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Resumen

La nanotecnologia es una ciencia emergente que investiga las propiedades de
la materia en la escala nanométrica. En esta escala, las propiedades de los
materiales empiezan a ser dominadas por los efectos cuanticos en lugar de por
las leyes fisicas por las que esta regida la materia a escala micrométrica y
superior. Son estas mismas propiedades, que despiertan tanto interés, las
mismas que han levantado suspicacias sobre sus posibles efectos perniciosos
sobre la salud humana. En consecuencia, el proyecto Nanogenotox se englobd
dentro de los esfuerzos para desarrollar un marco para la regulacion de los
nanomateriales. Durante el desarrollo del proyecto, los resultados obtenidos en
la fase de screening muestran que los distintos nanomateriales utilizados no
inducen dafo en el DNA de las lineas celulares Caco-2 y BEAS-2B (nanotubos
de carbono), y 16HBE (SiO;), evaluados mediante el ensayo del cometa. El
ensayo de validacion, realizado con todos los laboratorios involucrados en el
grupo de trabajo de genotoxicidad in vitro, se llevd a cabo mediante los
ensayos del cometa y de micronucleos, analizando cuatro tipos de
nanomateriales, en lineas celulares. Los resultados obtenidos no han mostrado
una buena repetibilidad entre laboratorios que, mas que atribuirse a
deficiencias en los protocolos, puede ser debida a la baja potencialidad
genotoxica de los nanomateriales seleccionados. Experimentos adicionales
basados en tratamientos crénicos con bajas dosis con nanotubos de carbono y
de TiO; en la linea BEAS-2B muestran que los primeros son capaces de inducir
incrementos de ROS vy alteraciones cromosdmicas en estas condiciones, asi
como una disminucion en la expresion de factores proinflamatorios y una
induccion de la transformacion celular in vitro. Las nanoparticulas de TiO,, pese
a ser rapidamente internalizadas, no son capaces de inducir los efectos
observados con los nanotubos de carbono. En conclusién, el desarrollo y la
informacion obtenida en este proyecto ayudaran al establecimiento de criterios
y metodologias especificas, y en consecuencia un marco regulatorio, para la

correcta evaluacion del potencial genotdxico de los nanomateriales.
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1. INTRODUCCION
1.1. ¢ QUE ES LA NANOTECNOLOGIA?

La nanotecnologia es una ciencia emergente y eminentemente interdisciplinaria
que investiga la manipulacion de la materia, asi como las diferentes
propiedades y aplicaciones de ésta en la escala nanométrica.

En esta escala, las propiedades de los materiales empiezan a ser dominadas
por los efectos cuanticos en lugar de por las leyes fisicas por las que esta
regida la materia a escala micrométrica y superior. Por lo tanto, cuando la
materia se encuentra en esta escala, varias de sus propiedades como pueden
ser la fluorescencia, la conductividad eléctrica (Jana et al., 2007), las
propiedades fisicas (Lu et al., 2009), la temperatura de fusion, la reactividad
(Haruta, 2003) o las propiedades opticas (Huang y EI-Sayed, 2010) cambian o
aparecen en funcién del tamafo y/o forma de la misma. Esto permite, mediante
pequenos cambios en los procesos de sintesis, obtener nanomateriales con
tamanos y/o formas ligeramente distintas, permitiendo el ajuste de las
propiedades de este nanomaterial hasta obtener aquellas de interés para una
aplicacion determinada. Por lo tanto, la manipulacion y control de la materia a
escala nanométrica, y la consiguiente fabricacion de compuestos nanométricos
u objetos con nanomateriales en su composicion, tiene la capacidad de
incrementar de manera significativa las prestaciones, o conferir propiedades
novedosas respecto a aquellos compuestos u objetos que no contienen
nanomateriales en su composicion.

Es por todo lo anterior que la nanotecnologia estd despertando un enorme
interés tanto a nivel de investigacion como de desarrollo e innovacion, debido
a su potencial de revolucionar muchos de los aspectos de la vida cotidiana e
introducir enormes mejoras y novedades en multitud de campos del

conocimiento y de sus vertientes aplicadas.

1.1.1. Historia
Pese a que la investigacion de las propiedades de los nanomateriales es

relativamente reciente, debido a los nuevos métodos de sintesis desarrollados,
siempre ha existido materia en esta escala. Asi, existen nanomateriales de

origen natural generados por distintos procesos, como son los formados en los
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aerosoles de origen marino (O’Dowd et al., 2004), las nanoparticulas emitidas
por los volcanes, o los fullerenos generados por combustion (Howard et al.,
1992).

Por lo tanto, en contraposicion con los nanomateriales generados de manera
natural, hay que considerar los generados por la industria nanotecnologica a
los que se les denomina nanomateriales manufacturados (nonostructured or
enginereed nanomaterials, ENM). En este contexto, la posible exposicidon
humana a nanomateriales no cabe atribuirla solamente a la nanotecnologia, ya
que esta exposicion se viene dando a lo largo de toda la existencia humana.
Sin embargo, es obvio que la produccion masiva de estos compuestos puede
suponer una futura mayor exposicién a los mismos; como ejemplo de este tipo
de exposicion ancestral cabe citar la materia nanoparticulada encontrada en el
tejido pulmonar de la momia alpina Otzi, consistente en distintos carbonaceos,
silice y nano-cristales de TiO, (Murr et al., 2004).

Ademas de los nanomateriales de origen natural, a lo largo de la historia de la
humanidad ésta ha ido desarrollando distintos procesos para la elaboracion de
sus objetos de uso. En algunos de estos objetos se han detectado distintos
tipos de nanomateriales en su composicién que mejoraban las propiedades de
los mismos. Uno de los casos mas antiguos del uso de nanomateriales se ha
encontrado replicando una receta greco-romana para la tincion del cabello, en
la cual se generan nanocristales de sulfato de plomo que posteriormente
interaccionaban con el cabello, decolorandolo (Walter et al., 2006). Otro
ejemplo de esa época, es el que concierne a las propiedades del material de
las denominadas copas de Licurgo, originadas en el Imperio Romano durante
el siglo IV DC. Estas presentan un color verde que cambia a rojo cuando se
expone a una fuente de luz, lo que es debido a la presencia de nanoparticulas
de oro y de plata en su composicion (Gartia et al., 2013). Otro proceso que
afecta a la coloracion del cristal se encuentra en las vidrieras de las catedrales
e iglesias de la edad media en Europa, algunas de las cuales presentan colores
distintos en funcién del tamafo o la composicién de las nanoparticulas
integradas en el cristal. Asi, la busqueda de nuevas propiedades de los
materiales supuso, sin quererlo, la creacion y utilizacion de varios tipos de
nanoestructuras donde, ademas de los ejemplos antes citados, se pueden

afadir los nanotubos de carbono y nanoalambres de cementita encontrados en

2



Introduccién

espadas arabes del siglo XVII, lo que incrementaba la fuerza y resistencia de
las mismas (Reibold et al., 2006). Por lo tanto, aunque la nanotecnologia como
ciencia tiene un origen reciente, los nanomateriales tienen una aparicién que se

remonta a los origenes de nuestro planeta.

1.1.2. El concepto de nanotecnologia en ciencia

Las ideas y conceptos de los cuales nace la nanotecnologia fueron concebidos
antes de que la ciencia y los avances tecnologicos hicieran posible que
empezara su desarrollo. Mucho antes de que el término nanotecnologia
empezara a usarse, el fisico y premio Nobel Richard Feyman realiz6 una
presentacion titulada —Fhere is plenty of room at the bottom” en la reunion de la
Academia Americana de Fisica (American Physical Society) realizada en el
Instituto de Tecnologia de California (Caltech). En esta presentacion, realizada
el 29 de diciembre de 1959, describia como en el futuro los cientificos serian
capaces de manipular atomos y moléculas de manera individual. Sin embargo,
el término nanotecnologia se us6 por primera vez quince afos mas tarde,
cuando Norio Taniguchi la defini6 como la separacién, consolidacién, o
deformacion de un atomo o molécula de un material (Taniguchi, 1974).

Pese a que el concepto y definicion de la nanotecnologia son anteriores, no es
hasta 1981 cuando se considera el inicio de la nanotecnologia como ciencia.
Esto fue la consecuencia de la invencion del microscopio de efecto tunel (STM;
scanning tunneling microscopy; Binning et al.,, 1982), que permite la
observacion de atomos individuales. A partir de este momento el interés por
este campo se disparé y rapidamente se han ido sucediendo distintos
descubrimientos. Asi, en 1985 se descubre un nuevo tipo de moléculas, los
fullerenos, parecidos a esferas, compuestos por varias decenas de atomos de
carbono. El descubrimiento de esta nueva clase de moléculas supuso el premio
Nobel de quimica en 1996 (Kroto et al., 1985). En 1986 se desarrollo el
microscopio de fuerza atémica (AFM; atomic force microscopy) que permite la
deteccion de pequenos cambios de distintas fuerzas de corto alcance como por
ejemplo Van der Waals, con una ligera mejor resolucion que el STM y aplicable
también a materiales no conductores. En 1989 ingenieros de IBM lograron
reproducir el logo de la compafia manipulando 35 atomos de xendn con un

microscopio AFM, siendo la primera demostracion de la manipulacion de
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atomos de manera individual para un propdsito concreto. Otra fecha relevante
es 1991, cuando se realiza el descubrimiento de los nanotubos de carbono
(lijima, 1991). Como colofén de estos descubrimientos cientificos, ya a partir de
finales de los noventa y principios de siglo empiezan a aparecer distintos
productos en el mercado que contienen nanomateriales en su composicion. Por
ejemplo, empiezan a aparecer en el mercado productos como parachoques,
bolas de golf, calcetines anti-bacterias, tejidos resistentes a manchas y
componentes de pantallas mejorados (Woodrow Wilson Project of Emerging

Nanotechnologies, 2009a).
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Figura 1: Diferentes nanoparticulas ordenadas por origen, desde aquellas generadas
incidentalmente como subproducto de otros procesos hasta aquellas sintetizadas con un

objetivo o funcién concreta.

1.2. CARACTERISTICAS DE LOS NANOMATERIALES

Como se ha comentado anteriormente, la existencia de nanoparticulas de
origen natural ha supuesto que la humanidad haya estado en contacto desde
su origen a estos materiales. Sin embargo, la irrupcién de nuevos tipos de
nanomateriales en distintos productos y aplicaciones, esta haciendo que la
humanidad haya entrado en contacto con un tipo de nanomateriales distintos,
ya que existen una serie de caracteristicas que diferencian aquellas de origen
natural con las de nueva aparicion. Para ejemplarizar esto, en la figura 1 se
indican algunos tipos de nanoestructuras, desde las naturales a las sintetizadas
de novo. En estas ultimas, la distribucion del tamafio en una misma muestra es
muy homogénea, debido a que en los procesos de sintesis, las condiciones
estdn muy controladas para que estos nanomateriales presenten el tamafo

adecuado para la funcién que se les quiere dar; en cambio, las nanoparticulas
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de origen natural presentan una distribucién de tamafios muy amplia. Otra de
las diferencias apreciables afecta a la forma de estos nanomateriales; asi,
mientras que las nanoparticulas de origen natural presentan una gran variedad
de formas (generalmente amorfas), las sintetizadas de manera artificial
presentan formas muy especificas, dependiendo del propio proceso de sintesis,
y también, ligadas a su funcion deseada.

Es de suponer que la constante exposicion de los organismos a los
nanomateriales de origen natural haya generado una presion evolutiva para
desarrollar defensas frente a ellos. Sin embargo, la aparicién de nuevos tipos
de nanomateriales sintéticos, con las caracteristicas distintas que se han
explicado anteriormente, pueden suponer un nuevo tipo de exposicion donde
los mecanismos desarrollados frente a los de origen natural sean solamente
efectivos de manera parcial, o que estas nuevas caracteristicas puedan
desencadenar efectos toxicos mediante nuevos mecanismos, que las de origen

natural no son capaces de ejercer.

1.2.1. Caracteristicas fisicoquimicas

Un nanomaterial se puede definir como una estructura con al menos una
dimension de tamafo menor de 100 nm. Esto incluye, por ejemplo, a los
nanotubos de carbono ya que se considera que entran en este rango al tener
dos dimensiones por debajo de este tamafo, pese a que pueden llegar a medir
varias micras de longitud. Por convencién, se considera que un nanomaterial
que supere ese tamafo ya no podria ser considerado como tal, aunque el
limite, en realidad es mas difuso, ya que hay materiales que superan este
tamafo aunque pueden presentar alguna de las propiedades que se le
suponen a los nanomateriales.

A continuacion se describen algunas de las propiedades de los nanomateriales.

a) Tamaio

El tamano es la caracteristica de las nanoparticulas que les confiere sus
propiedades especiales. El efecto de reducir el tamafo de un material
particulado supone el incremento de su superficie respecto al volumen, asi
como el incremento del numero de particulas para una misma masa. Por

ejemplo, para particulas 10 veces mas pequefias, habra un incremento en la
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concentracion de las particulas 1000 veces superior a la concentracion original.
Asi mismo una disminucion del tamano influye en la reactividad de las
nanoparticulas ya que, a menor tamafio, una mayor proporcion de los atomos
que la forman estaran en la superficie, donde pueden reaccionar con diferentes
estructuras o compuestos.

Otro factor relacionado con el tamafo es el denominado tamafo critico.
Algunas nanoparticulas con tamafos determinados pueden interaccionar con
estructuras bioldgicas concretas. Un ejemplo son las nanoparticulas de oro de
55 nm, descritas como toxicas ya que encajan con el surco mayor de la doble
hélice del DNA (Tsoli et al., 2005) mientras que otras de menor o mayor
tamafno no presentan esta propiedad. Si el objetivo fuera la introduccion de
nanoparticulas en un organismo con fines médicos o de diagndstico, habria
que tener en cuenta que éste presenta diferentes estructuras que pueden
actuar como barreras en funcién del tamafio de las nanoparticulas. Por
ejemplo, las uniones estrechas en los capilares del higado, bazo o de la
meédula ésea tienen un limite de 100-1000 nm, mientras que en el rindn y en el
intestino es de unos 50-60 nm, y en el de los musculos, piel y pulmones este
limite es de 6 nm. Igual ocurre dentro de una célula, donde la marafa del
citoesqueleto hace que las particulas mayores de unos 20 nm queden
—eredadas” mientras que las que tienen un tamafio menor pueden avanzar
mas facilmente. De igual manera sucede con los nucleoporos, que tienen un
diametro de unos 8-9 nm. Por lo tanto, las zonas de un organismo a las cuales

puede acceder una nanoparticula se veran limitadas por el tamano de éstas.

b) Superficie

La superficie esta intimamente ligada al tamafio de las particulas. Por ejemplo,
si tenemos un cubo de 1 centimetro de lado, la superficie total sera de 6 cm?. Si
este cubo estuviera formado por cubos mas pequefios, de 1 mm de lado, la
superficie total aumentaria a 60 cm?. Pero si este cubo estuviese formado por
cubos de 1 nandmetro de lado, la superficie total seria de 60.000.000 cm?, una
superficie mayor a la de un campo de futbol. Este ejemplo refleja claramente la
importancia de la relacion entre tamafio y superficie.

Dado que es en la superficie de las nanoparticulas donde se dan las

reacciones con el entorno, las reacciones (téxicas o de otros tipos) que se
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podrian generar podrian estar muy relacionadas con la superficie total
disponible. De hecho, la superficie se ha propuesto como el mejor parametro
dosimétrico para estudiar fendmenos de toxicidad (Oberdorster et al., 2005).

La superficie de las nanoparticulas se puede modificar mediante la conjugacion
con distintas moléculas. La conjugacion de moléculas biolégicas en la
superficie de los nanomateriales es una estrategia prometedora de cara a los
posibles usos médicos o de diagnostico en humanos, ya que permite
enmascarar la presencia de las nanoparticulas en los organismos para que el
sistema inmunitario no sea capaz de reconocer a éstas como tales. Estas
modificaciones también pueden servir para mejorar la dispersion de las
nanoparticulas en solucion, dificultando su agregacion por interacciones
estéricas. La conjugacion de biomoléculas en la superficie también puede
darse accidentalmente en medios de cultivo con las proteinas presentes en el
suero, generando una corona proteica que puede ser un factor de confusion en
experimentos in vitro al variar la reactividad biologica de las mismas (Jones et
al., 2009).

c) Forma

Los nanomateriales pueden tener formas muy distintas. De hecho, el mismo
material se puede encontrar bajo distintas formas en funcién de las condiciones
en las que se hayan sintetizado, las cuales pueden conferir propiedades
distintas (Xiao y Qi, 2011). La forma de los nanomateriales afecta directamente
a la superficie expuesta, siendo las esferas las que menos superficie exponen
por volumen. Por lo tanto, este hecho afecta a su reactividad ya que a mas
superficie disponible mayor reactividad por nanoparticula.

En general, todas las formas que se alejen de la esfera tendran tendencia a
una mayor agregacion o aglomeracion, a causa de su mayor superficie
respecto al volumen por particula. Otro aspecto importante relacionado con la
forma es la propia coordinacién de los atomos; asi, aquellos que se encuentran
en superficies planas estan mas coordinados entre si y, por lo tanto, presentan
una menor reactividad que aquellos que se encuentran en puntas o vortices de

la nanoparticula.
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d) Carga eléctrica (Potencial Z)

La carga eléctrica de los nanomateriales determina la interaccion de éstos con
el medio biolégico, ya que en funcion del signo de dicha carga éstas
interaccionaran con unos u otros elementos (Nel et al., 2009). El parametro de
medida de la carga eléctrica es el denominado potencial Z, cuya definicion es la
diferencia de potencial entre el medio de dispersion y la capa estacionaria de
fluido que interacciona con las nanoparticulas.

La intensidad de esta carga eléctrica tendra un efecto muy importante en la
dinamica de agregacion de las nanoparticulas en dispersién, ya que las fuerzas
de repulsion electrostaticas estan contrapuestas con la tendencia a la
agregacion, debida a las fuerza de Van der Waals. Asi, es necesario un
potencial Z determinado (un minimo de — o bien + 30 mV) para mantener a las

particulas en dispersion de forma moderadamente estable.

e) Estabilidad

La estabilidad de los nanomateriales en un medio biolégico determinara el
patron de agregacion o de aglomeracion de éstos y, por lo tanto, su tamafo
efectivo. Esto conlleva que a mayor estabilidad, menor sea la agregacion o
aglomeracién y, por lo tanto, éstas se encontraran mas dispersas y con
tamafnos mas proximos al de su estado de dispersion. Un nivel de agregacién
elevado puede hacer que las particulas se salgan del rango nanométrico y
pasen a comportarse como particulas micrométricas. Hay que tener en cuenta
que el estado de aglomeracién es hasta cierto punto reversible y se puede dar
una disgregacion posterior, mientras que el estado de agregacion es
practicamente irreversible. Este proceso de aglomeracion y desaglomeracion
se ha observado al llevar a cabo una simulacidn in vitro de una digestion,
donde nanoparticulas de silice se aglomeran durante este proceso debido al
bajo pH y a la elevada concentracion de electrolitos. Al cambiar estas
condiciones a las que se tienen en el tracto digestivo, las nanoparticulas se
desaglomeran, pudiendo asi interaccionar con el tracto digestivo en su forma
nanométrica (Peters et al., 2012).

Finalmente, hay que sehalar que la estabilidad viene determinada por el
conjunto de caracteristicas descritas anteriormente, aunque las que tienen una

mayor influencia son el tipo de material, la superficie total (que viene
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determinada por el tamafio de las nanoparticulas, asi como por su forma y su
concentracion), la carga eléctrica y las interacciones de las nanoparticulas con
el medio, aunque otros factores como el pH y la presencia o ausencia de
materia organica también pueden jugar un cierto papel (Baalousha, 2009). Un
ejemplo de los mecanismos de estabilidad de las nanoparticulas se indica en la
figura 2, donde se ejemplarizan distintos mecanismos de estabilidad de las

nanoparticulas.
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Figura 2: Estabilidad de las nanoparticulas. En el primer caso, la repulsion electrostatica
impide que haya una aproximacion suficiente entre ellas como para que las fuerzas de Van der
Waals sean suficientemente fuertes como para inducir la agregacion. En el segundo caso son
las conjugaciones de distintas moléculas en la superficie de las nanoparticulas las que

impiden, debido a estas interacciones estéricas, que se agreguen.

1.3. APLICACIONES DE LOS NANOMATERIALES

Como se ha comentado, el gran despegue de la nanotecnologia se debe al
gran interés despertado en muchos sectores industriales. Debido a ello, se
estan dedicando importantes inversiones en la investigacién y desarrollo en
este campo, lo que esta llevando a la aparicion de nuevos productos
conteniendo nanomateriales que han mejorado las prestaciones de los mismos.
Actualmente ya se pueden encontrar un gran numero de nanomateriales
formando parte de distintos productos de consumo (figura 3) en campos tan
variados como en la industria del automovil, en alimentacion como aditivos
alimentarios (Lomer et al., 2002), en embalajes, en productos electronicos, o
en el area de la salud. En este ultimo campo es donde existe un mayor nimero

de productos conteniendo nanomateriales que, por su naturaleza, presentan un
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contacto seguro con el organismo; esto sucede, por ejemplo, con los
cosmeticos (Hosokawa, 2008) y con los protectores solares (Brezova et al.,
2005).

Product Categories Health & Fitness Subcategory

Goods for Children
(17)

Appliances (22)
Automotive (35)

Food & Beverage g
(68) '

Filtration (20)
Sunscreens (29)

Cosmetics (95)

Sporting Goods (61)

Electronics &

Computers (51) Health & Fitness

(369)

Home & Garden g Clothing (94)

(69) Personal Care (86)

Figura 3: Productos comerciales que contienen nanomateriales. Se observa que una parte
importante de estos productos entra en contacto directo con los usuarios debido a sus usos
(Woodrow Wilson Database, 2009a).

Una de las caracteristicas de los nanomateriales es su gran versatilidad, ya que
sus propiedades se pueden explotar en un gran rango de productos. Asi, por
ejemplo, los nanomateriales compuestos por plata se suelen emplear como
agentes antibacterianos, independientemente del producto en el que se
encuentren, ya sea en dispersion o integrado en el tejido (vendajes para tratar
quemaduras, sabanas, calcetines, detergentes, etc.). Otro ejemplo serian los
nanotubos de carbono, que se suelen afnadir a un producto para mejorar las
propiedades de distintas estructuras (resistencia, fuerza, etc....) o como
catalizadores (en baterias o en distintos procesos de fabricacién). En el caso
del diéxido de titanio (TiO) en su forma nanoparticulada, se usa principalmente
como pigmento en pinturas debido a su color blanco, a su brillo y a su indice de
refraccidon elevado. Su alto indice de refraccion, también a la luz ultravioleta, lo
hace util como componente de los protectores solares para la piel. También se
usa en otros productos por su color, como en la pasta de dientes o incluso
como aditivo alimentario. Su uso en procesos industriales es significativo,
especialmente por su actividad fotocatalitica cuando se somete a luz
ultravioleta. Esta polivalencia de los nanomateriales se refleja en la figura 4
donde se observa que la nanoplata tiene un amplio rango de uso,
encontrandose en 313 productos distintos (a fecha de marzo del 2011), seguido
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a una distancia significativa por los nanotubos de carbono, que se encuentran

en 91 productos distintos.

Mafjor Materials

Figura 4: Numero de productos que contienen nanomateriales en funcién del elemento que
forma el compuesto. Se puede observar el crecimiento del numero de productos del 2006 al
2011 para todos los elementos, dominando en términos absolutos los que tienen plata en su

composicion.
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Figura 5: Numero de productos a la venta en 24 paises distintos (incluyendo los EEUU, China,

Canada y Alemania) que contienen nanoparticulas. Se observa un incremento lineal de éstos a
lo largo del tiempo, pudiéndose predecir un crecimiento importante de los mismos en un futuro

préximo.
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El auge de la nanotecnologia ha hecho que el numero de productos que
contienen nanomateriales en su composicion haya crecido de forma lineal
desde 2005 (figura 5), que es cuando se empiezan a inventariar. Se prevé que
este incremento se acelere, debido a la enorme inversion que se esta
realizando actualmente en este campo y a la implementacion de la
nanotecnologia en nuevos campos (Woodrow Wilson Project of Emerging
Nanotechnologies, 2009b).

1.4. PERSPECTIVAS DE FUTURO

Al margen del uso extendido de los nanomateriales que existen actualmente,
se espera que esta tecnologia permita desarrollar nuevos compuestos y
nuevas aplicaciones. Como en la mayoria de tecnologias revolucionarias, se
estan explorando de manera muy intensa sus distintas aplicaciones en el
campo militar, ya sea para obtener mejoras en los materiales en uso, obtener
nuevos materiales mas ligeros y/o mejorar los blindajes (Ryu et al., 2012), asi
como en el desarrollo de materiales capaces de otorgar invisibilidad en el
espectro luminico (Valentine et al., 2009).

Sin embargo, uno de los campos donde se espera una mayor implementacion
de la nanotecnologia es en el campo de la salud. Por ejemplo, el desarrollo de
nuevos tipos de tratamientos contra el cancer usando nanoparticulas suscita un
gran interés. Varias lineas de investigacion estan desarrollando nanoparticulas
capaces de detectar ciertos marcadores de membrana expresados en células
cancerosas que, al hacerlo, introducirian en éstas el contenido de la
nanoparticula con el objetivo de matarlas (Zhang y Misra., 2007; Veiseh et al.,
2010). El desarrollo de este tipo de tratamientos permitiria la eliminacion
selectiva de células cancerosas. Siguiendo la misma linea, se esta explorando
el potencial de algunos tipos de nanoparticulas de hierro para ser llevadas a un
tumor dentro del cuerpo humano mediante campos magnéticos, para luego
estimularlas con ondas de radio, con las que entrarian en resonancia,
incrementado su temperatura hasta quemar el tejido tumoral (Jordan et al.,
1999), o bien depositar agentes quimicos para eliminarlas.

En otro frente, la elevada ratio superficie/volumen que los hace tan eficientes
en procesos de catalisis, los puede llegar a ser muy utiles como partes
integrales en herramientas para bioanalisis y técnicas de diagnéstico (Penn et
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al., 2003; Martinez-Boubeta et al., 2010). Esta caracteristica también las hace
muy interesantes para su uso en biorremediacion, ya que la gran cantidad de
superficie disponible comportara que sean mas eficientes para capturar
distintos contaminantes. Asi, disefiando el nanomaterial y la funcionalizacion de
su superficie se puede conseguir que tenga una alta afinidad con el
contaminante de interés para que se pueda eliminar del medio de manera
especifica (Yavuz et al., 2006). De hecho, en este campo ya se han
desarrollado algunos nanomateriales que son capaces de mejorar la

eliminacion del arsénico del agua de forma muy eficaz (Yamani et al., 2012).

1.5. POSIBLES RIESGOS DE LOS NANOMATERIALES SOBRE LA SALUD
La rapida y creciente irrupcion de la nanotecnologia en la vida diaria esta
teniendo un gran impacto y beneficios palpables. Sin embargo, las mismas
propiedades de los nanomateriales que despiertan tanto interés en
determinados campos, son las mismas que han levantado suspicacias sobre
sus posibles efectos perniciosos sobre la salud humana.

El pequeio tamario de los nanomateriales es una de las principales causas de
esta preocupacion. A nivel de organismo, el tamafio de los nanomateriales
puede permitir que éstos crucen varias barreras biolégicas que otras particulas
de mayor tamano no pueden hacerlo. Se ha observado la translocacion de
varios tipos de nanomateriales a través del tracto gastrointestinal,
probablemente debido a la absorcion de moléculas organicas en su superficie,
camuflandolas y permitiendo que éstas sean endocitadas y acaben en el
torrente sanguineo. Ademas, esta adsorcion de moléculas en su superficie
puede conllevar a que moléculas que no se hayan digerido o metabolizado
sean absorbidas por el tracto gastrointestinal (Frohlich y Roblegg, 2012).

En cuanto a los riesgos por inhalacién, son varios los estudios experimentales
in vivo que indican que ésta es baja, pese a que la translocacion del
nanomaterial puede ocurrir en los pulmones incluso cuando la dosis
administrada, ya sea por instilacion o inhalacién, sea alta (Simko y Mattsson,
2010). La piel se considera que puede ser también una via importante de
entrada del nanomaterial en el organismo. Asi, se han observado distintos
grados de penetracion en la piel por nanoparticulas de oro, en funcion del

tamafno de las mismas, siendo las mas pequenas las que presentan un indice
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de penetracion mayor (Sonavane et al., 2008). También se ha observado que
las nanoparticulas de hierro menores de 10 nm son capaces de penetrar en la
piel humana de manera pasiva llegando al stratum corneum y a los foliculos
pilosos, y de manera excepcional, a la epidermis viable (Baroli et al., 2007).

En resumen, aunque la penetracion a través de las barreras biolégicas por
parte de los distintos nanomateriales parece que es pequefia o limitada, los
efectos que los nanomateriales pueden generar sobre éstas son objeto de
preocupacion ya que la mayoria de efectos perniciosos, desde la inflamacién a
los procesos cancerosos, podrian darse en las zonas que mantienen mayor
contacto con los nanomateriales, ya que asi parece ocurrir con otros tipos de
particulas (Donaldson, 2002; Knaapen et al., 2004)

El tamano también es un factor importante en la interaccion del nanomaterial
con la célula. Mientras que una nanoparticula puede tener un diametro de 1 a
100 nm, una célula puede tener un didmetro medio de unos 10 um,
equivalente a 10.000 nm, es decir entre 100 y 10.000 veces mayor. Esta
diferencia de tamafio comporta que un gran namero de nanoparticulas puedan
interaccionar con la membrana de la célula y este rango de tamafo podria
facilitar la endocitosis. La endocitosis de nanoparticulas metdlicas, y su
posterior paso a iones en los lisosomas, se ha propuesto como un posible
mecanismo de toxicidad celular. La solubilizacion de éstas en los lisosomas a
su forma iénica permitiria que éstos entraran en el citoplasma e indujeran los
efectos toxicos, mientras que los iones libres fuera de la célula serian
incapaces de entrar dentro e inducir el efecto toxico, debido a los mecanismos
celulares que lo evitarian (Park et al., 2010; Cronholm et al., 2013).

Hay que recordar que es en el rango nanométrico donde suceden la mayor
parte de las interacciones bioquimicas, lo que implica que los nanomateriales
podrian ser capaces, a priori, de interferir con estos procesos. Como ya se ha
comentado, se han encontrado casos de nanoparticulas que interaccionan con
estructuras biolégicas concretas, en este caso nanoparticulas de oro de 55 nm
con el surco mayor del DNA (Tsoli et al., 2005). También se ha postulado que
los nanotubos de carbono podrian interferir con la segregacion cromosdmica
debido a su interaccion con los microtubulos, ya que presentan una similitud
estructural suficiente como para actuar de forma analoga (Sargent et al., 2010).
Otro aspecto relacionado con la alta reactividad de los nanomateriales es que
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su elevada superficie disponible podria conllevar a interacciones inespecificas
con distintas estructuras biolégicas, lo que podria producir algun tipo de efecto
téxico.

Otro aspecto a destacar es la carga eléctrica, que puede llegar a tener
influencia en el perfil toxicolégico de los nanomateriales. Como ejemplo se
pueden citar los efectos de las nanoparticulas de cerio conjugadas con
polimeros con una carga eléctrica distinta (neutra, negativa y positiva) en
distintos tipos celulares observandose que, en funcion de este parametro, las
nanoparticulas acaban en compartimientos celulares distintos, generando
efectos toxicos o no, dependiendo de ello (Asati et al., 2010).

Por lo tanto, existen cada vez mas pruebas que apuntan a que varias de las
caracteristicas de los nanomateriales pueden modular el perfil toxicolégico de
los mismos. Este hecho conlleva a que dos nanoparticulas del mismo material
no tienen por qué ejercer los mismos efectos téxicos, dado el posible efecto

modulador de sus otras propiedades.

1.5.1. Posibles fuentes de exposiciéon

Parece obvio que el gran incremento en el numero de productos que contienen
nanomateriales conllevara a que haya una mayor posibilidad de que éstos se
depositen en el medio ambiente. Esta mayor presencia, incrementara la
exposicion humana a estos nuevos compuestos.

La exposicidén a los nanomateriales se puede dar en todas las fases de su ciclo
de vida, es decir desde la fabricacién del nanomaterial, su uso o la aplicacién
del producto que los contiene, su degradacion en el ambiente, asi como en su
desecho como residuo o sometido al proceso de reciclado.

Durante la fabricacion de los nanomateriales la poblacibn mayormente
expuesta sera aquella implicada directamente en el proceso de sintesis y
produccion. A diferencia de las grandes industrias clasicas, las industrias que
fabrican nanomateriales suelen tener un numero de operarios muy reducido,
dificultando la posibilidad de realizar ensayos de biomonitorizacién, que es la
herramienta clasica que ha permitido determinar el riesgo asociado a distintos
procesos industriales; sin embargo, actualmente se estan llevando a cabo
investigaciones con la intencion de simular escenarios de exposicion

ocupacional para desarrollar ensayos in vivo, que puedan determinar con
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precision cual es el peligro al que estan expuestos estos trabajadores (Yi et al.,
2013).

En cuanto al riesgo por el uso de compuestos que contienen nanomateriales ya
hemos visto que éstos se usan en un gran numero de productos distintos, asi
que la posible exposicidn o interaccion con el organismo es muy dependiente
del tipo de uso que se le dé. En general, los nanomateriales se encuentran en
los productos de dos formas distintas; en unas el nanomaterial se encuentra
integrado en una matriz solida, mejorando las propiedades de ésta, ya sea las
propiedades fisicas o cataliticas, u otorgandole propiedades nuevas, como
podria ser un efecto antibacteriano. En otros casos los nanomateriales se
encuentran dispersos, ya sea en una solucién coloidal o como parte o
componente de una sustancia no solida (como por ejemplo cremas,
detergentes o lociones). La diferencia entre estos dos tipos principales de
integracion en el producto afectara directamente a su posible interaccién con
células u organismos. Los nanomateriales integrados en una matriz sélida no
tendran un contacto directo con los organismos, a menos que la matriz en la
que estan integrados empiece a disgregarse a lo largo del ciclo de vida,
pudiendo liberar, no sélo el nanomaterial en su forma pura durante la fase de
fabricacion, sino disgregados de la matriz en la que estan integradas particulas
del nanomaterial. Este fendbmeno se ha descrito para nanotubos de carbono
integrados en baterias de litio-carbono o en productos textiles (Kbéhler et al.,
2008), asi como en implantes de rodillas o caderas de cobalto-cromo de los
cuales se pueden desprender nanoparticulas como resultado de la friccidon
continuada (Papageorgiou et al., 2007).

En otros casos, algunos sectores de la poblacion podrian verse expuestos a
nanomateriales debido a la propia funcion de éstos, que se llevaria a cabo
dentro del organismo. Asi, aquellos pacientes que estuvieran sometidos a
pruebas o tratamientos que involucraran el uso de nanomateriales podrian
tener un cierto riesgo debido principalmente a las altas dosis usadas (serian
dosis elevadas respecto a la exposicion de la poblacién general). En este caso,
el nivel de riesgo seria aceptable en funcién de los potenciales beneficios que
estos tratamientos tuvieran en el diagndstico o tratamiento del sujeto.

Ademas de la exposicidn directa, la acumulacion de los nanomateriales en el

ambiente puede suponer una fuente de exposicién secundaria. En estos casos
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la pregunta pertinente es saber cual es la persistencia de estos nanomateriales
en el medio ambiente. Obviamente ésta puede variar mucho en funcién, tanto
del material (metal/no metal) como de su forma (von der Kammer et al., 2012;
McTeer et al., 2013; Yeo y Nam, 2013).

Muchos de los nanomateriales no son degradables per se, pero si que puede
pasar a su forma idnica y/o acumularse en microorganismos u otros
organismos. El riesgo de su presencia en el medio ambiente puede depender
de su biopersistencia. Asi, los nanomateriales compuestos por oxidos de
metales puros parecen ser mas facilmente solubles en medio acuoso, siendo
por ejemplo las nanoparticulas de zinc ejemplo de nanoparticula facilmente
soluble en medio acuoso. En este contexto cabe indicar que el efecto téxico
que pueda presentar un nanomaterial pueda depender de su existencia como
nanoparticula o como forma soluble. En el caso de las nanoparticulas de zinc,
éstas parecen presentar un efecto toxico debido a la solubilizacién en su forma
idnica, que es la responsable de dicho efecto. En cambio, otras nanoparticulas
metalicas, como por ejemplo de 6xido de cobre, su toxicidad parece depender
mas bien de su endocitosis como nanoparticula para con posteridad inducir un
efecto toxico. Esto se ha observado utilizando como modelo la linea celular
A549, ya que la inactivacion de la ruta que conlleva la autofagia de las
particulas endocitadas mediante la 3-metiladenina, mejora significativamente la
supervivencia celular (Sun et al., 2012).

La solubilidad, y por tanto la degradacion de estas nanoparticulas metélicas en
el medio, se puede modificar mediante la funcionalizacién de su superficie,
impidiendo que el 6xido de metal esté en contacto con el medio. Sin embargo,
hay que tener en cuenta que las moléculas también se pueden biodegradar,
pudiendo quedar expuesta la nanoparticula a su posible solubilizacién en el
medio. Por lo tanto, la biodegradacién de las moléculas funcionalizadas
también es un factor a tener en cuenta en la biopersistencia de las
nanoparticulas metalicas.

Otros nanomateriales, como sucede con los nanotubos de carbono, parecen
ser mucho mas biopersistentes. A nivel quimico tienen cierto parecido con los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs), los cuales tipicamente presentan
resistencia a la degradacion, aunque pueden acabar siendo biodegradados por

diversos microorganismos. Los nanotubos de carbono podrian estar sujetos
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también a degradacién por medios fisicos, aunque la alta hidrofobicidad de la
gran mayoria de ellos hace probable su interaccién con sedimentos porosos,
dificultando su degradacion. Probablemente este hecho lleve a que sea factible
una bioacumulacion de los mismos (Smith y Rodrigues, 2012). Existen estudios
que indican que los nanotubos de carbono se pueden transformar a formas
menos reactivas mediante métodos bioquimicos. Aunque esto se puede
realizar facilmente en el laboratorio, estas metodologias son de dificil aplicacion
in situ (Russier et al., 2011). Para tratar de disminuir su elevada persistencia
actualmente se estan sugiriendo distintos métodos de fabricacion para que los
nanotubos de carbono sean mas biodegradables, por ejemplo introduciendo
defectos en su estructura de manera deliberada, para que éstos sean mas
facilmente atacados por enzimas (Bianco et al., 2011).

Independientemente de los procesos de degradacion de los nanomateriales en
el medio ambiente, lo que si es cierto es que el incremento en el niumero de
productos y en el numero de toneladas de nanomaterial sintetizado en los
proximos afos, puede conllevar una elevada presencia de los mismos en el
ambiente, actuando asi como contaminantes en distintos ecosistemas
acuaticos y terrestres (Handy et al., 2008); por lo tanto, el conocer como los
nanomateriales pueden afectar los distintos ecosistemas, es un reto al que se
debe dar una pronta respuesta.

Entre los distintos estudios desarrollados hasta el momento, se ha demostrado
experimentalmente que las nanoparticulas de oro son capaces de entrar en la
cadena alimentaria de un modelo artificial de ecosistema de estuario marino,
ecosistema en el cual se explotan especies de bivalvos y peces para consumo
humano (Ferry et al., 2009). También se ha observado un efecto adverso en la
reproduccion de caracoles Potamopyrgus antipodarum expuestos a
nanoparticulas de oOxido de cobre (CuO) presentes en el sedimento. Esta
toxicidad es mayor que la observada en su forma iénica o en particulas
micrométricas, apuntando a una mayor biodisponibilidad de la forma
nanomeétrica respecto a las otras (Pang et al., 2012). Otros estudios llevados a
cabo con nanotubos de carbono parecen indicar que sus efectos téxicos, una
vez asociados a sedimentos, son muy bajos incluso a concentraciones muy

elevadas, comparadas con sus efectos en dispersion en medio acuoso. Sin
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embargo, la posible resuspension de estos sedimentos podria llegar a
incrementar el riesgo potencial (Petersen et al., 2011).

Por lo tanto, el incremento en la cantidad de nanomateriales de origen
antropogénico presentes en los distintos ecosistemas, puede conllevar a la
posible acumulacion de los nanomateriales en distintos segmentos del
ecosistema, asi como su posible bioacumulaciéon en la cadena alimentaria.
Dado el desconocimiento que se tiene, tanto de los procesos de degradacion,
bioacumulacién y efectos tdxicos, se requiere obtener mas informacion en

todos los ambitos sobre sus posibles efectos perniciosos.

1.5.2. Nuevos enfoques respecto a los nuevos retos planteados

A lo largo de la historia han ido apareciendo nuevas tecnologias y compuestos
novedosos que han supuesto, mediante su integracion en diferentes
aplicaciones y procesos, una mejora en algun aspecto inmediato de la calidad
de vida o productividad. Sin embargo, en algunos casos se han detectado con
posteridad efectos sobre la salud humana suficientemente importantes como
para restringir su uso e incluso prohibirlo por completo. Un claro ejemplo es el
DDT cuyo uso incrementd de manera espectacular el rendimiento de la
produccion agricola, debido a su capacidad de eliminar plagas, aunque sus
efectos sobre la salud humana y biopersistencia, asi como la apariciéon de
resistencias, desembocaron en su prohibicion en los paises desarrollados a
mediados de los 70. A pesar de esto se sigue usando en paises en vias de
desarrollo para evitar la propagacion de mosquitos vectores de la malaria, y de
manera ilegal (aunque minoritaria), en la produccién agraria (Foss Hansen et
al., 2008).

Debido a los casos acontecidos con otras anteriores tecnologias prometedoras,
que han acabado presentando efectos adversos, se han obtenido una amplia
experiencia sobre como enfocar estos retos al tiempo que se ha incrementado
todos los sistemas de regulacion del uso de agentes y compuestos que pueden
suponer un riesgo. Asi, la aparicion de la nanotecnologia, como una nueva
tecnologia de rapida implementacion en la que existen sospechas sobre un
posible efecto adverso para la salud humana y el medio ambiente, esta

suponiendo un importante esfuerzo por parte de las autoridades competentes
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para determinar y caracterizar este potencial con vistas a establecer posibles
efectos reguladores.

A nivel de regulacion actual no se tiene en cuenta el tamafio de las unidades
del material, sino que un material se regula independientemente de si es
soluble o si se encuentra en el rango macrométrico o micrométrico. Asi, si el
material en su forma no nanométrica no genera efectos toxicos en las baterias
estandarizadas de ensayos toxicologicos, se ha dado luz verde a la forma
nanomeétrica, considerando que era el mismo material y que ya habia pasado
por el proceso de evaluacion. Sin embargo, la informacién acumulada en la
ultima década empieza a considerar el tamafo de las particulas como un factor
que puede influenciar el perfil toxicologico del compuesto. Esto esta
conllevando a que los distintos organismos legisladores se replanteen el
posible riesgo de los nanomateriales y se estén subvencionando multiples
proyectos encaminados a dilucidar los aspectos toxicologicos de los

nanomateriales, en vista a su futura regulacion.

1.5. EL PROYECTO NANOGENOTOX

Dentro de este contexto, en el que se estan replanteando las estrategias para
la regulacién de los nanomateriales, se han detectado lagunas importantes en
nuestro conocimiento sobre las capacidades toxicas y especialmente
genotoxicas de estos compuestos, siendo ésta una de las cuestiones clave a
resolver. Asi, los resultados obtenidos a veces contradictorios y la falta de
evidencia cientifica sobre la seguridad de su uso dificultan la actuacién de las
autoridades desde un punto de vista regulatorio. Para paliar esta falta de
informacion, la EAHC (Executive Agency for Health and Consumers) concedid
en 2009 una subvencién a través del segundo programa de la Comunidad
Europea en el campo de la salud (2008-2013) para una accién conjunta (JA;
Joint Action) englobada en la —&guridad de los nanomateriales” denominada
proyecto Nanogenotox. Este proyecto se inici6 en Marzo de 2010 para un
periodo de 3 afos. Un total 16 instituciones de 11 paises de estados miembros
de la Comunidad Europea han formado parte de esta accién conjunta (figura 6),
que ha sido coordinada por ANSES (Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de

I’Alimentation, de 'Environnement et du Travail) de Francia, con sede en Paris.
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Associated Partners of the NANOGENOTOX Joint Action

Figura 6: Integrantes de la accién conjunta del proyecto Nanogenotox.

La accidén conjunta se ha separado en distintos bloques de trabajo (Work
Packages; WP) Los WP 1, 2 y 3 se han dedicado a la coordinacion,
organizacion y diseminacion del trabajo del proyecto, mientras que el trabajo
experimental se ha desarrollado en los WP 4, 5, 6 y 7. El WP4 se ha dedicado
a desarrollar un método de dispersidon que fuera aplicable a todos los
nanomateriales utilizados en el proyecto y a la caracterizacion de las distintas
propiedades de éstos, tanto en su forma sin dispersar como una vez
dispersados En el WP5 se han desarrollado los ensayos in vitro con distintos
tipos celulares con el objetivo de identificar las lineas celulares mas sensibles y
los nanomateriales que presentan un efecto toxico mas pronunciado con la idea
llevar a cabo un estudio de validacién (Round Robin test) para determinar la
reproducibilidad de los ensayos usados vy la fiabilidad de los datos obtenidos.
Los ensayos in vivo por distintas rutas de exposicién se han levado a cabo por
el WP6, y los estudios de la toxicocinética y bioacumulacion de los
nanomateriales se ha realizado en el WP7.

El objetivo de la accion conjunta ha sido de trabajar hacia el establecimiento de

un método robusto (especifico, a la vez que sensitivo) para caracterizar el
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potencial genotoxico de los distintos nanomateriales y generar informacion
sobre los efectos genotdxicos de varios tipos de los nanomateriales que se
pueden encontrar de manera mas comun en productos que estan al abasto del
consumidor.

Como punto inicial del proyecto, y para determinar aquellos aspectos donde
falta informacion relevante, se realizd6 de manera previa una recogida de
informacion a través de la busqueda bibliografica. De manera mas especifica
los tres puntos mas relevantes del WP5 han sido la relacion de los materiales a
utilizar, las lineas celulares que pudieran ser relevantes de cara a la exposicion
a los nanomateriales vy, finalmente, los ensayos de genotoxicidad con mayor

importancia y relevancia en cuanto a indicadores del riesgo genotéxico.

1.5.1. Nanomateriales utilizados

La seleccion inicial de los nanomateriales a ensayar se baso en la utilizacion y
difusion de los mismos en los productos de consumo. Asi, se optd por escoger
compuestos de didxido de titanio, nanosilice y nanotubos de carbono. Dado
que distintas caracteristicas de los nanomateriales como tamano, estructura
cristalina, método de sintesis, entre otros, pueden afectar la toxicidad, se
seleccionaron distintos compuestos de cada grupo; todos ellos suministrados
por el JRC (Joint Research Center en lIspra, ltalia). Asi, de silice amorfa
sintética (SAS) se seleccionaron 4 compuestos, de didxido de titanio (TiO,) se
seleccionaron 5, mientras que de nanotubos de carbono (CNT) se
seleccionaron 6. Es decir, un total de 15 compuestos. Estos nanomateriales
fueron elegidos debido a que se encuentran con elevada frecuencia en
productos al alcance del consumidor, ademas, son representativos del espectro
de nanomateriales que se pueden encontrar actualmente en el mercado (tabla
1). La eleccion del tipo de nanomateriales dentro de cada grupo, se llevd a
cabo en funcion de distintos criterios, siempre con el objetivo de que hubiera
una variedad representativa de los que se pueden encontrar en productos
actualmente en el mercado. Entre los compuestos de SAS se seleccionaron en
funcién de su uso en distintas aplicaciones y de su método de sintesis. En el
caso de las nanoparticulas de TiO2, no sélo se han seleccionado para tener
nanoparticulas involucradas en usos distintos, sino también para que hubiera

tipos con distinta estructura cristalina. Entre los nanotubos de carbono el
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criterio fue tener nanomateriales con distintas caracteristicas fisicas: distinto

diametro, longitud, rigidez, etc. La descripcion de los materiales utilizados se

encuentra en la tabla 1.

Tabla 1: Listado de los nanomateriales utilizados en el proyecto Nanogenotox. En la tabla

se pueden observar sus usos mayoritarios asi como su estructura cristalina o método de

sintesis.
Analizado
Referencia Tipo Usos mayoritarios
en WP5
Papel, caucho, cosméticos,
NM-100 Anatasa . _
adhesivos, pinturas No
Catalizador, catalizador
NM-101 Anatasa semiconductor en procesos
o fotocataliticos No
©)
= NM-102 Anatasa Fotocatalitico X
NM-103 Rutilo Cosmeéticos (proteccion solar, X
coloracién), productos farmacéuticos,
NM-104 Rutilo X
aditivo alimentario
NM-105 Anatasa/Rutilo Catalizador, estabilizador de calor X
NM-200 Procesado de alimentos X
Precipitado Refuerzo estructural, propiedades
NM-201 . X
Opticas
‘Q Tintas, adhesivos, cosméticos,
N NM-202 . _ X
productos farmacéuticos, alimentos
Pirdlisis
Alimentos, cosméticos, productos
NM-203 X
farmacéuticos
NM-400 X
NM-401 Compuesto estructural y aplicacion X
Deposicion .
— NM-402 o en procesos energeticos X
= quimica por
O NM-403 X
vapor
NRCWEO006 Bateria litio/idnica X
NRCWEOQQ07 Compuesto estructural X

Segun la legislacion actual, para que se apruebe el uso de un compuesto

determinado, sobre todo si va a formar parte de productos a los cuales los

consumidores van a estar expuestos, éste tiene que ser evaluado en una serie
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de ensayos para determinar su potencial efecto sobre la salud humana. En esta
bateria de ensayos, los primeros suelen ser ensayos in vitro ya que son faciles
de realizar, baratos y se llevan a cabo en un tiempo relativamente corto,
sobretodo comparado con los ensayos de carcinogénesis in Vivo.
Evidentemente, la fiabilidad de que los resultados obtenidos en estos ensayos
sean equiparables al efecto del compuesto, en casos de exposicion humana
reales, es menor que los obtenidos en los ensayos in vivo. En este tipo de
baterias para la deteccion de riesgos potenciales, los ensayos in vitro forman
parte de la primera linea de ensayos y, en el caso que haya sospechas sobre
un posible efecto genotdxico, se procede a realizar ensayos complementarios
in vivo. En consecuencia, la cuestion principal por lo que se refiere a la
genotoxicidad de los nanomateriales, consiste en determinar hasta qué punto
estos ensayos in vitro se pueden usar para revelar el potencial genotoxico de
los nanomateriales, cuales de ellos son adecuados para esta funcion y que
modificaciones precisarian para el estudio de estos compuestos.

Otro aspecto relevante en los estudios in vitro es el tipo celular con el que se va
a llevar a cabo el ensayo. Idealmente, el tipo celular a escoger deberia ser
representativo de las rutas de exposicion mas probables: pulmonar, intestinal y

dérmica.

1.5.2. Tipos celulares utilizados

En base a la informacién bibliografica y la experiencia de los grupos
participantes, se seleccionaron distintas lineas celulares representativas de los
distintos tejidos que pueden constituir el blanco de los nanomateriales. Como
modelos de la exposicidon pulmonar se seleccionaron las lineas BEAS-2B y 16-
HBE que son de origen broncoepitelial, asi como la linea A549, que es de
origen alveolar. Como modelo de exposicion intestinal se utilizo la linea Caco-2,
en su version no diferenciada, mientras como modelo de exposicion dermal se
selecciono la linea NHEK. Los linfocitos humanos se escogieron como modelo
de exposicion general y, para el ensayo de linfoma de ratéon se usoé la linea
celular L5178Y TK*" que es heterocigota para el gen timidina quinasa (TK).
Dado el elevado numero de tipos celulares seleccionados, los distintos grupos

utilizaron un numero limitado de éstos. Asi, a nuestro grupo se le asigno la
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utilizacién de las lineas BEAS-2B, Caco-2 y 16-HBE, de las que se va a dar
una pequefia descripcion.

Las ceélulas Caco-2 constituyen una linea celular cancerosa establecida a partir
de un adenocarcinoma colorectal. Presentan diferenciacién espontanea si se
mantienen en cultivo durante un largo periodo de tiempo tras alcanzar la
confluencia, expresando, en estas condiciones, varias caracteristicas tipicas de
los enterocitos del intestino delgado (Sambuy et al., 2005). Esta linea se ha
seleccionado como una posible diana representativa de la exposicién a
nanomateriales por ingestion.

La linea celular BEAS-2B proviene de células epiteliales de pulmoén obtenidas
a partir de la autopsia de un individuo sin patologia cancerosa. Estas se
trasformaron con un adenovirus hibrido 12-SV40 (Ad12SV40) deficiente en
cuanto a su capacidad de replicacion y posteriormente clonadas (Reddel et al.,
1988). Esta linea celular se ha seleccionado para ser considerada como
representativa de la exposicion a nanomateriales por via respiratoria.
Finalmente la linea 16HBE 14-o (abreviada 16HBE) se desarroll6 originalmente
a partir de cultivos primarios de tejido broncoepitelial humano transformado con
un adenovirus SV40 (Cozens et al.,, 1994). Estas células mantienen varias
caracteristicas de las células broncoepiteliales diferenciadas, como por ejemplo
la formacion de uniones estrechas y el transporte i6nico vectorial. La linea
celular 16HBE se seleccion6é como una posible linea celular representativa de

la exposicién a nanomateriales por via respiratoria.

1.5.3. Ensayos de genotoxicidad

Inicialmente se establecieron tres tipos de marcadores: Dafo primario en el
DNA (normalmente roturas), dano cromosoémico (roturas y aneuploidias) y
mutacion geénica.

Para determinar el dafio primario en el DNA se uso0 el ensayo del cometa, tanto
la version alcalina como la version complementada con el uso del enzima
formamido pirimidina glicosilasa (FPG). El ensayo del cometa se basa en la
inclusion de células en una matriz de agarosa donde, mediante varios
tratamientos, se consigue la eliminacion de las estructuras celulares quedando
unicamente el DNA superenrollado en la matriz (nucleoide). Al realizar una

electroforesis en un medio alcalino, aquellos lazos que han sufrido alguna
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rotura de simple o doble cadena, y que por lo tanto han relajado su estructura,
migraran hacia el anodo, asemejandose a la forma de un cometa, cuando se
utiliza tincion especifica en un microscopio de fluorescencia.

Aunque los primeros experimentos con células individualizadas se remontan a
1978 (Rydberg and Johanson, 1978) no es hasta 1984 que se aplica por
primera vez un campo eléctrico al gel (Ostling y Johanson, 1984).
Posteriormente se introdujo la lisis alcalina (a pH>13; Singh et al., 1988) que
permite observar no solo las roturas de doble cadena, sino también las roturas
de cadena simple, asi como los sitios alcali-labiles. La introduccion de
protocolos que incluyen la incubacion del gel con enzimas que detectan bases
dafadas (generalmente FPG) permite la deteccion de dafio oxidativo a nivel de
bases del DNA, ya que estas enzimas estan implicadas en el proceso de
reparacion por escision del nucledtido que contiene la base dafada.

El ensayo del cometa tiene algunas ventajas interesantes, la mas evidente es
su alta sensibilidad, que permite detectar dafio en el DNA a concentraciones
muy bajas del agente; otra ventaja consiste en que se obtiene el valor del dafio
de cada célula, lo que permite detectar diferencias intercelulares, tanto en dafio
como en reparacion. Ademas, este ensayo permite trabajar con células no
proliferativas que es especialmente importante cuando se trabaja con muestras
de un organismo vivo. Su sencillez y rapidez ha hecho que este ensayo se
haya expandido de forma extraordinaria, aplicandolo a numerosos campos de
la biologia.

Aunque la manera clasica de medir dano cromosémico ha sido mediante el
ensayo de aberraciones cromosomicas, que mide aberraciones de tipo
estructural, la complejidad de este ensayo ha hecho que se haya substituido
por el denominado ensayo de micronucleos. Este ensayo se usa para detectar
agentes que tienen la capacidad de afectar la estructura del cromosoma o
interferir con la segregacion durante la division celular, y se basa en la
deteccidon en el citoplasma de pequefias masas de cromatina llamadas
micronucleos, las cuales estan rodeadas también por una membrana nuclear.
Estos se forman como consecuencia de la pérdida de un fragmento
cromosdmico o de un cromosoma entero, debido a una rotura o a una
segregacion incorrecta durante la mitosis. El ensayo de micronucleos se

desarroll6 inicialmente en 1975 (Schmid, 1975) y, entre las posteriores mejoras,
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destaca la llevada a cabo por Fenech y Morley (1985) quienes incluyeron en el
ensayo el uso de la citocalasina-B (que es un compuesto que impide la
citocinesis sin afectar la cariocinesis) lo que permite identificar en la poblacién
de células a analizar, aquellas que se han dividido en el cultivo, debido a su
aspecto de células binucleadas. Actualmente es uno de los ensayos de
evaluacion de dafio genético mas usados, sobre todo cuando se plantea el
tema del riesgo, dada la asociacion encontrada entre frecuencia elevada de
micronucleos e incidencia de cancer (Bonassi et al., 2006). La ventaja principal
de este ensayo es que detecta dafo fijado en la célula, con lo que se puede
calcular el nivel de dafno de un individuo o una poblacion celular de manera
precisa y con pocos medios. En todos los experimentos se ha usado
citocalasina-B con la intencion de impedir la citocinesis, menos en la linea
celular 16-HBE.

Ademas, algunos laboratorios han usado el ensayo de linfoma de raton para
detectar mutaciones puntuales. Este ensayo se basa en el uso de la linea
celular L5178Y, que presenta heterozigosis para el gen TK (timidina quinasa),
cuyo producto se encarga de reciclar la timidina, que acabara incorporada al
DNA. Las células se cultivan con varias concentraciones del compuesto a
analizar, en presencia y ausencia de la fraccion S9 de higado de ratén, en un
medio con presencia de trifluorotimidina. Este compuesto es un analogo de la
timidina que presenta toxicidad cuando es metabolizada por la célula, debido a
su interferencia con el metabolismo del DNA. Por lo tanto, aquellas células que
hayan sufrido una mutacién puntual en el alelo funcional del gen TK, seran

capaces de crecer en un medio con trifluorotimidina.

1.5.4. Desarrollo del proyecto

El desarrollo del WP5 ha sido complejo y, para alcanzar el objetivo previsto,
que es el de obtener protocolos robustos para ensayar, se plantearon dos
fases. Una inicial con todos los compuestos, lineas celulares y ensayos para,
en una segunda fase, seleccionar algunos de sus componentes para ser
replicados, utilizando los mismos protocolos, en distintos laboratorios, para ver
la bondad (reproducibilidad) de los protocolos propuestos. Teniendo en cuenta
que el potencial carcinogénico de un nanomaterial puede venir determinado por

una via no genotoxica, nosotros hemos incluido una tercera fase para detectar
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el potencial transformante de estos nanomateriales seleccionados, aspecto no

incluido en el proyecto Nanogenotox.

1.5.4.1. Primera fase: Screening

El Grupo de Mutagénesis de la UAB ha estado involucrado en la fase de
screening, realizando el ensayo del cometa utilizando tres lineas celulares,
cada una con un subconjunto de nanomateriales distinto (tabla 2). En este caso
se ha procedido a realizar ensayos del cometa en dos tiempos de tratamiento
por cada ensayo: 3 y 24 horas. El objetivo era determinar qué lineas celulares y
qué ensayos presentan una mayor sensibilidad frente al tratamiento con
nanomateriales, asi como determinar cuales de éstos presentan algun tipo de

efecto genotoxico.

Tabla 2: Trabajo experimental desarrollado en el WP5, en gris el trabajo asignado al Grupo de

Mutagénesis. CBMN, Cytokinesis-blocked mincronucleus assay (ensayo de los micronucleos).

Tejido diana
Pulmoén Intestino Piel
16HBE BEAS-2B A549 Caco-2 NHEK Linfocitos | TK”
[0]
o he)
) 3 z 2 z| ¢ z 2 z 3 z | 8 z £
» e 5 £ S| g | S £ s £ |S |2 |5 |¢ s
c [va) o 0 o om o om o m o o c =
L (&) O (&) &) (&) (@) (&) (@) (&) O (&) (@) g O
-NM200
o | -NM201
< | -Nm202
-NM203
= -NM400 -NM400
3 -NM401 -NM401
© |-
E |z -NM402 -NM402
o |O
c |2 -NM403 -NM403
z |= -NRCWE006 -NRCWE006
-NRCWE007 -NRCWE007
N
Q
'_

1.5.4.2. Estudio de validacién: Round Robin test
Del analisis de los resultados obtenidos en la etapa inicial no se pudo concluir
que hubiera un tipo celular mucho mas sensible que los otros, ni que un ensayo

produjera una mejor deteccion de genotoxicidad que los otros. Asi, por
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consenso, se llegd al acuerdo de seleccionar dos lineas celulares (BEAS-2B y
Caco-2) y dos ensayos (cometa y micronucleos), asi como un nanomaterial de
cada grupo, representativo del mismo y que hubiera generado indicios de
genotoxicidad en la etapa inicial. Con estos componentes se llevo a cabo la
segunda fase del proyecto denominada Round Robin test, que no es mas que
un proceso de validacion en el que, utilizando idénticos protocolos en cada
laboratorio se replican experimentos para ver la homogeneidad de los
resultados obtenidos. Asi, de los 12 grupos participantes en esta fase, 6
evaluaron los productos seleccionados, con los dos ensayos utilizando la linea
BEAS-2B (entre los que ha estado incluido el Grupo de Mutagénesis de la
UAB), mientras que los otros 6 grupos han realizando lo mismo con la linea
Caco-2.

1.5.4.3. Tratamientos de larga duracion

Las investigaciones realizadas in vitro sobre los efectos téxicos y genotdxicos
de los nanomateriales, asi como con otros compuestos, generalmente usan
dosis y concentraciones muy elevadas y tiempos de tratamiento cortos, no
superiores a 24-48 h, con el objetivo de ser capaces de detectar los posibles
efectos toxicos. Es obvio que este tipo de tratamiento no mimetiza los tipos de
exposicién que se dan in vivo. Una alternativa, quizas mas realista y acorde
con lo que sucede en exposiciones humanas, es bajar las dosis a estudiar y
alargar las exposiciones a periodos de varias semanas para detectar lo que
sucede en estas condiciones.

Mientras que en los ensayos de corta duracion soélo se pueden valorar efectos
genotoéxicos, los de larga duracion permiten no tan solo detectar efectos
genotdxicos sino carcinogénicos. Hay que recordar que, aunque un agente
genotdxico se considera como un agente carcinogénico por el papel inicial que
tiene la mutacion en el proceso tumoral, lo contrario no es cierto. Asi, los
agentes carcinogénicos pueden actuar por otras vias, potenciando la capacidad
expansiva de las células previamente mutadas. Hay que recordar el ejemplo
del amianto que, pese a ser un potente agente carcinogénico no es
considerado como un agente genotoxico y, en este contexto, hay que recordar
las similitudes que parece existir en su manera de afectar a las células entre los

nanotubos de carbono y el amianto. Asi, los tratamientos de larga duracion
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tienen una doble ventaja. Por una parte se puede obtener informacién sobre la
actividad genotoxica de un determinado nanomaterial, en condiciones de
exposicidon mas equivalente a lo que puede suceder en condiciones naturales
y, por otra parte, se puede obtener informacién sobre su potencial
carcinogénico. Para ello, los ensayos de genotoxicidad se deben complementar
con otros ensayos que miden la capacidad transformante del material
ensayado, sobre la linea celular utilizada. En este tipo de tratamiento hemos
utilizado distintas metodologias para a) determinar si el compuesto ha sido
capaz de entrar en las células tratadas, b) si es capaz de inducir estrés
oxidativo, produciendo incrementos en los niveles endoégenos de ROS
(especies reactivas de oxigeno), c) si determinados genes ligados a procesos
de inflamacion y de respuesta a estrés oxidativo cambian su expresion tras las
exposiciones y d) si el tratamiento supone cambios en la manera de crecer de
las células, dejando su dependencia del sustrato y pudiendo crecer en medio

semiliquido. Esto se diserta a continuacion.

a) Internalizaciéon de los nanomateriales

Un punto relevante en los estudios con nanomateriales es poder demostrar su
internalizacion en las células expuestas. Existen distintas metodologias para
esta visualizacion, siendo el uso de la microscopia electrénica y la citometria de
flujo las utilizadas en este estudio. En el caso del TEM (fransmission electron
microscopy), ésta es una técnica que ha permitido la observacion de distintas
muestras con una resolucion mucho mas alta que la de los microscopios
Opticos (Williams y Carter, 1996) debido a que la longitud de onda de los
electrones es mucho menor que la de los fotones pudiendo alcanzar, en
consecuencia, una resolucidn mucho mayor de las imagenes tomadas. Desde
el inicio de esta técnica, se desarrollaron rapidamente modificaciones para
poder observar muestras biolégicas (Porter et al., 1945). Este hecho ha
permitido que actualmente se puedan observar las estructuras internas de la
célula, asi como Ila internalizacibn de particulas extrafias, incluidos
nanomateriales, en caso de que ésta existiera.

Por lo que se refiere a la tecnologia de citometria de flujo, ésta esta basada en
el paso de células individuales por un tubo transparente en el que incide un

laser. El pase de las células modifica la transmision de la luz, asi como la
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dispersion de ésta, informacién que es recogida por unos dispositivos de
deteccion. Esta tecnologia ha permitido desarrollar multitud de aplicaciones que
permiten medir desde el recuento y clasificacion de distintos tipos de células
(De Rosa and Roederer, 2001), la viabilidad celular (Nicoletti et al., 1991), la
fase del ciclo celular en la que se encuentran (Rabinovitch et al., 1988) o la
deteccion de biomarcadores especificos (Pala et al.,, 2000; Barnard, 2012)
hasta la internalizacién de nanoparticulas (Suzuki et al., 2007). En este caso la
citometria de flujo mide la complejidad celular, en el sentido de que cuantas
mas particulas se internalizan en el interior celular, mayor es la intensidad de la

luz refractada.

b) Induccién de ROS endbégenas

La entrada de las nanoparticulas en el interior de las células puede generar una
serie de reacciones entre las que cabe destacar el denominado estrés
oxidativo. El estrés oxidativo puede generar distintos tipos de dafio como dafio
oxidativo en el DNA, apoptosis y alteracion de la expresion de genes ligados
con la inflamacién, por lo que existen diversos caminos para detectarlo. Una
manera facil, uti como primera aproximacion para ver si determinado
nanomaterial actua mediante este mecanismo es utilizar compuestos que, una
vez oxidados, pueden visualizarse y cuantificarse de manera sencilla. Asi,
mediante la adicién del compuesto DCFH-DA (2'-7'-dicloro-dihidro-fluoresceina
diacetato) se puede detectar la presencia de ROS intracelular ya que el DCFH-
DA entra facilmente en el citoplasma y alli puede ser transformado a DCF (2'-
7'-dicloro-dihidro-fluoresceina) mediante la accién de esterasas y, en caso de
haber agentes oxidantes, pasar a su forma oxidada que es la que emite la
fluorescencia al incidir una luz laser sobre ésta. Por otra parte, con el
parametro SCC (side-scatter complexity) se puede analizar la densidad de la
muestra de células, donde un incremento de la misma estaria indicando un
incremento de la internalizacién (Suzuki et al., 2007). Este ensayo permite la
medicion de la generacion de dafio oxidativo dentro de la célula y a la vez la
internalizacion del nanomaterial (Toduka et al., 2012). La sencillez del ensayo,
y la buena correlacién con los resultados obtenidos con metodologias mas

complejas, ha hecho de este ensayo una metodologia muy utilizada en
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diversos campos, incluidas aquellos que evaluan los efectos inducidos por

nanomateriales (Aranda et al., 2013).

c) Cambios en la expresion génica

Otra manera de visualizar los efectos inducidos por los nanomateriales es
detectar si los tratamientos inducen cambios significativos en la funcionalidad
de algunos genes involucrados en distintos procesos como la respuesta al
estrés oxidativo o procesos inflamatorios. Dichos cambios se pueden detectar a
nivel de proteina (Western blot) o de mRNA (RT-PCR). Estas son las dos

técnicas que hemos utilizado en nuestros estudios con exposiciones crénicas.

-Western blot

El Western blot es un ensayo que permite detectar especificamente una
proteina concreta en una mezcla compleja de proteinas, mediante la
electroforesis de un gel en la que se separan las proteinas desnaturalizadas
por tamano. El objetivo del uso de este ensayo es la deteccién de una serie de
proteinas que indican la existencia de una respuesta celular a la presencia de
dafo oxidativo o de otro tipo de efecto. En nuestro caso hemos decidido
detectar los cambios en la expresion de HMOX-1 (hemooxigenasa-1), proteina
involucrada en la respuesta al estrés oxidativo. Muchos agentes que inducen
ROS activan una bateria de genes involucrados en la respuesta antioxidante,
de las cuales la hemooxigenasa-1 es una de las proteinas ejecutoras de la
respuesta a este tipo de estrés, catalizando la degradacion de heme a
biliverdina, hierro y monodxido de carbono. Cabe destacar que su expresion
viene dada no so6lo como respuesta a dafio oxidativo sino también a la
presencia de metales pesados, hipoxia o presencia de citoquinas (Kikuchi et
al., 2005).

-RT-PCR

La RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction) es una variante
de la PCR (polymerase chain reaction) que permite la deteccion de los niveles
de expresidon de RNA (Freeman et al., 1999). Esta técnica se basa en la
retrotranscripcion (o transcripcion inversa) de los RNA presentes en la célula
mediante el uso de una retrotranscriptasa, obteniendo el DNA complementario
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(cDNA) del conjunto de moléculas de RNA presentes. EI cDNA obtenido es
usado como molde en una PCR estandar, donde s6lo se amplificaran aquellos
cDNA de las moléculas del RNA de interés, de las cuales se habran afadido
los cebadores correspondientes, con el objetivo de que se lleve a cabo esta
amplificacion. En nuestro caso se ha decidido determinar si existe un
incremento en la expresion del RNA de distintas interleucinas (un grupo de
moléculas de sefalizacion) ligadas al sistema inmune y, por lo tanto, a
procesos inflamatorios. Las razones han sido que se ha observado in vivo el
incremento de genotoxicidad en tejidos cercanos a aquellos que presentan
inflamacion (Westbrook et al., 2011) y que hay indicios claros de que la
inflamacion crénica esta relacionada con un incremento en la incidencia de
procesos carcinogénicos (Coussens y Werb, 2002; Reuter et al., 2010). Las
interleucinas de las cuales se ha medido su nivel de expresion han sido la IL-
1B, IL-6 y la IL-8. Aparte, se ha medido también en los niveles de expresion de

la hemooxigenasa-1.

d) El ensayo del soft-agar (soft-agar assay)

La posibilidad de encontrar ensayos in vitro que mimeticen el proceso
oncogeénico ha sido una meta a la que se han dedicado muchos esfuerzos con
diversos resultados. Los primeros ensayos, denominados de transformacion,
median la capacidad de que las células iniciaran un crecimiento en multicapa
dentro de la placa de cultivo (Vanparys et al., 2012). Obviamente, estos
ensayos in vitro cortos de carcinogénesis evitan los largos y complejos ensayos
in vivo de dos afos de duracién, siendo capaces de medir algunas fases del
proceso carcinogénico, como puede ser la transformacion morfolégica, la
adquisiciéon de inmortalidad celular y la formacién de foci asociados con el
crecimiento en agar semiliquido sin necesidad de anclarse a la superficie de la
placa de cultivo.

En nuestro caso hemos utilizado el ensayo del soft-agar assay que es un
ensayo in vitro que permite medir la capacidad de las células de crecer sin
estar ancladas a una superficie. Esta posibilidad es un marcador de
desdiferenciacion celular, ya que conlleva una pérdida de las caracteristicas
propias y de los mecanismos inhibidores que acaba permitiendo el crecimiento
sin anclaje. Para llevar a cabo este ensayo, las células (en nuestro caso BEAS-
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2B) se siembran en una matriz de agar, si son capaces de crecer sin anclaje
creceran formando colonias, que posteriormente seran cuantificadas y
comparadas entre tratamientos. No tan soélo el numero de colonias que crecen
en estas condiciones es un factor importante sino que medir el tamafio de las
mismas también resulta ser un parametro indicativo de la potencia
transformante del tratamiento. Que estos foci que crecen en suspensién en el
agar corresponden a un proceso oncogenico se puede demostrar inyectando
dichas células en ratones, donde son capaces de generar tumores, como se

observa en células tratadas con arsénico (Huang et al., 2013).
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2. OBJETIVOS

Dado que esta Tesis se ha desarrollado en el marco del proyecto europeo
Nanogenotox, nuestros objetivos han sido fundamentalmente los determinados

por el proyecto.

Asi, se ha tenido como objetivo principal el establecimiento de una metodologia
robusta que permita el estudio sistematico del potencial genotdxico de los
nanomateriales para ser usada como herramienta en procesos regulatorios.

e Para ello, se ha desarrollado una primera fase de screening con el
objetivo de ampliar el conocimiento sobre las capacidades genotoxicas
de distintos nanomateriales introduciendo multiples variables
(nanomaterial, linea celular, ensayo, protocolos,..) para seleccionar
aquellas mas prometedoras para una correcta evaluacion genotdxica de
los nanomateriales.

e El objetivo de la segunda fase ha sido evaluar la robustez de la
metodologia seleccionada mediante la realizacion de un estudio de
validacion (Round Robin test) con algunos ensayos de genotoxicidad y
lineas celulares seleccionados a partir de los resultados obtenidos en la
primera fase. Fruto de este estudio de intercalibracion se debe

comprobar la bondad del protocolo propuesto.

Aparte de los objetivos planteados por el proyecto Nanogenotox, se han
establecido otra serie de objetivos ligados a determinar el riesgo que la
exposicidon a nanomateriales puede suponer, pero utilizando experimentos
cronicos a bajas dosis y 4 semanas de exposicion. Esto se concreta en:

e Determinar el posible efecto genotdéxico y su evolucion, a lo largo del
tiempo, de las exposiciones de dos tipos de nanomateriales distintos
(MWCNT vy TiO;) para comparar sus efectos con los obtenidos en los
ensayos cortos (con dosis agudas), realizados en el proyecto
Nanogenotox.

® | a obtencion de informacion complementaria sobre el riesgo de los
nanomateriales mediante la utilizacibn de otros ensayos no

especificamente genotoxicos, como por ejemplo la determinacion de la
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apariciéon de marcadores de iniciacién tumoral mediante el ensayo del

soft-agar.

e La observacion de la internalizacion de los nanomateriales en las células

mediante TEM y citometria de flujo.
e La deteccion de alteracion en los patrones de expresion de genes

ligados con la respuesta al estrés oxidativo y a la respuesta inflamatoria.
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3. MATERIALES Y METODOS

Como ya se ha indicado, en este estudio se ha utilizado una seleccion de
nanomateriales incluidos en el proyecto Nanogenotox, asi como tres lineas
celulares distintas. La evaluacion del dafo genotdéxico se ha evaluado
utilizando los ensayos del cometa y de micronucleos. Se han utilizado también
otros ensayos como el western blot, la RT-PCR, la medicion de ROS
intracelulares y la internalizacion de los nanomateriales mediante DCFH-DA vy
TEM, asi como el ensayo del soft-agar para determinar la existencia de
transformacién celular. Todos estos experimentos se han utilizado en los
tratamientos cronicos llevados a cabo para determinar otros efectos que

pudieran tener los nanomateriales sobre las células utilizadas.

3.1. LINEAS CELULARES

Hay que senalar que el Grupo de Mutagénesis no tenia experiencia previa en la
manipulacion de las tres lineas celulares que se han usado en este estudio, por
lo que se debid proceder a su puesta a punto y establecer las condiciones
Optimas de cultivo. A continuacion se realiza una breve descripcion de cada

una de las lineas utilizadas.

a) Caco-2

Como se ha comentado anteriormente, esta linea celular es representativa del
tracto gastrointestinal, presentando caracteristicas tipicas de las células del
intestino delgado. Estas células se cultivan en medio MEM + glutamax
(Labclinics) + 10% FBS (Labclinics) + 1% de aminoacidos no esenciales (PAA)

+ 1% antibidticos (penicilina/ estreptomicina; Labclinics)

b) BEAS-2B

Esta linea celular es representativa de la via respiratoria superior, ya que
proviene de tejido broncoepitelial. La linea celular BEAS-2B se cultiva en medio
BEGM (medio BEBM mas aditivos; Lonza), el cual no contiene FBS.
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c) 16HBE

Esta linea celular también proviene de tejido broncoepitelial, como la linea
BEAS-2B, aunque en este caso mantienen caracteristicas propias de células
broncoepiteliales diferenciadas (formacion de uniones estrechas y transporte
idnico vectorial). Se cultivan en medio MEM + glutamax + 10% FBS + 1% de

aminoacidos no esenciales + 1% antibioticos (penicilina/ estreptomicina)

3.2. NANOMATERIALES

Los nanomateriales utilizados en este proyecto fueron proporcionados por el
JRC (Joint Research Centre, Ispra, ltalia), cada uno en 8 viales (tabla 3). Hay
que exceptuar los nanomateriales NRCWEO06 y NRCWEQ0O07, que fueron
proporcionados por el NRCWE (National Research Centre for the Working

Environment, Copenhague, Dinamarca).

Tabla 3: Tabla con los nanomateriales utilizados en el proyecto NANOGENOTOX. En gris se

sefalan aquellos compuestos utilizados en la segunda fase.

Nanomateriales
TiO, MWCNT SAS
NM100 | NM101 | NM102 | NM400 NM401 NM402 NM200 | NM201
NM103 | NM104 | NM105 | NM403 | NRCWEO006 | NRCWE007 | NM202 | NM203

3.2.1. Dispersion de los nanomateriales (protocolo Nanogenotox)

Uno de los objetivos principales del proyecto ha sido desarrollar una
metodologia armonizada para los ensayos de genotoxicidad que sea facilmente
incorporable a cualquier laboratorio. Dada la no solubilidad de los
nanomateriales y su tendencia a formar agregados, uno de los pasos que mas
puede afectar a los resultados obtenidos puede ser la metodologia aplicada en
la dispersion de los nanomateriales, ya que no existe una pauta o criterio
comunmente aceptado, y ha existido una gran variabilidad de procedimientos
entre los distintos laboratorios. En este proyecto se ha optado por aceptar un
protocolo consensuado por todos los participantes, desarrollado por el WP4. El
criterio principal a seguir ha sido que el protocolo de dispersion sea aplicable a
distintos tipos de nanomateriales, tanto hidrofébicos como hidrofilicos,

alcanzando un estado de dispersion elevado en todos ellos. Es decir, se ha
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buscado obtener un estado de dispersion aceptable para todos los
nanomateriales utilizados, y que las dispersiones sean estables durante un
espacio de tiempo suficiente como para realizar los tratamientos de los cultivos
celulares o de los animales en los ensayos in vivo. El proceso se inicia con la
preparacién de una solucién que contiene una proporcion de 1% de BSA
(VWR; w/v) con el objetivo de evitar la aglomeracion de los nanomateriales,
una vez dispersados mediante la accidn de un proceso de sonicacion. Para
ello, se afiaden 50 mL de agua milliQ en una botella de 100 mL. A continuacion
se pesa 1 gr de BSA y se afade a la botella, luego se agita durante un minuto
para disolver el BSA en la medida de lo posible. Posteriormente se afiaden 50
mL mas de agua milliQ, recuperando el BSA que se haya podido quedar
adherido a la bandeja de pesaje. Se agita dos minutos mas, de manera suave,
intentando evitar la formaciéon de espuma, y se deja a 4 °C durante toda la
noche. El dia siguiente se filtra la solucion con un filtro de 0,22 ym con el
objetivo de esterilizarla. La solucion stock puede usarse durante un maximo de
dos semanas si se guarda en la nevera. Antes de anadir la solucién de BSA al
nanomaterial, es necesario realizar una diluciéon 1/20 del mismo en agua milliQ

estéril, hasta una concentracién de 0,05% de BSA.

3.2.2. Pesado del nanomaterial

Para realizar el pasaje se requiere que la balanza esté dentro de la campana
de flujo para evitar, en la medida de lo posible, que una parte del nanomaterial
contamine el resto del area de trabajo y/o que pueda haber exposicion a los
mismos. La balanza ha de situarse en uno de los extremos para evitar que las
vibraciones causadas por el flujo de aire dificulten la estabilidad de la medicién
del peso.

Después se situa el resto del material necesario dentro de la campana
(incluyendo el vial de pesado y la espatula de acero) y se procede a esterilizar
todo con luz ultravioleta. El vial de 20 mL se situa en la balanza y se usa el
neutralizador electrostatico para evitar que el material se adhiera a las paredes
del vial o a las distintas superficies de la balanza. A continuacion se abre el vial
que contiene el material sobre una superficie lisa cerca de la balanza con
cuidado y sin agitarlo. Se utiliza el neutralizador electrostatico sobre la espatula
de acero para evitar que el nanomaterial se quede adherido y se procede a
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pesar 15,36 mg en el vial de 20 mL. Una vez realizada la operacion se cierra el

vial de 20 mL y se limpia el interior de la balanza con papel con propanol.

3.2.3. Adicion del medio de dispersion

Una vez el material esta dentro del vial, se vuelve a aplicar el neutralizador
electroestatico en la superficie del mismo. Luego se afiaden 30 pL de etanol al
nanomaterial y se golpea el vial hasta que el nanomaterial esté homogenizado.
A continuacién se afaden los 6 mL de la solucion 0,05% w/v BSA-agua milliQ,
depositando el primero en el fondo del vial y los 5 restantes por las paredes,
con la intencién de recuperar todo el material que haya podido quedar

adherido.

3.2.4. Sonicacion

Para realizar la sonicacion se disponen una serie de barras de plomo en varios
pisos dentro de una caja de porexpan. El objetivo es dejar un espacio en medio
donde se situara el vial de 20 mL con el nanomaterial y el medio de dispersién
para que éste quede bien fijado y no se desplace durante la sonicacion,
evitando asi que la sonda toque las paredes del vial y aplique menos energia
en el medio de dispersion (figura 7).

La aplicacion de los ultrasonidos en la muestra induce el calentamiento de ésta
asi que, para evitar el incremento de temperatura y los efectos que pudiera
tener en la dispersion y la estabilidad de los nanomateriales, se llena la caja de
porexpan con hielo y se afiade agua fria, sin que el nivel de ésta supere el nivel
del medio de dispersion dentro del vial. A continuacion se introduce la caja de
porexpan dentro del soporte de muestras del sonicador (Branson Sonifier
D250) y se modifica la altura del mismo hasta introducir la sonda en el medio
de dispersion, teniendo en cuenta que la sonda debe estar entre 0,5i 1 cm por
debajo de la superficie del medio de dispersion, para que la sonicacién tenga la
maxima eficiencia.

Cuando la muestra esta lista se lleva a cabo la sonicacion a una amplitud del
10% durante 16 minutos. Una vez acabada, la muestra se considera que es
estable durante un maximo de una hora. Para limpiar la sonda se prepara una

solucion al 50% agua destilada - 50% etanol absoluto y se sonica durante 8
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minutos a una amplitud del 10%, se descarta la solucién y se limpia la sonda

con isopropanol.

p Glass santillator vial with particle dispersion

Ice-water (ca. 85-90 vol% ice)

\ » Reversed glass-beaker with ice

Insulated box (e.g, flamingo)

Figura 7: Esquema del método propuesto para realizar la dispersion en el sonicador. En
nuestro caso se ha optado por descartar el vaso de precipitado invertido y fijar el vial mediante

barras de plomo para minimizar el movimiento del mismo.

Se realizan diluciones seriadas en agua milliQ hasta alcanzar las
concentraciones 10x de las finalmente deseadas para el tratamiento en
cuestidon y, a continuacion, se realizan las diluciones 1/10 en medio y se aplica
este en los cultivos correspondientes. Una vez realizada la dilucion en medio
hay que aplicarlo a los tratamientos lo mas rapido posible para evitar la

agregacion y sedimentacion del nanomaterial.

3.3. ESTABLECIMIENTO Y TRATAMIENTO DE LOS CULTIVOS
En funcién de la parte experimental del proyecto, las condiciones del
tratamiento de los cultivos celulares han sido ligeramente distintas,

adecuandose a los acuerdos alcanzados en el proyecto Nanogenotox.

3.3.1. Fase de screening

La primera fase realizada, ha sido la fase de screening en la que se han
utilizado las lineas celulares y los nanomateriales indicados en la tabla 4. El
establecimiento de los cultivos, tanto para el ensayo de citotoxicidad como para
los ensayos del cometa, ha variado ligeramente en funcién del tipo celular. En
esta fase se han usado placas de 24 pocillos (Nunc). Con las lineas celulares
BEAS-2B y 16HBE se han sembrado 20.000 células por pocillo y se han dejado
crecer durante 72 horas, siguiendo el protocolo usado en el FIOH (Finnish

Institute of Occupational Health, Helsinki, Finlandia). Pasado este tiempo se ha
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realizado el tratamiento pertinente. En cambio, con la linea celular Caco-2 se
han sembrado 200.000 células por pocillo y se han dejado crecer durante 24
horas antes de iniciar el tratamiento, siguiendo el procedimiento sugerido en el

NIOM (Nofer Institute of Occupational Medicine, en Polonia), miembro del WP5.

Tabla 4: En esta tabla se indican los nhanomateriales usados en el proyecto Nanogenotox. Los
nanomateriales sombreados en verde se han utilizado en la fase de screening con las lineas
celulares BEAS-2B y Caco-2. Los nanomateriales sombreados en azul se han utilizado en la

fase de screening con la linea celular 16HBE.

Nanomateriales

TiO2 MWCNT SAS

NM100 | NM101 | NM102 | NM400 NM401 NM402 NM200 | NM201

NM103 | NM104 | NM105 | NM403 | NRCWEOQ06 | NRCWEO07 | NM202 | NM203

3.3.2. Estudio de validacién (Round Robin test)

En el Round Robin test se realizaron tanto el ensayo del cometa como el de
micronucleos. Ambos se realizaron simultaneamente para los cuatro
nanomateriales seleccionados en dos lineas celulares distintas. Se selecciond
un nanomaterial de cada tipo, siendo elegidos aquellos que mostraron una
mayor tendencia a la genotoxicidad en la fase de screening: El NM102 (dioxido
de titanio), el NM203 (diéxido de silicio o SAS) y el NM403 (MWCNT), asi como
el NM110 (6xido de zinc), que se investigd como un posible control positivo
para ensayos genotéxicos con nanomateriales.

Los ensayos se realizaron con dos tipos celulares distintos, Caco-2 y BEAS-2B,
que resultaron ser los mas atractivos, por los resultados obtenidos en la
primera etapa, al tiempo que se consider6 que eran representativos de dos
tipos de posible exposicion, oral y respiratoria. De los 12 laboratorios
integrantes en el WP5, 6 realizaron los ensayos con BEAS-2B vy los otros 6 con
la linea Caco-2, estando nuestro Grupo involucrado en los ensayos con la linea
celular BEAS-2B.

3.3.2.1. Tratamiento
Debido a la propia naturaleza del Round Robin test, en el que distintos

laboratorios realizan el mismo experimento y con idénticas metodologias, es
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necesario especificar de manera muy precisa distintos aspectos del mismo.
Para ello, se acordd un protocolo de tratamiento comun muy detallado con el
objetivo de disminuir, en la medida de lo posible, los efectos derivados de
ligeros cambios en la metodologia utilizada.

Las consideraciones a tener en cuenta, asi como el protocolo del

establecimiento de cultivos y tratamiento, se describen a continuacion:

3.3.2.2. Consideraciones
En el Round Robin test se llevan a cabo a la vez los dos ensayos con cada uno

de los cuatro nanomateriales elegidos. El tratamiento se realiza en dos tandas
distintas de dos nanomateriales (separadas por dos horas) para trabajar con
una cantidad de muestras asumibles. También, teniendo en cuenta que las
dispersiones son estables durante una hora aproximadamente, el tratar los
cultivos de esta manera permite tener la seguridad de que se ha respetado esta
ventana temporal. Las ventajas de este disefio consisten en poder
correlacionar los datos obtenidos en los ensayos de manera mas precisa, ya
que en ambos se usa la misma solucién stock del nanomaterial (evitando que
la posible variacion observada sea resultado de una eficiencia de dispersion
distinta), asi como que ambos controles puedan ser comunes para los cuatro
nanomateriales en cada uno de los ensayos.

En la primera fase no todos los laboratorios han usado la misma ratio de
volumen de medio de tratamiento : superficie de cultivo total. Teniendo en
cuenta que no esta claro que métrica de las usadas es la mas adecuada en el
caso de los nanomateriales, si ug/mL o si pug/cm?, se ha optado por que la
relacion entre éstas sea de 2:1 ya que en la mayoria de los resultados positivos
en BEAS-2B, ésta era la proporcion respetada. En el protocolo seguido, las
células se siembran en placas de 6 pocillos (Nunc), donde cada uno tiene una
superficie de 9,6 cm?. Para mantener la ratio 2:1, los cultivos se tratan con 4,8
mL de medio BEGM.

3.3.2.3. Tiempo de tratamiento

El tiempo de tratamiento acordado para el ensayo del cometa fue de 24 horas,

mientras que para el ensayo de micronucleos el tiempo no se modificé respecto
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a la primera fase, siendo de 48 horas, anadiendo la citocalasina-B a las 6 horas
para la linea BEAS-2B.

3.3.2.4. Establecimiento de los cultivos

Todos los laboratorios que han trabajado en el Round Robin test han recibido
del FIOH una misma muestra de las células, con el objetivo de que al trabajar
todos los laboratorios con células provenientes de la misma muestra se
redujeran las posibles variaciones que podria suponer usar células con un
numero de pasajes distinto. Para el establecimiento de los cultivos se
sembraron 5x10° células BEAS-2B por pocillo en placas de 6 pocillos (Nunc), y

se cultivaron durante 48 horas antes de iniciar el tratamiento.

3.3.2.4.1. Ensayo de micronucleos
En la realizacion de este ensayo, se han analizado un total de 4
nanomateriales distintos, utilizando 3 concentraciones de cada uno de ellos,

ademas de sus respectivos controles.

D1 D2 D3 D1 D2 D3
R1 R1 R1 R2 R2 R2
P1 P1 P1 P1 P1 P1
D1 D2 D3 D1 D2 D3
R1 R1 R1 R2 R2 R2
P2 P2 P2 P2 P2 P2
c-1 c-2 C+1 C+2
R1 R1 - R1 R1 -
P1 P1 P1 P1
c-1 c-2 C+1 C+2
R1 R2 - R1 R2 -
P2 P2 P2 P2

Figura 8: Esquema del establecimiento de los cultivos necesarios en placas de 6 pocillos para
llevar a cabo el ensayo de micronucleos en el Round Robin test. Este esquema es para un sélo
material, exceptuando las placas de los controles, que son para todo el experimento. D

corresponde a la dosis, R a la réplica del cultivo y P al numero de pocillo de la réplica.
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Para cada concentracién se han hecho dos réplicas y, debido a que en un solo
pocillo podria no haber suficientes células para el ensayo, se establecieron dos
pocillos por réplica. Asi, el experimento supuso trabajar con 48 pocillos (Figura
8), a los que hay que sumar los 4 utilizados para el control negativo (dilucién
0,05% de BSA en agua milliQ) y los 4 utilizados para el control positivo (150
ng/mL mitomicina-C, Sigma), alcanzando un total de 56 pocillos en 10 placas

de 6 pocillos.

3.3.2.4.2. Ensayo del cometa

El numero de células requeridas para llevar a cabo este experimento es mucho
menor que el que se necesita en el ensayo de micronucleos; asi que, con un
solo pocillo por réplica es suficiente. Con lo cual el total de pocillos necesarios
es de 28, que representa la mitad de los utilizados en el ensayo de los

micronucleos (figura 9).

D1 D2 D3 C-1 C+
R1 R1 R1 R1 R1 -
D1 D2 D3 C- C+
R2 R2 R2 R2 R2 .

Figura 9: Esquema del establecimiento de los cultivos necesarios en placas de 6 pozos para
llevar a cabo el ensayo del cometa en el Round Robin test. Este esquema es para un sélo

material excepto la placa con los controles, que hay una para todo el experimento.

El control negativo también consiste en la adicion de la dilucion 0,05% de BSA
en agua milliQ, como en el ensayo de micronucleos, mientras que para el
control positivo se ha usado etiimetanosulfonato a la concentracion de 0,5 mM
(EMS; Sigma).

3.3.2.5. Dispersion y exposicion
El esquema temporal de como se han preparado las concentraciones de los
distintos nanomateriales se indica en la figura 10. Se aplica el protocolo

Nanogenotox de dispersién con el NM203.
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Figura 10: Esquema de las distintas diluciones realizadas y la preparacion de las
concentraciones utilizadas para los tratamientos para cada nanomaterial durante el desarrollo
del Round Robin test. El procedimiento depende de las concentraciones que se usan de cada
uno, siendo la misma en el caso del NM102 y NM403 ya que se usan las mismas
concentraciones para ambos. Las flechas en rojo indican el destino de los volimenes de cada

uno de los distintos pasos de las diluciones

NM102 y NM403 Qz,se mg/mL Q 1,28 mg/r@\ < 0,32 mg/m}
Dispersion stock 3mL |\ 27mL\ [*  TmL \
Solucion
- 2,7 mL 3mL
0,05% BSA
Dilucién 11‘]0 en BEGM: Concent}aciones finales
Concentracion
experimento 256 pg/mL / 128 pug/mL / 32 ug/mL
Dispersién afadida 3 mL / 3 mL / 3 mL V.
BEGM 27 mL 27 m 27 mL

NM203 2,56 mg/n | ( 0.64mg/mL)\[ (0.32mg/mL (" 0,08mg/mL)
Dispersion 1,5 mL L 1mL

anadida

Solucion

4 5mL 2,5mL 3mL
0,05% BSA
Dilucién 1/10 en BEGM: Concentraciones finales \
Concentracion

experimento 128 pg/mL / 32 pg/mL 8 pg/mL /
Dispersion 3mL / 3mL 3mL /

anadida

BEGM 27 mik 27 mL 27 mUK

NM110 Q‘SG mg/ny @4 mg/rry\ %2 mg/mL/z QOS mg/mlz)

Dispersion 1.5 mL \ Beml \ imL \

stock

0,05% BSA

Solucién
4 5mL 2,5mL 3mL

Diluciéon 1/10 en BEGM: Concentraciones fin%les

Concentracion
experimento 128 pg/mL 32 pg/mL / 8 pug/mL

Dispersion 3mL 3 mL 3mL
anadida {

BEGM 27 mL 27 mL 27 mL ‘
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Una vez finalizada, se eliminan los posibles restos de nanomaterial de la
sonda con una sonicaciéon de 8 minutos en un medio 50% agua destilada —
50% etanol absoluto, se pulveriza isopropanol y se seca con un papel. A
continuacion se realiza el protocolo de dispersion con el NM102 y se vuelve a
limpiar la sonda. Una vez obtenidas las dos dispersiones stock se llevan a cabo
diluciones seriadas en una solucion 0,05% BSA en agua milliQ, en funcién de
la concentracion a la que se quiera tratar las células. Para cada concentracion
se preparan 30 mL ya que hay que exponer 4 pocillos para el ensayo de
micronucleos y 2 para el ensayo del cometa. Seguidamente, se realiza la
exposicién a los controles negativos y a los controles positivos de ambos
ensayos. En el caso de los controles negativos, estos se tratan con una dilucién
1/10 de solucién 0,05% BSA en medio BEGM. Se preparan 30 mL. Se afiaden
10,3 pL de solucion de EMS en 50 mL de medio BEGM para lograr una
concentracion de 2 mM. A partir de ésta se realiza una dilucién 2 en medio
BEGM (3 mL + 9 mL) para alcanzar la concentracion de tratamiento, 0,5 mM. El
control positivo para el ensayo de micronucleos ha sido tratado con mitomicina
C (150 ng/mL).

Una vez realizada la exposicién con los nanomateriales NM203 y NM102 y la
preparacion de los controles, se procede a realizar la segunda tanda de
tratamientos. En este caso se procede a aplicar el protocolo de sonicacion con
el nanomaterial NM110. Una vez acabada, se vuelven a eliminar los posibles
restos de nanomaterial con el procedimiento aplicado anteriormente. Luego se
realiza el protocolo de sonicacion con el nanomaterial NM403 y se vuelve a

limpiar la sonda. Se realizan las diluciones pertinentes y se tratan los cultivos.

3.3.3. Tratamientos crénicos

Los tratamientos cronicos se han llevado a cabo durante 3 semanas, para los
distintos ensayos planificados, mas una semana de tratamiento extra para el
establecimiento del ensayo del soft-agar. Se han usado tres concentraciones
(1, 10 y 20 pug/mL) de dos de los nanomateriales analizados en el Round Robin
test: EI NM102 (TiO2) y el NM403 (MWCNT), asi como de un control negativo
(sin tratamiento) y controles positivos para los ensayos especificos. Como se

ve, las concentraciones utilizadas han sido sensiblemente menores a las
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utilizadas en los tratamientos agudos. Se ha realizado cultivos por triplicado
para cada concentracion, sembrando 250.000 células BEAS-2B en flascons T-
75 en un volumen de 13,5 mL. A las dos horas de iniciado el cultivo, una vez
que las células se han adherido a la superficie, se afiade el tratamiento con el
nanomaterial en un volumen de 1,5 mL, para llegar a la concentracion deseada.
En el control negativo se afiaden 1,5 mL de la solucién de dispersion sin
nanomaterial. A los cuatro dias, se reemplaza el medio de todos los cultivos,
sustituyéndolo por nuevo medio con el nanomaterial deseado.

Pasada una semana desde la siembra se procede a tripsinizar los cultivos,
resembrando 250.000 células a un nuevo flascon, para continuar con el

experimento, y usando las demas células para los ensayos planificados.

3.4. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD
En la fase de screening, para decidir las concentraciones a utilizar en el ensayo
del cometa, se realizaron ensayos de citotoxicidad, mediante el ensayo de
trypan blue (Sigma). En este ensayo se realiza un recuento del numero de
células totales de los cultivos, asi como de su viabilidad, ya que las células que
hayan perdido la integridad estructural de la membrana apareceran con el
citoplasma azul en el microscopio, en lugar de ser refringentes. El desarrollo de
este ensayo de toxicidad supone los siguientes pasos.

1) Para cada compuesto a utilizar se siembran 2 placas de 24 pocillos, una de
las placas corresponde al experimento de 3 horas mientras que la otra
corresponde al tratamiento de 24 horas. En cada placa se siembran 14
pocillos con 20.000 células en 0,5 mL de medio BEGM por pocillo. Se dejan
crecer durante 72 horas. A continuacion se tratan dos pocillos con cada una
de las siete concentraciones del nanomaterial analizado (5, 20, 40, 50, 80,
100 y 200 pg/mL) asi como para el control negativo. Una vez pasado el
tiempo de tratamiento, se aspira el sobrenadante, se limpian los cultivos con
1 mL de PBS y se aspira de nuevo.

2) Se aplican 250 pL de tripsina (Labclinics)1x durante 20 minutos en cada
pocillo. Una vez pasados los 20 minutos se neutraliza la tripsina con 750 pL
de una solucion de 10% FBS en PBS.

3) Se mezclan 50 pL de la muestra con 50 pL de trypan blue. Se afiade la

muestra a una camara de Nuebauer y se cuentan el total de células y el
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4)

numero de ellas con el citoplasma oscuro (membrana no intacta) en los
cuatro campos de las esquinas.

Se extrapola el resultado al numero total de células por mililitro de muestra.
Debido a que las células se han recuperado en 1 mL de volumen, se

obtiene el numero total de células por pocillo.

3.5. ENSAYOS DE GENOTOXICIDAD

3.5.1. Ensayo del cometa

El

ensayo del cometa se ha llevado a cabo de acuerdo con el siguiente

protocolo y utilizando dos tiempos de tratamiento, 3 y 24 horas:

1)

5)

Se establecen los cultivos en placas de 24 pocillos, sembrando 20.000
células/cm? (superficie total de 1,9 cm?) en 0,5 mL de medio por pocillo. Las
células se dejan crecer durante 72 horas antes del tratamiento. Por cada
experimento se siembran 14 pocillos (control negativo, 5 dosis y control
positivo, cada uno por duplicado) en dos placas de 24 pocillos. Una para el
tratamiento de 3 horas y la otra para el tratamiento de 24 horas.

Después de preparar la dispersion del nanomaterial y las diluciones
requeridas en funcién de la toxicidad de los mismos, se tratan los cultivos.
Los cultivos se incuban durante 3 y 24 horas a 37 °C en una atmésfera con
un 5% CO..

Una vez cumplido el tiempo de tratamiento se aspira el sobrenadante y se
realiza un lavado con PBS para cada uno de los pocillos. A continuacién se
aspira el PBS y se tratan los cultivos con 250 uL de tripsina 1x durante 20
minutos. Posteriormente se neutraliza la tripsina con 750 yL de PBS con
10% FBS.

A continuacion se determina la densidad celular de cada tubo mediante el
uso de la camara de Neubauer, luego se procede a centrifugar durante 8
minutos a 130 G. Se descarta el sobrenadante y se anade la cantidad de
PBS necesario para ajustar la densidad celular a 700.000 células/mL.

Se preparan 225 uL de agarosa de bajo punto de fusion al 0,75% en PBS
(sin CaMg) con EDTA a 10 mM y un pH de 7,4 en tubos de PCR de 0,5 mL
para posteriormente afadir 25 uL de la suspension celular.

Se colocan 3 gotas de 7 uL (de la primera serie de cultivos) por tratamiento

en un Gelbond (Lonza; figura 11) Estas son unas ldaminas que tienen una
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superficie hidrofilica donde la agarosa se adhiere firmemente anclado en su
soporte especifico, sobre una placa de aluminio que descansa encima de
una caja con hielo. Es necesario realizar esta operacion en un total de 7
Gelbonds mediante el uso de una pipeta con multicanales expandibles
(eQualizer). A continuacién se colocan 3 gotas mas por tratamiento, esta

vez provenientes de la segunda serie de cultivos.
Cultivo 1 Cultivo 2

T1
T2

T3
T4

T5

Figura 11: Esquema de un Gelbond. Las tres primeras columnas de gotas de agar
corresponden a las muestras del cultivo 1 mientras que las tres ultimas corresponden a las
del cultivo 2. C- corresponde al control negativo y C+ al positivo. T1-5 representan las

concentraciones usadas.

Se incuban los 7 Gelbonds en dos bandejas con la solucién de lisis (20 mL
de DMSO, 2 mL de Triton-X y 2 mL de lauril-sarcosinato en 176 mL de una
solucion de 2,5 M NaCl; 0,1 M EDTA; 10 mM Tris a pH10 en cada una), a 4
°C durante al menos una hora, aunque se suele dejar durante toda la noche.
Se retiran 3 de los Gelbonds (el cuarto sera el control de dafio basal) de la
solucién de lisis y se les realiza un prelavado lavado de 10 minutos y
posteriormente un prelavado de 50 minutos con el tampdén de reaccion
enzimatico (40 mM HEPES; 0,1 M KCI; 0,5 mM EDTA; 0,2 mg/mL BSA a pH
precalentado a 37 °C). Dos de los Gelbonds se incuban en tampodn,
mientras que los otros dos se sumergen en 5 pL del stock (5 ug/mL) de la

enzima FPG diluida en 25 mL del tampdn durante 30 minutos a 37 °C.
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10)Para parar la reaccion se realiza un lavado de 5 minutos con la solucién de
electroforesis (0,3 M NaCl; 1 mM EDTA a pH 13,2) a 4 °C. A continuacién
se realiza el tratamiento alcalino sumergiendo los 3 Gelbonds en la solucidn
de electroforesis durante 35 minutos.

11)Se lleva a cabo la electroforesis a 20 voltios y 300 miliamperios durante 20
minutos, asegurandose previamente de que la bandeja esta nivelada y que
los Gelbonds estan cubiertos por la solucion.

12)Para neutralizar el pH de los Gelbonds se realizan 2 lavados de 5 minutos
en PBS. Después se lavan con H;0O destilada durante 1 minuto.

13)Para fijar los Gelbonds se lavan en etanol al 100% una vez y luego se
incuban en un bafio de etanol al 100% nuevo, durante un minimo de 90
minutos, aunque se puede dejar durante toda la noche. Una vez realizada la
fijacion, se secan en la oscuridad durante al menos 2 horas. Posteriormente
se cortan los Gelbonds por la mitad para poder visualizarlos, ya que no
caben en el soporte del microscopio.

14)La tincién se realiza mediante la inmersion de los geles en 25 mL de TE (10
mM Tris pH 7,4; 1 mM EDTA) donde se ha afadido 40 pyL de una dilucion
10x de Sybr Gold. Se mantiene durante 20 minutos en agitacioén (50 rpm).
Posteriormente se lavan con H,O destilada y se dejan secar. Luego se
afaden 20 yL de H;O destilada sobre el gel y encima se le pone un
cubreobjetos grande.

15)EI analisis se realiza en un microscopio de epifluorescencia Olympus BX50
y se usa el programa Komet 5.5 a 200x. El numero de células a contar por
concentracion depende de la versidon del ensayo y del experimento
realizado. El parametro medido es el porcentaje de DNA en la cola de los

cometas.

3.5.1.1. Modificaciones especificas del ensayo del cometa en el Round
Robin test

Cuando el ensayo del cometa se ha llevado a cabo en el Round Robin test se
han llevado a cabo pequefas modificaciones de algunos parametros para
armonizar el ensayo entre los distintos laboratorios. Para ello, se acordd que el
porcentaje de LMP fuera de 0,8% (en lugar del 0,75% usado en el laboratorio),

que el tratamiento alcalino tuviera una duracion de 30 minutos (en lugar de 35)
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y que el voltaje fuera de 0,8 vicm? a 300 miliamperios, lo que en el laboratorio
equivale a 16 voltios a 300 miliamperios, durante 25 minutos (en lugar de 20
voltios a 300 miliamperios durante 20 minutos). Aparte, cabe recordar que en el
Round Robin test se han sembrado 5x10° células en pocillos de placas de 6
pocillos durante 48 horas en lugar de 20.000 células en pocillos de placas de
24 pocillos, como se ha realizado en la fase de screening. Ademas, se decidid

utilizar dos Gelbonds para el ensayo del cometa por razones practicas.

3.5.2. Ensayo de micronucleos

Debido a que este ensayo no se llevo a cabo en nuestro laboratorio en la fase
de screening se ha adoptado el protocolo acordado para el Round Robin test.
Primero se establecen los cultivos de BEAS-2B en medio BEGM, tal y como se
ha especificado anteriormente (se siembran 5x10° células y se dejan crecer
durante 48 horas). Se realizan los tratamientos y, a las 6 horas de tratar los
cultivos, se les afladen 9 pg/mL de citocalasina-B y, a las 48 horas de iniciado

el tratamiento, se procede a la recoleccidn de las células.

3.5.2.1. Recoleccién de las células

1) Se aspira el sobrenadante y se lavan los cultivos con 5 mL de PBS.

2) Se aplican 0,5 mL de tripsina-EDTA 0,05% durante 20 minutos a 37 °C

3) La neutralizacion de la tripsina se lleva a cabo afadiendo 1 mL de una
solucion 10% FBS en PBS a cada cultivo. Se transfieren las células a tubos,
uniendo los dos pocillos de cada réplica.

4) Se centrifugan los tubos a 210 G durante 6 minutos, se aspira el
sobrenadante y se rompe el pellet golpeando con los dedos.

5) Se affiaden 6 mL de PBS y se repite la centrifugacion y la aspiracion del
sobrenadante, se resuspende el pellet

6) Se anaden 4 mL de la solucion hipotdnica a cada tubo de manera rapida y
constante y se repiten los pasos de la centrifugacion inmediatamente.

7) Se anaden 0,5 mL de fijador 1 (25% acido acético — 75% metanol) a cada
tubo, y se mezcla de manera vigorosa para disgregar las posibles
agregados celulares.

8) A continuacion se anaden 8 mL mas de fijador 1 y se repiten los pasos de la

centrifugacion.
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9) Luego se afiaden 4 mL mas de fijador 1 y se vuelven a repetir los pasos de
la centrifugacion.
10)Se anaden 8 mL del fijador 2 (3% acido acético — 97% metanol) y se

guardan las muestras a -20 °C durante una noche.

3.5.2.2. Preparacion de los portaobjetos

Para el analisis de los micronucleos se preparan 3 portas por cada réplica,

siempre que haya suficiente muestra, de los cuales se cuentan 2, dejando una

extra por si ocurriese cualquier eventualidad. Para ello:

1) Se centrifugan las muestras a 210 G durante 6 minutos, se aspira el
sobrenadante y se resuspende el pellet.

2) Se anaden varias gotas de fijador 2 hasta que la suspension tenga un
aspecto ligeramente turbio. Luego se realiza una prueba de densidad en un
portaobjetos. Para ello con una pipeta pasteur se deja caer una gota desde
una altura de 2-3 centimetros.

3) Sila densidad es aceptable, se procede a realizar el resto de portas. Si la
densidad es demasiado alta, se sigue diluyendo la suspension y preparando
portas de prueba hasta obtenerla.

4) Se dejan secar los portas en la campana de extraccion durante toda la

noche.

3.5.2.3. Tincidén

Hay que indicar que la presencia del nanomaterial (especialmente con
nanomateriales opacos como los CNT) en las muestras, puede dificultar el
analisis de éstas cuando se utilizan las tinciones mas comunes, como por
ejemplo la tincién Giemsa, debido a que es frecuente que haya superposicidon
de los nanomateriales encima de las células o que estén internalizados,
dificultando la discriminacion de los micronucleos. Para evitar este hecho
hemos realizado una tinciéon con naranja de acridina (Sigma) y DAPI (Sigma),
ya que es una tincion fluorescente especifica para la observacion del DNA lo
que permite observar con mayor facilidad los micronucleos sin interferencia del
nanomaterial.

Para realizar esta tincion es necesario trabajar a temperatura ambiente y sin

que la luz directa incida en las muestras.
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1) Se sumergen las muestras (portas) en una cubeta con la solucién de
naranja de acridina (solucién stock - 0,1% w/v en agua destilada. Se guarda
a 4 °C protegida de la luz. Solucion de trabajo - Dilucion 1/30 de solucidn
stock en tampon Sérensen, pH 6,8) durante 1 minuto.

2) Transcurrido este tiempo, se realizan 3 lavados de 3 minutos en tampodn
Sorensen (soluciéon A - 18,15 gr KH,PO4 en 2000 mL H,0O; solucion B -
23,74 gr NasHPO4 x 2 H,O en 2000 mL H,O. Ambas se guardan en la
oscuridad a temperatura ambiente. Solucion de trabajo - 53,4 mL solucion A
+ 46,6 mL solucién B)

3) Se anaden 1-2 gotas de 5 ug/mL DAPI en 2xSCC. Para preparar esta
solucién de trabajo es necesario preparar la solucion stock (20x SCC).
Primero se disuelven 170 gr de citrato sddico x 2 H,O (CeHsNazO 7 x 2 H,0)
en 1.7 L de agua destilada con un agitador magnético y se afladen 350 gr
NaCl gradualmente. Posteriormente se afiade agua destilada hasta obtener
un volumen de 2 L. Para preparar 2xSCC a partir de la solucion stock se
diluye esta ultima (1/10) en agua destilada. Finalmente se realiza una
dilucion 1/1000 de la solucién stock de DAPI (5 mg/mL) en 2xSCC para
alcanzar una concentracion de DAPI de 5 ug/mL, que es la solucion de
trabajo.

4) A continuacién se cubren con cubreobjetos durante 5 minutos. Se sacan los
cubreobjetos y se eliminan los restos bajo agua del grifo. Se dejan secar las
muestras, protegidas de la luz. Se guardan las muestras a 4 °C.

5) Se anaden 1-2 gotas de tampdn Sdrensen y se cubre el portaobjetos con un

cubreobjetos, justo antes de analizar la muestra.

Por cada porta se cuentan el numero de nucleos de 250 células y se calcula el

CBPI  (cytokinesis-blocked proliferation index) utilizando la formula

M14+2xM2+3+x(M3+M4 . , . .
( ~ ( D Siendo M el numero de nucleos por célula (ya sea 1, 2, 3 0

4) y N el numero total de células contabilizadas. Se analizan los micronucleos
de 500 células binucleadas por porta, es decir se cuenta un total de 2000

células por concentracion.
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3.6. ENSAYOS COMPLEMENTARIOS

3.6.1. Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Para comprobar la bondad de la dispersion se utiliza la microscopia electronica
de transmisién (TEM). Esta tiene una resolucién suficiente para permitir la
observacion de las particulas primarias del nanomaterial, obteniendo asi

informacion al respecto.

3.6.1.1. Visualizacién de nanomaterial

De manera no rutinaria se ha realizado la observacion de las dispersiones de
los nanomateriales en el microscopio electronico de transmisién (TEM). Para
ello se procede a realizar la dispersion del nanomaterial de interés (segun el
protocolo ya explicado) y a su dilucion en agua destilada hasta alcanzar la
concentracion mas alta utilizada. A continuacion se anade una gota encima de
una rejilla de cobre, se retira el exceso de liquido con un papel y se acerca una
fuente de calor a la rejilla para que el resto de liquido se evapore rapidamente
para impedir un incremento de la agregacion. Esta rejilla es la que se utiliza en

el TEM para su visualizacion.

3.6.1.2. Internalizaciéon

Aparte de determinar el grado de agregacién/dispersion, el TEM es una

herramienta util para determinar si éste se ha internalizado en las células

tratadas. Esta aproximacion se ha utilizado en los tratamientos crénicos.

1) Para empezar, después de tripsinizar los cultivos para su pasaje, se
recolectan un minimo de 2 millones de células de éstos, se centrifugan a
130 G durante 8 minutos, se retira el sobrenadante y se resuspenden en 1,5
mL de 2% glutaraldehido en tampdn cacodilato a pH 7,2 y se guardan a 4
°C.

2) Después de al menos dos horas, las células se lavan con PBS y se
centrifugan a 1278 G durante 10 minutos. Se descarta el sobrenadante y se
resuspende el pellet en 1% (w/v) de parafolmaldehido en PBS. Luego las
muestras se centrifugan a 7676 G durante 5 minutos y se lavan tres veces
en PBS, repitiendo la centrifugacion.

3) Luego, las células se postfijan durante 2 horas en una solucion del 2% de
tetroxido de osmio (w/v) con un 0,8% de potasio hexocianoferrato en PBS.
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Seguidamente se realizan 4 lavados en H,O MilliQ y luego se deshidratan
las muestras en concentraciones ascendentes de acetona.

Una vez las muestras han pasado por este proceso, éstas se embeben en
resina Eponato 12 polimerizada a 60 °C durante 48 horas. Luego se
obtienen secciones semifinas con un micrétomo (Leica ultracut microtome) y
se tifien con 1% (w/v) de azul de toluidina, solucion acuosa para determinar
las zonas con una mayor concentracion celular. De éstas, se realizan
secciones ultrafinas con una cuchilla de diamante, se situan en una rejilla de
cobre y se contrastan con acetato de uranilo durante 30 minutos y citrato de
plomo de Reynolds durante 5 minutos. A continuacion se observaron las

muestras en un microscopio electronico de transmisién JEM 1400.

3.6.3. Western blot

Para la deteccidén de la expresion a nivel de proteina de diversos marcadores

se utiliza el ensayo de Western blot. En nuestro caso hemos utilizado la

expresion de la hemooxigenasa-1, como marcador de estrés oxidativo. Para

ello el proceso seguido ha sido:

a) Recoleccion de células

1)

Se aspira el sobrenadante de los distintos cultivos tratados y se anaden 3
mL de tripsina 1% y se incuba a 37 °C durante 20 minutos. Luego se afade
7 mL de solucion de inactivacion (2% FBS en PBS). Se transfieren las
células a tubos de 15 mL. Se cuantifica el numero de células por mililitro de
cada tubo y se centrifugan a 130 G durante 8 minutos. Se aspira el
sobrenadante y se congelan los tubos a -80 °C.

Se prepara el tampén RIPA (Millipore; radio inmunno precipitation assay)
afiadiendo 1 mL de la solucién stock 10x a 9 mL de agua MilliQ y se anade
1 pastilla de inhibidores de proteasas (Roche) y de inhibidores de fosfatasas
(Roche) por cada 10 mL de RIPA 1x.

Se descongelan los tubos guardados a -80 °C y se afiaden 50 pL de RIPA
1x por cada 1x10° células. Luego se sonican las muestras 3 veces durante
15 segundos en el sonicador Branson Sonfier D250. Por ultimo se
centrifugan durante 5 minutos a 13000 rpm y se recoge el sobrenadante con
las proteinas descartando los residuos insolubles.
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b) Cuantificaciéon de las proteinas

Para determinar la cantidad de proteina en cada muestra se usa el Bio-Rad

Protein Assay 5X.

1)

Para llevar a cabo esta cuantificacion, se diluye el stock de Bradford 5x a 1x
con agua MilliQ y se afiaden a una placa de 96 pocillos 100 uL de Bradford
1x en dos pocillos por cada muestra que se va a cuantificar, ya que se
realizan duplicados y se usa la media para los calculos.

Se anade 1 pL de la muestra en el pocillo, se incuba a temperatura
ambiente durante 5 minutos y se lee la absorbancia de las muestras en el
lector de placas a 595 nm de longitud de onda. Para obtener el blanco se
usa el mismo procedimiento reemplazando la muestra por RIPA 1x y se

descuenta el valor obtenido de la absorbancia del resto de muestras.

c) Preparacioén de los geles

1)

Primero se monta el soporte para preparar los geles y se comprueba que
los soportes estén bien sellados con agua MilliQ. El gel esta compuesto por
dos partes, el stacking gel (donde estan los pocillos) y el resolving gel
(donde estan los carriles). El stacking esta al 4% mientras que el resolving
en nuestro caso sera del 10%.

La composicién de cada uno de los geles (volumen final = 10 mL) ha sido
para el stacking: 6,1 mL agua MilliQ + 1,3 mL de 30% acridina + 2,5 mL
tampon del stacking gel (Tris-HCI 0,5 M pH 6,8)+ 0,1 mL SDS. Para el
resolving: 4,1 mL agua MilliQ + 3,3 mL de 30% acridina + 2,5 mL tampédn
del resolving gel (Tris-HCI 1,5 M pH 8,8)+ 0,1 mL SDS. Para que el gel
polimerice es necesario anadir APS 10% (amonio persulfato; Sigma; 100 pL
cada 10 mL de gel) y TEMED (Applichem, 10 uL por cada 10 mL de gel).
Hay que afiadir estos compuestos justo antes de cargar el soporte.

Para iniciar la preparacion se afiade el resolving hasta la linea inferior verde
del soporte (unos 7 mL), después de adicionarle los agentes de
polimerizacién. Se afaden los agentes de polimerizacion a la preparacion
del gel stacking, se anade la mezcla hasta el tope del soporte y se inserta el
peine con cuidado de no formar burbujas. A continuacion se montan los
geles en el soporte y se situa el en el aparato de transferencia. Luego se
llena el aparato hasta el nivel de los peines de los geles, con
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aproximadamente 1 litro de running buffer (TGS 1x: 100 mL TGS 10x + 900
mL H20).

d) Carga de las muestras

1)

3)

4)

5)

Una vez el gel esta listo se prepara el tampon de carga para observar el
desplazamiento de la banda a través del running gel. Se afaden 100 pL de
B-mercaptoetanol a 900 pL tampdn 5x (tampon de carga; 2,5 mL Tris-HCI 1
M pH=6,8, 1 gr de SDS, una gota de bromofenol, 5 mL de glicerol, 1,5 mL
H,O destilada). El volumen de muestra a cargar depende de la
concentracion de proteina total de la muestra (son necesarios un minimo de
25 pg). Una cuarta parte del volumen de proteina es el volumen de tampon
de carga que hay que anadir para obtener una concentracion de éste de 1x.
Las muestras se mantienen en hielo y cuando estan todas listas se
desnaturalizan a 95 °C durante 5 minutos. Luego se hace un pulso de
centrifuga para recuperar la muestra y se realiza un shock térmico en hielo
durante 1 minuto. A continuacion se cargan las muestras en los pocillos,
cargando algunos con el control de pesos moleculares, ladder (Invitrogen).
Una vez realizada la carga se deja correr la muestra durante 1-1:30 horas a
120 v.

Luego se pone en una bandeja el tampdn de transferencia (10 mL TGS 10x
+ 20 mL isopropanol + 70 ml H,O para cada gel).

A continuacion se preparan 6 hojas de papel Whatman (VWR), asi como un
trozo de membrana de nitrocelulosa (VWR) del mismo tamafio. Y se situan
en la bandeja con tampon de transferencia. A continuacion se desmonta el
contenedor del gel y se traslada el running gel a la bandeja.

Se ponen tres hojas Whatman superpuestas y se afiade la membrana
encima. A continuacion se afiade el gel, y se afiade tampon de transferencia
encima del gel. Finalmente se superponen tres hojas Whatman, y se ahade
el resto de tampdén de transferencia encima, se tapa el aparato de

transferencia y se inicia la transferencia a 20 v durante una hora.

e) Hibridacion de la membrana con anticuerpos

1)

Se retira la membrana de nitrocelulosa y se realiza un lavado de ésta con
TTBS (TBS 10x: 200 mM Tris, 5 M NaCl, pH 7,5; TTBS: TBS 1X/ 0,1%
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Tween 20) durante 5 minutos en agitacion. Luego se transfiere la membrana
a una bandeja con Red Ponceau durante 1 minuto en agitacion lo que
permitira observar las bandas de proteinas y cortar la membrana.

Luego, se recupera el Red Ponceau, se limpia la membrana con agua
indirectamente y se realizan tres lavados de TTBS durante 5 minutos en
agitacion.

Se bloquean las membranas en una bandeja con 5% de leche en polvo en
TTBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego se incuba la
membrana con el anticuerpo primario en un tubo donde se afiaden 5 mL de
la solucion de anticuerpo primario (TTBS + 5% de leche en polvo + el
anticuerpo primario (HMOX-1, Abcam), ambos en una dilucion de 1:2000) +
azida sdédica al 0,1%, siendo el stock 1000x, 1 M) y se incuba durante toda
la noche girando a 4 °C (Lab Rollell, Speedy 7).

El dia siguiente se realizan tres lavados de 5 minutos con TTBS en
agitacion y se transfiere a otro tubo con 5 mL de la solucion con el
anticuerpo secundario (Santa Cruz; TTBS + 5% de leche en polvo +
anticuerpo secundario con una dilucién de 1:2000) y se deja incubar durante
1 hora. Se realizan tres lavados de 5 minutos de la membrana con TTBS en

agitacion y posteriormente uno mas de 5 minutos en TBS 1x.

f) Deteccion y lectura de bandas

1)

Se afade la solucion de deteccion (Pierce ECL Western Blotting Substrate;
Millipore; que se prepara mezclando en proporciones iguales cada una de
las soluciones, 1x peréxido de hidrégeno y 1x Luminol, 1,5 mL por
membrana) a la membrada situada en la bandeja del GeneGnome y se
incuba durante 3 minutos, se retira el exceso de liquido con papel. Se
realizan las tomas de fotografia acumulando la senal, tomando como tiempo
1 min, 2 min, 5 min, 5 min, 10 min, 10 min, 20 min 20 min 30 min o hasta

que la senal se sature.

3.6.4. RT-PCR

El ensayo de RT-PCR se ha llevado a cabo a las tres semanas de tratamiento,

analizando dos de las tres réplicas de cada tratamiento. Para obtener las

muestras para este el ensayo, después de realizar la resiembra en nuevos
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falcons T-75, se resiembran 1x10° células en falcons T-25 y a las dos horas se

vuelven a realizar los tratamientos pertinentes a cada uno.

a) Extraccion de RNA

1)

A las 24 horas se procede a realizar la extraccion total de RNA de los
cultivos con el uso del reactivo Trizol (Invitrogen). Para ello se retira el
medio, se afiaden 2 mL de Trizol y se resuspende las muestras hasta que
eéstas sean homogéneas en el microscopio. A continuacion se guarda cada
muestra en dos eppendorfs (1 mL en cada una) y se guardan a -80 °C hasta
su posterior uso, o bien se continua el protocolo directamente.

Para realizar la extraccion del RNA primero se dejan las muestras de 1 mL
de cada cultivo a temperatura ambiente hasta que se hayan atemperado.
Luego se anaden 0,2 mL de cloroformo y se deja incubar a temperatura
ambiente durante 3 minutos. Una vez finalizado el tiempo de incubacion se
procede a centrifugar las muestras a 4 °C y 12000 rpm durante 15 minutos.
Una vez acabada se transfieren las fases acuosas a eppendorfs nuevos.

A cada eppendorf se anade 500 yL de isopropanol y se incuban durante 10
minutos a temperatura ambiente, a continuacién se centrifugan a 4 °C y
12000 rpm durante 10 minutos.

Después del paso anterior se puede observar el precipitado de RNA. A
continuacion se retira el sobrenadante y se afiade 1 mL de etanol (75%), se
usa el vortex para homogenizar las muestras y se centrifugan las muestras
a 4 °C y 7500 rpm durante 5 minutos. Después de la centrifugacion se retira
el sobrenadante y se deja secar las muestras al aire. Luego se anaden 20
ML de H2O libre de RNAsa y se incuba en hielo durante 1 hora.

A continuacidon se tratan las muestras con DNAsa para minimizar una
posible contaminacién de DNA gendmico. Primero se cuantifica el RNA
extraido mediante el Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). Luego se incuban
11,5 ug de RNA con 1 yL de de DNAsa, 2,5 pL de tampon DNAsa 1x y
H,O sin RNasa hasta llegar a un volumen final de 25 yL. Para que la DNAsa
actue, se incuban las muestras a 37 °C durante 30 minutos. Pasado este
tiempo se afade 1 pL de inhibidor de DNasa y se deja a temperatura
ambiente durante 2 minutos. Luego se centrifuga a 10000 rpm durante 1

minuto y se recupera el sobrenadante.
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b) Cebadores

Los cebadores se seleccionaron a partir de una busqueda bibliografica (tabla 5).

Para la IL-6 y la IL-8 (Sigma) se utilizaron los cebadores utilizados por Wang et

al. (2012) mientras que para la IL-1B (Sigma) se usaron los cebadores

utilizados en el articulo de Kumagai et al. (2004). Para la hemooxigenasa-1 se

disefaron los cebadores en el laboratorio. Se ha utilizado la B-actina como gen

housekeeping (Sigma).

Tabla 5: Cebadores utilizados en el estudio de la expresion de interleucinas en el experimento

cronico.

Genes Secuencia

Tm (°C)

B-actina reverso 5-CCACACGGAGTACTTGCGCT-3’ 62
IL-1B directo 5-AAACAGATGAAGTGCTCCTTCCA-3’ 65,9
IL-1B reverso 5-GAGAACACCACTTGTTGCTCCA-3’ 66,4
IL-6 directo 5-CCAGGAGCCCAGCTATGAACT-3' 66,5
IL-6 reverso 5-CCCCAGGGAGAAGGCAA-3’ 66,4
IL-8 directo 5-CTG GCC GTG GCT CTC TT1G-3’ 67,4
IL-8 reverso 5-CCTTGGCAAAACTGCACCTT-3' 66,2
HMOX-1 directo 5-CTCAAACCTCCAAAAGCC -3’ 63
HMOX-1 reverso 5-TCAAAAACCACCCCAACCC -3’ 63

Tabla 6: Componentes y volumenes necesarios para la transcripcion reversa de cada muestra.

Componentes Volumen Concentracion final
dNTPs Mix (5 mM de cada dNTP) 2 uL 0,5 mM de cada dNTP
10x Tampon RT 2 uL 1X

Cebadores (10 uM) 2 uL 1 uM

Inhibidor de RNAsa (10 U/uL) 1 uL 10U

Transcriptasa reversa (4 U/uL) 1 uL 4 U

Agua libre de RNAsa Variable

RNA molde El minimo para 2 ug

VOLUMEN FINAL 20 pL
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c) Transcripcion inversa

El siguiente paso a ejecutar es la realizacion de la transcripcion reversa de las
muestras de RNA. Para ello, se procede a preparar las muestras tal como se
describe en la tabla 6 y luego se realiza la reaccion mediante la incubacién de
estas muestras en el termociclador LightCycler@480 (Roche) durante 30

minutos a 37 °C.

Tabla 7: Componentes y volumenes necesarios para la amplificacion por PCR de cada

muestra.

Componentes Volumen Concentracion final
dNTPs Mix (10 mM de cada dNTP) 2 uL 0,4 mM de cada dNTP
10x tampén (25 mM MgCl,) 5 L 1X

Cebadores (10 uM) 2 uL 0,4 uM

Polimerasa DNA DFS-Taq (50 U/ulL) 1uL 10U

Agua libre de RNAsa Variable

cDNA El minimo para 200 ng

VOLUMEN FINAL 50 pL

Tabla 8: Caracteristicas del programa utilizado para la realizacién de la RT-PCR.

Programa Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion inicial 2 minutos 94 °C

45 ciclos

Desnaturalizacion 30 segundos 95°C
Hibridacion 30 segundos 61°C
Extensién 45 segundos 72°C
Extension final 1 minuto 78 °C

d) Amplificacion por PCR

Una vez sintetizado el cDNA de las muestras, se procede a realizar la PCR
para amplificar los cDNA correspondientes al RNA de los genes de interés (IL-
1B, IL-6 y IL-8) en placas de 96 pocillos. Para ello se utiliza la DFS-Tagq DNA
Polymerase (Bioron). En la tabla 7 se muestran los componentes necesarios
para llevar a cabo esta reaccion, destacando que la cantidad de cDNA

necesaria es de 200 ng. Después de mezclar estos componentes, hasta un
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volumen final de 50 uL, se utiliza el termociclador LightCycler@480 (Roche)
con el programa especificado en la tabla 8. Los resultados obtenidos se

visualizan mediante el programa Light Cycler@480 software, versién 1.5.0.

3.6.5. Mediciéon de ROS e internalizacién (FACS)

En el experimento cronico se realizé este ensayo para medir la generacion de

ROS vy la internalizacion de nanomaterial con el ensayo de DCFH-DA (FACS).

Para ello se siembran 50.000 células por pocillo en una placa de 24 pocillos

realizandose por cada concentracion un triplicado, e incubandose a 37 °C

durante 24 horas. El dia siguiente se realiza el tratamiento con las diferentes
concentraciones de nanomaterial y se incuban durante 24 horas mas.

1) Cuando ha pasado el tiempo de tratamiento se lavan los cultivos con PBS
tres veces y a continuacion se cambia el medio a DMEM sin suero. A partir
de este momento es necesario trabajar en condiciones de oscuridad.

2) Se diluye el stock de DCFH-DA (Sigma) a 2,5 yM en medio DMEM sin
suero y se anade 1 pL (concentracion final en el medio de 5 uyM) y se
incuban los cultivos 30 minutos a 37 °C y se tratan los controles positivos
durante 15 minutos con 500 uM de H,0..

3) Una vez pasados los 30 minutos se lavan los cultivos 2 veces con PBS y se
recolectan afadiendo 500 uL de tripsina hasta que las células se separen. A
continuacion se recogen y se ponen los tubos FACS en hielo para inactivar
la tripsina y se centrifugan a 120 G durante 5 minutos a 4 °C. Finalmente se
descarta el sobrenadante y se afiaden 300 uL de PBS.

4) Los valores de fluorescencia de la DCF oxidada se miden mediante el filtro

530/30 nm. Los datos se analizan mediante el software Flowjo versién 7.6.5.

3.6.6. Ensayo del soft-agar (soft-agar assay)

Para llevar a cabo este ensayo, se preparan tres placas de 35 mm de agar para
cada réplica de cada tratamiento. Primero es necesario afadir una capa de
agar al 0,6% en DMEM en la base para cada una de las placas que se
utilizaran. Para ello se prepara una solucion stock de agar (Bacto-Agar, Difco)
1,2% anadiendo 2,4 gr en 200 mL de H,O destilada y calentandola en el
microondas hasta su disolucion, para posteriormente, autoclavar la solucién y

guardarla a 4 °C. También es necesario preparar DMEM 2x, para ello se vierte
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el contenido de un paquete DMEM/High Glucose (Gibco) en polvo a una botella

estéril y se anade 3,7 gr de NaCOs, luego se afladen 370 mL de H,O destilada

autoclavada. Se ajusta el pH a 7 usando una solucién 1 N de HCI o NaOH.

Finalmente se filtra el medio (Millipore de 0,22 um) y se afiaden los demas
reactivos: 100 mL de FCS (20%; Gibco), 10 mL de 100x aminoacidos no
esenciales (2%; Gibco), 10 mL de glutamax (2%, Gibco), 10 mL de penicilina-
estreptomicina (2%, PAA).

1)

Para iniciar la preparacion de las capas basales de agar, se calienta el
medio DMEM 2x preparado a 37 °C. La solucién stock de agar 1,2% se
calienta en el microondas hasta que se disuelva de nuevo y se mantiene en
un bafio a 40 °C. Cuando la solucion de agar ha atemperado se mezclan en
un tubo de 50 mL partes iguales de las dos soluciones preparadas. Se
mezcla con cuidado con una pipeta y se afladen 1,5 mL de la mezcla a cada
placa de 35 mm. Se dejan solidificar y se guardan a 4° C.

El paso siguiente consiste en preparar una capa de top agar (0,4% de agar
en lugar del 0,6% de la capa base). Primero se calienta la solucién stock de
agar como se ha explicado anteriormente y también medio BEGM. A
continuacion se ftripsinizan las células BEAS-2B como se ha explicado
anteriormente y se cuenta el numero total en cada réplica y tratamiento.
Luego de cada réplica se anade el volumen necesario para tener 17500
células en 1,75 mL de medio DMEM1x. Rapidamente se mezclan
volumenes iguales de solucion stock de agar y medio BEGM, se cogen 5,25
mL de la mezcla y se afiaden a un tubo con los 1,75 mL de DMEM 1x con
las 17500 células.

El volumen final de 5,25 mL se mezcla bien y se anaden 1,5 mL encima de
la capa base de agar de una placa de 35 mm preparada con anterioridad,
tres placas por réplica de cultivo.

Una vez finalizadas todas las placas se dejan a temperatura ambiente
durante 45 minutos y se ponen en placas de Petri de 15 cm con 7 mL de
H,O destilada autoclavada.

Dos semanas después se procede a la tincidon de las colonias formadas con
INT (2-p-yodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-fenil tetrazolio clorico (Sigma). Para
prepararlo se disuelve el INT en H,O destilada estéril a razén de 1 mg/mL y
se autoclava. Luego se afiade 1 mL por placa y se deja incubar entre 12 y
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24 horas. A continuacion se retira el liquido con el INT y se escanean las
placas. Las imagenes obtenidas se analizan mediante el software NICE

B2b, que permite el contaje de colonias en placas de agar.

3.7. ANALISIS ESTADISTICOS

El analisis estadistico de los resultados se ha llevado a cabo en funcién del tipo
de ensayo aplicado.

En el ensayo del cometa, el analisis estadistico se ha llevado a cabo utilizando
las medianas de cada una de las réplicas de cada cultivo analizadas en los
Gelbond. Luego se realiza una transformacion logaritmica de los datos para
asegurar su ajuste a una distribucion normal y se aplica una ANOVA, usando
el analisis post hoc de Tukey HSD (honestly significant difference).

En el ensayo de micronucleos, el analisis de los datos se lleva a cabo
comparando el numero de células binucleadas, con y sin micronucleos de los
tratamientos, con las del control no tratado. Para ello se utiliza una tabla de
contingencia 2x2 y aplicando un test de Fisher exacto de dos colas.

En el ensayo del soft-agar assay, el andlisis se lleva a cabo aplicando una
ANOVA por cada tipo de nanomaterial y para el analisis post hoc se utiliza
también el analisis de Tukey HSD (honestly significant difference).

Para el analisis de los resultados obtenidos en la medicién de ROS e
internalizacién mediante DCFH-DA, se realiz6 una ANOVA para el porcentaje
de ROS vy el porcentaje de SCC, utilizando para el test de Games-Howell para
analisis post hoc.

En el western blot se opté por analizar los datos obtenidos mediante una
ANOVA (y el test Tukey HSD como analisis post hoc) para el porcentaje de
expresion relativo de cada concentracion utilizada.

Por lo que se refiere a los resultados obtenidos de la expresion de mRNA
mediante PCR, se analizan mediante una ANOVA, utilizando el test de Games-
Howell para analisis post hoc.
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4. RESULTADOS
4.1. DISPERSION DE LOS NANOMATERIALES

La dispersion de los nanomateriales utilizados en este estudio se ha realizado
tal y como se ha desarrollado en el WP4 del proyecto. En este caso han sido
las propias instituciones participantes en este apartado del proyecto las que
han realizado los experimentos pertinentes para comprobar la bondad del
meétodo de dispersién utilizado.

De todas maneras, para asegurarnos que en nuestras manos dichos protocolos
funcionaran correctamente hemos llevado a cabo con algunos nanomateriales
su visualizacion utilizando TEM. En todos los casos los niveles de dispersion

observados fueron aceptables.

4.2. FASE DE SCREENING

Como se ha indicado en la seccidn anterior, en la fase de screening se han
desarrollado los experimentos asignados para la primera fase del Proyecto
Nanogenotox. En nuestro caso, los experimentos llevados a cabo con los
nanotubos de carbono (NM400, NM401, NM402, NM403, NRCWEO006 y
NRCWEOQO07) se hicieron utilizando las lineas celulares Caco-2 y BEAS-2B. Por
lo que hace a los experimentos realizados con los compuestos SAS (NM200,
NM201, NM202 y NM203), éstos se hicieron utilizando la linea celular 16HBE.
En esta fase de screening se ha procedido a realizar un analisis de la
citotoxicidad/ genotoxicidad de cada uno de los nanomateriales seleccionados,
tras exposiciones de 3 y 24 horas para posteriormente realizar el ensayo del
cometa, tanto en su version estandar como con la utilizacion de la enzima FPG
en estos mismos tiempos. Aunque existen varias alternativas para mostrar los
resultados obtenidos, hemos optado por utilizar la linea celular como factor
diferenciador.

En las tres lineas celulares se ha usado el medio de dispersion del
nanomaterial como control negativo (C-; BSA 0,05% en agua MilliQ), mientras
que para el control positivo se ha usado H;O, (300 uM para el tratamiento de 3
horas y 500 yM para el tratamiento de 24 horas).
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4.2.1. Resultados obtenidos en la linea celular Caco-2

A continuacién se exponen los resultados obtenidos en la linea celular Caco-2
con los nanotubos de carbono (NM400, NM401, NM402, NM403, NRCWEOQ006 y
NRCWEOQO07), donde se muestran imagenes obtenidas en TEM para algunos de
los nanomateriales utilizados, asi como los resultados de citotoxicidad y
genotoxicidad obtenidos en esta linea con los tratamientos de los distintos

nanotubos de carbono.

4.2.1.1. NM400

a) Visualizacion

Se han llevado a cabo diversas preparaciones de muestras del nanomaterial
después de aplicar el protocolo de dispersion. Con estas muestras se ha
llevado a cabo una observacion de las mismas mediante TEM para determinar
de manera cualitativa los niveles de dispersion/agregacion. En la figura 12(A)
se puede observar que los CNT parecen presentar un aspecto flexible, y que se
han depositado en la rejilla formando una malla. En la imagen B, se pueden
observar unas estructuras planas electrodensas asociadas a la marafa de
CNTs.

b) Citotoxicidad

Los resultados obtenidos con el compuesto NM400 con la linea celular Caco-2
se presentan en la figura 13. Como se observa, este nanomaterial presenta una
ligera citotoxicidad, que se traduce en una reduccién del numero de células
viables. Esta toxicidad es mas acusada tras 24 horas de tratamiento que en
tratamientos mas cortos (3 horas). Aunque no existen variaciones entre los
valores de viabilidad obtenidos para algunas concentraciones, se observa un
efecto dosis-dependiente de tipo indirecto, donde al aumentar la dosis,

disminuye la viabilidad.

c) Genotoxicidad

Por lo que se refiere a la genotoxicidad del compuesto NM400, los resultados
obtenidos se indican en la figura 14. Como se observa, no se han detectado
efectos genotoxicos en ninguna de las concentraciones utilizadas, ni en

ninguno de los dos tiempos de tratamiento.
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Hay que recordar que en cada una de las figuras se presentan tanto los niveles
de dafo basal como los de dafo oxidativo. Asi pues claramente el NM400 no
es capaz de inducir ninguno de los dos tipos de efecto sobre el material
genético de la linea Caco-2. La falta de efecto genotdxico contrasta con lo
observado en el control positivo, tanto en los niveles de dafo basal como de
dafio oxidativo (observado cuando se utiliza la enzima FPG). Esta clara
respuesta del control positivo indica el correcto desarrollo del ensayo y reafirma

la falta de efecto genotdxico del NM400.

Figura 12: Imagenes obtenidas mediante TEM de la dispersion del NM400. A) corresponde a
una imagen 20000X, con la barra de escala que corresponde a 500 nm mientras que B)

corresponde a una imagen 80000X donde la barra de escala corresponde a 100 nm.

Ratio respecto al control

- 0 1 5 10 20 40 50 80 100 150 200

Concentracion de nanomaterial (ug/mil)
Figura 13: Resultados del ensayo de citotoxicidad en la linea Caco-2 tras los tratamientos con
NM400 durante 3 y 24 horas (3 horas linea en azul, 24 horas linea en verde). Los valores de

viabilidad se hacen relativos a los del control negativo.
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Figura 14: Resultados del ensayo del cometa en la linea Caco-2 tratada con el NM400 durante
3 (A) y 24 horas (B). T1, T2, T3, T4 y T5 corresponden a los tratamientos con 5, 20, 50, 100 y
200 pg/mL del nanomaterial para ambos tiempos de tratamiento. Las barras azules

corresponden al dafio basal y las barras verdes al dafio oxidativo. *** P<0,001.

4.2.1.2. NM401

a) Visualizacion

Las imagenes obtenidas por TEM del compuesto NM401 (figura 15), después
de su dispersion, muestran que estos nanotubos de carbono presentan una
estructura rigida y un diametro asi como una longitud mucho mayores que el
resto de los CNTs utilizados en este proyecto. Ademas, se pueden distinguir
algunas particulas que parecen ser nanotubos no correctamente dispersados.
En la imagen B se puede observar que existen zonas en los propios nanotubos

mas electrodensas que otras.

Figura 15: Imagenes obtenidas mediante TEM de la dispersion del NM401. A) corresponde a
una imagen 5000X, la barra de escala corresponde a 5 ym; B) corresponde a una imagen

20000X y la barra de escala corresponde a 500 nm.
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b) Citotoxicidad

Como se indica en la figura 16, los efectos del compuesto NM401 sobre las
células Caco-2 son muy distintos a los observados para el NM400. En este
caso la toxicidad inducida es muy marcada y, a la concentracion mas elevada,
se obtienen viabilidades de aproximadamente el 20%. Aunque en las
concentraciones mas bajas existen diferencias entre ambos tiempos de
tratamiento, con menor efecto en el de 3 horas, a partir de la dosis de 40 ug/mL

los efectos sobre la viabilidad celular son muy similares.

c) Genotoxicidad

Por lo que se refiere a la genotoxicidad del compuesto NM401 los resultados
obtenidos se presentan en la figura 17. Se puede observar como no existen
incrementos significativos del dafio, con la excepcion de un valor en la
concentracion mas baja y tras el tratamiento de 3 horas, que se considera
como un valor marginal. La falta de efecto en todas las restantes dosis, junto
con la ausencia de una tendencia a incrementar los valores de dafio con la
dosis, indica claramente la falta de genotoxicidad de este compuesto. Como en
el caso anterior los resultados obtenidos en los controles positivos son claros,
confirmando la consideracién de que el NM401 no es genotdxico sobre las

células Caco-2.
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Figura 16: Resultados del ensayo de citotoxicidad en la linea Caco-2 tras los tratamientos con
NM401 por 3 y 24 horas (3 horas linea en azul, 24 horas linea en verde). Los valores de

viabilidad se hacen relativos a los del control negativo.
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Figura 17: Resultados del ensayo del cometa en la linea Caco-2 tratada con el NM401 durante
3 (A) y 24 horas (B). T1, T2, T3, T4 y T5 corresponden a los tratamientos con 5, 20, 50, 100 y
200 pg/mL del nanomaterial para ambos tiempos de tratamiento. Las barras azules

corresponden al dafio basal y las barras verdes al dafio oxidativo. *P<0,05; *** P<0,001.

4.2.1.3. NM402

a) Visualizacion

La observacion de las muestras del compuesto NM402 mediante TEM revela
que estos nanotubos de carbono presentan una apariencia mucho mas flexible
que la observada en los otros MWCNT (figura 18). Esta mayor flexibilidad hace
que se observe la existencia de aglomerados en forma de ovillo. En imagenes
tomadas a mas aumentos como en la imagen B, se puede observar que existe
algun tipo de estructura electrodensa parecida a la observada con el
compuesto NM400.

Figura 18: Imagenes obtenidas mediante TEM de la dispersion del NM402. A) corresponde a
una imagen 20000X, la barra de escala corresponde a 500 nm; B) corresponde a una imagen

60000X y la barra de escala corresponde a 200 nm.
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b) Citotoxicidad

Por lo que respecta a la toxicidad del compuesto NM402, observada en la
figura 19, ésta es muy marcada, siguiendo una clara relacion dosis-respuesta.
Sorprendentemente, no existen marcadas diferencias entre los tratamientos de
3y 24 horas y, a la dosis mas elevada, la viabilidad celular se reduce
aproximadamente a un 20% respecto a la observada en el control negativo.
Asi, se concluye que este compuesto presenta un claro efecto téxico sobre la

linea celular Caco-2.

c) Genotoxicidad

Los resultados obtenidos en el ensayo del cometa en el compuesto NM402 se
encuentran indicados en la figura 20. Como se observa, ni en los tratamientos
de 3 ni en los de 24 horas se pudieron inducir incrementos significativos de
dafio en el DNA. Ademas, no se observd en ningun caso una tendencia a que
los efectos dependan de la dosis aplicada, por lo que se deduce la falta de
genotoxicidad de este MWCNT. Como en los casos anteriores, los resultados
obtenidos en el control positivo confirman que el experimento se llevé a cabo
de manera correcta. En este experimento no fue posible contar el experimento
del tratamiento de 24 horas modificado con la enzima FPG, debido a la

ausencia de células en estos Gelbonds.
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Figura 19: Resultados del ensayo de citotoxicidad en la linea Caco-2 tras los tratamientos con
NM402 por 3 y 24 horas (3 horas linea en azul, 24 horas linea en verde). Los valores de

viabilidad se hacen relativos a los del control negativo.
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Figura 20: Resultados del ensayo del cometa en la linea Caco-2 tratada con NM402 durante 3
(A)y 24 horas (B). T1, T2, T3, T4 y T5 corresponden a los tratamientos con5, 20, 50, 80 y 100
pug/mL del nanomaterial para ambos tiempos de tratamiento. Las barras azules corresponden al

dafo basal y las barras verdes al dafio oxidativo. *** P<0,001.

4.2.1.4. NM403

a) Visualizacion

Las imagenes obtenidas por TEM del compuesto NM403 (figura 21) después
de su dispersion, muestran la existencia de agregados parecidos a ovillos, tal
como se ha encontrado con el NM402. La morfologia muestra que también
tienen un aspecto flexible como el NM400 y NM402 y, asi como se ha
observado en estos nanomateriales, parecen existir estructuras electrodensas

entre los nanotubos de carbono (imagen B).

b) Citotoxicidad

Los resultados de la citotoxicidad del compuesto NM403 se presentan en la
figura 22. Como se observa, este compuesto no parece ejercer un efecto
citotoxico importante sobre las células de la linea Caco-2. Este comportamiento
se obtiene independientemente de la duracién del tratamiento llevado a cabo (3
y 24 horas). Por lo tanto, la conclusion de este experimento es que el
compuesto NM403 no parece ejercer importantes efectos citotoxicos en la linea

Caco-2.

c) Genotoxicidad
Por lo que hace referencia a los resultados obtenidos sobre la genotoxicidad

del compuesto NM403, éstos indican que este nanomaterial, de manera similar
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a lo que sucede con los anteriores MWCNT, no es capaz de inducir
incrementos en los niveles de dafio en el DNA de la linea Caco-2. Esto sucede
en todas las concentraciones utilizadas e independientemente de que los
tratamientos hayan sido de 3 horas o de 24 horas (figura 23). Esta falta de
efecto se observa tanto en la versién estandar del cometa como cuando se
utiliza la enzima FPG, de lo que se deduce que el compuesto NM403 no es

capaz de inducir alteraciones que generen dafo en el DNA.

fy-

Figura 21: Imagenes obtenidas mediante TEM de la dispersion del NM403. A) corresponde a
una imagen 15000X, la barra de escala corresponde a 500 nm; B) corresponde a una imagen

50000X y la barra de escala corresponde a 200 nm.
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Figura 22: Resultados del ensayo de citotoxicidad en la linea Caco-2 tras los tratamientos con
NM403 por 3 y 24 horas (3 horas linea en azul, 24 horas linea en verde). Los valores de

viabilidad se hacen relativos a los del control negativo.

75



Resultados

>
v)

*k*

o
Q
o
Q

&
Q
&
Q

w
Q

1
w
i

% DNA &n la cola
% DNA &n la cola

»
9
”»
?

g
q

(allalalalalll el

Tratamiento Trataméento
Figura 23: Resultados del ensayo del cometa en la linea Caco-2 tratada con NM403 durante 3
(A) y 24 horas (B). T1, T2, T3, T4 y T5 corresponden a los tratamientos con 5, 20, 50, 100 y
200 pg/mL del nanomaterial para ambos tiempos de tratamiento. Las barras azules
corresponden al dafio basal y las barras verdes al dafio oxidativo. *** P<0,001.

4.2.1.5. NRCWEO006
Con este compuesto, sintetizado en uno de los centros participantes en el
proyecto, no se ha llevado a cabo ninguna caracterizacion mediante TEM,

aunque ha sido objeto de un profundo estudio dentro del proyecto.

a) Citotoxicidad

Cuando se evalua la actividad citotéxica del compuesto NRCWEOQ006 se
observa que presenta un leve efecto citotdxico en Caco-2 en ambos tiempos de
tratamiento (figura 24), siendo ligeramente mayor su efecto sobre la viabilidad
celular tras exposiciones de 24 horas. Sin embargo, a pesar de esta ligera
tendencia, el compuesto deberia clasificarse como no citotdxico sobre la linea

Caco-2.

b) Genotoxicidad

Por lo que respecta a los resultados de genotoxicidad obtenidos con el
compuesto NRCWEOQO06, éstos se presentan en la figura 25. Como se observa,
ninguna de las concentraciones ensayadas ha sido capaz de inducir
incrementos sobre la frecuencia basal del dafio en el DNA. Esto sucede tanto
en los tratamientos de 3 horas como en el de 24 horas. Por lo que respecta a la
habilidad del compuesto NRCWEQ006 de producir dafio oxidativo, los resultados

no indican la induccion de tal tipo de efecto. Como en casos anteriores, las
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células Caco-2 responden de manera significativa a los tratamientos llevados a
cabo con el control positivo, validando los resultados negativos obtenidos con

este compuesto, bajo las condiciones experimentales ensayadas.
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Figura 24: Resultados del ensayo de citotoxicidad en la linea Caco-2 tras los tratamientos con
NRCWEOQ06 por 3 y 24 horas (3 horas linea en azul, 24 horas linea en verde). Los valores de

viabilidad se hacen relativos a los del control negativo.
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Figura 25: Resultados del ensayo del cometa en la linea Caco-2 tratada con NRCWEO006
durante 3 (A) y 24 horas (B). T1, T2, T3, T4 y T5 corresponden a los tratamientos con 5, 20, 50,

100 y 200 pg/mL del nanomaterial para ambos tiempos de tratamiento. Las barras azules

corresponden al dafio basal y las barras verdes al dafio oxidativo. *** P<0,001.

4.2.1.6. NRCWE007

a) Citotoxicidad

Los resultados obtenidos con el compuesto NRCWEOQO7 indican que éste no
presenta efectos citotdéxicos en la linea celular Caco-2 (figura 26). Como se

observa, aunque existe una variabilidad en los valores de viabilidad obtenidos
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en las diferentes concentraciones, la tendencia no indica una clara relacion
dosis-efecto. Esto sucede tanto en el tratamiento de 3 horas como en el de 24
horas sin que se pueda concluir que existe una tendencia a producir mayores
efectos tras los tratamientos de 3 horas, a pesar de que la linea de efecto a

estas dosis siempre esta por debajo de la de 24 horas.

b) Genotoxicidad

El ensayo del cometa, tal como se indica en la figura 27, tanto el realizado tras
3 horas de tratamiento como el realizado tras 24 horas, no detecta ningun
incremento en el porcentaje del DNA en la cola. Esto sucede en todas las
concentraciones utilizadas y tras los dos tiempos de tratamiento. Igual que
sucede para el dafo basal tampoco se observa ninguna significacion tras la
inclusion de la enzima FPG en el ensayo. Como en los casos anteriores el
control positivo ha sido capaz de inducir incrementos significativos, tanto en los

niveles de dafo basal como oxidativo.
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Figura 26: Resultados del ensayo de citotoxicidad en la linea Caco-2 tras los tratamientos con
NRCWEO0O07 por 3 y 24 horas (3 horas linea en azul, 24 horas linea en verde). Los valores de

viabilidad se hacen relativos a los del control negativo.

4.2.1.7. Consideraciones generales

Cuando observamos el conjunto de resultados obtenidos con los nanotubos de
carbono y la linea celular Caco-2, se observan diferencias a nivel citotéxico
entre los distintos nanomateriales. Por ejemplo, mientras los nanomateriales
NM401 y NM402 son capaces de inducir citotoxicidad de manera clara, el

NM400 y el NRCWEOO07 so6lo inducen una muy ligera citotoxicidad.
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Figura 27: Resultados del ensayo del cometa en la linea Caco-2 tratada con NRCWEO007
durante 3 (A) y 24 horas (B). T1, T2, T3, T4 y T5 corresponden a los tratamientos con 5, 20, 50,
100 y 200 pg/mL del nanomaterial para ambos tiempos de tratamiento. Las barras azules

corresponden al dafio basal y las barras verdes al dafio oxidativo. *** P<0,001.

Por otra parte, los nanomateriales NM403 y NRCWEOQ006 no son capaces de
inducir ningun tipo de citotoxicidad detectable. Por lo que se refiere a la
potencialidad de inducir daio en el DNA, determinado mediante el ensayo del
cometa, sblo una de las concentraciones de uno de los nanomateriales,
concretamente el NM401, fue capaz de generar una induccién significativa en
los valores de dafio en el DNA (en la version modificada con la enzima). Sin
embargo este efecto lo consideramos irrelevante desde el punto de vista
bioldgico. Por lo tanto se concluye que los MWCNT son incapaces de inducir
dafio primario en el DNA de las células de la linea Caco-2. Esta falta de
actividad genotodxica es extensible a la induccién de efecto oxidativo ya que en
todos los experimentos realizados con la enzima FPG los resultados obtenidos
han sido completamente negativos. Por lo tanto, se concluye que los MWCNT
no generan ningun mecanismo capaz de inducir estrés oxidativo que suponga
un ataque oxidante a las bases del DNA. También es destacable la velocidad a
la que se agregan todos los compuestos utilizados en este medio, pudiéndose
observar un alto nivel de agregacion a los pocos minutos del tratamiento,

siendo mas acusado cuanto mayor es la concentracion utilizada.

4.2.2 Resultados obtenidos en la linea celular BEAS-2B
A continuacion se exponen los resultados obtenidos en los estudios de

citotoxicidad y de genotoxicidad llevados a cabo con la linea celular BEAS-2B
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con los mismos nanotubos de carbono utilizados con la linea Caco-2 (NM400,
NM401, NM402, NM403, NRCWEO006 y NRCWEO0Q7). Dado que son los
mismos nanomateriales, no se indica nada sobre su estructura vy

caracterizacion por TEM.

4.2.2.1. NM400

a) Citotoxicidad

Los resultados del experimento de citotoxicidad con el compuesto NM400 en la
linea celular BEAS-2B, se indican en la figura 28. Como se observa, este
compuesto induce un efecto citotdxico significativo, evidente ya a partir de las
concentraciones mas bajas. Es interesante remarcar que no parecen existir
diferencias importantes en la citotoxicidad en funcién del tiempo de tratamiento
ya que en ambos tipos de exposicion los resultados son muy similares. Es de
destacar que la linea BEAS-2B muestra ser mucho mas sensible que la Caco-2
a los efectos del NM400.
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Figura 28: Resultados del ensayo de citotoxicidad en la linea BEAS-2B tras los tratamientos
con NM400 por 3 y 24 horas (3 horas linea en azul, 24 horas linea en verde). Los valores de

viabilidad se hacen relativos a los del control negativo.

b) Genotoxicidad

Por lo que se refiere a los resultados obtenidos en el ensayo del cometa, hay
que indicar que ninguna de las concentraciones usadas ha inducido
incrementos del dano significativo en ninguno de los tiempos de tratamiento
(figura 29). Esto es valido tanto cuando se valoran los niveles de dafio

mesurable en el ensayo del cometa (generalmente roturas) como cuando se
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estiman los niveles de dafo oxidativo inducido en las bases del DNA. En este
caso, el control positivo del dafio primario en el tratamiento de 24 horas no es

estadisticamente significativo.
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Figura 29: Resultados del ensayo del cometa en la linea BEAS-2B tratada con NM400 durante
3 (A)y 24 horas (B). T1, T2, T3, T4 y T5 corresponden a los tratamientos con 5, 20, 50, 100 y
200 pg/mL del nanomaterial para ambos tiempos de tratamiento. Las barras azules

corresponden al dafio basal y las barras verdes al dafio oxidativo. *** P<0,001.

4.2.2.2. NM401

a) Citotoxicidad

Cuando se evalua los efectos citotoxicos del compuesto NM401 en la linea
celular BEAS-2B, indicados en la figura 30, se observa que éstos presentan un
perfil distinto en funcion del tiempo de tratamiento. Mientras que en el
tratamiento de 3 horas el compuesto NM401 no parece inducir un incremento
de la toxicidad, tras el tratamiento de 24 horas se observa un ligero incremento
de la citotoxicidad, llegando a un porcentaje de viabilidad del 80% respecto al
control negativo, a partir de la concentraciéon de 10 pg/mL. Sin embargo, no
existe una relacion dosis-efecto, ya que el porcentaje de células viables se
mantiene sobre este valor tras los tratamientos con las dosis mas elevadas. Por
otra parte, tras el tratamiento de 3 horas, no existe un efecto citotéxico claro,
pese a la variabilidad de los resultados obtenidos en funcién de la dosis
utilizada. Cabe remarcar que, segun estos datos, la linea Caco-2 es mucho
mas sensible a este compuesto que la linea BEAS-2B.
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Figura 30: Resultados del ensayo de citotoxicidad en la linea BEAS-2B tras los tratamientos
con NM401 por 3 y 24 horas (3 horas linea en azul, 24 horas linea en verde). Los valores de

viabilidad se hacen relativos a los del control negativo.
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Figura 31: Resultados del ensayo del cometa en la linea BEAS-2B tratada con NM401 durante
3 (A) y 24 horas (B). T1, T2, T3, T4 y T5 corresponden a los tratamientos con 5, 20, 50, 100 y
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200 pg/mL del nanomaterial para ambos tiempos de tratamiento. Las barras azules

corresponden al dafio basal y las barras verdes al dafio oxidativo. *** P<0,001.

b) Genotoxicidad

Por lo que hace referencia a los resultados obtenidos sobre la genotoxicidad
del compuesto NM401 (figura 31), éstos indican que este nanomaterial no es
capaz de inducir incrementos en los niveles de dano en el DNA de la linea
BEAS-2B, de manera similar a lo que ocurre con otros MWCNT. Esto sucede
independientemente del tiempo de tratamiento o de la version del ensayo del
cometa utilizada. Por lo tanto el compuesto NM401 no ha sido capaz de inducir
roturas de cadena o dafio oxidativo en el DNA, en la linea celular BEAS-2B.

Como en el caso anterior, las células BEAS-2B responden de manera
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significativa al tratamiento con el control positivo en ambas versiones del

ensayo del cometa, tras los dos tiempos de tratamiento utilizados.

4.2.2.3. NM402

a) Citotoxicidad

Como se indica en la figura 32, el compuesto NM402 presenta un perfil
citotéxico similar en ambos tiempos de tratamiento; aunque tras 24 horas de
tratamiento la viabilidad siempre es menor que tras el tratamiento de 3 horas.
Como puede apreciarse, ambos tiempos de tratamiento presentan una
disminucién significativa en la dosis de 10 pg/mL, siendo mayor en el
tratamiento de 24 horas, donde la viabilidad respecto al control en esta
concentracion es menor del 80%. Pese a ello, no hay una relacion dosis-efecto
ya que este hecho no se reproduce en las demas concentraciones mas altas.
Para este compuesto la linea Caco-2 también ha mostrado ser mucho mas

sensible a este compuesto que la linea BEAS-2B.
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Figura 32: Resultados del ensayo de citotoxicidad en la linea BEAS-2B tras los tratamientos
con NM402 por 3 y 24 horas (3 horas linea en azul, 24 horas linea en verde). Los valores de

viabilidad se hacen relativos a los del control negativo.

c) Genotoxicidad

Por lo que se refiere a la genotoxicidad del compuesto NM402 los resultados
obtenidos se presentan en la figura 33. Se puede observar la ausencia de
incrementos significativos de dafo, tras los dos tiempos de tratamiento (3 y 24
horas). En ninguna de las versiones del ensayo del cometa ha habido

incrementos, indicando que este compuesto no ha sido capaz de generar
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roturas de cadena o de generar dafio oxidativo en las bases del DNA de la
linea celular BEAS-2B. Como en los casos anteriores los resultados obtenidos
en los controles positivos son claros, confirmando la consideracion de que el

NM402 no es genotdxico sobre las células BEAS-2B.
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Figura 33: Resultados del ensayo del cometa en la linea BEAS-2B tratada con NM402 durante
3 (A)y 24 horas (B). T1, T2, T3, T4 y T5 corresponden a los tratamientos con 5, 20, 50, 100 y
200 upg/mL del nanomaterial para ambos tiempos de tratamiento. Las barras azules

corresponden al dafio basal y las barras verdes al dafio oxidativo. *** P<0,001.

4.2.2.4. NM403

a) Citotoxicidad

Por lo que respecta a los resultados de toxicidad obtenidos con el compuesto
NM403, éstos se presentan en la figura 34. Como se observa, este compuesto
presenta un perfil citotéxico distinto en funcién del tiempo de tratamiento en la
linea celular BEAS-2B. Tras el tratamiento de 3 horas entre las dosis de 1y 80
pg/mL hay una disminucién de la viabilidad importante, rondando el 65-70%.
Sorprendentemente, en este tiempo de tratamiento, la disminucién de la
viabilidad no es tan significativa en las dosis mas elevadas. Por otra parte, tras
24 horas de tratamiento no aparece un efecto citotoxico hasta la dosis de 100
pg/mL, donde la viabilidad respecto al control es del 80%. En contraposiciéon
con los dos nanotubos anteriores, la linea BEAS-2B muestra ser mas sensible

a este compuesto que la linea Caco-2.
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Figura 34: Resultados del ensayo de citotoxicidad en la linea BEAS-2B tras los tratamientos
con NM403 por 3 y 24 horas (3 horas linea en azul, 24 horas linea en verde). Los valores de

viabilidad se hacen relativos a los del control negativo.
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Figura 35: Resultados del ensayo del cometa en la linea BEAS-2B tratada con el NM403
durante 3 (A) y 24 horas (B). T1, T2, T3, T4 y T5 corresponden a los tratamientos con 5, 20, 50,
100 y 200 pg/mL del nanomaterial para ambos tiempos de tratamiento. Las barras azules

corresponden al dafio basal y las barras verdes al dafio oxidativo. *** P<0,001.

b) Genotoxicidad

Ninguna de las concentraciones del compuesto NM403 ensayadas ha sido
capaz de inducir incrementos sobre la frecuencia basal del dafio en el DNA,
tanto en los tratamientos de 3 horas como en los de 24 horas, tal como se
observa en la figura 35. Por lo que respecta a la capacidad de este compuesto
de producir dafio oxidativo, los resultados no indican que haya una induccion
de este tipo de efecto. Sin embargo, los valores obtenidos de porcentaje de
DNA en la cola para esta version del ensayo muestran que hay un nivel basal

de dafio oxidativo muy elevado en todas las muestras, lo que indica que debe
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de haber existido algun problema en la manipulaciéon de las células, ya sea
durante el establecimiento de los cultivos y/o tratamiento, o durante el ensayo
del cometa. Pese a ello, las células BEAS-2B siguen respondiendo de manera
significativa a los tratamientos con el control positivo, validando los resultados
negativos obtenidos, excepto en la version del ensayo del cometa con la
enzima FPG a las 24 horas de tratamiento, donde estos resultados no se
pueden dar por validos al no dar el tratamiento con el control positivo

incrementos del dafo oxidativo en el DNA estadisticamente significativos.

4.2.2.5. NRCWE006

a) Citotoxicidad

Los resultados obtenidos con el compuesto NRCWEQ06 presentan un efecto
divergente en funcién del tiempo de tratamiento. En la figura 36 se puede
observar que la viabilidad no se ve afectada en ninguna de las dosis tras el
tratamiento de 3 horas. En cambio, existe una importante disminucion de la
viabilidad tras el tratamiento de 24 horas, ya que se aprecia una disminucion
significativa en la dosis de 5 ug/mL, donde el porcentaje de viabilidad respecto
al control negativo es del 50%. Este efecto citotdxico se mantiene hasta los 40
pg/mL, y en las dosis sucesivas la viabilidad celular vuelve a ser similar a la del
control negativo. Esta respuesta de la linea celular BEAS-2B tras el tratamiento
de 24 horas difiere de la observada en la linea celular Caco-2 con este

compuesto.
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Figura 36: Resultados del ensayo de citotoxicidad en la linea BEAS-2B tras los tratamientos
con NRCWEOQO06 por 3 y 24 horas (3 horas linea en azul, 24 horas linea en verde). Los valores

de viabilidad se hacen relativos a los del control negativo.
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b) Genotoxicidad

El ensayo del cometa, realizado para ambos tiempos de tratamiento (3 y 24
horas), no detecta ningun incremento del porcentaje del DNA en la cola, como
se indica en la figura 37. Asi, no se observan incrementos del dafio basal ni del
dafo oxidativo, tras la inclusién de la enzima FPG en el ensayo. Tal como ha
sucedido en los casos anteriores, el control positivo induce incrementos
significativos tanto en los niveles de dafio basal como oxidativo, por lo tanto,

este compuesto no induce genotoxicidad en la linea celular BEAS-2B.
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Figura 37: Resultados del ensayo del cometa en la linea BEAS-2B tratada con NRCWEO006
durante 3 (A) y 24 horas (B). T1, T2, T3, T4 y T5 corresponden a los tratamientos con 5, 20, 50,

100 y 200 pg/mL del nanomaterial para ambos tiempos de tratamiento. Las barras azules
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corresponden al dafio basal y las barras verdes al dafio oxidativo. *** P<0,001.

4.2.2.6. NRCWEO007

a) Citotoxicidad

Los resultados del experimento de citotoxicidad con el compuesto NRCWEOQOQ7
en la linea celular BEAS-2B, se indican en la figura 38. Como se observa, el
perfil citotéxico de este compuesto es distinto en funciéon del tiempo de
tratamiento. Solo existe una disminucién de la viabilidad respecto al control
negativo tras el tratamiento de 24 horas, donde aparece un leve efecto
citotoxico con una clara relacién dosis-efecto. En cambio tras el tratamiento de
3 horas no se detecta citotoxicidad. Asi pues, la linea celular BEAS-2B
presenta una sensibilidad similar a la de la linea Caco-2 tras el tratamiento a 3
horas, mientras que es mas sensible en el tratamiento de 24 horas.
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Figura 38: Resultados del ensayo de citotoxicidad en la linea BEAS-2B tras los tratamientos
con NRCWEOQQ7 por 3 y 24 horas (3 horas linea en azul, 24 horas linea en verde). Los valores

de viabilidad se hacen relativos a los del control negativo.
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Figura 39: Resultados del ensayo del cometa en la linea BEAS-2B tratada con NRCWEO007
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100 y 200 pg/mL del nanomaterial para ambos tiempos de tratamiento. Las barras azules

corresponden al dafio basal y las barras verdes al dafio oxidativo. *** P<0,001.

b) Genotoxicidad

Por lo que se refiere a los resultados obtenidos en el ensayo del cometa, hay
que indicar que ninguna de las concentraciones usadas ha inducido
incrementos significativos en los niveles de dafio, en ninguno de los tiempos de
tratamiento (figura 39), tanto en los niveles de dafio mesurable en el ensayo
del cometa (generalmente roturas), como en la estimacién de los niveles de
dafo oxidativo inducido al introducir la enzima FPG en el ensayo. En este caso,
y tal como sucede en los anteriores experimentos, la linea celular BEAS-2B

responde de manera positiva a los tratamientos con el control positivo, con lo
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cual se puede concluir que el NRCWEOO07 no induce genotoxicidad en BEAS-
2B.

4.2.2.7. Consideraciones generales

Cuando observamos el conjunto de resultados obtenidos en los nanotubos de
carbono y la linea BEAS-2B, se puede observar que existen diferencias a nivel
citotoxico entre los distintos nanomateriales, tal como sucede con la linea
celular Caco-2. En general en esta linea celular no hay nanomateriales que
presentan una alta citotoxicidad. Solamente en el NM400 existe un efecto
citotoxico importante que, sin embargo, se mantiene estable en un rango de
dosis muy amplio (de 5 a 100 ug/mL). Por otra parte, varios de los compuestos
analizados con esta linea presentan divergencias en el perfil citotoxico
dependiendo del tiempo de tratamiento, siendo los casos mas destacables los
compuestos NM403, NRCWEO006 y NRCWEO0O07 donde, tras el tratamiento de
24 horas, se aprecia una mayor citotoxicidad excepto con el NM403, donde es
tras el tratamiento de 3 horas cuando la citotoxicidad es mayor. Ademas, es
remarcable que este efecto citotoxico suele aparecer en las concentraciones
bajas, para mantenerse (NM400 y NM403 tras el tratamiento de 24 horas) o
volver a niveles de viabilidad parecidos a los del control (NRCWEQO06).

Si se comparan los resultados obtenidos en la linea BEAS-2B con los
obtenidos en la linea Caco-2, se observa que ninguno de los compuestos
analizados es citotoxico para ambas lineas salvo el compuesto NM400.
Mientras que no hay efectos citotoxicos relevantes con el NM401 y NM402 en
la linea BEAS-2B, estos compuestos presentan una citotoxicidad importante en
la linea Caco-2, sucediendo a la inversa con los compuestos NM403 (tras el
tratamiento de 3 horas) y el NRCWEOQOQ6 (tras el tratamiento de 24 horas).

Por lo que se refiere a los efectos genotoxicos de los nanotubos de carbono
para la linea celular BEAS-2B, ninguno de éstos ha sido capaz de inducir un
incremento del dafio genotoxico detectado en ninguno de los tiempos de
tratamiento, ni en ninguna de las versiones del ensayo del cometa. Por lo tanto,
no tienen capacidad de inducir roturas o dano en el DNA de tipo oxidativo en la
linea BEAS-2B. Tal como sucede con el medio de la linea Caco-2, la
agregacion de los nanomateriales en el medio es muy rapida, aunque los

agregados y la interaccion con las células tiene un aspecto distinto ya que a
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bajas dosis la interaccién parece mayor en las concentraciones mas altas, algo

que no ha sucedido con la linea Caco-2.

4.2.3. Resultados obtenidos en la linea celular 16HBE

A continuacion se exponen los resultados de citotoxicidad y genotoxicidad
obtenidos con la linea celular 16HBE con los tratamientos de los distintos
compuestos SAS (NM200, NM201, NM202 y NM203).

4.2.3.1. NM200

a) Citotoxicidad

Los resultados obtenidos con el compuesto NM200 con la linea celular 16HBE
se muestran en la figura 40. Como se puede observar, este nanomaterial
presenta una clara citotoxicidad, ya que existe una reduccion de las células
viables respecto al control negativo tras ambos tiempos de tratamiento (3 y 24
horas), presentando éstos un perfil muy similar. En ambos tiempos de
tratamiento la primera dosis que presenta toxicidad es 20 ug/mL, donde el
porcentaje de células viables es del 80%. En la concentracion de 200 pg/mL, la
mas alta utilizada, el porcentaje de células viables baja al 45%. Para ambos
tiempos de tratamiento se observa un efecto dosis-dependiente de tipo

indirecto donde al aumentar la dosis, disminuye la viabilidad.

b) Genotoxicidad

Por lo que se refiere a la genotoxicidad del compuesto NM200, los resultados
obtenidos se indican en la figura 41. Tras el tratamiento a 3 horas existe un
incremento del dano basal en las dosis de 40, 80 y 100 ug/mL, aunque ninguna
de éstas es estadisticamente significativa. Pese a la ausencia de significacion
estadistica, se observa una relacidn dosis-respuesta hasta la dosis de 40
pMg/mL donde, a partir de ésta, el dafio inducido se estabiliza. Este incremento
detectado tras el tratamiento de 3 horas no se reproduce tras el tratamiento de
24 horas, donde no hay una induccién del dafo basal u oxidativo, aunque en la
dosis de 100 pg/mL (la mas elevada) en el ensayo modificado con la enzima
FPG existe un incremento no significativo de la induccion de dafio oxidativo en
las bases del DNA de la linea 16HBE. Por otra parte, las células de la linea

16HBE responden de manera significativa al tratamiento con el control positivo.
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Por lo tanto, pese a que hay una induccién no significativa del dafio en el DNA
tras el tratamiento a 3 horas, segun los resultados obtenidos el NM200 no

muestra actividad genotéxica en la linea 16HBE.
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Figura 40: Resultados del ensayo de citotoxicidad en la linea 16HBE tras los tratamientos con
NM200 por 3 y 24 horas (3 horas linea en azul, 24 horas linea en verde). Los valores de

viabilidad se hacen relativos a los del control negativo.
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Figura 41: Resultados del ensayo del cometa en la linea 16HBE tratada con NM200 durante 3
(A)y 24 horas (B). T1, T2, T3, T4 y T5 corresponden a los tratamientos con 5, 20, 40, 80 y 100
pg/mL del nanomaterial para ambos tiempos de tratamiento. Las barras azules corresponden al

dafo basal y las barras verdes al dafio oxidativo. *** P<0,001.

4.2.3.2. NM201

a) Citotoxicidad

Como se puede observar en la figura 42, los efectos del compuesto NM201
sobre las células 16HBE son muy similares a los observados para el NM200.

Este compuesto también presenta una alta citotoxicidad para ambos tiempos
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de tratamiento, aunque en el caso de este compuesto, la disminucion de la
viabilidad es mayor en el tratamiento de 24 horas, especialmente en las
concentraciones mas bajas, igualandose este efecto con el tratamiento de 3
horas a partir de la dosis de 80 ug/mL. La capacidad citotoxica de este
compuesto se refleja en la dosis mas elevada, ya que tras ambos tiempos de

tratamiento, el porcentaje de viabilidad disminuye hasta el 20%.
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Figura 42: Resultados del ensayo de citotoxicidad en la linea 16HBE tras los tratamientos con
NRM201 por 3 y 24 horas (3 horas linea en azul, 24 horas linea en verde). Los valores de

viabilidad se hacen relativos a los del control negativo.
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Figura 43: Resultados del ensayo del cometa en la linea 16HBE tratada con NM201 durante 3
(A)y 24 horas (B). T1, T2, T3, T4 y T5 corresponden a los tratamientos con 5, 10, 20, 40 y 60
pg/mL del nanomaterial para ambos tiempos de tratamiento. Las barras azules corresponden al

dano basal y las barras verdes al dafio oxidativo. *** P<0,001.
b) Genotoxicidad

Por lo que se refiere a la genotoxicidad del compuesto NM201 los resultados

obtenidos se presentan en la figura 43. Se puede observar que no existen
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incrementos significativos del dafio tras ninguno de los tiempos de tratamiento,
ni en ninguna de las versiones del ensayo; por lo tanto, el compuesto NM201
no es capaz de inducir roturas o dafio oxidativo en el DNA de la linea celular
16HBE. Esto se ve confirmado por el hecho de que el tratamiento con el control
positivo induce un incremento significativo del dafio en el DNA, indicando el

correcto funcionamiento del ensayo.

4.2.3.3. NM202

a) Citotoxicidad

Por lo que respecta a la toxicidad del compuesto NM202, observada en la
figura 44, ésta es muy marcada y sigue una clara relacion dosis-respuesta. Por
lo que se refiere al perfil citotoxico, no existen diferencias remarcables entre los
tratamientos de 3 y 24 horas, en ambas se observa una disminucion muy
importante de la viabilidad celular respecto al control en la dosis de 40 ug/mL,
estabilizandose a partir de entonces y llegando a un porcentaje del 30% en la
concentracion mas alta. Asi, se concluye que este compuesto, de igual manera

a los anteriores SAS, presenta un claro efecto sobre la linea celular 16HBE.
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Figura 44: Resultados del ensayo de citotoxicidad en la linea 16HBE tras los tratamientos con
NM202 por 3 y 24 horas (3 horas linea en azul, 24 horas linea en verde). Los valores de

viabilidad se hacen relativos a los del control negativo.

b) Genotoxicidad
Los resultados obtenidos en el ensayo del cometa con el compuesto NM202 se
encuentran indicados en la figura 45. Como se observa, ni los tratamientos de

3 ni en los de 24 horas inducen incrementos significativos de dafo en el DNA.
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Ademas, no se observd en ningun caso una tendencia a que los efectos
dependan de la dosis aplicada, por lo que se que este compuesto no induce
genotoxicidad en la linea celular 16HBE. Los resultados obtenidos para el

control positivo confirman que el experimento se llevd a cabo de manera

correcta.
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Figura 45: Resultados del ensayo del cometa en la linea 16HBE tratada con NM202 durante 3
(A) y 24 horas (B). T1, T2, T3, T4 y T5 corresponden a los tratamientos 5, 10, 20, 40 y 80
pg/mL del nanomaterial para ambos tiempos de tratamiento. Las barras azules corresponden al

dafo basal y las barras verdes al dafio oxidativo. *** P<0,001.

4.2.3.4. NM203

a) Citotoxicidad

Los resultados de la citotoxicidad del compuesto NM203 se presentan en la
figura 46. Como sucede con los otros compuestos SAS utilizados, el NM203
presenta un claro efecto citotdxico tras ambos tiempos de tratamiento. En este
caso el perfil citotoxico vuelve a ser similar en ambos tiempos de tratamiento,
tal y como sucede con el NM200 y el NM202. Ademas, existe también un claro
efecto dosis-respuesta. Por lo tanto, podemos concluir que este compuesto es

citotdoxico en la linea celular 16HBE.
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Figura 46: Resultados del ensayo de citotoxicidad en la linea 16HBE tras los tratamientos con
NM203 por 3 y 24 horas (3 horas linea en azul, 24 horas linea en verde). Los valores de

viabilidad se hacen relativos a los del control negativo.
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Figura 47: Resultados del ensayo del cometa en la linea 16HBE tratada con el NM203 durante
3 (A)y 24 horas (B). T1, T2, T3, T4 y T5 corresponden a los tratamientos con 5, 10, 20, 50 y 80
pMg/mL del nanomaterial para ambos tiempos de tratamiento. Las barras azules corresponden al

dano basal y las barras verdes al dafio oxidativo. *** P<0,001.

b) Genotoxicidad

Por lo que hace referencia a los resultados obtenidos sobre la genotoxicidad
del compuesto NM203, éstas indican que este nanomaterial, tal como sucede
con los otros SAS, no es capaz de inducir incrementos en los niveles de dafio
en el DNA de la linea 16HBE. Esto sucede en ambos tiempos de tratamiento y
en todas las dosis utilizadas en este experimento (figura 47). La ausencia de
efecto se observa tanto en la versién estandar del cometa como en la version
modificada con la enzima FPG. La induccion de dano en el control positivo

indica que el ensayo se ha realizado correctamente y, en consecuencia, el
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compuesto NM203 no ha sido capaz de inducir alteraciones que generen dafio
en el DNA.

4.2.3.5. Consideraciones generales

Cuando observamos el conjunto de resultados obtenidos con los compuestos
SAS y la linea celular 16HBE se puede observar que los efectos citotoxicos, en
contraposicion a lo observado con los nanotubos de carbono para las dos
lineas utilizadas, son bastante parecidos para los 4 nanomateriales ensayados
(NM200, NM201, NM202 y NM203), con incrementos de la citotoxicidad que
muestran una clara relacion dosis-respuesta.

Por lo que se refiere a los efectos genotdxicos, tan sélo con el NM200, en el
tratamiento de 3 horas, parece existir una tendencia a incrementar los niveles
de dafo genotoxico aunque en ninguna de las concentraciones este
incremento llegd a ser estadisticamente significativo, efecto no observable tras
el tratamiento de 24 horas. Con los otros SAS no se ha detectado ningun
incremento en ningun tiempo de tratamiento o versién del ensayo. Por lo tanto,
segun los resultados obtenidos en nuestros experimentos, los compuestos SAS
no presentan efectos genotéxicos detectables mediante el ensayo del cometa
en la linea celular 16HBE. En este caso, hay que sefalar que los agregados de
SAS precipitan en el medio y sedimentan a las pocas horas del tratamiento,

siendo posible observar este fendmeno ya tras tres horas de tratamiento.

4.3. ROUND ROBIN TEST

Como ya se ha comentado, en el estudio de intercalibracién se decidi elegir
un nanomaterial de cada uno de los tipos investigados (TiO2, NM102; SAS,
NM203; nanotubos de carbono, NM403), que fueron aquellos que presentaron
mejores indicios de poseer cierto riesgo genotoxico en el estudio preliminar.
Aunque es un tema bajo discusion el tipo de control positivo que debe utilizarse
cuando se trabaja con nanomateriales, se decidid estudiar el 6xido de zinc
(ZnO, NM110) como potencial control positivo, ya que algunos grupos habian
desarrollado investigaciones que apuntaban a un posible efecto genotoxico de
este compuesto.

La linea celular asignada a nuestro grupo fue la BEAS-2B. Por lo que se refiere
a las dosis usadas, se decidio utilizar 64, 128 y 256 pg/mL para NM102 y
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NM403, mientras que para NM203 se usaron dosis algo mas bajas (8, 32 y 64
pg/mL) debido a la toxicidad observada en los estudios anteriores. Para NM110
se usaron dosis de 2,5 de 4,5 y de 7,5 uyg/mL ya que éste presenta una alta
citotoxicidad en la linea BEAS-2B. Tal como se ha explicado en el apartado de
materiales y métodos, los controles utilizados han sido comunes para todos los

nanomateriales.

4.3.1. Resultados obtenidos con el compuesto de didéxido de titanio
(NM102)

Los resultados obtenidos al medir la capacidad del nanomaterial de TiO;
(NM102) de producir dafio primario en el DNA se puede observar en la figura
48A. Como se indica, se han evaluan los porcentajes de DNA en la cola
después de tratar las células durante 24 horas con tres concentraciones
distintas. Los resultados indican que, aunque se observan algunos incrementos
significativos éstos no siguen una clara relacién dosis-efecto, que es un claro
indicador de efecto genotdxico, aunque hay que tener en cuenta que al utilizar
so6lo tres concentraciones del nanomaterial siendo la mas baja la de 64 ug/mL,
puede haberse pasado por alto una relacion dosis-efecto en concentraciones
mas bajas. Sorprendentemente, la concentracién de 0,5 mM de EMS que se
convino utilizar como control positivo, no produjo claros incrementos en los
niveles de dafio genético, a diferencia de lo que sucedia en el ensayo
preliminar, donde utilizamos el perdxido de hidrégeno.

Por lo que se refiere al estudio de la capacidad de NM102 de producir daio
cromosomico, los resultados se indican en la figura 48B. En el ensayo de
micronucleos solamente se pudieron analizar dos concentraciones, debido a
que la mas elevada presentaba una gran internalizacién del NM102, impidiendo
la correcta discriminacion de los micronucleos respecto al nanomaterial, ya que
éste presenta también emision de fluorescencia. Este es un problema
especifico al que nos encontramos cuando trabajamos con nanomateriales,
aspecto que no sucede nunca con los compuestos que se usan como
diluciones. Asi, no tan sdlo la toxicidad celular es un factor limitante si no que el
exceso de nanomaterial intracelular o extracelular (si éste se encuentra
firmemente adherido a la superficie de las células), puede hacer poco eficiente

el recuento, dada la interferencia con la visualizacion de las masas de
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cromatina de los micronucleos. Los resultados obtenidos con las dosis mas
bajas (64 y 128 pg/mL) no muestran indicios de producir incrementos en la
frecuencia basal de micronucleos. En este caso, el control positivo utilizado
(150 ng/mL de mitomicina-C) ha mostrado inducir una elevada frecuencia de
micronucleos, llegando a obtenerse una frecuencia de 227 células con

micronucleos por cada 1000 células binucleadas.
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Figura 48: Resultados del ensayo del cometa (A) y del ensayo de micronucleos (B) en la linea
BEAS-2B tratada con el NM102 (TiO,). C- corresponde al tratamiento con el vehiculo y C+
corresponde al control positivo (0,5 mM EMS para el ensayo del cometa y 150 ng/mL de

mitomicina-C para el ensayo de micronucleos). * P<0,05; ** P<0,01; ***P<0,001.

En resumen, de los resultados obtenidos se concluye que el NM102 es un
nanomaterial que no induce roturas cromosomicas, aunque existen sospechas
fundadas sobre su potencial de generar dafio primario en el DNA en la linea

celular BEAS-2B, en las condiciones experimentales de este estudio.

4.3.2. Resultados obtenidos con el compuesto de silice (NM203)

Cuando se ha valorado la capacidad del SiO, (NM203) de producir dafo
primario en el DNA, se han obtenido los resultados indicados en la figura 49A.
Como se observa, aunque parece existir una relacion dosis-efecto en los
resultados obtenidos en el ensayo del cometa, ya que se observa una
induccion de dafio en el DNA en la concentracion mas alta, ésta no llega a ser
estadisticamente significativa, aunque esta cerca del borde de la significacion,
tanto para el dafo basal como para el dafo oxidativo inducido. Debido a la

utilizacion de un control positivo comun para todo el experimento, existe la
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misma situacion que con el nanomaterial anterior, donde el control positivo
indujo so6lo un ligero incremento del dafio oxidativo.

Por lo que respecta a los resultados obtenidos en el ensayo de micronucleos,
indicados en la figura 49B, se observa que la concentracién intermedia induce
un incremento significativo de la frecuencia de micronucleos, aunque hay que

remarcar que el error estandar es muy grande.
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Figura 49: Resultados del ensayo del cometa (A) y del ensayo de micronucleos (B) en la linea
BEAS-2B tratada con el NM203 (SAS). C- corresponde al tratamiento con el vehiculo y C+
corresponde al control positivo (0,5 mM EMS para el ensayo del cometa y 150 ng/mL de

mitomicina-C para el ensayo de micronucleos). * P<0,05; ** P<0,01; ***P<0,001.

Esto es debido a que el test estadistico usado (F de Fisher en una tabla de
contingencia 2x2) no tiene en cuenta la variabilidad entre las réplicas, ya que
en este test se unen y se analizan las réplicas como un total. En este caso en
una de las réplicas la induccién de micronucleos fue muy elevada mientras que
en la otra no se observo dicha induccion. Ademas, no existe una respuesta
dosis-efecto ya que la concentracion mas elevada no induce incrementos en la
frecuencia de micronucleos. Debido a estos dos factores, y pese a que el
resultado es estadisticamente significativo por un estrecho margen, se ha
considerado como un resultado ambiguo debido a la ausencia de relevancia
biolégica del mismo.

En conclusion, basandonos en los resultados obtenidos, podriamos decir que el
compuesto de SAS NM203 no induce dano en el DNA ni induce roturas
cromosdémicas en las condiciones experimentales de este estudio, aunque

muestra una cierta tendencia a incrementar los niveles basales.
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4.3.3. Resultados obtenidos con los nanotubos de carbono (NM403)

Cuando se evalua el potencial del nanotubo de carbono (NM403) de inducir
dafio en el DNA figura (50A), se puede observar que ninguna de las tres
concentraciones utilizadas ha sido capaz de producir daio primario o dafio
oxidativo en el DNA de las células de la linea celular BEAS-2B. Estos
resultados son concordantes con los obtenidos en el nuestro laboratorio en la
fase preliminar, donde también se realizd el ensayo del cometa para este
compuesto y ninguna de las concentraciones utilizadas incrementé el dafo en
el DNA respecto al control negativo. Al ser el control positivo comun para todo

el experimento, la induccion de dafo oxidativo de éste en nuestro experimento

es débil.
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Figura 50: Resultados del ensayo del cometa (A) y del ensayo de micronucleos (B) en la linea
BEAS-2B tratada con el NM403 (CNT). C- corresponde al tratamiento con el vehiculo y C+
corresponde al control positivo (0,5 mM EMS para el ensayo del cometa y 150 ng/mL de

mitomicina-C para el ensayo de micronucleos). * P<0,05; ** P<0,01; ***P<0,001.

Como se puede observar en la figura 50B, el compuesto NM403 ha sido capaz
de inducir un incremento estadisticamente significativo de la frecuencia de
micronucleos en la concentracion intermedia (128 ug/mL). Como sucedia con el
compuesto anterior (NM203), s6lo una concentracion induce un incremento
significativo aunque en este caso hay concordancia entre las dos réplicas
analizadas. Asi, no observamos una relacion dosis-respuesta en el efecto del

compuesto analizado en su capacidad de la inducir micronucleos.
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En resumen, de los resultados obtenidos se concluye que el compuesto NM403
es un nanomaterial que carece de potencial genotoxico sobre la linea celular

BEAS-2B en las condiciones de nuestro estudio.

4.3.4. Resultados obtenidos con el compuesto de 6xido de zinc (NM110)
Los resultados del experimento del cometa con el compuesto NM110 en la
linea celular BEAS-2B, se indican en la figura 51A. Como se observa, ninguna
de las concentraciones utilizadas ha sido capaz de inducir incrementos
significativos del dafio en el DNA, ya sea dafo primario o dafo oxidativo. Como
en los casos anteriores, el control positivo unicamente ha sido capaz de inducir
incrementos débiles en los niveles de dafio oxidativo.

Por lo que se refiere a los resultados obtenidos en el ensayo de micronucleos
indicados en la figura 51B, se observan incrementos significativos en las dos
concentraciones mas altas utilizadas, induciendo en ambas una frecuencia de
micronucleos similar. En este caso, existe una relacién dosis-respuesta que
podria estar basada en un efecto umbral.

En conclusién, aunque el compuesto NM110 no es capaz de inducir dafio
primario en el DNA de las células BEAS-2B, si que es capaz de generar

alteraciones cromosomicas en las condiciones experimentales de nuestro

ensayo.
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Figura 51: Resultados del ensayo del cometa (A) y del ensayo de micronucleos (B) en la linea
BEAS-2B tratada con el NM110 (ZnO). C- corresponde al tratamiento con el vehiculo y C+
corresponde al control positivo (0,5 mM EMS para el ensayo del cometa y 150 ng/mL de

mitomicina-C para el ensayo de micronucleos). ** P<0,01; ***P<0,001.

101



Resultados

4.3.5. Resultado global del Round Robin test

Los resultados globales obtenidos por todos los grupos participantes en el
proyecto Nanogenotox obtenidos en el Round Robin test (tabla 9) muestran
que en muchos de los ensayos no existe una tendencia clara en los resultados
obtenidos para un ensayo y una linea celular determinada. Sélo se encuentra
una total coincidencia en los resultados obtenidos para el NM110 en el ensayo
de micronucleos en la linea celular Caco-2. Otros resultados también muestran
una alta coincidencia entre los distintos laboratorios, como por ejemplo los
resultados positivos obtenidos con el NM102 en el ensayo del cometa en la
linea celular BEAS-2B (5 de 6) y los resultados negativos obtenidos con el
NM403 en el ensayo del cometa en la linea celular Caco-2. Los demas
resultados no muestran una tendencia clara, no obteniendo en el computo
global una mayoria de resultados positivos sobre los resultados negativos o
viceversa. La falta de concordancia en muchos casos podria deberse a una
baja potencialidad genotdxica. Cuando la induccion esta cerca del umbral de la

significacion es facil obtener resultados positivos o negativos, tan solo por azar.

Tabla 9: Resumen de los resultados obtenidos por los distintos laboratorios (A-L) en el Round
Robin test. +: positivo; (+): ambiguo; -: negativo; gris: no realizado; ANP: el analisis no se ha

podido realizar.

% NM102 (TiO,) NM203 (SAS) NM403 (CNT) NM110 (ZnO)

©

% Cometa | CBMN | Cometa | CBMN | Cometa | CBMN | Cometa | CBMN
Linea celular Caco-2

A - - - - - +

B + ANP + + + + + +

C - + - - - + - +

D - - + - - - - +

E ANP - - +

F + ANP - + - (+) + +
Linea celular BEAS-2B

G + + - + + +

H - - + - - -

I + (+) + + + - + R

J + - - (+) - + - +

K + - - + - + - -

L + - - - + - + -
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4.4. EXPERIMENTOS CON TRATAMIENTOS CRONICOS

En términos de riesgo, se deben buscar aquellas situaciones de exposicion que
se asemejan a las —aturales”; es decir a aquellas a las que la poblacién en
general esta expuesta. En este contexto, consideramos que exposiciones
prolongadas, con dosis algo mas bajas, es una situacion mas realista que la
que sucede en los estudios con exposiciones agudas. Asi, como complemento
de la actividad desarrollada en el proyecto Nanogenotox, hemos llevado a cabo
estudios cronicos (3 semanas, mas 1 semana extra para el soft-agar test) con
dos nanomateriales (NM102 y NM403 utilizando la linea celular BEAS-2B.

Las concentraciones utilizadas para cada uno de ellos han sido las de 1, 10 y
20 pg/mL. Los efectos inducidos se han medido a lo largo del tiempo. En
particular hemos evaluado los efectos al inicio del experimento (T0), a la
semana del inicio (T1) y a las tres semanas de tratamiento (T2). Los resultados

obtenidos los presentamos en funcion del nanomaterial utilizado.

4.4.1. Resultados con el diéxido de titanio (NM102)

4.4.1.1. Estudios de internalizacién con NM102 mediante TEM

Lo primero que se ha hecho ha sido visualizar la interaccién del material
utilizado (NM102) con las células BEAS-2B para determinar su posible
internalizacidn y ver si ésta variaba a lo largo del periodo de exposicion cronica.
La observacion directa de la interaccion entre los nanomateriales con las
células se ha llevado a cabo mediante TEM. Asi, ha sido posible realizar una
valoracién cualitativa de las capacidades de este material para ser
internalizado, o para interaccionar con la membrana celular. Hay que senalar
que algunas de las muestras presentan aspecto deteriorado debido a la
naturaleza misma de los nanomateriales, ya que su dureza, asi como su
tendencia a formar agregados dificulta lograr cortes en buen estado. Ademas,
pueden llegar a dafar la cuchilla que se usa para realizar los cortes ultrafinos

de la resina.
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Figura 52: Imagenes obtenidas mediante TEM del tratamiento crénico con el compuesto
NM102 en el inicio del mismo. La imagen A corresponde al control negativo (8000x, y barra de
escala 2 ym) mientras que la imagen B corresponde al tratamiento de 10 pg/mL (15000x, barra
de escala de 1 uym) y de la imagen C corresponde al tratamiento de 20 ug/mL (12000x, y barra

de escala 2 ym).

Los resultados obtenidos al principio del experimento estan reflejados en la
figura 52. Como se observa, el nanomaterial es facilmente identificable debido
a que en las imagenes observadas éstos estan en forma de agregados v,
ademas, el aspecto de éstos es muy oscuro debido a que son muy
electrodensos. Hay que indicar que a la concentracion mas baja (1 pg/mL)
practicamente no se han encontrado agregados internalizados o
interaccionando con la membrana; en cambio, si que se ha podido observar
que la cantidad de agregados internalizados a la concentraciéon de 20 ug/mL es

significativamente mayor.
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Figura 53: Imagenes obtenidas mediante TEM del tratamiento crénico con NM102 después de
la primera semana. La imagen A, aumentada 6000x, cuya barra de escala mide 2 um,
corresponde al control negativo. Las imagenes B (2500x y barra de escala de 5 ym) y C

(80000x y barra de escala de 200 nm) corresponden al tratamiento con 20 pg/mL de NM102.

Figura 54: Imagenes obtenidas mediante TEM del tratamiento crénico con NM102 después de
3 semanas de tratamiento. La imagen A corresponde al tratamiento de 1 uyg/mL del tratamiento
con NM102 (8000x y barra de escala de 2 uym). La imagen B corresponde al tratamiento de 20
pg/mL del NM102 (4000x y barra de escala de 5 um).
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Se han hecho mediciones a lo largo de tiempo para valorar si la internalizacion
varia con éste. Asi, en la figura 53 se observan células tras una semana de
tratamiento (T1) se puede observar en la imagen B un plano con varias células
tratadas con 20 uyg/mL de NM102 donde se visualiza una gran cantidad de
nanomaterial internalizado. En la imagen C se puede observar una célula en
pleno proceso de endocitosis de uno de estos agregados del NM102 y se
pueden diferenciar sin problemas las particulas primarias que forman parte de
este agregado.

Por ultimo, en las células tratadas a lo largo de tres semanas (T2, figura 54),
se ha podido observar que hay un incremento de la frecuencia de interacciones
de NM102 con las células. Esto se observa en las imagenes A y B, donde se
refleja la internalizacién del NM102. Respecto a las células muestreadas al
inicio del tratamiento y tras una semana, en la semana tres se observa que en
la concentracion de 1 pyg/mL ya existe una bioacumulacién de agregados en los
endosomas, estructuras que se encuentran con mayor abundancia. A partir de
lo anterior, a la concentracion de 20 yg/mL no parecen apreciarse incrementos

mayores que los observados en otros tiempos.

4.4.1.2. Medicion de la internalizacién mediante FACS

Ademas de utilizar TEM para visualizar la internalizacién de los nanomateriales,
también se puede usar la citometria de flujo para medir la —amplejidad” celular,
fendmeno que se asocia con los procesos de internalizacion. En este caso se
realizo este analisis en dos tiempos de tratamiento, a las 24 horas (T0) y a la
semana de tratamiento (T1). Asi, en imagenes como las indicadas en la figura
55A, se indica que las sefales fluorescentes situadas sobre el eje horizontal
indican los niveles de complejidad celular, como medida de internalizacién. Asi
en la figura 55B se puede observar que la concentracion mas elevada de
NM102 (20 ug/mL) genera elevados niveles de internalizacion, ya tras 24 horas
de exposicion, lo que estaria de acuerdo con lo observado utilizando TEM. Lo
que sucede en las células tratadas durante una semana se puede observar en
las figura 55C, donde se ve que el comportamiento del NM102 sigue siendo
similar. La cuantificacidon de la internalizacién se observa en la figura 56, donde
se observa que la induccion significativa depende tanto de la dosis aplicada
como del tiempo de exposicion.
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Figura 55: Figuras del FACS correspondientes a células BEAS-2B no expuestas (A), o

después de 24 horas de tratamiento (B) o tras una semana de tratamiento (C) con 20 pg/mL de

NM102.
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Figura 56: Incremento del porcentaje de internalizacion. En azul, resultados para TO. En
verde, resultados para T1. * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001.
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4.4.1.3. Determinacién de la produccion de ROS endégenas

El citometro de flujo es también una buena herramienta para determinar si el
nanomaterial, de manera directa o indirecta, es capaz de generar estrés
oxidativo endégeno. Esto se valora facilmente utilizando el DCFH-DA, que
cuando se oxida emite fluorescencia. La visualizacion de esta respuesta se
observa en la figura 57 donde se indican las sefiales emitidas por cada célula
sin tratar (A) y tratada con 1 mM de H;O, durante 15 minutos. El eje X del
grafico indica la cantidad de DCFH-DA oxidado a DCF en el interior de cada
célula; por lo tanto, una mayor intensidad de fluorescencia en éstas se mide
como una invasiéon (hacia la derecha del eje vertical), existiendo una relacion
directa entre el porcentaje de sefal en este sector y la induccién endégena de
ROS. En nuestro caso se observa como, tras el tratamiento con H,O,, las
células presentan una mayor proporcion de fluorescencia emitida por el DCF,
indicando la presencia de ROS intracelular.

Por lo que respecta a la capacidad del compuesto NM102 de inducir ROS, los
resultados obtenidos se indican en la figura 56. Como se observa, el NM102 en
su forma nanoparticulada no induce niveles elevados de ROS a pesar del alto

nivel de internalizacion observado.

NI Imacy NIl imacy

Figura 57: Figura del FACS correspondientes a células BEAS-2B no expuestas (A), o después

de 15 minutos de tratamiento con 1 mM H,0..

4.4.1.4. Resultados con el ensayo del cometa
El compuesto NM102 se ha evaluado al inicio del estudio (TO, 24 horas de

tratamiento), asi como a la semana (T1) y a las tres semanas de tratamiento
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cronico (T2). Los resultados obtenidos se indican en la figura 58. Como se ve,
al inicio del experimento (A) no se observa que ninguna de las concentraciones
utilizadas (1, 10 y 20 pg/mL) sea capaz de inducir incrementos en el porcentaje
del DNA en la cola. Ademas, el mantenimiento de las células expuestas
durante una semana (B) o tres semanas (C) no parece generar incrementos
significativos de dafio basal en el DNA. Hay que remarcar que a la
concentracion de 20 uyg/mL, tras las tres semanas de tratamiento, no se pudo
realizar el contaje debido a la ausencia de muestra durante el proceso del
ensayo del cometa.

Cuando el ensayo del cometa se complementa con el uso de la enzima FPG,
tampoco se pudieron observar incrementos en los niveles de dafio oxidativo,
aunque en los tiempos T1 y T2 se observan incrementos que no llegan a ser
estadisticamente significativos. Esta falta de efecto de alguna manera estaria
de acuerdo con la respuesta negativa encontrada en los tratamientos agudos.
Los controles positivos (0,5 mM EMS) muestran efectos, tanto a nivel basal
como de dafo oxidativo, confirmando los valores negativos observados tras los

tratamientos croénicos con NM102.

4.4.1.5. Resultados con el ensayo de micronucleos

La capacidad de producir alteraciones cromosomicas, ya sean del tipo
estructural o numérico, por la exposicion prolongada a NM102 se ha evaluado
utilizando el ensayo de micronucleos con el uso de citocalasina-B. Con las
células iniciales se trataron lo cultivos durante 48 horas afiadiendo citocalasina
a las 6 horas. Con las células expuestas durante una o tres semanas, se
cultivaron 5x10° células durante 24 horas en placas de 6 pocillos y después se
replicé el tratamiento al que estaban sometidas durante 48 horas, anadiendo

citocalasina-B a las 6 horas.
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Figura 58: Resultados obtenidos en el ensayo del cometa a las 24 horas (A), tras una semana
(B) y tres semanas (C) de tratamiento con concentraciones de 1, 10 y 20 ug/mL de NM102. Las
barras azules corresponden al ensayo estandar del cometa y las barras verdes al ensayo

modificado con la enzima FPG. *** P<0,001.

Los resultados obtenidos se indican en la figura 59, donde se presentan las
frecuencias de micronucleos tras los distintos tiempos de exposiciéon. Como se
puede observar, en ninguno de los casos se han podido inducir incrementos
significativos en la frecuencia de células binucleadas con micronucleos, que ha
sido el parametro utilizado para medir los efectos clastogénicos/aneugénicos
de NM102. A pesar de los resultados negativos, los efectos inducidos por el
control positivo (150 ng/mL de mitomicina-C) son claramente positivos,
ratificando que, bajo las condiciones de exposicion utilizadas, el compuesto

NM102 no induce efectos en el ensayo de micronucleos.
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Figura 59: Resultados obtenidos en el ensayo de micronucleos a las 48 horas (A), y tras una
semana (B) y tres semanas (C) de tratamiento con las concentraciones de 1, 10 y 20 ug/mL de
NM102. El control positivo corresponde a una concentracion de 150 ng/mL de mitomicina-C. ***
P<0,001.

4.4.1.6. Expresién de la hemooxigenasa-1 mediante Western blot

La deteccidn de los niveles de proteina expresados por las células BEAS-2B se
midieron mediante Western blot. El nivel de expresion de la proteina
hemooxigenasa-1 se midi6 a las 3 semanas (T2) de tratamiento con el objetivo
de medir la respuesta frente al estés, principalmente estrés oxidativo. Los
cambios en el nivel de expresion se indican en la figura 60. Por lo que se
refiere a la capacidad del compuesto NM102 para inducir un incremento de la
expresion de la hemooxigenasa-1 ésta cuantificacion se indica en la figura 61.
Como se observa, ninguna de las concentraciones utilizadas (1, 10 y 20 ug/mL)
ha sido capaz de inducir incrementos de la expresion de esta proteina. Este
hecho concuerda con la ausencia de dano oxidativo en el DNA, medido

mediante el ensayo del cometa tras tres semanas de tratamiento con este
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compuesto, ya que esta proteina aumenta su expresién frente al estrés

oxidativo.
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Figura 60: Expresion de hemooxigenasa-1. La banda (de 34 kilobases) corresponde
especificamente a la hemooxigenasa-1. Carril 1- Control negativo; carril 2- NM102 1 pg/mL;
carril 3 NM102 10 pg/mL; carril 4- NM102 20 pg/mL; carril 5- NM403 1 ug/mL; carril 6- NM403
10 pg/mL; carril 7- NM403 20 ug/mL.
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Figura 61: Expresion proteica relativa respecto el control de la hemooxigenasa-1 en las

distintas concentraciones de NM102.

4.4.1.7. Expresion de factores proinflamatorios y de la hemooxigenasa-1
mediante RT-PCR

Los procesos cronicos de inflamacion pueden estar ligados al incremento de
dafio genotdxico (de manera secundaria) asi como un incremento del riesgo de
procesos tumorales. Para relacionar la asociacion entre exposicién a NM102 y
procesos inflamatorios, tras tres semanas de tratamiento con 1, 10 y 20 pg/mL
de NM102 se midi6 el nivel de expresion de mRNA de distintas interleucinas,

ligadas a procesos de inflamacion, asi como de la hemooxigenasa-1.
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Figura 62: Cambios en la expresion a nivel de mRNA de IL-1j3, IL-6, IL-8 y hemooxigenasa-1
tras 3 semanas de tratamiento con distintas concentraciones de NM102. La barra azul
corresponde a los niveles de expresion de IL-1B. La barra verde corresponde a los niveles de
expresion de IL-6. La barra marron corresponde a los niveles de expresion de IL-8. La barra

morada corresponde a los niveles de expresion de hemooxigenasa-1. ** P<0,01.

Los resultados obtenidos para el compuesto NM102 (figura 62) muestran una
gran variabilidad en la expresion de los factores estudiados. En el caso de la IL-
18 los resultados indican que no hay cambios significativos en su nivel de
expresion respecto al control, igual que sucede con la IL-6. En cambio, cuando
observamos los resultados obtenidos con la IL-8, se observa un incremento
significativo de su expresion, que es sobre el 150% respecto al control. Por lo
que se refiere a la hemooxigenasa-1, el nivel de expresion es mas bajo que en
el control en todas las concentraciones, aunque en ninguna de manera
significativa. En conclusion, los niveles de expresion detectados en los factores
estudiados no se ven afectados, excepto un incremento de la expresién de la

IL-8 en la concentracion de 20 pug/mL.

4.4.1.8. Resultados obtenidos en el soft-agar assay con NM102

La finalidad de este ensayo es determinar si la exposicion prolongada al
compuesto de didxido de titanio (NM102) es capaz de generar procesos de
crecimiento, sin necesidad de estar asociado a una superficie. Por tanto, la

capacidad de crecer en suspension en un medio semiliquido de agar, es una
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clara indicacion de que nuestra linea celular esta sufriendo un proceso de
desdiferenciacion y transformacion, tendiendo a adoptar comportamientos

equivalentes a los que presentan las células tumorales.

Figura 63: Fotografias de placas de 35 mm usadas en el soft-agar assay para los tratamientos
con el NM102 (TiO,). A, C-; B 1 ug/mL; C, 10 yg/mL; D, 20 pg/mL.

Los resultados obtenidos al realizar el ensayo del soft-agar se indican en la
figura 63. Estos resultados son los obtenidos con células tratadas durante 4
semanas con las concentraciones de 1, 10 y 20 pg/mL. La primera cosa a
destacar de estos resultados es la elevada frecuencia de colonias en el control
negativo donde se han observado alrededor de 600 colonias en promedio de
un total de 5000 células sembradas. Este alto nivel basal puede dificultar el
correcto discernimiento del incremento del nimero de colonias en caso de que
ésta sea leve. La cuantificacion de los resultados observados se expresa en la
figura 64, donde se observa que el incremento de colonias crece directamente
con la dosis. Los valores observados en el control nos dan idea de la capacidad
espontanea de la linea BEAS-2B de crecer en suspension, esta capacidad
varia mucho entre las distintas lineas celulares que suelen utilizarse en los

estudios in vitro.
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Figura 64: Colonias formadas en el ensayo del soft-agar después de 4 semanas de tratamiento

para las distintas concentraciones de NM102

4.4.1.9. Consideraciones generales

Los estudios realizados con el compuesto NM102 indican que, pese a ser
internalizado por la célula, tal y como se observa mediante TEM y FACS, no es
capaz de inducir ningun tipo de efecto genotdxico en la linea celular BEAS-2B,
especialmente dano oxidativo, ya que los resultados obtenidos en el ensayo del
cometa se ven sustentados por la ausencia de deteccion de ROS intracelular
mediante FACS y por los niveles de expresion similar al control de la
hemooxigenasa-1, tanto en su forma proteica (Western) como de mRNA (RT-
PCR). Ademas, los resultados obtenidos por RT-PCR indican que este
compuesto no induce cambios en los patrones de expresion de diferentes
interleucinas, sugiriendo que la exposicion al compuesto NM102 no esta ligada
a la induccion de procesos inflamatorios. Ademas, pese a que después de 4
semanas de tratamiento con este compuesto hay un incremento lineal del
numero de colonias que crecen en el soft-agar, éstos no son significativos, y
aunque la concentracion mas alta (20 pg/mL) esta cerca de serlo, este
incremento no se ve acompafiado por ningun otro efecto que pueda explicar
este incremento. En resumen, este compuesto presenta ausencia de efecto en
los experimentos llevados a cabo tras tratamientos cronicos aunque el nivel de

internalizacion por parte de la linea celular BEAS-2B es significativo.

115



Resultados

4.4.2. Resultados con nanotubos de carbono (NM403)

4.4.2.1. Estudios de internalizacién con NM403 mediante TEM

Tal y como se ha realizado para el NM102, lo primero que se ha hecho ha sido
visualizar la interaccion de NM403 con las células BEAS-2B para determinar si
este tipo celular tiene el potencial de internalizar este compuesto; y, en caso
afirmativo, ver si éste variaba a lo largo del periodo de exposicidén cronica.

Para ello se han analizado muestras de tres tiempos distintos (a las 24 horas, a
la semana y a las tres semanas de exposicion) mediante TEM, de cara a hacer
una valoracion cualitativa de la capacidad de este nanomaterial de
interaccionar con las células. En este tipo de nanomaterial, los cortes de la
resina pueden tener un aspecto peor que los obtenidos con el NM102 ya que el
NM403 presenta una dureza mayor y, por lo tanto, dificulta mas la obtencion de

los cortes y su calidad.

Figura 65: Imagenes obtenidas mediante TEM del T1 del tratamiento crénico con NM403. La
imagen A, aumentada 6000x, cuya barra de escala mide 2 uym, corresponde al control negativo.
La imagen B (50000x y barra de escala de 200 nm) corresponde al tratamiento con 20 pg/mL
de NM403.

En los resultados obtenidos en el tratamiento de 24 horas, no se pudo observar
ninguna imagen en la que aparecieran estructuras similares a los nanotubos de
carbono, pese a que su aspecto ya es conocido debido a su visualizacion
previa en la fase de screening. Hay que tener en cuenta que las bajas dosis
usadas (1, 10 y 20 pg/mL), y el hecho de que se toman imagenes de un plano
concreto de las células, pueden ser factores que dificulten la observacion de

estos compuestos. Las imagenes obtenidas se indican en la figuras 65 y 66.
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Figura 66: Imagenes obtenidas mediante TEM del T2 del tratamiento crénico. La imagen A,
corresponde al tratamiento con 1 ug/mL del NM403 (40000x y barra de escala 500 nm)
mientras que la imagen B corresponde al tratamiento con 20 pyg/mL del mismo nanomaterial

(15000x y barra de escala de 2 pm).

En cambio, tras una semana de tratamiento, se pueden visualizar estructuras
que se asemejan a las observadas en la figura 21. En este caso, en la figura
65B, senalado por las flecha, se ven estructuras similares a nanotubos de
carbono parcialmente internalizados. La parte externa parece haber sufrido
algun efecto en su integridad estructural que bien podria ser causada por un
proceso de sonicacidn como el que se aplica en el protocolo de dispersion
utilizado. Aparte de esta imagen, no se observaron mas estructuras parecidas a
nanotubos de carbono interaccionando con las células BEAS-2B. A las tres
semanas de tratamiento es posible observar una mayor interaccion de NM403
con las células. En la imagen A de la figura 66 se observan unas estructuras
alargadas electrodensas dentro de un endosoma que tienen el mismo aspecto
que los elementos extracelulares observados en la imagen B de la misma
figura, que corresponden a agregados de NM403. Asi, podemos concluir que
existe una internalizacidon modesta de los nanotubos de carbono que aumenta

con el tiempo de exposicion.

4.4.2.2. Medicion de la internalizacion mediante FACS
Para corroborar los resultados obtenidos mediante TEM, también se ha
utilizado la citometria de flujo. Esto se basa en que la medicién de la

—complejidad” celular es un buen indicador de la internalizacién de material, ya
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que a mas material internalizado, mas difracciéon del laser producira. Como con
NM102, se ha realizado este ensayo en dos tiempos de exposicion, a las 24
horas (TO) y a la semana de tratamiento (T1) con NM403.

Los resultados obtenidos mediante FACS se indican en la figura 67
observandose que en ninguno de los tiempos de tratamiento las
concentraciones de NM403 son internalizadas por las células de la linea BEAS-
2B. Estos resultados entran en contradiccion con los obtenidos mediante TEM,
donde se ha observado internalizacion de este compuesto, aunque
principalmente a las tres semanas de tratamiento. Esto sugiere que quizas se
podrian empezar a internalizar mas alla de la primera semana de exposicién,
aunque biologicamente no parece existir una razéon que lo justifique. Otra
explicacion podria ser la baja cantidad internalizada asi como la baja densidad
de nanomaterial existente en los endosomas, lo que dificultaria que el laser

sufriera refraccion.

4.4.2.3. Determinacion de la produccion de ROS endégenas

Como ya se ha comentado, el citdmetro también es una herramienta que nos
permite determinar la cantidad de ROS generadas intracelularmente mediante
la adicion de DCFH-DA en el procesamiento de las muestras. En el caso del
compuesto NM403 se puede observar en la figura 67 que es capaz de inducir
una gran cantidad de ROS intracelulares ya a las 24 horas de tratamiento,
incluso mayor que el observado con H,O, (figura 57). A la semana de
exposicidon los niveles no aumentan mucho ya que el nivel de dafio generado
ya casi satura la capacidad de deteccion del ensayo.

Cuando se cuantifica el porcentaje de ROS generado respecto al control (figura
68), se observa que en ambos tiempos de exposicion las dos concentraciones
mas elevadas inducen incrementos significativos, aunque estos niveles son
mayores tras una semana de exposicion. Estos resultados entran en
contradiccion con los datos obtenidos en el cometa, donde no hay induccién de
dafo oxidativo. Ademas, la viabilidad celular tampoco se ve afectada a las 24
horas en la fase de screening, pese a que el nivel de oxidacién intracelular es
muy alto. Ademas este efecto observado a las 24 horas de exposicion no
concuerda con los datos obtenidos de internalizacion, donde no se detecta
mediante FACS y no es observable a las 24 horas de tratamiento. Esto deja
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como posibles explicaciones que, o bien el NM403 es capaz de inducir daho

oxidativo intracelular mediante interaccion con la membrana o bien es capaz de

interaccionar con el ensayo.

H: ESC-Height

400 +

Rimernaitzacio
0,00%

%Ros
254%

FLI-HFLY-Hsight

*] 1w
B C Simernaitaci
0.00%
LIV 00 4 ~pl)‘,
Nimsroalimacd £ | m 1%
) 06 &
600 s I g0
o @
o o
w
400 + 4004
&
o
UL UL
0 0
1 T T T
! 0 1 2 3 A
10 10 10 10 10 10 10

FLI-H FLY-Hsight

Figura 67: Figuras del FACS correspondientes a células BEAS-2B no expuestas (A), o

después de 24 horas de tratamiento (B) o una semana de tratamiento (C) con 20 pg/mL de

NM403.
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Figura 68: Incremento del porcentaje de ROS. En azul,
resultados para el T1. * P<0,05; *** P<0,001.
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4.4.2.4. Resultados con el ensayo del cometa
El compuesto NM403 se ha evaluado en los mismos tiempos de exposicion
(TO, 24 horas; T1, una semana; T2, tres semanas) con las mismas

concentraciones que el NM102 (1, 10 y 20 ug/mL).
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Figura 69: Resultados obtenidos en el ensayo del cometa a las 24 horas (A), una semana (B) y
tres semanas (C) de tratamiento con concentraciones de 1, 10 y 20 ug/mL de NM403. Las
barras azules corresponden al ensayo estandar del cometa y las barras verdes al ensayo

modificado con la enzima FPG. *** P<0,001.

Tal como sucedia con éste, el NM403 no es capaz de inducir incrementos
significativos del dafio primario u oxidativo en el DNA (figura 69) en ninguna de
las concentraciones utilizadas en el inicio del experimento (A). Al mantener la
exposicion durante una (B) y tres semanas (C) tampoco existe un incremento
del dano en el DNA, aunque se observa que el dafio basal en el DNA no se
incrementa con el paso de tiempo mientras que el dafo oxidativo si que
aumenta, aunque no de manera significativa en ninguno de los dos tiempos de

exposicion posteriores.
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En resumen, el NM403 no es capaz de generar incrementos del dafo basal u
oxidativo en el DNA con el tratamiento de las concentraciones utilizadas en

exposiciones de hasta tres semanas en la linea celular BEAS-2B.

4.4.2.5. Resultados con el ensayo de micronucleos

La capacidad de NM403 de generar alteraciones cromosémicas estructurales o
numericas en una exposicion prolongada se ha evaluado mediante el ensayo
de micronucleos con el uso de citocalasina-B. En el caso de este nanomaterial
se ha seguido el mismo procedimiento que en el compuesto anterior. Los
resultados obtenidos se pueden observar en la figura 70, donde se presentan
las frecuencias de micronucleos tras los distintos tiempos de tratamiento. En el
caso de este nanomaterial, existen incrementos significativos de la frecuencia
de micronucleos en todos los tiempos de tratamiento, aunque existen
diferencias entre ellos.

En el TO, la concentracion que produce efectos estadisticamente significativos
es la de 10 pg/mL, pese a la existencia de ésta, no existe una relacién dosis-
efecto clara. La ausencia de esta relacibn no nos permite afirmar que el
compuesto sea genotoxico en este tiempo de tratamiento. En cambio, a la
semana de exposicion, la concentracibn con efectos estadisticamente
significativos es la de 20 ug/mL y en este caso si que existe una leve relacién
dosis-efecto, aunque la concentracion intermedia no concuerde con esta
tendencia. Tras tres semanas de tratamiento, la concentracion de 20 pg/mL
también induce incrementos significativos de la frecuencia de micronucleos, en
concordancia con los resultados obtenidos a la semana de tratamiento. En este
caso la relacién dosis-efecto es muy clara. Los resultados obtenidos indican
que el NM403 induce alteraciones cromosomicas en la linea celular BEAS-2B
en este experimento de exposicion cronica a bajas dosis. Los resultados se ven
confirmados por los efectos inducidos por el control positivo (150 ng/mL de
mitomicina-C) que son claramente positivos (aunque remarcablemente mas
bajos que en el ensayo realizado tras una semana de tratamiento) ratificando
que, bajo las condiciones de exposicion utilizadas, el compuesto NM403 induce

efectos genotdxicos en el ensayo de micronucleos.
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Figura 70: Resultados obtenidos en el ensayo de micronucleos a las 48 horas (A), una semana

(B) y tres semanas (C) de tratamiento con concentraciones de 1, 10 y 20 ug/mL de NM403. El

control positivo corresponde a una concentracién de 150 ng/mL de mitomicina-C. * P<0,05; **

P<0,01; *** P<0,001.

4.4.2.6. Expresion de la hemooxigenasa-1 mediante Western blot

El incremento de la expresion proteica de hemooxigenasa-1 esta ligada a la
respuesta frente a una exposicion a estrés oxidativo. En el caso de la
exposicion durante tres semanas de células BEAS-2B al compuesto NM403, se
puede observar en la figura 71 un claro incremento estadisticamente
significativo de la misma en las concentraciones de 10 y 20 pyg/mL.

Esto nos indica que la exposicidon al compuesto NM403 induce incrementos de
la expresion de la hemooxigenasa-1, acorde al incremento de ROS intracelular
detectado por FACS. En cambio, esto parece entrar en contradiccion con los
datos obtenidos en el ensayo del cometa, donde no se detectan incrementos

del dafno oxidativo.

122



Resultados

3007
. *

i T |
2 2001 l J_
2
[= 9
“
[ 1)
: T
=
* 1

100 =

0 T T T

T
C- 1 10 20
Tratamiento (pg/mL)

Figura 71: Expresion proteica relativa respecto el control de hemooxigenasa-1 en las distintas

concentraciones de NM403. * P<0,05.

4.4.2.7. Expresion de factores proinflamatorios y de la hemooxigenasa-1
mediante RT-PCR

Por lo que se refiere a los resultados obtenidos en el analisis de la expresion de
MRNA, éstos se indican en la figura 72. Como se observa, tras tres semanas
de exposicidn al compuesto NM403, los niveles de expresion de todas las
interleucinas han disminuido de manera muy significativa.

Es de destacar el caso de la IL-1B donde se observa una disminucion de la
expresion muy significativa en las tres concentraciones utilizadas, respecto al
control negativo donde, ademas, la expresion practicamente desaparece en las
dos concentraciones mas altas. El caso de la IL-6 es similar aunque con la
diferencia de que los niveles de expresion respecto al control son mas altos
que los de IL-1B, aunque en las concentraciones de 10 y 20 ug/mL los niveles
ya son estadisticamente muy significativos. Por lo que se refiere a la IL-8, en
todas las concentraciones los niveles de expresidn son menores que los
observados en el control negativo, aunque ninguna de manera significativa. Es
de destacar que los niveles de expresion de IL-8 aumentan ligeramente en las

concentraciones mas altas en contraposicion a las dos leucinas anteriores.
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Figura 72: Cambios en la expresion a nivel de mRNA de IL-1j3, IL-6, IL-8 y hemooxigenasa-1
tras 3 semanas de tratamiento con distintas concentraciones de NM403. La barra azul
corresponde a los niveles de expresion de IL-1B. La barra verde corresponde a los niveles de
expresion de IL-6. La barra marrdn corresponde a los niveles de expresion de IL-8. La barra
morada corresponde a los niveles de expresion de hemooxigenasa-1. * P<0,05; ** P<0,01; ***
P<0,001.

Por otra parte, los niveles de expresion del mRNA de la hemooxigenasa-1
muestran una clara relacion dosis-efecto, aunque en la concentracién mas baja
los niveles de expresion son significativamente mas bajos que los detectados
en el control negativo, en la concentracion de 20 pg/mL los niveles de
expresion también son estadisticamente significativos, siendo un 250%
mayores que los del control. En resumen, las interleucinas estudiadas
presentan una disminucion de su expresion en las células BEAS-2B con las
tres concentraciones analizadas tras el tratamiento de tres semanas con el
compuesto NM403. Ademas, existe un incremento significativo de la expresion

de hemooxigenasa-1 en la concentracion mas alta utilizada.

4.4.2.8. Resultados obtenidos en el ensayo del soft-agar con NM403
En la figura 73 se indican los resultados obtenidos al realizar el ensayo del soft-
agar en los tratamientos con NM403. Estos resultados se han obtenido con

células tratadas durante 4 semanas en las concentraciones de 1, 10 y 20
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pg/mL. Como ya se ha comentado, se observa que existe un nivel basal
elevado de células con capacidad de crecer no adheridas a superficie en la
linea BEAS-2B. Asi, pese a la cantidad de colonias formadas, es posible
observar cualitativamente que los tratamientos con NM403 inducen un mayor
numero de colonias en este ensayo, indicando que hay un mayor numero de
células capaces de crecer en esta matriz de agar. Cuando se cuantifica el
numero de colonias (figura 74), se observa que hay un incremento significativo
del numero de éstas en las concentraciones de 1 y 20 pg/mL. Pese a que no
existe un incremento significativo en la concentracién de 10 pg/mL ya que el
numero de colonias es menor que en las otras dos concentraciones, esto
puede ser debido a que durante el contaje de colonias realizado por el software
este pudiera no considerar como colonias puntos en la imagen que en realidad
si que existen. Por lo tanto se puede considerar que, pese a la existencia de
este valor, existe una relacion dosis-efecto para este compuesto y, en
conclusién, que el N403 es capaz de inducir un desdiferenciacion celular en la

linea BEAS-2B en las condiciones experimentales que hemos utilizado.

Figura 73: Fotografias de placas de 35 mm usadas en el ensayo del soft-agar. A, C-; B,
NM403 1 pg/mL; C, NM403 10 ug/mL; D, NM403 20 pg/mL.
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Figura 74: Colonias formadas en el soff-agar assay después de 4 semanas de tratamiento

para las distintas concentraciones de NM403. * P<0,05.

4.4.2.9. Consideraciones generales

En el estudio, realizado sobre la exposicion crénica de la linea BEAS-2B con el
compuesto NM403, existen datos contradictorios por lo que se refiere a la
internalizacién. Aunque se han observado estructuras que encajan con las
caracteristicas de los nanotubos de carbono, esto no se ha visto refrendado por
los resultados obtenidos de su internalizacion mediante FACS, donde los
resultados han sido negativos.

Pese a este hecho, se ha detectado que este compuesto es capaz de inducir
alteraciones cromosdémicas en alguna concentracion en todos los tiempos de
tratamiento, aunque a la semana 1 y a las tres semanas de tratamiento este
efecto se observa en la concentracién de 20 uyg/mL. En cambio no se han
detectado incrementos del dafo primario o dafo oxidativo en el DNA. La
ausencia de dafo oxidativo observada entra en conflicto con el incremento de
ROS intracelular observado, asi como el incremento de la expresion proteica
de hemooxigenasa-1 en las concentraciones de 10 y 20 pg/mL mediante
Western blot y el incremento de la expresion de mRNA en la concentracion de
20 pg/mL detectada mediante RT-PCR. Es interesante observar que hubo una

disminucion muy significativa de los niveles de mRNA de las interleucinas
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estudiadas, sugiriendo que no existe una induccién de inflamacién en las
condiciones del experimento utilizadas. Por lo que se refiere a la capacidad de
crecer en el medio de soff-agar, es sorprendente que las concentraciones de 1
y 20 ug/mL sea capaces de inducir un incremento significativo del numero de
colonias después de tan solo 4 semanas de tratamiento, sugiriendo que la
exposicion a este compuesto puede inducir procesos de iniciacion tumoral en

las condiciones experimentales utilizadas.
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5. DISCUSION

Dada la naturaleza de los nanomateriales, y debido a sus multiples
propiedades, existe una preocupacion creciente sobre los efectos que puedan
tener los nanomateriales tanto sobre la salud humana como sobre el medio
ambiente. Como consecuencia de su gran potencial para obtener mejoras y
nuevas soluciones a multiples tecnologias, se esta produciendo un gran
incremento en la produccion de este tipo de materiales y, consecuentemente,
en la probable exposicion a éstos por parte de las personas y de otros
organismos vivos. Esto supone un importante impacto en términos de salud
humana e impacto ambiental. Ademas, debido a que esta tecnologia esta en
pleno auge, es de suponer que el incremento de este tipo de exposicion
aumentara de manera sostenida en las proximas décadas. Ante este escenario
se requieren estudios que determinen, de la mejor manera posible, el riesgo
que puede suponer para la salud humana la exposicidn a los nhanomateriales.
En particular, hay que incrementar nuestro conocimiento acerca del riesgo que
pueda suponer ante posibles dafios en el material genético de los organismos
expuestos. De hecho ya se propone el nacimiento de un nuevo campo, la
nanogenotoxicologia, debido a los potenciales riesgos genotdxicos de los
nanomateriales y sus posibles mecanismos de accion (Singh et al., 2009).

En este contexto, nuestro estudio se engloba dentro de los esfuerzos por
obtener mas informacién sobre el potencial téxico y genotéxico de estos
compuestos, mediante la adecuacion y desarrollo de las metodologias
existentes para obtener resultados veraces sobre este riesgo potencial,
mediante el cribado de distintos nanomateriales y la realizacién de un estudio
de intercalibracion junto con otros laboratorios. Asi mismo, nuestro estudio
explora otros tipos de condiciones del tratamiento in vitro que simulan
situaciones mas relevantes en términos de exposicion. Estos experimentos nos
han permitido obtener informacion sobre el potencial genotoxico de algunos
nanomateriales, asi como la identificacion de algunos de los puntos flacos y
dificultades que habra que solventar en el futuro de cara a conseguir que las
evaluaciones del potencial téxico se adecuen a situaciones de exposicion

equivalentes a las que se dan en la realidad.
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5.1. CITOTOXICIDAD Y GENOTOXICIDAD DE LOS NANOMATERIALES EN
LOS EXPERIMENTOS CON TRATAMIENTOS AGUDOS

Como se ha podido observar a lo largo de nuestro trabajo, la capacidad de los
distintos nanomateriales para afectar a la viabilidad celular es muy variable.
Esto es cierto no tan solo entre nanomateriales de distintos materiales, sino
incluso entre distintos nanomateriales de la misma composicion obtenidos
utilizando distintos procesos. Esto ha sido especialmente relevante cuando
hemos evaluado los distintos nanotubos de carbono donde hemos observado
que la citotoxicidad puede variar de manera muy acusada entre ellos, siendo
algunos claramente citotéxicos y otros no. También hemos observado, por lo
que respecta a los nanotubos de carbono, que los perfiles toxicolégicos de los
mismos son distintos en funcién del tipo celular, lo que evidencia distintas
propiedades toxicolégicas. Asi, mientras que en la linea Caco-2 los
nanomateriales NM400 y NM402 inducen un claro efecto citotoxico, esto no
sucede en la linea BEAS-2B. En cambio, en la linea BEAS-2B el compuesto
NM401 induce un marcado efecto citotdéxico que no se observa en la linea
Caco-2. Por otra parte, cuando se ensayaron los distintos compuestos de SAS,
todos los nanomateriales de este grupo han sido capaces de inducir
citotoxicidad, con unas curvas de disminucion de la viabilidad bastante
parecidas en la linea 16HBE, que ha sido la linea celular usada en la
evaluacion de este nanomaterial. A pesar de esta respuesta, mas o menos
uniforme, vemos que el compuesto NM200 ha sido el que ha presentado un
menor potencial citotoxico,

Por lo que se refiere a la genotoxicidad de los nanomateriales utilizados en la
primera fase, mediante el ensayo del cometa, se pudo observar que existe
ausencia de la misma con la excepcion de algunos casos muy concretos, como
en el caso del NM401 en la linea Caco-2, donde hay un incremento significativo
del dano en la concentracion mas baja del tratamiento de 3 horas. Sin
embargo, evaluados de manera global, no se puede decir que ninguno de los
nanomateriales ensayados posea potencialidad genotdxica, al menos al ser
determinada mediante el ensayo del cometa.

La ausencia general de genotoxicidad observada en el ensayo del cometa
tanto la obtenida por nosotros como por los otros grupos participantes en el
proyecto, contrasta con los resultados obtenidos en otros estudios citados en la
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literatura. Sin embargo, una rigurosa evaluacion bibliografica muestra
importantes disparidades entre los resultados publicados, observandose que
nanomateriales del mismo tipo muestran citotoxicidades y genotoxicidades muy
variables en funcién del ensayo, linea celular o grupo que lleva a cabo el
estudio.

Si tomamos por ejemplo el caso de los nanotubos de carbono se observa que
se ha realizado un numero importante de estudios, obteniéndose en los
ensayos in vitro distintos perfiles toxicoldgicos. Asi, en el caso del estudio de
Lindberg et al. (2009), donde se exploran las capacidades toxicas de
nanotubos de carbono y de nanofibras de grafito en la linea BEAS-2B, se
detecta dafio en el DNA en la version estandar del ensayo del cometa en los
tres tiempos de tratamiento utilizados: 24, 48 y 72 horas. En cambio, los
resultados obtenidos por este mismo grupo en el ensayo de los micronucleos
no muestran incremento de los mismos respecto a los valores del control. Sin
embargo, otro estudio mas reciente realizado por los mismos autores
(Lindberg et al., 2012) con dos tipos de nanotubos de carbono (SWCNT vy
MWCNT) de longitud corta, utilizando dos tipos celulares distintos como son
BEAS-2B y Met-5A (linea mesotelial de origen humano), observan que en el
ensayo del cometa se obtienen efectos distintos en funcién de la linea,
observando claros incrementos del daino en el DNA con ambos tipos de
nanotubos en la linea Met-5A, mientras que en la linea BEAS tan soélo se
observa un pequefio incremento del dafio en los tratamientos con el SWCNT,
mientras que éste es inexistente con el MWCNT. Hay que sefialar que en este
caso el medio de cultivo de la linea Met-5A esta enriquecido con un 10% de
FBS, mientras que el de la linea BEAS-2B no, lo que podria influir en la
respuesta observada. Hay que remarcar el hecho sorprendente de que,
mediante TEM, observaron que los nanomateriales parecen interaccionar de
manera mas clara con la linea BEAS-2B, pese a que ésta muestra una nula o
baja induccién de dafio genotoxico. Este mismo grupo ha analizado el potencial
genotéxico de estos SWCNT y MWCNT cortos en cultivos de linfocitos
humanos (Catalan et al., 2011) utilizando distintos tiempos de tratamiento (24,
48 y 72 horas) observando que es en el de 48 horas donde hay una induccion
de aberraciones cromosomicas mas elevada. Una posible explicacion de estos
resultados podria ser la necesidad de que pasen al menos dos ciclos celulares
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para que los nanotubos puedan interaccionar con el DNA (una vez se ha
disgregado la membrana nuclear). Sin embargo, los autores también postulan
que estos resultados podrian deberse a un efecto genotoxico secundario
asociado al proceso inflamatorio resultado de la interaccién con los nanotubos
de carbono.

El papel del posible dafio oxidativo causado por la exposicién a nanotubos de
carbono es objeto de gran debate. Asi, algunos estudios han observado que los
MWCNT generan citotoxicidad y dafio en el DNA, pero no del tipo oxidativo. En
el estudio de Cavallo et al. (2012), estos autores observaron que el tipo de
MWCNT utilizado era capaz de inducir genotoxicidad en los tres tiempos de
tratamiento (2, 4 y 24 horas) en la linea celular de origen pulmonar A549, y que
estos nanotubos presentaban efectos citotdéxicos mediante la afectacion de la
integridad de la membrana, evaluados mediante la liberacion de LDH (lactato
deshidrogenasa). Otro estudio del mismo grupo (Ursini et al., 2012) analizo el
efecto de MWCNT-OH (con la superficie modificada). En este caso también se
observd un incremento del dafio no oxidativo en el DNA, asi como un efecto
citotoxico similar, aunque sin liberacion de LDH, sugiriendo que los
mecanismos citotdéxicos involucrados pueden ser distintos. En ambos estudios
se observo que los MWCNT penetran en las células, pero la ausencia de
efectos sobre la integridad de la membrana tras los tratamientos con el
MWCNT-OH sugiere que esta modificaciéon en la superficie de los nanotubos
de carbono juega un papel importante en la interaccion de los mismos con las
células.

Experimentos como los de Di Giorgio et al. (2011) en la linea de macrofagos de
ratbn RAW 264.7 tratadas con SWCNT y MWCNT, también muestran un
incremento del dafio en el DNA medido por el ensayo estandar del cometa, asi
como un incremento de las aberraciones cromosomicas y de la liberacion de
ROS, aunque no generaron una respuesta inflamatoria. Los macréfagos son un
tipo especial de linea celular en el sentido de que una de sus funciones
principales consiste en fagocitar particulas extrafas. Asi, este tipo celular se
puede considerar un tipo celular no representativo de los érganos mas
expuestos, excepto si tenemos en cuenta las vias respiratorias donde éstos
podrian jugar un papel importante en los procesos inflamatorios generados
durante la fagocitacion frustrada de nanotubos de carbono largos y rigidos, que
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conducen a un incremento de la expresion de factores como TNF-a y ROS, o
que puede que no suceda frente a nanotubos de carbono mas flexibles y
enredados (Brown et al., 2007).

En el trabajo de Ema et al. (2012a), donde se llevé a cabo una amplia bateria
de ensayos in vitro e in vivo para determinar el potencial toxico de dos
MWCNT, se observé que ninguno de ellos inducia resultados positivos en un
test bacteriano de reversidn mutagénica, ni eran capaces de inducir
aberraciones cromosomicas cuando eran activados metabodlicamente. En
cambio, cuando no eran activados metabdlicamente los dos nanotubos de
carbono inducian aberraciones cromosdmicas, uno de manera débil y el otro de
manera mas clara. Sin embargo, al realizar el ensayo de micronucleos en
eritrocitos de ratdn tras tratamientos in vivo, ninguno de los dos compuestos fue
capaz de inducir incrementos de la frecuencia de micronucleos. Otro estudio
del mismo grupo (Ema et al.,, 2012b) utilizando ratones tratados de manera
aguda (una unica dosis por instilacion) a 3 y 24 horas, o tratados con dosis
repetidas una vez por semana durante 5 semanas, mostrdé que no hay
incrementos en los niveles de dafo en el DNA, cuando se utiliza el ensayo del
cometa en las células de pulmon, bajo distintas condiciones experimentales. En
otro trabajo del mismo grupo se observan resultados parecidos (Naya et al.,
2012) tras tratamientos en ratas, observandose la ausencia de induccién de
dafo genotoxico en las células de los pulmones, mediante el ensayo del
cometa; sin embargo, si que fueron capaces de observar una reaccién
inflamatoria potente, tanto en los tratamientos agudos como en los repetidos.
Asi, aunque la exposicion a nanotubos de carbono presenta resultados
contradictorios en los diferentes estudios, existe una preocupacion creciente
por su capacidad para iniciar o0 promover procesos cancerigenos. Ante este tipo
de procesos, el estudio de Takagi et al. (2008) muestra que una inyeccion
intraperitoneal de MWCNT en ratones p53", induce un incremento del
desarrollo de mesoteliomas, tal como lo hace el control positivo (amianto),
sugiriendo que los mecanismos por los cuales se desarrollan los tumores son
equivalentes. Por lo que se refiere a estos procesos tumorales, los resultados
de un estudio (Murphy et al.,, 2011) en el que se realizaron inyecciones
intrapleurales de CNTs cortos o largos, sugiere que la longitud de éstos es un
factor critico, ya que los cortos pudieron ser eliminados por el organismo
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mientras que los largos no, induciendo inflamacién aguda y llevando a una
fibrosis progresiva en la pleura parietal. Ademas, existen algunas hipdtesis de
que los nanotubos podrian tener un efecto disruptor durante la mitosis debido a
su similitud estructural con los microtubulos y que, por lo tanto, podrian
interaccionar con los cinetocoros (Sargent et al.,, 2012); sin embargo, los
resultados en el ensayo de micronucleos, que permite detectar actividad
aneugénica, no son concluyentes respecto a la bondad de esta hipotesis.

Por lo que se refiere a las potencialidades genotdxicas de las SAS, también
existen discrepancias entre los distintos estudios. En el estudio de Mu et al.
(2012) estos autores observaron una gran toxicidad a la concentracion de 100
pg/mL de SAS de 14 nm de tamarfio (aunque los aglomerados en el medio son
de 500 nm). En este estudio la concentracion de 10 ug/mL ya genera un dafo
en el DNA muy claro (medido mediante el ensayo del cometa) en las tres lineas
celulares utilizadas (A549; HT29, de origen intestinal y HaCat, queratinocitos
humanos). También en la linea HUVEC (células endoteliales primarias de
cordéon umbilical) se observa un incremento del dano en el DNA y en la
citotoxicidad, observandose la liberacion de ROS (Duan et al., 2013). Otro
estudio reciente (Guidi et al., 2013), llevado a cabo en las lineas A549 y
RAW264.7 muestra que dos tipos distintos de SAS (densa o mesoporica) son
capaces de inducir dano en el DNA (aunque de manera mas marcada en las
RAW264.7) utilizando el ensayo del cometa, asi como el ensayo de
micronucleos, aunque en este ensayo tan sélo se obtuvieron resultados
positivos en la linea RAW264.7.

En cambio, otros estudios no han sido capaces de detectar induccion de dafio
en el DNA mediante el ensayo del cometa. Por ejemplo, en fibroblastos 3T3-L1
no se detectd ningun tipo de efecto en los dos laboratorios que participaron en
este estudio, ni en ninguno de los tiempos de tratamiento (3, 6 y 24 horas), ni
con ninguna de las dos concentraciones utilizadas, 4 y 40 ug/mL (Barnes et al.,
2008).

En otro estudio (Sergent et al., 2012), aunque se observa una pequefia
induccion de la citotoxicidad y del dafio en el DNA, cuando se utiliza la linea
HT29 en tratamientos de 24 horas con SAS de 25 o 100 nm, la relacion dosis-
respuesta observada es negativa, siendo las concentraciones mas altas las que

menos efectos citotdxicos y genotdxicos inducen, cuando se utiliza el ensayo
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del cometa. La existencia de estas marcadas diferencias entre estudios indica
las dificultades para comprender el potencial real que pueden tener este tipo de
compuestos sobre la salud humana.

En los estudios indicados en el trabajo de Gehrke et al. (2013), se observa que
la citotoxicidad de tres tipos de SAS de 12, 40 y 200 nm varia en funcién del
tamafio y de la cantidad de FBS presente en el medio, siendo esta citotoxicidad
mucho mas elevada cuando hay un 1% de FBS en el medio de cultivo,
respecto a cuando hay un 10% en la linea HT29. También se detectd un ligero
incremento en los niveles de dafio en el DNA en el ensayo del cometa, valores
que no se obtuvieron cuando el ensayo del cometa se complementé con FPG.
Loa autores sugieren que esta diferencia de los efectos citotdxicos
probablemente esté ligada al hecho de que una mayor proporciéon de FBS en el
medio puede recubrir de manera mas eficiente la superficie de las
nanoparticulas, modificando su interaccidén con las células y disminuyendo en
consecuencia su citotoxicidad.

Por lo que se refiere a los ensayos llevados a cabo in vivo, estudios sobre el
efecto de particulas de silice en su forma nanométrica o micrométrica, llevados
a cabo en ratones tratados por ingestion durante 10 semanas, se observo un
ligero incremento en la expresion de la enzima alanina aminotransferasa asi
como sobre la toxicidad en el higado, aunque los valores observados son
similares entre los ratones tratados con nano o microparticulas y, a nivel global,
no se encuentran diferencias significativas en el estado de salud general de los
animales expuestos a estos dos grupos de SAS (So et al., 2008).

Por otro lado, cuando las nanoparticulas de SAS se administran por inyeccién
intravenosa en ratones, se ha detectado que éstas pueden causar
complicaciones durante el embarazo (Yamashita et al., 2011). Asi, los ratones
hembras tratados con estos nanomateriales presentaron uteros y fetos mas
pequenos que las no tratadas. Ademas, se localizaron nanoparticulas tanto en
la placenta como en el cerebro e higado de los fetos. Los autores postulan que
este efecto probablemente sea debido a la interaccion de las nanoparticulas
con la estructura y la funcidon de la placenta siendo ésta particularmente
sensible a dichos nanomateriales. Curiosamente, estos efectos desaparecieron

cuando se repitieron estos experimentos con nanoparticulas modificadas en su
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superficie con grupos amino o carboxilo, o que indica la importancia de la
superficie en su capacidad de atravesar la membrana placentaria.

En otro estudio con tratamientos con SAS (Liu et al, 2011) donde
nanoparticulas mesopodricas de 110 nm se inyectaron a ratones en una sola
dosis, o de manera repetida durante 2 semanas, no se obtuvieron signos de
toxicidad bajo ninguna de las condiciones de exposicion. Cuando se analizo la
distribucion de estas nanoparticulas, se observd que éstas se encontraron
principalmente en las células fagociticas en higado y bazo. Un resultado
interesante es el observado en el estudio de Huang et al. (2010) en el que se
observo que en ratones xenotransplantados con melanoma de origen humano
(A375), existia un incremento del tamafio de los mismos cuando los animales
eran expuestos a nanoparticulas de SiO, mesopédricas por inyeccion
intravenosa. Los autores concluyen que la promocion tumoral observada era
debida a una sobreexpresion del gen Bcl-2 y a una inhibicidon de la activacién
del factor NF-kB.

En el caso de las nanoparticulas de TiO, también se han llevado a cabo
distintos estudios para determinar su potencial toxicidad y, como en los casos
anteriores, los resultados obtenidos son muy variables, y a menudo
contradictorios entre si. En el caso del estudio de Petkovic et al. (2010)
investigan el potencial téxico y genotdxico de nanoparticulas de TiO, con
diferentes estructuras cristalinas (rutilo y anatasa) en la linea celular HepG2
(células de carcinoma hepatocelular humano), aunque presentan distintos
tamanos (de 100 y 25 nm concretamente) y observaron que los agregados se
encontraban en el rango nanométrico. Pese a ello, las nanoparticulas con la
estructura cristalina anatasa eran capaces de inducir un incremento del dafio
primario en el DNA, medido mediante el ensayo del cometa, asi como generar
dafio oxidativo, detectado con la incorporacion de la enzima FPG al ensayo.
Mientras que las nanoparticulas con estructura cristalina rutilo no indujeron
dafio en el DNA, evidenciando un posible efecto de la estructura cristalina en el
efecto genotdxico de estos compuestos.

Otro estudio también explora el distinto potencial en funcién de la estructura
cristalina (Falck et al., 2009). En este caso se compararon los efectos de tres
tipos de TiO; en la linea celular BEAS-2B, TiO, nanométrico (rutilo y anatasa) y

TiO, rutilo micrométrico. Sorprendentemente, se observd que el rutilo
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micrométrico presentaba citotoxicidad a concentraciones menores que el TiO,
nanomeétrico anatasa, siendo el rutilo nanométrico el menos citotoxico. Por otra
parte, tan solo el TiO, rutilo micrométrico y el TiO, anatasa indujeron
incrementos del dafo primario en el DNA y soélo éste ultimo indujo un
incremento significativo de la induccion de micronucleos.

El estudio de Catalan et al. (2011), que ya se ha comentado anteriormente,
explora el potencial de incrementar la induccidon de aberraciones cromosomicas
con el mismo compuesto de TiO, anatasa utilizado en el estudio anterior
(aunque en este caso en linfocitos humanos), encontrando un incremento de
estas aberraciones a las 48 horas de tratamiento, siendo estos resultados
concordantes con la induccion de micronucleos observada en el estudio
anterior.

Landsiedel et al. (2010) comparan el potencial genotdxico in vitro e in vivo,
utilizando el test de Ames en Salmonella y el ensayo de micronucleos en la
linea celular V79 (células de pulmén de hamster chino), y el ensayo del cometa
en médula 6sea y pulmén en ratas expuestas a TiO, por inhalacién. En este
caso los resultados obtenidos in vitro no muestran un incremento del numero
de colonias o de micronucleos en los ensayos utilizados. Tampoco la
exposicion in vivo induce incrementos del dafio primario en el DNA.

Por otro lado, el estudio de Husain et al., (2013) indica que la exposicion a
bajas dosis puede inducir procesos inflamatorios en ratones C57BL/6
expuestas a 18, 54, y 162 pg/ratéon de TiO; rutilo mediante instilacidon traqueal.
Esto se valor6 mediante la expresion de varios mediadores inflamatorios,
aunque no se detecté una mayor presencia de neutrdéfilos en la dosis mas baja
(si en las altas). Estos autores también remarcan la retencién del nanomaterial
que se observa en los pulmones, ya que aun se detectan a los 28 dias de la
exposicion. Por lo que se refiere a la induccion de procesos inflamatorios, en
este caso in vitro, el estudio de Ekstrand-Hammarstrom et al. (2011) compara
los efectos de 5 tipos de nanoparticulas de TiO, en tres tipos de lineas
celulares de pulmén, NHBE (cultivo primario de células broncopeiteliales de
pulmén), A549 y BEAS-2B. En este estudio se observa que estos tipos
celulares responden s6lo de manera uniforme a nanoparticulas de TiO, que
tienen las dos estructuras cristalinas, expresando las tres lineas la proteina IL-8

(como sucede tras tres semanas de tratamiento en el experimento crénico con
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el NM102), mostrando diferentes perfiles de expresidén de éste y otros factores
cuando la estructura cristalina de las nanoparticulas es pura. Estos autores
concluyen que el efecto depende de las caracteristicas fisicoquimicas de la
nanoparticula, aunque hay que destacar que en el caso de BEAS-2B éstas se
cultivan sin suero en el medio, pudiendo ello afectar al comportamiento de las
nanoparticulas.

La revision de la bibliografia existente por parte de Shi et al. (2013) revela que
la mayoria de efectos encontrados se pueden deber al uso de concentraciones
muy elevadas de estas nanoparticulas, a causa de su baja citotoxicidad,
aunque se ha observado que en estudios cronicos por inhalacién en ratas (de
dos afnos de duracién) se observan incrementos significativo de tumores
pulmonares.

En resumen, pese a que se han dedicado muchos esfuerzos en la
determinacion de la toxicidad de estos compuestos, los resultados obtenidos no

son concluyentes, ya que a menudo llegan a ser contradictorios entre si.

5.1.1. Factores que pueden afectar las capacidades citotéxicas vy
genotoxicas

De lo indicado en el apartado anterior se desprende que la toxicidad y
genotoxicidad de los nanomateriales puede depender de multiples factores, lo
que explicaria la gran diversidad de resultados observados entre los distintos
estudios encontrados en la literatura; por lo tanto, parece interesante discutir
acerca del papel que algunas propiedades de los nanomateriales o del medio

de cultivo pueden jugar en su potencial genotdxico.

5.1.1.1. Estructura

Las diferencias o similitudes en los perfiles citotéxicos y genotoxicos, se
pueden deber a distintos factores. Asi, por ejemplo, las diferencias observadas
en la citotoxicidad de los nanotubos de carbono en nuestros experimentos
entre las lineas Caco-2 y BEAS-2B, pueden ser debidas a que los distintos
nanotubos, pese a ser del mismo tipo estructural, pueden presentar diferencias
en sus caracteristicas. Una que podriamos destacar es la forma de los
nanomateriales (y su rigidez), que puede afectar a las capacidades citotoxicas
de éstos. Este hecho se ha observado entre nanoparticulas de plata tanto

esféricas como en forma lineal, donde estas ultimas presentan una mayor
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citotoxicidad debido a su interaccion fisica con las membranas celulares, ya
que son capaces de perforarlas (Stoehr et al., 2011) y, consecuentemente,
presentar una mayor citotoxicidad. En nuestro caso, de los cuatro tipos de
CNTs que se han observado en el TEM, tres tienen una apariencia flexible,
mientras que uno de ellos (el NM401) presenta un aspecto mucho mas rigido.
La rigidez, asi como el diametro de las fibras, son parametros que se han
identificados como claves a la hora de inducir mesoteliomas in vivo (Nagai et
al., 2011), lo que supone que es un parametro importante a la hora de de
ejercer efectos bioldgicos. Sin embargo, hay que sefalar que en nuestro caso,
las diferencias de rigidez observadas con este nanomaterial s6lo inducen un
efecto citotoxico en la linea Caco-2, lo que indica que otros factores deben

también interferir en sus efectos bioldgicos.

5.1.1.2. Composicién del medio de cultivo

Un factor que se ha ligado de manera importante a los efectos de los
nanomateriales in vitro es la composicion del medio de cultivo. Debido a la alta
reactividad de la superficie de los nanomateriales, ésta tendra tendencia a
interaccionar con los componentes del medio bioloégico en el que se
encuentran, afectando a la interaccidn entre las nanoparticulas y la de éstas
con las células (Oberdorster et al., 2005).

En nuestro caso, por lo que respecta a las diferencias en los cultivos de las
lineas celulares Caco-2 y BEAS-2B, en las primeras el medio esta enriquecido
con un 10% de suero, mientras que a las BEAS-2B no se le afiade suero, sino
que se adicionan otros compuestos quimicos especificos (insulina, extracto de
glandula pituitaria, factores de crecimiento, etc.). Existen diversos estudios en
los que se observa que la presencia o la ausencia de suero tiene efecto en
varios procesos que afectan al comportamiento de los nanomateriales en los
cultivos in vitro. Por ejemplo, en funcion del tipo de nanomaterial, la presencia
de suero puede incrementar o disminuir las capacidades toxicas de éste, como
se muestra en el estudio de Clift et al. (2010) en el que se observa que en
nanoparticulas de poliestireno de 20 nm, éstas presentaban mayor citotoxicidad
en medio sin suero que cuando este se enriquecié con un 10% de suero.

La composicion del medio y las caracteristicas fisicoquimicas del nanomaterial

estan ligadas a la formacion de la denominada corona proteica, que es el
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conjunto de proteinas que interaccionan con la superficie del nanomaterial.
Esto conlleva a que cambios en las propiedades fisicoquimicas de las
nanoparticulas inorganicas en los distintos medios biolégicos sean
determinantes sobre su posible impacto deletéreo. La interaccion de estos
nanomateriales con cualquier tipo de fluido, ya sea en un organismo (sangre,
mucosidades, etc.) o en un cultivo in vitro, alteran la composicion de esta
corona proteica debido a la adsorcion de las proteinas presentes, en la
superficie de los nanomateriales vy, por lo tanto, tendra un papel crucial en la
reactividad de los nanomateriales y en como se desarrolla la interaccion entre
éstos y las células (Casals y Puntes, 2012). Por lo tanto, la presencia o
ausencia de suero (o algunos otros componentes del medio de cultivo) puede
tener un efecto importante en el comportamiento de los nanomateriales, debido
a la formacion de coronas proteicas distintas. Este hecho se ve confirmado en
el estudio de Haniu et al. (2013), en el que los autores observan que la
internalizacién de los nanotubos de carbono en la linea BEAS-2B depende de
la presencia de FBS; asi, en presencia de éste existe internalizacion, mientras
que esto no sucede si esta linea se trata en un medio sin suero. Ante estos
resultados los autores postulan que la capacidad de internalizar los nanotubos
no es original de esta linea celular, sino que se ve inducida por la presencia de
suero en el medio de cultivo.

Al parecer, la formacion de la corona proteica evoluciona desde que se
incorporan los nanomateriales en el medio hasta que se alcanza un punto de
equilibrio, proceso en el que varia el estado de agregacién que puede ir desde
un estado en el que se forman aglomerados de manera débil hasta un estado
de agregacion irreversible. En este punto cabe comentar que la proteina mas
comun encontrada en los distintos tipos de cultivo es la BSA, la cual incrementa
de manera significativa la biocompatibilidad de los nanomateriales (Casals et
al., 2010).

5.1.1.3. Propiedades de la superficie

La carga eléctrica de la superficie de los nanomateriales parece tener un efecto
directo en la formacion de la corona proteica. Asi, en el estudio de Mortensen
et al. (2013) se modifico la superficie de un mismo tipo de SAS, obteniéndose
tres tipos distintos: un tipo con carga negativa (grupos carboxilo en la
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superficie, COO"), un tipo con carga positiva (grupos amino en la superficie, —
NHy) y el tipo sin modificar. Al aiadir estos tipos de SAS en un medio de cultivo
con FBS, se analizé si la dinamica de agregacién y la toxicidad se veian
afectadas por la carga de la superficie. Los resultados de este estudio
mostraron que la SAS con grupos carboxilo era la menos citotoxica y la que
presentaba agregados mas pequefios. Estos estudios confirman la importancia
de la carga en el posible efecto toxico del nanomaterial.

Los efectos de la superficie en la citotoxicidad también se han detectado en el
estudio de Suresh et al. (2012), donde se observa que distintas cargas y/o
distintas moléculas conjugadas en la superficie de nanoparticulas de plata, del
mismo tamarfo y forma, afectan al perfil toxicolégico de las mismas. Existen
otros estudios que apuntan en la misma direccion, como el realizado por
Grabowski et al. (2013), quienes investigan los efectos de los cambios en la
carga eléctrica de la superficie en el potencial toxico de nanoparticulas de
PLGA, (poliacido lactico-co-glicélico; un copolimero) en la linea celular de
origen pulmonar A549. En dicho trabajo observan que las nanoparticulas
cargadas negativamente inducen una mayor expresion de factores
proinflamatorios (IL-6, IL-8) ligado a una mayor internalizacion de éstas,
aunque los efectos téxicos son similares en todos los tipos de nanoparticulas
utilizados. En otro estudio (Sasidharan et al., 2011), se modificé la superficie de
grafeno, mediante la funcionalizacion con grupos carboxilo, observandose que
el grafeno sin modificar presenta una mayor citotoxicidad, posiblemente debido
a su alta hidrofobicidad y a su mayor interaccion con las células; en cambio, el
grafeno modificado no muestra efectos citotoxicos, pese a que aparentemente
es internalizado por las células.

Hay estudios en los que la superficie de los nanomateriales se modifica
mediante la adicion de una sustancia analoga del surfactante pulmonar. En
estos casos estas modificaciones tienen un marcado efecto sobre las
capacidades genotoxicas y proinflamatorias (de los nanotubos de carbono
utilizados en este estudio), capacidades que se ven incrementadas de manera
significativa (Gasser et al., 2012). De hecho, este tipo de adicion empieza a ser
una recomendacion habitual en los estudios con lineas celulares originarias de
pulmén (Schleh et al.,, 2013). Aunque el uso del surfactante puede estar

justificado cuando se utiliza este tipo de células, ya que se quiere simular las
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condiciones en las que se puede encontrar el nanomaterial en el sistema
respiratorio, el uso de este tipo de sustancias en experimentos de toxicidad in
vitro puede llegar a generar confusion en los resultados obtenidos, no sélo por
el posible efecto genotdxico que puede llegar a tener, sino porque éste afecta
de una manera no realista a la superficie de los nanomateriales (Patlolla et al.,
2010). Asi, aunque exista el interés en conseguir una dispersion donde las
particulas se encuentren en su forma primaria, o bien en forma de agregados lo
mas pequefios posible (debido al interés que pueda tener la forma
nanoparticulada), la adicion de surfactantes puede llevar a no reflejar la
verdadera naturaleza y potencial de la exposicidon a estos nanomateriales,
llevando a un escenario de exposicion no acorde con la realidad (Singh et al.,
2009). Ademas, el uso de surfactantes podria estar afiadiendo otro grado de
complejidad de cara al resultado final y a su posible interpretacion, a no ser que
dicha adicion tenga una justificacion bioldgica clara.

Otra situacion que acontece en el caso de los nanotubos de carbono, aunque
también puede suceder con otras nanoestructuras, es la cantidad de impurezas
que puedan tener. Durante los distintos procesos de sintesis de estos
nanomateriales, se da con relativa frecuencia la incorporacion de otros atomos
en la estructura, como por ejemplo de Fe o Ni. En estos casos, la movilizacién
de estos atomos al medio es posible, generando posibles efectos no
dependientes del CNT utilizado. Sin embargo esta movilizacion puede
depender de distintos factores asociados con el medio biolégico en el que se
encuentre, asi, el pH, las proteinas, la estructura del nanotubo o el tiempo de
incubacion pueden ser factores que afectan a la mayor o menor liberacion de
estos atomos (Ge et al., 2012).

Estas interacciones complejas entre el nanomaterial y el medio bioldgico,
puede conllevar a un incremento de la biocompatibilidad o de la bioadversidad
de éstos ya que las moléculas que interaccionen con los nanomateriales
pueden generar cambios en su estructura y en su capacidad de interaccion con
las células. Por lo tanto, la comprension de las interacciones en la superficie de
los nanomateriales es esencial para ser capaces de entender los factores que
la producen y desarrollar herramientas que puedan predecir las capacidades

téxicas de un nanomaterial, en funciéon de sus distintas propiedades como el
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tamano, forma, carga eléctrica o funcionalizacién de la superficie (Nel et al.,
2009).

5.1.2. Interaccion de los nanomateriales con los componentes de los
distintos ensayos de citotoxicidad y genotoxicidad

Existen distintos estudios que indican que los nanomateriales, principalmente
debido a su gran relacion superficie-volumen, son capaces de interaccionar con
distintos componentes que constituyen factores esenciales de los ensayos
encaminados a generar informacién sobre los comportamientos de los
nanomateriales. Esto es especialmente importante en los ensayos
colorimétricos o fluorométricos utilizados para medir la citotoxicidad de las
células en cultivos in vitro (Worle-Knirsch et al., 2006). Estas interacciones se
han puesto de manifiesto en el estudio de Belyanskaya et al. (2007), quienes
detectaron que en funcién de la purificacion de un SWCNT, éste era capaz de
—seoestrar” el compuesto del ensayo MMT, impidiendo que éste entrara y se
redujera en las células, dando lugar al formazan violeta; induciendo, por lo
tanto, una aparente disminucion de los valores de viabilidad observados.

Son distintos los estudios que sugieren que puede existir una interaccién entre
nanomateriales y diversos componentes del ensayo del cometa. En este
contexto Rajapakse et al. (2013) sugieren que las nanoparticulas de TiO, son
capaces de inducir incrementos en el daio en el DNA debido a su capacidad
de interaccionar con el nucleoide, una vez eliminadas las membranas y el resto
de las estructuras celulares durante la lisis en el ensayo del cometa, y no
debido a los efectos del tratamiento en si. Otro estudio sugiere que los restos
de nanomateriales derivados del tratamiento que no han sido eliminados
podrian tener la capacidad, debido a su alta reactividad, de —seuestrar” la
enzima FPG e impedir que lleve a cabo su funcién y, por lo tanto, que se
subestime el efecto genotdxico debido al dafio oxidativo (Kain et al., 2012). En
las imagenes de los cometas obtenidas en los tratamientos llevados a cabo en
nuestros experimentos crénicos a bajas dosis, se ha podido observar como los
nanomateriales utilizados estan interaccionando con los cometas. En este
contexto, en el estudio de Kermanizadeh et al. (2013), donde se realizan varios
ensayos con un panel de 10 nanomateriales distintos, se observa una gran

variabilidad de la respuesta en el ensayo del cometa con FPG, siendo los
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valores obtenidos en algunos casos menores a los del ensayo estandar,
mientras que en otros casos los valores obtenidos son mayores, tal y como
seria esperable. Asi pues, estas variaciones observadas en el ensayo del
cometa tras los tratamientos con nanomateriales responderian a las posibles
interferencias ocasionadas por los nanomateriales.

Por lo que se refiere al ensayo de micronucleos, hemos tenido que realizar
algunos ajustes en el protocolo estandar a la hora de realizar ensayos con
nanomateriales. Esto es debido, principalmente, a su naturaleza particulada. En
este caso las interacciones de los distintos nanomateriales con el ensayo viene
dada por la adicion de citocalasina-B. La adicion de este compuesto no solo
impide la citocinesis, sino que también tiene un efecto en el correcto desarrollo
de la endocitosis, impidiéndola. Asi, la inclusion de este compuesto al mismo
tiempo que el tratamiento puede dificultar o impedir la interaccion del
nanomaterial con la célula (Gonzalez et al., 2011). En consecuencia, se ha
adaptado el protocolo, y se afade la citocalasina-B a las 6 horas de iniciar el
tratamiento, con la intencion de posibilitar la internalizacion del material (si tiene
esta capacidad) y, asi, evitar posibles falsos negativos debido a la falta de

interaccidon entre nanomaterial y célula.

5.2. ESTUDIOS DE INTERCALIBRACION (ROUND ROBIN TEST)

Los estudios de intercalibracion de una misma metodologia entre distintos
laboratorios en una herramienta basica a la hora de definir la bondad o no de
un determinado protocolo, Estos estudios son los denominados —el validaciéon”
que son los aceptados por todas las organizaciones internacionales a la hora
de aceptar criterios para regular el uso de nuevos compuestos.

En el caso del proyecto Nanogenotox, las inconcreciones de los datos
obtenidos en la fase de screening, conllevé a la incapacidad de tomar una
decision firme e inequivoca en lo que respecta, tanto a la linea celular como al
ensayo a utilizar en el estudio de intercalibracion. Como consecuencia de esta
incapacidad se decidi6 llevar a cabo el estudio con dos lineas celulares (BEAS-
2B y Caco-2) y con dos de los ensayos (ensayo del cometa y ensayo de
micronucleos). La ventaja de este tipo de estudios es que el mismo tipo de
estudio se realiza en distintos centros, lo que permite extraer conclusiones

bastante generales sobre la replicabilidad de las metodologias propuestas. En

144



Discusion

nuestro caso todos los grupos (12) trabajaron con los mismos nanomateriales y
la mitad (6) de los grupos usaron la linea BEAS-2B, mientras que la otra mitad
(6) lo hicieron con la Caco-2.

Los resultados obtenidos en el Round Robin test, realizado con los
nanomateriales mas prometedores, han mostrado que en algunos casos hemos
podido detectar induccion de genotoxicidad. Asi, en el ensayo de micronucleos
realizado en nuestro laboratorio, dos de los nanomateriales, el NM110 y el
NM403 (ZnO y CNT) han dado un resultado positivo mientras que con el
NM203 se obtuvo un resultado equivoco. Por otra parte, el NM102 present6 un
resultado positivo en el ensayo del cometa. Si consideramos el resultado
global, obtenido en todos los laboratorios participantes, se observa una
importante variabilidad, entre grupos, en lo que se refiere a los resultados
obtenidos, siendo pocos los casos en los que se ha alcanzado una unanimidad.
Esto unicamente ha sucedido al detectar los efectos positivos del ZnO en la
linea Caco-2 en el ensayo de micronucleos, junto con la casi unanimidad
obtenida en los resultados positivos obtenidos con TiO,, en la linea BEAS-2B,
cuando se utilizé el ensayo del cometa.

Una posible explicacion de la disparidad observada entre los resultados
obtenidos puede atribuirse a que los efectos genotdxicos reales generados por
los nanomateriales son muy leves, lo que haria que fueran dificiles de detectar
y, como consecuencia del error muestral, pudiera haber resultados cercanos a
la significacion estadistica que, debido a la variacion experimental, pudieran
caer en algunos casos en el lado positivo y en otros en el lado negativo.

En consecuencia la metodologia utilizada no ha sido validada a causa de la
ausencia de tendencias claras y contrastables del conjunto de resultados
obtenidos.

A la hora de interpretar los resultados obtenidos en el ensayo de
intercalibracion, aparte de los posibles factores de confusion que se pueden dar
en los ensayos in vitro discutidos anteriormente, en el caso particular del Round
Robin test nos encontramos con otra serie de factores que pueden afectar a la
robustez y homogeneidad de los resultados obtenidos, tal y como se comenta a

continuacion.
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5.2.1. Consideraciones a tener en cuenta en los estudios de
intercalibracion entre laboratorios

A nivel logistico, uno de los problemas principales puede ser el uso de
diferentes equipamientos en cada laboratorio, en nuestro caso especificamente
el sonicador: Cada institucion ha usado el propio que ya existia en el
laboratorio con la excepcidn de aquellos que no lo tenian y se acordd que
utilizaran el Branson Sonifier D450. El problema radica en que distintos
sonicadores aplican distintas cantidades de energia a la muestra, pudiendo
afectar al grado de dispersion de ésta. Por otra parte, el tipo de sonicacion,
realizada en un sistema abierto, puede conllevar a que ligeros cambios en la
manera de proceder en el laboratorio induzcan variaciones entre las muestras
dispersadas. Asi, un mal ajuste de la profundidad de la sonda, o que ésta toque
las paredes del vial, conllevara que la energia se disipe, afectando menos a la
muestra y, por lo tanto, a su grado de dispersion y, en consecuencia, al tamafo
de los agregados. Por lo tanto, el uso de sonicadores distintos y algunos
pequeios cambios en el procedimiento de dispersion pueden conllevar que el
estado de dispersion de la solucidon stock sea ligeramente distinto entre
laboratorios, pudiendo ser éste un factor que contribuya a la disparidad de los
resultados. Algunos autores han postulado que un factor a tener en cuenta es
la cantidad de energia aplicada por unidad de tiempo y, siendo conscientes de
la disparidad de los instrumentos utilizados para la dispersion entre distintos
laboratorios, proponen que éstos sean calibrados entre diferentes grupos
mediante la cuantificacion de los incrementos calorimétricos como indicador de
la energia aplicada a la muestra, y en consecuencia, ajustar el tiempo (Taurozzi
et al., 2010; 2012).

5.3. EXPERIMENTOS CRONICOS

En los estudios in vitro existe una tendencia a utilizar concentraciones muy
altas para determinar con que concentracion los nanomateriales empiezan a
inducir efectos deletéreos. En muchos casos esto supone utilizar
concentraciones muy altas aunque, en los escenarios de exposicion reales, es
imposible que se den este tipo de condiciones. Por lo tanto parece mas realista
la utilizacién de bajas dosis y llevar a cabo esta exposicion de manera cronica

mas que aguda. Asi, el hecho de que sean tratamientos continuados a lo largo
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del tiempo también es una condicidon mas realista que la aplicacion de una sola
dosis en un periodo de exposicién corto. Ligado a este hecho, y tratando con
nanomateriales, la cantidad y volumen de los agregados sera menor a bajas
dosis que a dosis mas elevadas, debido a la menor interaccién entre las
propias particulas del nanomaterial. Por lo tanto, el uso de concentraciones
bajas puede tiene una serie de ventajas, principalmente derivadas de su mayor
adecuacion a las concentraciones que puedan suceder en un escenario de
exposicion realista. Esto es muy importante si queremos obtener informacién

que sea relevante en términos de riesgo.

5.3.1. Genotoxicidad e internalizacién

Por lo que se refiere a los resultados obtenidos en los estudios de la
internalizacién del NM102, hemos visto que en el ensayo de DCFH-DA se
observa una fuerte internalizacién del TiO,, ya a las 24 horas de tratamiento,
llegando a aumentos sensibles de ésta a las tres semanas de exposicion
(ambos aspectos confirmados por las imagenes del TEM). Es probable que
cuando los niveles de internalizacion ya son altos, debido a la exposicion
continuada, las sucesivas divisiones celulares hacen que los endosomas se
separen entre las células hijas, incrementando la concentracién celular. Aunque
no se tiene informacién sobre el destino del contenido de estos endosomas, el
ensayo de DCFH-DA muestra que no hay incremento de ROS intracelular,
acorde con los resultados obtenidos en el ensayo del cometa. Por lo tanto,
hemos observado en este caso que la internalizacion per se, no supone riesgo
genotoxico, ya que dependera de las caracteristicas genotdxicas del
compuesto en cuestion.

Una situacion opuesta la tenemos con los nanotubos de carbono. Con este
nanomaterial los resultados del ensayo DCFH-DA muestran que no hay
internalizacidn importante de los mismos, aunque en algunas de las imagenes
obtenidas asi lo parece. La medicion de la internalizacién en el ensayo de
DCFH-DA se basa en la diferencia de densidad entre las células, que genera
una refraccién del laser. En las imagenes obtenidas se puede observar que la
cantidad de nanotubos en los lisosomas es baja, no sélo en cuanto al numero,
sino también debido a que estos nanotubos son huecos por dentro y, por lo
tanto, tienen baja densidad. A pesar de la baja internalizacion, en este ensayo
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hemos detectado una gran cantidad de ROS generada en el interior de las
células tratadas con este nanomaterial.

Asi, los resultados obtenidos en los experimentos cronicos a bajas dosis
muestran que los dos nanomateriales se comportan de manera distinta por lo
que respecta a la induccion de efectos genotoxicos; asi, en el caso del TiO,,
éste no induce genotoxicidad, ya sea dafo primario en el DNA o induccién de
micronucleos. La falta de induccién de dafio genotoxico por parte del TiO;
sorprende cuando se comparan con los resultados de internalizacion, donde se
ha observado que una cantidad significativa de este nanomaterial es capaz de
entrar en las células. Por otra parte, los nanotubos de carbono son capaces de
inducir incrementos en la frecuencia de micronucleos en todos los tiempos
ensayados aunque, fundamentalmente, con la concentracion mas alta utilizada.
La persistencia de esta induccion indica que, a pesar de que los micronucleos
formados son eliminados o se pierden a medida que las células se van
dividiendo, el tratamiento crénico supone la induccion continua de roturas
cromosomicas, o alteraciones en el nucleo, que se transforman en
micronucleos. Para este compuesto, la induccion de ROS podria explicar los
niveles de dafo observado, en clara contraposicion con los resultados
obtenidos en el ensayo del cometa, donde no hay induccién de dafio, tampoco
del tipo oxidativo. Aunque algunos autores han postulado que los nanotubos
pueden inducir alteraciones cromosomicas mediante la interaccion de éstos
con el cinetocoro durante la mitosis (Sargent et al., 2012), no se han hecho
estudios de FISH para corroborar esta hipotesis y discriminar si los

micronucleos observadas se han ocasionado por roturas o por aneuploidias.

5.3.1.1. Desventajas del TEM y del ensayo DCFH-DA para la medicién de la
internalizacion.

Aunque la utilizacion de TE; es una herramienta estandar en los estudios de
internalizacidén de los nanomateriales, la visualizacion por TEM puede dar lugar
a imagenes no representativas de la realidad. Asi, por ejemplo, en la
observacion de los nanotubos de carbono, se observan que estos tienen
tendencia al enmarafnamiento; pero si tenemos en cuenta el procedimiento
utilizado, que consiste en depositar una gota y secarla, en realidad estamos

obteniendo una visualizacion en dos dimensiones de una situacion en tres
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dimensiones. Aunque la visualizacion de la interaccidon de los nanomateriales
con las células se puede observar en cortes concretos, éstos se hacen al azar
sin que se pueda obtener una secuencia especial de los cortes. Esto se podria
solucionar mediante otras técnicas microscopicas como la microscopia
hiperespectral que es capaz de visualizar distintos planos en el interior de la
célula. Por lo que se refiere a la técnica de DCFH-DA, aunque esta técnica
puede no ser la mas adecuada para medir la internalizacion de algunos
nanotubos, si que se puede considerar como una técnica complementaria a
otras mas potentes como puede ser el TEM. De todas maneras, aunque la
internalizacién es una informacion basica que se requiere conocer a la hora de
evaluar un nanomaterial, su internalizacion (como sucede con el TiO2) no
siempre supone riego genotoxico. Sin embargo, la falta de internalizaciéon

podria (en algunos casos) explicar la falta de efectos genotoéxicos.

5.3.2 Expresion de factores proinflamatorios

En la determinacion de los niveles de expresion de las distintas interleucinas
estudiadas (IL-1B, IL-6 y IL-8), se ha observado que no existen cambios
significativos tras las exposiciones al compuesto NM102 durante 4 semanas,
mientras que tras el mismo tiempo de tratamiento, el compuesto NM403 induce
una disminucion muy significativa de la expresion, respecto al control, en los
tres tipos de interleucinas. Generalmente los estudios sobre cambios en la
expresion de interleucinas se han realizado en células del sistema inmunitario
ya que son mas sensibles a los estimulos capaces de inducir este tipo de
respuestas. Por ejemplo, el estudio de Murphy et al. (2012) demuestra que tras
la exposicion a distintos tipos de nanotubos de carbono no hay incrementos en
la expresion de las mismas en la linea Met-5A, aunque esto si que sucede en
la linea THP-1 (linea de monocitos humanos) cuando éstos son expuestos a
nanotubos de carbono largos. Cuando la linea Met-5A se expone a medio de
THP-1 condicionado por la exposicion a estos nanotubos, también se observan
incrementos de la secrecidon de las interleucinas estudiadas. Cuando se
comparan nuestros resultados con los obtenidos en el estudio de Wang et al.
(2013), en el que se exponen células de la linea SAECs (small airway epithelial
cells) durante 6 meses a distintas concentraciones muy bajas de nanotubos de

carbono y amianto, se observa que las capacidades inflamogénicas de estos
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dos compuestos es muy distinta; asi, mientras que el amianto induce una
sobreexpresion muy elevada de todas las interleucinas estudiadas, tras los
tratamientos con nanotubos de carbono existe una disminucién significativa de
la expresion de estos factores respecto al control para IL-8 y IL-1B (donde
observan una disminucion importante de la actividad de la via NF-kB). Asi, los
resultados que hemos obtenidos son coherentes con este estudio de
exposicion crénica con bajas dosis. Es muy interesante recalcar que estos
autores observan una induccion de la iniciacion tumoral de estos compuestos
(amianto y nanotubos de carbono), indicando que las vias de senalizacion
activadas por las cuales generan estos efectos, son distintas en funcion del

compuesto, lo que supone mecanismos distintos.

5.3.3. Potencial transformante de los nanomateriales

Hay que recordar que la genotoxicidad es un marcador de potencialidad
carcinogénica para aquellos carcindbgenos que actuan por la via genotoxica. Sin
embargo, resultados negativos en un ensayo de genotoxicidad no supone
ausencia de riesgo carcinogénico, ya que existen carcindgenos que actuan
mediante una via no-genotoxica, afectando a los procesos de promocion mas
que a los procesos de induccién. Asi, para evitar falsos negativos se requieren
marcadores in vitro que detecten transformacion celular. En este contexto, los
resultados obtenidos en el ensayo del soff-agar después de 4 semanas de
tratamiento, muestran que los nanotubos de carbono son capaces de inducir
incrementos en el numero de células capaces de crecer sin anclaje (marcador
ligado a la promocion tumoral). Esto se ha observado con dos de las
concentraciones utilizadas, incluyendo la mas baja de 1 pg/mL. En nuestro
caso, este incremento se podria explicar por la capacidad de este nanomaterial
de inducir dano genotoxico, como observamos en el ensayo de micronucleos.
Por tanto, la induccién continuada de dafo genotéxico puede estar ligada a
este proceso de transformacion celular detectado.

En el estudio reciente, ya comentado (Wang et al., 2013), realizado con dosis
subtoxicas (1 ug/mL) de nanotubos de carbono y amianto (crocidolita) tratando
de forma crénica durante 6 meses cultivos de células humanas (SAEC), se ha
observado que la capacidad de induccién de la iniciacion tumoral es muy alta,

incluso superior a la del amianto, considerado como control positivo. Esta
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induccidén estaria en consonancia con los resultados que nosotros hemos
obtenido en nuestro tratamiento de 4 semanas, sugiriendo que quizas el
mecanismo por el cual se induce esta transformacion celular es el mismo.

Hay que tener en cuenta que, in vivo, la capacidad de los nanotubos de
carbono para inducir efectos similares a los del amianto va a depender de su
capacidad para formar agregados en forma de fibra (similares estructuralmente
al amianto) en lugar de agregados amorfos (Osmond-McLeod et al., 2011).

Por lo que sucede en los tratamientos con TiO,, pese a que muestran una
tendencia a incrementar el numero de colonias, ninguno de los efectos
observados consigue alcanzar la significacion estadistica. Nuestro resultados
no parecen coincidir con lo encontrado en el estudio de Huang et al. (2009),
donde también investigan los efectos de tratamientos cronicos con TiO, (10
pMg/mL). Estos autores si que observaron incrementos de la capacidad
transformante de dos tipos celulares distintos, NIH-3T3 (fibroblastos de raton) y
HFW (fibroblastos humanos). Ambas lineas crecen en medio con 10% de FBS
y el ensayo se llevo a cabo tras 11 semanas de tratamiento. De manera distinta
a lo encontrado por nosotros estos autores también encuentran incrementos en
la frecuencia de micronucleos, ya en la tercera semana de tratamiento. Los
autores postulan que este incremento en la frecuencia de micronucleos puede
deberse al incremento de aberraciones cromosdémicas numeéricas provocado
por la interferencia de estas nanoparticulas con el huso mitético, aunque no
llevaron a cabo ningun ensayo de FISH para demostrar tal hipdtesis.
Concordando con los efectos genotdxicos observados en su estudio, los
autores también detectan la induccion de ROS en los cultivos tratados con

TiO,, a diferencia de lo que nosotros hemos detectado.

5.4. CONSIDERACIONES Y PERSPECTIVAS DE FUTURO EN EL ANALISIS
DEL POTENCIAL TOXICOLOGICO DE LOS NANOMATERIALES

Como ya hemos indicado en distintos puntos, el proyecto Nanogenotox se
engloba dentro de los esfuerzos llevados a cabo para ampliar el conocimiento
sobre las capacidades téxicas de los nanomateriales, con el objetivo de
desarrollar una metodologia robusta para caracterizar su potencial de marera
rapida y eficiente, que sirva para establecer un marco regulatorio acorde a las
nuevas propiedades de estos compuestos. Dentro de este contexto se ha
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intentado obtener un protocolo de dispersion universal y determinar su
potencial como herramienta en la determinacion del potencial toxico de los
nanomateriales. El hecho de no haber conseguido resultados claros puede ser
tanto resultado de las metodologias utilizadas como de que los nanomateriales
utilizados no sean compuestos altamente genotdxicos. De todas maneras,
existen toda una serie de aspectos que pueden influir en los resultados

obtenidos, tal y como se comenta a continuacion.

5.4.1. El dilema de la dosis métrica

En nuestro proyecto hemos usado la masa como dosis métrica ya sea en
pMg/mL o en pg/cmz, por volumen o area, tal como es habitual en la mayor parte
de los estudios llevados a cabo hasta ahora. Sin embargo, y como se ha
comentado anteriormente, en el Round Robin test fue necesario ajustar los
volumenes usados entre laboratorios para que la relacion fuera la misma en
todos ellos. Actualmente existen varios autores que sostienen que ésta no es la
dosis métrica adecuada para medir las concentraciones de nanomateriales
utilizadas en ensayos de toxicidad.

Asi, estudios como el de Duffin et al. (2007), en el que se utilizaron cantidades
iguales en masa de distintos nanomateriales (con muy baja toxicidad y
diferentes tamafos) para llevar a cabo tratamientos en ratones, observaron que
los nanomateriales que presentaban una mayor capacidad inflamatoria eran los
que tenian un area de superficie especifica (area de superficie por unidad de
masa) mas elevada, remarcando la importancia de la relacion entre la
superficie, la dosis y la reactividad de los nanomateriales.

Otros autores (Pompa et al., 2011) después de realizar tratamientos en
Drosophila melanogaster con nanoparticulas de oro de diferentes tamafos,
sugieren que el parametro clave en la toxicidad de estas nanoparticulas radica
en el numero total de las mismas, y proponen este parametro (numero de
nanoparticulas) como el mas adecuado para determinar las concentraciones de
nanomaterial.

En cambio, se encuentran otros autores que contradicen que la superficie
especifica o el numero de particulas sean los parametros adecuados para la

medicién de la concentracion y proponen que la superficie total disponible o la
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masa con medidas adecuadas sea el parametro de eleccion (Murray et al.,
2012).

Otro problema afadido es la determinacién de la dosis que interacciona con las
células. Aunque la mayoria de estudios no realizan experimentos para
determinarla, si que empiezan a aparecer estudios proponiendo nuevas
metodologias para realizar esta medicién (Cohen et al., 2013).

Como se observa de todo lo indicado, la comunidad cientifica todavia no ha
llegado a un consenso respecto a que parametro dosimétrico es el mas realista
en las exposiciones a nanomateriales. Con las condiciones cambiantes de la
mayoria de ellos, a lo largo de un tiempo de tratamiento, es importante que
podamos ser capaces de identificar qué cambios en los parametros influyen en
la toxicidad u otros efectos deletéreos. La propuesta de metodologias
complejas puede suponer que la mayoria de laboratorios sean incapaces de
poderlas llevar a cabo, ya que requieren instrumental muy especifico. Esto
puede suponer una dificultad afiadida a las intenciones de encontrar un método
sencillo, rapido y efectivo para determinar el potencial téxico de los

nanomateriales.

5.4.2. La relevancia de la sonicaciéon en las propiedades de los
nanomateriales

El desarrollo de nuestros experimentos ha requerido la dispersion previa de los
nanomateriales utilizados, con la intencion de que éstos se encontraran en su
forma mas cercana a la particula primaria. Para ello se ha realizado la
sonicacion de éstos en medio de dispersion. Hay que comentar que ésta es
una actividad ampliamente recomendada en todos los protocolos que utilizan
nanomateriales. Como se ha comentado anteriormente, pese a que la
sonicacion es un método muy eficaz para individualizar los nanomateriales
evitando aglomeraciones, también puede resultar un proceso agresivo, ya que
se aplica una gran cantidad de energia a las muestras. Por ello, existe la
posibilidad de que se incremente la disolucion de algunos nanomateriales,
como puede suceder en el caso de las nanoparticulas metalicas, como las de
ZnO. En el estudio de Aruoja et al. (2009), se observd que diferentes tipos de
ZnO (micrométrico, nanométrico e idnico) presentan una citotoxicidad similar en

la microalga Pseudokirchneriella subcapitata después de que se dispersaran en

153



Discusion

el medio, mediante sonicacion durante 30 minutos. Los autores postulan que
esta similitud puede ser debida al paso (solubilizacién) de la forma
nanoparticulada a la forma ionica, ya que detectaron importantes incrementos
de esta forma en la dispersion del ZnO, tanto micro como nanométrica.

Otro ejemplo similar se puede encontrar con los SAS, con los que se ha
observado que la solubilizacion en medio acuoso puede suceder de manera
espontanea (Diedrich et al., 2012) y, posiblemente, este proceso se podria ver
acelerado en nuestro caso al aplicar la sonicacion durante el protocolo de
dispersion, tal como sucede con algunas nanoparticulas metalicas, como se ha
comentado anteriormente.

La sonicacion del nanomaterial no sélo puede tener un efecto en la
solubilizacion del compuesto, sino también en su estructura. En las imagenes
obtenidas por TEM de los distintos nanotubos de carbono, se ha observado
que dentro de la misma muestra existe una importante variabilidad por lo que
se refiere a la longitud de los mismos, asi como que varios de ellos parecen
haber sufrido danos a nivel estructural. Ademas, en las imagenes observadas
mediante TEM sobre la interaccion de los nanomateriales con las células, se
han tomado imagenes de la endocitosis de nanotubos de carbono que también
presenta el aparente dafio estructural. En el estudio de Brown et al. (2007) en
el que se investiga el papel de la longitud de los nanomateriales y la
fagocitacion incompleta, se sonican los nanotubos de carbono a muy baja
energia, precisamente para evitar el acortamiento de éstos por rotura. De todas
maneras, el acortamiento o rotura podria facilitar la internalizacion y producir
efectos dificiles de observar con nanotubos de carbono de mayores longitudes.
Otro punto de interés es el uso de BSA en el protocolo para mantener la
estabilidad de la dispersién. Como ya se ha comentado, la presencia de suero
en el medio de cultivo puede tener efectos en el comportamiento de los
nanomateriales. Estudios como el de Das et al. (2012), muestran que la
conjugacion de BSA en la superficie de la nanoparticula puede disminuir su
toxicidad. En dicho estudio, se conjugan distintas biomoléculas (acido
aspartico, citrato trisédico dihidrato y BSA) en la superficie de nanoparticulas
de oro, no presentando toxicidad las nanoparticulas conjugadas con BSA, al
tiempo que presentan una mayor estabilidad, mientras que las otras son menos

estables y mas téxicas. Este hecho levanta sospechas sobre la posibilidad de
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que, como norma general, la adicion de BSA sea capaz de enmascarar los

nanomateriales o bien modificar la interaccion con las células.

5.4.3. La relevancia de los ensayos in vitro

Aunque esta claro que los estudios in vitro no mimetizan a los estudios in vivo,
son la herramienta menos mala de las que disponemos para determinar de una
manera rapida y economica, y sin utilizar animales, el comportamiento téxico/
genotoxico de los nanomateriales bajo estudio. EI hecho de sus aparentes
ventajas, no nos debe hacer olvidar sus limitaciones. Asi, casi la totalidad de
los ensayos realizados in vitro se realizan en células sumergidas en un medio
de cultivo y esta situacidén no es en la que se encuentran las células que forman
parte de las barreras fisiolégicas, que son las mas susceptibles de interaccionar
con los nanomateriales. El establecimiento de este tipo de experimentos in vitro
clasicos conlleva que los nanomateriales entren en contacto con un medio
biolégico mas representativo del torrente sanguineo (0 de una exposicion
global) que no de las barreras fisiologicas, anadiendo mas complejidad al
sistema. La calidad o estabilidad de la dispersion y las distintas velocidades de
sedimentacién (influenciados por la composicion del medio), pueden afectar a
la capacidad de internalizacién de los materiales in vitro (Kato et al., 2010). En
cambio, otros estudios recalcan que el efecto del tratamiento con
nanomateriales dispersados mediante sonicacion in vitro en realidad esta
incrementado de manera artificial lo que sucede en las exposiciones in vivo.
Esto es debido al efecto de la rapida formacion de agregados, la sedimentacion
de éstos en el medio liquido y al movimiento browniano que presentan en el
fondo, incrementando hasta 1000 veces la probabilidad del contacto
nanomaterial-célula. Otros autores postulan que parte del efecto observado en
los estudios in vitro puede ser debido a fendmenos de saturacion, impidiendo a
la célula desarrollar sus funciones de manera normal (Wittmaack, 2011).
Actualmente se estan empezando a desarrollar distintas alternativas en las que
los cultivos in vitro se someten a exposiciones en interfases aire-liquido (dénde
las células estan en contacto con el medio de crecimiento por su parte basal),
ya que pueden ser mas representativas de las exposiciones que se dan in vivo.
En un estudio reciente (Raemy et al., 2012) se compara este método, tratando
las células con aerosoles de nanoparticulas de ZnO, con el tratamiento de
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células sumergidas tratadas con una cantidad equivalente de nanomaterial. En
este estudio se observaron patrones divergentes en las relaciones dosis-
respuesta, asi como en los tiempos de tratamiento, ya que los efectos se
muestran a las 4 horas en los tratamientos en interfase aire-liquido requiriendo

de 24 horas cuando las células se tratan sumergidas en el medio.

5.4.4. La correlacion entre los ensayos in vivo e in vitro

Para poder dar un valor predictivo a los ensayos in vitro, cuando se trabaja con
nanomateriales, es necesario que haya una buena correlacion con los
resultados obtenidos en los ensayos in vivo. Debido a la gran cantidad de
factores que pueden influenciar el resultado, en general esta correlacion es
pobre. Estudios disefiados para determinar esta correlacion recalcan la
necesidad de desarrollar y estandarizar los ensayos in vitro para poder
validarlos con los ensayos in vivo (Sayes et al., 2007). Aunque son muy pocos
los estudios que enfocan este problema cuando se utilizan nanomateriales, si
que en algunos casos especificos parece existir una buena correlacion entre
los ensayos in vitro e in vivo, como en el caso del estudio de Ghosh et al.
(2012), para el ensayo del cometa en linfocitos humanos, en Allium cepa y en
ratones con nanoparticulas de plata.

Asi, sin negar la validez de los ensayos in vitro actuales, para que los
resultados con dichos ensayos sean fiables y se puedan usar para realizar
valoraciones robustas del potencial genotdxico de los nanomateriales es
esencial ir desarrollando estrategias y proporcionando nuevas metodologias
para adaptar los actuales ensayos in vitro para que sean mas predictivos de los

efectos esperados in vivo.

5.4.5. Perspectivas de futuro

Las dificultades encontradas en el proyecto Nanogenotox para encontrar un
ensayo / protocolo lo suficientemente robusto para determinar el riesgo
genotoxico de los nanomateriales indica que el analisis del potencial téxico de
éstos es muy complejo, posiblemente debido a la gran cantidad de factores de
confusion existentes, debido a las propiedades intrinsecas de los mismos. Al
tiempo que apreciamos estas dificultades, hay que ser consciente de la
urgencia existente de poder evaluarlos de la manera mas adecuada posible,
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debido a la gran cantidad de materiales con estas caracteristicas que existen
en el mercado y al crecimiento exponencial que presentan en su
produccion/uso. Para desarrollar nuevas mejoras en los ensayos existentes
existen dos tendencias que se estan desarrollando a la vez.

La primera consistiria en, mediante el uso de nanomateriales de referencia
(como ya sucede en la mayoria de proyectos europeos, donde los
nanomateriales son suministrados por el JRC), estudiar los parametros que
presentan en los ensayos in vitro clasicos (para determinar su peso e
influencia), y ligarlos a los efectos de estos nanomateriales in vivo. Esta
aproximacion podria permitir el desarrollo de métodos in silico como
herramientas predictivas. (Mekenyan et al., 2011).

La segunda consistiria en desarrollar los ensayos in vitro de tal manera que
reproduzcan de la manera mas fiable posible las condiciones de exposicién que
pueden suceder in vivo, no sélo por lo que se refiere a la interaccion
nanomaterial-célula (tal como la implementacién de la interfase aire-liquido),
sino también en las condiciones de exposicion en las que se encuentre el
nanomaterial en la realidad (en forma de aerosol, integrado en una matriz, etc.).
En este contexto cabria nuestra propuesta de llevar a cabo estudios crénicos
con dosis bajas, relevantes en términos de las exposiciones a las que se puede

encontrar expuestos determinados sectores de la poblacion humana.
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6. CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los objetivos inicialmente planteados, y como fruto de la
discusion de los resultados obtenidos, en esta Tesis se ha llegado a las

siguientes conclusiones:

-Respecto a los estudios de prevalidacion y validacion, ligadas directamente a

los objetivos del proyecto Nanogenotox.

1. La fase de screening no ha arrojado resultados claros sobre que
nanomateriales, células o ensayos son mas sensibles a la hora de detectar
genotoxicidad. Esto puede ser debido a la poca potencialidad genotéxica de
los nanomateriales, o a posibles factores de confusién relacionados con la
propia naturaleza de los materiales.

2. La fase de validacion (Round Robin test) no ha servido para validar, de
manera inequivoca los protocolos propuestos para detectar la genotoxicidad
de los nanomateriales. La variabilidad observada entre laboratorios hace
dudar si el método de dispersion utilizado es el mas adecuado para llevar a
cabo estos ensayos.

3. A pesar de lo anterior, los resultados del proyecto Nanogenotox cabe
considerarlos muy utiles a la hora de proponer como llevar a cabo estudios

de genotoxicidad con los nanomateriales.

-Respecto a la propuesta de utilizar experimentos cronicos para detectar

procesos genotoxicos y carcinogénicos de los nanomateriales.

4. Los nanotubos de carbono son capaces de inducir incrementos en la
frecuencia de alteraciones cromosdmicas estructurales o numéricas a bajas
dosis y tiempos de tratamiento largos, mientras que las nanoparticulas de
dioxido de titanio no muestran dicha capacidad.

5. La exposicion durante tres semanas a nanotubos de carbono indica que
éstos son capaces de inducir incrementos en los niveles de ROS vy, en
consecuencia, incrementos en la expresion de hemooxigenasa-1. Por el

contrario, los tratamientos con dioxido de titanio han producido resultados
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negativos tanto en el ensayo del cometa como en la induccion de ROS y en
la expresion de la hemooxigenasa-1.

6. La exposicion durante 3 semanas a nanotubos de carbono conduce a la
disminucién significativa de la expresion de factores proinflamatorios.
Aspecto que no sucede con la exposicion a dioxido de titanio.

7. Finalmente, hemos demostrado que la exposicion cronica a nanotubos de
carbono es capaz de inducir desdiferenciacion celular y, por lo tanto,
procesos de iniciacion tumoral, actividad no demostrada con las
nanoparticulas de dioxido de titanio, pese a mostrar una tendencia a inducir
incrementos en los niveles de colonias que crecen en el medio semiliquido

(soft-agar).
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