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RESUMEN

El aumento en las aplicaciones de nanoparticulas en la industria, conlleva a generar
su liberacién en el medio ambiente y por lo tanto la interaccion con los sistemas

bioldgicos, ocasionando un posible efecto toxico.

En el presente estudio se evalud el efecto téxico de 5 nanoparticulas (CuO, SnOz,
Fe® y FesOas) con aplicaciones en diversas areas. La toxicidad se determind en
modelos biolégicos de importancia ambiental como bacterias (Gram positivas y
negativas) y levaduras. Previo a la evaluacion de la toxicidad las nanoparticulas
(NPs) fueron caracterizadas por diversas técnicas; difracciéon de rayos X (DRX),
microscopia electronica de barrido y trasmision (MEB y MET), en los medios
bioldgicos se midié el tamafo hidrodinamico y el potencial Z. La viabilidad celular
se determin6 partiendo de un inoculo inicial de 1x10° UFC/mL con 24 h de
exposicion a NPs (100-1000 mg/L), como control se usaron células sin exposicion.
Los mecanismos de toxicidad fueron definidos por medio de microscopia confocal,

MEB y la cuantificacion del ion soluble.

La caracterizacion de las NPs mostré en su mayoria formas esféricas (2-85 nm) y
una forma tipo flor (800 nm), asi como una alta pureza. Los tamafios hidrodinamicos
en los diferentes medios fueron en promedio de 149-1105 nm y la carga superficial
fue negativa en un rango de -20 a -30 mV. En la exposicion a las NPs de CuO se
presentoé un efecto toxico a partir de la concentracién de 600 mg/L con un tiempo de
exposicion 2 h (ICso >400 mg/L) en la bacteria Gram positiva B. subtilis. El
mecanismo de toxicidad de estas NPs fue la ionizacion de Cu?* en el medio LB. La
exposicion a las NPs de SnO2 E2 afecto la viabilidad de B. subtilis a partir de una
concentracion de 500 mg/L (ICso >500 mg/L) en un tiempo de 24 h. El mecanismo
de toxicidad de estas NPs fue el dafio a la membrana celular, ocasionado por la
carga superficial negativa, el menor tamarno hidrodinamico de las NPs de SnO2 ES
y las moléculas cargadas positivas sobre la membrana de la bacteria Gram positiva
B. subtilis, este fue el mecanismo clave en la toxicidad de las NPs de SnO..



El desarrollo en varias areas de estos nuevos nanomateriales es muy rapido y la
exposicion a estos, atrae la atencion por el posible riesgo ambiental. La
comprension de los efectos ambientales es muy necesaria para poder disefiar
materiales biocompatibles y amigables al medio ambiente. Por lo cual este tipo de
evaluaciones de toxicidad en modelos biolégicos ambientales, ayuda a determinar

el posible efecto causado al medio ambiente.



ABSTRACT

The increase in the applications of nanoparticles in the industry, entails the release
in the middle environment and therefore the interaction with the biological systems,

causing a possible effect.

In the present study we evaluated the toxic effect of 5 nanoparticles (CuO, SnOg,
Fe® and FesO4) with applications in several areas. Toxicity was determined in
biological models of environmental importance such as bacteria (Gram positive and
negative) and yeasts. Prior to the toxicity assessment, nanoparticles (NPs) were
characterized by various techniques; X-ray diffraction (XRD), scanning and
transmission electron microscopy (SEM and TEM), the hydrodynamic size and
potential Z. Cell viability was determined from an initial inoculum of 1x10° CFU/mL
exposed to the NPs for 24 h (100-1000 mg/L), as control, cells without exposure
were used. The mechanisms of toxicity were defined by means of confocal

microscopy, SEM and the quantification of soluble ion.

The characterization of NPs showed spherical forms (2-85 nm) and a flower-like (800
nm), as well as high purity. The hydrodynamic sizes in the different media were on
average 149-1105 nm and the surface charge was negative in a range of -20 to -30
mV. Exposure to CuO NPs showed a toxic effect from the 600 mg/L concentration
with a 2 h exposure time (ICs0> 400 mg/L) in Gram positive bacteria B. subtilis. The
mechanism of toxicity of these NPs was the ionization of Cu?* in the LB medium.
The exposure to SnO2 E2 NPs affected the viability of B. subtilis from a concentration
of 500 mg/L (ICs0> 500 mg/L) in a time of 24 h. The toxicity mechanism of these NPs
was cell membrane damage, caused by the negative surface charge, the smaller
hydrodynamic size of SnO2 ES NPs and the positive charged molecules on the
membrane of Gram positive B. subtilis, this was the key mechanism in the toxicity of
these SnO2 NPs.

The development in several areas of these new nanomaterials is very fast and the
exposure to these, attracts the attention by the possible environmental risk.
Understanding of environmental effects is very necessary in order to design
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biocompatible and environmentally friendly materials. Therefore, this type of toxicity
assessment in environmental biological models helps to determine the possible
effect caused to the environment.



1. INTRODUCCION

El crecimiento en las aplicaciones de las NPs (metalicas u 6xidos de metal)
incrementa las posibilidades de su liberacién en el ambiente. En la toxicologia
tradicional para saber si un reactivo es toxico, se toma en cuenta el tiempo y la
concentracion del reactivo, en el caso de la evaluacion de la toxicidad de
nanomateriales (NM), esto no es lo unico aplicable, ademas de tomar en cuenta los
factores anteriores, las caracteristicas fisicoquimicas de la NP (tamano, forma,
composicion, carga superficial) se relacionan con el efecto toxico causado (Peralta-
Videa et al., 2011).

En las evaluaciones de toxicidad se tomaron en cuenta diversos factores como; el
tamano menor de los NPs (10 nm de tamafio primario) presentaron un mayor efecto
téxico comparado con tamafios mas grandes (Lin et al., 2014). Ademas se relacion6
con la forma de la NP, la interaccién entre la célula-NP (Laha, et al., 2014). Por
ejemplo la forma de nanotubos y de tipo hoja, presentaron menor interaccion con la
célula por la alineacion con esta, en cambio en la forma esférica presentd6 mayor
toxicidad (Tong et al., 2013).

Otro factor importante en la evaluacion de la toxicidad es el modelo bioldgico, se
han realizado diversos estudios en modelos de células procariotas y eucariotas,
como; células humanas, organismos acuaticos y microorganismos (Kahru &
Dubourguier, 2010; Kumar, Pandey, Singh, Shanker, & Dhawan, 2011; Ray, Yu, &
Fu, 2009). La utilizacion de esta variedad de modelos biolégicos es por que
presentan caracteristicas celulares diferentes. En el caso de las células procariotas,
por ejemplo las bacterias por su membrana celular se dividen en dos grupos: Gram
negativas, donde la membrana celular estd compuesta por varias capas de
peptidoglicano y es bastante compleja, mientras que la membrana de las Gram
positivas esta formada por una capa delgada de peptidoglicano y acidos teicoicos
(Hajipour et al., 2012). Un modelo de célula eucariota utilizado comunmente para
estudios de toxicidad son las levaduras ya que éstas son de facil manipulacion

(Garcia-Saucedo, Field, Otero-Gonzalez, & Sierra-Alvarez, 2011)



La mayoria de los reportes de efecto téxico de NPs inorganicas estudiaron NPs de
CuO, TiO2, ZnO, Ag, las cuales presentaron efectos citotoxicos, como dafo a la
membrana y a la funcion celular, desencadenando una respuesta inflamatoria y
estrés oxidativo (Dalai, Pakrashi, Kumar, Chandrasekaran, & Mukherjee, 2012; De
Matteis et al.,, 2015; Maurer-Jones, Gunsolus, Murphy, & Haynes, 2013; Niska,
Santos-Martinez, Radomski, & Inkielewicz-Stepniak, 2015). En base a estos
estudios los mecanismos de toxicidad de las NPs inorganicas descritos son; la
disolucién o solubilidad de las NPs, la formacion de especies reactivas de oxigeno
(ERO/ROS) y el dano a la membrana (Chang, Zhang, Xia, Zhang, & Xing, 2012;
Suresh, Pelletier, & Doktycz, 2013; Thill et al., 2006)

Los ensayos y la descripcion de los mecanismos de toxicidad de NPs en bacterias
y levaduras como modelos bioldgicos tienen ciertas ventajas sobre los ensayos con
células humanas, principalmente por lo sencillos y rapidos, ademas estos modelos
se encuentran en el medio ambiente, por lo que su estudio puede dar una idea de
los posibles efectos en los sistemas bioldgicos, lo que llevaria a obtener métodos

mas rapidos de analisis de toxicidad de NPs.



2. ANTECEDENTES
21. Nanotecnologia

La nanotecnologia disefia, caracteriza y aplica nuevos materiales en una escala
nanomeétrica. A nivel mundial se ha presentado un auge en la utilizacion de estos
nanomateriales (NMs), principalmente por paises de primer mundo, como en
Estados Unidos, que es el principal productor en el mercado de la nanotecnologia
a nivel mundial, seguido por los paises de Europa, proyectandose como un area

con extensa investigacion y desarrollo.

2.2. Clasificacion de los nanomateriales

Los nanomateriales son aquellos con una escala nanométrica, en un rango de 1-
100 nm en al menos una de sus dimensiones. Se han descrito varias clasificaciones
de los NMs en base a su origen, dimensiones (0D, 1D, 2D y 3D) y composicion
(Dolez, 2015). La clasificacion de acuerdo a la composicion se divide en NMs de

origen organico e inorganico (Fig 1) (Peralta-Videa et al., 2011).

Nanomateriales

Orgdnicos Inorgdnicos
Nanotubos de
Fullereinet (G carbono (simple PEmt_os Oxidos de metal Metales
Ceo) . cudnticos
y multi capa)

Fig 1 Clasificacion de los nanomateriales de acuerdo a su composicion (Peralta-
Videa, et al., 2011)



Los dos tipos de NMs organicos e inorganicos se caracterizan por tener propiedades
y caracteristicas diferentes (Dolez, 2015), en seguida se describe mas a detalle

cada uno de ellos.
2.2.1. Nanomateriales organicos

En la clasificacion de los nanomateriales organicos se encuentran los fulerenos y
los nanotubos de carbono. Los fulerenos son moléculas con 60 atomos de carbono,
comunmente llamados Ceo, de diferente forma (esférica, eliptica y en forma de
tubos), la estructura del Ceo es una combinacion de 12 anillos pentagonales, 20
anillos hexagonales, con una forma de esfera con 60 vértices de 60 carbonos (Fig
2). Los furelenos tienen aplicaciones en varias areas como en la industria de la
energia renovable en la fabricacion de celdas solares y en la industria farmaceéutica,
han sido usados para controlar el dafio neurolégico producido por el Alzheimer,
debido a que los fulerenos producen antioxidantes que evitan la oxidacion de la
célula (Thompson & Fréchet, 2007; Yadav & Kumar, 2008).

Fig 2 Estructura de fulereno Ceso “Buckministerfullerene” (Yadav & Kumar, 2008)

Los nanotubos de carbono son NMs de origen organico los cuales se sintetizan de
pared siempre o multiple (Fig 3), en la estructura simple de los nanotubos, presentan
una capa de grafeno enrollada en forma cilindrica, con un diametro de
aproximadamente 1 nm y con varios micrometros de longitud, mientras que los
nanotubos con capa multiple, contienen dos o mas capas concéntricas con
diferentes diametros y longitudes (Ju-Nam & Lead, 2008). Son usados por sus

propiedades y estructura en varios campos como; en la industria de textiles,
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electromagnética, electroacustica, quimica, 6ptica, en el area de biomedicina
particularmente en el de diagndstico de enfermedades y como terapia contra el
cancer (Majumder, 2015; Sajid et al., 2016).

Fig 3 Estructuras de nanotubos de carbono de capa simple (a) doble (b) y multicapa
(c) (Majumder, 2015)

2.2.2. Nanomateriales inorganicos

En los NMs de origen inorganico se encuentran los puntos cuanticos, los cuales son
nanocristales que contienen de 1000 a 100,000 atomos y presentan efectos
cuanticos como fluorescencia prolongada (Fig 4), con caracteristicas opticas y

eléctricas unicas con aplicacion en la industria biomédica (Ray et al., 2009).

Fig 4 Solucion de puntos cuanticos de CdSe bajo una lampara de UV (Tian, Wang,
Xu, & Luo, 2016).



2.3. Nanoparticulas inorganicas

Las nanoparticulas son particulas microscopicas con una dimension en el orden de
1-100 nm (Fig 5), la composicion quimica es metal (Au, Ag, Fe®) y de 6xido de metal
(Zn0Og, TiO2) (Peralta-Videa et al., 2011; Ray et al., 2009). En la sintesis de NPs se
han utilizado metodos como ultrasonido, tratamientos hidrotérmicos, precipitacion
alcalina, entre otros (A.S., S.J., B., & R.S., 2010; Gandhi et al., 2010; Hoa et al.,
2010; Vasquez et al., 2016).

Fig 5 Imagen de microscopia electronica de transmision de nanoparticulas de CuO

La caracterizacion de las NPs se lleva a cabo por varias técnicas., como las
microscopias electronica de barrido (MEB) y de transmision (MET), donde se
determina el tamafo primario y la forma de las NPs. Las dos microscopias tienen
acoplado un detector de espectroscopia de energia dispersiva (EDS), el cual
determina la composicion elemental (Fig 6) de la muestra. (Harris, 2015; Suga et
al., 2014).
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Fig 6 Patron de EDS y composicion elemental de nanoparticulas de CuO

La difraccion de rayos X (DRX) es otra técnica muy utilizada en la caracterizacion
de materiales, en esta se lleva a cabo una interaccion entre la estructura de la
muestra con la fuente de rayos X (Fig 7), identificando la fase cristalina y la pureza

de la muestra (A.S. et al., 2010; Tirado-Guizar, Pina-Luis, & Paraguay-Delgado,
2015; Vasquez et al., 2016).

3000

(111, 200)

2500

2000 4 [

Intensity (counts)

1500 | W -' § ]
LI L N

30 40 50 50 70
20 {degrees)

1000 -

Fig 7 Espectro de difraccion de rayos X de nanoparticulas de CuO (A.S. et al., 2010).

La caracterizacion de las NPs en los medios acuosos es importante debido a que
pueden sufrir transformaciones; quimicas (fotodegradacion, oxidacion, solubilidad),
fisicas (agregacion), biolégicas e interacciones con macromoléculas (oxidacion,
solubilidad) y degradacion causada por los componentes del medio (Lowry et al.,
2012). En base a lo anterior es necesario la determinacion del tamafio hidrodinamico

y el potencial zeta o carga superficial de las NPs en los medios acuosos o biolégicos.
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El tamafo hidrodinamico de las NPs se basa en la dispersion dinamica de la luz
(DDL o DLS, por sus siglas en inglés “Dynamic light scattering”), es una técnica
fisico-quimica que se usa para determinar la distribucion del tamano de las
particulas en dispersion. Se basa en la dispersion de la luz laser, la cual alcanza
numerosas particulas de la suspension, la luz del |aser separa en una direccion, los
haces de luz dispersados por las distintas particulas que interfieren entre si y se
obtiene una intensidad de dispersion determinada. Esto es debido al movimiento
browniano, en donde las posiciones relativas de las particulas varian
constantemente entre si, provocando interferencias y cambios en la intensidad de
la dispersion. Si las particulas se mueven rapidamente (particulas pequefas),
también cambia la variacion de la intensidad de dispersion, En cambio las particulas
lentas (particulas grandes) provocan variaciones mas lentas. Por lo general, en la
dispersion de la luz dinamica la muestra permanece en reposo (Fig 8). El término
dinamico no se refiere al movimiento de la muestra en si, sino a la vibracion de las
particulas de la muestra. El equipo mide las fluctuaciones en la intensidad de
dispersion con el tiempo para determinar el coeficiente de difusion translacional (D),
y luego el radio hidrodinamico. Esta técnica es un método muy usado para
comprender el crecimiento de cristales, la agregacién o la nucleacion de particulas

(Minor, van der Linde, van Leeuwen, & Lyklema, 1997).
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Fig 8 Distribucion del tamafio de las particulas en dispersion
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El potencial zeta o carga superficial, se mide usando la técnica de electroforesis en
una célula capilar. La electroforesis se define como el efecto que produce un campo
eléctrico sobre las particulas con una carga neta, migrando hacia el electrodo de
carga opuesta. Las particulas submicronicas tienen muy poca inercia, la velocidad
terminal es alcanzada en microsegundos. La velocidad actual es determinada por
la carga asociada con la particula (potencial Z), la viscosidad del medio y el campo
aplicado. En una célula capilar que esta cerrada por los extremos, el liquido retorna
sobre la parte central. La movilidad real de la particula, de la que se desprende el
Potencial Z, es medida en la capa estacionaria (stationary layer), que corresponde
al punto donde se cancela el movimiento del flujo del fluido a lo largo de las paredes
de la célula (electro-osmosis) con el flujo de retorno por el centro. Esta capa debe

ser localizada con precision (Luxbacher, 2014).

La caracterizacidon de las NPs inorganicas, esta relacionada con el tipo de aplicacién
en areas como la industria, medicina, medio ambiente, entre otras. Algunas de las

aplicaciones se describen a continuacion.

2.4. Aplicaciones de nanoparticulas inorganicas

Las primeras aplicaciones de las NPs inorganicas fueron en la fabricacién de
materiales como revestimientos, en la electrénica y la informatica en chips de
memoria y pantallas (Fig 9). Después se aplicaron en campos como la medicina en
el diagnostico de cancer, transporte de grupos funcionales especificos tales como
especies reactivas de diversos farmacos, aplicaciones industriales, manufactura,
cuidado personal, ambiental (Hajipour et al., 2012; Marquis, Love, Braun, & Haynes,
2009; Schrand et al., 2010; Suresh et al., 2013). En particular las NPs de Ag, ZnO,
TiO2 son las que mas se han utilizado en productos de pastas de dientes, productos
de belleza, bloqueadores solares y textiles (Kahru & Dubourguier, 2010).
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Fig 9 Aplicaciones de nanoparticulas inorganicas en diversas areas

Actualmente las NPs de CuO, Fe®, SnO2 y Fes30O4 tienen una amplia variedad de
aplicaciones por sus caracteristicas y propiedades fisicas, algunas de ellas se
describen a continuacion (Jiang, Yang, Vachet, & Xing, 2010; Jin et al., 2015; Zhang
et al., 2014).

2.4.1. Nanoparticulas de 6xido de cobre.

Las NPs de 6xido de cobre (CuO) por las caracteristicas de metal semiconductor
presentan una brecha energética estrecha (1,2 eV), el tamafio nano le confiere gran
area superficial y esto potencializa sus propiedades fisicas y quimicas (Anandan &
Yang, 2007). Actualmente, tienen varias areas de aplicacion como se describe la
revision de Zhang (2014) , en donde el tipo de sintesis y caracteristicas de las NPs
se asocio con las aplicaciones en areas como; materiales energéticos, biosensores,
celdas solares, baterias y remocion de contaminantes organicos en aguas

residuales (Fig 10).
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Fig 10 Imagen de microscopia electrénica de transmision de nanoparticulas de CuO
(Rahnama & Gharagozlou, 2012)

2.4.2. Nanoparticulas de 6xido de estaino

La forma y tamano de las NPs de SnOz2 se vincul6 a las propiedades electronicas,
opticas y con efectos cataliticos (Bhattacharjee, Ahmaruzzaman, & Sinha, 2015; Jin
et al., 2015) y en consecuencia esto se relaciond con el tipo de aplicacion, por
ejemplo las NPs esféricas pequefas (10 nm) con una estructura macroporosa se
mejoro la eficiencia en la base del colorante de las celdas solares (K.-N. Li et al.,
2013). También se relacionaron con NPs de menor tamafo (4-6 nm) tienen un
mayor efecto fotocatalitico en contaminantes organicos (Bhattacharjee et al., 2015).
De acuerdo a la forma, las NPs tipo flor (1,5 um de diametro) y nanofibras (80-400
nm de didmetro) mostraron tener mayor sensibilidad a los gases (Ab Kadir et al.,
2014; Jin et al., 2015). Con toda esta variedad de aplicaciones se siguié su estudio
y determinaron que las propiedades fotocataliticas y eléctricas, se pudieron
potencializar estas caracteristicas cuando se adicion6 un metal (Zn, Cu, Fe) en
pequefas cantidades (5-10%) (Mishra & Sahay, 2012; Tirado-Guizar et al., 2015),

y a este tipo de NPs se les llamo nanoparticulas dopadas (Fig 11).
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Fig 11 Imagen de microscopia electrénica de transmision de NPs de SnO2- Fe
(Tirado et al., 2010)

2.4.3. Nanoparticulas de Hierro elemental y Magnetita.

Las NPs de Fe°® y FesO4 (Fig 12) por sus propiedades eléctricas, Opticas, cataliticas
y magnéticas, se han usado en la remediacion del ambiente, debido a que son
capaces de degradar contaminantes (Jang, Lim, & Hwang, 2014; L., F., M, & D.,
2013). De igual forma, han tenido aplicacion en el area de biomedicina, por sus

propiedades magnéticas (Azcona, Zysler, & Lassalle, 2016).

Fig 12 Imagen de microscopia electrénica de barrido de NPs de Fe3O4

En general las NPs tienen gran variedad de aplicaciones en el medio ambiente,
como se menciond; en la produccién de celdas solares, pigmentos, sensores
quimicos de gases contaminantes, catalizadores ambientales, en la remediacion del
medio ambiente y esto puede ocasionar la interaccion con los sistemas biologicos.
En varios estudios en muestras ambientales como suelo, sedimentos (estuarios),
aguas residuales, se ha observado esta interaccion. Por ejemplo en el trabajo de

Antizar-Lidislao (2015) determiné el efecto de las NPs de Ag en sedimentos de
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estuarios, no observando un cambio significativo en las comunidades microbianas;
sin embargo, se determind que microorganismos de importancia en ciclos
biogeoquimicos, si fueron sensibles a la presencia de las NPs de Ag. En muestras
de suelo y aguas residuales se presentaron cambios en la composicién de las
comunidades microbianas por la presencia de NPs de ZnO, CeOz2, Fe3z04, SnOz,
TiO2, (Chauque, Zvimba, Ngila, & Musee, 2014; Ge, Schimel, & Holden, 2011; Vittori
Antisari, Carbone, Gatti, Vianello, & Nannipieri, 2013), este tipo de estudios
demostraron la importancia de la evaluacion de la toxicidad de las NPs inorganicas

en el medio ambiente.

2.5. Toxicidad de nanomateriales.

La Nanotoxicologia, caracteriza y cataloga los efectos toxicos causados por los NMs
(Marquis et al., 2009). Esta ciencia pretende entender, predecir y prevenir los
riesgos que presentarian la utilizacién de estos nuevos materiales. Varios estudios
determinaron la toxicidad de las nanoparticulas de éxido de metal, como ZnO y TiO2
(Jesuvathy Sornalatha et al., 2015; Li et al., 2014; Lin et al., 2014; Tong et al., 2013).

En los estudios de evaluacion de la toxicidad de las NPs se investigd el impacto de
diferentes NPs metélicas y de 6xidos de metal, en cepas de bacterias y levaduras o
en sistemas microbianos. Se han expuesto a diferentes concentraciones de NPs,
tomando en cuenta diferentes condiciones de exposicion como la iluminacion,
exposicidn en solido o en liquido, asi como condiciones de pH, composicion de los
medios bioldgicos usados. En la tabla 1 se presenta un resumen de algunos
estudios de toxicidad en donde se determind el posible mecanismo de toxicidad
relacionado con las caracteristicas de las NPs y de los modelos biologicos

evaluados.
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Tabla 1 Estudios de nanotoxicidad en microorganismos

Nanopar- | Caracteris- Concen Modelo Aportacion Referencia
ticula ticas tracion | biolégico
Esféricas 0-120 E. coli Absorcion  de Schwegma
mg/L NPs nn, et al,
Fe® 59.7+4/-0.4 nm S. 2010
(TH) cerevisiae
TiO2-Cu y | Esféricas 0-100 M. lonizaciéon del W u, et al.,
TiO2 mg/L smegmatis = metal dopante 2010
20 nm S (Cu?")
oneidensis
HfO2, Esféricas 0-1000 | S. Dafio a la Garcia-
SiO2, mg/L cerevisiae | membrana Saucedo, et
AlOs,Ce | 10-100nm celular al., 2011
O2
CuO, Esféricas 0-350 E. coli, B. La toxicidad se Baek, et al.,
NiO, mg/L subtilis, S. relacioné con 2011
ZnO, 10-210 nm aureus las propiedades
Sb203 toxicas
intrinsecas de
los metales que
componen las
NPs
Fe°® Esféricas 34000 Comunida | Cambios en la Fajardo, et
mg/kg d estructura y al., 2012
<50 nm microbiana | composicién de
las células
TiO2 Nanotubos, 2.5-100 | E. coli, A. Laforma de las Tong, et al.,
barras y | mg/L hydrophila NPs 'y las 2013
laminas caracteristicas
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TiO2 10-50 nm 10-500 | E. coli
mg/L
Zn0O Formas: Flor, 250, Bacterias:
coliflor, 500, Gram

semiesféricas 750 y positiva
1000 (S. aureus)
40-70 nm g/mL y  Gram
negativas
(E. coli, E.

aerogenes

)

CuO Forma: Hoja, 0-0.4 Bacterias
esféricas mg/ml Gram
positivas
(B. subtilis,
M. luteous)

y Gram

del modelos
bioldgico,

determinan el
tipo de

interaccion

El tamafo de
particula y la
composicién del
medio bioldégico
intervienen en

el efecto toxico

Forma de la NP

Caracteristicas
de modelos

bioldgicos

La forma
esférica causo
mayor efecto en
las bacterias
Gram negativas

y la forma hoja

Lin, et a
2014

Jesuvathy

Sornalatha,
et al, 2015

Laha, et a
2014,
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negativas | mayor toxicidad
(E. coli y en las Gram
P. vulgaris ' positivas
)
SnO2 Esféricas de 25-100 @ E. coli Inhibicion  del  Vidhu and
21-4.1 nm mg/L crecimiento Philip, 2015
celular y
proponen el
mecanismo de
danio a la

membrana

En base a los estudios realizados el tamafio, composicion y la forma de NPs se han
descrito como los factores clave que influyen en la toxicidad (Karlsson et al., 2009;
Suresh et al., 2013).

2.5.1. Factores de toxicidad de las NPs inorganicas

Existen diversos factores que influyen en la toxicidad de las NPs (Fig 13), un menor
tamano de NP provocoé mayor toxicidad (Lin et al., 2014), otro factor es la forma de
la NP, se relaciond con la interaccion con la célula (Tong et al., 2013). Ademas, se
ha observado que la solubilidad de las NPs (ZnO y CuO), ocasionaron un efecto

toxico por el ion y no por la NP (Chang et al., 2012).
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Fig 13 Factores que influyen en la toxicidad de las nanoparticulas.

Los mecanismos de toxicidad entre las NPs en los sistemas biolégicos aun no son
claros totalmente y esto es por los diferentes factores de toxicidad que se deben de
tomar en cuenta, como se describié anteriormente (Chang et al., 2012; Ray et al.,
2009).

2.6. Mecanismos de toxicidad.

Los mecanismos de toxicidad pueden cambiar de una NP a otra, por la capacidad
de union e interaccidn con los componentes en los sistemas bioldgicos (materia
bioldgica, proteinas, etc.) (Ray et al.,, 2009). En la Fig 14 se presentan los
mecanismos de toxicidad de las NPs inorganicas, siendo los mas relevantes la
disolucion de las NPs, la formacién de especies reactivas de oxigeno (ERO/ROS) y
el dano a la membrana. Las caracteristicas principales de los mecanismos de

toxicidad se describen en los siguientes puntos.
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Fig 14 Mecanismos de toxicidad de las nanoparticulas en bacterias
2.6.1. Disolucion de iones.

Un factor importante de la toxicidad de las NPs, es la composicion quimica de las
NPs. Algunos metales se pueden disolverse muy facilmente en medios bioldgicos,
y esto ocasiona el efecto toxico, es decir, la toxicidad es ocasionada por la ionizacion
de las NPs. En este caso, la toxicidad se presentd porque el ion puedo penetrar a
la célula por su carga, interaccionando con los componentes de le membrana
celular, como por ejemplo los extremos carboxilo, amino e hidroxilo de proteinas y
carbohidratos, causando un dafo a los organelos y a las funciones metabdlicas
principales de la célula, teniendo como consecuencia la muerte celular (Chang et
al., 2012; Suresh et al., 2013).

2.6.2. Dano a la membrana

Las caracteristicas de los modelos biolégicos estudiados, presentaron diferencias
en la composicion de las membranas celulares, la cual esta disefiada para proveer

fuerza, rigidez, forma y proteger de dafos mecanicos y cambios osmoticos a la
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célula. La interaccion de las NPs con la membrana de la célula se lleva a cabo por
medio de interacciones electrostaticas y la disrupcion de la integridad de la
membrana (Thill et al., 2006). El modelo por ejemplo E. coli es menos susceptible
que B. subtilis y S. aureus a las NPs de CuO y la diferencia entre estos
microorganismos es la composicion de la membrana celular de cada uno (Baek &
An, 2011).

2.6.3. Produccion de especies reactivas de oxigeno.

En la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) provocaron dafio en la
estabilidad de las membranas ya sea directamente provocando un dafio fisico o
indirectamente provocando oxidaciéon, produciendo la muerte celular. También se
ha observado que las NPs que tuvieron la capacidad de entrar a la célula pudieron
ocasionar genotoxicidad (Chang et al., 2012). En general, la toxicidad de los NPs
con base de metal presentaron la liberacién de iones metalicos téxicos y la
formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) como los principales
mecanismos de accion (Li et al., 2014; Lin et al., 2014; Suresh et al., 2013). Por otra
parte la activacidon de procesos fotocataliticos, adsorcion en la superficie de la célula
y el dano de la membrana de célula causado por las NPs, son también otros
mecanismos de toxicidad importante, que podrian actuar solos o en combinacion

con todos los demas (Suresh et al., 2013).

Los mecanismos de toxicidad hasta ahora descritos, en la evaluacion de la toxicidad
de NPs, dependieron del tipo de modelo bioldgico utilizado, por ejemplo en plantas
(De Matteis et al., 2015; Maurer-Jones et al., 2013), modelos acuaticos (Vale et al.,
2016), células de mamiferos (De Matteis et al., 2015; Niska et al., 2015), bacterias
(Tong et al., 2013) y levaduras (Garcia-Saucedo et al., 2011) .

2.7. Modelos biolégicos ambientales

Los modelos biolégicos ambientales son células procariotas (bacterias) y células
eucariotas (levaduras). Entre los microorganismos modelo mas empleados para la

experimentacion son las bacterias (Gram positivas y Gram negativas), estudiadas y
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descritas a nivel de genoma, en las levaduras como Saccharomyces cerevisiae, que
es muy utilizada por su ciclo de vida por ser muy similar a las células humanas
(Karathia, Vilaprinyo, Sorribas, & Alves, 2011; Wei, Liu, Dubchak, Shon, & Park,
2002).

2.7.1. Bacterias Gram positivas y Gram negativas

Las bacterias se dividen en dos grupos: Gram positivas y las Gram negativas. La
diferencia entre una bacteria y otra es la membrana celular (Fig 15). La membrana
celular de la bacteria Gram positiva esta compuesta por una capa gruesa de
peptidoglicano (PG), los acidos teicoicos, son conectados e incrustados en la capa
de PGy los acidos lipoteicoicos se extienden hasta la membrana citoplasmatica (Fig
15a). La membrana celular de la bacteriana Gram negativa se compone de una
membrana exterior fina de lipoproteinas y una capa de PG, situado dentro del
periplasma que se forma entre las membranas externas e internas. La membrana
externa incluye moléculas de porinas y lipopolisacaridos (Fig 15b) (Cabeen &
Jacobs-Wagner, 2005).

a) b)
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Fig 15 Estructura de la membrana celular de las bacterias (a) Gram positiva y (b)

Gram negativa.

La bacteria Gram negativa Pseudomona aeruginosa tiene una morfologia

microscopica de bacilo recto, su metabolismo es aerobio y tienen requerimientos
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nutritivos simples, con una temperatura de crecimiento entre los 15y 37°C y en pH
neutro. Las Pseudomonas son ecoldgicamente muy significativas en el suelo, agua
y responsables de la degradacion de compuestos solubles. Son bacterias
oportunistas en el ser humano, es decir, pueden provocar una infeccion cuando el
individuo esta bajo de defensas inmunoldgicas. Otro modelo de bacteria Gram
negativa es Escherichia coli que presenta una forma de bacilo no esporulado, es
aerobia facultativa, con requerimientos nutritivos simples, fermentadora de glucosa.
Son patdgenas para el hombre, animales y plantas. En el género Escherichia es
habitante universal de todos los animales de sangre caliente, teniendo como funcién
nutricional sintetizar vitaminas y como marcador contaminacion de agua potables
(Fig 16) (Madigan et al., 2004).

b “4 10y

Fig 16 Imagen de microscopia optica de la bacteria Gram negativa E. coli

En las bacterias Gram positivas se encuentra B. subtilis, con una morfologia de
bacilo, aerobio facultativo, no tiene requerimientos altos de nutricion, produce
esporas, no es patdégeno para el ser humano y tiene la capacidad de producir
enzimas extracelulares como hidrolasas, las cuales rompen polisacaridos
complejos, acidos nucleicos o acidos grasos hasta unidades asimilables por las
células y estos productos sirven como fuente de energia para los organismos que
estén a su alrededor por ejemplo si estan en el suelo las plantas. ElI género
Staphylococcus es aerobio, presenta una forma microscépica de coco, son
relativamente tolerantes a medios con bajas concentraciones de agua, por lo cual
resisten a medios secos y salinos. Se encuentran comunmente de los seres
humanos y animales provocando enfermedades en la piel o en vias respiratorias
(Fig. 17) (Madigan et al., 2004).
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Fig 17 Imagen de microscopia Optica de las bacterias Gram positivas B. subtilis (A)

y S. aureus (B).
2.7.2. Levaduras

La pared celular de las levaduras se encuentra constituida principalmente por
polisacaridos en proporcion de 58% en (-glucanos, 40% en manoproteinas y un 2%
de quitina. Las levaduras se encuentran principalmente en lugares ricos en azucares
como frutos, flores y cortezas de arboles (Fig 18) (Madigan et al., 2004).

Fig 18 Imagen de microscopia electrénica de barrido de la levadura S. cerevisiae

Las levaduras presentan una forma oval, esférica o casi cilindrica y la divisién celular
es casi siempre asimétrica por gemacion. Las células de las levaduras son mucho
mas grandes que las bacterias. La levadura C. albicans es un patdégeno oportunista
en el ser humano, mientras que la levadura S. cerevisiae es utilizada en la industria

de la fermentacion de pan, cerveza y vino (Madigan et al., 2004).
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3. JUSTIFICACION

El uso de NPs en aplicaciones industriales, se ha incrementado en los ultimos afos,
su posible liberacién en el medio ambiente, esto podria provocar efectos tdxicos en

sistemas bioldgicos.

Las NPs de CuO, SnOz2, Fe° y FesO4, actualmente tienen una gran variedad de
aplicaciones en el area medio ambiental. Por lo cual, la evaluacion de la
citotoxicidad de estas NPs en microorganismos, ayudara a conocer su posible

efecto toxico en el medio ambiente.
4. HIPOTESIS

La toxicidad de las NPs en modelos ambientales dependera de las caracteristicas
fisicoquimicas (composicion, forma y tamano), asi como el tipo de microorganismo

expuesto.

5. OBJETIVOS

5.1. General
Evaluar el efecto toxico y los mecanismos de toxicidad de nanoparticulas
emergentes (SnO2, CuO, Fe® Fe30a), utilizando como modelo microorganismos

relevantes en el medio ambiente.

5.2. Objetivos Particulares

1. Sintetizar y caracterizar las NPs de estudio.

2. Determinar la toxicidad de NPs inorganicas en microorganismos modelo
(bacterias y levaduras).

3. Relacionar el efecto del tamafo, composicion y forma de las NPs con la
toxicidad.

4. Establecer los mecanismos de toxicidad de las NPs que presenten un efecto

toxico.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Nanoparticulas inorganicas.

Debido a las aplicaciones en diversas areas, las NPs inorganicas evaluadas fueron
las NPs de CuO, NPs de SnO2 dopadas (Fe, Zn y Ti) y SnOz2 sin dopar con dos
formas tipo flor y esféricas (dos tamaros primarios de NPs), las cuales fueron
sintetizadas en el centro de investigacion, y las NPs comerciales de Fe° y FesO4

(Nanoiron, Sigma Aldrich).
6.1.1. Sintesis de nanoparticulas de Oxido de cobre

La sintesis de NPs de é6xido de cobre (CuO) se llevé a cabo por el método de
precipitacion descrito por Lange (2010). Los reactivos usados fueron de grado
analitico. Se prepar6 una solucion de acetato de cobre (Cu(CHsCOOQO)2) 0.02 M en
300 mL de agua destilada, se le afadié 1 mL de acido acético glacial (CH3COOH).
Se calentd la solucion a 100 °C con agitacion constante y se le anadié 0.4 g de
hidroxido de sodio (NaOH, pH de 6-7). La solucion se dejé en agitacién constante
durante 30 min, a 100 °C. Después de este tiempo, la solucion se dejoé enfriar a
temperatura ambiente. Las NPs se recuperaron por medio de centrifugacién a
12,500 rpm durante 30 min y se realizaron dos lavados con 15 mL de agua destilada
en las anteriores condiciones de centrifugacion. Al terminar los lavados las NPs se
resuspendieron en 5 mL de agua destilada. Las NPs se colocaron en un vidrio de
reloj, para dejar secar a temperatura ambiente (24 a 48 h). Se recuperaron las NPs

en polvo.
6.1.2. Sintesis de nanoparticulas de Oxido de estano.

Las NPs de 6xido de estafio (SnOz) con diferente morfologia (esféricas y tipo flor)
se sintetizaron por medio de tratamiento hidrotérmico (Vasquez et al., 2016). El
precursor de la sintesis fue la sal de Cloruro de estafio pentahidratado (SnCls.5H20),
de la cual se adicionaron 0.5 g y se mezcl6 con 0,18 g 0 0,54 g de NaOH (para NPs
esféricas de menor tamano o flor, respectivamente) en 15 mL de agua tri-destilada

con agitacion constante. Se agregd 15 mL de etanol (C2HsO) gota a gota y la
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solucion resultante se transfirid a un vaso de teflon de 40 mL (reactivos grado
analitico). El vaso se coloco dentro de una autoclave de acero inoxidable a 200 °C
durante 48 h, la solucion se enfri6 a temperatura ambiente. Las NPs fueron
recuperadas por centrifugacion y se realizaron tres lavados con agua tri-destilada.

Al final, las NPs se secaron en el horno a 80 °C por 12 h.

La sintesis de NPs de SnO: esféricas de mayor tamafio se llevé a cabo a través de
un método de calcinacion usando como precursor la sal de SnCls.5H20. Se pesaron
de 1-2 g en un crisol, el cual se llevé a un horno a 350 °C durante 1 h, las NPs se

recuperaron en polvo.

Las NPs de SnO2 dopadas se sintetizaron de acuerdo a lo descrito por Tirado
(2015). Se prepararon tres soluciones (reactivos de grado analitico): Solucion A de
SnCls-5H20 (98%) 2 mmol en 10 mL de agua destilada, la solucion B de urea 40
mmol en 15 ml de agua desionizada y soluciéon C que contenia el metal dopante 0.2
mmol (Acetato de zinc pentahidratado (Zn(CH3COO)2-5H20), Nitrato de fierro
nonahidratado (Fe (NOs)3-9H20) y Titanio oxalacetil acetona (TiO (acac)2 90%). en
10 mL de agua desionizada. Las soluciones A y C preparadas se mezclaron y se
agitaron durante 10 min, después de este tiempo se agregd la solucion B. La
solucion final se colocé en una autoclave de teflon a 90 °C) durante 6 h. Las
soluciones se enfriaron a temperatura ambiente, para después recuperar las NPs
por medio de centrifugacion, se realizaron cuatro lavados con agua desionizada y

al final dos lavados con etanol absoluto. Las NPs se secaron toda la noche a 50°C

6.1.3. Nanoparticulas de Fierro y Magnetita

Las NPs de hierro elemental (Fe°) fueron adquiridas en la empresa NANOIRON, la
cual se encargd de la sintesis y produccién de NPs de Fe°® (nZVI), la empresa
desarroll6 las aplicaciones en el area ambiental, en la estabilizacion y control de
contaminantes de aguas. En el caso de las NPs de magnetita (FesOa), fueron
adquiridas en la empresa SIGMA-ALDRICH (No. de catalogo 637106), las cuales

han tendido aplicacién como materiales magnéticos y en la biomedicina.
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6.2. Dispersiones madre (stock) de nanoparticulas.

La preparacién de dispersiones madre se realizaron con los objetivos de dosificar y
caracterizar adecuadamente las concentraciones de las NPs en los diferentes
ensayos, evitando posibles errores al momento de pesar. Las dispersiones stock
fueron de 5000 mg/L de NPs en buffer de fosfato 5 mM pH 7, antes de ser usadas
se sonicaron durante 15 min a 500 W con un sonicador de bafio (Agua onda 9381

Barnstead Lab Line) para ayudar a reducir la aglomeracion de las NPs.

6.3. Caracterizacion de nanoparticulas.

La determinacion del tamano primario y forma de las NPs se realizé por medio de
las microscopias electronica de barrido (MEB) y de transmision (MET). La
determinacion de la composicion elemental se determind por la técnica de
espectroscopia de energia dispersiva (EDS), la fase cristalina se obtuvo por medio
de difraccion de rayos X. La caracterizacion de la estabilidad de las dispersiones de
las NPs se realiz6 por mediante la determinacion del tamafo hidrodinamico vy
potencial zeta o carga superficial en cada uno de los medios acuosos

El analisis de la fase cristalina de las NPs se realiz6 en el difractometro X'PertPRO
PANalytical de Anton Paar. En el difractograma que se obtuvo se comparé las
posiciones de los picos en la biblioteca digital del software PANalytical X'Pert

HighScore Plus, identificando el compuesto de la muestra analizada.

La caracterizacién por medio de microscopia electrénica de barrido y de transmisién
se realizo en el equipo JSM-7401F de Jeol y JEM-2200F S de Jeol, respectivamente.
Se preparé una dispersion de NPs (polvo) que se resuspendié (50 mg) en agua
destilada o etanol (1 mL) en un tubo eppendorf y para obtener una dispersion
homogénea, se sonicaron durante 15 min a 500 W con un sonicador de bafio (Agua
onda 9381 Barnstead Lab Line). Esta dispersion se uso en la preparacion de las
muestras de MET y MEB. En el caso de MEB, Se colocé 5 uL de esta dispersién en
un soporte de aluminio dejandose secar en condiciones ambientales para evaporar

el solvente (agua o etanol); posteriormente, se observo en MEB con el detector de
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electrones secundarios en el caso de las NPs de CuO, SnO2, Fe° y Fe3Oa4. En la
preparacion de la muestra para MET, se tom6 5 pL de la dispersiéon de NPs
(sonicada y homogenizada), se colocaron en una rejilla de cobre o niquel, y se dejé
evaporar el solvente en condiciones ambientales. Se realizé un pretratamiento a la
muestra antes de ser observada por MET, en el equipo de Plasma cleaner
(Fischione Model 1020) durante 10 min con una mezcla de gases de 25% Oz2y 75%
de Ar, para asegurar que la muestra no estuviera contaminada con materia
organica. Las imagenes se tomaron con el detector de campo claro (NPs de CuO,
Sn0Oz2). La determinacion de la composicidon elemental de las NPs se realizé en las
dos microscopias por medio de deteccion de la energia dispersiva espectroscopia
(EDS).

La caracterizacién de las NPs en los medios biolégicos usados en los ensayos de
toxicidad (Solucion salina al 0.8%, el medio LB y YPD 0.1X), se realiz6 en el equipo
Zetasizer Nano-ZS de Malvern Instruments. Donde se determin6é el tamafo
hidrodinamico y el potencial zeta. La determinacion del tamafo hidrodinamico en el
equipo se basa en la dispersiéon de la luz dinamica, mientras que el potencial zeta o
carga superficial en la determinacién de la carga por medio de electroforesis
Doppler, donde se mide el movimiento de las particulas cargadas bajo un campo
eléctrico. Las dispersiones de las NPs se prepararon como se menciona en el
protocolo de dispersiones madre, se tomé muestra de ésta dispersion para obtener
una concentracion final de 250 mg/L y los medios diluidos (0.1X), con un volumen
final de 8 mL en los diferentes medios biolégicos. Se homogeniz6 la muestra y se
dejo reposar durante 2 h, para después realizar la determinacion correspondiente

en el equipo.

En la determinacion del tamafo hidrodinamico se usaron los siguientes indices de
difraccion: NPs de Fe30O4 de 2.42, CuO de 2.63, Fe® de 2.86 y SnO2 de 1.997 (los

valores de difraccién son en el solvente agua).
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6.4. Evaluacion de toxicidad de nanoparticulas.
6.4.1. Preparacion de los microorganismos para la exposicion a las
nanoparticulas.

Los microrganismos se activaron por medio de un preinoculo a 37 °C con agitaciéon
constante (200 rpm) durante 12 h con el objetivo de alcanzar la fase exponencial de
crecimiento las bacterias y levaduras. Las células obtenidas se recuperaron y se
lavaron dos veces con 10 mL de buffer de fosfatos 10 mM pH 7 a 10,000 rpm (10
min), y se resuspendieron en 10 mL de buffer de fosfatos 10 mM pH 7 para ser
usadas como indculo inicial de 1x10° unidades formadoras de colonia por mililitro
(UFC/mL).

6.4.2. Ensayos de exposicién a las nanoparticulas.

La exposicion a las NPs se realizé en tubos de 50 mL con un volumen final de 5 mL
en los diferentes medios bioldgicos: LB (0.1X) y NaCl 0.8% para bacterias y para
levaduras YPD (0.1X), con un inoculo inicial de 1x10° UFC/mL. Las concentraciones
de las NPs fueron en el rango de 100 a 1000 mg/L. Se colocaron por triplicado
células sin exposicion a NPs y por duplicado cada una de las concentraciones de
NPs que se evaluron. Todos los tratamientos fueron incubados a 37°C y 200 rpm
por 24 h. En este tiempo de exposicidn se tomaron muestras en diferentes tiempos
(0, 2,8y 24 h). La viabilidad celular se midi6é en porcentaje por el conteo de células
(técnica de Milles-Misra) con la determinacién de la relacion del numero de células

expuestas a NPs (UFC/mL) entre el numero de células sin exposicién a NP (Ec. 1)

Numero de células expuestas a NPs

* 100 Ec.1

Viabilidad celular = — - : —
Numero de células sin exposicion a NPs

6.4.3. Técnica de conteo de micro gota (Milles-Misra).

En el conteo se tom6 muestra de células con y sin exposicién a NPs (0, 2, 8 y 24 h),
con el objetivo de determinar el numero de células viables. En el primer paso de la
técnica se realizaron ocho diluciones seriadas para cada una de las células con y

sin exposicion a las NPs. Se tomaron 10 puL de cada dilucién y se colocaron en el
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agar biolégico correspondiente para cada uno de los microrganismo (por duplicado).
Se dejaron secar las gotas en los agares y se incubaron 24 h a 37 °C. Se realizo el
conteo de colonias, tomando en cuenta el factor de la dilucion, obteniendo al final el

conteo de células en UFC/mL.
6.4.4. lonizacién de nanoparticulas

En estudios previos se presenté en los medios ricos en proteinas (LB, YPD) las NPs
de CuO solubilizan mas a comparacion de medios isotonicos (NaCl). La liberacion
de iones se determind en las dispersiones con efecto toxico. En base a esto se
determind la ionizacién del Cu?* de las NPs de CuO en el medio LB (0.1X), las
concentraciones que se usaron fueron de 100, 400 y 600 mg/L. En la solucion salina
(NaCl 0.8%) y en el medio YPD (0.1X) se realizaron dispersiones en las
concentraciones de 100 y 600 mg/L. En los tres medios biologicos se tomaron
muestras para la cuantificacion en los tiempos 0, 2 y 24 h de incubacién a 37 °C a
200 rpm y las muestras se centrifugaron a 10,000 g durante 1 h. Se cuantificé el
sobrenadante por medio de absorcion atémica con el equipo GBC Avanta Sigma
con una longitud de onda de 324,7 nm.

La determinacion de la ionizacion del Sn** se llevd a cabo en las concentraciones
de 0-1000 mg/L, las cuales se prepararon en medio LB (0.1X), se incubaron a 37 °C
con agitacién constante de 200 rpm y se tomaron muestras a las 0, 8 y 24 h de
incubacion de la dispersion y las muestras se centrifugaron a 12,400 g por 30 min.
El Sn, Ti, Zn y Fe solubles se midieron del sobrenadante en el equipo de plasma de
acoplamiento inductivo acoplado a un espectrofotdmetro de emisién optica (ICP-
OES iCAP 6500, Thermo Scientific). La longitud de onda usada para la
determinacion en el caso del Sn fue de 242.949 nm, Ti de 336.121 nn, Fe de 259.94
y Zn de 213,856 nm.

6.4.5. Estabilidad de dispersiones de NPs de SnO:.-.

La estabilidad de las dispersiones de las NPs de SnO:2 se determind con la

cuantificacién la cantidad de Sn** en la fraccion dispersa de la muestra mediante
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ICP-OES (iCAP 6500, Thermo Scientific) en una longitud de onda de 242.949 nm.
Se prepararon dispersiones de las diferentes NPs de SnO2 (250 mg/L) en medio LB
(0.1 X), se sonicaron y se incubaron a 37 °C en agitacion constante a 200 rpm. Se
tomaron muestras (1 mL) de la fraccion dispersa al tiempo 0 y 2 h de incubacion. La
muestra de la fraccidn dispersa se preparé para su cuantificacion por medio de una
digestion acida en el microondas Multiwave 3000, Anton Paar. Se colocd 1 mL de
la muestra en los vasos de digestion con una mezcla de 8 mL de 37% HCly 4 mL
de HF de 48%. Las digestiones se llevaron a cabo en 800 W, presién maxima de 20
bares, 15 min de tiempo de rampa y a 30 min de tiempo de espera a 150 °C. Las
muestras se analizaron en el equipo ICP-OES iCAP 6500, Thermo Scientific, la
longitud de onda usada para la determinacion en el caso del Sn fue de 242.949 nm,
el resultado obtenido se analizé estereométricamente para obtener la concentracion

de SnO2 disperso.
6.4.6. Toxicidad de Sn** ion en B. subtilis.

La determinacion directa del efecto toxico del ion soluble de las NPs se realiz6 con
la cantidad del ion Sn** soluble de las NPs de SnO2 E2. En base a la cantidad de
ion Sn** que se cuantifico la bacteria B. subtilis se expuso a 1, 2.5y 4 mg/L de iones
Sn** (sal de SnCls.5H20) durante 24 h. La exposicion se realizé en incubacién a
37°C con agitacion constate a 200 rpm. Se utilizaron células sin exposicion al ion
(controles). El conteo de las células viables se realiz6 a las 0 y 24 h por medio de la
técnica de micro gota en placa (Miles-Misra) en placas de agar LB que se incubaron
por 24 h a 37 °C. El calculo se la viabilidad celular se realizé con el numero de
UFC/mL de las células expuestas a iones Sn** fue dividido con el nimero de
UFC/mL del control (Ec. 1).

6.4.7. Determinaciéon de daino a la membrana

El dafio a la membrana celular de bacterias y levaduras fue evaluada con el kit de
viabilidad celular live-dead BacLight. El kit live-dead estd compuesto por dos
colorantes o flurocromos (yoduro de propidio (Pl) y Syto9). Los colorantes

reaccionaron con los componentes de las células, en el caso de Syto 9 se presentd
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una interaccion con las enzimas esterasas de la célula, mientras que las bacterias
con dafio celular se tifieron de color rojo, por la interaccion del Pl con el ADN que

puedo entrar a la célula si la membrana celular se encontraba danada.

La preparacion de la muestra para la tincidén con el kit se realizé tomando 1 mL de
la dispersidn (por duplicado) en el tiempo donde se observé el efecto en la viabilidad
celular y se colocé en un tubo epppendorf. La muestra se centrifugd durante 10 min
a 10,000 rpm, se descart6 el sobrenadante y se lavo el precipitado dos veces en las
condiciones anteriores de centrifugado, al término se resuspendid en 1 mL de
solucién salina. La tincion de las muestras se realizé en tubos eppendorfs cubiertos
con aluminio para evitar el paso de la luz. Se tomé 100 de cada muestra preparada
y se adicionaron 0.3 yL de una mezcla en iguales proporciones de los colorantes
(Syto9 y PI). Las muestras se homogenizaron y se dejaron en reposo en oscuridad
durante 15 min. Después del tiempo de incubacién las muestras se lavaron dos
veces (10,000 rpm) con solucion salina 0.8%, se resuspendieron en 20 uL de
solucion salina. En el microscopio laser confocal (LSM 700 Zeiss), se tomaron 10
imagenes en campos diferentes de cada muestra. Las condiciones de excitacion-
emision maximas para estos fluorocromos son alrededor de 480/500 nm para Syto9
y 490/635 nm para PI.

6.4.8. Analisis de imagenes de microscopia confocal

El analisis de las imagenes tomadas con microscopia confocal se realizé con el
software Imaged (V 1.49). El software cuantificd células vivas, comprometidas y
muertas en muestras sin exposicion y con exposicion a las NPs con efecto toxico.
El analisis fue realizado en el formato original de la imagen (8 bits, 512 x 512 pixeles)
como imagenes TIFF. Las imagenes fueron separadas en los canales rojo y verde
para las células vivas y muertas. El umbral de los canales fue ajustado para obtener
imagenes binarias por separado con pixeles verdes o rojos. En el caso de las
imagenes binarias de pixeles amarillos-naranjas, la imagen de pixeles fue obtenida
por medio de la funcion “colocalization” del software, se establecio el punto medio

entre el umbral de los pixeles verde y rojo. Todas las imagenes binarias se
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analizaron a través de la funcion "analyze particle", se ajusté el tamano de las
unidades de pixeles (4-500 unidades de pixeles), asi como la forma de elipses para
contar las células, no se tomaron en cuenta en el conteo de las células de los bordes
de la imagen. Los datos obtenidos se analizaron en Excel en donde se obtuvo la
media y el error estandar. Al final el porcentaje de los tipos de células, se estimé
con la relacion de la media de las células verdes, rojas o amarillas, tomando en

cuenta la media total de las células contadas por imagen.
6.4.9. Analisis estadistico

Los ensayos realizados fueron hechos por duplicado y triplicado, con lo cual se
obtuvieron las medias y desviaciones estandar. Los datos del analisis de ImagenJ
se procesaron a través del software R-project con el test de Dunnet en p<0.05. Las
diferencias significativas de las células vivas, muertas o comprometidas entre

tratamientos y controles se indicaron con la marca *.

6.4.10. Dafo estructural y composicion de células por
microscopia electrénica de barrido.

Se corroboré el dano a la membrana celular por medio de microscopia electronica
de barrido (MEB), en el equipo MET (Jeol JSM-7401F). Se prepararon muestras de
dispersiones de células sin exposicion y con exposicion a 1000 mg/L de NPs de
SnO:2 a las 24 h de exposicion. Por medio de centrifugacion se recuperaron células
(1 mL), las cuales fueron resuspendidas en glutaraldehido al 3% durante 2h a4 °C
para su fijacion. Enseguida las células fueron lavadas dos veces con buffer milloning
(10 mL) y filtradas a través de una membrana de policarbonato con diametro de
poro de 0,2 um. El siguiente paso fue la deshidratacion de la muestra por medio de
gradientes de concentracion de etanol (30 a 100%) durante 10 min en cada
concentracion. La muestra fue colocada en un soporte de aluminio para MET y se
le realiz6 un bafo iénico con oro durante 30 segundos a 40 mA (Deskll Denton
Vacuum). La observaciéon de imagenes se hizo con el detector de electrones
secundarios y el analisis elemental de las muestras se realizé por la técnica de
energia dispersiva de rayos X (EDS, Oxford Inca PentaFETX3).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1. Sintesis de las nanoparticulas inorganicas

En el presente trabajo se usaron diferentes métodos de sintesis; precipitacion
alcalina, calcinacion y tratamientos hidrotérmicos, en base a estudios reportados.
(A.S. et al.,, 2010; Tirado-Guizar et al., 2015; Vasquez et al., 2016).

7.1.1. Nanoparticulas de CuO

Los métodos usados en la sintesis de NPs fueron; precipitacion alcalina descrito por
Lange (2010). Se us6 como precursor el acetato de cobre (Cu (CH3COO)z2) y como
agente estabilizador el hidréxido de sodio (NaOH) (Ec 2, 3).

Cu?*+NaOH —28%%n _,cy (OH): + 2Na* (Ec 2)
AN
Cu (OH)2 ——— CuO + H20 (Ec 3)

En la reaccién de sintesis de las NPs se presentd una coloracién negra, en el tiempo
de enfriamiento en la solucion se observé la precipitacién de un polvo negro (NPs
de CuO). Esta reaccion de sintesis de precipitacion alcalina, se ha utilizado por
varios autores (Anandan & Yang, 2007; Rahnama & Gharagozlou, 2012).

7.1.2. Nanoparticulas de SnO2

En la sintesis de NPs de SnO:2 sin dopar se usaron dos metodologias. Las NPs
esféricas de menor tamafo y de forma flor fueron sintetizadas con un método
hidrotérmico (Vazquez, et al. 2016), en donde la cantidad del NaOH fue la clave
para obtener las diferentes morfologias. Un exceso de NaOH (0.9 M) produjo NPs
en forma de flor, mientras que menores cantidades de NaOH (0.3 M) se presentaron
NPs en forma esférica. La reaccion de la sintesis indicdé que la baja cantidad de
NaOH formé precipitados de Sn(OH)4, los cuales fueron precursores de las NPs

esféricas (Ec 4, 5).

37



SnCls + 4ANaOH —Sn(OH)s + 4NaCl (Ec 4)
Sn(OH)s — SnO2 + 2H20 (Ec 5)

En la sintesis de NPs tipo flor una cantidad mayor del NaOH, produjo una
sobresaturacion de iones de Sn(OH)s?, siendo estos los precursores para la
formacion de las barras, las cuales al agregarse originaron una forma tipo flor (Ec
6, 7).

SnCls + 6NaOH — Naz2[Sn(OH)e] + 4NaCl (Ec 6)
Naz2[Sn(OH)s] — Sn(OH)4 + 2NaOH —>Sn0O2 + 2H20 (Ec 7)

Se sintetizaron NPs SnO:2 esféricas con un tratamiento de calcinacion a 350 °C. El
tratamiento de calcinacion es un método de sintesis en el cual la temperatura se

vinculo a las caracteristicas de las NPs sintetizadas (A., M.A., AY., & M.N., 2014).
7.2. Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas inorganicas.

Las caracteristicas de forma, tamafio y composicion de las NPs, estan muy
relacionadas con el efecto toxico causado.

En la caracterizacion de las NPs de CuO se obtuvieron NPs de forma esférica con
un tamafo primario promedio de 5 nm (Fig 19A), en la composicion quimica, se
detectd la presencia de los elementos Cu y O con un 77.61 y 15.72 % en peso
respectivamente (Fig 19B). Estos datos nos indicaron que se obtuvieron NPs puras,
es decir, sin contaminacion por otros elementos. Solamente el carbono, se presentd
con un bajo porcentaje (6.67 % peso), la presencia de este elemento se relacion6
con la sintesis de las NPs. La caracterizacion de la fase cristalina de las NPs por
DRX (Fig 19C) presentd picos sin impurezas, corroborando la pureza de las NPs.
El espectro de las NPs de CuO presenta picos delgados debido al tamafio de la
particula, la intensidad y posicion de estos se corroboré con datos reportados
(JCPDS archivo No. 05-661).
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Fig 19 Imagen de MET (A), composicion elemental (B) y fase cristalina (C) de las

nanoparticulas de CuO.

En la Tabla 2 se presenta un resumen de la caracterizacion de las NPs, en donde
de manera general se observo un tamano primario de 2-85 nm, la mayoria presento
una forma esférica, excepto una de las NPs de SnO2 con forma tipo flor con tamaro

primario de 800 nm.

En la determinacion de la composicion quimica de las NPs de Fe3O4 se presentd un
porcentaje en peso de Fe y de O de 33.40 y 3.29, respectivamente. En las NPs de
Fe® se encontraron elementos como el Cl, Si, Na y O, los cuales se atribuyeron a la
sintesis, sin embargo se obtuvo un 68.05% de % en peso de Fe (Tabla 2). El
espectro de las NPs de Fe° presento en la fase cristalina el pico caracteristico de
difraccion de (110) en un angulo de difraccion de 44.6°. Asi mismo, en las NPs de
magnetita se obtuvieron los picos correspondientes al espectro de magnetita
(Azcona et al., 2016).

Las NPs de SnOz, presentaron dos formas esféricas y flor, asi como dos tamafos
de NPs esféricas de 2 nm y 40 nm, por lo cual a estas NPs se les dio el nombre de
E2 y E40, respectivamente. En la forma tipo flor el diametro de la forma es de 800
nm y se identificaron como NPs F800, las cuales presentaron varillas de longitud de
400-600 nm. La composicién elemental de las NPs de SnO:2 fue determinada por
EDS en donde se observé la presencia de Sn y O. Los porcentajes en peso del Sn
y O obtenidos del analisis EDS, fueron de 73.2 y 11.9, respectivamente, esto

corresponde a NPs de SnO:2 puras. La presencia del aluminio se debe al soporte en
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cual se colocé la muestra para su observacion. Los picos de difraccion
correspondieron con la estructura del rutilo tetragonal del SnO2 (JCPDS tarjeta 041-

1445). No se observaron otros picos que indicaran impurezas, confirmando una fase

cristalina pura de NPs de SnOz2 (Tabla 2).

Tabla 2 Caracteristicas fisicoquimicas de las NPs inorganicas

Nanoparticul | Tamafho Forma Fase cristalina (DRX)
as primario
(nm)
Fe°® 30-85 Esférica (MEB) Hierro elemental
:_ 800 (118
2 w
% 200 e !H:ﬂ'l (r]m
E 200
2 % 0 % 0 W
2 Theta (grados)
FesOas 25-42 Esférica (MEB) Magnetita
§ | Lo
20 MW & s'a u'o w0
2 Theta (grados)
SnO2 2 Esférica (MET) | Oxido de estafio
2 Theta (grados)
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SnO2 40 Esférica (MET) | Oxido de estafio

Intensidad (u.a.)

2 Theta (grados)

SnO2 800 Flor (MET) | Oxido de estafio

Y
=3
=3
=)

Intensidad (u.a.)
g

2 Theta (grados)

7.3. Estabilidad de las nanoparticulas en los medios biolégicos.

El tamafio y la carga superficial son parametros importantes en la evaluacion de
toxicidad de NPs ya que pueden interactuar con los componentes del medio acuoso
y/o aglomerarse (Y. Li, Niu, Zhang, Zhang, & Shang, 2014). El tamafo
hidrodinamico de las NPs fue determinado en los medios biolégicos LB y YPD
(0.1X). En la tabla 3 se presentan los resultados obtenidos de este parametro. En
las NPs de CuO se hizo la determinacion del tamario en solucion salina (NaCl 0.8%)
en donde se presentaron en promedio un tamano hidrodinamico de 274+/-116. En
€l medio LB, las NPs de CuO presentaron el menor tamafio hidrodinamico (188+/-
19). Los tamarfos hidrodinamicos de las NPs de CuO indicaron una aglomeracion,
ya que a comparacion del tamafio primario (5 nm), el tamafio hidrodinamico en los
medios biolégicos fue mucho mayor. En reportes previos se observo la
aglomeracioén de las NPs de CuO, en donde NPs con un tamafio primario de

33.20+/-6.18 nm presentaron un tamaro hidrodinamico de 235 nm (Laha et al, 2014)
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y en estudios en el medio YPD, se presento la aglomeracion de las NPs con tamano
primario de 30 nm y con un tamano hidrodinamico de 2561 nm (Kasemets, Suppi,
Kldnnis-Beres, & Kahru, 2013).

En las NPs de SnO:z2 los tamanos hidrodinamicos promedios para las NPs E2, E40
y F800 SnOz2 fueron de 226+/-96, 860+/-107 y 453+/-92 nm, respectivamente (Tabla
3). Las NPs esféricas tienden a aglomerarse por la alta energia superficial de las
NPs, como consecuencia del menor tamano, debido a esto se el tamafo primario y
el tamafio hidrodinamico es tan diferente. Esto se observé en las NPs SnO2 E2 con
un tamafo primario menor de 2 nm pero con un tamafo hidrodinamico de casi 100
veces mayor (226+/-96 nm), y en base a los resultados de las otras muestras de
NPs presentaron el tamafio hidrodinamico mas pequefo. Este tipo y tamafno de
aglomeracion las NPs esféricas es comparable con otras NPs como ZnO y TiOz2 (Y.
Li et al., 2014; Suppi et al., 2015). En el caso de las NPs F800 nm el tamafo
hidrodinamico fue menor que el tamafo primario, esta diferencia se atribuyo a
problemas en la medida de la dispersiéon, por la forma tipo flor que no es una
estructura compacta. En reportes previos con materiales con forma de hoja, kiwi y
cebolla se presentaron tamafos hidrodinamicos ligeramente inferiores o superiores
a los tamafios obtenidos en la caracterizacién por MET (Dag, Lu, & Stenzel, 2015;
Dong, Badea, Poorghorban, Verrall, & Foldvari, 2015; Laha et al., 2014).

Las NPs de Fes3O4 presentaron aglomeracion en los diferentes medios biologicos,
con valores muy altos en comparacion de las demas NPs analizadas, esto se
relacion6 a las propiedades magnéticas de las NPs. En estudios previos se
determiné el tamafo hidrodinamico con este tipo de NPs en donde se recomendd
el uso de surfactantes con el objetivo de aumentar las fuerzas de repulsion y con
ello provocar una mayor dispersion, presentando agregados menores de 100-200
nm (Peeters, Lespes, Zuliani, Séan&ar, & Milagi¢, 2016). En las NPs de Fe®, la
empresa que las fabrica incluyd un dispersante fabricado en la empresa, con el
objetivo de evitar el fendmeno de la aglomeracion. El uso de este dispersante ayudo
a que las NPs de Fe® presentaron un tamafio hidrodinamico menor (150+/-11 nm),
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en comparacion de las NPs de magnetita (1082+/-213), en donde no se uso6 ningun

dispersante.

Los valores del potencial zeta de las NPs presentaron una carga negativa en los
medios bioldgicos, lo cual se relaciona con el pH del medio (7.2+/-0.2) que es mayor
que el punto isoeléctrico de las NPs. Por ejemplo, el punto isoeléctrico del SnO:2 es
de 4-5.5 y en FesOs4 el valor es de 6.5 a 6.8. Por lo cual las cargas negativas
predominaron por la presencia de atomos de oxigeno. En trabajos anteriores la
estabilidad de las dispersiones de NPs respecto a la carga superficial esta entre los
valores de +/-20 a +/-30 mV (da Rosa et al., 2015), en base a estos reportes los
valores de carga superficial o potencial zeta de las diferentes dispersiones de las

NPs de encuentran en general en el rango de dispersiones estables (Tabla 3).

Tabla 2 Caracteristicas de las nanoparticulas en los medios biolégicos

Medio LB Medio YPD

Tamano Potencial Tamano Potencial

hidrodinamico zeta (mV) hidrodinamico | zeta (mV)
Nanoparticulas | (nm) (nm)
CuO 188+/-19 -21+/-10 215+/-116 -18+/-9
SnO2 E2 226+/-96 -30+/-10 171+/-60 -36+/-10
SnO2 E40 860+/-107 -23+/-8 712+/-147 -26+/-4
SnO2 F800 453+/-92 -23+/-8 328+/-63 -26+/-6
Fe® 150+/-11 -28+/-8 357+/-24 -28+/-8
FesOa4 1082+/-213 -20+/-9 1105+/-217 -27+/-5
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7.4. Toxicidad de nanoparticulas inorganicas.

La toxicidad de las NPs en los microorganismos se evalud en concentraciones de
100-1000 mg/L con un tiempo de exposicion maxima de 24 h En la tabla 4 se
observa la toxicidad causada por las NPs a los diferentes modelos bioldgicos

ambientales.

Tabla 3 Efecto toxico de las NPs inorganicas

Nanoparticulas
SnO:2 SnO2 | SnO:2 Fe3sOs | Fe°

Modelos
biologicos Cuo 2nm) | (40 | (800

nm) nm)
S. cerevisiae - - - - - -
E. coli 20%* - - - - -
B. subtilis IC50>400 | IC50>500 | - - - -

mg/L mg/L

*Porcentaje de inhibicidon en base al control (600 mg/L)
- No se present6 inhibicion hasta 1000 mg/L

7.4.1. Toxicidad de NPs de Fe° y Fe304

Las NPs inorganicas de Fe® y FesO4 no presentaron efecto toxico en los modelos
bioldgicos expuestos a una concentracién de 1000 mg/L en un tiempo exposicidon
de 24. El efecto no téxico de estas NPs se relaciond con el tiempo de exposicion,
concentracion y la agregacion de estas en el medio. En reportes anteriores se
determiné que en valores de carga superficial estables, las NPs presentaron fuerzas
electrostaticas que impidieron la interaccion con la célula (Chen 2011). Por otra

parte la agregacion de las NPs se relacion6 con la concentracién y el tiempo, esto
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ocasionado por las altas concentraciones que producen una mayor agregacion y a
mayor tiempo de exposicién se produce la sedimentacion de las NPs evitando la
interaccidn con las células (Fajardo et al., 2013).

7.4.2. Toxicidad de NPs de CuO

La exposicion a las NPs de CuO se realizo en las bacterias Gram negativa (E. coli)
y Gram positiva (B. subtilis) y en la levadura S. cerevisiae. En la Fig 21 se presentan
las cinéticas de exposicion (100-800 mg/L). La bacteria B. subtilis, a la segunda hora
de exposicion en las concentraciones de 600 y 800 mg/L presentd una disminucion
total en la viabilidad celular (Fig 20a). En base a los resultados anteriores se
determind la concentracion inhibitoria estimada del 50% (ICso) a las dos horas de
exposicion 497 mg/L a las 2 h de exposicion a las NPs. En el caso de la bacteria E.
coli (Fig 20b) se present6 un una disminucién del 20% en la viabilidad celular y en

la levadura S. cerevisiae no presentd toxicidad a las 24 h de exposicidn a estas NPs.

En el trabajo presentado por Laha (2014) se evaluarén NPs de CuO de formas
esférica y tipo hoja, con potencial zeta negativo, diferentes tamafios hidrodinamicos
por la forma de las NPs y con exposicion bacterias Gram positivas y negativas. En
los resultados de Laha obtuvieron determinaron diferentes concentraciones
minimas inhibitorias para cada modelo biolégico, demostrando que la toxicidad de
las NPs de CuO depende de varios factores como el tamarfo, forma de la NP y la
naturaleza o composicion de los modelos biolégicos evaluados. Las
concentraciones de exposicion a las NPs fueron mas bajas (0- 0.4 mg/mL), que las

evaluadas en el presente trabajo.
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Fig 20 Viabilidad celular de B. subtilis (A) y E. coli (B) en funcion del tiempo con
diferentes concentraciones de NPs de CuO (mg/L): 100 (@), 400(®), 600 (4)y 800

(M.
7.4.3. Toxicidad de NPs de SnO:

La evaluacion de la toxicidad de las NPs de SnOz2, en la bacteria Gram negativa E.
coli, se determiné mediante una cinética de exposicion a las NPs de SnO2 E2, E40
y F800 (0, 8 y 24 h) en donde no se observo inhibicién en la viabilidad celular en
concentraciones de 200 a 1000 mg/L de NPs. En estudios anteriores se ha
demostrado que las bacterias Gram negativas presentan mayor sensibilidad a las
NPs ya que penetran la membrana celular o bien generan un dafio oxidativo por la
produccion de ERO/ROS (Laha et al., 2014; Lin et al., 2014). En el caso especifico
de la evaluacion de la toxicidad de NPs de SnO:2 en E. coli se han realizado pocos
estudios. Un trabajo resiente con este tipo de NPs evaluaron diferentes formas;
esférica y tipo coliflor (70-90 nm), con surfactantes, los cuales promovieron el efecto
toxico de las NPs bajo condiciones de luz visible, en cambio en la exposicion a NPs
sin surfactantes se presentd una mayor actividad fotocatalitica con luz ultravioleta
(Talebian & Sadeghi Haddad Zavvare, 2014). Uno de los mecanismos propuestos
de toxicidad de las NPs de SnO2z es la produccion de ERO/ROS causado por el
efecto fotocatalitico de las NPs bajo luz ultravioleta o luz visible (Vidhu & Philip,
2015).

46



En el modelo biolégico de bacteria Gram positiva (B. subtilis) se determin6 efecto
en la viabilidad celular. Las NPs de SnO2 E4 y F800 con concentraciones de 200 a
1000 mg/L, en un tiempo de exposicién de 24 h, no presentaron efecto toxico en B.
subtilis. En cambio las NPs E2 en un tiempo de exposicion de 24 h se redujo la
viabilidad celular en un 65% en una concentracion de 500 mg/L y en las

concentraciones de 800 y 1000 mg/L se presento una inhibicion del 100% (Fig 21).

53 8 8

Viabilidad celular (%)
S

o

0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (h)

Fig 21 Viabilidad celular de B. subtilis en funcion del tiempo con diferentes
concentraciones de NPs de SnO2 (mg/L): 200 (e ), 500¢ ), 800 (4) y 1000 ().

El efecto de las NPs SnO2 E2 en la bacteria B. subtilis, es resultado de una mayor
interaccién con las moléculas cargadas positivas (acidos lipoteicoicos) en la
membrana de las bacterias Gram positivas, por el menor tamafio hidrodinamico, la
carga superficial negativa y la estabilidad de las NPs SnO2 E2 en el medio. En
comparaciéon con las NPs F800, en donde no se presento toxicidad se relaciond con
la baja interaccion con la célula ocasionado por la forma de la NP, en donde la parte
final de las barras interacciona con la superficie de la célula. La influencia en la
forma de las NPs es importante por el alineamiento con la superficie de la célula, en
el caso de las NPs esféricas presentaron mas contacto a diferencia de los
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nanotubos o las NPs en forma de hoja, flor, coliflor, etc., ocasionando que las NPs

esféricas tuvieran mas efecto toxico en las células (Tong et al., 2013).

La diferencia del efecto toxico entre los modelos Gram positivos y Gram negativos
se relaciond con la diferencia en la composicion de la membrana y el modo de
interaccidn entre las células y las NPs. En reportes anteriores las bacterias Gram
positivas mostraron ser mas sensibles a NPs con carga negativa debido a que en la
superficie de la célula se presentan cargas positivas (Jesuvathy Sornalatha,
Bhuvaneswari, Murugesan, & Murugakoothan, 2015; Laha et al., 2014). En el
presente estudio, se sugiere que el tamafio menor y la carga negativa presente en
la NP interaccioné con la superficie celular con carga positiva de los acidos
lipoteicoicos, los cuales se encuentran en la capa de peptidoglicano de las
membranas de las bacterias Gram positivas, ocasionando un dafo a la membrana
celular y con ello una alteracion en la funcién celular. Previamente, Jiang (2009)
describio las interacciones principales de NPs de Oxidos metalicos (ZnO, TiOz2,
Al203) en biomoléculas de la superficie de la célula bacteriana, con la formacion de
enlaces hidrégeno e intercambio de ion. Otras interacciones se pueden presentar,

como la formacion de enlaces idnicos, hidrofébicos y fuerzas electrostaticas.

En base a los datos de viabilidad celular de B. subtilis, que se expuso a NPs de
SnO2 E2, se determind la 1C50>500 mg/L. En la busqueda de informacion al
respecto, no se encontrd informacién de valores reportados de ICso para NPs de
SnO:2 en bacterias. Talebian (2014) reportd la completa inhibicién de células de E.
coli en una concentracion estimada de 750 mg/L de NPs de SnO:2 esférico de 61

nm, bajo iluminacién UV, pero no se determiné el valor de 1Cso.

En el caso del modelo de célula eucariota S. cerevisie no presentd toxicidad en las
NPs SnO2 E2, E40 y F800. El modelo bioldgico S. cerevisiae se ha evaluado la
toxicidad en varias NPs como en el trabajo presentado por Garcia-Saucedo (2011),
en donde las NPs evaluadas de HfOz2, SiOz2, Al20s y CeO2 presentaron una baja
toxicidad en este modelo en concentraciones relevantes para el medio ambiente
(1000 mg/L).
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7.5. Mecanismos de toxicidad de las NPs con efecto toxico.
7.5.1. Mecanismo de toxicidad de las NPs de CuO

Se han descrito diversos mecanismos de toxicidad de las NPs de CuO, entre los
cuales se describié la ionizacion del Cu?*, que se relaciond con la composicidn
quimica del medio acuoso en el que se hizo la evaluacion (Gunawan, Teoh, Marquis,
& Amal, 2011; M. Li et al., 2011).

En el presente trabajo se determino la cantidad de Cu?* soluble en los diversos
medios biolégicos LB y YPD en concentraciones de 100 y 600 mg/L. En la
concentracion de 600 mg/L en el medio LB, se cuantifico en el tiempo cero, 30.31
mg/L de Cu?*, a las 2 h se cuantificaron 86.78 mg/L del ion soluble de CuO y a las
24 h aumento a 125 mg/L. En el medio YPD no se presentd efecto toxico en la
levadura, pero aun asi se presentaron concentraciones altas del ion como se puede
observar en la Fig 22 en la concentracion de 600 mg/L a las 2 h se cuantificaron
271.23 mg/L de Cu?*. En estudios previos se observo que particularmente por la
composicion del medio YPD, las nanoparticulas de CuO se ionizaron en mayor
medida ya que los aminoacidos, péptidos y materia organica que estaba presente
interaccionaron con las NPs lo que provocd dos procesos simultaneos i) la
ionizacion del cobre aumentd por la dispersion del CuO facilitado por la composicién
del medio y ii) la formacién de complejos del cobre ionizado con los componentes
del medio rico en proteinas evitd la interaccidon con las células, ocasionando un

mayor efecto toxico (Kasements, et al., 2013)
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Fig 22 Concentracion de iones Cu?* de NPs de CuO en los medios LB (A) y YPD

(B)

En base a lo anterior, por la presencia de la ionizacion del cobre en los medios ricos

en proteinas, se realizé la evaluacién de la toxicidad de las NPs de CuO en B.

subtilis en el medio NaCl 0.8% con la finalidad de determinar si la ionizacion del

cobre en el medio LB es el mecanismo de toxicidad de estas NPs. En el medio NaCl

0.8%, no se encontré6 disminucidon en la viabilidad celular de la bacteria, la

cuantificacion del ion cobre en este medio fue de de 0.38 mg/L a las 2 h, en el medio

NaCl 0.8% (Fig 23). Esto indicé que el mecanismo de toxicidad de las NPs de CuO

esta vinculado con la ionizacién del Cu?* en él medio LB.
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Fig 23 Viabilidad celular de B. subtilis (a) y concentracién de iones Cu?* (b) de NPs

de CuO en el medio NaCl 0.8%
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7.5.2. Mecanismo de toxicidad de NPs de SnO2

El efecto toxico de NPs que contienen metales se vinculd con la ionizacién de los
metales toxicos (Chang et al., 2012; Song et al., 2010). En reportes previos el SnO2
es un compuesto con baja solubilidad en medios acuosos y en la cuantificacion de
la solubilidad en NPs de SnOz2 (70-92 nm) se ha reportado una baja ionizacion (0,1
y 0,2 ng/L) en medio salino fisioldgico (Talebian y Sadeghi Haddad Zavvare, 2014).
Con el fin de saber si la ionizacion de NPs de SnO2 E2 contribuy6 a la toxicidad, se
midi6 la cantidad de iones de Sn** en dispersiones en las concentraciones de 200,
500, 800 y 1000 mg/L en medio LB se incubaron durante 0, 8 y 24 ha 37 °C. En las
dispersiones analizadas la cantidad mas alta de Sn** fue de 2,2 + 0,9 mg/L, lo que
represento solo el 0,2% del total de Sn en la dispersion de 1000 mg/L de SnO2 NP
(Fig. 24).

3 - m0h =8h 24 h
)
o 2 -
E
;l’-_ 1
o 1-

0 ‘ - =5 ﬁ_

200 500 800 1000

Concentraciéon de NPs (mg/L)

Fig 24 lon soluble de Sn** de NPs SnO2 E2 en medio el LB

La determinacion del efecto del ion soluble de Sn, se realizé mediante la exposicidon
de B. subtilis al ion en concentraciones de 1, 2.5 y 4 mg/L durante 24 h en las
mismas condiciones de los ensayos de toxicidad. En la Fig 25 se puede observar
que en las diferentes concentraciones de ion Sn no se encontrd toxicidad en B.
subtilis. Esto concuerda con los resultados previos reportados por Han y Cooney en

1995 en donde reportaron los valores Sn* * de ICso de 111 y 130 mg/L del ion
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expuesto a P. fluorescens y Serratia sp. Estos resultados confirman que el efecto

téxico de SnO2 NPs de B. subtilis fue causado unicamente por NPs.
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Fig 25 Viabilidad celular de B. subtilis expuesto a diferentes concentraciones del ion
Sn** (24 h)

La estabilidad de las dispersiones de NPs de SnO2 se corroboré mediante la
cuantificacion del SnOz2, de la fraccidén dispersa (sobrenadante) a las 0 y 2 h de
incubacion en las mismas condiciones de los ensayos de toxicidad. Las
dispersiones tenian una concentracion de 250 mg/L, las cantidades obtenidas (Fig
26) fueron moderadamente mas altas a el tiempo de 0 h a diferencia de las 2 h. En
base a estos resultados se confirmd que las dispersiones de las NPs de SnO2 E2
son muy estables, ya que mas de la mitad de las NPs totales estaban en dispersion,
seguidas por E40 y F800 NPs. Esto es consistente con el valor mas alto de potencial
zeta para las NPs E2. Es importante mencionar que aun con la aglomeracion de
estas NPs, el tamafo hidrodinamico de estos agregados es el mas pequeno de este
tipo de NPs. y con mayor tendencia a dispersarse en el medio en comparacion con
E40 y F800 NPs. El menor tamafio hidrodinamico y mayor estabilidad observada
para NPs de SnO2 E2 podria favorecer su interaccion con células y su efecto de

toxicidad.
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Fig 26 Fraccién dispersa (sobrenadante) de las dispersiones de NPs de SnO:2 en
medio LB.

En base a lo anterior, se estudio el mecanismo de toxicidad causado por las NPs de
SnOz2, evaluando si estas afectan la integridad de la membrana de B. subtilis. Se
prepararon muestras de células expuestas a NPs de SnO2 E2, E40 y F800 durante
24 h, las cuales fueron analizadas a través de microscopia confocal, después de
realizar la tincion de las muestras usando dos colorantes que distinguen el dafio a
la membrana como se describd en la metodologia. El analisis se llevd a cabo en un
total de 10 imagenes por muestra, se uso células sin exposicion y células expuestas
a NPs en diferentes concentraciones. En la Fig 27 se muestran imagenes de
microscopia confocal en donde las células control (Fig 27A) predominan células
tefidas de color verde, indicando que la membrana de celular estaba intacta. En
cambio en la imagen (Fig 27B) de células expuestas a NPs SnO2 E2 predominaron
las células color rojo, amarillas y algunas verdes, lo que indicé un dafo a la
membrana celular, esto se relaciondé con los resultados de viabilidad celular en
donde estas NPs presentaron una inhibicion total de la viabilidad celular. En el caso
de las células expuestas a E40 y F800 (Fig 27C y D, respectivamente) se
presentaron células en su mayoria color verde lo que indico poco dano a la

membrana de las células expuestas a estas NPs.
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10 pm

Fig 19 Imagenes de microcopia confocal de células de B. subtilis tenidas con Syto9
(colorante verde, sin dafo en la membrana) y Pl (colorante rojo, dafo en la
membrana). Células comprometidas se tifien de color amarillo y naranja. Células no
expuestas (A) y las células expuestas a 1000 mg/L de E2 (B), E40 (C) y F800 (D)
NPs de SnO:2

Las imagenes de microscopia confocal se analizaron con el software ImagedJ con el
fin de estimar el porcentaje de células vivas, comprometidas y muertas. Este
porcentaje se determindé mediante el conteo de las células con el software como se
indica en la metodologia. En la Fig 28, se presentan los resultados en porcentaje
del analisis, en donde las células sin exposicidén tuvieron un mayor porcentaje de

células vivas (95.4%). En cambio los porcentajes de células expuestas a 500 y 100
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mg/L de NPs de SnO:2 ES, el porcentaje de células vivas disminuyo
significativamente a 72% (500 mg/L) y el 30% (1000 mg/L) y el porcentaje de células
comprometidas aumento significativamente a 28% y 50%, respectivamente. En el
caso de las células muertas se presentd un 20% en las células expuestas a la
concentracion de 1000 mg/L de NPs E2, este porcentaje se relacion6é con la
reduccion en la viabilidad celular causada por estas NPs. Aun y cuando este
porcentaje de células rojas no es tan significativo como el efecto que se observé de
inhibicion total en la viabilidad celular, esto se relacion6 con que la mayoria de las
células no estaban activas metabdlicamente para que se obtuvieran en el conteo en
placa. Esta inactivacidén de la division celular en las células intactas bajo estrés se

ha descrito anteriormente (Codony, Agusti, & Allué-Guardia, 2015).

En cuanto a las células expuestas a las NPs E40 el porcentaje de células vivas y
comprometidas fue menor de un 75 y 23% respectivamente, al presentado por las
NPs E2. El porcentaje de dafio celular mas bajo fue el causado por la exposicion a
las NPs F800 en donde solo se presentd un 17% de células comprometidas, este
porcentaje no presenta una diferencia significativa en base a los porcentajes de las

células control.
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Fig 28 Efecto de la exposicién a NPs de SnOz2 en el dafio de la membrana de la
célula de B. subtilis. Se obtuvieron los porcentajes de células vivas, muertas y
comprometidas mediante el conteo de células realizadas en imagenes de

microscopia confocal

El dafo a la membrana se corroboré por medio de MEB en donde células B. subtilis
fueron expuestas a 1000 mg/L de E2 en tiempos de 0 y 24 h. Las imagenes se
muestran en la Fig 29. Las imagenes de las células no expuestas alas 0y 24 h de
incubacion (Fig. 29A y 29C, respectivamente) mostraron las células sin dafio de la
membrana o cambios morfolégicos. Del mismo modo que en las células sin
exposicién, no se observo ningun dafo de las células en el tiempo cero, solo
aglomerados de nanoparticulas se observaron claramente en la superficie de las
células (Fig. 29B). En cambio, la imagen de las células expuestas a E2 NPs durante
24 h (Fig. 29D) mostro claramente dafos en la superficie de la célula como la
pérdida de integridad de la membrana y cambios morfolégicos como la elongacion
de las células. La pérdida de integridad de la membrana puede ser ocasionada por
la salida o la hidrdlisis de los componentes celulares, provocando cambios

morfoldgicos y la interrupcion de la funcion celular.
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Fig 29 Imagenes de MET de las células B. subtilis: muestras de las células no
expuestas se incubaron de 0y 24 h (A y C, respectivamente) y las células expuestas
a 1000 mg/L de NPs SnO2 E2 paraOy 24 h (B y D, respectivamente).

En imagenes de MEB acoplada al analisis EDS, se analizaron los aglomerados de
NPs en la superficie de la célula de B. subtilis y fueron identificadas con base en la
deteccion de los elementos de Sn y O (Fig 30). Las observaciones de MEB
corroboran el dano de la integridad de la membrana y cambios estructurales de B.
subtilis causada por las NPs de SnO:2 en la superficie celular, que confirmaron el

mecanismo propuesto de la toxicidad de las nanoparticulas.

57



(A) (B)

Area1 | Areaz Areas

Elemento | (% Peso) | (% Peso) | (% Peso)

C 19.41 51.50 83.82

o 13.87 1472 16.18

Sn 66.72 33.78 0.0
Total 100.00

Fig 30 Imagen de MEB (A) y la composicion elemental (B) células de B. subtilis
expuesta a 1000 mg/L de NPs SnO2 E2 (EDS).

7.6. Nanoparticulas de SnO2 dopadas

La sintesis y desarrollo de NPs dopadas, potencializa las propiedades fotocataliticas
y eléctrica de estas (Mishra & Sahay, 2012; Tirado-Guizar et al., 2015). Por lo cual
surgio el interés en la evaluaciéon de nanoparticulas ya que se contd con los
resultados previos en donde NPs con el mismo tamano, forma ocasionaron un
efecto toxico en uno de los modelos evaluados, por lo tanto, fue de interés

determinar si el elemento dopante puede intervenir en el efecto toxico de estas NPs.

La sintesis de NPs de SnO2 dopadas se realizé con un método hidrotérmico. El uso
de urea como agente reductor, la alta temperatura y presién generaron amoniaco
produciendo una reduccion in situ lo que generé NPs muy pequenfias. La adicion del
metal dopante se llevo a cabo por medio de sales solubles en concentraciones mas
bajas que el precursor (Bhattacharjee et al., 2015; Tirado-Guizar et al., 2015). En
la Tabla 5 se observa la caracterizacion realizada a las NPs de SnO2 dopadas. La
forma de las NPs es esférica y con tamanos primarios en el promedio de 2-3 nm. El
analisis elemental mostré el porcentaje atomico de los elementos de Sn, O
mostrando una alta pureza, asi como el porcentaje del metal dopante, el cual fue en
el orden de 1.4 a 3.2%.
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Tabla 4 Caracterizacién fisicoquimica de NPs de SnO2 dopadas y sin dopar

Nanoparticulas

Analisis por MET

Analisis por EDS (% atémico)

Tamano | Forma Sn o) Metal
primario dopante
(nm)
SnO: 2.2+/-0.4 | Esférica |38.8+/-7 |61.24/-7 |0
Sn02-Zn 2.4+/-0.2 | Esférica |32.3+/-6 |65.7+/-6 | 2.1+/-0.6
SnO2-Fe 2.3+/-0.3 | Esférica |28.4+/-2 |68.6+/-2 | 3.1+/-0.6
SnO2-Ti 2.8+/-0.4 | Esférica |25.3+/-3 | 71.5+/-3 | 3.2+/-0.3

Los espectros de DRX de las NPs de SnO2 dopadas y sin dopar (Fig 31). La

estructura tetragonal del rutilo del SnOz2 la cual fue comparada con la tarjeta ICDD

No. 77-0452. No se presentaron la presencia de otros picos que pudieron indicar

contaminacién. En cuanto al material dopante no presento picos en el espectro, esto

indicé que el porcentaje de estos metales es menor al 10% atémico, cumpliendo

con el porcentaje adecuado para clasificar a las NPs como dopadas.

Fig 31 Espectro de difraccion de rayos X de NPs de SnO2 dopadas (Tirado-Guizar

et al., 2015)

(110)

(101)

—Un-doped 5n0;
—Co-doped 5n0;
—Fe-doped 5n0;
—In-doped 5n0;
—Ti-doped Sn0;

20 30

40 28

50

60 70

59



La estabilidad de las NPs dopas en los medios LB y YPD (Tabla 6), se determiné
por medio del tamafo hidrodinamico en donde presentaron tamanos parecidos a las
NPs de SnO2 sin dopar E2, indicando que el metal dopante no influye en la
aglomeracioén de las NPs. En estudios de tamafios hidrodinamicos de NPs dopadas
se observd que el metal dopante aumenta significativamente el tamano
hidrodinamico como en las NPs de ZnO dopadas con Fe y Mn en donde las NPs sin
dopar presentaron un tamafo de 499.1+68.4 nm y las NPs dopados con Fe y Mn
de 679.0+171.0 y 516.0+89.2 nm respectivamente (Yin & Casey, 2014). La carga
superficial de las NPs dopadas en los dos medios biologicos fue negativa con

valores de carga estables (+20 a +30 mV) (da Rosa et al., 2015).

Tabla 5 Caracteristicas de las NPs de SnO2 dopadas y sin dopar en los medios

bioldgicos.
Medio LB Medio YPD
Tamaio Potencial | Tamaiio Potencial
hidrodinamico zeta (mV) | hidrodinamico | zeta (mV)
Nanoparticulas | (nm) (nm)
SnO:2 226+/-96 -30+/-10 171+/-60 -36+/-10
SnO2-Ti 281+/-36 -26+/-8 252+/-45 -29+/-5
SnO2-Zn 172+/-22 -23+/-7 193+/-35 -27+/-7
SnO2-Fe 60+/-3 -17+/-7 219+/-23 -29+/-6

En la exposicion a NPs de SnO2 dopadas, se llevdo a cabo en un tiempo de
exposicion de 24 h en dos concentraciones de 200 y 1000 mg/L en donde se
observo un efecto en la viabilidad celular en diferentes porcentajes como se muestra
en la tabla 7. En el caso de las NPs dopadas se hizo la exposicion durante 24 h no

encontrando efecto en las bacterias Gram negativas E. coli y P. aeruginosa en
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concentraciones de 200 y 1000 mg/L. El efecto toxico en los modelos Gram positivos
expuestos a NPs de SnO2 dopadas y sin dopar se relaciond con el tipo de membrana
celular y la forma esférica de las NPs (Tabla 7). El tamafio de las NPs se ha
relacionado ampliamente con su efecto toxico en los diversos sistemas bioldgicos
estudiados, en donde las NPs mas pequefias generan mayor efecto téxico
(Karlsson, Gustafsson, Cronholm, & Moller, 2009). El estudio presentado por Lin
(2014) donde evaluaron NPs de TiO2 con dos tamafios primarios de 10 y 50 nm,
mostraron mayor actividad toxica las NPs con un menor tamafno hidrodinamico y

primario.

En estudios previos con NPs dopadas se ha relaciono6 el efecto téxico con el tipo de
metal dopante y la composicién de la NP. Wu en 2010 evalud la toxicidad de NPs
de TiO2-Cu dopadas y sin dopar, determinando que las NPs dopadas con un mayor
porcentaje del metal dopante (1.8%) presentaron un efecto toéxico en la bacteria M.
smegmatis. En el caso de las NPs de ZnO dopadas con Fe y Mn, se observd una
menor ionizacion del zinc en las NPs dopadas con Fe, y el mecanismo de toxicidad
fue la produccién de especies reactivas de oxigeno y no por la ionizacion del Zn que
normalmente ocurre con este tipo de NPs (Yin, et al., 2014). Por lo que el efecto
téxico de las NPs dopadas, esta muy relacionado con la composicion quimica de

estas.

Tabla 6 Efecto toéxico de las NPs de SnO2 dopadas y sin dopar en diferentes
modelos biologicos

Porcentaje de inhibiciéon celular

MICROORGANISMO SnO2 SnO2-Fe SnO:2-Ti Sn02-Zn
B. subtilis 100 0 60 20
S. aureus - 30 20 20
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E. coli 0 0 0
P. aeruginosa 0 0 0
C. albicans 0 0 0
S. cerevisiae 13.47 0 25.64

- No se realiz6 la exposicion del microorganismo a esta NP.

. CONCLUSIONES.

El efecto toxico de las NPs de CuO, se relaciond con la solubilizacion de los
iones Cu?* en el medio de cultivo. Mientras que la toxicidad de las NPs SnO2 en
B. subtilis se asoci6 a la interaccion de las cargas negativas de las NPs con las
cargas positivas de moléculas presentes en la membrana de las células Gram
positivas (D-alanina), provocando un dafo en la membrana celular.

La gran interaccion de las NPs SnO2 E2 con las células puede deberse a su
tamano hidrodindamico mas pequefio y mayor estabilidad (carga y dispersién) en
el medio bioldgico, comparado con las NPs E40 y F800, Resultando en mayor
efecto toxico.

Los microorganismos ambientales mas sensibles a NPs podrian ser las bacterias
Gram positivas y las NPs con mayores efectos toxicos podrian ser aquellas con

tamafos primarios < 10 nm.

. RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar el mecanismo de toxicidad de las NPs de SnO2 dopadas
para comparar con los resultados obtenidos con las NPs sin dopar y determinar
si hay una diferencia en el mecanismo de toxicidad por efecto del metal dopante.
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