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RESUMEN

Importancia: Algunas referencias histéricas indican que la exposicion prolongada
a la plata causaba algunos efectos en las personas como pigmentaciones irreversibles de
color gris — azulado en la piel u ojos. De esta manera, y en vista de las numerosas
aplicaciones para las nanoparticulas de plata en productos que son de uso diario para la
poblacién, los organismos de control en conjunto con la comunidad cientifica se
cuestionaron sobre la toxicidad de este nanomaterial, puesto que al ser tan pequefio puede
entrar facilmente al organismo y atravesar barreras biologicas tales como la membrana
celular, interactuando con drganos diana y sistemas bioldgicos. Es por esta razén que se han
desarrollado algunas investigaciones en el campo toxicologico que demuestran que las
AgNps son altamente tdxicas tanto para el ser humano, como para animales y medio
ambiente.

Objetivo: Analizar la evolucion, las principales caracteristicas y los resultados de
los diferentes estudios que evidencian la toxicidad de las nanoparticulas de plata.

Metodologia: Revision descriptiva en la que se relacionan las caracteristicas, los
resultados y avances de los estudios que se han realizado y que se desarrollan actualmente
sobre las nanoparticulas de plata entre los afios 2000-2017, teniendo en cuenta diversas
fuentes de informacion reconocidas, criterios de exclusion e inclusién y diferentes variables
de relevancia en este tipo de estudios.

Resultados y discusion: Se ha realizado numerosos avances en la produccion y
aplicacion de nanoparticulas, de plata a comparacion de los estudios toxicoldgicos y de
disposicion final, se ha encontrado varias afecciones a érganos como higado, pulmén,
rifiones, cerebro; como también efectos citotoxicos y genotdxicos

Conclusiones: En orden cronoldgico se evidencio que las primeras publicaciones
iban dirigidas al desarrollo y perfeccionamiento de metodologias de produccion de
nanoparticulas de plata, luego de esto la tasa de publicaciones en este campo decrecid y se
vio un incremento de publicaciones en el enfoque toxicoldgico de las nanoparticulas que
siguié aumentando con el transcurso del tiempo. En cuanto a las publicaciones hechas en
materia de uso-consumo y disposicion final del nanomaterial, hubo un crecimiento notable
desde el afio 2008 y 2010 respectivamente.



INTRODUCCION

Hoy en dia, el propdsito de la ciencia se encuentra orientado a la busqueda incesante de
nuevos instrumentos que otorguen al ser humano una mejora en su calidad de vida; de aqui
emerge la revolucién de los nanomateriales: estos son compuestos o elementos
estructurados a una escala nanométrica, la cual le confiere propiedades nunca antes vistas a
los materiales. Estas nuevas propiedades de los nanomateriales son derivadas de su tamafio,
area superficial y confinamiento de electrones; por esta razon, resultan ser los materiales
preferidos por las industrias.

Las nanoparticulas de plata se han posicionado afio tras afio como uno de los materiales
mas usados e indispensables en la manufacturacion de productos que disminuyen el
contacto del ser humano con agentes bacterianos, entre los que se encuentran (empaques de
comidas y bebidas, productos de cuidado personal y cosméticos, textiles y zapatos, aparatos
electronicos, de uso doméstico y médico, filtracion y purificacion de agua, etc.) desde la
antiguedad, la plata fue considerada como un complemento en la curacion de enfermedades
y el almacenamiento de alimentos, sin embargo, se observé que dicho material producia
efectos secundarios en la salud del ser humano al estar expuesto prolongados periodos de
tiempo frente a esta.

Algunas de las entidades encargadas de velar por la seguridad y bienestar del ser humano,
especies animales y medio ambiente, se encargaron de restringir el uso de la plata, basados
en estudios que demostraban el riesgo inminente al que se enfrentaba una persona si entraba
en contacto directo y extenso con el material a granel o los productos que la contienen. Tras
la sintesis de la plata a escala nanomeétrica, la preocupacion crecio, ya que sus propiedades
se potenciaban debido al confinamiento del material en un tamafio reducido, y por tanto, se
concluyo que sus efectos toxicos también aumentarian; he aqui la importancia de estudiar
los fendmenos toxicoldgicos que se dan en presencia de las AgNps, teniendo en cuenta todo
el proceso por el que pasa este nanomaterial (produccion, uso — consumo, residuos, efectos
adversos, contaminacion, etc.)



1. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

La nanociencia y nanotecnologia son disciplinas que han impulsado a la industria y a la
economia mundial, debido a las numerosas invenciones y sus respectivas aplicaciones
respaldadas en ultimas por los consumidores que se encuentran mas que satisfechos por la
evolucion acelerada de la tecnologia empleada en productos comunes y de la canasta
familiar.

Entre los productos creados por estas disciplinas se encuentran las nanoparticulas de plata,
derivados de la plata a granel que desde la antigiiedad ha sido usada para una gran variedad
de aplicaciones. Las civilizaciones antiguas fueron conscientes de las propiedades
bactericidas de la plata y a partir de esto, la plata metalica fue usada para protesis y férulas
quirdrgicas; por otro lado, los compuestos de plata solubles fueron usados para tratamientos
mentales, gastrointestinales y enfermedades infecciosas (Gulbrason, Hud, & Hansen, 2000;
Hill & Pillsburg, 1940; Marshall & Schneider, 1977; Shelley, Shelley, & Burmeister, 1987).

A partir de esto, la plata fue considerada por los cientificos como la base para generar un
nuevo producto que permitiera aprovechar y potenciar las propiedades del material a granel
y facilitara su incorporacion en diferentes articulos que son de uso comun para la poblacion,
mejorando asi las capacidades biocidas de los mismos. Un ejemplo del uso de las
nanoparticulas de plata es en los textiles, entre los que se incluye ropa deportiva, la cual se
manufactura incluyendo al nanomaterial en las fibras, dando como resultado una prenda de
vestir que evita el contacto con agentes microbianos producidos por el cuerpo en el
momento de realizar algin deporte (Chen & Chiang, 2008).También la industria
alimentaria ha hecho de las nanoparticulas de plata un componente primordial en lo que a
embalaje de alimentos respecta, pues en este caso, este nanomaterial cumple no solo con
funciones biocidas sino también con propiedades antifungicas que ayudan a retardar el
crecimiento de hongos en la comida (frutas y vegetales) para que se conserven por mucho
mas tiempo

Algunas referencias historicas indican que la exposicion prolongada a la plata causaba
algunos efectos en las personas como pigmentaciones irreversibles de color gris — azulado
en la piel u ojos (argiria o argiriosis respectivamente)(Agency for Toxic Substances and
Disease Registry U.S. Public Health Service, 1990), lo que llevd a entidades como la
ASTDR?, EPA2, OSHA®y NIOSH* a establecer parametros de regulacion del uso de la

1 Por sus siglas en inglés (Agency for toxic substances and disease registry)

2 Por sus siglas en inglés (Enviromental protection agency)

3 Por sus siglas en inglés (Occupational safety and health administration)

4 Por sus siglas en inglés (National Institute for occupational safety and health)
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plata. De esta manera, y en vista de las numerosas aplicaciones para las nanoparticulas de
plata en productos que son de uso diario para la poblacion, los organismos de control en
conjunto con la comunidad cientifica se cuestionaron sobre la toxicidad de este
nanomaterial, puesto que al ser tan pequefio puede entrar facilmente al organismo y
atravesar barreras bioldgicas tales como la membrana celular, interactuando con 6rganos
diana y sistemas biologicos. Es por esta razon que se han desarrollado algunas
investigaciones en el campo toxicoldgico que demuestran que las AgNps son altamente
toxicas tanto para el ser humano, como para animales y medio ambiente.

Debido a lo anterior, ha resultado relevante para la comunidad cientifica crear una
estrategia de evaluacion toxicologica integral, que retne todos los pardmetros (extraccion,
produccion, uso-consumo, y manejo de residuos) denominado ciclo de vida, LCA®, y
también integra las diversas metodologias de evaluacién del riesgo. De esta forma los
organismos internacionales direccionan los estudios de evaluacidn toxicoldgica para ofrecer
resultados fiables de los efectos nocivos de los nanomateriales en la salud y los ecosistemas.
Esta estrategia se ha utilizado para evaluar la toxicidad de los nanotubos de carbono y de
las nanoparticulas de Didxido de titanio, pero aun falta aplicarla en otros nanomateriales.

Por esta razon el presente trabajo busca conocer los resultados obtenidos a la fecha en las
investigaciones sobre nanoplata con el fin de definir cuales estudios hacen falta,
correlacionar las metodologias empleadas y los resultados obtenidos.

5 LCA por su sigla en inglés Life Cycle Assessment
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2. DEFINICION DEL PROBLEMA

La capacidad biocida de las nanoparticulas de plata ha llevado al uso indiscriminado de las
mismas, éstas se encuentran presentes en muy pequefias cantidades en diversos productos
del mercado (antibacteriales, cosméticos, articulos de limpieza, textiles, etc.), sin que los
fabricantes relacionen su concentracion en las etiquetas correspondientes. Por esta razon el
consumidor puede ingerir este tipo de nanoparticula desconociendo que lo hace vy
desconociendo los posibles efectos en su organismo. Igualmente, de manera indirecta las
nanoparticulas de plata presentes por ejemplo en un producto cosmético pueden contaminar
los ecosistemas en especial recursos como el agua, cuando utilizan productos en la piel que
durante el proceso de limpieza se trasladan a los cursos de agua ya sea a través de los
sistemas de alcantarillado o directamente en rios y quebradas. Existen numerosos estudios
sobre la evaluacion toxicolégica de las nanoparticulas de plata, pero ain no se han
incorporado en ellos pardmetros de evaluacion toxicoldgica como la biodisponibilidad y
estudios que definan como ocurren en el cuerpo los procesos de absorcion, distribucion,
metabolismo y eliminacién, (ADME) que, junto con estudios sobre sus efectos en 6rganos
blanco, definan la evidencia de la toxicidad. Los resultados de las investigaciones
toxicoldgicas son diversos debido a que la toxicidad varia dependiendo del tipo de célula, el
tipo de revestimiento y el tamafio de la nanoparticula. La OECD® propone actualmente una
metodologia de evaluacion que integre el ciclo de vida de los nanomateriales con la
valoracion del riesgo, dadas las propiedades especiales de estos, que por su tamafio pueden
atravesar las barreras biol6gicas con facilidad y depositarse en 6rganos ain no definidos.
Por otra parte, las investigaciones han demostrado la resistencia generada por parte de
algunos microorganismos a la nanoplata y ain no se han establecido los mecanismos por
los cuales la nanoparticula ejerce su efecto antibacterial. Estos hechos han generado
controversias entre los cientificos, por lo que no esta claro si en realidad los efectos del uso
de nanoparticulas de plata son benéficos o nocivos. Por esta razon surge el interrogante
¢ Qué resultados y qué metodologias se han utilizado para establecer los efectos adversos de
las nanoparticulas de plata y cudles aspectos conducirian a definir la produccién y uso
sostenible de estos nanomateriales?

6 OECD: Organization for Economic Cooperation and Development
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. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la evolucion, las principales caracteristicas y los resultados de los
diferentes estudios que evidencian la toxicidad de las nanoparticulas de plata.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer los enfoques metodoldgicos que direccionan el estudio de la toxicidad de
las nanoparticulas de plata.

Identificar los indicadores toxicométricos de las nanoparticulas de plata

12



4. MARCO TEORICO
4.1. Los nanomateriales: Qué son y como se clasifican

La nanotecnologia consisteenfi mani pul ar y control ar etbj et os a
fue dicho por el premio nobel (Feynman, 1959) quién realiz6 un discurso en Caltech’,

tituladoit here i s pl enty ,oeh este ace refereacia al testuddo yb ot t o mo
manejo de la materia a escala nanométrica. En los Gltimos afios, se ha trabajado en

desarrollar esta idea, creando nanomateriales mediante procesos fisicos y quimicos, a partir

de elementos y compuestos conocidos. Diferentes nanomateriales (agrupaciones de atomos)

con dimensiones en la nanoescala (1-100 nm) han sido construidos por el hombre, entre

ellos los nanotubos de carbono, las nanoparticulas de didxido de titanio, las nanoparticulas

de oro y (Kunwar, Hassinen, Bautista, Ras, & Toivonen, 2014)las nanoparticulas de plata

(objeto del presente trabajo), entre otros cientos de nanomateriales de interés por sus

diversas aplicaciones.

(International Standardization Organization, 2005) en la normativa ISO TC- 229, clasifica
los nanomateriales en dos grandes grupos los nanoobjetos y los materiales
nanoestructurados. Los nanoobjetos comprenden: a) las nanoplacas que pueden tener una
dimension en la nanoescala (1-100 nm) y dos dimensiones por fuera de la nanoescala por lo
que se clasifican como materiales 2D , ejemplo las nanocapas de nitruro de niobio NbN b)
Nanofibras, son de estructura tubular con dos dimensiones en la nanoescala (el didmetro y
el espesor) y una dimension por fuera de la nanoescala por lo que se denominan 1D,
ejemplo los nanotubos de carbono c) las nanoparticulas que poseen sus tres dimensiones en
la nanoescala y cero dimensiones por fuera de la nanoescala, clasificadas como 0D,
ejemplo las nanoparticulas de plata. Cuando el nimero de 4&tomos que se agrupan son
menores a 100 se tiene los nanocluster, algunos de los nanocluster mas conocidos son los
que estan conformados por atomos metalicos como el oro y la plata, también usados como
agentes antimicrobianos, y los nanocluster de cobre que tiene aplicaciones en estudios de
imagen celular y catalisis (Wang et al., 2014; Zheng, Setyawati, Leong, & Xie, 2017). y
cuando son méas de 100 atomos se clasifican como nanoparticulas (Kunwar et al., 2014).
Entre las nanoparticulas mas conocidas de estan las de oro, generalmente usadas en catalisis
y las nanoparticulas de TiO2, usualmente usadas en cosméticos y protectores solares
(Thompson, 2007; Weir, Westerhoff, Fabricius, Hristovski, & von Goetz, 2012). También
son ampliamente usadas las nanoparticulas de Ag, de las cuales se han obtenido cluster y
nanoparticulas propiamente, estas ultimas se han sintetizado con tamarios entre los rangos
de 3 — 100 nm (Pacioni et al, 2015; Agnihotri et al, 2014) se utilizan por su accion
antibacterial en diferentes productos como cosmeéticos, packaging de comida, textiles,

7 Caltech: Por sus siglas en inglés traduce Instituto Tecnoldgico de California
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materiales de construccion, productos de limpieza, dispositivos electronicos, etc. (Epstein
etal., 2013)

Los materiales nanoestructurados son materiales compuestos en los que las propiedades
fisicas y quimicas son diferentes a las de sus precursores, lo que conduce a diferentes
propiedades biologicas. Por ejemplo un nanobiocompuesto inorganico formado por una
molécula de titanio, enlazada a cadenas de DNA, que tiene un alto potencial para el
tratamiento de enfermedades (Epa & of the Science Advisor, 2007).

4.2. Caracteristicas de los Nanomateriales derivadas de su tamafo en la nanoescala

Por su tamafio los nanomateriales se caracterizan fundamentalmente por: a) su &rea
superficial y b) el confinamiento de los electrones, lo que les confiere propiedades
diferentes a las del mismo material en volumen (materiales no manomeétricos)

T Area Superficial de las nanoparticulas:

Las nano particulas tienen una relacion area de la superficie/volumen (masa) muy alta. Esto
se demuestra considerando que la superficie de una esfera es 4nr’mientras que su volumen
es 4/3nr> Es decir, cuanto menor sea el radio (r) mayor sera esta relacion. Esto significa
que el pequefio tamafio de las nanoparticulas condiciona un mayor contacto directo con el
medio ambiente inmediato. En general La relacion &rea superficial/volumen de una
esfera de diametro d, es 6/d; a medida que disminuye su didmetro, aumentara su area
superficial relativa. En las nano particulas con un diametro d<100nm su area superficial
relativa serd muy elevada, alcanzando a superar el valor de 400 m?/g. Este incremento del
area superficial en las nanoparticulas conlleva un incremento en el nimero de atomos en su
superficie. El nimero de 4&tomos que ocupan la superficie exterior es mayor que el nimero
de atomos en el volumen encerrado. Por esta razon se favorece el incremento de la energia
interfacial, la reactividad de la nanoparticula, la eficiencia en la absorcion y la capacidad de
hacerla funcional de forma eficiente con entidades moleculares de interés (Sperling &
Parak, 2010)

Para la plata a granel® y cualquier material, el area superficial representa la parte externa del
cuerpo con la que se tiene contacto; esta area a volumen macro es bastante pequeria, pues la
cantidad de atomos en su superficie es inferior a los atomos que se encuentran en el interior
del material. A medida que la plata a granel es fragmentada en partes mas pequefias,
Ilegando hasta las nanoparticulas, el area superficial aumenta, es decir, muchos mas atomos
se encuentran expuestos, por tanto, las nanoparticulas incrementan su reactividad quimica

8 Los materiales a granel se conocen como materiales volumétricos y corresponden a los materiales
corrientes en los cuales ninguna de sus dimensiones estd en la nanoescala
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potenciando asi sus propiedades antibacterianas debido a que inhibe mas répida y
eficazmente los agentes microbianos. (Pal, Tak, & Song, 2007)

1 Confinamiento de los electrones (confinamiento cuantico):

Cuando un material es fragmentado y disminuye su tamafio hasta que por lo menos una de
sus dimensiones alcanza la escala nanométrica, en esta dimension los movimientos de los
electrones se ven restringidos, su estructura electronica se modifica, pasando los electrones
confinados a ocupar diferentes niveles de energia; se produce una cuantizacion de los
niveles de energia, de los estados de densidad electronica y de la carga. Como consecuencia
del confinamiento electrénico los nanomateriales presentan propiedades: Opticas,
electronicas, electromagnéticas, magneticas y eléctricas, diferentes a las particulas de
mayor tamafio del mismo material.

Las nanoparticulas de plata presentan diferentes propiedades a las que se observan a escala
macro, entre las cuales se pueden relacionar: propiedades fisicas, propiedades quimicas,
propiedades dpticas y propiedades antibacterianas:

V Propiedades fisicas: para las nanoparticulas de plata se encuentran parametros
como forma, el tamafio y la subestructura morfolégica de la sustancia. Las
nanoparticulas se presentan como un aerosol (en su mayor parte una fase solida o
liquida en el aire), una suspensiéon (principalmente sélida en liquidos) o una
emulsion (dos fases liquidas). En presencia de agentes quimicos (tensoactivos), las
propiedades superficiales de las nanoparticulas pueden ser modificadas (Leff, Ohara,
Heath, & Gelbart, 1995).

V Propiedades quimicas: las interacciones entre particulas son dadas gracias a
fuerzas de Van der Waals, polaridad fuerte e interacciones electroestaticas o
interacciones covalentes, este tipo de interacciones puede determinar el
comportamiento de las nanoparticulas dentro de un aglomerado o agregado; también
es relevante destacar la interaccion entre la nanoparticula y el fluido que la contiene
(suspensiones en aire o en liquidos), pues esto establece la reactividad quimica de
las mismas; por ejemplos en las suspensiones de gas, la agregacion es crucialmente
determinada por el tamafio y la difusion, por otro lado en los liquidos la coagulacion
ocurre facilmente por estas interacciones entre particula y fluido (Scientific
Committee on Emerging and Newly ldentified Health Risks, 2006)

V Propiedades 6pticas: La longitud de onda y la intensidad de la banda de absorcién
proporcionan la informacion acerca del tamafio, forma y concentracion de las
nanoparticulas de plata, esto se ilustra en la figura 1. (NCI Alliance for
Nanotechnology in Cancer, 2006) estas nanoparticulas presentan fuertes bandas de
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absorcion en las regiones ultravioleta y visible del espectro electromagnético, esto
debido a las oscilaciones colectivas de los electrones de conduccion del metal al
exponerse a un campo electromagnético radiante, esto es denominado superficie de
plasmones resonantes.
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Fig 1. Coloracion de diferentes coloides de plata debido a su tamafio y bandas de absorcion®

1 Propiedades antibacterianas: es bien conocido que la plata y las Nps-Ag en
soluciones acuosas liberan iones de plata, que son bioldgicamente activos y tienen
un gran efecto bactericida. Sin embargo, (Sondi & Salopek-Sondi, 2004) demuestra
que las Nps-Ag tienen mayor actividad antibacteriana que los iones de plata libre.

La actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata se concibe fundamental en
cuanto a las maltiples aplicaciones que este nanomaterial puede tener. (Morones et
al., 2005) determina que las bacterias poseen diferentes estructuras en la membrana,
lo que permite clasificarlas generalmente en Gram positivas y Gram negativas; la
diferencia estructural radica principalmente en un componente clave en las
membranas, el peptidoglicano. Para las bacterias Gram negativas, exhiben una muy
delgada capa de peptidoglicano (2-3 nm), la cual se encuentra entre la membrana
citoplasmatica y la membrana externa (Murray, Steed, & Elson, 1965); en contraste
a las bacterias Gram positivas, las cuales carecen de membrana externa, pero poseen
una capa de peptidoglicano de aproximadamente 30 — 40 nm de espesor (Shockman
& Barren, 1983).

9 Adaptado de: NCI Alliance for Nanotechnology in Cancer (2006). Mission to the inside of a living Cell,
National Cancer Institute, Monthly Feature, 1-3.
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71 Indicadores de toxicidad de las Nanoparticulas de plata

Los indicadores toxicoldgicos para las nanoparticulas de plata se encuentran clasificados
dependiendo el tipo de exposicion que sufre el organismo. La exposicion aguda

caracterizada por darse en un tiempo de corta duracion con dosis altas, o que puede
desembocar en la muerte o en una incapacidad grave; por otro lado, la exposicién

subcronica se produce cuando un organismo esti expuesto a un xenobi6tico durante una

parte de sus ciclo de vida (por lo general un 10%) y finalmente la exposicion cronica se

caracteriza por que los efectos adversos ocurren como resultado de dosis repetidas con una
sustancia quimica sobre una base diaria, 0 exposicion a la sustancia quimica durante la

mayor parte de vida de un organismo (generalmente un 50%) (Klaassen et al., 2005) .
Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, los indicadores toxicoldgicos para las
nanoparticulas de plata se relacionan en la tabla 1.

EXPOSICION AGUDA

EXPOSICION SUBCRONICA Y
CRONICA

DEso (Dosis efectiva 50): expresa la
cantidad de sustancia, en mg/Kg, que en
determinadas condiciones experimentales
(muy precisas) produce efectos en el 50%
de una especie animal determinada

DLso (Dosis letal media): expresa la
cantidad de sustancia, en mg/Kg, que en
determinadas condiciones experimentales
(muy precisas) produce la muerte en el
50% de la poblacion estudiada.

ECso (Concentracion efectiva maxima
50): representa la concentracién de un
compuesto donde se observa el 50% de su
efecto maximo

LCso (Concentracion letal media):
Es una medida de la dosis letal de una
toxina, radiacion o agente patdgeno.

ICso (Concentracion inhibidora 50): es
una medida de la efectividad de una
sustancia para inhibir una funcion
bioldgica o bioquimica especifica

NOAEL (No observed adverse effect
level / Sin efecto adverso observado): o
también llamada dosis sin efecto adverso

que podriamos definir como la dosis
méaxima diaria (expresada en mg/kg/dia)
que no produce efectos adversos
observables en el organismo considerado.

LOAEL (Lowest observed adverse effect
level/ nivel de efecto adverso observado
mas bajo): que se define como la dosis
mas baja capaz de producir efectos
adversos

Tabla 1. Indicadores de toxicidad para las nanoparticulas de plata (Universidad de Granada, 2008)
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5. METODOLOGIA

El presente trabajo comprende una Revision Descriptiva en la que se relacionan las
caracteristicas, los resultados y avances de los estudios que se han realizado y que se
desarrollan actualmente en el campo de la toxicologia de las nanoparticulas de plata entre
los afios 2000 — 2017.

5.1 Fuentes de informacion

Inicialmente se realiz6 una busqueda bibliografica por diversos recursos, entre los que se
encuentran:

1. Bases de datos electrénicas

Entre las bases de datos relacionas con el propdsito de investigacion de este trabajo, se
encuentran la NCBI (National Center for Biotechnology Information): Medline y Pub med,
ELSELVIER, Springer, Scielo (Scientific Electronic Library OnLine), REDALYC (Red de
Revistas Cientificas de America Latina y el Caribe, Espafia y Portugal), Science Direct,
Springer, TOXNET, IOP Science, Reaxis, Science aaas, Wiley, DOAJ (Directory of open
access journals) y la base de datos Nanotechnology OnLine Database desarrollada por The
International Council on Nanotechnology (ICON) and Rice University's Center for
Biological and Environmental Nanotechnology (CBEN).

2. Péaginas web

Dentro de las paginas web consultadas se resaltan: EPA (Enviromental Protection Agency),
NIOSH (National Institute for Occupational Safety and Health), OSHA (Occupational
Safety and Health Administration), EU (European Union), CDC (Center for Disease
Control and Prevention), ISO (International Organization for Standarization), NNI
(National Nanotechnology Initiative)

3. Revistas especializadas

Entre las revistas consultadas estan: Applied Nanoscience, ACS nano, Environmental
science & technology, Journal of Pharmacy and Bioallied Sciences, Burns, Enviromental
pollution, Bristol medico-chirurgical journal, American Journal of Science, The Journal of
Physical Chemistry, Nanotechnology, Canadian journal of microbiology, Applied
biochemistry and biotechnology, IEEE Nanotechnology Magazine, Nature Nanotechnology,
Nanotech, International Journal of Nanotechnology, Int J Nanomed, Revista
Interdiciplinaria en Nanociencias y Nanotecnologia, Nanotoxicology, Materials Letters,
Revista Complutense de Ciencias Veterinarias.
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4. Libros On-liney en fisico

Estos libros se consultaron por la web y en archivos de bibliotecas publicas (Luis Angel
Arango, Universidad Nacional, Universidad Distrital Francisco José de Caldas), las cuales
se encuentran localizadas en la ciudad de Bogota, Colombia. Entre los libros consultados se
encuentran: Silver nanotechnologies and the enviroment: old problems or new challenges?;
Silver Nanoparticles; Nanosilver: safety, health and environmental effects and role in
antimicrobial safety; National Nanotechnology Initiative: Strategic plan; The Initiative and
its Implementation Plan; Determinant of silver nanoparticle toxicity; Fundamentos de
toxicologia; Toxicologia.

5.2 Estrategias de Busqueda de Informacion

Después de seleccionar las fuentes bibliograficas se procedio a realizar la busqueda, esta
estuvo guiada por descriptores, los cuales son palabras o frases controladas (MESH) y
también tesauros para las palabras claves. Las palabras usadas inicialmente fueron:

Nanoparticulas de plata

Sintesis de nanoparticulas

Aplicaciones de nanoparticulas de plata
Disposicidn final de nanoparticulas de plata
Toxicologia de nanoparticulas de plata

= =4 4 -4 4

Junto a estas palabras se usaron también términos relacionados y combinaciones logicas,
encontrando asi los descriptores arrojados por el sistema; sin embargo, cuando la palabra no
consistia en un descriptor del sistema, este producia una serie de sugerencias que
permitieron enriquecer y facilitar la basqueda de informacion correspondiente en las bases
de datos seleccionadas. También se limit6 el rango de tiempo entre los afios 2000 — 2017 y
a los idiomas inglés y espafiol. Adicionalmente fueron analizadas las referencias
bibliograficas més relevantes de los articulos seleccionados, esto con el fin de rescatar los
estudios de interés en relacion con el tema y se localizaron a través de las diferentes bases
de datos mencionadas anteriormente.

5.3 Criterios de inclusion y Exclusion
Dentro de los criterios de inclusion y exclusion se consideraron:

1 El rango de tiempo, esto es entre los afios 2000 al 2017
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Los idiomas inglés y espafiol

El prestigio y caracter oficial de las paginas web consultadas

Fueron considerados articulos originales, articulo de revision y notas informativas
Se excluyeron aquellos trabajos que se encontraban en varias publicaciones o que se
realizaron apoyados en trabajos originales

= =4 4 A

Para proceder a la seleccién se revisaron los abstracts y a continuacién los articulos
completos que se encontraban relacionados con los objetivos del presente trabajo.

5.4 Caracterizacion de los documentos revisados y Variables estudiadas
Para cada uno de los trabajos seleccionados se extrajo informacidn utilizando parametros de

organizacion dentro de una base de datos propia en Excel, tal como se muestra en la Tabla
2.

1. Titulo 6. Objetivos
2. Autores 7. Metodologia
3. Afio 8. Resultados
4. Tipo de fuente 9. Observaciones del Autor
5. Base de datos 10. Observaciones propias
= C?I.aseRZ\:Z?tlu dio 11. Referencia completa

Tabla 2 Pardmetros para la caracterizacion de documentos revisados (Titulo, autores, afio, tipo de
fuente, base de datos, revista, clase de estudio, objetivos, metodologia, resultados, observaciones de
autor, observaciones propias, referencia completa)

Por otro lado, las variables consideradas dentro de la revision fueron: metodologia de
obtencion de AgNps, dentro de los resultados obtenidos (eficiencia del proceso, pureza,
método de caracterizacion, contaminacion producida durante el proceso), aplicaciones
actuales (estadisticas) y estudios para aplicaciones futuras, manejo de residuos que posean
nanoparticulas de plata, ciclo de vida, tipos de toxicidad, indicadores de toxicidad, efectos
adversos en humanos y ecosistemas, variables de interés toxicologico no estudiadas.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

La plata metalica fue usada por los caldeos en el afio 4000 a.C, este fue el tercer metal que
se sabia era usado por los ancestros, después del cobre y el oro (Alexander, 2009). En la
edad Media, se sabia que los patdgenos causantes de enfermedades no podrian sobrevivir
en presencia de plata. En consecuencia, la plata se usé en vajillas, vasos y utensilios para
comer. En particular, la clase alta almacenaba y comia su comida de recipientes de plata
para evitar el crecimiento de bacterias (Silver Colloids, 2001) por lo que raramente se
enfermaban, sin embargo, se les apodo de “sangre azul” debido a que su sangre poseia
mayores niveles de plata en ella (Byron J. Richards, 2010).

Por otro lado, y antes de la introduccion de los antibidticos, la plata coloidal se usaba
ampliamente en los hospitales y se ha conocido como bactericida durante al menos 1200
afios. El cirujano Carl Crede, es a quien se le acredita por ser el primero en usar plata
coloidal para la antisepsia de heridas en 1891, luego de observar al Dr. William Halsted
aplicando una lamina de plata a las heridas para tratar infecciones, este tipo de nanoplata se
estabilizaba con proteinas y se comercializaba desde el afio 1897 para aplicaciones médicas,
bajo el nombre de collargol (Alexander, 2009; Byron J. Richards, 2010; Fortescue-
Brickdale, n.d.; Silver Colloids, 2001).

Todo esto llevo a que se realizaran numerosos estudios sobre las propiedades antibioticas
de la plata (1800 — 1940), los médicos de esa época realizaron mezclas con plata que
pudiesen ser ingeridas o inyectadas, debido a que la vida util de los “antibidticos”, como se
les denominaban a estas mezclas, era bastante corto (un lapso no superior al de 15 minutos).
Estas preparaciones con plata coloidal darian paso al primer reporte que se tiene de la
nanoplata (1889) fecha en la M.C. Lea informo sobre la sintesis de un coloide de plata
estabilizado con citrato, el diametro de las particulas obtenidas fue de 7 y 9 nm (Lea, 1889);
el tamafio en la nanoescala y el tipo de estabilizacion con citrato resulta idéntico a los
reportes actuales de la formacion de nanoplata usando nitrato de plata y citrato.

(Moss et al., 1979) desarrollo un estudio en 30 trabajadores de una planta industrial que se
especializaba en la fabricacion de nitrato de plata y 6xido de plata, estos fueron sometidos a
estudios oftalmologicos para evaluar la frecuencia y alcance de la argiria ocular y se
encontré que la anormalidad mas observada fue la pigmentacion conjuntival (20
trabajadores) seguida de la pigmentacion corneal (15 trabajadores), asi mismo, se encontro
que fue mas frecuente encontrar pigmentacion ocular que cutanea, y esta se encontraba
intimamente ligada a la duracion de la exposicion del trabajador. Esta investigacion se
muestra como una de las pioneras en relacion a los estudios toxicologicos de la plata,
teniendo en cuenta los efectos surgidos a partir de la exposicion prolongada, también se
evidencia que solo se estudian los efectos perceptibles a simple vista y no se cuestionan por
aquellos efectos que pueden producirse dentro del organismo.
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(Rosenman, Seixas, & Jacobs2, 1987) llevaron a cabo un estudio sobre los efectos
nefrotoxicos desarrollados en trabajadores que se encargaban de la manufacturacion de
polvo de metales preciosos y quienes laboraron durante al menos dos afios en la empresa; a
estos se les realizé diferentes pruebas entre las que se resaltan cuestionarios detallados,
mediciones de talla y peso, concentraciones urinarias de plata y cadmio, exdmenes oculares,
concentracion de plata en la sangre incluyendo nitrogeno ureico en la sangre, creatinina y
n-acetil-BD glucosaminidasa urinaria (NAG). Como resultado se observo: de los 27
trabajadores, 26 tenian un incremento en la concentracion de plata en orina, esto comparado
con personas que no estdn expuestas a este material;, también se encontré que 24
trabajadores tenian altas concentraciones de plata en la sangre. En general, 15 de los 27
trabajadores presentaban quejas por irritaciones de la mucosa, picazon, enrojecimiento de
los ojos, dolor de garganta; por otro lado, 6 de los 27 trabajadores expresaron dificultad
para ver de noche, otros cuatro presentaron deposicion de plata en la cdrnea y 17 mas
mostraron deposiciones de plata conjuntival. Finalmente, la medicion de creatinina arrojé
como resultado un pequefio incremento para los trabajadores en comparacién a la poblacion
no expuesta, asi mismo sucede para el NAG. Lo que se puede evidenciar del anterior
estudio es que se encuentra mucho mas estructurada la metodologia que en el trabajo de
Moss, pues se especifica que la poblacién estudiada debe haber tenido una exposicion
subcronica (2afios) para poder identificar los dafios producidos por la plata durante el
periodo de tiempo laborado, ademés de ello, se identifica que no s6lo hay preocupacion por
los efectos visibles, sino también por el estado interno de cada trabajador, pues los estudios
en sangre indican elevadas concentraciones de plata en el organismo, y los Biomarcadores
(creatinina y NAG) demuestran dafos renales.

De acuerdo a estos y otros estudios, algunos de los programas que velan por la seguridad y
salud publica como la Ley de Respuesta, Compensacion y Responsabilidad Ambiental
Integral creada en el afio de 1980 CERCLA o Superfund, realiz6 la peticion a la ASTDR
y la EPA para que se elaborara una lista de las sustancias mas peligrosas usadas
mundialmente por el ser humano. Esta lista Substance Priority List ubico a la plata en el
puesto 225 (Agency for Toxic Substances and Disease Registry U.S. Public Health Service,
1989) de todas las sustancias que representan una amenaza importante para la salud
humana debido a su toxicidad conocida o sospechada y al potencial de exposicion humana
encontrado en los sitios de la NPL National priority list, la cual es una lista elaborada para
correlacionar los lugares de Estados Unidos con grandes cantidades de contaminacion
proveniente de diversas fuentes, que ponen en riesgo la salud publica y el medio ambiente
(US EPA, OSWER, 2016).

De acuerdo a la lista de prioridad de sustancias, la ASTDR establecio un perfil toxicologico
para cada sustancia. El perfil toxicol6gico de la plata fue realizado en el afio de 1990, en
este documento se sefiald que la plata es un elemento producido naturalmente, pero el ser
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humano al usarlo para suplir ciertas necesidades desecha los residuos al ambiente, como a
corrientes de agua, a los suelos o al aire, esto trae como resultado que la mayoria de la
poblacion se encuentre expuesta diariamente a residuos de plata, que facilmente pueden
ingresar a través de la boca, nariz, piel, etc. En consecuencia, esto genera efectos
contraproducentes para el ser humano y animales, entre los cuales se mencionan:
afecciones  respiratorias,  gastrointestinales, hematoldgicas, hepaticas, renales,
cardiovasculares, dérmicos/oculares, neurologicas, etc. (Agency for Toxic Substances and
Disease Registry U.S. Public Health Service, 1990)

La (Safety & Rule, 2015) en el documento Air contaminants; Final rule, establecio que la
plata (metalica y componentes solubles), incluyendo polvo y humo del metal posee un
limite estandarizado de exposicion para el ser humano de 0,01 mg/m3 en 8 (ocho) horas,
esto con el fin de proteger a trabajadores de la argiria, ya que se encentran en constante
contacto con el material. En conjunto a esta entidad, la (National Institute for Occupational
Safety and Health, 1997b) establece este mismo limite frente a la exposicién de una
persona al material durante ocho horas; por otro lado, esta misma entidad elabor6 las
Tarjetas internacionales de seguridad quimica (National Institute for Occupational Safety
and Health, 1997a) en donde se determinan normas de prevencion a la exposicion frente a
la plata, mediante la proteccion adecuada de todas las vias de acceso que puede tener el
material, haciendo mayor énfasis en la inhalacion e ingestion del elemento, asi mismo, se
advierte que este material puede ser extremadamente peligroso para el ambiente,
especificamente para organismos acuaticos.

Para el afio 2000 se inici6 a realizar estudios especificos sobre las nanoparticulas de plata,
los pioneros en este campo fueron (Feng QL, Wu J, Chen GQ, Cui FZ, Kim TN, 2000)
quienes para ese mismo afio desarrollaron un estudio sobre cuan fuerte era la actividad
bacteriana de las nanoparticulas de plata sobre las especies escherichia coli vy
staphylococcus aureus. Los cultivos de las dos bacterias fueron expuestos a AgNOs
(10pg/mL) en un medio de cultivo por 12 horas y luego se realizé la observacion de los
cambios morfoldgicos por medio de TEM*® y microanalisis de rayos X. Para las E. coli se
observo que habian cambios significativos claramente visibles, entre los que se destaco
desapego de la membrana citoplasmatica y la pared celular; en algunas células la pared
celular fue seriamente dafiada, también se encontré que habia una cantidad significativa de
plata dentro de las células lo que permite inferir que los iones de plata entraron a la célula y
se combinaron con algunos componentes de la célula que contienen sulfuro. Para la S.
aureus se vieron cambios morfolégicos semejantes a los de la E. coli, sin embargo, se
detecto que una gran cantidad de fésforo que se encontraba condensado en el centro de las
células, por lo tanto, se propuso que esto podia ser una forma condensada de las moléculas
de ADN, lo que impedia que se diera la replicacion (pues esta solo se da cuando las

10 por sus siglas en inglés transmission electron microscope: microscopio electrénico de transmision
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moléculas de ADN se encuentran en un estado relajado). Por ultimo, se realizd la
comparacion entre los cambios para cada una de las especies expuestas y se determind que
la S. aureus sufria cambios menores frente a la E.coli, esto debido a su capa de
peptidoglicano, pues al ser una bacteria Gram positiva, poseia una pared celular mas gruesa
que permite una proteccién mayor frente a la entrada de iones de plata al citoplasma. Como
se observa en el anterior estudio, cronologicamente los primeros estudios se enfocaron en
verificar y analizar la capacidad que poseen las nanoparticulas de plata de atacar agentes
bacterianos, por otro lado, también se pretendio clarificar contra que tipos de bacterias son
mucho mas potentes, evidenciando asi la viabilidad existente para la produccién en masa y
las aplicaciones en el mejoramiento de productos de uso comun para la poblacion.

Otra de las investigaciones realizadas para este afio, hizo el disefio de una nueva forma de
produccion que permitiera formar y controlar las condiciones y requerimientos de las
nanoparticulas de plata mediante la ablacién laser en una solucion acuosa (Mafuné et al,
2000), quienes irradiaron varias placas de plata en soluciones acuosas de 10 mL de SDS*
(C12H25S04Na), las cuales tenian concentraciones de 0.003, 0.01 y 0.05 M, con un laser
Quanta-Ray GCR-170 a 90 mJ/pulso y luego para la solucién con concentracion de 0.01 M
se realizo la irradiacion con diferente poder de laser (40, 55 y 70 mJ/pulso). Luego de la
radiacion se us6 TEM para tomar micrografias electronicas de las soluciones estudiadas;
para las soluciones de 0.003, 0.01 y 0.05 M se encontraron nanoparticulas con didmetros de
16.2+ 4,149+ 8.4,y 11.7 + 5.3 respectivamente. Y para las nanoparticulas obtenidas en la
solucion con concentracion de 0.01 de SDS con diferentes poderes de laser: 40, 55 y 70
mJ/pulso se encontraron diametros de 7.9 + 3.3, 10.7 £ 5.8, y 12.8 + 4.1. Deduciendo que a
mayor concentracion en la solucion de SDS, el diametro de la nanoparticula disminuye y
también que siendo mayor el pulso del laser usado para obtener las nanoparticulas, mayor
sera el diametro de las mismas. Esta forma de obtencidn se encuentra en contraposicion con
el desarrollado por Lea en 1889, el cual no permite tener un control sobre las caracteristicas
de las nanoparticulas y por otro lado, se hace uso de una energia con bajo impacto
ambiental, aun asi, no se especifica si el surfactante usado (SDS) es un agente nocivo para
la salud o el medio ambiente. Desde este punto se hace necesario entonces, realizar
investigaciones que ofrezcan mas informacion sobre los diferentes procesos de sintesis de
AgNps con el fin de contrastar entre ellos y definir cual provee més beneficios a la industria
y al consumidor y menos impactos ambientales.

(Abid, Wark, Brevet, & Girault, 2002) Investigaron también en el campo de la produccion,
proponiendo otro nuevo método de sintesis de AgNps que fuera sencillo y versatil este
sigue la metodologia de la ablacion laser, pues se evidencia que es una poderosa
herramienta para la remodelacion y el cambio de tamafio controlado de las nanoparticulas
por métodos quimicos a través de mecanismos de fusion y fragmentacion. Este es

11 Sodio dodecil sulfato
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denominado por ellos como irradiacion fotoquimica que consiste en irradiar con un laser a
una solucién acuosa de sal de plata pero sin hacer uso del agente reductor, pues este no
permite controlar facilmente los resultados de la reaccion. Para este caso se usd (AgNO3)
en presencia de un surfactante como se evidencio en el anterior estudio (SDS), el cual se
encarga de mantener la dispersion de las nanoparticulas en la solucién (agente estabilizante).
Como resultados se obtuvo nanoparticulas con forma esférica con un rango de tamafio entre
13 - 16 nm, lo que permite inferir que el proceso facilita la sintesis de nanoparticulas a
rangos especificos que pueden ser establecidos por el mismo productor, a diferencia del
proceso realizado por Mafuné et al, 2000, estos no hacen usos del material a granel, sino
del nitrato de plata, no se tiene en cuenta la nocividad de este agente y tampoco de SDS.

(D. K. Lee & Kang, 2004) proponen el uso de la descomposicion térmica para sintetizar
AgNps partiendo de un complejo de Ag*-oleato; el cual se preparé disolviendo 1,7 g de
AgNOs (10 mmol) en agua oxigenada (300 mL, gas nitrégeno burbujeando por 30 min), la
solucion resultante se afiadio a 3,05 g de oleato de sodio (10 mmol) bajo agitacion vigorosa
durante 2 horas. El precipitado se separé por filtracion y se lavo con agua desionizada para
liberarlo de iones sodio y nitrato; luego de secar el complejo, se transfirié a un tubo pyrex,
se enjuagd con nitrogeno y se sellé a 0,3 Torr. La muestra se calentd lentamente desde la
temperatura ambiente hasta los 290°C a 2 °C/min, cuando finalmente se llego a la
temperatura deseada (290°C) se esper6 1 hora antes de dejar que la muestra se enfriara a
temperatura ambiente de nuevo. Esto dio como resultado un cambio a color negro en el
complejo, lo que indica la formacion de nanocristales de plata en un rango de tamafio de
9.5nm * 0.7nm. Demostrando que no es necesario el uso de altas energias (como el laser
visto en el proceso propuesto por Abid) para la obtencién de nanoparticulas de plata; este
método trata de reducir el impacto ambiental creado por la produccion de nanoparticulas. A
pesar de que es un inicio en la busqueda de nuevas metodologias de produccion mas
amigables con el ambiente, tampoco se aclara los problemas potenciales que pueden crear
los reactivos usados.

Para ese mismo afio (Furno et al., 2004) estudiaron la posibilidad de introducir las AgNps
en los dispositivos médicos que son implantados a la poblacion en los hospitales,
aumentando el riesgo de adquisicion de una infeccidn, basados en el uso del 6xido de plata
y aleaciones de plata usados anteriormente para este mismo fin. Usando una hoja de
silicona de grado médico de 0.45 mm de grosor fue cortada en discos de 15 mm de
diametro; para la impregnacion del compuesto, se sintetizaron complejos organicos de plata
en condiciones anaerobias, luego se usaron estos precursores organometalicos disueltos en
diéxido de carbono supercritico para hinchar e impregnar el polimero a condiciones de
presion de 4000 psi, con una temperatura de 408°C, durante 24 horas. Los discos de
silicona se pusieron en un autoclave y se ventilo el dioxido de carbono supercritico para
descomponer los precursores organometalicos, lo que condujo a una distribucién
homogénea de las nanoparticulas de plata con rangos de tamafio entre 10 — 100 nm en todo
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el polimero, finalmente se confirm6 por TEM la formacion de AgNps en los discos de
silicona y se hizo un test para verificar la actividad antibacteriana de los mismos, en este
caso, uno de los discos fue lavado con agua desionizada y el otro no, se encontrd que para
el disco que habia sido la vado, la actividad antibacteriana habia sido reducida en
comparacion con le que no habia sido lavado.

Como recopilacion hasta este punto, se aclara entonces que los inicios en la investigacion
de nanoparticulas de plata estan enfocados tanto a la produccion, en donde se hace mencién
de los estudios sobre propuestas metodoldgicas que comprenden el uso de energia y agentes
reactivos, asi como del precursor (a granel y nitrato). Cabe resaltar que la variedad de
procedimientos para la obtencién de AgNps, abre paso a un campo mucho mayor en cuanto
a toxicologia se trata, y es el disefio de evaluaciones de impacto (EPA), 2001) como una
forma de asegurar anticipadamente el buen funcionamiento de los proyectos propuestos con
el fin de permitir la ejecucion de los procedimientos. En segunda medida, los estudios
también se enfocaron en ahondar sobre los alcances de las propiedades antibacterianas de
las nanoparticulas, lo cual trae como beneficio la ejecucion en la produccion, ya que se
observa que cumple a cabalidad con las expectativas de los investigadores; sin embargo,
debe hacerse un informe sobre el mecanismo que sigue la nanoparticula en la inhibicion de
la bacteria, ademas que también es necesario clasificar la accion producida en cada tipo de
bacteria sean estas Gram Negativas o Gram Positivas. Finalmente se observa que la
compilacion de investigaciones sobre produccion y propiedades antibacterianas de las
nanoparticulas genera en algunos autores la inquietud de las posibles aplicaciones de este
nanomaterial y una de las areas con mayor interés en esto es la medicina. Sin embargo, se
ha de resaltar que el uso de las nanoparticulas en este campo resulta ser de gran peligro para
la poblacién expuesta, pues se usan dispositivos que estan en contacto total con nuestro
organismo, y se evidencia que las nanoparticulas a pesar de estar impregnadas en el
dispositivo, no se encuentran totalmente sujetas al mismo, es decir, que el dispositivo libera
nanoparticulas al ambiente. Se hace necesario encontrar un metodo que permita fijar las
nanoparticulas a cualquier producto en el que se use, evitando asi la liberacion y
consecuente exposicion a las mismas. Hasta este afio, no se ha realizado ningin estudio
relacionado a la toxicidad ni sobre los impactos ambientales que deben ser estudiados por
medio del ciclo de vida de los productos.

En el afio 2005 se incrementaron el nimero de investigaciones enfocadas a la obtencion y
efecto bactericida de las nanoparticulas de plata, ademéas también se encuentra uno de los
primeros estudios relacionados con la toxicologia de este nanomaterial. En primer lugar,
para la produccion de AgNps se observa el desarrollo de una nueva metodologia bajo el
proceso de irradiacion fotoquimica; esta vez, se propone la excitacion del colorante tionina
con luz visible, con el fin de iniciar la reduccion de iones de Ag+ provenientes del
precursor (AgNO:s), sin la necesidad de hacer uso de un agente reductor o estabilizante.
Finalmente se logré obtener nanoparticulas de plata con un tamafio de 20 £ 2 nm (Sudeep
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& Kamat, 2005). Por medio de esta investigacion, se observa la preocupacion de los autores
por perfeccionar el método de produccién que ya habia sido propuesto por Abid, en donde
se hacia uso de dos reactivos, puesto que en esta nueva metodologia se presenta el uso de
solo un reactivo que es el precursor de las nanoparticulas.

Otro de los procesos de produccién propuestos fue el de evaporacion-condensacion,
desarrollado por (Baker, Pradhan, Pakstis, Pochan, & Shah, 2005); este usa un alambre de
plata que se calienta hasta temperatura de fusion con el fin de formar perlas del metal
liquido que finalmente caen en un contenedor de tugsteno enfriado con un flujo laminar de
helio y nitrégeno, esto hace que las perlas se evaporen rapidamente y creen un flujo de
atomos metalicos que finalmente forman nicleos que se coagulan y dan como resultado los
aglomerados de AgNps con un tamafio promedio de 75 nm. Seguidamente el autor estudio
las propiedades antibacterianas de estas nanoparticulas en un cultivo de E. coli a
concentraciones de 0.114, 0.085, 0.057, 0.028 y 0 mg/mL durante 12 horas; luego se hizo
conteo del crecimiento de la cepa de E. coli; después del analisis se determin6 que a medida
gue aumentaba la concentracion, disminuia el namero de células de E. coli sobrevivientes,
siendo para 0.114 mg/mL la concentracion mas potente, pues no habia ninguna célula viva.
Con esta investigacion se identifica un nuevo proceso de sintesis de nanoparticulas de plata
que no hace uso de ningin agente quimico, solo del material a granel; esto propone un
avance hacia tecnologias méas verdes de obtencién de nanomateriales, sin embargo, cabe
resaltar que este proceso trae como desventajas el uso de altas energias e inversiones en
equipo (ver fig. 3); por otro lado, en cuanto al uso de las AgNps como bactericida contra la
E. coli da altas expectativas en cuanto a las aplicaciones que este puede generar.
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Fig. 2 montaje de sintesis de nanoparticulas de plata*?

En segundo lugar se encuentra el estudio realizado por (Morones et al., 2005) quien
examina la accién bactericida de las AgNps a diferentes concentraciones (0, 25, 50, 75 y
100 pg/mL) en cuatro tipos de bacteria Gram negativa: E. coli, V. cholera, P. aeruginosa
and S. typhus en cultivo. Despues de que las nanoparticulas de plata fuesen adicionadas al
cultivo, se dejé crecer la bacteria por un periodo de 30 minutos, luego se recolectaron las
células y se analizaron por medio de TEM. Durante el andlisis se observd que la
concentracion de las nanoparticulas de plata afecta al crecimiento de cada tipo bacteria de
manera distinta, siendo la P. aeruginosa y la V. cholera las mas resistentes frente a la E. coli
y la S. typhus; sin embargo, en concentraciones por encima de 75 pg/mL no se mostré un
crecimiento significativo para ninguna de las bacterias. Por otro lado, se observé también
que las nanoparticulas de plata no solo se encuentran en la superficie de la membrana
celular, sino también en el interior de la bacteria por lo que logré establecer que las AgNps
son capaces de penetrar la célula, con esto se infirid que el efecto bactericida de las
nanoparticulas de plata es dependiente del tamafio de la nanoparticula. Finalmente se
concluye que adn el mecanismo bactericida de las nanoparticulas de plata no se encuentra
totalmente claro, estableciendo que lo observado en el desarrollo de la investigacion es una
ayuda para entender el mecanismo de accion, suponiendo asi, que las nanoparticulas poseen
gran afinidad para reaccionar con componentes sulfuro y de fdsforo, los cuales se
encuentran ubicados tanto en la membrana de la célula, como en el interior y en el ADN.
Este al igual que el estudio de Feng, muestra a la comunidad cientifica las ventajas de las
nanoparticulas frente a los microorganismos y el aprovechamiento que se les puede dar
como bactericida en diversos productos. Pero estos estudios que se han descrito sobre
observacidn de la accion sobre los agentes bacterianos (Baker et al., 2005; Feng QL, Wu J,
Chen GQ, Cui FZ, Kim TN, 2000; Morones et al., 2005) llaman la atencién de la
comunidad cientifica, esto debido al hecho de que si el potencial nocivo que presentan las
nanoparticulas frente a las bacterias, es letal a concentraciones tan bajas (menores de 1 mg);
esta pueda afectar de igual manera a las células y en mayor medida 6rganos de animales,
plantas o el ser humano. Teniendo en cuenta lo anteriormente descrito, los informes sobre
mecanisos de accion vuelven a tomar un papel fundamental en este momento, puesto que
esta ruta podria mostrar a la comunidad las posibilidades existentes en toxicocinetica y
toxicodinamica del nanomaterial al entrar en contacto con un ser vivo.

En este afio, también se hizo uno de los primeros estudios toxicologicos sobre AgNps, el
cual especificamente se encuentra enfocado a la citotoxicidad de los nanomateriales en
general. (Hussain, Hess, Gearhart, Geiss, & Schlager, 2005) se encontraban preocupados

12 Adaptada de Baker, C., Pradhan, A., Pakstis, L., Pochan, D. J., & Shah, S. I. Synthesis and antibacterial
properties of silver nanoparticles (2005). Journal of nanoscience and nanotechnology, Vol. 5, 244-249
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por el desconocimiento de la respuesta celular frente a la exposicion de particulas en escala
nanométrica, por lo tanto, se encargaron de evaluar los efectos toxicos agudos de
nanoparticulas metélicas, entre los que se encontraban las nanoparticulas de plata (15, 100
nm), en células hepéticas de rata, las cuales se hicieron crecer en un medio de cultivo con
5% de suero fetal bovino y se expusieron por un tiempo de 36-48 horas frente a las
nanoparticulas. Después que se obtuvo la monocapa de células, estas fueron tratadas con un
intervalo de concentraciones de nanoparticulas durante 24 horas. Luego del analisis se
encontré un aumento dependiente de la concentracion y el tamafio de nanoparticula en la
fuga de LDH™® (enzima que actGia como biomarcador indicando lesiones celulares), es decir,
para las nanoparticulas de 15 nm se observO mayor dafio en concentraciones de 10-50
pg/mL; y para las nanoparticulas de 100 nm se observé mayor dafio en concentraciones de
25y 50 pg/mL. A patir de este estudio se observa que las nanoparticulas de menor tamafio
son mas toxicas y pueden provocar un tipo de citotoxicidad aguda en comparacién a las
nanoparticulas de mayor tamario, las cuales requieren de concentraciones mas altas para
afectar este tipo de células. En este estudio no se tiene en cuenta si las nanoparticulas de
plata al ingresar al organismo se distribuyen directamente en el higado (faltan estudios
toxicocinéticos que permitan establecer los Organos objetivo del nanomaterial), sin
embargo y debido a estudios anteriores de toxicidad con la plata a granel se tiene una
percepcidn de cuéles serian los primeros 6rganos atacado (Moss et al., 1979; Rosenman et
al., 1987), entre ellos piel, ojos e higado; por otro lado, no se establece la relacion existente
entre el impacto toxico y el tamafio de la nanoparticula; una de las hipétesis generadas a
partir de esta revision especifica que el dafio causado y su dependencia frente al tamafio de
la particula es debido al area superficial presentado por el nanomaterial, el cual establece
gue a menor medida en el tamafio de las nanoparticulas de plata, estas entraran en contacto
directo con el ambiente inmediato, para este caso especifico (el higado), y por tanto la
reactividad de la nanoparticula de 15 nm sera mucho mayor en comparacién con la
nanoparticula de 100 nm. Con esto se hace necesario cuestionar las dosis que se usaran para
los productos que en un futuro se adaptaran a las AgNps, esto en consecuencia de lo que se
evidencia en los estudios sobre accidn antibacteriana y toxicidad celular.

Para el afio 2006, los estudios se encontraban enfocados el desarrollo de nuevas propuestas
para la obtencion de nanoparticulas de plata. (D. Kim, Jeong, & Moon, 2006) son algunos
de los investigadores que desarrollaron procesos de sintesis de AgNps mediante el método
de reduccion gquimica de sales de plata; esta inicialmente se efectia usando como precursor
al AgNOs, un agente reductor (etilenglicol) y un agente estabilizante (PVP)'* que protege a
las nanoparticulas de plata de la aglomeracion; se dejé reaccionando por alrededor de 30
min, con agitacion constante en un reactor equipado con un condensador de reflujo a una
temperatura de 150°C. Se obtuvieron nanoparticulas de plata con un tamarfio de 17 £ 2 nm.

13 por sus siglas lactato deshidrogenasa
14 por sus siglas en inglés polyvinylpyrrolidone
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Este proceso, a diferencia de los anteriores propone un método mas sencillo para la
obtencion de AgNps, se evidencia una facilidad para controlar el rango de tamarfio del
producto mediante el uso de reactivos comunes, tiempos cortos y temperaturas bajas. Al
igual que los procesos que hacen uso de reactivos anteriormente mencionados, este estudio
tampoco realiza un estudio sobre los impactos ambientales producidos por los reactivos
usados, ademas de esto, como se evidencia en la descripcion de la investigacion se
utilizaron dos reactivos (etilenglicol y PVP) como agentes reductor y estabilizante
respectivamente, por lo tanto se crea un interrogante en este punto y es la viabilidad del uso
de dos agentes, tanto reductor y estabilizante, o de solo uno que cumpla ese doble papel. Es
requerido entonces un estudio que permita clasificar cada uno de los reactivos usados en la
reduccion quimica, contrastando beneficios dentro de los procesos de obtencidn, costos,
como también impactos en cuanto a rendimientos, control del producto final (tamafio y
forma), ambientales y a la salud humana, ademas de que también debe revisarse si en cada
proceso se puede recuperar dichos agentes y hacer de la sintesis un procedimiento
sostenible.

(Chandran, Chaudhary, Pasricha, Ahmad, & Sastry, 2006) hicieron un estudio en el campo
de la produccion de AgNps basado en la reduccién quimica de sales de plata, pero se
reemplaza el agente reductor y estabilizante con extracto de Aloe Vera para obtener
nanotriangulos de oro y nanoparticulas de plata. Para las AgNps se usé como precursor
AgNOs (5 mL al 0.01 M), una solucién de 30% de amoniaco en agua (2.5 mL) y el extracto
del aloe vera, el cual se hizo con 30 g de hojas de aloe vera cortadas y hervidas en 100 mL
de agua destilada estéril (5 mL), luego se ajustaria la concentracion de AgNOs a 0.001
completando el volumen final a 50 mL con agua. Después de 24 horas de reaccién se
observo un color amarillo, lo que indicaba la formacion de nanoparticulas de plata, que
finalmente fueron caracterizadas por UV y TEM. En la caracterizacion se encontr6 que las
nanoparticulas tenian un rango de tamafio de 152 nm + 42 nm y su forma era
predominantemente esférica. En comparacion a la propuesta llevada a cabo por Kim et al
(reduccidn de sal de plata), este autor se preocupa por los efectos contraproducentes que la
produccion de nanoparticulas de plata pueda causar en el medio, por tanto, disminuye el
uso de reactivos (agente reductor y estabilizante), reemplazandolos con materiales naturales,
en este caso se hace uso del aloe vera, un producto muy conocido y que puede encontrase
facilmente; a partir de ello se podria concretar el uso de muchos mas productos naturales
cercanos a la comunidad; por tanto, es imprescindible realizar estudios con diferentes
extractos en pro de ampliar este campo de produccion. En contraste, se observa que a
diferencia de la reduccion quimica de plata, este proceso toma mas tiempo en completarse
(24 horas), pero como resultado genera rangos de tamafio de nanoparticulas pequefios, por
lo que lo convierte en una opcidn favorable para la produccion de nanoparticulas de plata;
no se describe dentro del trabajo el rendimiento de la sintesis, esto es importante ya que
permite conocer si realmente favorece realizar este tipo de procesos, sin perdidas del
precursor (AgNO3).
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En el transcurso de estos afios se incremento el nimero de publicaciones realizadas por la
comunidad cientifica. Para el afio 2007 se evidencian adelantos tanto en procesos de
produccion como en estudios toxicoldgicos. En principio, (Navaladian, Viswanathan,
Viswanath, & Varadarajan, 2006) al igual que algunas investigaciones descritas
anteriormente, desarrollaron otra metodologia para la sintesis de AgNps usando el método
de descomposicion térmica, su propuesta empleaba un complejo de Ag*- oleato, el cual se
preparé mezclando 50 mL de AgNOz 0,5 M con 30 mL de &cido oxalico 0,5 M; lo que dio
como resultado un precipitado blanco que fue seguidamente filtrado, lavado con agua
destilada y secado a 60°C, para ser almacenado en un contenedor oscuro. Por otro lado, a
40 mL de agua se le afiadio PVA®® y se agit6 hasta disolucion completa, se agreg6 0,05 g de
Ag.C>04 a la anterior mezcla, se agito durante 10 minutos y se purgd con Na. A
continuacidn, la mezcla se calentd a reflujo, con flujo de gas N2, en un bafio caliente a
100 °C durante 3 horas. Se formo un coloide color amarillo, este fue enfriado a temperatura
ambiente en presencia de la atmosfera de N2, la solucion resultante se centrifugo durante 5
min a 1000 rpm para realizar la separacion del nanopolvo de Ag color amarillo y este fue
caracterizado por TEM determinando asi que el tamafio de las nanoparticulas resultantes es
de 2 — 4nm.

Siguiendo con los procesos de produccion, otras estrategias metodoldgicas enfocadas al uso
de materiales naturales como reemplazo a los agentes quimicos son estudiadas. Este es el
caso de (Vigneshwaran et al., 2007) quienes usan Aspergillus flavus(del reino fungi)
cultivado en caldo de malta de levadura que contiene dextrosa, 10 g /L; digestion péptica de
tejido animal, 5 g/ I; extracto de levadura, 3 g/ I; y extracto de malta, 3 g/ L. El pH final se
ajustd a 6,2 £ 0,2. Los matraces se incubaron con agitacion de 200 rpm a una temperatura
de 37 ° C; después de 5 dias de incubacién las células se separaron por filtracion y se
lavaron tres veces con agua desionizada. Los 5 g de células resultantes se agregaron a 100
mL de AgNOs 1mM y se incubaron en un agitador a 200 rpm, en total oscuridad y a una
temperatura de 37°C. Después de 72 horas la solucién se tornd color rojizo oscuro, al
realizarse el andlisis con TEM se determind que el rango de tamafio para las nanoparticulas
de plata es de 8.92 nm = 1.61 nm.

Y por otro lado, (Shahverdi, Minaeian, Shahverdi, Jamalifar, & Nohi, 2007) hacen un
estudio con sobrenadantes de diferentes cepas de enterobacterias'® entre las cuales se
encuentran: Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Enterobacter cloacae,
Klebsiella pneumonia, Lactobacillus acidophilus, Staphylococcus aereus, Pseudomonas
aeroginosa, Candida albicans, Aspergillus niger. Cada sobrenadante se transfirio a un

15 Acetato de polivinilo
16 Enterobacterias: bacterias gram negativas entre ellas se encuentran: Escherichia coli, Enterobacter
cloacae, Klebsiella pneumoniae, etc.
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recipiente de reaccion de tal modo que quedase en una concentracion de 1% v/v y a esto se
afiadié una solucion acuosa 0.001 M de AgNQg, la mezcla se dejo reposar durante 5 min a
temperatura ambiente; la aparicion de un color café amarillento en los recipientes de
reaccion para la K. pneumoniae, E. coli y E. cloacae sugirié la formacién de nanoparticulas
de plata, para las otras cepas no se evidencid cabios de color en otras cepas bajo las mismas
condiciones. Se establecio entonces que las enterobacterias liberan agentes reductores que
facilitan la obtencion de AgNps por reduccién de una sal de plata; por otro lado, las
nanoparticulas sintetizadas con la cepa K. pneumonia se caracterizaron por la técnica TEM,
lo cual determino gue estas se encontraban en un rango de tamarfio entre 28.2 a 122 nm

(Mulfinger et al., 2007) proponen otra metodologia para la obtencion de AgNps por
reduccion de sales de plata, usando como precursor AgNO3s (10 mL) con concentracion 1
mM, se afiade gota a gota al agente reductor (NaBH4, 30 mL) con concentracion 2 Mm, se
agitd vigorosamente en una placa de agitacion magnética. La reaccidon se torno color
amarillo luego de agregar 2 mL de la solucién de nitrato de plata, luego de haber agregado
toda la solucion de AgNOs, se dejo en agitacion por tres minutos mas y luego se retir6 el
iman. El producto obtenido tiene un rango de tamarfios entre 50 — 70 nm; la autora comentd
que el borohidruro de sodio es altamente toxico y el nitrato de plata es corrosivo. Esta
metodologia es una propuesta totalmente diferente a la realizada por Kim et al (2006), pues
a pesar de que la sal de plata usada es la misma, las diferencias radican en los agentes
reductores y estabilizantes usados, como también el tiempo de reaccion y las temperaturas,
por tanto se confirma que las caracteristicas de los productos obtenidos son dependientes de
estos factores, entre ellos la temperatura y tiempo; es posible que el tamafio de la
nanoparticula disminuya conforme el tiempo de reaccién y la temperatura aumenten. Por
otro lado, este es el Unico estudio hasta el momento que define la naturaleza toxica de los
agentes quimicos con los que se trabaja.

En materia de produccion de nanoparticulas de plata se ha introducido no solo nuevas
metodologias, sino también se han perfeccionado algunas otras, un ejemplo claro es el
estudio realizado por (Navaladian et al., 2006) y el estudio realizado por Lee et al. 2004,
quienes proponen la descomposicion térmica como una forma de obtencion de AgNps
usando un mismo precursor (Ag-oleato), sintetizado de diferentes formas y usando
variables como temperatura, presion y tiempo de reaccién que dan como resultado
caracteristicas morfologicas distintas en los productos finales (2-4 nm y 9.5 nm
respectivamente para cada autor). Los estudios llevados a cabo por (Vigneshwaran et al.,
2007; (Shahverdi et al., 2007) determinan un progreso significante en materia del uso de
productos naturales en la produccién de AgNps; anteriormente (Chandran, Chaudhary,
Pasricha, Ahmad, & Sastry, 2006) estudio el extracto de Aloe Vera como agente reductor y
estabilizante (a comparacion del uso de hongos y bacterias propuestas por los autores
anteriormente mencionados), toxicolégicamente hablando, los tres procesos muestran un
bajo impacto ambiental, puesto que eliminan el uso de otros quimicos (solo se utiliza el
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precursor, que para los tres casos resulta ser el mismo AgNQO3); por otro lado, si se hablase
de optimizacion y eficiencia de procesos, la propuesta del uso de bacterias resulta ser la
mejor, esto debido al tiempo de produccion (5 min) después de agregada el sobrenadante a
la solucidn precursora; cabe resaltar que el estudio realiza la aclaracion de que no todas las
bacterias son aptas para la produccion de AgNps, por tanto es necesario realizar estudios
que permitan establecer las especies de bacterias adecuadas para el proceso; en segundo
lugar se encuentra el extracto de aloe vera (24 h), tal y como se mencion6 anteriormente, el
estudio de otras plantas o extractos de estas permitirian mejorar el tiempo de produccion y
el rendimiento en la sintesis. Finalmente, se encuentra el uso de la Aspergillus flavus, que
tiene un tiempo de 72 h para la obtencion final de este producto, al igual que en llos
anteriores estudios realizados con productos bioldgicos, se hace la premisa de ahondar méas
en investigaciones con otras especies de este género, que pueden resultar adecuadas para
optimizar esta metodologia.

En cuanto a los estudios toxicoldgicos, se trabajo sobre el impacto producido por los
diferentes procesos de sintesis en medios acuaticos. (K. J. Lee, Nallathamby, Browning,
Osgood, & Xu, 2007) llevaron a cabo una investigacion que les permitié conocer los
efectos de las AgNps frente al desarrollo embrionario de los peces cebra, esta investigacion
se desarroll6 en diversas etapas, las cuales comprenden la sintesis de AgNps, su
caracterizacion y seguidamente su preparacion y difusion dentro de los embriones de pez
cebra (embriones de 1.25 — 1.50 horas de post-fecundacion, con AgNps con rango de
concentracion de 0 - 0.71 nM), finalmente se hace un seguimiento al desarrollo embrionario
de los peces en las etapas consideradas como vitales para el desarrollo (24, 48 72, 96 y 120
h después de la post-fecundacidn). Se encontrd que los embriones que se habian expuesto a
concentraciones entre (0 — 0.08 nM) completaban su desarrollo normalmente en cada etapa;
a medida que la concentracion aumentaba, el nimero de peces cebra normalmente
desarrollados decrecia, mientras que el nimero de peces cebra muertos aumentaba. Al
llegar a una concentracion de 0.19 nM, solo se observaron peces deformados y muertos
(llegando al nimero méximo de peces deformados en esta concentracion), luego este
namero decrece entre concentraciones de 0.19-0.71 nM y aumenta el nimero de peces
cebra muertos.

Asi como el agua, el aire también es considerado como un medio de dispersién de toxicos
importante, es por esto que (Ji et al., 2007) realizaron un estudio enfocado en la exposicion
via inhalatoria en 40 ratones de ocho semanas de edad, divididos en 4 grupos (10 ratones en
cada grupo): el grupo de control con aire fresco, el grupo de dosis baja (1.2*10*
particulas/cm®), el grupo de dosis media (1.2*10° particulas/cm®) y el grupo de dosis alta
(1.2*10° particulas/cm?®); los animales fueron expuestos a las nanoparticulas de plata 6 h/dia,
5 dias/semana, por 4 semanas, diariamente en los dias entre semana los animales eran
revisados para buscar evidencias a los efectos de la exposicion, esto incluia cambios en la
respiracion, dérmicos, comportamentales, nasales y evaluacion del peso (durante el
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tratamiento y después de la necropsia). Los ratones fueron anestesiados con éter, luego la
sangre fue drenada de la aorta abdominal y recolectada para analisis bioquimico, luego de
recolectadas las muestras de sangre los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical
y se removieron cuidadosamente los 6rganos: testiculos, ovarios, Utero, corazén, glandula
tiroidea, trdquea, esofago, lengua, prostata, pulmones, cavidades nasales, rifiones, bazo,
higado, pancreas y cerebro, finalmente fueron preparados para la examinacion bajo el
microscopio. Se encontré que las concentraciones mas elevadas se evidenciaban en los
pulmones, esto era dependiente también de la dosis a la que fueron expuestos los animales,
siguiendo con érganos también dependientes de la dosis como el higado y el cerebro. No
hubo distincion en la distribucion de plata entre machos y hembras.

Es de resaltar, que al afio 2007 se encontraron muy pocas investigaciones sobre la toxicidad
de nanoparticulas de plata, esto a pesar de que a la fecha ya se hablaba de distintos métodos
de produccion y que habia en circulacion alrededor de 126 productos que contenian AgNps
para Diciembre de este afio (Woodrow Wilson, 2007). Esto indica una alta carencia de
investigaciones en el ambito toxicoldgico y la poca preocupacion de la comunidad
cientifica sobre este asunto; segun los pocos estudios realizados, se encontrd que a bajas
concentraciones (en términos de nanomolaridad) los embriones de peces cebra sufrian
dafios severos o muerte; por tanto, esta investigacion permite establecer la falta de control
tanto en los procesos de produccion, uso y consumo, como también en la etapa de
disposicion final, puesto que para cada fase de la vida atil del nanomaterial se deben
considerar la generacion de residuos; en este punto se verifica también la falta de estudios
que evallen la contaminacién de los recursos acudticos y sus posibles afecciones sobre los
ecosistemas, que a futuro pueden llegar a causar problemas de salud publica. Por otro lado,
la investigacion llevada a cabo por (Ji et al., 2007), resulta ser uno de los primeros trabajos
gue se conocen en toxicocinetica de las nanoparticulas de plata via inhalatoria; a pesar de
que se realizaron anteriormente estudios toxicoldgicos, estos no tomaban en cuenta la
distribucion que puede tener la nanoparticula dentro del organismo. A partir de esto se
puede determinar que los érganos méas afectados son los pulmones (érgano al que entra
directamente cualquier toxico al exponerse un organismo por via respiratoria), el higado y
cerebro, puesto que al darse el proceso de respiracion, la nanoparticula viaja a través del
organismo por medio del torrente sanguineo, pero no se sabe con certeza cual es la afinidad
gue poseen las nanoparticulas de plata con estos érganos, por tanto, resulta importante
definir las caracteristicas propias del 6rgano que es objetivo de este nanomaterial; por otro
lado, y teniendo en cuenta esta toxicocinetica, se deben realizar estudios méas aproximados
a los efectos que producen las AgNps en cada organo teniendo en cuenta variables como
(dosis suministrada, tamafio y forma de la nanoparticula, tiempo de exposicion, dafios
celulares, etc.)

Para el afio 2008 y 2009 se evidencio un aumento significativo en las publicaciones con
respecto a estudios toxicologicos y aplicaciones; por otro lado, hubo una disminucion en
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los estudios de produccion y obtencion de nanoparticulas. En este caso, otro nuevo proceso
para la sintesis de AgNps fue desarrollado por (Khaydarov, Khaydarov, Gapurova, Estrin,
& Scheper, 2008) quienes describen un método que no hace uso de agentes quimicos, solo
se emplea dos electrodos de bajo costo (tanto el anodo como el catodo estan hechos de plata
a granel) con el fin de estos puedan transformarse en particulas coloidales de plata. Las
placas del metal usadas poseian medidas de 85mm * 20 mm * 4mm. Los electrodos fueron
sumergidos en una celda electroquimica llena de 500 mL de agua destilada, el proceso se
llevd a cabo en un rango de temperatura entre 20 — 95 °C con un voltaje constante de 20,
cambiando la polaridad de la corriente continua entre los electrodos cada 30-300s y
manteniendo una agitacion constante para evitar la formacion de precipitados. Finalmente
se obtuvieron las soluciones de nanoparticulas de plata, las cuales fueron almacenadas a
temperatura ambiente en envases de vidrio; al realizarse la caracterizacion se determiné que
el tamafio de las nanoparticulas correspondian a un rango entre 2 — 20 nm. Como
observacién a este proceso de sintesis propuesto, se determina que en comparacion a los
otros métodos de produccion, el uso de electrodos hechos del material a granel y la
eliminacién de los agentes quimicos como también de las altas energias, hacen de este
método maés eficaz en cuanto a las pocas variables que deben ser controladas para la
obtencion de las nanoparticulas en las condiciones que son requeridas; por otro lado, este
estudio permite evidenciar la importancia de los costos en las propuestas de sintesis del
nanomaterial, haciendo énfasis el que este proceso hace una reduccion significativa en la
inversion de maquinarias, equipos y agentes reactivos, por lo que la obtencion de AgNps
resulta méas viable en contraste con los otros métodos.

Para este mismo afio, la autora (Fauss, 2008) establece un balance sobre el consumo de las
AgNps en la poblacion mundial, recopilando la informacion disponible sobre los productos
en venta para esa fecha por paginas web de las compafiias que los distribuian, asi mismo,
hizo uso de articulos externos, consultas a compafiias, etc. Este inventario realizado por la
autora, también provee al lector de la falta de informacién sobre los productos
comercializados y resalta que la cantidad de productos inventariados a la fecha es de 240;
lo que permite observar en comparacion al afio 2007, un crecimiento aproximadamente del
doble, en los articulos que poseen como componente a las nanoparticulas, estas se
clasificaron en primera medida segun la forma en la que se encuentra el nanomaterial, tal y
como se muestra en la fig. 3.
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Fig. 3 distribucion de productos comerciales por forma de la nanoplata®’

Luego de esto la autora categorizo los sectores de consumo en los que se encontraban
incluidas las AgNps (cuidado y belleza, limpieza, juguetes, dispositivos electrénicos,
medicina, equipamiento del hogar y comida) y determiné el porcentaje del nanomaterial
usado en cada una de estas, tal y como se muestra en la fig. 4.

medicina

4%
equipamiento
del hogar
6%

dispositivos
electrénicos  juguetes
3% 2%
comida
10%

M salud y belleza H comida H limpieza

H juguetes M dispositivos electronicos B equipamiento del hogar

B medicina I otros

Fig. 4 Sectores de consumo de nanoparticulas de plata®®

Esto muestra que a pesar de que no se tiene un amplio conocimiento en todos los efectos
adversos que producen las nanoparticulas de plata tanto al ser humano, como a las especies
animales, vegetales y en el ambiente; este estudio muestra que la poblacion mundial se
encuentra totalmente expuesta a una diversidad de productos que contienen AgNps,
sobresaliendo entre ellos los articulos de salud y belleza, los cuales son altamente usados

17 Adaptado de Fauss, E (2008). The silver nanotechnology commercial inventory. University of Virginia.
18 Adaptado de Fauss, E (2008). The silver nanotechnology commercial inventory. University of Virginia.
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por la poblacion en su cotidianidad, entre estos podemos encontrar: productos de cuidado
personal, articulos deportivos, cosméticos, ropa, etc. Consecuentemente, la comida es la
segunda categoria més alta, y hace referencia al embalaje de comidas y bebidas, ya que de
esta forma las nanoparticulas ayudan a conservar por mas tiempo los alimentos. Finalmente,
Fauss establece que son 65 las compafiias que desarrollan el disefio y produccién de estos
productos, distribuidas principalmente en 11 paises, entre ellos: China, Alemania, Iran,
Japon, Nueva Zelanda, Singapur, Corea, Taiwan, Tailandia, Reino Unido y los Estados
Unidos de Ameérica; estableciendo una vez mas la preocupacion existente en cuanto al
crecimiento en la produccion de articulos que hacen uso de este nanomaterial, y también se
menciona que la produccién se expande a otros paises quienes hacen investigacion en
nuevas aplicaciones para las nanoparticulas.

En cuanto a los estudios toxicol6gicos encontrados, (Navarro et al., 2008) también
manifesto su preocupacion por el aumento en las aplicaciones de las nanoparticulas de plata,
por lo que decidid estudiar la toxicidad de las AgNps y Ag* a corto plazo en la especie
Chlamydomonas reinhardtii®. En primer lugar se hizo un cultivo de esta alga y se
centrifugd (2000 g, 10 min), luego se resuspendieron en MOPS?° hasta un volumen de 50
mL, seguidamente las algas fueron expuestas a concentraciones crecientes de AgNO3 (100
a 10.000 nM) y AgNps (10 a 10.000 Nm). En tercer lugar, se estudid el efecto de esta
exposicién en el rendimiento fotosintético de las algas (en lapsos de tiempo de 1-5 horas),
en donde se descubrié que el aumento en las concentraciones de AgNOz y AgNps reducia
el rendimiento fotosintético de las algas. AgNOs mostrd valores similares para ECso?! en
lapsos de tiempo de 1 y 2 h (188 y 184 nM respectivamente), de manera diferente, la
toxicidad de las AgNps fue dependiente del tiempo, mostrando un ECso de 3300 nM
después de 1 h y 1049 nM despues de 2 h. En base a la concentracién total de Ag* se
establecio que AgNps mostraba una toxicidad mas alta que AgNO3, Este estudio es bastante
importante, puesto que no se ha encontrado en la literatura los efectos que las
nanoparticulas de plata producen en las plantas, y de hecho este campo resulta ser bastante
transcendental, pues relacionando con el trabajo anteriormente descrito sobre los peces
cebra (Lee et al, 2007) la mayor parte de los ecosistemas se encuentra compuesta por
vegetacion que estd totalmente expuesta a aguas contaminadas con este tipo de
nanomateriales. Como observacién adicional, cualquier tipo de vegetacion expuesta a las
nanoparticulas de plata conduce al inicio de la intoxicaciéon de animales o seres humanos
consumidores de estas; esto conlleva a plantear un cuestionamiento en cuanto a los tipos de
transformaciones que pueden sufrir las AgNps en una cadena trofica, como también los

19 Alga unicelular de 10 micrometros de didmetro

2 por sus siglas en inglés (3-(N-morpholino)propanesulfonic acid) ¢ Acido 3- (N-morpholino)
propanosulfénico

21 La mitad de la concentracidn efectiva méxima: representa la concentracién de un compuesto donde se
observa el 50% de su efecto maximo
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efectos que pueden sufrir alimentos cosechados en zonas contaminadas y las posibles
consecuencias que surjan si son ingeridos por la poblacion.

Un afio despues, (Wijnhoven et al., 2009) consigné en su estudio que, de los mas de 800
productos nanotecnoldgicos producidos para ese afio, alrededor del 30% contiene
nanoparticulas de plata, es decir 240 productos con nanoparticulas de plata, estableciendo
una produccion constante entre el afio 2008 y 2009, encontrando asi que no solo la
produccién de plata a granel afectaba el medio ambiente, sino que con las manufactura de
articulos que contienen nanoparticulas de plata se incrementd al doble la contaminacion
(alrededor del 25% de la produccion de nanoplata se pierde en ecosistemas terrestres y
acuaticos); ademas de ello comparé la toxicidad entre la plata a granel y la nanoplata,
determinando que la plata a escala nanométrica resulta ser mas toxica debido a que libera
facilmente iones de plata, lo que para el autor se define como mayor capacidad de
afectacion en el crecimiento de especies y también puede ser mortal en pequefias
concentraciones debido a que esta posee un area superficial mayor y por tanto, su
reactividad es proporcional a esta propiedad, se hace mencidn sobre el estudio realizado por
(K. J. Lee et al., 2007) en los peces cebras y establece que las nanoparticulas pueden llegar
a ser una amenza para el ambiente. Entre las observaciones mas destacadas de este estudio
se encuentra la preocupacion del autor por el impacto de la nanoplata en los ecosistemas, se
expone en este mismo que uno de los puntos de contaminacion es el suelo y el agua, sin
embargo, hasta la fecha no se ha desarrollado ninguna investigacion en estos ecosistemas y
en caso de ser contaminados, también falta informacion sobre las fuentes principales de
contaminacion de estos puntos.

Para este mismo afio se realizaron otros estudios enfocados a investigar los efectos adversos
producidos por las nanoparticulas en células hepaticas, puesto que ya se tenia conocimiento
de que este 6rgano era objetivo del nanomaterial. (S. Kim et al., 2009) evaluaron la
toxicidad de este material en células de hepatoma (Tumor originado en el tejido hepatico),
con nanoparticulas de 10 nm. Los resultados en este estudio indican una fuga de LDH
dependiente de la concentracién, pues a medida que la concentracion incrementaba, la fuga
también aumentaba, indicando que la célula sufria de lesiones y se establecio que el ICsode
este efecto adverso era de 0.53 £ 0.19 pg/mL. Por otra parte, un analisis genotoxico
demostré que las nanoparticulas de plata a concentraciones de 1 y 2 pg/mL reaccionaron
con H2AX (histona de la cadena de ADN), fosforilandolo hasta y-H2AX, lo que permite
establecer que hubo una rotura de la doble cadena que consecuentemente puede llevar a la
célula a apoptosis 0 necrosis.

Luego (Arora, Jain, Rajwade, & Paknikar, 2009), realizaron también estudios en células
hepaticas y en fibroblastos de ratones albinos suizos de un dia de edad, con concentraciones
de 12,5 - 100 pg/mL y 6,25 — 100 pg/mL respectivamente. Estas células fueron observadas
bajo microscopio, con el fin de analizar si habia malformaciones en cada tipo de célula.
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Para los fibroblastos (comunmente con forma poliedra) se determin6é que no cambiaban de
forma hasta llegar a una concentracion de 25 pg/mL y al llegar a concentraciones entre 50 -
100 pg/mL perdia su forma poliedra y se encogian. Paralelamente, en las células hepaticas
analizadas, se evidenci6é que no habia cambio, por lo que se ampli6 el rango de
concentracion hasta 200 pug/mL, donde se identific dafio en algunas de las membranas
celulares. Seguidamente, los fibroblastos fueron expuestos a una dosis de 30 pg/mL (~1/2
de ICs0??) dando como resultado apoptosis®® de las células y luego se expusieron a 120
pg/mL (2*1Cso) en donde las células sufrieron necrosis; mientras tanto, las células hepaticas
muestran apoptosis a una concentracion de 225 pg/mL (1/2 ICsp) y mostraron necrosis a
una concentracion de 900 pg/mL (2*1Cxo).

En estos dos estudios se establecen indicadores toxicologicos (ICsp) que muestran
inhibiciones de ciertos procesos en las células, sin embargo, queda claro que falta una
sistematizacion mas clara sobre estos indicadores, puesto que dentro de los estudios
analizados, los dos anteriores son las primeras investigaciones que los establecen (ICso para
fuga de LDH en hepatoma, ICso para los fibroblastos japoptosis y necrosis” e ICso para las
células hepaticas “apoptosis y necrosis”). Con este ICso Se denota que realmente se necesita
de bajas concentraciones de AgNps en los diferentes tipos de célula para crear un dafio
grave, asi mismo, estos estudios analizan no solo la citotoxicidad causada, sino también se
enfocan en evaluar si hay genotoxicidad, y es confirmado, estableciendo que las AgNps
tienen una afinidad a reaccionar con los cuerpos fosforilados de la cadena de ADN
provocando rupturas graves (doble cadena), lo que evita que haya un reparacion del ADN y
se creen trastornos en las células que también hacen que estas lleguen al estado de
apoptosis 0 necrosis.

Para el siguiente afio, el interés por los efectos toxicos de las nanoparticulas de plata sigue
en aumento, y esto se corrobora con los estudios hechos por (Lankveld et al., 2010) quienes
se encargan de evaluar la toxicocinética de nanoparticulas de plata con tamafios de 20, 80,
110 nm, que ingresaron por via intravenosa en ratas machos con seis semanas de edad,
divididos en cuatro grupos: 20 nm (21 ratas), 80 nm (21 ratas), 110 nm (21 ratas) y grupo
control (7 ratas). Después de 17 dias de tratamiento, 10 ratas de cada grupo de tratamiento y
1 del grupo control fueron anesteciadas con isoflurano y seguidamente eutanasiadas
drenando la sangre de la aorta abdominal; esto permitid recolectar muestras de sangre,
higado, bazo, rifiones, pulmones, corazdn, cerebro y testiculos. Tras hacer el analisis
correspondiente en cada uno de los érganos se establecio que los mayores niveles de
nanoparticulas se encontraban en el higado y el bazo, y en menor cantidad en los rifiones y
los pulmones. Cabe resaltar que las diferencias de tamafio en las nanoparticulas produjeron
que la toxicocinética sea diferente, es decir, las AgNps méas pequefias (20 nm) se

22 |Cso: mitad de la concentracion inhibidora maxima
2 Muerte celular programada
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distribuyeron en su mayor parte en el higado, rifiones y en menor medida en el bazo;
mientras que las AgNps de 80 y 110 nm se distribuyeron en el bazo, seguido del higado y
los pulmones.

Por otro lado, (Y. S. Kim et al., 2010) quienes realizaron un estudio via oral con AgNps de
56 nm por 90 dias en ratas Sprague-Dawley de ocho semanas de edad, divididas en 4
grupos (10 ratas en cada grupo): grupo control, grupo de dosis baja (30 mg/Kg/dia), grupo
de dosis media (300 mg/Kg/dia) y grupo de dosis alta (1000 mg/Kg/dia), a la terminacion
de las 4 semanas de tratamiento, las ratas fueron anestesiadas con éter y sacrificadas, se
drend la sangre de la aorta abdominal para analisis bioquimicos y hematoldgicos, y luego se
sacaron cuidadosamente los 6rganos, arreglados y examinados bajo microscopio y también
por espectrometria de absorcion atomica. No se observaron cambios en el comportamiento
de los animales, ni en la forma que consumian sus alimentos, tampoco existian diferencias
notables entre los machos y hembras, excepto por el incremento en el peso del cerebro de
los machos que estaban expuestos a dosis altas y en el higado para las hembras expuestas a
dosis media; también hubo incremento en el colesterol para los grupos de ratas machos
(dosis altas y medias), mientras tanto, hubo un decrecimiento en la proteina total para las
ratas de dosis altas comprado con el grupo control. Por ultimo, se encontré deposicion de
plata en la sangre, estomago, cerebro, higado, rifiones, pulmones y testiculos, y estas
deposiciones eran totalmente dependientes de la dosis; también los autores determinan que
a estas concentraciones y con este tiempo de exposicion el LOAEL (lowest observable
adeverse effect level) es de 125 mg/Kg y el NOAEL (no observable adverse effect level) es
de 30 mg/Kg.

Estos dos estudios junto con el realizado por Ji et al (2007), muestran la relacion existente
entre la via de exposicion por la cual ingreso la nanoparticula y la forma en la que se
distribuye en el cuerpo; realizando la comparacion: para la via inhalatoria se determiné que
los 6rganos objetivo son el pulmon, higado y cerebro; para la via intravenosa se establece
que los 6rgano diana son higado, bazo, rifiones y pulmones; y finalmente para la via oral:
estdbmago, cerebro, higado, rifiones. Otro factor que debe tenerse en cuenta y del cual se
habia hecho referencia anteriormente es la dependencia del tamafio de la nanoparticula y su
distribucion en los diferentes 6rganos. Hasta la fecha no se han desarrollado mas estudios
evaluando la toxicodindmica de las AgNps en los 6rganos objetivo, exceptuando el higado.
También se debe resaltar el factor sexual en el comportamiento toxicolégico de las
nanoparticulas, puesto que se denotan diferencias al evaluar los efectos causados en
algunos organos y metabolitos de la sangre, por tanto, falta mas informacion acerca de esta
variable. Finalmente, la investigacion de (Y. S. Kim et al., 2010) aporta otros indicadores
de toxicidad en cuanto a la exposicion oral se refiere, esta vez se hace referencia al NOAEL
y LOAEL; por tanto, es necesario establecer para las diferentes vias de exposicion estos
indicadores (intravenosa, inhalatoria, etc.)
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En este afio también se observd la preocupacion de algunos cientificos por lo que respecta
al impacto ambiental que puede generar la disposicion final de residuos de AgNps. Por
consiguiente, (B. Kim, Park, Murayama, & Hochella, 2010) desarrollaron una investigacion
en Virginia Tech, la cual buscaba confirmar la hip6tesis sobre la contaminacién de aguas
residuales con nanoparticulas de plata dentro de un municipio en el estado de Virginia,
EEUU. A partir de criterios de seleccion de muestras regulados por la EPA, se midio la
concentracion de plata en el agua que se encontraba en la etapa final del proceso en una
planta de tratamiento, las muestras de agua de recolectaron, se congelaron y se liofilizaron,
despues de liofilizadas se recogio el polvo de lodo y se tritur6 manualmente con mortero;
luego se afiadié medio gramo de lodo a un tubo de centrifuga de vidrio de 30 ml con 5 ml
de agua desionizada, se mezclé y se sonicé**durante una hora. Un ml de esta solucion se
diluy6 200 veces con metanol para realizar la medicién de la concentracion de Ag por ICP-
AES ® y luego se analizaria por TEM. Se encontrd que las muestras contenian
nanoparticulas de plata provenientes de infinidad de productos manufacturados con este
nanomaterial, que terminaron liberadas al medio acuatico y consecuentemente se
solubilizaron y reaccionaron con Azufre reducido en condiciones anaerobias.

En relacién a este trabajo se puede asociar de nuevo las investigaciones toxicologicas sobre
los peces cebra o la del alga Chlamydomonas reinhardtii (K. J. Lee et al., 2007; Navarro et
al., 2008), pues estas especies se encuentran relacionadas con la polucion acuética, y de
hecho, también las poblaciones humana aledafas a rios, pueden estar expuestas cuando se
da uso a estas aguas para consumo Yy coccion de alimentos. Este estudio no menciona que
impactos puede tener el producto de reaccién entre plata y azufre (Ag2S) en el ambiente,
pues estos se encontraron como particulas de tamafio nanométrico en los lodos de la planta
(lodos que pueden ser usados en agricultura como abono), asi que también el impacto esta
relacionado con los suelos y cosechas. Es por esto, que se hacen necesarias las estrategias
de manejo de residuos que ayuden a minimizar la contaminacion dada por el nanomaterial;
hasta la fecha no se ha propuesto ningln estudio sobre el ciclo de vida de productos que
incorporan AgNps, a pesar del amplio consumo que se le da a los mismos.

Entre los afios 2011 y 2012 sigue en aumento los estudios toxicoldgicos, esta vez enfocados
tanto a la toxicocinética, como a la citotoxicidad y genotoxicidad. Iniciando con (Tiwari,
Jin, & Behari, 2011) quienes realizan una evaluacién de la toxicidad en ratas winster de 8 —
10 semanas de edad, la cuales fueron divididas al azar en seis grupos de tratamiento con
AgNps (15-40 nm) por 32 dias. Estas nanoparticulas se inyectaron por via intravenosa a
cuatro grupos, en intervalos de 5 dias a concentraciones de 40, 20, 10 y 4 mg/Kg, el otro
grupo fue tratado con un buffer de fosfato salino (grupo control) y el grupo remanente fue

24 Sonicacién: aplicacion de la energia del sonido para la agitacion de particulas en una muestra
25 Por sus siglas en inglés Inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy (espectrometria de
emisién atémica de plasma acoplado inductivamente)
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usado para balancear el grupo de animales tratados en caso de alguna muerte. Se observo,
deposicién de plata en el higado, rifiones y bazo, tal y como en los anteriores estudios
revisados. También se realiz6 un anélisis genotdxico, determinando que hubo rotura de la
cadena de ADN. Otras de las investigaciones enfocadas en el estudio genotoxico producido
por las AgNps fue el realizado por (H. R. Kim, Kim, Lee, Oh, & Chung, 2011), esta vez en
células del epitelio bronquial humano expuestas a nanoparticulas con rango de tamafio entre
43 — 230 nm, diluidas en soluciones a concentraciones de 0.01, 0.1, 1 y 10 pg/mL; se
encontré que habian roturas en la cadena de ADN, siendo las nanoparticulas con menor
tamario las mas toxicas.

Otros tipos de células que son estudiadas toxicoldégicamente son los macréfagos (células del
sistema inmune) y las células madre embrionarias. (Park et al., 2011) usaron nanoparticulas
de 20, 80 y 113 nm realizan la evaluacion toxicoldgica a (macréfagos, fibroblastos y células
madre embrionarias) por un lapso de tiempo de 24 horas. Para los fibroblastos se observa
que con cualquier tamafio de nanoparticula la integridad de la membrana celular se ve
afectada, pero se destaca que las nanoparticulas de mayor tamafio son las mas toxicas; por
otra parte, los macrdéfagos al ser expuestos a las nanoparticulas de 20 nm sufren lesiones
que son evidenciadas por marcadores inflamatorios que libera al medio; finalmente, las
células madre embrionarias padecen de una inhibicién de la contraccion de cardiomiocitos
con cualquier tamafo de particula (siendo las de 20 nm las més potentes).

De acuerdo a los tres estudios descritos anteriormente, se encuentra que el dafio al ADN no
solo es causado por exposicién directa de la célula (estudio in vitro) al nanomaterial, sino
qgue estas nanoparticulas a bajas concentraciones y siguiendo un tipo de toxicidad
subcrénico tienen un potencial toxico elevado que afecta en gran medida a 6rganos, células
y ADN. Ademas de esto, la influencia del tamafio de la nanoparticula es evidente, pues
entre mas pequefia sea, mayor sera su efecto adverso, la explicacion esta dada de nuevo por
la propiedad de area superficial de las nanoparticulas la cual permite que aumente la
reactividad del nanomaterial y por tanto, facilite la reaccion entre la nanoparticula y las
cadenas de ADN que consecuentemente sufren rotura.

(Meyer, Curran, & Gonzalez, 2011) realizaron un estudio basado en la evaluacién del ciclo
de vida de calcetines que contenian AgNps, ya que este tipo de evaluacion permite
identificar fallas y minimizar la carga de una tecnologia usada ya sea en sintesis,
distribucion o disposicion final de un producto con nanomaterial. Asi mismo, el uso del
ciclo de vida permite maximizar los beneficios de las tecnologias usadas y los productos a
disposicion del consumidor. Los autores realizaron un modelo del ciclo de vida que se
planted desde la siembra del algodon para los calcetines (esto encierra manejo de insectos,
conservacion del suelo, cosecha, almacenamiento, clasificacion del algodon, transporte,
produccién de hilo y transporte hacia la fabrica de calcetines) por un lado, y por el otro se
tiene la extraccion de la plata (preparacion del suelo, extraccion del mineral, transporte,
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fabricacion de la materia prima, distribucion, sintesis de la plata a nanoescala y transporte
hacia la fabrica de calcetines); para cuando los dos productos llegan a la fabricacién de
calcetines, se prosigue con el transporte y distribucion de los calcetines al consumidor,
quién hara uso de ellos (en este apartado se tuvo en cuenta que el consumidor se viste con
la prenda y luego la lava), finalmente se hace la disposicion final. Luego de haber realizado
el esquema de ciclo de vida, los autores prosiguieron con la evaluacion de impacto, el
método escogido fue el desarrollado con anterioridad por la EPA, quienes determinan
categorias tales como: calentamiento global (medido en Kg de CO3), acidificacion (moles
de H"), carcinogénesis (Kg de benceno), no carcinogénesis (Kg de tolueno), efectos
respiratorios (particulas en suspensién de menos de 2,5 micras), eutrofizacion (Kg de
Nitrégeno), agotamiento del ozono (Kg de CFC-11 o también Ilamado
triclorofluorometano), ecotoxicidad (Kg 2,4-D?®) y smog (Kg de NOx). Como resultado, la
comparacion de impactos entre un calcetin normal contra un calcetin que contiene AgNps
son casi idénticas, excepto por la ecotoxicidad, en la que se diferencian por 0.1 Kg de 2,4-D;
también se hace la comparacion de impactos en la etapa en donde el consumidor hace
lavado de los calcetines y se encontrd que los que hacen uso de la nanoplata y esta superd
con creces los niveles para todas la categorias, excepto la de eutrofizacion; también se
considera las rutas de obtencion de la nanoplata como puntos centrales en la evaluacion de
impactos, sin embargo, por falta de datos de los procesos usados por las industrias lideres
en la produccién de nanoplata (métodos patentados), se crearon modelos basados en
revisiones (reduccion quimica, spray de llama liquida y arco de plasma), concluyendo que
el uso del spray de Ilama liquida incrementa el impacto del producto en la mayoria de las
categorias, ya que se hace necesario el uso de altas cantidades de hidrégeno y oxigeno
como gases comustibles.

En la literatura se encontr6 que en el afio siguiente, (Asmatulu, Twomey, & Overcash,
2012), estudian el ciclo de vida de los nanomateriales en general, enfocados principalmente
al final de vida, proyectando la posibilidad de realizar el reciclaje de los nanomateriales, es
importante resaltar que este reciclaje se hace con el fin de evitar los impactos en el
ambiente, entre los cuales estan la contaminacion y evitar el consumo de recursos naturales
para seguir produciendo los mismos nanomateriales. A pesar de la poca literatura que existe
sobre el reciclaje de nanomateriales, en la investigacion se especifica que las etapas
consistirian en la recoleccion de los nanomateriales ya usados: la separacién de
componentes y la recuperacion (esto puede ser mediante procesos fisicos, quimicos o
fisicoquimicos), para el aprovechamiento de los mismos en productos iguales o diferentes.
Este estudio puede traer muchos beneficios si se desarrolla una estrategia adecuada
especifica para las nanoparticulas de plata, teniendo en cuenta el tipo de producto que la
incorpora y que proceso se puede seguir para la recuperacion total o parcial del
nanomaterial, que permitan un aprovechamiento del residuo con el fin de minimizar en

% Acido 2,4-diclorofenoxiacético: herbicida usado cominmente en el control de maleza
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gastos energéticos y de recursos naturales que son primordiales para la produccion en masa
de las nanoparticulas.

Para los siguientes tres afios 2013, 2014 y 2015 se hacen énfasis no solo en el ambito de la
produccion y toxicologia de las AgNps, sino también en el ciclo de vida y proyecciones a
fututo en cuanto a oferta y demanda en el consumo de estas. Inicialmente, (Espinosa-
Cristobal et al., 2013) evaluaron la toxicidad por via oral de nanoparticulas de plata en
suspension y de dos tamafios diferentes (14 y 36 nm) en los principales 6rganos de las ratas
Wistar con 21 dias de edad; los animales fueron divididos al azar en tres grupos: grupo
control (agua filtrada), grupo de 14 nm y grupo de 36 nm, y fueron expuestas a las AgNps
en una concentracion de 535 pg/mL durante 55 dias. Después del analisis se determind que
la mayor concentracion de AgNps se encontraba en el intestino delgado, con mayor
predominancia de las nanoparticulas con un tamafio de 36 nm, también se incluyen los
rifiones y el cerebro, por otro lado, el higado poseia una concentracibn mayor de
nanoparticulas de 14 nm. Esto muestra un hallazgo nuevo y es el de que el intestino
delgado también es un érgano objetivo para las AgNps, y se evidencia que dependiendo el
tamafo de nanoparticula, la distribucién y deposicion en los érganos es diferente, aunque
en ninguno de los estudios se relaciona el por qué existe esta tendencia entre las
nanoparticulas y el organismo, y que caracteristica en la nanoparticula hace que esto se dé
en este modo y no en uno diferente.

Otro estudio relacionado a la toxicodindmica de las nanoparticulas es el realizado por (Xu,
Piett, Farkas, Qazzaz, & Syed, 2013) mencionan que las AgNps han sido ampliamente
usadas en diferentes aplicaciones y productos de consumo que aumentan la liberacion de
nanoparticulas al medio ambiente causando la exposiciébn humana y consecuentemente
algunas respuestas toxicas, por esto se plantean nuevos problemas de seguridad debido a
esta alta exposicion y la falta de informacién sobre su toxicidad; con los estudios
anteriormente mencionados sobre toxicocinética se ha demostrado que las nanoparticulas se
depositan en diferentes 6rganos, entre ellos el sistema nervioso central (SNC) a través de la
barrera hematoencefalica. A pesar de que los érganos eliminan estas AgNps después de
cierto tiempo, se establecid que las nanoparticulas permanecen un tiempo mucho mas
prolongado en el SNC causando dafios neuronales. Es por esto que durante la investigacion
se analizo el efecto de las AgNps en el crecimiento de neuritas?’ provenientes de las
neuronas corticales de rata y la viabilidad celular de las mismas durante las etapas de
desarrollo temprano (<6 dias) y mas maduro (>10 dias). Se hicieron varios cultivos que
fueron denominados A, B, C y D, los cuales se expusieron a diferentes concentraciones de
AgNps (0, 1, 5y 10 pg/mL por 3 dias respectivamente) haciendo el analisis de la iniciacion
de la neurita, su extension y sobreposicion; luego se realiz6 un ensayo de células

27 Término usado para hacer referencia a células nerviosas inmaduras o en desarrollo y es dificil distinguir el
caracter de dendrita o0 axdn
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vivas/muertas con calceina como marcador fluorescente verde en las células vivas y
homodimero-1 de etidio fluorescente rojo en las membranas celulares dafiadas contando el
namero de células en cada caso con un software. Se encontr6 que para el grupo control (A)
al no estar expuestas a las AgNps, estas células presentan cuerpos celulares sanos, ramas
extensas y superposicion; para el grupo B, al estar expuesto a una concentracion de 1
pMg/mL todavia muestra superposiciones, pero numero de superposiciones celulares no
resulta tan extenso cuando se compara con el grupo control, también se denota que algunas
células sufrieron de muerte celular y algunos procesos neuronales se fragmentaron. Al
hacer un incremento en la concentracion en los grupos C y D (5 y 10 pug/mL) aumenta
también el efecto de muerte celular, disminuye la extension de las neuritas y la cantidad de
superposiciones. El ensayo de células vivas/muertas mostrd que la viabilidad celular se
encontraba muy comprometida con el aumento en la concentracion de nanoparticulas,
especificando que el porcentaje de células vivas para cada grupo era: A (96.2 + 1.6%), B
(80.5 +£3.1%), C (29.2 + 1.8%), D (33.2 £ 3.7%) y E “50 pg/mL” (3.5 + 0.7%). Finalmente
se establecio que la neurotoxicidad de las AgNps envolvia alteraciones en proteinas
citoesqueléticas como P-tubulina y F-actina, disolvia proteinas sinapticas como la
sinaptofisina y la PSD-95, y también comprometia la funcién mitocondrial de las células.
Como se evidencia en el anterior estudio, debido a la toxicocinética de las AgNps, ya
estudiada por Lankverd et al, Kim et al, Ji et al y Espinosa et al, se ha demostrado que las
nanoparticulas poseen la facilidad de distribuirse por todo el organismo que ha sido
expuesto y depositarse en diversos érganos objetivos, esto debido a que usa la sangre como
medio para llegar a cada rincén del organismo, por tanto, existe una gran posibilidad de que
uno de los 6rgano diana sea el cerebro, y a pesar de que se conoce que este es un érgano en
donde se deposita una gran cantidad de AgNps se ha estudiado poco, y como se ha
denotado en el estudio descrito anteriormente, este es gravemente afectado por las
nanoparticulas, por lo que se hace necesario considerar la realizacion de mas estudios
enfocados en este campo, evaluando no solo los dafios producidos, sino también que se
hagan estudios in vivo que permitan determinar indicadores toxicolégicos para las
nanoparticulas en este 6rgano.

(Agnihotri, Mukherji, & Mukherji, 2014), plantearon una nueva metodologia para la
obtencion de AgNps, en la cual se usé Nitrato de plata como precursor, Borohidruro de
sodio como agente reductor primario y Citrato de trisodio como agente reductor secundario
y también estabilizante. La sintesis fue llevada a cabo a dos temperaturas diferentes (60°C y
90°C), en primer lugar las soluciones de NaBH4 y TSC fueron mezcladas y calentadas hasta
los 60 °C por 30 minutos con agitacion constante, al finalizar los 30 minutos, la solucion de
AgNO:3 se adiciond y la temperatura se aumento hasta los 90°C por 20 minutos; luego se
centrifugo la reaccion resultante a 12000 rpm, 15 min. Finalmente se analizaron por
espectroscopia UV-vis y TEM, lo que permitié encontrar que las nanoparticulas tenian unos
rangos de tamafo entre 5 — 100 nm. Los autores exponen que el mecanismo por el cual se
llevd a cabo el proceso de formacion de nanoparticulas se explica en la figura 5. Los
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autores se encuentran relacionados con los procesos anteriormente vistos de reduccién de
sales de plata, que llevan a concluir que el desarrollo de estos procesos busca mejorar el
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Fig 5. Formacion de una Nanoparticula de plata por reduccién con NaBH y estabilizacion con citrato?®

Por otro lado, (Pourzahedi & Eckelman, 2014), son pioneros en la evaluacion del ciclo de
vida de vendajes con nanoplata, resaltando que este debe tener en cuenta todas las etapas
por las que pasé el nanomaterial (produccion, uso y disposicion); como resultado se
evidencid que en la etapa de produccién, las emisiones causaban un impacto mayor que en
la etapa de manejo de los residuos (por incineracion), incluyendo las liberaciones directas
de AgNps al ambiente. En la fig. 6 se muestra un esquema del ciclo de vida evaluado por
los autores.

28 Adapatado de Shekhar Agnihotri, et al (2014) Size-controlled silver nanoparticles synthesized over the range
5-100 nm using the same protocol and their antibacterial efficacy.
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IMPACTO DEL CICLO DE VIDA DEL INICIO AL FINAL FINAL DE LOS IMPACTOS DE VIDA
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transporte de emision de emision AgNP

Fig. 6 Esquema de ciclo de vida para vendajes que contienen nanoplata

El autor pone en evidencia el gran vacio de informacion que existe en el desarrollo del ciclo
de vida de cada uno de los productos que incorporan nanoparticulas de plata, esto
relacionado a los estudios de (Fauss, 2008; Wijnhoven et al., 2009)que realizaban el
balance de la oferta de AgNps en los articulos de consumo diario de la poblacién ; también
se presenta una estrategia de manejo de los residuos (incineracién), aunque esta es efectiva
y se adecua al tipo de desecho (vendajes), se deben plantear otro tipo de tratamientos para
los residuos de nanoparticulas de plata, como los utilizados en prendas de vestir (Meyer et
al.,, 2011) esto con el fin de generar nuevas propuestas de aprovechamiento de
nanomateriales en concordancia con lo expuesto por (Asmatulu et al., 2012)

También estos autores (Pourzahedi & Eckelman, 2014) analizan que los impactos de todos
los productos que contienen AgNps son dependientes en gran medida de las rutas de
sintesis, a pesar de que estas carecen de datos y resultados en la evaluacién de ciclos de
vida para los productos que las contienen, por tanto los autores hicieron una comparacion
entre siete rutas de sintesis mas usadas desde un punto de vista industrial, en donde se
considera las emisiones directas durante la produccién, los impactos asociados a la
extraccion de recursos para la obtencion tanto de energia, como del producto; todo esto
teniendo en cuenta que se producia un estandar de 1 kg de AgNps. Las tres primeras rutas
evallan la sintesis de las AgNps desde la reduccion quimica usando diferentes agentes
reductores (citrato de trisodio, borohidruro de sodio y etilenglicol, respectivamente):
inicialmente para la primera ruta de sintesis se encuentra que la produccion de 1 kg de
AgNps requiere de 1,76 kg de nitrato de plata, 0,8 de citrato de sodio y 0,14 litros de agua,
ademas de esto se tiene en cuenta el proceso del que se sintetiza el citrato de sodio y la
produccidn de este entra a formar parte de la ruta sintética. En la segunda ruta se estudia el

29 Adaptado de Pourzahedi y Eckelman (2014). Enviromental life cycle assessment of nanosilver-enabled
bandages
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proceso con borohidruro de sodio; este indica que el kilogramo de AgNps se obtiene con
1,57 Kg de nitrato y 0,35 de borohidruro de sodio, tal y como se evidencio en la primera
ruta sintética, la sintesis de borohidruro también es tenida en cuenta dentro de la sintesis de
las AgNps. En el tercer caso, la reduccién quimica realizada con etilenglicol permite
obtener 1 Kg de AgNps, a partir de 1,57 Kg de nitrato de plata y 291 Kg del agente
reductor anteriormente mencionado, ademas de ello es necesario usar un agente estabiliante,
para este caso se hace uso de 47 Kg de PVP (polivinilpirrolidona) y estos agentes y su
obtencion también se introducen en la ruta sintética. Después de esto, el autor hace
referencia a otras rutas de sintesis para las AgNps que no hacen uso de solo de agentes
quimicos, sino que usan metodologias enfocadas en lo bioldgico o fisico, como las que se
han descrito en lo largo de este trabajo; entre ellas se describe: sintesis verde usando
almidon soluble, el cual permite reducir los impactos de los agentes reductores quimicos: al
igual que (Chadran, 2006) usa extractos de plantas que son alternativas Utiles en la
obtencion de este producto; en este caso, se requieren alrededor de 90 Kg de almidon junto
a 1000 litros de agua para lograr la reduccion de 1,57 Kg de nitrato de plata y obtener 1 Kg
de AgNps. Por otro lado, y dentro de los métodos fisicos se propone en primer lugar una
pirolisis que hace uso de una llama de metano y oxigeno, este método innovador plantea
que se pueden sintetizar nanoparticulas del metal por combustion de una solucion del metal
precursor, por lo que las particulas se forman en la parte superior de la llama y se recolectan
por medio de un filtro (para obtener 1 Kg de AgNps se necesitan 1,53 Kg de metano, 33,4
Kg de oxigeno, 62,8 litros de agua, 2,53 Kg del precursor (octanoato de plata), 6,29 Kg de
acido 2-etilhexanoico, 6,29 Kg de xileno y 25,1 kW de electricidad; tal y como en las
anteriores rutas, los agentes quimicos y sus métodos de obtencion hacen parte de la ruta
sintética. El siguiente método usado es el proveniente del reactor de plasma de arco, el cual
se modelizo en este estudio de la siguiente manera: se crean las particulas por vaporizacion
se la plata pura en un reactor usando grandes descargas de electricidad, luego este vapor es
condensado en una cdmara de argon y se deposita con una tasa de 1,2 g/min (para 1 Kg de
AgNps, se hace uso de 1Kg de plata pura, 7,4 Kg de gas argon y una corriente de descarga
de 120 A con un voltaje de 25 V). Por ultimo, se encuentra la ruta denominada
pulverizacion de magnetdn reactivo de plata con una mezcla de gas Ar-Na, el cual es
concebido como otra forma de deposicién de vapor; aqui se hace uso de argbn como gas
inerte para bombardear el objetivo de pulverizacion (plata), la colision da como resultado la
eyeccion de iones de plata y creandose nitruros u 6xidos del material objetivo que se
depositan en forma de peliculas sobre la superficie del sustrato (se estimé que para producir
1 Kg de AgNps a partir de 1 Kg de plata pura (100% de rendimiento) se usan 10,4 g de gas
nitrégeno y 124 g de argon con 27,8 kW de electricidad). Luego de esto, la discusion se
realiza con base en 5 puntos:
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7 Discusién comparativa entre el impacto producido por cada una de las rutas de
sintesis: de acuerdo al uso de parametros como el de la obtencion de 1 kg de AgNps
y la creacion de categorias de impacto potencial (agotamiento de la capa de ozono,
calentamiento global, smog, acidificaciéon, eutrofizacion, salud humana:
carcindgenos, salud humana: no carcindgenos, contaminante atmosférico,
ecotoxicidad y combustibles fosiles) se evidencia que el proceso realizado por
pirolisis es el que mas impacto presenta, excepto por el uso de combustibles fosiles;
en segunda medida, la reduccion quimica con etilenglicol posee alto impacto frente
las categorias de uso de combustibles fésiles, carcinogénesis y smog; por otro lado,
el uso de almidon presenta un alto impacto en el agotamiento de la capa de ozono,
acidificacion, eutrofizacion, no carcindgenos y ecotoxicidad, esto a pesar de que
hace uso de agente con base en lo bioldgico; y finalmente, la reduccién con
borohidruro de sodio posee el menor impacto a pesar de los altos impactos que se
dan al producir este agente en comparacion a los otros reductores.

1 Comparacion por tamafio de particula y funcion: en este apartado se encontrd
que al realizar la comparacion de tamafios de nanoparticulas sintetizadas con
resultados de otros estudios que videncia la funcionalidad antimicrobiana de las
mismas y la toxicidad en términos de (LCso), muestran que las nanoparticulas
obtenidas a partir de la reduccion con borohidruro de sodio son las que poseen un
mayor impacto, esto teniendo en cuenta que en el anterior punto se describian como
las de menor efecto tanto en la parte ambiental como en la salud humana, en
segundo lugar se encontraban las nanoparticulas obtenidas a partir del almidén.

1 Analisis de las contribuciones del proceso: En este apartado se abre una brecha
entre los métodos quimicos, entre los que entra el uso de almidén como agente
reductor, y los métodos fisicos; se aclar6 que el uso de nitrato de plata como
precursor tiene un alto impacto global, pues la extraccion, refinacion y transporte
del mismo causan grandes efectos sobre el ambiente, mas que los propios agentes
reductores o estabilizantes usados y es por esto que se hace necesario mejorar los
rendimientos de las sintesis y hacer la recuperacion de la plata de todas las
soluciones gastadas. Por otro lado, este estudio pone en contraposicién lo sugerido
por los autores (Chandran et al., 2006; Shahverdi et al., 2007; Vigneshwaran et al.,
2007) quienes en busca de nuevas estrategias para reducir el impacto ambiental
resultado de la produccion de nanoparticulas de plata. Para esto obtienen métodos
en donde se reemplazan los agentes quimicos por bioldgicos (extracto de aloe vera,
Aspergillus flavus, E. coli, K. pneumonia) y tienen un enfoque dirigido a la quimica
verde evitando la dispersién de contaminantes, pero para (Pourzahedi & Eckelman,
2015) el uso de estos agentes bioldgicos afectan el proceso y por tanto disminuyen
el rendimiento de la sintesis, lo que trae como consecuencia un alza en el impacto
categorizado en el primer apartado de discusién de esta investigacion (Discusion
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comparativa entre el impacto producido por cada una de las rutas de sintesis). Para
los métodos fisicos, se establece como ejemplo principal a la ruta llevada a cabo por
pirolisis, la cual demuestra que en conjunto con otros métodos fisicos emiten
alrededor del 80% de gases de invernadero, esto como resultado del alto uso de
energias que incluyen la combustion de carbono para electricidad, el uso de
combustibles como el diésel para el transporte y solo un 10% representa el impacto
causado por la llama usada en este proceso de sintesis, también es importante
destacar que el potencial calentamiento global y el agotamiento de combustibles
fosiles hacen parte del 50% de los efectos del uso de energia para recrear a nivel
industrial estos métodos de obtencidn de AgNps.

Comparacion con resultados previos: de acuerdo a algunos estudios descritos
anteriormente por (Meyer et al., 2011), en donde se realizaba el ciclo de vida de
AgNps en calcetines comparado con la produccién por pirolisis y el método de arco
de plasma usando un modelo de evaluacion de ciclo de vida de entrada y salida
econdmica. Al realizar el contraste entre estos estudios, se logra evidenciar que
tanto la pirolisis como el método de arco de plasma poseen un patrén similar en las
categorias de impacto propuestas por este estudio; por otro lado, los procesos de
obtencion realizados con base en la reduccion quimica poseen los menores impactos
entre todas las rutas sintéticas.

Evaluacion del impacto en productos cotidianos: se realiza un analisis como
extension del anterior estudio realizado por los autores (Pourzahedi & Eckelman,
2014) “vendajes con nanoplata” y se determind que la produccion del vendaje
resulta ser menos consecuente con categorias como ecotoxicidad y cambio climatico,
al contrario de la misma produccion de las AgNps por cualquier ruta de sintesis. Asi
mismo, se especificé para la produccion de textiles y packaging, los cuales se
encuentran como aplicaciones potenciales para las nanoparticulas.

En cuanto a las proyecciones de uso y consumo de nanoparticulas de plata, (Future Markets,
2015), planted que para el afio 2017 se iban a emplear alrededor de 500 toneladas de
nanoparticulas de plata en la industria y que para el afio 2025 se tenia un estimado de 800
toneladas de AgNps usadas, esto indica que cada afio se aumenta aproximadamente en 100
toneladas el uso de nanoparticulas de plata (esto es aproximadamente un aumento del 60%
en tan solo ocho afios), ademas también menciona algunas de las compaiiias que a nivel
mundial participan en el desarrollo de nanoparticulas de plata, entre las cuales
encontramos: Blue Nano, Cambrios, Agfa, Blue Nano, Carestream Advanced Materials,
Cima Nanotech, Dow Chemical, PolylC, Ferro, Saint-Gobain, Sigma Technologies, Suzhou
NanoGrid Technology and Sumitomo Metals and Mining, Nano Silver Manufacturing Sdn
Bhd, NovaCentrix, Advanced Nano Products Co. Ltd., Ames Goldsmith Corporation,
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Creative Technology Solutions Co. Ltd., Applied Nanotech Holdings, Inc., NanoMas
Technologies, Inc., ras materials, SILVIX Co., Ltd. and Bayer Material Science AG.

(Gaillet & Rouanet, 2015) quienes realizan un estudio de los efectos potenciales tras la
exposicion oral, esto en consecuencia a la incorporacion de este nanomaterial en los
envases y aditivos en los alimentos, ellos determinan que aunque ya se tiene un mapa
general de la toxicidad y toxicocinética de las nanoparticulas, ain hay lagunas en cuanto a
si las AgNps entran intactas al organismo o sélo son absorbidos los iones de plata liberados
por el nanomaterial, o si también se experimentan cambios en el tracto digestivo, también
se sabe que dspues de la absorcidn intestinal, algunas de las nanoparticulas son eliminadas
en las heces y orina, y el resto se distribuye por medio del sistema circulatorio a los
diferentes 6rganos. La revision hecha por los autores los llevé a concluir que la mayoria de
la plata depositada despues de la exposicion oral se encuentra en el tracto digestivo, el cual
favorece a la pérdida de peso; al igual que el estudio realizado por (Y. S. Kim et al., 2010)
se establece que los o6rganos diana afectados son el higado principalmente, cerebro,
estomago, intestino, rifiones y bazo. También los autores determinan que el estrés oxidativo
y la consecuente inflamacion por liberacién de radicales oxigeno se encuentran altamente
relacionados con la toxicidad causada por las nanoparticulas de plata; la influencia toxica
de las nanoparticulas y las respuestas celulares se dan con base en pardmetros como la dosis,
el tiempo de exposicion, temperatura, tamafo, forma, recubrimiento de las AgNps y el tipo
de célula que entra en contacto.

En el 2016 se realizaron estudios de nuevas formas de produccién de nanoparticulas de
plata y también se sigue analizando la toxicocinética de las mismas por exposicion
inhalatoria, llevado a cabo por (Seiffert et al., 2016), quienes examinaron los efectos
toxicos potenciales en dos tipos de ratas: Brown-Norway (BN), las cuales poseen un estado
preinflamatorio, y las Sprague-Dawley (SD), cada una de ellas con un rango de edad de 10
— 12 semanas; estas fueron asignadas al azar en grupos y expuestas a diferentes dosis, grupo
de dosis baja (3 horas en un dia) y el grupo de dosis alta (3 horas en 4 dias consecutivos) y
el grupo control (aire fresco), después de la exposicion las ratas se anestesiaron con
ketamina y Xxilazina, se sacrificaron un dia después o siete dias después del tratamiento, se
tomaron las muestras de pulmon y se analiz6 la concentracidn de plata con una maquina
diferente para cada tipo de rata: para las ratas BN se utilizd6 la maquina 7900 ICPMS
(Agilent Technologies) en tejido congelado a presion y para las ratas SD se us6 la maquina
7700 ICPMS (Agilent Technologies), se encontré que el diametro de las nanoparticulas
oscilaba entre 13.4 £ 1 nm y 15.9 + 0.8 nm. Para las ratas SD el nivel de plata depositado
en los pulmones era de 9.97 + 2.79 pg/g en 24 horas después de la exposicion, y para los 7
dias después de la exposicion la concentracion bajo 4.99 + 2.21 ug/g; por otro lado, para las
ratas BN después de 24 horas se encontrd una concentracion de plata de 74.46 pg/g, y no
hubo una reduccidn significante para los siete dias después de exposicion. Se descubrié que
debido a la exposicion de AgNps, hubo inflamacidn celular en las paredes bronquiales y
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vasculares. Al igual que en el otro estudio sobre exposicion via inhalatoria, se confirma que
en este caso el principal 6rgano objetivo son los pulmones y el tracto respiratorio; por otro
lado, se evidencia que un factor crucial en la metabolizacion y eliminacion de un toxico de
un organismo reside en el tipo de especie afectada, lo que muestra una nueva perspectiva en
los estudios toxicoldgicos del futuro, pues los dafios no podran extrapolarse hacia la raza
humana, es necesario hacer mas estudios en este punto.

Por otro lado, (Ahmed, Ahmad, Swami, & lkram, 2016) realizan una revision de los
extractos de plantas que son utiles en el desarrollo de la produccion de AgNps, a diferencia
de lo que opina (Pourzahedi & Eckelman, 2015), Ahmed y otros determinan que el uso de
estos extractos y de cualquier otro componente bioldgico “sintesis verde” brinda algunas
ventajas sobre las sintesis quimicas o fisicas, entre las cuales se encuentran el bajo impacto
ambiental, es rentable, facil de modificar y ampliar para sintesis a escala industrial, ademas
de que tampoco existe la necesidad de usar altas temperaturas, presion, energia y productos
quimicos toxicos. También los autores establecen que el uso de extracto de plantas posee
algunas ventajas sobre el uso de otros agentes biolégicos como bacterias y hongos, ya que
este provee una capacidad de mejora continua, menor riesgo biolégico y la eliminacion de
procesos como el cultivo celular, la reduccion de costos a comparacion de estas otras
sintesis verdes. Seguidamente los autores dan un protocolo general para la obtencion de
nanoparticulas por este medio: primero se hace una recoleccion de la planta, se lava dos o
tres veces con agua de grifo para eliminar plantas necrdticas, seguidamente con agua
destilada para eliminar demas restos asociados, se seca la planta limpia durante 10-15 dias
y se pulveriza usando una licuadora doméstica. Luego para obtener el extracto se hierven
10 gramos del polvo de la planta con 100 ml de agua destilada desionizada, la infusion
resultante es filtrada y se adicionan pocos mL del extracto en una solucion 10° M de
AgNOs. Entre las plantas que se consideran adecuadas se encuentran: Alternanthera
dentate, Acorus calamus, Boerhaavia diffusa, Sesuvium portulacastrum L., Tribulus
terrestris L., Cocous nucifera, Abutilon indicum, Ziziphoratenuior, Cymbopogan citratus,
entre otras.

Finalmente para el afio 2017 se realizaron varias investigaciones en cuanto a procesos de
produccién, a los impactos ambientales y toxicidad en organismos. Inicialmente (M. Kim,
Osone, Kim, Higashi, & Seto, 2017) describen un nuevo e innovador proceso de obtencién
de nanoparticulas de plata (Ablasion laser), en donde el material objetivo (plata a granel) se
encuentra dentro de un ambiente, el cual puede ser gaseoso o liquido; y este objetivo es
irradiado por un laser lo que hace que parte del material se evaporice y lo siguiente que se
experimenta son las colisiones entre las especies evaporadas (4&tomos y clusters), lo que
resulta en la excitacion del estado del electron, acoplada con la emision de la luz y la
generacion de electrones e iones, formando una pluma de plasma. Generalmente, la
ablacion laser en liquidos es empleada para confinar la pluma de plasma en pequefias
regiones, con el fin de dispersar las nanoparticulas directamente en la fase liquida. En la fig.
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se puede observar un esquema de la generacion de nanoparticulas por medio de ablacién
laser.

Material objetivo
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Fig. 7 Esquema de la produccion de nanoparticulas de plata por ablacién laser®

(Ellis, Baalousha, Valsami-Jones, Lead, & Krystek, 2017), preocupados por la poca
informacion disponible sobre el comportamiento e implicaciones ambientales que tienen las
AgNps al ser liberadas en sistemas acuaticos estudian las transformaciones que estas
pueden sufrir en aguas naturales, con el fin de predecir su destino y comportamiento
ambiental a largo plazo. Se usa agua de un lago natural (4 muestras) recolectadas en las
diferentes estaciones del afio, se sintetizaron 2 tipos de nanoparticula: la primera se reduce
de una solucién de AgNOs con citrato y NaBHs; y la segunda también tiene como
precursoR al AgNOg, pero los agentes reductores y estabilizantes son el PVP y NaBHa. Se
crea un microcosmos con columnas cilindricas de 100*25 cm y con capacidad de 43 L, las
paredes fueron protegidas de todas las fuentes de luz para evitar transformaciones
fotoquimicas de las AgNps; las nanoparticulas se introdujeron a través de una malla a una
profundidad de 5 cm por debajo de la superficie, en total fueron 4,3 mg de Ag afiadido lo
que produce una concentracion de aproximadamente 100 pg/L. Finalmente se utilizaron
varios instrumentos analiticos para analizar las transformaciones fisicoquimicas y a
migracion de las nanoparticulas: DLS®! para registrar el tamafio hidrodinamico de las
AgNps (pero por las interferencia de coloides formados este instrumento no fue adecuado
para las mediciones); AFM * para analizar el tamafio del nucleo de la particula;

30 Adaptada de Myungjoon Kim et al. (2016). Synthesis of Nanoparticles by Laser Ablation: A Review.
Myungjoon Kim et al. (2016)

31 por sus siglas en inglés Dynamic light scattering (Dispersién dindmica de la luz)

32 por sus siglas en inglés Atomic force microscopy (Microscopia de fuerza atémica)
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Espectrémetro UV para medir la resonancia del plasmon superficial de las AgNps; FAAS®
con una mezcla de aire-acetileno se utilizé para medir las concentraciones totales de plata
(AQ), este andlisis también permitié estimar porcentajes de concentracion de Ag y AgNps
disueltos en cada una de las muestras tomadas en diferentes profundidades (superficie y
fondo), informacidn que seria usada para indicar la disolucion y precipitacion de las AgNps
a lo largo del tiempo; los analisis fueron realizados en el tiempo 0, 0.5, 1.5, 3.5, 5.5y 8 h el
dia 1, luego diariamente durante los primeros 14 dias, y una vez mas los dias 21 y 28. El
experimento fue llevado a cabo a temperatura ambiente (20 £ 2 °C). Como resultados se
obtuvo que las nanoparticulas de citrato eran esféricas con un tamafio de 11 = 3 nm y las de
PVP son comparables con las anteriores con un tamafio de 11 + 2 nm (resonacias de
plasmon superficial: 393 nm y 401 nm respectivamente). Para las nanoparticulas de PVP no
se evidenciaron mayores cambios en cada microcosmos, se sugirio que la dispersion de las
particulas fue un proceso lento entre la introduccion y el analisis de muestras, un muestreo
de los 4 microcosmos a los 7 dias indica un promedio de concentracion de Ag de 65 + 10
mg/L, concentracion que permanecio constante durante la duracion del estudio, por lo tanto
se sugiere que el comportamiento de las AgNps-PVP es el mismo en donde la
concentracion de Ag es dependiente de la masa de AgNps introducida; también a partir de
los instrumentos se establecio que la forma esférica de las particulas se mantenia, esto
debido a la complejidad del polimero PVP que recubre a la superficie de la nanoparticula.
Por otro lado, las nanoparticulas recubiertas con citrato reflejaron muchas mas variaciones
en cada microcosmos a comparacion de las AgNps-PVP: para el microcosmos con muestras
de agua de primavera se evidencié una concentracion de Ag en la superficie de 210 + 135
pug/L y en el fondo de 76 £ 14 pg/L, con nanoparticulas de tamafio de 28 nm en la
superficie y 46 nm en el fondo, lo que indica agregacion entre las particulas; en el
microcosmos con muestras de agua de verano, se observl una concentracion constante de
30 ug/L y permanecen con un tamafio de 10 nm; para el microcosmos de otofio, se observa
un incremento en la concentracion de Ag para el dia 6 (37 pg/L) y luego esta concentracion
disminuye en el dia 11 a 11 pg/L, también se encuentra que las particulas sifren de
agregacion, pues se estimaron tamafios de 88.4 nm y finalmente para el microcosmos de
invierno se observo una concentraciéon constante de Ag en la superficie (290 pg/L) y en el
fondo (33 pg/L), indicando una dispersion lenta de la plata, en cuanto a los tamafios se
observo agregacion de las nanoparticulas tanto en la superficie (19 nm) como en el fondo
(225 nm), por lo tanto, se concluye que las nanoparticulas de citrato y su comportamiento
se encuentra condicionado por los cambios de estaciones y el recubrimiento de citrato; en
cambio las nanoparticulas de PVP no fueron afectadas bajo ninguna condicion.

De acuerdo al estudio anterior, se denota la preocupacion de la comunidad cientifica por el
desarrollo de investigaciones acerca de los impactos producto de la polucion con AgNps;

33 por sus siglas en inglés Flame atomic absorption spectrometry (espectrometria de absorcién atémica de
llama)
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este también es el caso de (McGillicuddy et al., 2017) quien hace una revision sobre los
estudios de toxicidad en la biota acutica y resalta la importancia que cumple este tipo de
ecosistemas en el equilibrio ambiental; entre los resultados destaca algunos estudios
enfocados a la inhibicion en el crecimiento de algas, el promedio de ECsgp oscilaba entre los
100 pg/L para diferentes especies de algas, lo que muestra una vez mas que en pequefias
dosis, el dafio causado por las AgNps es alto. Otros de los estudios revisados por el autor,
hacen referencia a la toxicidad causada en invertebrados y peces que abundan en este
ecosistema, las afecciones van desde genotoxicidad, citotoxicidad, estrés oxidativo,
aumento en las especies radicales de oxigeno, hasta malformaciones y muertes en las
especies; todas estas afecciones se encuentran relacionadas a diversas variables que se
deben tener en cuenta a la hora de la replicacion en los experimentos, entre ellas, tamafos
de las nanoparticulas, recubrimientos, vias de exposicion, pH del agua, quimica del agua,
dureza del agua, alcalinidad, electrolitos suspendidos, etc.

7. CONCLUSIONES

1 En el desarrollo de este trabajo se evidencio cronolégicamente los aspectos que eran
de interés para la comunidad en el transcurso de los afios 2000 al 2017: inicialmente
se observé un desarrollo fuerte en la parte de produccion hasta los afios 2007, esto
en busca de los mejores métodos que permitieran una sintesis eficaz, viable, con
bajos costos de inversion, alta en rendimientos y amigable con el ambiente. Con
esto se llevd a cabo la invencion de rutas de obtencién verdes que satisfacian a la
comunidad en las caracteristicas anteriormente mencionadas, sin embargo, estudios
realizados afios después, basados en los ciclos de vida de las sintesis resaltan que el
uso de agentes bioldgicos para la obtencion de nanoparticulas de plata resulta ser
procesos poco eficientes y con bajos rendimientos; energéticamente vy
ambientalmente hablando, poseen un alto impacto en contraste a los métodos
quimicos o fisicos. Aun asi, la comunidad sigue desarrollando investigacién en la
produccion verde de nanoparticulas; por tanto es necesario ahondar en si realmente
son eficiente estos procesos y de qué manera se pueden perfeccionar los otros con el
fin de mitigar los impactos ambientales.

1 Dentro de los estudios revisados, se encontrd que el interés sobre el ambito
toxicologico se desarrolla a partir del afio 2005, en donde se hacen estudios
directamente relacionados a las complicaciones hepaticas que trae consigo el uso de
AgNps, esto bajo referencia de los estudios de plata a granel; para los siguientes
afios, se realizan los estudios toxicocinéticos del nanomaterial de acuerdo a las
diferentes vias de exposicién y se encuentra que el higado no es el Unico 6rgano
afectado, también se determina que la variable de tamafio de la nanoparticula es
importante en cuanto a en cual 6rgano diana se deposita el nanomaterial; en este
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apartado hacen falta muchos estudios relacionados con la toxicodinamica de cada
6rgano objetivo, como también de los mecanismos por los cuales acttan las AgNps
en el cuerpo. Es importante resaltar que no solo los efectos tdxicos se evidencian en
escala macro; las células también se ven afectadas y va mas all4, no hay solo
citotoxicidad sino que también genotoxicidad, que al igual que para los 6rganos
debe ser estudiada con mayor rigurosidad, especificando y sistematizando los
indicadores toxicologicos (NOAEL, LOAEL, ECsg, ICso, DLso, DEso, LCs0) de los
cuales hay muy poca informacion.

1 Es necesario iniciar un control sobre los productos que se encuentran compuestos
por AgNps y se han distribuido en el mercado, puesto que las estadisticas indican un
incremento a futuro en la cantidad de nanoparticulas que saldrdn al mercado,
muchas de ellas en articulos de consumo (cuidado personal, comida, limpieza,
dispositivos electronicos, etc.). Es decir, que a pesar de los esfuerzos de la
comunidad cientifica por investigar a fondo las consecuencias inminentes de este
nanomaterial, las industrias siguen produciéndolo y usandolo de forma inconsciente.
Por tanto, es primordial que las agencias gubernamentales intervengan de manera
adecuada en esta problematica, con el fin de no afectar ninguna de las partes
(desarrollo tecnologico y salud pablica). Puesto que dentro de la revision también se
analizo el desarrollo de estudios sobre disposicion final de los residuos de estas
aplicaciones y se encuentra muy poca informacion disponible, lo que conlleva a
implicaciones ambientales graves para el desarrollo de los ecosistemas; es por esto
que otro de los intereses de estas agencias debe ir encaminado a la generacion de
estrategias que permitan el tratamiento, aprovechamiento o eliminacion de los
productos y residuos finales que contengan AgNps, esto basado en los ciclos de
vida de cada articulo en el mercado.

8. RECOMENDACIONES

9 Generar estrategias didacticas, pedagogicas y practicas, asi como canales de
difusién de sobre las nanoparticulas de plata en instituciones educativas, alcaldias y
centros de salud, con el fin de facilitar el acceso a este tipo de informacion que es
de suma importancia para todos los tipos de poblacion.

9 En futuras investigaciones profundizar en cualquiera de los siguientes campos:
toxicodinamica en rifiones, bazo, pulmones, cerebro, plantas, impacto en suelos,
ciclo de vida, estrategias de gestion de residuos, transformaciones de las
nanoparticulas teniendo en cuenta cadenas alimenticias.
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