HAuCl43H20 o AgNOs (respectivamente) a una concentracion de [10-2 M]
respectivamente. Mientras que se fueron variando los volimenes del reductor
(NaBHa), y finalmente aforando al mismo volumen; todo esto tomando como base

la siguiente Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de reaccion para la sintesis por métodos quimicos.

Reductor Estabilizante
Sal (NaBH4) Citrato de sodio

@
(10°M] [10°M] [107M]

Aforo

uﬁ ...............................
AgNO 3mL 1mL 10 mL
<E gNO3

HAuCI, 3mL 1mL 10 mL

Au

En un vial de 40 mL se colocan 5 mL de la solucion de la sal del metal (HAuCl4*3H20
0 AgNO3) (10-3M), los cuales se mezclan con un volumen definido de NaBH4y 1mL
del agente estabilizante (NaH2 (CsHsO (COO)3s), respectivamente y se aforan con
agua desionizada a 10 mL (Figura 11). Los sistemas de sintesis se monitorearon a
través de sus cinéticas de crecimiento utilizando la técnica de UV-Vis, mediante la
respuesta del plasmén, correspondiente para cada uno de los metales (Au y Ag);
en intervalos de tiempo de 30 minutos. Una vez transcurrido su tiempo de
estabilidad, o punto maximo de formacion; se guarda para posteriormente ser

analizada mediante TEM.
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Figura 11. Esquema para la preparacion de sistemas de nanoparticulas de Au y Ag con NaBHa.

2.3.1.2 Preparacion del extracto acuoso de Camellia. sinensis

En un matraz Erlenmeyer de 250 mL se colocan 100 mL de agua desionizada con
una bolsa de Té verde (C. sinensis)3, marca Lagg’s. Dicha solucién se deja a punto
de ebulliciébn durante 20 minutos, posteriormente, se deja enfriar a temperatura
ambiente y se filtra al vacio dos veces, con ayuda del matraz Kitazato y el embudo
Buchner con papel Whatman No 5 (Figura 12).

DANTE Ny,
o= ey

2R

DEJAR

p ENFRIAR FILTRAR
100 mL H,0 DEJAR EN POR
DESIONIZADA EBULLICION DUPLICADO

20 min

Figura 12. Esquema para la preparacion de extracto de Camellia sinensis.
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2.3.2.2 Preparacion de las soluciones de Au y Ag con C. sinensis

(biolbégico).

Para la segunda etapa de las sintesis, para la obtencion de nanoparticulas de Au y
Ag; se coloca una solucion de HAuCl4*3H20 o AgNOs respectivamente, se le
adiciona el extracto acuoso de Camellia sinensis; esto se hace con base en la Tabla
6.

Tabla 6. Condiciones de reaccion para la sintesis de nanoparticulas (bioldgico).

Camellia sinensis Aforo

AgNO, 3mL 10 mL

Ag

HAuCl, i 3mL 10 mL

Au

En un vial de 40 mL se colocan 5 mL de la solucién de sal del metal (HAuUCl4*3H20
0 AgNOs) (10-3M), los cuales se mezclan con un volumen definido del extracto
acuoso de Camellia sinensis respectivamente y se aforan con agua desionizada a
10 mL (Figura 13). Los sistemas de sintesis se monitorearon a través de sus
cinéticas de crecimiento utilizando la técnica de UV-Vis, mediante la respuesta del
plasmon, correspondiente para cada uno de los metales (Au y Ag); en intervalos de
tiempo de 30 minutos. Una vez transcurrido su tiempo de estabilidad, punto maximo
de formacion= punto maximo del plasmon superficial; se guarda para

posteriormente ser analizada mediante TEM.
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Figura 13. Esquema para la preparacion de sistemas de nanoparticulas de Au y Ag con extracto acuoso
de Camellia sinensis.

Los sistemas en los que se encuentran inmersas las nanoparticulas, se utilizaron
tal cual se prepararon (solucion acuosa); dejando que el sistema alcanzara su
maximo valor de plasmoén en un rango de tiempo de 24 horas para tener soluciones

homogéneas y excluyendo la presencia de precipitados.

2.3.2 Caracterizacion de nanoparticulas metalicas.
2.3.2.1 Espectroscopia UV-Vis

El analisis Espectroscopia UV-Vis se realizé en un espectrofotdmetro marca
Lambda 650 Perkin-Elmer con resolucion de 1 nm, con un barrido desde 300 hasta
700 nm; se emplearon celdas de cuarzo; las cuales se limpian con agua desionizada
entre una lectura y otra. El analisis se lleva a cabo a temperatura ambiente; se corre
un blanco (agua deionizada) para posteriormente dar lectura a las soluciones de
nanoparticulas monometalicas de Au o Ag en funcion del tiempo, realizando
mediciones a 0.5h, 1h, 1.5h, 2h, 4h y 24h.
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2.3.2.2 Microscopia Electronica de Transmision (TEM).

Las muestras se analizan en un microscopio electronico de transmision marca
JEOL, modelo 2010 que se encuentra en el Laboratorio de Microscopia Electronica
del Centro Conjunto de Investigacién en Quimica Sustentable UAEM-UNAM. Para
este estudio se monta una gota de la suspensién de nanoparticulas monometalicas
de Au o Ag respectivamente, sobre rejillas de cobre revestidas con carbono de 100
MESH. Se dejan secar y se analizan por TEM; dicho analisis se lleva a cabo a 24

horas de haber comenzado la reaccion de sintesis.

2.3.2.3 Dispersion de Luz Dinamica (DLS).

Este estudio global de tamafio en todo el sistema nanométrico se realizo el analisis
de medidor de tamafio por dispersion dindmica de la luz, en un equipo ZETASIZER
Nano-S, Malvern Instrument (Inglaterra) ubicado en el Laboratorio 213,
Departamento de Quimica Inorganica y Nuclear del Edificio B en la Facultad de
Quimica de la UNAM. En primera instancia se realizd una dilucién de 1/20 con agua
deionizada, seguido de una sonicacion por 5 minutos y finalmente una filtracién
(filtro de 5 micras) para finalmente hacer la lectura de la solucién. El andlisis se

realizd a las 24 horas de sintesis.

2.3.3 Anélisis Toxicoldgicos

Para los analisis de Toxicologia solo se ocuparon 4 sistemas; dos para cada metal
y cada uno por su sintesis quimica o biologica; los cuales fueron los sistemas con
mayor concentracion y monodispersidad de nanoparticulas Au o Ag; en un tiempo

de estabilizaciéon a 24 horas.
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Se llevaron a cabo los analisis toxicologicos agudo y subagudo de los sistemas
nanométricos, esta parte de la investigacion se realiz6 en el Laboratorio de
Toxicologia, en la Facultad de Quimica de la UAEM, se establecié como prioridad
la utilizacién y manejo ético de animales de laboratorio en esta experimentacion
apegados a la NOM-062-Z00-1999. Especificaciones técnicas para la produccion,

cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Para este analisis se usaron ratones macho de la cepa CD-1DE 6 semanas de edad
y un con peso corporal de 20+5 gramos, los animales se mantuvieron en un cuarto
cerrado bajo condiciones ambientales controladas de temperatura y humedad
relativa de 22°C y 55+10%, respectivamente y periodos de luz/obscuridad de 12

horas cada uno.

2.3.3.1 Evaluacion de la toxicidad aguda.

Los animales se distribuyeron en tres grupos de 3 machos cada uno; a los cuales
se les administré6 un volumen especifico con base a la Tabla 7 del sistema de
nanoparticulas (quimico y biolégico) mas los 5 grupos control que fueron: Solucion
Salina Isoténica (SSI), solucion de oro (HAuCls), solucion de plata (AgNO3),
borohidruro de sodio (NaBHa4) y Camellia sinensis; dando un total de 9 grupos con
3 miembros cada uno. La dosis se selecciona en base al peso corporal (kg) de cada
macho. La via de administracién fue intraperitoneal. Esta seccion de la
experimentacién se dio por dos etapas, en donde se fue aumentando la dosis

administrada en un periodo no mayor de 24 horas.

Cada una de las etapas tuvo una duracion de 14 dias cada una (por separado); una
vez administradas las dosis respecto al peso de cada miembro del grupo, se les
observé para determinar si existia algiin cambio o mortalidad en lapsos de: 1h, 2.5h
y 4h; esta observacion se extendié durante los 14 dias posteriores, a la misma hora.
Los pesos corporales se registraron desde el dia cero 0 hasta el dia 14. Al término

de la observacion se sacrificaron mediante dislocacion cervical, observandose de
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manera macroscopica la posible presencia de signos de toxicidad en Organos

blandos. La toxicidad aguda (DLso)®* que se expresa en peso de la sustancia por

unidad

de peso del animal (miligramos por kilo, mg/kg) se concluye mas adelante.

Tabla 7. Dosis empleadas para la evaluacién toxicolégica aguda.

Dosis a 24 h Etapa 1 Etapa 2
1 dosis | 2 dosis 3 dosis | 8 dosis | 16 dosis
© Au NaBH, 1.73mglkg 2.87mghkg | 5.749mg/kg | 13.84mglkg | 27.68mg/kg |
g AuCamellia ) seomgkg | 3523mgkg | 7.05mgkg | 14.096mg/kg 28.192mglkg |
QSO SS e e
Ag NaBH, | 0349mgkg | 0.698mgkg | 1.397mgkg | 3.152mgkg | 6.30mglkg
O IR P o T S . prosrresmeeeeneeeeeeee
Ad _Camgllla : 0.335mg/kg | 0.670mg/kg 1.34mg/kg | 2.68mg/kg | 5.36mg/kg
........ e SN SN S S S,
SSl / / / /
ﬁ Camellia
= sinensis
'E 3 3 3 3 3
S HAuCI, 103M 103M 10°M 10°M 10°M
NaBH4 10*M 10*M 10°M 10°M 10°M

Parale

lo a esto se registro del volumen diario de agua (VDA) e ingesta diaria de

alimento (IDA) con la finalidad de observar el comportamiento alimentico de los

animales; se mantuvieron en observacion por si presentaban alguna alteracion de

apetito o deshidratacién. De igual manera se evaluo el peso total de cada miembro

del grupo, y al final de la exposicion se registraron los pesos relativos de érganos

(higad

0, rifones, corazon, bazo, pulmones y testiculos) con el objetivo de evaluar

posibles dafios respecto a los controles. Todos los 6rganos obtenidos tanto de los

grupos control como los administrados con los sistemas hanométricos se colocaron

en frascos de polietileno transparentes con rosca que contenian solucion FAA

(formaldehido, alcohol etilico, acido acético) para su perfecta conservaciéon y

poster

ior analisis.
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2.3.3.2 Evaluacién toxicoldgica subaguda.

Tomando como base los datos anteriores de las dosis administradas de los sistemas
de nanoparticulas analizados; resultaron 4 dosis: 2 para las nanoparticulas de Au
(1.73mg/kg y 1.762mg/kg) y 2 para las nanoparticulas de Ag (0.349mg/kg vy
0.335mg/kg). Cabe sefialar que para la evaluacion toxicolégica subagudo se
requieren dosis menores que con respecto al valor de dosis letal 50 (DLso/100 y
DLs0/10, respectivamente) pero con una administracion continua y diaria durante
28 dias. Las dosis para cada grupo se encuentran en la Tabla 8. Se registré de
igual manera los VDA e IDA con la finalidad de observar el comportamiento
alimentico de los roedores; diariamente se registro el peso total y al finalizar el
periodo de dosificacion y observacion; se sacrificaron y se evaluaron de manera
macroscopica los 6rganos blandos, registrando los pesos relativos Todos los
organos obtenidos tanto de los grupos control como los administrados con los
sistemas nanométricos se colocaron en frascos de polietileno transparentes con
rosca que contenian solucion FAA (formaldehido, alcohol etilico, acido acético) para

su perfecta conservacion y posterior analisis.

Tabla 8. Dosis empleadas para la evaluacion toxicoldgica subaguda.

Dosis Diariamente
Au NaBH, { 1.73mg/kg
m ...... A.lj - .é éj,,H .él.ll.a. ..... .3 ..........................
- —ame | 1.762mglkg
O sinensis ,
|  Ag NaBH, | 0.349mglkg |
Al A If i
| A9 Camellia | 0.335mg/kg !
sinensis | :
. SSI_ | /
2 Camellia | / g
Sl...sinensis | |
S|...haucl, | 10°M
NaBH4 | 10°m |
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Los 6rganos analizados fueron: higado, rifilones, corazon, bazo, pulmones vy
testiculos, para un posterior analisis de zonas de alojamiento de los metales
respecto a los testigos. En la Figura 14 se muestra la anatomia de un roedor
(control) y la distribucion de los 6rganos, ahi mismo se sefala la via de
administracion (intraperitoneal) que se ocup0 para la administracion de los sistemas

nanométricos.

Corazon

= Pulmones

_ —» Bazo

Sa
= » Rifones

, A, -
Testiculos « =

-—

Figura 14. Organos extraidos de cada roedor durante los analisis de toxicologia (muestra control).

2.3.4. Histolocalizacién

Para esta parte del proyecto se seleccionaron Unicamente érganos expuestos a
nanoparticulas de cada sintesis (quimica y biolégica) para cada uno de los metales
analizados. Resultando 4 sistemas en total para cada uno de los 6rganos blandos
en cuestion, higado y riidbn, después de las evaluaciones toxicolégicas que

anteriormente se ejecutaron.
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Con este andlisis se observaron imagenes histoldgicas del higado y rifion para
determinar si existia alguna histolocalizacion/deposicion especifica de los
materiales nanométricos. Utilizando las propiedades Opticas de los materiales
mediante la excitacion electrénica de cada uno de las nanoparticulas; generando
fluorescencia. La técnica nos ayuda a determinar la secciébn mas susceptible del
organo a la deposicién metal en cuestion; esto, con la ayuda de un Microscopio de
Epifluorescencia que trabaja con longitudes de onda especificas y adecuadas para
las excitacion de las nanoparticulas de Au y Ag. El desarrollo de esta metodologia
fue en uno laboratorio de Microscopia Electrénica del Colegio de Posgraduados
(ColPos) Campus Montecillo,Texcoco. Parte de los equipos utilizados durante este
procedimiento fue un Criostato digital SLEE cryostat mainz (MTC, Alemania);
mientras el microscopio de Epifluorescencia fue un Microscopio de Epifluorescencia

Axioskop 2 plus (Karl Zeiss, Alemania) con una lampara de mercurio HBO 50.

Como se mencion6 con anterioridad los tejidos se encontraban en una solucion
FAA. Se tomé un pequeiio trozo del 6rgano a analizar (higado y rifién) para cada
uno de los sistemas nanométricos, se lavd por triplicado con agua deionizada y

finalmente se colocaron en solucion GAA.

Esta seccion de la Histopatologia se divide en 2 partes: la seccion de pre-
tratamiento del 6rgano para la obtencion de los cortes (Criostato) y la parte de
visualizacion de los cortes en el Microscopio de Epifluorescencia.

2.3.4.1 Criostato

Como paso previo a la obtencion de los cortes con el Criostato, se llevo a cabo un
pre-tratamiento de la muestra, la cual consistié en extraerle toda el agua posible,
mediante la inmersién en soluciones de buffer de fosfatos con sacarosa (a varios
cambios de soluciones) por periodos de 60 minutos; yendo de menor a mayor en

la concentracion de sacarosa, para que de esa manera el agua presente dentro del
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organo se fuera sustituyendo por una solucion cada vez mas concentrada de
sacarosa (5%, 10%, 15% y 20% de sacarosa) dejandola en la solucion final por 24

horas en refrigeracion.

Posterior a ese pre-tratamiento se coloco un pequefio trozo del tejido en forma
cubica en un frasco pequefio de vidrio, para hacer mezclas de soluciones de 20%
sacarosa con el buffer de fosfatos con el medio de montaje Tissue-Tek O.C.T.

Compound** (**reactivo especial para criotomia);

1) 2:1 (20%sacarosa : OCT)
2) 1:1 (20%sacarosa : OCT)
3) 2:1 (OCT : 20 % sacarosa)

El tejido se mantuvo inmerso en estas soluciones 1 a 3 de concentracion variable
de sacarosa y OCT en periodos de 2 horas cada uno, mientras que en la Ultima
solucion se dejo un periodo de 8 a 10 horas para una inclusiéon completa con el
OCT**, cada una de las inmersiones se dio en un refrigeracion. Finalmente se
coloco el tejido en el Criostato para obtener los cortes/rebanadas con un grosor de
15 micras, con la ayuda de un pincel de pestafia se hizo la fijacion del tejido con

glicerina sobre un porta objetos para su posterior visualizacion.

2.3.4.2 Microscopio de Epifluorescencia

Para poder ser analizados los tejidos obtenidos después del proceso anterior (Tabla
9), se utilizé el Microscopio de Epifluorescencia; con filtros especificos los cuales
fueron: el filtro azul a una longitud de excitacion de 365 nm y emision de 397 nm;
filtro verde a una longitud de excitacién de 450-490 nm y emisién de 519 nm y por
altimo el filtro rojo con una longitud de excitacion de 546 nm emision de 590 nm.
Con el uso de estos filtros se fue haciendo la observacion microscopica de los

tejidos de cada uno de los cortes de los 6rganos (higado y rifion) administrados con
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diferentes sistemas de nanoparticulas, para poder elucidar cual era la zona que se
presenta fluorescencia respecto al corte control, y poder asi atribuir la presencia de
nanoparticulas metalicas. De igual manera se tomaron muestras de los cortes y se
observaron utilizando campo claro, para poder visualizar si existia alguna otra
anomalia en el tejido analizado, estas tomas se hicieron sin la presencia de

excitacion electrdénica.

Tabla 9. Listado de muestras a analizar en el Microscopio de Epifluorescencia e Histopatologia.

Dosis exposicion Dosis andlisis
Metal
aguda subagudo
Menor AuBH(11.42 mg/kg) AUBH
Mayor AuBH(22.99 mg/kg) (1.73mglkg)
AU e
Menor AuCs (14.19 mg/kg) AUCS
Mayor AuCs (28.20 mg/kg) (1.762mg/kg)
Menor AgBH (2.79 mg/kg) AgBH
Mayor AgBH (5.58 mg/kg) (0.349mg/kg)
Ag At A A A A A A
Menor AgCs (2.68 mg/kg) AgCs
0.335mg/k
Mayor AgCs (5.36 mg/kg) ( okg)
SSi SSi
Controles AgNO4 AgNO;
HAuCl, HAuCl,

2.3.5 Histopatologia

Esta seccion fue para evaluar la histologia animal tanto de higado como del rifion
expuestos a la Evaluacién toxicoldgica aguda y subaguda de las nanoparticulas de

Auy Ag; esto para ver si la accion de estos causé dafios en las células histologicas.

El desarrollo experimental fue realizado en los laboratorios de Histologia del

Colegio de Posgraduados (ColPos) Campus Montecillo,Texcoco. Los equipos a
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utilizar fueron: Cambiador Automatico de Tejidos Fisher Tissuemation (USA),
Microtomo Rotatorio American Optical Company (USA) y un Microscopio de
Epifluorescencia Axioskop 2 plus (Karl Zeiss, Alemania).

Como un tratamiento previo a la obtencion de los cortes histologicos, se cortaron
pequefios trozos del tejido en forma cubica (incluidos en soluciébn FAA) y se
colocaron en una rejilla de pléstico, para ser ingresado en el Cambiador Automatico
de Tejidos; con soluciones cada vez mas concentradas de alcohol etilico,
empezando del 30% hasta 100% (duplicado), después con una mezcla 1:1 de
alcohol etilico y xileno y finalmente xileno al 100% (triplicado); todos los cambios
tuvieron una duracion de 4 horas. Subsecuentemente se trasfirieron a parafina
liquida, con dos cambios de parafina (cada vez mas pura) con un periodo de tiempo
minimo de 12 horas cada cambio. Una vez inmersos los tejidos se hace la inclusién
completa de los tejidos en parafina sélida haciendo cubos 2 cm x 1 cm con el tejido

animal inmerso, estos son soportados en una base de madera’4.

Una vez soportados fijados en madera se prosiguid a extraer los cortes por
duplicado de los tejidos con un grosor de 10 micras con la ayuda de un Microtomo,
estos cortes se fijan sobre un portaobjetos con la ayuda de un adhesivo de cromo,

se dejan fijar por 24 horas, para su posterior tincion.

2.3.5.1 Tincidn.

La tinciébn que se llevé a cabo fue la tradicional de eosina-hematoxilina. La cual
consiste en una desparafinacion con lavados de xileno al 100%, alcohol etilico al
100%, 85% y 70%; por lapsos de 10 minutos; seguido de una inmersion en el
colorante hematoxilina en un periodo de 3 minutos, continuando con dos lavados
con agua corriente (15 minutos cada uno) y por ultimo una inmersion en colorante
eosina al 1% por 30 segundos 105106.108 (Figura 15). Una vez terminado este proceso
se prosiguié a una deshidratacion continua de alcohol etilico al 70%, 96% (por

duplicado), 100% (por duplicado), xileno al 100% (por triplicado), finalizando con
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resina y limpiezas para tener una apreciacion mayor al microscopio. Estas
preparaciones se observan en un microscopio Optico para analizar la histologia
(parénquima) de cada uno de los tejidos y asi poder determinar un posible dafio a
nivel celular causado por la accion e interaccion las nanoparticulas de Au y Ag con

el organismo.

DESPARAFINADO HIDRATACION
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Figura 15. Esquema general de la metodologia de tincion Eosina- Hematoxilina.
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Abstract

(old nanoparticles are one of the meost studied nanomatenals due to their widely applications In sensors,
electronie devices and medicine. Their optoelectronie and catalyhie properties make them very valuable for
pumerons and novel applications. However sxposure to zold nanoparticles might produce toxicological effects
with humans or microbiota and finther studies are required. Synthesis of gold nanoparticles can be achieved by
physical, chemical and biological process, which employs biomelecules as reduction and capping agents. The
aim of the present study 15 to contrast the toxicological effect between gold nanoparticles (AulNp) obtained by
chemical and bological method with m-vive studies. Chemical synthesis was performed with NaBHy as
reducing agent; m contrast, biosynthesis was assisted by the aqueons extract of Camellia sinensiz. Formation
of Au NPs was followed by UV-Viz spectrometry, furthermore TEM studies were performed in order to
descnibe the size and morphology of Au NP's. Gold NPs size ranged from 7.5 - 10 om and 20 -24 om for
chenncal and bislogical synthesis, respectively. Comparative toxerty of chemieal and hogenic nanoparticles
was performed with sub-acute in vive mumne models.

Keywords: Gold nanoparticles, bioreduction, Camellia sinensiz, Nanotoxicity, histolocalization.



I, Imtroduction

Manotechnology is an area orented to the control and manipulation of matter at nanescale (10%m) for specific
pwiposes, from a technological standpoint, electrochemical and biotechnology (Delgade ot al 2009). The
synthesis of metal nanoparticles zained interest due to the peculiarties of their optical, (Avila er al. 2008, Sau
2004} magnetic (Sau ef al. 2004), electieal (Dahl, Maddux and Hutchison 2007) and catalytic (Daniel and
Astrue 2004) properties. The synthesis and stabilization of nanoscale systems are of great imporfance in
determming the properfies of nanostructwred systems (Abrzham et al. 2007). Many of these properties and
possible applications (Roldan ef al. 2003, Gould ef al. 2008) are strongly mfluenced by the size and shape of
the nanoparticles (Kelly af al. 2003).

Manotechnology 15 mainly concem with synthesis of nanoparticles in wvanable sizes, shapes, chemical
compositions and controlled size-dispersity, and thewr potential use for buman benefits. Although chemical and
physical methods may successfully produce pure, well-defined nanoparticles, these are quite expensive and
potentially dangerous to the environment.

The development of new synthetic routes nanotechnology has prompted the search sustainable alternatives in
order to reduce nisks, and the importance of toxicological studies of noble metal nanoparticles 15 fuindamental
to extend nanoparticles appheations in biomedical and biclogical areas. (Rutkowsky er al. 2007). In recent
vears it was promoted the use of biological compounds for the reduction of metallic ions, such as plants and
mucroorganisms, (Bali ef al. 2006, Dahl er al. 2007, Vilchis er al. 2008) m order to obtain metal nanoparticles,
since biogenic methods are eco-friendly and low-cost. Several plants have been suecessfully used for efficient
and rapad extracellular synthesis of AulNp (Prathap ef al). For example, using Aloe vera agueous extract
{Chandran ef al. 2006} gold nanotriangles and sitver nanoparticles can be formed; the synthesiz of AuMNp usmg
Avena sativa has been reported by Armendanz of al. (Armendanz et al. 2004); using Seshania extract AuNp
can be generated (Sharma er al 2007). A review of metalhe nanoparhicles obtamed by biosynthesis employing
plants biomass or extracts can be checked i publications reported by Yadav ot al (Mohanpuna er al. 2008,
Eumar ef al. 2009) and Bah ef al (2006).

It 15 well-known that metal naneparticles have a greater reactvity, which could cause an adverse event in living
erganisms, bence the importance of toxicelogical studies and the adverse effects of AulNp. Little 15 known about
damage of metal nanoparticles towards ving orgamism, therefore it is 1mportant to study and evaluate ther
toxic effect; as well as its possible storage (Brzoska eral 2003, Saleki or al. 2007). Many studies have focused
only on the cytotoxicity, ecotoxicity or toxicity in zeneral (Robbens et al 2010}, Cytotexicity 15 associated with
exposure of the nanoparticle controlled systems (in vitro); adverse effects depend specifically on the size and
shape of the nanoparticle; studies indicate that the smaller nanoparficles increase cytotomcity due to the
increment of the contact swrface (Parkkola et al 2010). It has been determuned that the toxicity of metallic
nanopariicles depends not only on the shape and size, but are also associated with the distibution and the
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phyvsicochemical properties (composition, erystalline phase and solubility); having the abality to bind fo proteins
and a possible aceuwmulation within the crgamiso (Lin er al. 2006, Sintes af al. 20100,

Gold nanoparticles are one of the most promising nanostructures to be applied in biomedical area for cellular
magmg, molecular diagnostics and some cancer treatments depending on the structure (Huang ef al. 20107 as
well as mobile biosensors (Nguyen er al. 2007} due to a great ocompatbility 15 wsually assumed. In thas
context, gold nanomatenals with potennal applications on human health and environmental technologies force
to develop studies of locompatbility as well as sub-cellular distribution and otransformaton i enviroment
(Shankar et al. 2005, Lowry er al. 2012)

The present work 15 based about synthesis and charactenization of AulMp, bv comparmng two synthefic routes,
chemical and biological, as well as the toxcological analysis, based an acute study and sub-acute for in vive
modals. The morphology, size and crystal stucture of systems were determined by transmiszion electron
mucroscopy (TEM) (Baia er al. 2007) and the swrface plasmon resonance (SEF) 15 charactenzed by UV-Vis
spectroscopy (Moguez 2008). Finally, if was determunate the most susceptible zones to present accumulation of
AulNP (lrver and kidnevs) explorting optical properties of AuNp (flucrescence) in order to show the differences
of cell structures after the enfical exposure to Aulp.

2. Experimental
2 1Marerials

Tetrachloroauric acid (HAuCly: 107 M), sodium borohydride (MaBHy: 107 M) and sodium citrate $9a;CHa0
10-* M) solutions were prepared with de-iomred water. A1] reagents were of analvtical quality (Sigma-Aldrich,
U54).

Aqueous extract of Camellia sinemszis was prepared boiling a conventional green tea bag (lagg’s) confaimng 1.5
g, 1 10 ml of de-tomized water for 5 mun. The infusion was cooled and vacuum filtered with a filter paper
(Wzhtman Na. 5)

2.2 Synthesis of nanoparticles.
Chemical syvnthesis: Different volumes (1 to 5 ml) of the agueous solution of 10~ M MaBH: were added to 5
ml of 10~ M HAuCl solution, followed by the addition of 10~ M sodium citrate sohition as capping agent.
Details of the procedure was accordmg to Rutkowsky e al (2008).

Biclogical synthezis: Volumes (0. 2ml to lml) of Camellia sinensiz aqueous extract were added to 5 ml of
103 M HAuCl: solotion. Then the solution was stired for 30 sec. The agueons solutions tumed from an mitial
vellowish color into pale viclet and red, as signal of Aulp formation. Details of the present protocel can was
reported by Vilehas er al. (2008).
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2.3 Characterization
UV-Vis: spectral analvsis was performed on a PerkinElmer spectrophotometer, (Lambda 650 UV-Vis) with a
resolution of 1 nm. The AuNP's formation was monitored collecting the plasmon resonance absorption band of

the reaction mixture every 30 munand 4 b up to 24 b

Transmission Electron Microscopy (TEM): TEM studies were camed out using a JEOL 2010 microscope
operating at 200 k'V accelerafing voltage. Samples were prepared by placing a drop of the AuNP colloadal
suspensions obtained by both chemical and hiclogical procedures, on carbon-coated cooper gnds of 200 mesh.
At least 10 representafive images of each sample were recorded. Parficle size distnbution was obtained by
counting more than ca. 300 particles for each sample. Particle size diameter was caleulated with the equaton
daeg= T (mdy) T n. where n, 15 the number of particles of diameter d;.

2.3 Acure Toxicity

For this analysis used male mace stramn were CO- 15D to & weeks of age and with body weight of 20 = 5 zr, the
amumals were kept 1n 2 closed under ambient conditions fourth controlled temperature and relative bumdity of
22°Cand 35 = 10% , respectively, and penods of light / dark of 12 howrs each. Anmals were randomly divided
i 3 groups: Group I (contrel), Group II — ammals exposed to AuNP from chemical synthesis (AuBH-
27.68meg'Kg) and Group IO - animals exposed to biogenic AuNP (AunC.s.- 28.15%mgKg). These regulations
conform to the OECD Guidalines for Testing of Chemicals, Section 420 (1995).

Anymals (rats) were treated via injection with AuMNp mira-pentoneal administered after at least 5 d of adaptation.
Thev were observed frequently on the day of treatment during 10 kours. Animals were weighed and described
daily dunng 14 4. Dead animals were autopsied and examined macroscopically At the end of the expenments
all amimals were sacrificed and autepsied for toxicological evidences.

2.4 Sub-acute toxicity

The test substance was intraperitonezl adoumistered daily 1n graduated doses to several groups of expenmental
ammals, one dose level per group for a peried of 28 days. Duning the peniod of adoumstration the ammals are
observed closely, each day for signs of toxacity. Animals which die or are killed during the test are necropsied
and at the conclusion of the test swrviving amumals are killed and necropsied. The maxmum volume of lgud
that can be administered at one fime depends on the size of the test ammal The volume should not excead
lml 100z body weight. except in the case of aqueous solutons where 2ml/100g body weight mayv be used.
These regulations conform to the OECD Guidelines for Testing of Chenueals, Section 407 (1993).

2 4 Histoparhology
Macroscopic exammation of vital organs was performed seeking for abnormalities. Tissue from kidoey and
liver from all treatments {groups 1. I and IT) was fixed in 2 FAA (formaldehyde, ethanol, acetic aced) during 48
b Samples were conventionally processed for paraffin embedding. Sections of 10pm were stained with
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Haematoxyhr—FEosme and observed with a hight muerescopy {Axostar Plus, Carl Ze15s Germany ). Histologieal
changes of the typical stuctwre of the thssues were characterized m the randomly selected
sections Histopathological changes were documented with an  Axiocam 5 BMC (Karl Zeiss, Germany).

2.3 Histolocalizarion by Epifluorescence Microscopy

Tissue was fixed in FAA (3.7 % formaldehyde, 50%: ethanol, 5 % acetic acid) for at least 48h. After three ninses
i distilled water tissue was infilirated in a senes of increasing concentration of sucrose (5, 10, 15 and 20%)
in Sorensen's phosphate buffer (0.1 M) for 1.5 h each. Then the fissue was transferred to a senies of 20% sucrose
solution: O0.C_T embeddmg medinm (Tissue-tec) mn the propertion of 2:1, 1:1, 1:2 for Jh eack and 100%: O.C.T
forfh at4°C

Sections of 15um were obtained with a digital cryestat (SLEE eryostat MTC, Germany) at -20°C Sections
were mounted on glycenn and observed in an Emfluorescence Microscope Axioskep 2 Plus (Kail Zeiss,
Germany) using 2 excitabon and emution Images were captured with a MEeS Axocam (Zeiss, Germany)

wing a Amovission Soferare.

3. Results
3.1 Synthesiz and characterization af gold nanoparticles (AuNp)

It iz well known that the NaBH. 1z a strong reducing apent and it has been widely used for AuMNPs synthesis
(Rutkowszky ot al. 2008). In Figure 1{a) shows the UV-Vis varying the concentrations of reducer in the same
conditions of synthesis, where 1t 1= clear that the ngher concentration of SPE 15 to 3ml of reducer (aBH.) with
a length of wavelength of 538 nm, indicating that thiz concentration there 1= an inereased generation of Aulp’s
with greater umiformity, whereas m Figure 1(b) shows the TUV-Vis spectrum of AulNp system with 3 ml of
NaBH, at different reaction times in an interval of 30 munutes to 24 hours of reaction, where 1t 1= seen that the
system reaches its stabibity at 24 have the highest produchon of nanoparticles. Figure 1(c) shows the TEM
micrographs of AulNp svstem with 3 ml of NaBH., where predomunant morphelozy 1z spherical with some
agglomeration, the sizes are less than 50 nm; the ervstal structure of this system was obtained by analyzing
electron diffraction pattern (SAED) proving to be a FCC ervstal stucture. In Figure 1(d) shows the frequency
histogram obtained by meterning the TEM mucrographs, with a total of 50 mucrographs for thas system, obtaming

a size range between 7.5-10 ooy, with an average of 82 nm_

The extract of Camellia sinensiz 1= a compound capable of reducing the metal ion of gold as reported by our
group previously (Vilchis ef al. 2008). A novel method of bioreduction, belps control the size and stabulity of
Aulp, this 15 due to the presence of polvphenols in the green tea plant such as gallic acid and catechins in large
gquantities (Zaver: 2006). In Figure 2(a) shows the UV-Vizs varving the concentrations of reducer in the same
synthesis condittons for each one, where 1t 15 seen that the greatest concentration presents SPR 15 to 0.6ml of
the agueous extract of C. simensiz with a2 wavelength of 540nm, which indicates that this generation there is a
higher concentration of AuMNp more bomogeneons than the other systems with reduced C. simensiz, while 1
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Fizwre 2(b) shows the UV-Vis spectrum AuMp system (AuMp) with 0 6ml of the agueous extract of C. sinensiz
at different reaction times in an interval of 30 minutes to 24 hours of reaction, where it 15 seen that the system
reaches itz stability at 24 have the highest production of nanoparticles. In Figure 2(c) shows the TEM
mrcrographs of AulMNp svstem with 0 &ml of the aqueous extract of C. simensiz, wherein 1t 15 noted that the
morphelogy 15 predopunantly sphencal struetures 15 important to note that the metal naneparticles are embedded
and stabilized by referming to extract biomass, with sizes smaller than 100 nm, the crvstal structure of this system
was obtained by SAED. In Fizure 2(d} shows the frequency histogram obtained by measunng AulNp's in TEM

mucrographs.

Both routes synthesis chemical and biological of AuMp differ in aspects of size, morphology and dispersion
medmm m which they are present, may be the AuNp presents the great o less tomeity to evaluaton of each
systems. especially the atmosphere that they are, was evaluated by zcute and subacute toxerty.

3.2 Toxicity resuliz
The svzluation toxicity of Aulp for acute exposed was admanistared to mouse different concentrations of Aulp
synthesized by two synthetic metheds (chemieal and biological) shown i Table 1, where the doses are
expressed in mg / kg for each of the mouse different batches, doses ranged from 1 to 16 adowmstrations over a
pertod of 24 hours, 1ts method of adoumstration was intrapentoneal.

The vanables measured are: body weights of the mouse, daily feed intake and daily water intake from day 0 to
dav 14. Importantly, there was only one death for the group treated with AulNp MaBH: for the highest dose (16
doses). There 15 evidence that there 15 an acuts harmful during s admnistration. After 14 days of obzervation
were sacnificed for macroseopic observation of the organs (liver, kidney, testes, heart and spleen), showing
pecrotic parts in the bivers compared to the controls, the opposite of other organs showed no noticeable changes,
indicating that AuMp have a strong affinaty with the iver as thas 15 the main blood supply and organ respensible
for remeving harmful substances from the blood to the body. Table 2 and table 3 shows the daily feed mtake,
daily water intake and relative weights of the organs, where thev are compared with the control gzroups. The
results show sigmificant differences at P <005 and P <0.0] between the relative weights of organs for the treated
groups with AuMNp reduced by the two methods, ziving evidence of the inferachon of AulNp wath the body,

which causes nersases in the relative weights of organs wathout even cause death.

The results are based on the exposure of AulNp in a subacute toxicity for 28 consecutive dayvs help us to
evaluated possible damage to AuMp for orgamism over the constant hme to admumistration in each batch
analyzed; the systems are reduced to gold with 3 ml of sodium berchydrnde reduced gold and 0.6ml of the
agqueous extract of Camellia sinensis. All systems were administered at 24 hours after the reaction was minated
for nanometer system. For the admimistered doses are taken at the ughest dose of acute toxcity (Table 1) ata
dilwhion 1/100. We analvzed the same 135ues as in acute toxerty. Whers the results shows mm Table 4 the daily
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feed mtake, daily water mtake and relatrve weights of the organs, where they are compared with the confrol
groups. The results show sigmficant differences at P <20.05 and P <0.01 between the relative weights of organs
for the treated groups with Aulp reduced by the two methods, giving evidence of the interaction of AulMNp with

the body, which causes increases in the relative weights of organs without even cause death.

For each toxicological studies didn't show sigmficant mortality then were analyzed were more commfted
organs as liver and kidnev, because they are the responsible of blood flow for a body detoxification and we
could find specific and related areas to deposition Aulp, using the optical properties (fluorescence) to Aullp.
After that we analyzed the cell structure to determinate alterattons and the general histologzy to liver and kidney.

3.4 Histolocalization

Thas analysis provides the support for the toxicology of AulNp synthesized by two methods to deternune the
area where the nanoparticles are deposited. Is necessary to supplement the results obtained in acute and subacute
toxicity, becanse anybody specimen died by different doses admuimstered, but increased the relative weight of
some organs such as liver and kidnevs because they are the main blood supply to orzans. Is important to know
whether the AuNp are deposited m blood ducts and 1dentify principal areas in different organs, in which are
stored using of the optical property AulNp (fluorescence). The cuts were compared with a control to determume
differences between them. Figure 3 shows different cuts of liver, which compares the contrel liver (1a-1c) and
liver treated with gold nanoparticles reduced with MaBH, (22-3¢) where flucrescent zones are observed in the
periphery of the central veins, artenes bile and blood duects corresponding to the optical response of AulMNp with
the wavelength blue (39Tom) and green (51%nm) filters of Epifluoresence Microscope, where the blue filter
gZive a better response. Importantly, the micrographs Fizure 3 (2a,3a) are observed brown accumulations due to
the existence mnternzal bleeding at point causing necrofic m tissues.

Figure 4 shows the different cuts of kidneys. A companson 15 mads between the control kidney (la-1¢) and
kidney treated the system of AulMNp reduced with WaBHy (2a-3¢), whers there are areas that fluoresce more
intensely than the kidnev control This difference m fluorescence i1s due to the presence of AulNp and 1ts
wferzchion with beam microscope. There 15 a lngher intensity 1o the areas of epathela

Figure 5 shows different lover slices, which compares the control biver (la-1c) and hver treated with Aullp
reduced with agueous extract of Camellia zimensziz (23-3¢) where fluorescent zones are observed on the
periphery of central veins, artenies and blood ducts comresponding to the optical respomse of AulNp to the
wavelength of blue (397nm} and green (51%mm) filters of Epifluoresence Microscope, showing better response
for blue filter. Importantly, the micrographs Figure 5 (2a, 3a) are cbserved brown accumulafions due to the
existence internal bleeding at point causing necrofic 1n tissues.

Figure 6 shows the different cuts of kidneys, a comparison 15 made between the control kidmey (la-1c) and
kidney treated wath AuNp reduced with aqueons extract of Camellia sinensiz (2a-3c), where there are areas that
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fluoresce more infensely than the kidney control. This difference in fluorescence 1= due to the presence of Aulip
and its inferaction with the beam of the microscope. There 15 a higher inten=ity mn the areas of epithelia.

In shices of lmver and kidney were in contzet with AulNp systems reduced by the two methods showed
degenerative changes (general necrosis) when analvzed mn bnghtfield optical mcroscopy to be factors of
mportance, since 1t 15 considered a direct effect of Aulp exposure with organ (usually ireversible). Hepatic
necrosls 15 3 COmMmon response to toxc exposure; this response was observed in all treztments compared with

control groups.

3.5 Histapathology

Thas technique can assess the histopathological alterations of the cells in the liver and kidney slices treated with
AuNp synthesized by two methods, companng the sections with a control to assess histologie differences. Were
located specific areas of fissue assoclated with lver damage were presented abnormalities (Agamy 2012). The
livers and kidnevys of the control groups showed a normal histology. For the liver, the hepatocytes and evtoplasm
are homogeneous; the cenfral veins and epithelial cells and ducts are clearly visible. While shown for kidney
eprthelia, tubules and glomemb are clearly.

For the tissues were exposed to AulNp shows an mmpact such exposure. The histopathological changes of hver
and kidney have a2 harmful effect on health (Salamanca et al. 2008), Dufferences were found between the
exposed AuNp cufs with cuts confrel. Liver changes affecting specific areas causing damage to health (Agamy
2012).

In Figure 7 refers to the bver shices control, showing histologies homogeneous, where the parenchyma of fissue
15 umiform. For liver shices exposed AuNp reduced with MaBH. (Fizure %) and AulMNp reduced with C. sinensis
(Figure 10}, 1dentifies changes in lustology due to the ability of nanoparticles to altered liver cells, there being
differences between control and treated sectioms, these cuts are observed liver lobes shightly furzy, the
cytoplasm of some cells showing empty spaces, openmng of cells and chromatin condensation. In some cases 15
fully exposed chromatn in the vicimty of the sinusoads.

Figure 11 shows cut kidoey confrol showing homogeneous histologies 1 glomeruli and renal tubules. For
kidnev shees exposed Aulp reduced wath NaBHa (Fizure 12) and Aulp reduced with C. sinensiz (Fizure 13,
wdenfifies changes mn histology caused by AuNp in renal cells, with differences between control and treated cuts;
m these cuts the epithelia and glomerul are observed slightly larger, showing vouds and openings of cells as
well as chromatin aceumulation to glomeruln.
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Conclusions

There are differences between synthetic methods for obtamng Awp. The differences are found n the size and
shape of nanoparticles obtained by reduction of An™ with MaBH; and the aqueous extract Camellia sinensis,
where the biclogical method larger sizes than sizes obtamed by chemical methed. In toxicologeal studies not
showed mortality in either analysis for acute or subacute toxnpaty, but here are sigmficant differences 1n the
relative weights of the organs. To support results of toracological analvses was necessary to assess the most
likel¥ areas in which are deposited Aulp, was chosen liver and kidnevy because are the most important organs
for metabolism, detoxmfication and excrefion of toxic substances, from this were performed and analvzed
sections of these crgans, first determimed by histolocalization of Aullp (Epifluorescence) where fluorescence
and showed that the most zones to find AulMNp was penphery of hepatic veins (liver) and epithelia (kidnev) dus
to the amount blood are present. In the end we analyzed the lustopathology of the organs showing histology
changes m bver and kidnev shices, as chromatin exposure (lrver) and mereased glomerull (kidnev) alzo alters
the general parenchyma of structures cells. It 15 important to note that although there 15 not apparent myortality
either synthetic routes of Aulp, if do an accummlation and alteration at the cellular level considerably.
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Table Caprnons
TIable 1. Doses gold nanoparticles administered.

Table 2. Relative weight for the first part of investigation (Acute foxicity)
Iable 3. Relative weight for the recond part of investization (Acute toxicity)

TIable 4. Relative weight of investigafion {Subacufe toxicity)

Figure Caprions

Figure 1. Chemical method: (a) UV-Viz absorption spectra of gold nanoparticles formed after 24h of the
reaction of different amounts of NaBHa (1.2.3.4 and 5 ml; cwves 1-5 respectively; final volume of reaction
mixtures adjusted of 10 ml using de-ionized water) with Sml of 107°M aqueons solution HAnCly (k). UV-Vis
spectra of gold nanoparticles measured during the reaction of 3 ml of 107°M aqueous solution HAnCL, whit
JmL of NaBH. (final volume of reaction muxture adjusted to 10 ml using de-iomized water) after 30 mun- 24h
of reaction (curves 1-8, respectively); the mnset 1s a plot of the mtensity of the smface plasmon resonance bands
centered at 538 nm against the reaction time; (1, 2, 3. 4 and 5 at 30, 60, 90, 120 and 240 minutes, respectrvely).
{c) Bepresentafive fransmission electron micrograph of AulNp's formed after 24h of reachion which comespond
to cwrves 5 v 6 m figuwres 1A and 15, respectrvely. The inset shows the electron diffraction pattern of the gold
ranoparticles from the mucrograph. Fings 1,2.3.4 and 5 anse due to reflections from the (111}, (200) and (311)
lathee planes of FCC gold structure. (d) Histogram of size dismbution of AulNp s synthesized by the expenment

wing Sml of NaBH, as reducing agent. The average size range 15 from 7.5 to 10nm.

Figure 2. Biological method: (3) UV-Vis absorphion spectra of gold nanoparticles formed afier 24h of the
rezction of different amounts of Camellia sinensiz agueons extract (0.2, 0.4, 0.8, 0.8 and lml; curves 1-3
respactively; final volime of reaction mixtures adjusted of 10 ml using de-ionized water) with Sml of 1070
agueous solution HAuCL. (b). UV-Vis spectra of gold nanoparticles measured dunng the reachion of 5 ml of
1073 M aquecus solution HAuCL with 0.6 ml of Camellia rinensis aqueons extract, the final vohime of reaction
puxture adjusted fo 10ml using de-iomized water, at different tmes {(from 30 mm to 24h; curves 1-5,
respactively); the inset 15 a plot of the intensity of the swface plasmon resonance bands centered at 540 nm
agamst the reachon time; (cuwrves 1, 2, 3, 4 and 5 comrespond to 30, 80, 80, 120 and 240 minutes, respectively).
{c) Representative transmussion electron micrograph of Aullp s formed after 24h of reaction (omwrves 5 v 6 m
fizures 2A and 3B, respectively). The msert shows the electron diffraction pattern of the zold nanoparticles
from the mmerograph. Rings 1, 2, 3 and 4 anse due to reflections from the (1113, (2007 and (220} lathice planes
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of FCC gold structure. {d} Histogram of size distmbution of AulNp's synthesized by the expenment using 0.6
ml of Camellia sinensiz agueous extract as reducing and stabilization agent. The average size distmbufion 15 20

to 24nm.

Figure 3. Photographs obtained by epifluorescence microscopy. Photographs of the liver control 1 {a-c) and
photographs of the liver treated wath gold nanoparticles reduced with NaBH.: (2a-3c).

Fizure 4. Photographs obtamed by epifluorescence microscopy. Photographs of the kindev control 1 (a-c) and
photographs of the kidney treated with gold nanoparticles reduced wath MaBH, (2a-3c).

Figure £. Photographs cbtamed by epiflucrescence microscopy. Photographs of the kindey contrel 1 (a-c) and
photographs of the kidney treated with gold nanoparticles reduced with Camellia sinensis (2a-3c).

Figure &. (1) Contrel munne Irver. It 15 composed of hexagonal lobes with the central veins and hepatic tnads.
Hepatocytes are orgamized from the central vein and are separated by sinuseids homogeneous. Are regular and
contan a core spheroidal and distmbution of penpheral chromafin (photographs la-b, to x40 and =10,
respectively). (2} Munne liver exposed to AulNp reduced with MaBHa. In most cellular structure of hiver lobules
are seen slightly blwred. In cvtoplazm of cells are shown some empty spaces vacuole type and openmgs cells
{(photographs 2a-b, to x40 and x10, respectivelv). (3) Munne liver Aulp exposed to reduced aqueous extract
of Camellia sinensis. The structure cellular of liver are lobules seen shightly bhwored. In the cvtoplasm of some
cells show empty spaces and opemings vacuole type of cells present ervthrocytes exposed breasts and cell
infiltration (photographs 3a-b, to x40 and =10, respectively)

Figure 7. (1) Eidney control. The collecting ducts are hned with cuboidal epitheliwm with a small simple and
inferstifial accumulation of chromatin (photographs 1a-b, to x40 and x10, respectively). (1) Eidnev exposed to
AuNp reduced with NaBH. Some tubular eprthelial cells showed edema leaving exposed chromatin
(photographs 2a-b, to x40 and =10, respectrvaly). (3) Kidney exposed to Aulp reduced with Camellia sinensis.
Some vascular glomerub inereased in size wath charactenshes of edema, leaving exposed chromatin m some
cases (photographs 3a-b, to x40 and x10, respectively)
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Table 1. Doses gold nanoparticles administered.

Substance 1st part of investigation 2nd part of investigation
Doses (mg'kg)  Mortahty Doses (mg'kg)  Mortality
173 0/3 1384 0/3
Au-NaBH: 287 0/3 27.68 1/3#
5.74 0/3
1.76 0/3 14.00 0/3
Au-C. sinensis 352 0/3 28.19 0/3
705 0/3
* Number of amimals which died/number of animals nsed
Table 2. Relative weight for the first part of investigation (Acute toxicity)

Treatment DF (g) DFI (L) LRW(%) ERW (%) TRW (%) HRW (%) SRW (%)
Contrel * 2215459 3075953 6.56= 305 0.77=0.033 034 =0.068 0.57+0.031 0.32=0.053
HAuCL® 20.1=2.87 3075386 6330321 0.83=0.034 022=0.145 0.62=0.072 0.74 = 0.405
NaBHs 215=324 3275613 627=1.10 0.76=0.052 0.16 =0.038 058+£0054 0290033

C. sinensis 2057=14 265 37 63=01 0.84=0.038 0.18 = 0.068 0.65+0.151 0.35=0.020
1Au-BH* 208=342 402545 63=151 0.73=0.083 036=0.051 0.67=0.072 0.36= 0.066

(a-f)
2 AuBHf 20.55=2.69 402545 63=151 0.73 =0.081 024=0174 0780314 06520426
(*b-g) (*d-g)
3AuBH*® 226=3.54 3525=411 6.86=0.118 0780075 034=0064 03580060  036=0066
1 Au-C sinensis* | 2282297 33355 6.66 = 0.451 0.81=0.069 0210123 0.57 0058 0.34=0.029
(F=c-) (#%d-i)
2 Au-C. sinensis' | 24222286  2875=1802 6030288 0.82=0.069 037=0072 0.57 £0.059 039=0.156
(*b-j) (*d-j)
3 Au-C. sinensis! | 22250581 35.5=7.59 626 =0.028 0750027 023=0156 0355£0054  036=0066

Data are presented as mean = SEM[ standard error of the mean). n=3

DF: daily food, DFT: daily fluid intake, LEW: liver relative weight, KRW: kidnevs relative weight, TR'W:

testicle relative weight HRW: heart relative weight. SEW: spleen relative weight..

*P=20.05, **P=0.01



Table 3. Relative weight for the second part of investigation (Acute foxicity)

Treatment DF (g) DFI (ml) LEW (%) KRW (%) TRW (%) HRW (%) SRW (%4)
Control 2095 =2.66 22408 5.06=0288 0.73 £0.057 0.30=0.0356 0.57+0.120 0.32=0.027
HAuCl: 1505+ 2200 215+714 55+0655 0.61=0.081 0.38+0.063 0.52+ 0056 0.35+£0.035
NaBH: 1695=213 2875321 5830723 0.76=0.152 0.36 0052 0.56 = 0.058 0.34=0.102

C. sinensis 1747331 27x12161 6.13 = 0.651 0.73 = 0.057 0.36+0.083 0.57+0.049 0.37+£0.071
4An-BH 15.37+x1.22 30.75+£331 620+1.71 0750219 021=0113 0.54+0.227 0.34=0.050
5 Au-BH 14.07+2.53 212.75+2.62 420+ 3.66 0.51=0445 0230204 0.48 = 0.427 0300011

4 Au- Csinensis | 12.05+£536 1975206 6.16=1.078 0740216 0.34 + 0,066 0.65+0.196 0.20+0.021
5 An-Csinensis | 12.7+£7.15 18469 593+ 0461 0.76=0.104 0.20 + 0,099 0.55+0.056 0.32+0.076
Data are presented as mean £ SEM( standard emor of the mean). n=3
DF: daily food, DFI: daily fluid intake, LRW: liver relative weight, KRW: kidneys relative weight, TRW:
testicle relative weight HRW: heart relative weight, SRW: spleen relative weight,.
*P<0.05, **P<0.01
Table 4. Relative weight of investigation (Subacute toxicity)
Tratamiente | Dosiz (mg kg) DA VDA (mL)  PRH (Y1) FRR (%) FRT (%) PRC (%) PRE (%0)
(1/100)
Control $5I* (*a-d)
- 2095 + 2.66 12+408 570+0245 073+0028 0377+0056 0455x0043 035120213
(h-d} Zh-d)
NaBHJ" 10 "M 1695+£213 32875+3.21 5607580 070+ 070 0384+0044 0519+0.040 03160050
(Fa-¢)
Aun-BH* 229984 j094+864 S6=10 6.00 =860 080+130 0.209 £0.099 0434+ 0057 0334 =0.085
Au-C.5.! 282064 3274112 47.20+875 580=95% 070+070 0.210+0092 0482+0075 0319=0048

Data are presented as mean = SEM( standard error of the mean). n=3
DF: daily food, DFT: daily fluid intake, LRW: liver relative weight, KRW: kidneys relative weight, TRW:

testicle relative weight HRW': heart relative weight, SRW: spleen relative weight,

*P=0.05
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3.1 Nanoparticulas de Oro (AuNp).

3.1.1 Nanoparticulas de oro reducidas con (NaBHa).

Las nanoparticulas de oro mediante la sintesis quimica, donde se hace reaccionar
soluciones de acido tetracloroaurico (10-3M) con soluciones de borohidruro de sodio
(NaBHa4) (10-2M), variando el volumen del reductor de 1mL hasta 5mL, se monitoreo
mediante la Espectroscopia UV-Vis en la cual se espera una banda de plasmon a
los 550 nm, aproximadamente. Las graficas obtenidas presentan la evolucion de la
sintesis respecto al tiempo de reaccion, que va desde los 30 minutos hasta las 24
horas de reaccion, en donde la reaccion llega a su punto maximo después de haber

sido iniciada la reaccion.

Las soluciones presentaron una coloracion caracteristica de los sistemas
nanométricos de oro (Figura 17), la cual refiere a la formacion de dicho metal. Esta
coloracion aparece al momento de adicionar el reductor (NaBHa4), cambiando de
amarillo claro a tonos violeta oscuro-rojo intenso; esto dependiendo del tamafio y

forma que se presente después de su tiempo de nucleacion.

Las Figura 16 y 17 contienen los espectros de absorcion de la muestra donde se
hizo reaccionar la sal de oro (acido tetraclorodurico) a una concentracion (10-3M)
con varios volumenes del reductor (NaBHa4); en este caso, se fue monitoreando el
avance de la sintesis de reaccion desde los 30 minutos hasta las 24 horas de
reaccion. Se observa que la posicion del plasmoén se encuentra a una longitud de
onda promedio de 534 nm ver Tabla 10; la bandas de absorcién presentan una
tendencia ascendente conforme transcurre el tiempo de reaccion con un ligera
desplazamiento hacia el rojo (red-shift), comportamiento que puede atribuirse a un
aumento en el tamafo de las nanoparticulas; al presentarse picos con cierta
anchura indica una polidispersidad grande dentro del sistema el cual posteriormente
se podra corroborar con las otras dos técnicas analiticas (TEM y DLS).

La Figura 17(g) espectros de absorcion respecto el volumen del reductor desde

1mL hasta 5mL, las lecturas se tomaron a un tiempo maximo de 24 horas a partir
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de que se le adiciona el reductor a la solucidn, aqui se observa como los sistemas
de 1mL, 2mL y 3 mL van de forma ascendente; presentando un plasmén mas
intenso con 3mL de NaBHa4, llegando a su punto maximo. Después ocurre un
descenso en las intensidades para los sistemas a 4mL y 5mL; esto indica que el
sistema a concentraciones mayores empieza a presentar algun tipo de precipitacion
o0 el sistema deja de presentar caracteristicas nanométricas; presentando un
desplazamiento significativo hacia el azul y un aumento considerable en el ancho
de banda. Lo cual nos lleva a la conclusién que los mejores resultados son los del
sistema que presenta una mayor absorbancia y menor ancho de banda es el que

contiene 3mL de reductor (NaBH4) con una longitud de onda de 538nm.

Tabla 10. Resultados del plasmén para el sistema de AuNp con NaBHa.

Sistema con la
mL del reductor Plasmon respuestamas | Figura [Inciso
sobresaliente
S ImL 555 nm 16 a
z_‘:- 2mL 524 nm 16 b
© 3mL 538 nm *x 16 c
= 4mL 535 nm 16 d
5mL 522 nm 17 e
ImLa5mL 538 nm 17 g
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Figura 16. Espectro de UV-Vis del sistema de AuNp sintetizadas con NaBHa4y estabilizadas con Citrato
de Sodio y 5ml de la solucién de Acido Tetracloroadrico 10-3 M; en donde se trabajo con los volimenes
de: a) con 1mL de reductor, b) 2mL de reductor, ¢) 3mL de reductor, d) 4mL de reductor. Evaluando la
reaccion cada 30 minutos hasta 24 horas de reaccion.
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Figura 17. Espectro de UV-Vis del sistema de AuNp sintetizadas con NaBHa4, con un volumen de: a)
5mL. Condensacién de los 5 volumenes utilizados (1-5mL) a 24 horas de reaccion (c),
Representacion del cambio de color de las soluciones de oro.
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Frecuencia

10
Tamafio (nm)

Figura 18. Micrografias MET de AuNp obtenidas mediante el sistema de 3mL de NaBHs y
estabilizadas con Citrato de Sodio, con 5mL de Acido Tetracloroadrico 10 M después de 24
horas de reaccion. Patrén de difraccion de area selecta a diferentes acercamientos (a-c).
Histograma de frecuencia del tamafio del sistema de AuNp obtenido mediante TEM.

En la Figura 18-A,B se presentan las micrografias del sistema de nanoparticulas
de oro obtenidas a partir del sistema de 3mL de reductor (NaBH4) con un pasmén
de 538 nm; resultado del andlisis por microscopia electronica de transmisiéon
(TEM)®@) |a micrografias se presentan en una escala de 100 nm, 50 nm y 20 nm;
agui podemos ver la elevada polidispersidad que presenta el sistema; aunque la
morfologia se mantiene en casi su totalidad constante ya que la mayoria presentan
formas esféricas; aunque si se llegan a apreciar algunos esferoides o poliformes. El
tamafio promedio de este sistema esta por debajo de los 100 nm, es importante
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seflalar que se observan también pequefias aglomeraciones de estas
nanoparticulas con tamafios mas grandes. En la Figura 18-D se muestra el
histograma de frecuencia de tamafio, del cual obtenemos el tamafo promedio del

sistema, el cual es de: x=9.2 nm 6= 3.1nm.

El patron de difraccion de electrones de &rea selecta de nanoparticulas de oro
(AuBH) que se presenta en la Figura 18-C, nos sirve para elucidar la estructura
cristalina de las nanoparticulas de Au, la cual con base en los datos experimentales
se demuestra que la estructura es una fcc y la indexacién de los anillos del plano de
difraccion esta dada por los siguientes datos tedéricos y experimentales; los cuales
han sido indexados con los planos (111), (200), (220), (311) y (222) y los planos
(111), (200), (311) y (400) respectivamente (Tabla 11).

Tabla 11. Datos teéricos y experimentales cristalograficos de oro AuBH.

Anillo  Distancia Distancia Hkl 20 (O]
7 (°A) R (°A)
1 2.355 2.357656 111 38.1836 19.0918
2 2.039 2.041441 200 44,3917 22.19585
3 1.442 1.47167 220 64.5759 32.28795
4 1.23 1.253604 311 77.5471 38.77355
5 1.1174 1.11278 222 82.7212 41.3606

Anillo  Distancia Distancia hkl 20 (O]
T (°A) R (°A)
1 2.355 2.313744 111 38.1836 19.0918
2 2.039 1.975894 200 44,3917 22.19585
3 1.23 1.250938 311 77547  38.7735
4 1.0196 1.096431 400 98.1334 49.0667
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Figura 19. Gréfico de dispersion de Luz del sistema de AuNp sintetizadas con NaBHa.

En la Figura 19 se presenta el gréafico de dispersion de luz dindmica ©36% en donde
el tamafio promedio global de las nanoparticulas de oro (AuBH) es de 10.21 nm, si
esto lo complementamos con la polidispersidad del sistema de nanoparticulas
obtenidas por TEM, en donde obtenemos tamafios en un rango de 7.5nm a 10nm
al igual que se observa en las micrografias vemos que si existe una correlacion
entre las dos técnicas, es importante sefialar que DLS se aprecian las
aglomeraciones de las nanoparticulas de oro con la presencia del pico 1 que tiene
una distribucion de 38.14nm; dando la pauta de que las nanoparticulas se

encuentran empalmadas unas con otras provocando una dispersién mayor.
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3.1.2 Nanoparticulas de oro reducidas con extracto acuoso de Camellia

sinensis.

Para la segunda sintesis de nanoparticulas de oro en la que se hace reaccionar
soluciones de é&cido tetraclorodurico (103M) con extracto acuoso de
C. sinensis %, en los cuales se fue variando el volumen del reductor desde 1mL
hasta 5mL, se monitoreo mediante Espectroscopia UV-Vis, esperando la banda de
plasmon a 550 nm. Los graficos se tomaron en intervalos de tiempo de 30 minutos
hasta las 24 horas de reaccién; la nucleacién de las nanoparticulas llega a su punto

maximo son las 24 horas de haber sido iniciada la reaccion.

Las soluciones presentaron una coloracion caracteristica de los sistemas
nanométricos de oro (Figura 21), la cual refiere a la formacion de dicho metal. Esta
coloracion va surgiendo conforme avance el tiempo en relacién a la adicion de
Camellia sinensis, cambiando de amarillo claro a tonos rojos intensos; esto
dependiendo del tamafio y forma que se presente después de su tiempo de

nucleacion.

Las Figura 20y 21 contienen los resultados de la muestra donde se hicieron la sal
de oro (acido tetracloroaurico) a una concentracién 103M con voliumenes de de
extracto acuoso de Camellia sinensis, se monitoreo el avance de la sintesis de
reaccion desde los 30 minutos hasta las 24 horas de reaccién. Se observa
claramente una banda de plasmon superficial a una longitud de onda promedio de
542 nm, ver Tabla 12; presenta un ligero desplazamiento de la banda plasménica
superficial hacia el azul lo que nos pudiera estar indicando un tamafo uniforme (o
casi esférico) de las nanoparticulas, de igual forma al presentarse un el pico ancho

indica una polidispersidad.
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La Figura 21(g) se muestran los resultados del sistema de nanoparticulas de oro
con volimenes de 0.2 mL a 1 mL, con un tiempo de reaccion de 24 horas, se
observa que a 0.2 mL y 0.4 mL el plasmon tiene una tendencia ascendente hasta
una absorbancia maxima de 540 nm. El volumen de Camellia sinensis que presenta
un plasmoén mas sobresaliente es a 0.6mL respecto a los demas; posteriormente,
ocurre un descenso con 0.8mL y 1mL. Dando indicios de que el sistema sufre
colapsos a nivel nanométrico provocando precipitacion dejando a un lado las
caracteristicas nanométricas; lo cual resulta en una disminucion intensidad. El
volumen de 0.6 mL presenta un ligero desplazamiento hacia el rojo, que se refiere

al aumento en el tamafio del sistema, concluyéndose que es el mejor volumen.

Tabla 12. Resultados del plasmén para el sistema de AgNp con Camellia sinensis..

Sistema con la
mL del reductor Plasmon respuesta mas | Figura |Inciso
sobresaliente
] 0.2mL 532 nm 20 a
f- 0.4 mL 540 nm 20 b
S 0.6 mL 542 nm s 20 c
= 0.8 mL 547 nm 20 d
1mL 551 nm 21 e
0.2mLalmL 540 nm 21 g

86



Absorbancia

Absorbancia

1.9
1.8

0.2ml

1.1+
1.0
0.9
0.8
0.7

1.7
1.6
1.5
1.4 4
1.3
12

0.6
450

2.8 1

2.6

2.4 4

2.2

2.0 1

1.8

1.6

1.4

1.2 4

T
475

0.6ml

T T T
500 525 550
Longitud de onda (nm)

T
575

1
600

1.0
450

T
475

T T T
500 525 550
Longitud de onda (nm)

T
575

1
600

Absorbancia

d Longitud de onda (nm)
2.4 -

Absorbancia

T T T T 1
450 475 500 525 550 575 600 I

30 min
60min
90min
120min
240min
24 h

2.2 -
0.8ml
2.0
1.8 4
1.6 -
1.4+

1.2 4

1.0 4

T T T T 1
450 475 500 525 550 575 600
Longitud de onda (nm)

Figura 20. Espectro de UV-Vis del sistema de AuNp sintetizadas con extracto acuoso de Camellia
sinensis y 5ml de la solucién de Acido Tetracloroadrico 103 M; en donde se trabajo con los volimenes
de: a) con 1mL de reductor, b) 2mL de redcutor, c) 3mL de reductor, d) 4mL de reductor. Evaluando la
reaccion cada 30 minutos hasta 24 horas de reaccion.
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Figura 21. Espectro de UV-Vis del sistema de AuNp sintetizadas con C. sinensis, con un volumen
de: a) 5mL. Condensacion de los 5 volimenes utilizados (1-5mL) a 24 horas de reaccién (c),
Representacion del cambio de color de las soluciones de oro.
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Figura 22. Micrografias MET de AuNp obtenidas mediante el sistema de 0.6mL de extracto
acuoso de Camellia sinensis, con 5mL de Acido Tetracloroadrico 103 M después de 24 horas
de reaccion. Patrén de difraccion de area selecta a diferentes acercamientos (a-c). Histograma
de frecuencia del tamafio del sistema de AuNp obtenido mediante TEM.

En la Figura 22-A,B se presentan las micrografias del sistema de nanoparticulas
de oro obtenidas con 0.6mL del extracto acuoso de C. sinensis; resultado del
analisis por microscopia electronica de transmision (TEM)®@9 la micrografias se
presentan en una escala de 100nm y 50nm. Podemos apreciar la polidispersidad
del sistema; aunque la morfologia esférica se mantiene en casi su totalidad
constante. Un dato importante es que se aprecia notablemente que estas se
encuentran inmersas y rodeadas por la biomasa del extracto, lo cual ayuda a
contener la morfologia de las nanoparticulas. En rango de tamafio esta por debajo
de los 100nm. Aunque también se observan también pequefias aglomeraciones de

estas nanoparticulas con tamafios diversos. En la misma se presenta el histograma
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de frecuencia de tamafo (Figura 22-D), del cual obtenemos el tamafio promedio

del sistema, el cual es de: x=22 nm 6=2.4nm.

El patron de difraccion de area selecta de nanoparticulas de oro (AuCs) se presenta

en la Figura 22; esto nos sirve para elucidar

la estructura cristalina de las

nanoparticulas de Au, la cual con base en los datos experimentales se demuestra que

la estructura es una fcc y la indexacion de los anillos del plano de difraccién esta

dada por los siguientes datos tedricos y experimentales; los cuales han sido
indexados con los planos (111), (200), (220) y (311) respectivamente (Tabla 13)

Tabla 13. Datos teéricos y experimentales cristalograficos de oro AuCS.

Anillo  Distancia Distancia hkl 20 (O]
7 (°A) R (°A)
1 2.355 2.354603 111 38.1836 19.0918
2 2.039 2.013288 200 44,3917 22.19585
3 1.442 1.429286 220 64.5759 32.28795
4 1.23 1.217137 311 77.5471 38.77355
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Figura 23. Gréfico de Dispersion de Luz del sistema de AuNp sintetizadas con Camellia sinensis.

En la Figura 23 se presenta el gréafico de dispersion de luz dindmica ©¢4% en donde
el tamafio promedio de las nanoparticulas AuCs es de 21.55nm. Con esto se
complementa que la polidispersidad obtenida por TEM, en donde los tamafos
oscilan entre los 20 nm a 24 nm de diametro, mientras que con DLS tenemos una
distribucion de 31.08 nm, vemos la correlacion entre las dos técnicas. En DLS se
detectan algunas aglomeraciones debido a la presencia del pico 2 con una
distribucion de 1.57 nm; esto pudiera estar ocurriendo debido a la inmersion de las

AuCs en la biomasa del extracto.
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3.2 Nanoparticulas de Plata (AgNp)
3.2.1 Nanoparticulas de plata reducidas con (NaBHa).

La sintesis quimica de nanoparticulas de plata, en donde se reacciona soluciones
de nitrato de plata (103M) con soluciones de borohidruro de sodio (NaBHa)
(102M), variando el volumen del reductor desde 1ml hasta 5mL, se fue
monitoreando mediante Espectroscopia UV-Vis en la cual se espera una banda de
plasmon superficial a los 420nm. Los graficos obtenidos van desde los 30 minutos
hasta las 24 horas de reaccidn, la nucleacién de las nanoparticulas llega a su punto

maximo son las 24 horas de haber sido iniciada la reaccion.

Las soluciones presentan una coloracién caracteristica para AgNp, esta coloracion
va desde una solucion incolora (sal de plata) hasta una escala en tonos amarillo
(Figura25) dependiendo de las caracteristicas que presente al final del tiempo de

reaccion.

Las F433igura 24 y 25 demuestran los resultados de las soluciones de donde
reacciono la sal de plata con diferentes volumenes del reductor (NaBHa4), la sintesis
se fue monitoreando desde los 30 minutos hasta las 24 horas de reaccion, mediante
un Espectrometro Uv-Vis. Se observa claramente la posicion del plasmén en una
longitud de onda promedio de nm ver Tabla 14; las bandas caracteristicas de
absorcion presentan una tendencia ascendente con un ligero desplazamiento hacia
el rojo, indicando un posible aumento en el tamafio, también se aprecia la banda
con un ancho de pico ancho, esto también es atribuible a que el tamafio es mayor
gue si se compara con un sistema ideal, indicando la polidispersidad dentro de la

solucién

La Figura 25(g) se presentan los espectros de absorcion en relacion a los
volimenes utilizados en esta sintesis que fueron de 1 mL a 5 mL, las lecturas de
absorcion se tomaron después de haber transcurrido 24 horas de iniciada la

reaccion. Ente grafico nos muestra la diferencia tan marcada que existe entre los

92



primeros tres volumenes (1mL, 2mL, 3mL) en donde su plasmon casi no se aprecia
y con una anchura en los picos considerable; mientras que ocurre todo lo contrario
con el plasmén de las soluciones a 4mL y 5mL en donde se aprecia una banda
plasmonica definida y muy marcada a los 400 nm, en donde hasta la anchura del
pico disminuyo respecto al anterior volumen; indicando que no existe tanta
polidispersidad en el sistema. Con respecto a lo que se publica en la bibliografia,
tenemos un ligero corrimiento hacia el rojo. Lo cual se concluye que el mejor sistema
evaluado en esta seccién son los que se trata la solucién de plata con 5mL de

NaBH4 a un tiempo de 24 horas.

Tabla 14. Resultados del plasmén para el sistema de AgNp con NaBHa..

Sistema con la

mL del reductor Plasmon respuestamas | Figura [Inciso
sobresaliente

2 ImL 433 nm 24 a
= 2mL 432 nm 24 b
o) 3mL 428 nm 24 c
= 4 mL 428 nm - 400nm *x 24 d
5mL 430 nm 25 e

ImL a5mL 400 nm 25 g




2.5+

2.0 A

1.54

Absorbancia

1.0 4

0.5+

0.0

25+

2.0+

1.5

1.04

Absorbancia

a

0.5 4

0.0

375

400

425 450 475 500 525
Longitud de onda (nm)

3ml

550

575

600

375

400

425 450 475 500
Longitud de onda (nm)

525

550

575

600

Absorbancia

Absorbancia

25 2ml
2.0
1.5
1.0
0.5
—— 30 min
0.0 : : : : T : : . : . |—— 60min
375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 | QOmin
Longitud de onda (nm) — 120min
d 240min
— 24 h
3.0 4
4ml
2.5
2.0 4
1.5 4
1.0 -
0.5
0.0

T T T T T T T T T 1
375 400 425 450 475 500 525 550 575 600
Longitud de onda (nm)

Figura 24. Espectro de UV-Vis del sistema de AgNp sintetizadas con NaBH4y estabilizadas con Citrato
de Sodio y 5ml de la solucién de Acido Tetracloroadrico 103 M; en donde se trabajo con los volimenes
de: a) con 1mL de reductor, b) 2mL de reductor, ¢) 3mL de reductor, d) 4mL de reductor. Evaluando la
reaccion cada 30 minutos hasta 24 horas de reaccion.
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Figura 25. Espectro de UV-Vis del sistema de AgNp sintetizadas con NaBHa4, con un volumen de: a)
5mL. Condensacién de los 5 volimenes utilizados (1-5mL) a 24 horas de reaccién (c),
Representacion del cambio de color de las soluciones de oro.

En la Figura 26 se presentan micrografias del sistema de AgNp obtenidas a partir
del sistema de 5mL de NaBHa; resultado del analisis por microscopia electronica de
transmision (TEM)®@® la micrografias se encuentran a una escala de 50nm y 20nm
; aqui podemos ver la polidispersidad que presenta el sistema; aunque la morfologia
predominantemente son esféricas, el rango promedio de tamafio esta por debajo de
los 50nm. Aunque también se observan también pequefias aglomeraciones de
estas nanoparticulas con tamafos diversos. En la misma se presenta el histograma
de frecuencia (Figura 26-D) de tamafo, del cual obtenemos el tamafio promedio

del sistema x= 8nm 6=0.8nm.
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Figura 26. Micrografias MET de AgNp obtenidas mediante el sistema de 5mL de NaBHs y
estabilizadas con Citrato de Sodio, con 5mL de Acido Tetracloroadrico 103 M después de 24
horas de reaccion. Patron de difraccion de area selecta a diferentes acercamientos (a-c).
Histograma de frecuencia del tamafio del sistema de AgNp obtenido mediante TEM.

El patrén de difraccion de electrones de area selecta de nanoparticulas de plata
(AgBH) que se presenta en la Figura 26, nos sirve para elucidar la estructura
cristalina de las nanoparticulas de Ag, la cual con base en los datos experimentales
se demuestra que la estructura es una fcc y la indexacién de los anillos del plano de
difraccion esta dada por los siguientes datos tedricos y experimentales; los cuales
han sido indexados con los planos (111), (200), (220) y (311) respectivamente
(Tabla 15)




Tabla 15. Datos teodricos y experimentales cristalograficos de plata AgBH.

Anillo Distancia Distancia hkl 20 o
7(°A) R (°A)
1 2.355 2.3546057 111 38.1836 19.0918
2 2.039 2.013336 200 44.3917  22.19585
3 1.442 1.4292237 220 64.5759  32.28795
4 1.23 1.2137324 311 77.5471  38.77355

* JCPDS 04-0783.

En la Figura 27 se presenta el grafico de dispersion de luz dindmica en donde el

tamafio promedio global de las nanoparticulas de plata (AgNp) reducidas con

NaBH4 es de 13.10nm, complementado con TEM podemos ver que no existe una

diferencia significativa entre los resultados de las dos técnicas corroborandose la

polidispersidad de este sistema de nanoparticulas, es importante sefialar que existe

una cantidad menor de aglomeraciones de AgNp, pero se observan mediante la

presencia del pico 1 con una distribucibn de 45.90 nm; pudiendo tener

nanoparticulas empalmadas unas con otras provocando una dispersion mayor.
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Figura 27. Grafico de dispersion de Luz del sistema de AgNp sintetizadas con NaBH4




3.2.2 Nanoparticulas de plata reducidas con Camellia sinensis.

Para la segunda sintesis de nanoparticulas de plata (AgNp) se hacen reaccionar
soluciones de nitrato de plata (103M) con extracto acuoso de Camellia sinensis, el
volumen se fue variando desde 1mL hasta 5mL, los resultados se obtuvieron
mediante Espectroscopia UV-Vis, esperando una respuesta del palsmon a 420 nm,
las soluciones se fueron midiendo a diferentes tiempos de reaccion que fueron
desde 30 minutos hasta 24 horas. Las soluciones presentan una coloracién
caracteristica, la cual nos da la pauta de que la formacion gradual de AuNp; esta

coloracién oscila ente el color amarillo claro hasta amarillo intenso (Figura 29).

En las Figura 28 y 29 se muestran los resultados de hace reaccionar sal de plata
(AgNO3) con varios volumenes de Camellia sinensis. Se observa una banda
plasmoénica superficial a una longitud de onda promedio de 412 nm, ver Tabla 16;
estas bandas presentan un ligero desplazamiento hacia el rojo, conforme la reaccién
va avanzando, este desplazamiento nos pudiera estar indicando un aumento en el
tamafio de las nanoparticulas, el pico ancho indica una polidispersidad grande,
augnue desde aqui se puede estar presentando que estas presentan una morfologia
esférica dentro del sistema; el cual posteriormente se podra corroborar con las otras

dos técnicas analiticas (TEM y DLS).

La Figura 29 se presentan los resultados del sistema de nanoparticulas de plata
con soluciones del extracto acuoso de Camellia sinensis, con volumenes de 1mL
hasta 5mL, a un tiempo de reaccion de 24 horas. Aqui podemos visualizar
claramente como los picos de 1mL, 2mL y 3mL van presentan una tendencia
ascendente y cierta similitud; mientras que el sistema a 4mL presenta una respuesta
de menor absorbancia, para que finalmente el sistema de 5mL presentara de nueva
cuenta una respuesta plasmonica mayor en comparacion con los demas volimenes
adicionados, la mayoria se centran a 430nm. Esto es un indicio de que el sistema

a concentraciones mayores empieza a presentar caracteristicas nanométricas mas
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homogéneas y tamafos homogéneos. A lo cual se concluye que los mejores

resultados son los de 5mL del extracto acuoso de C. sinensis.

Tabla 16. Resultados del plasmén para el sistema de AuNp con Camellia sinensis.

Sistema con la
mL del reductor Plasmon respuestamas | Figura [Inciso
sobresaliente
<? 1ImL 433 nm 28 a
- 2mL 434 nm 28 b
g 3mL 426 nm 28 c
4 mL 428 nm 28 d
5mL 430 nm 29 e
ImL a5mL 430 * ok 29 g
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25 2mi
2.0
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8 137 @
c o
1.5
g 3
2 104 5
2 8
< < 104
05
0.5
— 30 min
R S ao s et e e s M 1) s ——
400 425 450 475 500 525 550 575 600 400 425 450 475 500 525 550 575 600 90min
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm) —— 120min
o d 240min
3.0 4 —24h
3.0
3ml . aml
2.5 o5 AN
2.0
©
— ©
S °
8 154 <
] 2
= o
8 2
< 1.0 <
0.5 _\
0.0 0.0 T T T T T T T T )
400 425 450 475 500 525 550 575 600

T T T T T T T T \
400 425 450 475 500 525 550 575 600
Longitud de onda (nm)

Longitud de onda (nm)

Figura 28. Espectro de UV-Vis del sistema de AgNp sintetizadas con extracto acuoso de Camellia
sinensis y 5ml de la solucion de Acido Tetracloroadrico 10-3 M; en donde se trabajo con los volimenes
de: a) con 1mL de reductor, b) 2mL de redcutor, ¢) 3mL de reductor, d) 4mL de reductor. Evaluando la
reaccion cada 30 minutos hasta 24 horas de reaccion.
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Figura 29. Espectro de UV-Vis del sistema de AgNp sintetizadas con C. sinensis, con un volumen
de: a) 5mL. Condensacion de los 5 volimenes utilizados (1-5mL) a 24 horas de reaccion (c),
Representacion del cambio de color de las soluciones de plata.
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Figura 30. Micrografias MET de AgNp obtenidas mediante el sistema de 5mL de extracto
acuoso de Camellia sinensis, con 5mL de Nitrato de Plata 103 M después de 24 horas de
reaccién. Patrén de difraccién de &rea selecta a diferentes acercamientos (a-c). Histograma de
frecuencia del tamafio del sistema de AgNp obtenido mediante TEM.

La Figura 30 son micrografias del sistema de AgNp obtenidas a partir del sistema
de 5mL del extracto acuoso de C. sinensis; resultado del andlisis por microscopia
electrénica de transmision (TEM)©9 |a micrografias se presentan en una escala de
100nm y 50nm; aqui podemos ver la polidispersidad que presenta el sistema;
aunqgue la morfologia pudiera mantenerse en esféricas; aunque también se surgen
morfologias como en su mayoria se tienen formas esféricas, asi como morfolgias
de triangulos o icosaedros. En algunas de las secciones de las micrografias se
aprecia ligeramente la biomasa que cubre y co-ayuda a la estabilidad de las
morfologias y tamafios que en este caso estan por debajo de los 60nm. También

existen pequeilas aglomeraciones con tamafios diversos, afectando a la
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polidispersidad del sistema. En la Figura 30-D se presenta el histograma de
frecuencia de tamafo, del cual obtenemos el tamafio promedio del sistema, el cual

es de: x=48 nmy d=1.2nm.

El patron de difraccion de area selecta de nanoparticulas de plata (AgCs) se
presenta en la Figura 30; esto nos sirve para elucidar la estructura cristalina de las
nanoparticulas de Au, la cual con base en los datos experimentales se demuestra que
la estructura es una fcc y la indexacion de los anillos del plano de difraccion esta
dada por los siguientes datos tedricos y experimentales; los cuales han sido
indexados con los planos (111), (200), (220), (311) y (222) respectivamente
(Tabla 17).

Tabla 17. Datos teéricos y experimentales cristalograficos de plata AgCs.

Anillo Distancia Distancia hkl 20 (c]
7 (°A) R (°A)
1 2.355 2.3576565 111 38.1836 19.0918
2 2.039 2.0414413 200 44.3917  22.19585
3 1.442 1.4716703 220 64.5759  32.28795
4 1.23 1.2536041 311 77.5471  38.77355
5 1.1174 1.1127803 222 82.7212 41.3606

En la Figura 31 se presenta el grafico de dispersion de luz dinAmica en donde el
tamafio promedio global de AgCs es de 60.57nm, mientras que en el TEM se tiene
tamafnos promedios de 48nm se ve claramente la correlacion que hay entre las dos
técnicas analiticas. Las pequefias aglomeracion o morfologias diferentes que se
apreciaron en las micrografias, aqui se encuentran definidas por el pico 1 con una
distribucion de 95.11nm en donde este valor es bastante alto, pero acertado puesto
gue al no ser todas esféricas presentan un mayor angulo de dispersion aumentando

de manera global el resultado.
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Figura 31. Gréfico de dispersion de Luz del sistema de AgNp sintetizadas con Camellia sinensis.




3.3. Toxicologia
3.3.1 Evaluacién toxicologica Aguda

Los resultados obtenidos se dividieron en dos etapas, en las que se les dosifico
diferentes concentraciones que fueron desde una administracion hasta 16 dosis en
un lapso no mayor a 24 horas. Cada una de estas etapas tuvo su tiempo de

observacion de 14 dias de manera separada.

Las concentraciones de los sistemas se fueron variando en base al metal (Au o Ag)
y a la sintesis de las mismas, esto, con el fin de evaluar si existia una correlacion
entre la toxicidad ejercida por el metal y el medio en que se encuentran inmersas
hacia el organismo administrado; esta concentraciones se muestran en la Tabla 7
de la seccion de metodologia, en donde se pueden apreciar las dosis administradas

durante cada una de las 2 etapas.

Tabla 7. Dosis empleadas para la Evaluacion toxicolégica aguda.

Dosis a.24 h Etapa 1l Etapa 2
1 dosis | 2 dosis 3 dosis | 8 dosis | 16 dosis
o A NaBH. . 173mgkg | 287mgkg | 5.749mghkg | 13.84mg/kg | 27.68mglkg |
g| AvCamellia & ceomgkg | 3523mgkg | 7.05mgkg | 14.096mg/kg 28.192mglkg |
@l....sinensis i T T G T T
| Ag NaBH, | 0349mgkg | 0.698mgkg | 1.397mgkg | 3.152mgkg | 6.30mg/kg
0 I T S e o
Ag Camellia 1 ) sacmglkg | 0.670mgkg | 1.34mghkg | 2.68mgkg | 5.36mglkg
........ SISl e ]
ss / / N A
2 Camellia
2 sinensis
+ " . H 0
S 5 3 5 3 5 3 3 5 3
S HAuCl, | 10°™ | 10°%M { 10°M 10°M | 10°M
NaBH4 | 10°M | 10°M | 10°M 102M | 10°M
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Algo importante es mencionar que los sistemas utilizados en todos los estudios
toxicolégicos; fueron administrados directamente de cémo se obtiene la solucién
después de cada una de las sintesis; no se les modifico ni altero de ninguna manera;
simplemente se dejo que los sistemas (soluciones) se estabilizaran en un tiempo
maximo de 24 horas, para poder tener sistemas estandar, y no existiera una

incertidumbre entre cada uno de los resultados.

Las variables que se analizaron en cada uno de los grupos de 3 roedores fueron:
los pesos corporales (diariamente), la ingesta diaria de alimento (IDA) y el volumen
diario de agua (VDA) desde el dia 1 hasta el dia 14; para cada una de las dos etapas
realizadas del estudio.

3.3.1.1 Nanoparticulas de Oro (Toxicidad aguda).

La evolucion de los pesos corporales de los diferentes lotes de murinos durante el
analisis de toxicidad aguda para la Etapa 1 se muestra en la Figura 32(a) y para la
Etapa 2 en la Figura 32(b), el periodo de tiempo fue desde 1 hasta 14 dias; para
los sistemas de AuNp sintetizadas con NaBH4y C. sinensis, con el fin de verificar
si existia una relacion entre el método de sintesis con la toxicidad durante su
administracion; podemos apreciar un aumento gradual de los pesos corporales de
los roedores (dia con dia); no se presentd ninguna disminucién de peso; por lo tanto
tampoco de inhibicion del apetito; a excepcion del lote 5AuBH (Figura 32(b)) en
donde se tuvo es deceso de un miembro del grupo asi como la disminuciéon

progresiva de pesos corporales durante los 14 dias de experimentacion.
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Figura 32. Pesos corporales de los lotes: a) Etapa 1 y b) Etapa 2 de la exposicion aguda.

1AuBH y 1AuCs: 1 administracion de nanoparticulas de oro, 2AuBH y 2AuCs: 2 administraciones de
nanoparticulas de oro, 3AuBH y 3AuCs: 3 administraciones de nanoparticulas de oro, 4AuBH y
4AuCs: 8 administraciones de nanoparticulas de oro, 5AuBH y 5AuCs: 16 administraciones de
nanoparticulas de oro.

*P <0.05

En la Figura 32 que muestra los pesos corporales de la evaluacion toxicolégica
aguda de AuNp; ahi mismo se muestran sus grupos control, mediente un analisis
estadistico de la distribucion de probabilidad T de Student con un intervalo de
confianza P<0.05 lo podemos ver que para la Figura 32(a)(b) existen diferencias
significativas menores a 0.05 pudiendo indicar cierta influencia de las AuNp en el
organismo a dosis mayores del sistema nanométrico, afectando algunos pesos
corporales, causando una disminucion de este después de su administracion y

durante su periodos de observacion a los diferentes lotes.
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En la Tabla 18 se encuentran condensados todos los datos de los pesos relativos
de los 6rganos (higado, rifiones, testiculos, corazon y bazo) de los lotes dosificados
con AuNp por las dos rutas sintéticas para las dos etapas de dosificacion; asi como
también se encuentran datos de la ingesta diaria de alimento (IDA) y el volumen
diario de agua (VDA).

Tanto en la etapa 1 como en la etapa 2 no presentan pruebas suficientes vy
convincentes de la existencia de una toxicidad aguda mortal durante su
administracion después de 14 dias de observacion, los 6rganos no presentaron
cambios notables a nivel macroscopico, pero si en sus pesos relativos. En las
Tabla 18 se muestra las diferentes dosis y sistemas de nanoparticulas comparadas
con los lotes testigo; de esta manera se evalud la existencia de alguna diferencia
notoria de alguno de los parametros a analizar; los resultados muestran diferencias
significativas de P<0.05 y P<0.01 entre los pesos relativos de los 6rganos para los
lotes tratados con las mayores dosis de AuNp, como lo fueron 3AuBH en higados y
testiculos; asi como para 2AuCs y 3 AuCs en testiculos y rifiones respectivamente,
dando indicios de la interaccion de las AuNp con el organismo, lo que provoca

aumentos en los pesos relativos de los érganos sin llegar a provocar la muerte.
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Tabla 18. Pesos relativos de la Etapa 1 y 2 para las nanoparticulas de oro.

Dosis IDA (9) VDA (mL) PRH (%) PRR (%) PRT (%) PRC (%) PRB (%)
Tratamiento (mg/kg)

Control 2 22.15+4.59 30.75+9.53 6.56+.305 0.77+0.033 0.34+0.068 0.57+0.031 0.32+0.053
HAuCI,? 10°M 20.1+2.87 30.75+3.86 6.33+£0.321 0.83+0.034 0.22+0.145 0.62+0.072 0.74+0.405
NaBH,® 102M 21.5+3.24 32.75+£6.13 6.27+£1.10 0.76£0.052 0.16+0.038 0.58+0.054 0.29 +£0.033

C. sinensis ¢ 20.57+1.4 26.5 + .57 6.3+0.1 0.84+0.038 0.18+0.068 0.65+0.151 0.35+0.029

1Au-BH® 1.4374 20.8 +3.42 40.25 +4.5 6.3+£1.51 0.73+0.083 0.36+£0.051 0.67+0.072 0.36 +0.066

(*a-f)

2Au-BH 2.8749 20.55 + 2.69 40.25+4.5 6.3+1.51 0.73+£0.081 0.24+0.174 0.78+0.314 0.65+0.426
(* b-g) (*d-g)

3Au-BH ¢ 5.7499 22.6 +3.54 35.25+4.11 6.86+0.118 0.78 +0.075 0.34 = 0.58 £ 0.060 0.36 + 0.066
0.064

1 Au-C. 1.7629 22.82 £2.97 33+3.55 6.66 £0.451 0.81+0.069 0.21+0.123 0.57+0.058 0.34 +£0.029

sinensis
(- (=)

2 Au-C. 3.525 24.22 + 2.86 28.75 + 6.03+£0.288 0.82+0.069 0.37+0.072 0.57+0.059 0.39+0.156

sinensis 1.892

(*b-j) (*d-j)
3Au-C. 7.051 22.25+ 35.5+7.59 6.26 £0.028 0.75+0.027 0.23+0.156 0.55+0.054 0.36 +£0.066
sinensis’ 0.581
Dosis
Tratamiento (mg/kg) IDA () VDA (ml) PRH (%) PRR (%) PRT (%) PRC (%) PRB (%)
Control SSI - 20.95 + 2.66 22 +4.08 5.96 +0.288 0.73+0.057 0.30+0.056 0.57+0.120 0.32+0.027
HAuUCl, 10°M 15.05 + 215+7.14 55+0.655 0.61+0.081 0.38+0.063 0.52+0.056 0.35%0.035
2.200
NaBH, 10°M 16.95+2.13 28.75+3.21 5.83+0.723 0.76+0.152 0.36+0.052 0.56+0.058 0.34 +0.102
C. sinensis - 17.47 +£3.31 27 £2.161 6.13+0.651 0.73+0.057 0.36+0.083 0.57+0.049 0.37+£0.071
4Au-BH 11.4992 1537+1.22 30.75+3.31 6.20+1.71 0.75+0.219 0.21+£0.113 0.54+0.227 0.34 £0.050
5 Au-BH 22.9984 14.07+2.53 22.75+2.62 4.20+3.66 0.51+0.445 0.23+£0.204 0.48+0.427 0.30+0.011
4 Au- C. 14.1032 12.05+5.36 19.75+2.06 6.16+1.078 0.74+0.216 0.34+0.066 0.65+0.196 0.29 +£0.021
sinensis
5 Au- C. 28.2064 12.7+7.15 18 £ 4.69 593+0.461 0.76+0.104 0.20+£0.099 0.55+0.056 0.32+0.076
sinensis

Datos expresados en Media = Desviacion estdndar. n=3

Au-BH: nanoparticulas de oro reducidas con Borohidruro de sodio
Au-C.sinensis: nanoparticulas de oro reducidas con Camellia sinensis
IDA: ingesta diaria de alimento en gramos, VDA: volumen diario de agua en mililitros, PRH: peso relativo de

higado, PRR: peso relativo de rifiones, PRT: peso relativo de testiculos, PRC: peso relativo de corazon, PRB: peso

relativo de bazo

*P<0.05, *P<0.01
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Esto lo podemos apreciar mas adelante con los analisis a los 6rganos a mas detalle
que se realiz6 en la siguiente parte del estudio; lo que si se observo fue una especie
de aglomeracion en los fluidos internos corporales del organismo provocadas por la

interaccion de las AuNp con el organismo (Figura 33)

Figura 33. Fotografia de un roedor diseccionado, después de ser administrado con AuNp.

Estos posibles dafios se podran comprobar mas adelante durante los cortes
histol6gicos de los oOrganos seleccionados para verificar si las AuNp se
almacenaron en alguno de los érganos en cuestion, asi como el posible dafio
causado por las interacciones de estos nanomateriales con el organismo,

favorecidos con el pH y las fuerzas de Van der Waals.

Como conclusion se asume que no existe un dafio severo hacia los murinos
expuestos a un estudio toxicolégico agudo, ya que solamente se tuvo una muerte
en uno de los sistemas de AuBH, sin embargo si se obtienen resultados de las
diferencias significativas en los pesos relativos de los 6Organos expuestos
comparados con los érganos de los murinos testigos, lo que nos pudiera dar la

informacion de que existe una alteracion interna por la interaccion con las AuNp
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3.3.1.2 Nanoparticulas de Plata (Toxicidad aguda).

Los resultados condensados de la evolucion de los pesos corporales de los
diferentes grupos de roedores durante el analisis de exposicion aguda de AgNp, en
la cual para la Etapa 1 (Figura 34(a)) y para la Etapa 2 (Figura 34(b)), en un
intervalo de tiempo de 14 dias; para los sistemas de AgNp sintetizadas con NaBHa4
como con C. sinensis. En donde podemos observar que existe una tendencia de
aumento gradual de los pesos corporales de los roedores en la Etapa 1; mientras
que en la Etapa 2 si se observan descensos en los pesos corporales de algunos
miembros de los grupos administrados con AgNp, por lo que se podria presumir que
al estar en contacto con el nanomaterial, este provoca una inhibicion del apetito
repercutiendo en los pesos corporales sobre todo en los primeros dias del analisis.
En la Figura 34 se observan los pesos corporales de los murinos expuestos a una
exposicion aguda (24 horas) de AgNp, asi como la comparacion con los controles;
en base a un andlisis estadistico de la distribucién de probabilidad T de Student con
un intervalo de confianza P<0.05 lo podemos ver que para la Figura 34 (a)(b) en la
cual si existen diferencias significativas (P<0.05) entre los pesos corporales de los
lotes control y los lotes administrados con AgNp durante los 14 dias de observacion;

aunque no se tuvo ningun deceso, en esta evaluacion.

Pesos corporales (g)

449 4
43 ] ]
1 0] I SS|
I AgNO3
394 NaBH4
I C sinensis
ckk 4AgBH
P [ 5AgBH
% 374 4AgCs
5 35 [ 5A9Cs
2
8
8
n 34
[]
o
33
k)
3L
2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo de exposicion (dias) Tiempo de exposicion (dias)

Figura 34. Pesos corporales de los lotes para la a) Etapa 1 y b) Etapa 2 de la exposicién aguda.

*1AgBH y 1AgCs: 1 administracién de nanoparticulas de plata * 2AgBH y 2AgCs: 2 administraciones de
nanoparticulas de plata * 3AgBH y 3AgCs: 3 administraciones de nanoparticulas de plata * 4AgBH y 4AgCs:

8 administraciones de nanoparticulas de plata *5AgBH y 5AgCs: 16 administraciones de nanoparticulas de 111
plata.

*P<0.05



En la Tabla 19 se encuentran condensados todos los datos de los pesos relativos
de los 6rganos (higado, rifiones, testiculos, corazon y bazo) de los lotes dosificados
con AgNp por las dos rutas sintéticas para las dos etapas de dosificacion; asi como
también se encuentran datos de la ingesta diaria de alimento (IDA) y el volumen
diario de agua (VDA).

Tanto en la etapa 1 y etapa 2 no muestran pruebas suficientes de que existe una
toxicidad aguda causante de la muerte de alguno de los roedores durante su
administracion después de 14 dias de observacion, los 6rganos no presentaron
cambios notables a nivel macroscépico pero si en sus pesos relativos comparado.
Enla Tabla 19 se muestra la ingesta diaria de alimento, la ingesta diaria de agua y
pesos relativos de los 6rganos, en donde se comparan con los lotes testigo. Los
resultados muestran diferencias significativas de P<0.05 y P<0.01 entre los pesos
relativos de los érganos para los lotes tratados con AgNp reducidas por los dos
meétodos, dando indicios de la interaccidén de las AgNp con el organismo afectando
de cierta manera a los 6rganos internos, lo que provoca aumentos en los pesos

relativos pero sin llegar a provocar la muerte de ningin miembro de los lotes.

Este estudio permite evaluar el potencial toxicolégico de las nanoparticulas
metalicas (Au o Ag), para obtener informacion de la toxicidad acumulada a una
exposicion prolongada a bajas dosis (">73) en un lapso no mayor de 24 horas y de
esta manera poder evaluar la tolerancia fisiol6gica y metabdlica del organismo a la
interaccidn de este con las nanoparticulas. Para estos estudios se pusieron en
contacto durante 28 dias los lotes de murinos con las nanoparticulas, para observar
signos toxicos. Las dosis fueron administradas de forma intraperitoneal, y se
mantuvieron en observacion durante 28 dias para determinar sintomatologia de

cada uno de ellos.
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Tabla 19. Pesos relativos de la Etapa 1 y 2 para las nanopatrticulas de plata.

Tratamiento (237@ | IDA (g) VDA (mL) PRH (%) PRR (%) PRT (%) PRC (%) PRB (%)
Control - 22.15 + 4.59 30.75+953  656+.305 0.77+0033 034+0.068 0570031  0-32*0.053
AgNOs 10°M 20.25 + 3.21 30.75+38 646+0709 0.78+0027 024+0081 0590101 0:29*0.016

0.29 +0.033
NaBH, 102M 21.5+3.24 WMIEEEE  GZrslgy  LroE0ESE GIEEELES  WEdEli

C. sinensis - 20.57 + 1.4 26.5 + .57 63+01 08440038 018+0068 065+0151  0-32*0029
1Ag-BH 0.3492 24.9+2.35 345+4.04 53,208 077+0042 036+0051 067+0072 0360094
2 Ag-BH 0.6985 ossspqy  BL25E56L oo ., 082:0.147 02450174 078+0314  0.65+0426

0.40 + 0.082
S 1397 015+ 185 1355+142 66401 0740101 0.34+0.064 0.58 +0.060
Slirfe%"sci's 0.335 23.22 +2.63 314463  627+0305 081+.092 021+0104 057+0061  0-36%0014
2 Ag-C. 34.75+525 7.23+0451 082+0076 0.37+0065 065+0051 0-°2*0.099
2 Ag-C 0.67 21.77 +2.05
sinensis
0.47 +0.132
3 Ag-C. L34 po 8t 182 so5+40s  66%092 0810092 0200106 0.65%0.111
sinensis
Tratamiento Dosis (mg/kg) IDA (9) VDA (mL) PRH (%) PRR (%) PRT (%) PRC (%) PRB (%)
Control SSI -
20.95+2.66 22+4.08 596+0288 0.73+0.057 030+0056 057+0120 0.32+0.027
Ag NO3
10°M 19.35+228 2875+321 596+0.378 073+0057 0.33+0.066 0.61+0.068 0.34+0.058
NaBH,
102M 16.95+213 2875+321 583+0.723 07640152 0.36+0.052 0.56+0.058 0.34+0.102
C. sinensis -
1747+331 2742161  613+0651 07340057 0.36+0.083 0.57+0.049 0.37+0.071
4AgBH
2.7936 128+321 205+369 566+0208 0.80+0100 026+021  0.56+0.028 0.29+0.020
5 Ag-BH
5.5872 121+396  19+2.94 5.86+0305 0.80+0100 041+0075 0.62+0.027 0.32+0.076
4 Ag- C.
sinensis 2.68 13.32+423 2325+7.08 67+0871 07640115 031+0117 05540021 0.48 +0.194
5 Ag- C.
sinensis 5.36 13.07+346 205+3.69 613+0321 07640057 024+0.168 0.53+0.062 0.46 +0.147

Datos expresados en Media + Desviacion estandar. n=3
Ag-BH: nanoparticulas de plata reducidas con Borohidruro de sodio
Ag-C.sinensis: nanoparticulas de plata reducidas con Camellia sinensis
IDA: ingesta diaria de alimento en gramos, VDA: volumen diario de agua en mililitros, PRH: peso relativo de higado,
PRR: peso relativo de rifiones, PRT: peso relativo de testiculos, PRC: peso relativo de corazén, PRB: peso relativo de

bazo

*P<0.05. **P<0.01
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3.3.2 Evaluacién subaguda
3.3.2.1 Nanoparticulas de Oro (AuNp).

Los resultados se basan en la exposicion de las AuNp de manera subaguda durante
28 dias ininterrumpidos, a la misma hora y en las mismas condiciones ambientales
asi como las mismas condiciones de sintesis para cada uno de los sistemas de
AuNp, las cuales son: para oro reducido con Borohidruro de Sodio con 3mL (AuBH)
y oro reducido con el extracto acuoso de Camellia sinensis con 0.6mL (AuCs). Las
dosis que se administraron se basan en la Tabla 8 (en la metodologia) de cada
sistema, en una dilucion 1/100 para cada una de las dosis. Se analizaron las
variables de los lotes como: los pesos corporales, la ingesta diaria de alimento (IDA)

y el volumen diario de agua (VDA) desde el dia 1 hasta el dia 28.

La Figura 35 se muestra la evolucion de los pesos corporales de los grupos durante
del andlisis subagudo para las AuNp, en un intervalo de tiempo de 1 a 28 dias.
Podemos observar que existe una tendencia de aumento de los pesos corporales,
a excepcion del lote NaBHa4 (control) ya que en los primeros dias presentd una
disminucién drastica de su peso corporal, aunque hay que enfatizar que esto viro
conforme transcurri6 el tiempo de observacion.

42 4

41
40

7 . SS|

%1 I NaBH4
37 C.sinensis
36 - I AuBH

35 AuCs

34 4
33 1
321
311
30 1
29
28

Pesos corporales (g)

0 5 10 15 20 2 30
Tiempo de exposicion (dias)

Figura 35. Pesos corporales del estudio subagudo.

AuBH nanoparticulas de oro reducidas con NaBH4, AuCs nanoparticulas de oro reducidas con
Camellia sinensis.

*P < 0.05 *P<0.01
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En la Figura 35 se tienen los controles: SSI, NaBH4 y C. sinensis; como los grupos
administrados; con base a un andlisis estadistico con la distribucién de probabilidad
T de Student con intervalos de confianza P<0.05 y P<0.01 podemos ver que existen
algunas variaciones y diferencias significativas en los pesos corporales entre si,
para algunos integrantes de un mismo lote adminsitrado asi como disminuciones de
pesos en los dias 1 hasta 28; este gréfico nos indica que pese a que las dosis
tuvieron un tiempo y concentracion de administracion mayor no se obtuvo ningun
deceso; pero si estan causando alguna reaccion adversa provocando cierta

inhibicion de apetito.

Tabla 20. Pesos relativos de 6érganos expuestos a nanoparticulas de oro (Andlisis Subagudo).

Dosis IDA VDA (ML) PRH (%) PRR (%) PRT (%) PRC (%) PRB (%)
Tratamiento  (mg/kg) (9)
(1/200)
Control SSI2 (*a-d)
- 20.95 = 22 +£4.08 5.70 £ 0.73 £ 0.377 £ 0.455 £ 0.351 %
2.66 0.245 0.028 0.056 0.043 0.213
(*b-d) (*b-d)
NaBH4P 102M 16.95 28.75+ 5.60 = 0.70 = 0.384 + 0.519 + 0.316 +
2.13 3.21 7.90 0.70 0.044 0.040 0.050
(*a-c)
Au-BH° 22.9984 30.94 + 56 + 10 6.00 + 0.80 + 0.209 + 0.434 + 0.334 +
8.64 8.60 1.30 0.099 0.057 0.085
Au-C.s.d 28.2064 32.74 47.20 = 5.80 % 0.70 = 0.210 0.482 + 0.319
1.12 8.75 9.99 0.70 0.092 0.075 0.048

Datos expresados en Media * Desviacion estandar n=5

Au-BH: nanoparticulas de oro reducidas con Borohidruro de sodio

Au-C.sinensis: nanoparticulas de oro reducidas con Camellia sinensis

IDA: ingesta diaria de alimento en gramos, VDA: volumen diario de agua en mililitros, PRH: peso relativo de higado, PRR: peso
relativo de rifiones, PRT: peso relativo de testiculos, PRC: peso relativo de corazon, PRB: peso relativo de bazo

*P<0.05. **P<0.01

Al igual que en los estudios agudos, al término de la observacién (28 dias) se
sacrificaron y diseccionaron a los roedores y se analizo estadisticamente la ingesta
diaria de alimento, la ingesta diaria de agua y pesos relativos de los 6rganos
(higado, rifiones, testiculos, corazén y bazo) comparandolos con los 6rganos
testigo, resultados estan condensados en la Tabla 20. Se muestran diferencias
significativas de P<0.05 y P<0.01 entre los pesos relativos de los 6rganos para los
lotes tratados con AuNp reducidas por los dos métodos, proporcionando la

115



informacion de cierta interaccion de las AuNp con el organismo, lo que provoco

aumentos en los pesos relativos de los érganos aungue sin llegar a la muerte.

3.3.2.1 Nanoparticulas de Plata (AgNp).

Los resultados se basan en la exposicidn de las AgNp de manera subaguda durante
28 dias, a la misma hora con las mismas condiciones ambientales asi como las
mismas condiciones de sintesis para cada uno de los sistemas de AgNp, las cuales
son: para plata reducida con Borohidruro de Sodio con 5mL (AgBH) y plata reducida
con el extracto acuoso de Camellia sinensis con 5mL (AgCs). De igual manera las
dosis que se administraron se basan en la Tabla 8 (en la metodologia) de cada
sistema, en una dilucién 1/100 Se analizaron las variables de cada uno de los lotes
como: los pesos corporales de los murinos, la ingesta diaria de alimento (IDA) y el

volumen diario de agua (VDA) desde el dia 1 hasta el dia 28.

La Figura 36 muestra la evolucion de los pesos corporales de los diferentes lotes
de roedores durante del analisis subagudo, en un intervalo de tiempo de 1 hasta 28
dias; para los sistemas de nanoparticulas AgBH y AgCs. En donde se aprecia una
tendencia de aumento en todos los pesos corporales, y al igual que los resultados
anteriores, el lote administrado con NaBHa4 presento una disminucion del peso
corporal en los primeros dias de observaciéon, aunque después el peso corporal de
este lote aumento, aunque no con la misma tendencia que los demas lotes control.
En la Figura 36 se muestran los pesos corporales de todos los lotes que fueron
dosificados intraperitonealmente con AgNp, se tienen los lotes control: SSI, NaBHa4
y C. sinensis y mediante el uso de un analisis estadistico con la distribucion de
probabilidad T de Student con intervalos de confianza P<0.05 y P<0.01 podemos
ver que existen variaciones y diferencias significativas de los pesos corporales asi
como disminuciones de los pesos corporales de estos desde los dias 1 hasta 28
dias de observaciéon de cada uno de los lotes, este grafico nos indica que pese a

qgue las dosis tuvieron un tiempo y concentracion de administracion mayor no se
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obtuvo ningun deceso; pero si estan causando

provocando cierta inhibicion de apetito.

Pesos corporales (g)

42 -
41
401
39
38
37
36
35
34
33
32
31
30
29
28

5 10

15 20

Tiempo de exposicion (dias)

Figura 36. Pesos corporales del estudio subagudo.
AgBH nanoparticulas de plata reducidas con NaBH4, AgCs nanoparticulas de plata reducidas con
Camellia sinensis.

* P < 0.05 **P<0.01

I SS

I NaBH4
C.sinensis

I AgBH

25 30

Tabla 17. Pesos relativos de érganos expuestos a nanoparticulas de plata (Andlisis Subagudo).

Tratamiento

Control SSI

NaBH,

Ag-BH

Ag-C.s

Dosis
(mg/kg)
(1/200)

102M

6.3

5.36

IDA (9)
20.95 +
2.66

16.95 +
2.13

32.76 £
5.29

322+
1.86

VDA (mL)
22+
4.08

28.75 %
3.21

46.2 +
12.45

44.4
9.76

Datos expresados en Media + Desviacion estandar n=5
Ag-BH: nanoparticulas de plata reducidas con Borohidruro de sodio

Ag-C.sinensis: nanoparticulas de plata reducidas con Camellia sinensis
IDA: ingesta diaria de alimento en gramos, VDA: volumen diario de agua en mililitros, PRH: peso relativo de higado, PRR: peso

relativo de rifiones, PRT: peso relativo de testiculos, PRC: peso relativo de corazon, PRB: peso relativo de bazo

*P<0.05. **P<0.01

PRH (%)
5.70 +
0.245

5.60 =
7.901

591 +
9.001

5.92+
6.745

PRR (%)
0.73 +
0.028

0.70 =
0.70

0.70 =
11

0.8+
0.7

PRT (%)
0.377 %
0.056

0.384 +
0.044

0.41 +
0.09

031+
0.04

PRC (%)
0.455 +
0.043

0.519 +
0.040

0.41 +
0.07

0.43
0.04

alguna reaccion adversa

PRB (%)
0.351 +
0.213

0.316 +
0.050

0.34
0.03

0.32 =
0.04
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De la misma manera que en los estudios anteriores se analizaron los mismos
aspectos durante el tiempo de observacion; en donde los resultados se presentan
en la Tabla 21 como son la ingesta diaria de alimento, la ingesta diaria de agua y
pesos relativos de los 6rganos comparados con los lotes testigo. Los resultados
muestran diferencias significativas de entre P<0.05 y P<0.01 entre los pesos
relativos de los 6rganos para los lotes tratados AgNp reducidas por los dos métodos,
dando indicios de la interaccién de las AgNp con el organismo, lo que provoca

aumentos en los pesos relativos de los 6rganos sin llegar a provocar la muerte.

Al no presentarse ninguna muerte en ninguno de los dos andlisis tanto en el agudo
como en el subagudo, no se puede llegar a concluir con una dosis maxima
permisible, ni mucho menos con una DLso, ya que no se presentaron descensos
significativos durante las evaluaciones. Mas sin en cambio si se obtienen resultados
interesantes de los factores adversos en los organismos causados por la interaccion
con las AuNp y AgNP como: cierta inhibicibn del apetito, presencia de dafios
macroscopicos en los organos; diferencias significativas en pesos relativos de los

organos (higado, rifiones, testiculos, corazén y bazo).

Uno de los hallazgos mas importantes es el aumento significativo a nivel
macroscopico en el estbmago, como se muestra en la Figura 37 causado por las

nanoparticulas de oro sintetizado con BHa.

Control Analizado

Figura 37. Comparativa de estbmago (control vs AuBH).
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Es importante enfatizar que estos dafios son causados por los metales utilizados en
tamafio nanométrico (Au y Ag), mas no por la ruta de sintesis; ya que ni el medio
quimico (NaBH4) ni el medio biolégico (Camellia sinensis) estan causando

diferencias entre si ni afectando lo organismos vivos utilizados durante el andlisis.

3.4 Histolocalizacion.

Al no presentarse mortandad alguna durante los analisis toxicologicos antes
mencionados, es necesario saber si estos nanomateriales presentaron efectos
adversos o cierto grado de alojamiento o deposicién en algunos 6rganos (higado y
riidn) por su afinidad biolégica o por ser mas susceptibles ya que presentan una
irrigacion sanguinea importante y al ser los &rganos principales de la
desintoxicacion, pudieran estar comprometidos al momento de estar en contacto
con las nanoparticulas metdlicas. Es por esto que es importante analizar los cortes
histol6gicos para determinar las posibles zonas de alojamiento de las AuNp y AgNp

es estos dos 6rganos analizados.

3.4.1 Histolocalizacion de nanoparticulas de oro.

Este andlisis sirve de soporte para la parte de toxicoldgica de las AuNp sintetizadas
por los dos métodos para determinar la posible zona en la que se depositaron las
nanoparticulas durante los estudios toxicoldogicos previos, en donde se les
administraron de manera gradual concentraciones conocidas de estos
nanomateriales. Es importante conocer si las nanoparticulas de oro AuNp se
depositaron en conductos sanguineos y principales zonas del 6érgano en las que se
almacenaron; estos resultados se dan gracias a las propiedades o6pticas de las
AuNp (fluorescencia)®93160) que nos permitiran visualizar las zonas mediante la

excitacion electronica provocando fluorescencia de las AuNp mediante el uso de un
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Microscopio de Epifluorescencia. Se realizaron los cortes de 6rganos administrados
con AuNp mediante la metodologia de criotomia, se hizo una comparacion con

organos testigo/control para determinar diferencias entre los cortes.

En la Figura 38 se observan diversos cortes del higado en los que se compara el
higado control (1a-1c) y el higado tratado con nanoparticulas de oro reducidas con
NaBH4 (2a-3c) AuBH, podemos apreciar zonas fluorescentes en las periferias de
las venas centrales, arterias biliares y conductos sanguineos que corresponden a la
respuesta optica de AuNp con la longitud de onda de los filtros azul (397nm) y verde
(519nm) del Microscopio de Epifluoresencia; donde el filtro azul proporcioné una
mejor respuesta que el verde, debido a una correlacién entre e nanomaterial y la
longitud de onda del filtro. Es importante resaltar que en las micrografias 2a y 3a
gue se tomaron sin la interaccién de los filtros del equipo, son micrografias de
campo claro en las que se observan acumulaciones color marron debidas a la
existencia de hemorragias internas al grado de causar cierto grado de necrosidad

en los tejidos y alteraciones celulares.
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Figura 38. Fotografias de histolocalizacién obtenidas mediante el Microscopio de Epifluorescencia.
Fotografias del higado control 1(a-c) y fotografias del higado tratado con AuNp reducidas con NaBH4 2 y
3(a-c).
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En la Figura 39 se observan los diversos cortes de rifiones. Se hace una
comparacion entre el rinidn control (1a-1c) y el rifidn tratado con nanoparticulas de
oro reducidas con NaBHa4 (2a-3c) AuBH, donde se observan zonas que fluorescen
con mayor intensidad que los cortes comparados con el rifidbn control. Esta
diferencia de fluorescencia se debe a la presencia de AuNp y su interaccion con el

haz de electrones del microscopio, generando una fluorescencia més intensa; asi

también se observa una mayor intensidad en las zonas de los epitelios.

1b 1c

Figura 39. Fotografias de histolocalizacion obtenidas mediante el Microscopio de Epifluorescencia.
Fotografias del rifidn control 1(a-c) y fotografias rifion tratado con AuNp reducidas con NaBH4 2 y3 (a-c).
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En la Figura 40 se observan diversos cortes de higado, en la que se compara el
higado control (1a-1c) y el higado tratado con AuNp reducidas con el extracto
acuoso de Camellia sinensis (2a-3c) (AuCs) donde se observan zonas fluorescentes
en las periferias de las venas centrales, arterias biliares y conductos sanguineos
que corresponden a la respuesta Optica de AuNp a la longitud de onda de los filtros
azul (397nm) y verde (519nm) del Microscopio de Epifluoresencia; observandose
una mejor respuesta para el filtro azul. En las micrografias 2a y 3a realizadas a
campo claro se aprecian acumulaciones color marron consecuencia de hemorragias
internas, y alteraciones en los 6rganos debidos a la gran cantidad de sangre que

contienen, propiciando la generacion de tejidos necrosadas.

En la Figura 41 se observa los diversos cortes de rifiones; se hace una
comparacion entre el riion control (1a-1c) y el rifidén tratado con nanoparticulas de
oro reducidas con el extracto acuoso de Camellia sinensis (2a-3c) (AuCs), donde
se observan zonas que fluorescen con mayor intensidad que el rifién control. Esta
diferencia de fluorescencia se debe a la presencia de AuNp y su interaccion con

microscopio, se aprecia una mayor intensidad en las zonas de los epitelios.

En los cortes de higado y rifidon que fueron expuestos a sistemas de AuNp reducidas
por los dos métodos se observan alteraciones degenerativas (necrosis general)
cuando se analizan los tejidos en campo claro siendo factores de importancia y con
cierta relevancia para relacionarlos con los resultados toxicolégicos, ya que se
considera un efecto directo y nocivo hacia el organismo por la exposicion de las
AuNp con él 6rgano (generalmente irreversibles). De igual manera podemos ver que
existe una deposicion de las AuNp principalmente en venas y arterias de los 6rganos

analizados.

La necrosis hepatica es una repuesta comdn de una contaminacion toxica, esta
respuesta se observa en todos los tratamientos comparados con los grupos control,

con una incidencia del 95%.
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Figura 40. Fotografias de histolocalizacion obtenidas mediante el Microscopio de Epifluorescencia.
Fotografias del higado control 1(a-c) y fotografias del higado tratado con AuNp reducidas con Camellia
sinensis 2y 3 (a-c).
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Figura 41. Fotografias de histolocalizacion obtenidas mediante el Microscopio de Epifluorescencia.
Fotografias del rifién control 1(a-c) y fotografias rifion tratado con AuNp reducidas con Camellia sinensis
2 v3 (a-c).
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3.4.2 Histolocalizacion de nanoparticulas de plata.

De la misma manera; estos analisis sirven de soporte para la parte de toxicolégica
de las AgNp sintetizadas por los dos métodos para determinar la posible zona en la
gue se depositaron las nhanoparticulas durante los estudios toxicoldgicos previos, en
donde se les administraron de manera gradual concentraciones conocidas de estos
nanomateriales. Es importante conocer si las AgNp se depositan en los conductos
sanguineos 2 y determinar las principales zonas en los diferentes 6rganos en las
gque se almacenan; esto gracias a las propiedades Opticas de las AgNp
(fluorescencia)l’*® que nos permitiran visualizar las zonas mediante la excitacion
electronica provocando exista una fluorescencia especifica para las AgNp mediante
el uso de un Microscopio de Epifluorescencia. Para los cortes de dérganos
dosificados con AgNp mediante la misma metodologia anterior que fue la criotomia,
todos los cortes se compararon contra un corte testigo/control para determinar

diferencias.

En la Figura 42 se observan diversos cortes del higado, en la que se compara el
higado control (1a-1c) y el higado tratado con AgNp reducidas con NaBH4 (2a-3c)
AgBH donde podemos observar zonas fluorescentes en las periferias de las venas
centrales, arterias biliares y conductos sanguineos que corresponden a la respuesta
Optica de AgNp con la longitud de onda de los filtros azul (397nm) y verde (519nm)
del Microscopio de Epifluoresencia; donde el filtro azul proporcioné una mejor
respuesta que el verde, debido a una correlacion entre e nanomaterial y la longitud

de onda del filtro. Es importante resaltar que en las micrografias 2a 'y
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3a que se tomaron sin la interaccion de los filtros del equipo, son micrografias de
campo claro en las que se observan acumulaciones color marron debidas a la
existencia de hemorragias internas al grado de causar cierto grado de necrosidad

en los tejidos y alteraciones celulares.

1b 1c

2

Figura 42. Fotografias de histolocalizacion obtenidas mediante el Microscopio de Epifluorescencia.
Fotografias del higado control 1(a-c) y fotografias del higado tratado con AgNp reducidas con NaBHa4 2 y
3(a-c).
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En la Figura 43 se observan los diversos cortes de rifiones. Se hace una
comparacion entre el rifidn control (1a-1c) y el rifidn tratado con AgNp reducidas con
NaBH4 (2a-3c) (AgBH), donde se observan zonas que fluorescen con mayor
intensidad que el rifidn control. Esta diferencia de fluorescencia se debe a la
presencia de AgNp y su interaccion con el haz del microscopio. Se observa una

mayor intensidad en las zonas de los epitelios.

1a

200 ym

2a

S50 pm

3a

50 um

Figura 43. Fotografias de histolocalizacion obtenidas mediante el Microscopio de Epifluorescencia.
Fotografias del rifién control 1(a-c) y fotografias rifion tratado con AgNp reducidas con NaBH4 2 y3 (a-c).
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En la Figura 44 se observan diversos cortes de higado, en la que se compara el
higado control (1a-1c) y el higado tratado con AgNp reducidas con el extracto
acuoso de Camellia sinensis (2a-3c) (AgCs) donde se observan zonas fluorescentes
en las periferias de las venas centrales, arterias biliares y conductos sanguineos
gue corresponden a la respuesta Optica de AgNp a la longitud de onda de los filtros
azul (397nm) y verde (519nm) del Microscopio de Epifluoresencia; observandose
una mejor respuesta para el filtro azul. Es importante resaltar que en las
micrografias 2a y 3a se observan acumulaciones color marrén debidas a la

existencia de hemorragias internas, al grado de causar necrosidad en los tejidos.

En la Figura 45 se observa los diversos cortes de rifiones; se hace una
comparacion entre el rifidn control (1a-1c) y el rifidn tratado con AgNp reducidas con
el extracto acuoso de Camellia sinensis (2a-3c) (AgCs), donde se observan zonas
que fluorescen con mayor intensidad que el rifidbn control. Esta diferencia de
fluorescencia se debe a la presencia de AgNp y su interaccidon con microscopio. Se

observa una mayor intensidad en las zonas de los epitelios.

En los cortes de higado y rifidon que fueron expuestos a sistemas de AgNp reducidas
por los dos métodos se observan alteraciones degenerativas (necrosis general)
cuando se analizan los tejidos en campo claro siendo factores de importancia y con
cierta relevancia para relacionarlos con los resultados toxicologicos, ya que se
considera un efecto directo y nocivo hacia el organismo por la exposicion de las
AgNp con €l 6rgano (generalmente irreversibles). De igual manera podemos ver que
existe una deposicion de las AgNp principalmente en venas y arterias de los 6rganos

analizados.

La necrosis hepatica es una repuesta comun de una contaminacion toxica, esta
respuesta se observa en todos los tratamientos comparados con los grupos control,

con una incidencia del 95%.
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Figura 44. Fotografias de histolocalizacion obtenidas mediante el Microscopio de Epifluorescencia.
Fotografias del higado control 1(a-c) y fotografias del higado tratado con AgNp reducidas con Camellia
sinensis 2y 3 (a-c).

130



Figura 45. Fotografias de histolocalizacion obtenidas mediante el Microscopio de Epifluorescencia.
Fotografias del rifién control 1(a-c) y fotografias rifion tratado con AgNp reducidas con Camellia sinensis 2 y
3 (a-c).
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Tanto para los cortes de higado y de rifion que fueron expuestos a sistemas de
AuNp y AgNp reducidos mediante el uso de dos metodologias diferentes se
observan alteraciones degenerativas (necrosis en general) al ser analizadas por
microscopia oOptica de campo claro se presentan secciones color marrén siendo
factores de importancia, ya que se consideran un efecto nocivo directo de la
exposicion tanto de las AuNp como AgNp con €l érgano a analizado (generalmente
irreversibles). La necrosis hepética y renal es una repuesta comun de la exposicion
toxica, esta respuesta se observa en todos los tratamientos comparados con los

grupos control.

3.5 Histopatologia.

3.5.1 Nanoparticulas de oro.

Con esta técnica se pudieron evaluar las alteraciones histopatoldgicas de las células
en los cortes de higado y rifidn tratados con AuNp sintetizados por los dos métodos,
estos se compraron con cortes histolégicos de lotes control, para evaluar diferencias
histopatolédgicas. Se localizaron las areas especificas de los tejidos relacionados
con el dafio hepatico y renal en las que se presentaron anomalias ) de los cortes
anteriores; mientras que los higados y rifiones de los grupos control presentaron
una histologia normal. Para el higado los hepatocitos y citoplasmas son
homogéneos; las venas centrales, asi como células epiteliales y ductos biliares son
claramente visibles. Mientras que para los riflones se muestran los epitelios, tubulos
y glomérulos con claridad sin alteraciones en los parénquimas de cada unos de los

lotes control.
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En la Figura 46 presenta los cortes de los érganos que fueron expuestos a las AuNp
se muestra un impacto nocivo e irreversible a dicha exposicion. Los cambios
histopatoldgicos de higado y rifién presentan un efecto adverso para la salud ©3, ya
gque se encontraron diferencias entre los cortes expuestos a AuNp comparados con
los cortes control. Las alteraciones hepaticas afectan areas especificas generando

dafios a la salud 106-108,

Figura 46. Histopatologia de higado. Control (1a-b) y cortes de higado administrado con AuBH (2a-
b) y AuCs (3a-b), después del estudio subagudo.




Enla Figura 46 (1a;1b) se presenta los cortes de higado control donde se muestran
histologias hepaticas homogéneas donde el parénquima de todo el tejido es
uniforme; se encuentra una estructura estandar en todo el corte, no se observa una
alteracion celular en ningun punto de las micrografias (1a, 1b) esta compuesto por
I6bulos hexagonales con las venas centrales y triadas hepaticas. Los hepatocitos
se organizan desde la vena central y estan separados por sinusoides homogéneos,
son regulares y contienen un nucleo esferoidal y distribucion adecuada de la

cromatina.

Para los cortes de higado expuestos a AuNp reducidas con NaBH4 (Figura 46
(2a;2b)) y AuNp reducidas con C. sinensis (Figura 46 (3a;3b)) se identifican
cambios evidentes y circunstanciales en su histologia general, ya que en todo el
corte se aprecian alteraciones celulares hepaticas, como aperturas de estas,
exposicion de la cromatina. En estos cortes los l6bulos hepéticos se observan
ligeramente borrosos, el citoplasma de algunas células muestra espacios vacios tipo
vacuola y aperturas de las células, asi como condensacion de la cromatina; o
incluso alteracion en la estructura histolégica general del parénquima del corte.
Incluso en algunos casos se encuentra totalmente expuesta la cromatina en las
proximidades de las sinusoides; pudiendo llegara a ser bastante perjudicial para la

célula.

En la Figura 47 (1a;1b) se prestan a los cortes de rifidon control, donde se muestran
histologias homogéneas en los glomérulos y tubulos renales; los tabulos colectores
estan revestidos con epitelio cubico simple y con una pequefia acumulacién

intersticial de cromatinas definida y sin alteraciones.

Para los cortes de rifion expuestos con AuNp reducidas con NaBHa4 (Figura 47
(2a;2b)) y reducidas con C. sinensis (Figura 46 (3a;3b)), se identifican cambios en
su histologia afectando considerablemente a las células renales, teniendo
diferencias significativas e importantes entre los cortes control y los tratados con

las dosis de
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AuNp en estos cortes los epitelios y glomérulos se observan ligeramente mas
grandes y muestran espacios vacios y aperturas celulares, asi como una
acumulacién, desorden y exposicion de la cromatina; asi como la presencia de
alteraciones de las membranas celulares, hasta llegar incluso a la apertura de las
mismas, todo esto provocado por la interaccién constante de las AuNp con el rgano

durante las administraciones subagudas realizadas durante el experimento.
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Figura 47. Histopatologia de rifién. Control (1a-b) y cortes de rifién administrado con AuBH (2a-b) y
AuCs (3a-b), después del estudio subagudo.




3.6.2 Nanoparticulas de Plata.

Al igual que para los sistemas de nanoparticulas de oro, se realizaron los cortes de
higado y rifidn tratados con AgNp sintetizadas por los dos métodos, comparandose
con los cortes de los lotes control, para evaluar diferencias histologicas
significativas. Se localizaron las &reas especificas de los tejidos relacionados con
el dafio hepatico y renal que se presentaron anomalias ©7. Todos los cortes de
higados y rifiones de los grupos control presentaron una histologia normal. En
relacion al higado, los hepatocitos y citoplasmas son homogéneos; las venas
centrales (CV), asi como células epiteliales y ductos biliares son claramente visibles.
Mientras que para los rifiones se muestran los epitelios, tubulos y glomérulos con

claridad sin alteraciones en los parénquimas de cada unos de los lotes control.

En la Figura 48 podemos observar los cortes de los érganos que fueron expuestos
a las AgNp y se muestra un impacto nocivo e irreversible a la exposicion de los
nanomateriales en un organismo vivo. Los cambios histopatoldgicos de higado y
rifién presentan un efecto irremediable para la salud ®® en comparacion con los
cortes control, en donde algunas de las alteraciones hepéticas afectan areas
especificas y por consiguiente funciones vitales del érgano, generando dafios a la

salud 106-108

136



Figura 48. Histopatologia de higado. Control (1a-b) y cortes de higado administrado con AgBH (2a-
b) y AgCs (3a-b), después del estudio subagudo.




Enla Figura 48 (1a;1b) se presenta los cortes de higado control donde se muestran
histologias hepaticas homogéneas donde el parénquima de todo el tejido es
uniforme; se encuentra una estructura estandar en todo el corte, no se observa una
alteracion celular en ningun punto de las micrografias (1a, 1b) esta compuesto por
I6bulos hexagonales con las venas centrales y triadas hepaticas. Los hepatocitos
se organizan desde la vena central y estan separados por sinusoides homogéneos,
son regulares y contienen un nucleo esferoidal y distribucion adecuada de la

cromatina.

Para los cortes de higado expuestos a AgNp reducidas con NaBH4 (Figura 48
(2a;2b)) y reducidas con C. sinensis (Figura 48 (3a;3b)) se identifican cambios
evidentes y circunstanciales en su histologia general, ya que en todo el corte se
aprecian alteraciones celulares hepaticas, como aperturas de estas, exposicion de
la cromatina. En estos cortes los I6bulos hepaticos se observan ligeramente
borrosos, el citoplasma de algunas células muestra espacios vacios tipo vacuola y
aperturas de las células, asi como condensacion de la cromatina; o incluso
alteracion en la estructura histolégica general del parénquima del corte. Incluso en
algunos casos se encuentra totalmente expuesta la cromatina en las proximidades

de las sinusoides; pudiendo llegara a ser bastante perjudicial para la célula.

En la Figura 49 (la;lb)se presentan a los cortes de rifion control, donde se
muestran histologias homogéneas en los glomérulos y tubulos renales; los tubulos
colectores estan revestidos con epitelio cubico simple y con una pequefia

acumulacion intersticial de cromatinas definida y sin alteraciones.

Para los cortes de rifidn expuestos con AgNp reducidas con NaBHa4 (Figura 49
(2a;2b)) y reducidas con C. sinensis (Figura 49 (3a;3b)), se identifican cambios en
su histologia afectando considerablemente a las células renales, teniendo
diferencias significativas e importantes entre los cortes control y los tratados con
las dosis de AuNp en estos cortes los epitelios y glomérulos se observan

ligeramente mas grandes y muestran espacios vacios y aperturas celulares, asi
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como una acumulacién, desorden y exposicion de la cromatina; asi como la
presencia de alteraciones de las membranas celulares, hasta llegar incluso a la
apertura de las mismas, todo esto provocado por la interaccion constante de las
AuNp con el érgano durante las administraciones subagudas realizadas durante el

experimento.

Figura 49. Histopatologia de rifion. Control (1a-b) y cortes de rifion administrado con AgBH (2a-b) y
AgCs (3a-b), después del estudio subagudo.







& Las nanoparticulas de Au mediante el uso de 3 mL de NaBH4 (AuBH), tienen
un tamafio entre 7.5 - 10 nm, con un plasmén a 540 nm. Mientras que las
nanoparticulas de Au con 0.6 mL de extracto acuoso de Camellia sinensis
(AuCs), tienen un tamafio de 20 - 24nm; con un plasmoén a 542 nm. Las

nanoparticulas de Au obtenidas tienen forma esférica.

R Las nanoparticulas de Ag mediante el uso de 5 mL de NaBH4 (AgBH), tienen
un tamafo de 7.5 -12 nm, con un plasmén a 400nm. Mientras que las
nanoparticulas de Ag con 5 mL de extracto acuoso de Camellia sinensis
(AgCs), tienen un tamafio de 47 - 55 nm, con un plasmén a 427nm. Las

nanoparticulas de Ag obtenidas son de forma esférica.

& Los estudios toxicoldgicos no presentaron mortandad en ninguno de los dos
andlisis, esto incluye la evaluacion toxicolégica aguda y subaguda, para los
grupos de roedores administrados via intraperitoneal tanto a nanoparticulas

de Au y Ag; por cada una de las dos rutas sintéticas: quimica y bioldgica.

R Se presentaron diversos factores adversos en los roedores causados por la
interaccion con las AuNp y AgNP tales como: cierta inhibicion del apetito,
dafilos macroscopicos en los 6rganos (estdbmago); asi como diferencias
significativas de los pesos relativos de los érganos (higado, rifiones,

testiculos, corazon y bazo).

& Los érganos mas afectados fueron el higado y rifidn, los cuales presentaron

diferencias en sus pesos relativos.

&R Aunque no se llega a expresar una dosis letal como tal, el presente trabajo si
proporciona informacion de que, aun a dosis muy pequefas, estos
nanomateriales estan causando un dafio a nivel celular en modelos in vivo;

pero sin llegar a la muerte.
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Se pudo observar la acumulacion de las nanoparticulas de Au y Ag mediante
el uso del Microscopio de Epifluorescencia, en las periferias de las venas

hepaticas y en los epitelios (rifidn) gracias a sus propiedades Opticas.

En las fotografias de campo claro presentan alteraciones degenerativas
(necrosis), considerdndose un efecto nocivo e irreparable, directamente
relacionado a la exposicion de las AuNp / AgNp con él 6rgano generalmente

irreversibles.

En la histologia celular los o6rganos mostraron indicios de la afeccion
irreversible en la estructura celular, tales como exposicion de la cromatina
(higado) y aumento de los glomérulos (rifidn). En los varios cortes se observan

fragmentaciones en los parénquimas celulares.

Se concluye que las nanoparticulas de Au presentan dafos relevantes,
puesto que se acumulan en la periferia de venas y arterias de higado y rifion.

Asi como la alteracién histolégica celular drastica.

Durante todo el trabajo se presentan evidencias suficientes en las que se
puede concluir que la toxicidad de las nanoparticulas no esta directamente
relacionada por: la ruta sintética, tamafio, ni morfologia. Mas bien depende de
las caracteristicas quimicas del metal (Au y Ag); resultando mas dafiino en los
estudios toxicoldgicos e histologicos, los roedores que fueron administrados

a de nanoparticulas de Oro (AuNp).
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