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Toxicidad diferencial de nanoparticulas de Ag y TiO,:
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ABSTRACT: This study compares the toxicity of silver nanoparticles (NPs Ag, 20 nm) and titanium
dioxide nanoparticles (NPs TiO,, 30 nm, anatase phase) in HUVEC cells and zebrafish embryos.
Characterization through electron microscopy, X-ray diffraction, and UV-vis spectroscopy con-
firmed their nanostructured dimensions and tendency to aggregate. In biological media, both
showed increased hydrodynamic diameters, attributed to a PVP coating that reduces their bio-
availability. It was observed that the behavior of the nanoparticles varied depending on the me-
dium in which their stability was assessed, resulting in changes to their particle size. In vitro, NPs
Ag exhibited higher cytotoxicity, linked to Ag* ion release and oxidative stress. In zebrafish, TiO,
NPs caused pigmentation loss and reduced survival (83.13% at 25 pg/mL), while Ag NPs showed
minimal toxicity despite accumulating in the chorion. This divergence is explained by the PVP
coating, which inhibited Ag* release in vivo but not in protein-rich cultures. The results reveal
model-dependent toxic profiles: Ag NPs pose a higher cellular risk, while TiO, NPs affect develop-
mental processes in vertebrates. The study highlights the necessity to integrate physicochemical
characterization with multi-model evaluations for accurate nanotoxicological assessments.
KEYWORDS: nanotoxicology, characterization, Ag NPs, TiO, NPs, HUVEC, zebrafish.

RESUMEN: Este estudio compara la toxicidad de nanoparticulas de plata (Ag NPs, 20 nm) y dio-
xido de titanio (TiO, NPs, 30 nm, fase anatasa) en células HUVEC y embriones de pez cebra. La
caracterizacion, mediante microscopia electronica, difraccion de rayos X y espectroscopia UV-
vis, confirmé sus dimensiones nanoestructuradas y su tendencia a agregarse. En medios biolo-
gicos, ambas NPs mostraron incrementos en diametro hidrodinamico, atribuidos a un recubri-
miento de PVP, el cual reduce su biodisponibilidad. Se observo que el comportamiento de las
NPs vari6 dependiendo del medio en donde se evalud su estabilidad, resultando en cambios en
su tamano de particula. In vitro, las NPs de Ag exhibieron mayor citotoxicidad, vinculada con la
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potencial liberacion de iones Ag* y a estrés oxidativo. En el pez cebra, las NPs de TiO, causaron
pérdida de pigmentacion y reduccion de supervivencia (83.13% a 25 pug/mL), mientras que las de
Ag mostraron toxicidad minima, pese a acumularse en el corion. Esta divergencia se explica por
el recubrimiento de PVP, el cual podria estar inhibiendo la liberacion de Ag* in vivo, pero no en
cultivos ricos en proteinas. Los resultados revelan perfiles toxicos modelo-dependientes: las
NPs de Ag poseen mayor riesgo celular, mientras que las de TiO, afectan procesos de desarrollo
en vertebrados. El estudio enfatiza la necesidad de integrar caracterizacion fisicoquimica y eva-
luaciones multimodelo para evaluaciones nanotoxicologicas precisas.

PALABRAS CLAVE: nanotoxicologia, caracterizacion, NPs-Ag, NPs-TiO,, HUVEC, pez cebra.

Introduccion

El desarrollo y la aplicacién de nanomateriales han aumentado exponencial-
mente en las dltimas décadas debido a sus propiedades unicas y su potencial
uso en sectores como la medicina, la electrénica, la energia y los productos
de consumo (Elzein, 2024). No obstante, estas mismas propiedades generan
preocupacién por su posible toxicidad en organismos vivos, al poder inducir
citotoxicidad, estrés oxidante, inflamacién, genotoxicidad y alteraciones del
desarrollo en una variedad de modelos biolégicos, impulsando asi el creci-
miento de la nanotoxicologia como disciplina clave para evaluar los poten-
ciales riesgos asociados con la exposicién a nanoparticulas (NPs) (Egbuna et
al., 2021).

La evaluacién adecuada de la toxicidad de las NPs requiere una caracte-
rizacién detallada de sus propiedades fisicoquimicas, pues pardmetros como
el tamafio, la forma, la carga superficial y el drea especifica influyen directa-
mente en su comportamiento biolégico (Egbuna et al., 2021; Zieliniska et al.,
2020; Raval et al., 2018). Aunque algunos fabricantes de NPs proporcionan
informacién bdsica, estas propiedades pueden verse modificadas por fac-
tores como el almacenamiento, el tiempo o el medio de exposiciéon (Mah-
moudi, 2021; Raval et al., 2018). Por ello, se vuelve esencial considerar tanto
la caracterizacién en seco, que analiza las propiedades intrinsecas de las NPs,
como la caracterizacién en htimedo, la cual evalta su comportamiento en
medios bioldgicos, incluyendo estabilidad coloidal, agregacién y formacién
de coronas proteicas (Zieliniska et al., 2020; Fadeel, 2022; Li et al., 2020).

Ademads de comprender las propiedades fisicoquimicas, es fundamental
utilizar modelos biolégicos que permitan evaluar los efectos téxicos de ma-
nera integral. Los modelos in vitro, como cultivos celulares, son ttiles para
estudiar mecanismos especificos de toxicidad de forma rapida y reprodu-
cible. En particular, las células endoteliales humanas (HUVEC) han demos-
trado ser un sistema representativo, al poder ser una de las primeras vias de
contacto con NPs en organismos humanos (Cao et al., 2017). Sin embargo,
estos modelos no capturan la complejidad de un organismo completo. En
este sentido, los modelos in vivo son esenciales para evaluar efectos sisté-
micos. Entre ellos, el pez cebra (Danio rerio) se ha destacado como una alter-
nativa eficiente, ética y econdmicamente viable. Su alta sensibilidad durante
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el desarrollo embrionario, su rapido ciclo reproductivo y su mantenimiento
sencillo lo convierten en un modelo robusto y versitil para estudios toxico-
légicos (Shao et al., 2024; Haque y Ward, 2018). Ademas, su posicién inter-
media entre modelos celulares y mamiferos ofrece un equilibrio entre com-
plejidad biolégica y practicidad experimental (Macrae y Peterson, 2025;
Horzmann y Freeman, 2018). El pez cebra comparte numerosos rasgos bio-
légicos, procesos de desarrollo y aspectos anatémicos y fisioldgicos con los
humanos. Cerca del 75% de sus genes presentan homologia con los del ge-
noma humano, convirtiéndolo en un modelo vertebrado ampliamente utili-
zado y confiable para estudios toxicolégicos (Zhang et al., 2003).

Las NPs de plata (NPs-Ag) y de diéxido de titanio (NPs-TiO,) son dos de
los nanomateriales mds empleados en la industria alimentaria y en pro-
ductos cosméticos (Emamhadi et al., 2020; Manzoor et al., 2024; Schau-
mann et al., 2015). Las NPs-Ag son ampliamente reconocidas por sus propie-
dades germicidas y antinflamatorias, lo cual ha favorecido su uso en
productos de higiene personal, textiles y materiales de uso médico (Bar-Ilan
et al., 2009; Qiang et al., 2020). Dichas propiedades se asocian principal-
mente con la liberacién gradual de iones Ag" cuando las particulas se en-
cuentran en contacto con soluciones acuosas (Sikder et al., 2018), pudiendo
favorecer su disminucién de tamafio en medios acuosos. Por otra parte, las
NPs-TiO, poseen diversas aplicaciones industriales gracias a sus caracteris-
ticas fisicas, mecdnicas, épticas y eléctricas mejoradas. En consecuencia, se
emplean como fotocatalizadores, aditivos en alimentos procesados, ingre-
dientes en productos para el hogar, pigmentos en cosméticos y componentes
fundamentales de pinturas y protectores solares (Manzoor et al., 2004). El
TiO, puede presentarse en tres fases cristalinas: rutilo, brookita y anatasa,
cada una con propiedades quimicas distintas. De estas, la fase anatasa, de
alta reactividad y estabilidad, se considera la més tdxica debido a su elevada
capacidad fotocatalitica, favoreciendo la generacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y, con ello, la induccién de estrés oxidativo (Johnston et al.,
2009). En medios con alta salinidad tienden a adsorber componentes de me-
dios liquidos sobre su superficie, pudiendo favorecer, en ocasiones, su aglo-
meracion.

A pesar de estos avances, persiste una brecha importante en la integra-
cién entre la caracterizacién completa de las NPs y su evaluacién bioldgica en
distintos niveles. Muchos estudios se centran en una sola dimensién, ya sea
fisicoquimica o bioldgica, lo cual limita la comprensién de la relacién entre
las propiedades de las NPs y sus efectos toxicos (Fadeel et al. 2015, 2022).

En este estudio, se propuso caracterizar de forma integral NPs de TiO, y
Ag mediante técnicas de caracterizacién en seco y en humedo, y evaluar su
toxicidad utilizando tanto cultivos celulares como el pez cebra como mo-
delos experimentales. Este enfoque busca llevar a cabo un andlisis integral
de la toxicidad de las NPs y contribuir a las estrategias de evaluacién de
riesgo en el campo de la nanotoxicologia.
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Materiales y métodos

Materiales

Las NPs-Ag (99.99% Ag, 20 nm, con 0.2% de PVP) y las NPs-TiO, (99.98%
anatasa, 30 nm, con PVP) fueron adquiridas de US Research Nanomaterials,
Inc. (EUA). Las células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) se
obtuvieron de la coleccién ATCC (CRL-1730, EUA). La sal marina utilizada
para la preparacién de agua de embrion (egg water) fue Sea Salt Instant Ocean
(EUA). Los reactivos empleados incluyeron la mezcla de nutrientes F-12K,
heparina y el suplemento para crecimiento de células endoteliales, adquiridos
de Sigma-Aldrich (EUA); suero fetal bovino, penicilina-estreptomicina, L-glu-
tamina y antimicético de Gibco (EUA); y el ensayo de proliferacién celular
CellTiter 96 AQueous One Solution de Promega (G3582, EUA).

Caracterizacion en seco

Microscopia electronica de barrido (SEM)

Para la determinacién del tamaiio y la forma, se utilizé un microscopio elec-
trénico de barrido JEOL-7610F en el Laboratorio Nacional de Investigacién
y Desarrollo Tecnolégico de Recubrimientos Avanzados (LIDTRA). Antes del
analisis, ambas NPs se dispersaron mediante ultrasonido. Posteriormente,
cada dispersion se diluy6 1:100 en 2-propanol y se coloc6 una gota sobre una
placa de silicio. Una vez seca, se recubrié con oro-paladio en vacio. La distri-
bucién del tamafio se obtuvo mediante la medicién de particulas individua-
les visibles en las micrografias y de forma manual.

Difraccion de rayos-X (DRX)

El anélisis se realizé con un difractémetro Rigaku Ultima-IV con cdmara de
temperatura (Rigaku HT-1500). Los patrones obtenidos se compararon con
el PDF Card#21-1272 para TiO, y el PDF Card#04-0783 para Ag en la base de
datos del software Jade 6.

Espectroscopia Raman
Los anélisis de Raman se realizaron en un equipo Horiba Labram HR Evolu-
tion con un liser He-Ne y una longitud de onda de 632.8 nm.

Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

Para el analisis de FTIR, la técnica utilizada fue reflectancia total atenuada
(ATR) con punta de diamante a 24 barridos y 4 cm™ de resolucién (PerkinEl-
mer, Spectrum GX).

Espectroscopia UV-Vis

La solucién de NPs dispersadas se utilizé para el andlisis en un espectrofoté-
metro Agilent 8453 con un l4ser de longitud de onda de 200 a 1000 nm.
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Caracterizacion en himedo

La caracterizacién de las NPs se realizé en el Departamento de Toxicologia de
Cinvestav-Unidad Zacatenco. Partiendo de soluciones de 1000 pg/mL de cada
NPs en agua destilada, estas fueron dispersadas mediante un ultrasonicador
de punta (GEX 130PB) en batio de hielo, aplicando pulsos de 60 s. Posterior-
mente, se tom6 una alicuota de 1 mL de cada dispersién y se colocé en una
celda desechable para la determinacién del didmetro hidrodindmico (DH) y el
indice de polidispersién (PdI). De manera similar, 1 mL de cada muestra se
utiliz6 para la medicion del potencial Z (ZP) en una celda de capilaridad des-
echable. Todas las mediciones se realizaron utilizando un Zetasizer Na-
n0ZS90 (Malvern Instrument Ltd) y se llevaron a cabo por triplicado. Poste-
riormente,las NPs se dispersarony diluyeron hastaalcanzar una concentracién
final de 100 pg/mL en agua de embrién (medio de mantenimiento para Danio
rerio) o medio F-12 (medio de cultivo para células HUVEC). Se midieron el DH
y el PdI de cada dilucién hasta por cuatro dias consecutivos. Todas las medi-
ciones se realizaron por triplicado, en tres experimentos independientes.

Caracterizacion biologica

Células HUVEC

La linea celular endotelial de cordén umbilical humano (HUVEC, por sus siglas
en inglés) se cultivé en medio de cultivo F-12K suplementado con 1 mg/mL de
heparina, 1% de suplemento de crecimiento para células endoteliales, 1% de L-
glutamina, 1% de penicilina-estreptomicina, 1% de antimicético y 20% de suero
fetal bovino (SFB). Las células se mantuvieron a 37 °C en una atmésfera con 5%
de CO,. El medio de cultivo se remplazé cada 48 h, o cada 72 h si la confluencia
celular no superaba el 50%. Para los ensayos de citotoxicidad, las células HUVEC
se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 12,000 células/cm? en un
volumen de 100 pL de medio de cultivo y se incubaron durante 24 h. Las NPs se
prepararon como se describié previamente a 5, 15, 25, 50 y 100 pug/mL de NPs-
Ag 0 NPs-TiO, en medio de cultivo con 10% de SFB. Mas adelante, el medio de
cultivo fue descartado y sustituido por 200 pL de la suspensién de NPs, incuban-
dose las células hasta por 24 h para la evaluacién de los pardmetros de citotoxi-
cidad. Después de 24 h de exposicién a NPs, se afiadieron 10 uL de CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay a cada pozo y se incubé durante
2ha37°C en una atmésfera con 5% de CO,, protegido de laluz. La absorbancia
se midi6 a 490 nm utilizando un lector de placas Infinite® 200 (TECAN).

Danio rerio

Los peces adultos de Danio rerio de tipo salvaje (WT, por sus siglas en inglés,
este tipo no tiene una denominacién especifica, como es habitual cuando no se
trata de una linea mutante o transgénica) se obtuvieron del acuario del Institu-
to de Biotecnologia de la UNAM, Cuernavaca, México. Los organismos se man-
tuvieron en un sistema de cultivo de flujo cerrado a 28 °C, bajo un fotoperiodo
de14hdeluzy10h de oscuridad, y fueron alimentados cuatro veces al dia. Para
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la obtencién de embriones, los peces adultos fueron cruzados y los huevos se re-
cuperaron al inicio del siguiente ciclo de luz. Posteriormente, los huevos fueron
lavados, separadosy cultivados en agua de embrién (preparada con Sea Salt Ins-
tant Ocean a una concentraciéon de 60 pg/mL en agua destilada) a 28 °Cpor 4 h
o hasta alcanzar el estadio de esfera. La evaluacién de los efectos téxicos y del
desarrollo de la larva (teratogénicos) se realiz6 siguiendo el protocolo 236 de la
Organizacién para la Cooperacién y el Desarrollo Econémicos (OECD 2013)
para el ensayo de toxicidad aguda en embriones (Fish Embryo Toxicity Test,
FET). Los embriones en estadio de esfera se distribuyeron en placas de 48 po-
zos, con una densidad de 10 embriones por pozo. Los embriones de Danio rerio
se expusieron a concentraciones de 5, 15, 25, 50 y 100 pg/mL de NPs-Ag o NPs-
TiO,. Las placas fueron incubadas a 28 °C y los embriones fueron monitoreados
diariamente hasta las 72 horas post fertilizacion (hpf) utilizando un estereomi-
croscopio, midiendo viabilidad, eclosién y anomalias en el desarrollo.

Analisis de resultados

Todos los experimentos se realizaron por cuadruplicado en al menos tres experi-
mentos independientes. Los resultados se expresan como media + desviacién es-
tandar. El andlisis estadistico se llevo a cabo utilizando el software Prism 10 (Gra-
phPad Software, Inc.). La normalidad de los datos se evalu6é mediante la prueba
de Shapiro-Wilk. Para los datos con distribucién normal, se aplicé un andlisis de
varianza de una via (ANOVA) seguido de la prueba post hoc de Bonferroni. En
caso de datos con distribucién no normal, se utiliz6 la prueba de Kruskal-Wallis.
Se consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando p < 0.05.

Los datos de dosis-respuesta se analizaron mediante regresién lineal.
Las concentraciones evaluadas se transformaron en log;, para linearizar la
relacién entre la concentracién de las NPs y la respuesta de la actividad me-
tabdlica. El modelo lineal se defini6é como:

Y=aX+b

Donde Y representa la respuesta normalizada, X es el log,, (concentra-
cién), a es la pendiente y b es la ordenada en el origen. La concentracién in-
hibitoria media (ICs,) se calculé resolviendo para X cuando Y = 50%.

ICso = 10 05 -DV/a
Resultados
Caracterizacion seca de las NPs de Ag y TiO,
El andlisis de la caracterizacién fisicoquimica en estado seco mostré que tanto

las NPs-Ag como las NPs-TiO, presentan morfologia poliédrica. La distribucién
de tamarios oscild entre 26 y 59 nm para las NPs-Ag, con un valor predominan-
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te en 37 nm, y entre 18 y 36 nm para las NPs-TiO,, con un méximo en 24 nm (fi-
gura 1). Atn después del proceso de dispersién previo ala caracterizacién, ambas
NPs evidenciaron tendencia a aglomerarse. El anélisis de DRX confirmé su natu-
raleza cristalina, revelando que las NPs-Ag corresponden a plata metdlica, mien-
tras que las NPs-TiO, se encuentran en fase anatasa, uno de los polimorfos de
este material (figura 1). El espectro Raman de las NPs-TiO, mostr6 cinco modos
activos caracteristicos de la anatasa en 144, 194, 396, 518 y 637 cm™" (Ohsaka et
al., 1978). Asimismo, se detect6 una sefial a 1014 cm™ atribuida a la presencia
de PVP en la superficie, asociada a fenémenos de fluorescencia.

El andlisis FTIR-ATR no evidencié sefiales definidas en las NPs-Ag, salvo
dos bandas de baja intensidad en 2831y 1372 cm™, asignadas a los grupos
-CH, y CH,-CH, respectivamente, lo que confirma la presencia de PVP. Por
su parte, la espectrofotometria UV-Vis respaldé la estructura de ambas NPs:
las NPs-Ag exhibieron bandas de absorcién con méaximos en 368 y 426 nm,
relacionadas con el plasmén de resonancia de la plata, aunque el PVP parece
interferir en la resolucién de la banda a 425 nm. En el caso de las NPs-TiO,,
se registré un tnico maximo en 282 nm, caracteristico de la fase anatasa
(una de las estructuras cristalinas del TiO,, caracterizada por su alta reacti-
vidad y estabilidad en nanoparticulas), junto con una banda de energia pro-
hibida de Eg = 3.07 eV (figura 1).

En conjunto, la caracterizacién fisicoquimica confirmé que las NPs-Ag
corresponden a plata metdlica y las NPs-TiO, a la fase anatasa, ambas con
morfologia poliédrica y tendencia a la aglomeracién; lo cual sugiere que sus
mecanismos de accién son la liberacién de iones de plata (NPs-Ag) y actividad
fotocatalitica (NPs-TiO,). Asimismo, se confirmé la presencia de PVP enla su-
perficie de las NPs, un factor que puede modificar sus propiedades dpticas y
su comportamiento de dispersién. Estos hallazgos son fundamentales para
interpretar la biointeraccion de las NPs con los modelos bioldgicos.

Figura 1. Caracterizacion fisicoquimica de las NPs de Ag y TiO,.
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Para cada NP se muestran micrografias de microscopia electronica de barrido; histogramas de distri-
bucion de tamano; patron de difraccion de rayos X; espectroscopia UV-Vis, espectroscopia de infrarro-
jo por transformada de Fourier y espectro Raman.

Fuente: Elaboracion de los autores.
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NPs- Ag

NPs -TiO,

Caracterizacion himeda de las NPs de Ag y TiO,

Se analiz6 la estabilidad de las NPs en medio F-12 por 72 h y en agua de em-
brién por 96 h (figura 2). En general, se encontr6 que el DH de las NPs es de un
orden de magnitud mayor que su tamaro de particula desde el momento en
que se introdujeron en los medios biolégicos. Durante el transcurso de las me-
diciones en el medio F-12, el DH de las NPs-Ag y NPs-TiO, permanece estable
hasta las 48 h, pero a las 72 h se observa un incremento significativo en el ta-
maifio. Por otro lado, en el agua de embridn, las NPs-Ag disminuyeron su DH
constantemente durante el transcurso de los 4 dias de exposicién al agua de
embrion (figura 2), lo cual también se observé a las 96 h en su PdI (figura 2).
Sin embargo, las NPs-TiO, no mostraron cambios significativos en este mismo
medio (figura 2). Estos resultados podrian explicarse por la presencia del recu-
brimiento de PVP, ya que el incremento de tamario de las NPs al encontrarse
en solucién puede afectar su biodisponibilidad a las células y el pez cebra.

Figura 2. Caracterizacion himeda de las NPs de Ag y TiO,.
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Para cada NP se muestran el DH y el indice de polidispersion en agua de embrion (hasta 96 h) y en medio
F-12K (hasta 72 h). Las graficas muestran el promedio y el error estandar (n = 3). La significancia esta-
distica fue determinada por ANOVA de una via con la prueba post hoc de Tukey (*p < 0.05 y **p < 0.01).
Fuente: Elaboracion de los autores.

Efectos de las NPs de Ag y TiO, en modelos en células endoteliales
humanas y embriones de pez cebra

Células HUVEC

El ensayo MTS en células HUVEC reveld citotoxicidad dependiente de la con-
centracién para ambos tipos de NPs, con valores de ICs, calculados a partir del
ajuste de regresién lineal. Las NPs-Ag presentaron un ICs, de 11.42 pg/mlL,
mientras que las NPs-TiO, mostraron un ICs, mds alto de 18.17 pg/mL, indi-
cando una mayor potencia citot6xica por parte de las NPs-Ag (figura 3). Las
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curvas de respuesta a la dosis mostraron dindmicas distintas: las NPs-Ag pro-
vocaron una disminucién abrupta en la viabilidad celular a concentraciones >
15 pg/mL (32.33% + 29.39% de viabilidad a 25 pg/mL), mientras que las NPs-
TiO, indujeron un descenso progresivo (52.07% + 44.32% a 25 pg/ml) (figu-
ra 3A). Los datos de viabilidad normalizados confirmaron efectos significati-
vos en todas las concentraciones evaluadas, con citotoxicidad completa
(>95% de reduccion) a 100 pg/mL en ambos tratamientos (figura 3A). Estos
resultados son congruentes con la pendiente mds pronunciada y las ICs, mas
agudas para las NPs-Ag en comparacién con las NPs-TiO,.

Danio rerio

Los embriones y larvas expuestos a las NPs se monitorearon cada 24 horas des-
pués de la exposicién. La supervivencia de embriones y larvas se determiné por
medio de indicadores visuales en estereoscopio, como apariencia transparente,
presencia de latido cardiaco y progreso a través de los hitos del desarrollo. Ningu-
na de las NPs disminuyd la capacidad de eclosién de los embriones expuestos. La
supervivencia embrionaria y el desarrollo en embriones de pez cebra mostraron
patrones diferenciados tras la exposicién a las NPs-Ag y NPs-TiO,. Aunque las
NPs-Ag mostraron una toxicidad general minima, se detectaron reducciones sig-
nificativas en la viabilidad a las 48 hpf (15 y 50 pg/mL) y alas 72 hpf (15 pg/mL),
a pesar de mantenerse las tasas de supervivencia por encima del 95% durante
toda la exposicién (figura 3B). Con respecto a las NPs-TiO,, se encontraron dife-
rencias significativas en la viabilidad dependientes de la concentracién a las 48
hpf (15y 25 pg/mL) yalas 72 hpf (5, 15, 25y 100 pg/mL), observandose una dis-
minucién en las tasas de supervivencia hasta 83.13% + 32.16% a 25 pg/mL y
85.00% + 26.22% a 100 pg/mL a las 72 hpf (figura 3). Para ambas NPs, la dismi-
nucién de la supervivencia coincidié con el momento de la eclosién, resaltando la
proteccion que provee el corion (membrana semipermeable que recubre a los em-
briones hasta la eclosién). No se identificaron alteraciones del desarrollo en los
embriones expuestos a las NPs-Ag; sin embargo, se identificé la acumulacién de
las NPs en el corion. Las anomalias del desarrollo en embriones expuestos a NPs-
TiO, presentaron una respuesta no lineal dependiente de la dosis: la pérdida de
pigmentacién alcanzé su punto maximo de manera significativa a 50 pg/mL
(52.73% + 36.55%), pero disminuy6 a 100 pg/mL (27.78% + 33.33%) (figura 3),
lo cual sugiere posibles cinéticas de saturacién o efectos umbral. Las concentra-
ciones mas bajas de NPs-TiO, (5-25 pg/mL) mantuvieron una tendencia dosis-
dependiente en la reduccién de la supervivencia y la pérdida de pigmentacién. La
acumulacién de las NPs en el corion, junto con el tamario del DH, sugiere que las
NPs no pudieron atravesar el corion y alcanzar a los embriones durante esta eta-
pa del desarrollo. Estos hallazgos subrayan la capacidad de las NPs-TiO, para alte-
rar la embriogénesis de forma mads severa que las NPs-Ag, con una dependencia
de la dosis evidente en concentraciones de 50 pg/mL, a pesar de los efectos ate-
nuados observados en la dosis mds alta, implicando mecanismos especificos de
accién nanoparticulada que podrian modificarse en niveles altos de exposicién.
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Figura 3. Efecto de las NPs de Agy TiO, en células HUVEC y en pez cebra.
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A) Se muestra el ensayo de MTS para evaluar la actividad metabdlica de las células HUVEC después
de 24 h de exposicion (n = 4). B) Se evalud la supervivencia del pez cebra, la eclosion y la pérdida de
pigmento hasta las 72 hpf (n = 3) con B) NPs de Ag y C) NPs de TiO,. La significancia estadistica fue
determinada por ANOVA de una via con la prueba post hoc de Tukey (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
Fuente: Elaboracion de los autores.

Discusion

Este estudio explora la utilidad de emplear distintos modelos biolégicos para
describir la toxicidad de NPs-Ag y NPs-TiO,. A través del uso de un modelo in
vitro (células HUVEC) y uno in vivo (pez cebra), se obtuvieron hallazgos com-
plementarios relacionados con sus propiedades fisicoquimicas, comporta-
miento biolégico y efectos toxicoldgicos. Los resultados permiten proponer
este trabajo como un estudio comparativo descriptivo que aporta evidencia
sobre los efectos diferenciales de las NPs en distintos sistemas biolégicos.

De acuerdo con la literatura, ambas NPs pueden llegar a ser téxicas para dis-
tintos organismos (Schaumann et al., 2015). Las NPs-Ag se consideran especial-
mente téxicas por su mecanismo de liberacién de iones, razén por la cual son va-
loradas como agentes antimicrobianos, antiftiingicos y antivirales (Chakraborty
etal., 2016), por lo anterior se esperaba que indujeran efectos severos en ambos
modelos. Mientras que las NPs-TiO,, al ser pasivas o persistentes, se esperaba
que no presentaran efectos severos, a pesar de su actividad fotocatalitica.
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Tanto las NPs-Ag como las NPs-TiO, presentaron morfologias polié-
dricas y se confirmaron sus dimensiones a escala nanométrica y su natura-
leza cristalina. Las NPs-Ag mostraron una estructura de plata metdlica,
mientras que las NPs-TiO,- se confirmaron en fase anatasa, como lo demos-
traron los andlisis de DRX y UV-Vis. De acuerdo con la caracterizacién en
seco, se confirma la presencia del recubrimiento de PVP, lo cual podria influir
en las interacciones de las NPs en medios bioldgicos. Es notable que ambas
NPs presentaron tendencia a aglomerarse a pesar de los esfuerzos de disper-
si6én, un desafio comun en la investigacién con NPs que puede afectar su bio-
disponibilidad y perfil toxicol6gico (Joudeh y Linke, 2022). Sin embargo, su
comportamiento en entornos bioldgicos varié notablemente segin el medio
de exposicién, lo cual resalta la necesidad de realizar una caracterizacién es-
pecifica para cada modelo. Por ejemplo, en el medio de cultivo celular F-12
utilizado para los ensayos in vitro, ambas NPs presentaron un aumento en el
tamarfio, probablemente debido a la formacién de coronas proteinicas o agre-
gacién, pudiendo influir en la captacién celular y la toxicidad. Mientras que
las NPs-Ag mostraron disminucién del DH dependiente del tiempo en agua
de embriones, lo cual sugiere procesos de disolucién relevantes para exposi-
ciones acudticas in vivo, las NPs-TiO, se mantuvieron mas estables, con-
gruentes con su caracteristica de persistencia. Aun asi, ambas NPs aumen-
taron al menos un orden de magnitud en su didmetro al encontrarse en
solucién en comparacién con su tamario de particula, lo cual es una caracte-
ristica de la presencia del recubrimiento de PVP y aglomeracién, repercu-
tiendo en la disponibilidad de las NPs para interactuar con los organismos.
Es importante mencionar que las NPs-TiO, a dosis elevadas forman aglome-
rados que exceden el tamario permisible de los poros del corion (0.5-0.7 pm),
disminuyendo su biodisponibilidad e internalizacién en comparacién con
concentraciones més bajas, en las cuales predominan particulas individuales
o pequenos agregados. Estos hallazgos, en conjunto, enfatizan que la estabi-
lidad y las interacciones de las NPs dependen en gran medida del medio en el
cual se encuentren, reforzando la necesidad de evaluarlas en condiciones que
imiten estrechamente cada modelo biolégico.

En el modelo celular, los resultados demuestran que las NPs-Ag exhiben
una citotoxicidad significativamente mayor que las NPs-TiO, en las células
HUVEC, con valores de ICs, de 11.42 pg/mL y 18.17 ug/mL, respectiva-
mente. Esta diferencia se atribuye a la capacidad de las Ag-NPs para liberar
iones de plata y generar ROS, mecanismos que inducen dafio mitocondrial y
apoptosis. Por el contrario, las TiO,-NPs, aunque menos téxicas, afectaron el
metabolismo celular a las concentraciones mas altas evaluadas, coincidiendo
con lo reportado por Gholinejad et al. (2019), en células HUVEC tras 24 h de
exposicién a NPs-TiO, de 10.74-30.41 nm, en las que se vinculé su actividad
a estrés oxidativo, inflamacién y muerte celular por apoptosis (Gholinejad et
al., 2019). La menor reactividad de las NPs-Ag sugiere que el recubrimiento
de PVP en nuestras NPs (mas pequefias pero estabilizadas) atenta la libera-
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cién de iones de plata, similar a Shi et al. (2014) donde se reportd una reduc-
cién del 80% en viabilidad a 2.5 pg/mL con particulas de 65 nm. Este efecto
varia segin el modelo celular: mientras las HUVEC mostraron viabilidad del
20% a 50 pg/mL, en monocitos (THP-1), la viabilidad cay6 a < 5% incluso a
10 pg/mL, resaltando la importancia de la selecciéon de lineas celulares en es-
tudios toxicoldgicos. Para las NPs-TiO,, la toxicidad reportada con particulas
de 50 nm (Montiel-Davalos et al., 2012) contra la ausencia de efectos con ta-
marfios menores (Kukia et all., 2018) subraya el papel critico del tamario, la
cristalinidad y el tiempo de exposicién en su actividad biolégica. Ademas, la
mayor toxicidad observada in vitro en comparacién con el modelo de pez
cebra sugiere que los mecanismos sistémicos en organismos completos
(como la desintoxicacién, la biodistribucién y la regulacién a nivel de tejido)
pueden modular y potencialmente mitigar los efectos de las NPs. Estos ha-
llazgos enfatizan la necesidad de caracterizar rigurosamente las propiedades
fisicoquimicas de las NPs (tamafio, recubrimiento, estabilidad coloidal) y es-
tandarizar protocolos experimentales para una evaluacién integral de
riesgos, particularmente en aplicaciones que involucren tejidos esenciales o
exposiciones prolongadas.

Mientras los modelos in vivo (como el pez cebra) revelan respuestas sis-
témicas, impactos en el desarrollo y patrones de biodistribucién, los ensayos
in vitro permiten desentrafiar mecanismos moleculares y realizar perfiles
utilizando técnicas de alto rendimiento. La dependencia exclusiva de un solo
modelo podria subestimar riesgos criticos, siendo recomendable usar més
de un tipo celular para discernir la evidencia de las diferencias en sensibi-
lidad entre, por ejemplo, células HUVEC y monocitos THP-1, o la aparente
atenuacion de efectos en organismos completos debido a mecanismos de de-
toxificacién.

La exposicién del pez cebra a NPs-Ag y NPs-TiO, no afecté la tasa de
eclosién ni la supervivencia embrionaria, lo cual indica que no hay toxicidad
durante las etapas tempranas del desarrollo. No obstante, en la literatura se
han reportado efectos adversos relevantes en embriones de pez cebra, como
alta letalidad y malformaciones asociadas con NPs-Ag en rangos similares de
concentracién y tamario (Lee et al., 2012; Qiang et al., 2020). Esta discre-
pancia podria deberse a la presencia de recubrimientos superficiales en las
NPs utilizadas en este estudio. Aunque no se confirmé experimentalmente
su presencia, es probable que el uso de polivinilpirrolidona (PVP) como esta-
bilizante haya influido en la biodisponibilidad del ion plata (Ag®), pues se ha
descrito que puede formar enlaces coordinados débiles con este ion, gene-
rando especies como Ag’, Ag-PVP y Ag* libre en solucién.

Se ha propuesto que el PVP puede actuar como un acarreador de Ag*
1abil, reduciendo asi su biodisponibilidad y, en consecuencia, su toxicidad
(Romih et al., 2016). De forma similar, Osborne et al. (2013) observaron una
reduccién significativa en la letalidad embrionaria al recubrir las NPs-Ag con
citrato o 4cido fulvico, promoviendo la acumulacién en el corion, lo cual res-
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palda la influencia del recubrimiento en los efectos téxicos observados.
Ademas, la estabilidad de las NPs-Ag esta fuertemente influenciada por la
salinidad del medio de exposicién. En presencia de sales, las NPs tienden a
desestabilizarse mas rapidamente, favoreciendo la liberacién de Ag*, que a
su vez puede formar especies menos toxicas como AgCl o Ag,S (Sikder et al.,
2018; Li et al., 2020; Schaumann et al., 2015). Estos factores fisicoquimicos
podrian explicar la ausencia de efectos significativos en el desarrollo tem-
prano del pez cebra tras la exposiciéon a NPs-Ag.

La exposicién a NPs-TiO, comprometié ligeramente la supervivencia
larval del pez cebra y generé alteraciones fenotipicas evidentes, tales como
pérdida de pigmentacién, menor longitud corporal y agrandamiento del saco
vitelino, todas ellas caracteristicas asociadas con el estrés fisiolégico y al re-
traso en el desarrollo. Uno de los mecanismos de toxicidad mas ampliamente
aceptados para las NPs-TiO, es la generacién de ROS, resultado de su acti-
vidad fotocatalitica. Esta se activa cuando las particulas son expuestas a luz
cuya energia excede su banda prohibida, lo cual, en el caso de las NPs em-
pleadas en este estudio, puede lograrse con luz visible (Pant, Park y Park,
2019). Las ROS generadas pueden interferir con multiples procesos celu-
lares, incluyendo la sintesis de melanina, afectando directamente a los mela-
nocitos y provocando pérdida de coloracién en el cuerpo y los ojos (Kim et
al., 2014; Zhu et al., 2023).

Ademads, el estrés oxidativo inducido por ROS puede alterar eventos
clave del desarrollo temprano, como la somitogénesis y la sefializacién neu-
rodesarrollativa, traduciéndose en malformaciones axiales y acortamiento
corporal. Esto es consistente con lo reportado por Bar-Ilan et al. (2012),
quienes observaron crecimiento atrofiado en larvas expuestas a NPs-TiO, de
aproximadamente 23.3 + 9.8 nm. Efectos similares concuerdan con lo repor-
tado en otros modelos acuaticos, como Oryzias latipes (Paterson et al., 2011),
donde se observé embriotoxicidad, acumulaciéon de NPs en el corion, malfor-
maciones y una reduccién en la supervivencia embrionaria.

En conjunto, estos resultados evidencian un perfil de toxicidad especi-
fico de las NPs-TiO,, diferenciado del observado para NPs-Ag, reforzando la
nocién de que la toxicidad de las NPs estd determinada no solo por sus pro-
piedades fisicoquimicas, sino también por su interaccién con los organismos.
Estos hallazgos destacan la importancia de incluir la evaluacién de efectos
subletales y del desarrollo en la evaluacién ecotoxicolégica de NPs, especial-
mente en modelos acudticos sensibles como el pez cebra.

A pesar de este enfoque integrador, identificamos limitaciones metodo-
légicas. La aglomeracién de NPs en medios biolégicos y la falta de deteccién
directa del recubrimiento de PVP en estudios in vivo destacan desafios téc-
nicos que podrian sesgar los resultados. Escamilla et al. (2019) reportaron
que la toxicidad diferencial entre nanoparticulas desnudas y recubiertas con
PVP no fue significativa, a diferencia de otros recubrimientos, como el PEG,
los cuales mostraron efectos atenuadores mas marcados. Ademads, estudios
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como el de Dagmara, M. et al. 2012 evidencian que el recubrimiento con PVP
reduce la liberacién de iones metélicos responsables del estrés oxidativo.

Futuras investigaciones estdn dirigidas a optimizar protocolos de dis-
persién, incorporar mas de un modelo celular y evaluar exposiciones cré-
nicas para reflejar escenarios realistas. Asimismo, la remocién del corién en
embriones de pez cebray el analisis de pardmetros conductuales en larvas (p.
ej., respuesta a estimulos, natacién), como proponen Shao et al. (2024) y
Chen, Lin y Tseng (2011), aumentarian la sensibilidad y el valor predictivo
de este modelo. Debido a las diferencias filogenéticas entre el pez cebra y los
humanos, los resultados obtenidos en este modelo no siempre pueden extra-
polarse directamente a las toxicidades observadas en condiciones clinicas.
Por ello, es necesario continuar investigando para comprender mejor c6mo
estas diferencias pueden influir en el valor predictivo de los estudios toxico-
légicos con nanoparticulas.

En conjunto, los resultados demuestran que las NPs-Ag y NPs-TiO, po-
seen propiedades fisicoquimicas y que sus efectos toxicolégicos son depen-
dientes del modelo experimental utilizado. El uso de diferentes modelos per-
mite una evaluacién mads integral de la toxicidad de las NPs en funcién de su
complejidad bioldgica, vias de exposiciéon y relevancia ecolégica. Esta estra-
tegia de modelo dual mejora nuestra capacidad para predecir y mitigar los
riesgos que plantean las NPs en contextos reales. Este trabajo refuerza el
principio de que la seguridad en aplicaciones nanotecnolégicas exige estrate-
gias multidisciplinarias, donde la caracterizacién rigurosa de las NPs y la se-
leccién critica de modelos bioldgicos sean pilares para anticipar riesgos en la
salud humana y en los ecosistemas.

Conclusiones

El aumento del DH (~10x en medios biolégicos) explica la menor biodispo-
nibilidad observada in vivo. El hecho de que las NPs-Ag redujeran su tamario
en agua de embrién sugiere la disolucién progresiva de Ag*, pero su acumu-
lacién en el corion, sin efectos morfolégicos, indica que la agregacién limitd
su penetracién al embrién de pez cebra. Este fenémeno contrasta con su alta
citotoxicidad in vitro, donde el medio F-12 (rico en proteinas) promovié co-
ronas proteicas que facilitaron la internalizacién celular. La fase anatasa de
las NPs-TiO, (confirmada por DRX y UV-Vis) tiene un bandgap de 3.07 €V,
compatible con la generacién de ROS bajo luz visible. Esto puede explicar la
pérdida de pigmentacién en las larvas, vinculada con el estrés oxidativo en
melanocitos y tejidos en desarrollo. La ausencia de este efecto en HUVEC po-
dria deberse a condiciones de cultivo sin iluminacién UV, resaltando la im-
portancia de estandarizar pardmetros ambientales en ensayos in vitro. Aun-
que no se confirmé experimentalmente, el PVP declarado por el fabricante
podria explicar la estabilidad diferencial de las NPs. En NPs-Ag, el PVP ac-
tuaria como quelante de Ag*, reduciendo su liberacién y toxicidad en pez ce-
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bra, concordando con estudios que vinculan recubrimientos poliméricos a
menor bioactividad iénica. En NPs-TiO,, el PVP estabilizaria la fase anatasa,
modulando su actividad fotocatalitica y la generacién de ROS. El aumento de
tamario en F-12 sugiere la formacién de coronas proteicas, las cuales modifi-
can la afinidad por receptores celulares. Esto podria explicar la mayor cito-
toxicidad de NPs-Ag en HUVEC frente a su inertancia relativa en pez cebra,
donde las coronas en agua de embrion (rica en sales) favorecieron la agrega-
cién y secuestro en el corion. La relacién entre propiedades fisicoquimicas
(tamatio, cristalinidad, recubrimiento) y efectos biol6gicos subraya que la
toxicidad de las NPs no es inherente, sino emergente de su interaccién con
entornos especificos. Este enfoque permite avanzar hacia modelos predicti-
vos que consideren tanto pardmetros intrinsecos de las NPs como variables
ambientales, optimizando el disefio de nanomateriales seguros.
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