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RESUMEN:

Debido al gran desarrollo que el campo de la nanotecnologia y la sintesis de nuevos materiales
han experimentado en los Gltimos afios, se ha producido un increible aumento tanto en el
namero de nanomateriales manufacturados, como de sus aplicaciones para diversos fines. Entre
la gran amalgama de nanomateriales existentes, las nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO2-
NP) se caracterizan por ser uno de los nanocompuestos mas sintetizados a escala mundial y que
mayor valor econdmico representan. A dia de hoy estan presentes entre los componentes de
numerosos alimentos, cosméticos, pinturas o articulos de higiene disponibles en el mercado.
Debido a esta generalizada presencia, han surgido importantes dudas sobre los efectos
colaterales derivados de su exposicion. Muchos estudios ya han centrado sus esfuerzos en la
evaluacion de los efectos adversos en los organismos o el medio ambiente. Sin embargo, a pesar
de que numerosas pruebas han indicado que su tamafio y propiedades nanométricas favorecen
la acumulacion de las TiO2-NP en el higado y otros tejidos, la informacién obtenida acerca de
su genotoxicidad no ha sido concluyente hasta la fecha. En este estudio se llevo a cabo una
evaluacion del posible dafio genotoxico producido in vitro en células hepaticas humanas HepG2
por diferentes concentraciones de TiO2-NP (10-200ug/ml) y a tres tiempos de exposicion (3, 6
y 24h). Tras la caracterizacion fisico-quimica de las nanoparticulas, se comprobd si las mismas
eran internalizadas por las células y en qué medida lo hacian. A continuacion, por medio del
ensayo de micronucleos, se analiz6 la posibilidad de que el compuesto produjese genotoxicidad
generando alteraciones cromosémicas. Los resultaron mostraron que las TiO2-NP eran captadas
por las células de forma dependiente del tiempo y la concentracion. Sin embargo, no se detecto
un aumento en la frecuencia de MN analizados mediante citometria de flujo en ninguna de las
dosis ni los tiempos testados. Este trabajo aporta datos sobre la genotoxicidad de este compuesto
a nivel hepatico, contribuyendo a la informacion necesaria para la determinacion de su

utilizacion de forma segura y la regulacion del uso de este nanomaterial.






ABSTRACT:

Due to the great development that the field of nanotechnology and synthesis of new materials
has experienced in recent years, there has been an incredible increase in both the number of
nanomaterials manufactured, and their applications for various purposes. Among the great
amalgam of existing nanomaterials, titanium dioxide nanoparticles (TiO2-NP) are one of the
most frequently synthesized nanocomposites in the world and represent the greatest economic
value. Today they are present among the components of numerous foods, cosmetics, paints or
hygiene items available in the market. Due to this widespread presence, important concerns
have arisen about the collateral effects derived from its exposure. Many studies have already
focused their efforts on the evaluation of adverse effects on organisms or the environment.
However, despite numerous tests have indicated that their size and nanometric properties favor
the accumulation of TiO2-NP in the liver and other tissues, the information obtained on its
genotoxicity has not been conclusive to date. In this study, the possible genotoxic damage
produced in vitro on HepG2 human liver cells by different concentrations of TiO2-NP (10-
200ug/ml) and at three exposure times (3, 6 and 24h) was evaluated. After physico-chemical
characterization of the nanoparticles, it was checked whether they were internalized by the cells
and to what extent. Then, the possible induction of genotoxicity generating chromosomal
alterations was analyzed by means of the micronucleus (MN) test. The results showed that the
TiO2-NP were captured by the cells in a time- and concentration-dependent manner. However,
no increase in the frequency of MN analyzed by flow cytometry was detected at any of the
doses or times tested. This work provides data on the genotoxicity of this compound at the
hepatic level, contributing to the necessary information for the determination of its safely use

and the regulation of this nanomaterial use.






RESUMO:

Debido ao gran desenvolvemento do campo da nanotecnoloxia e & sintese de novos materiais
nos ultimos anos, houbo un aumento no nimero de nanomateriais manufacturados, asi como
nas sUas aplicacions para diversos fins. Entre a gran amalgama dos nanomateriais existentes, as
nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2-NP) caracterizanse por ser un dos nanocompostos
mais sintetizados no mundo e representan o maior valor econdmico. Hoxe estan presentes entre
0s compofientes de moitos produtos, cosméticos, pinturas ou artigos de hixiene dispofiibles no
mercado. Debido a esta presenza xeralizada, xurdiron importantes ddbidas sobre os efectos
colaterais derivados da sua exposicion. Moitos estudos xa centraron os seus esforzos na
avaliacion dos efectos adversos sobre os organismos ou 0 medio ambiente. Non obstante, a
pesar de que numerosas probas indicaron que o seu tamafio e propiedades nanométricas
favorecen a acumulacion de TiO2-NP no figado e outros tecidos, a informacion obtida sobre a
stia xenotoxicidade non foi concluinte ata a data. Neste estudo, realizouse unha avaliacion do
posible dano xenético producido in vitro nas células hepéaticas HepG2 humanas por diferentes
concentracions de TiO2-NP (10-200ug/ml) a tres tempos de exposicion (3, 6 e 24h). Trala
caracterizacion fisico-quimica das nanoparticulas, verificouse se eran internalizadas polas
celulas e en que medida o facian. A continuacion, mediante a proba de micronucleos (MN),
analizouse a posibilidade de que o composto producise xenotoxicidade xerando alteracions
cromosomicas. Os resultados mostraron que as TiO2-NP foron captadas polas células de forma
dependente do tempo e da concentracion. Non obstante, non se observou ningin aumento na
frecuencia de MN analizada por citometria de fluxo en calquera das doses ou tempos avaliados.
Este traballo proporciona datos sobre a xenotoxicidade deste composto a nivel hepatico,
contribuindo & informacion necesaria para a determinacion da sta utilizacionde forma segura e

a regulacion do uso deste nanomateria






INTRODUCCION

1. Nanotecnologia y nanomateriales

Los numerosos avances que han experimentado en los ultimos tiempos la bioquimica, la
quimica, la fisica, la microscopia y la ingenieria de materiales, han impulsado el interés por las
propiedades que las particulas extremadamente pequefias pueden presentar, asi como por sus

posibles aplicaciones en una amplia variedad de productos (Doyle, 2006; Borm et al., 2006).

Esta rama emergente del saber cientifico-técnico se conoce como nanotecnologia y se define
como: “el estudio, disefio, creacidn, sintesis, manipulacién y aplicacion de materiales a través
del control de la materia a escala nanométrica, entre 1 a 100 nanémetros” (Bailon et al., 2016).
Esta ciencia se fundamenta en el hecho de que, al reducir el tamafio de un material, méas alla del
limite de los 100nm, se manifiestan bruscas variaciones en su comportamiento, de ahi que los
materiales a nanoescala puedan poseer nuevas propiedades que no presentan a tamafos

mayores.

Los esfuerzos llevados a cabo en este campo de investigacion han resultado en el surgimiento
de una amplia gama de nanomateriales que se caracterizan por presentar una morfologia que es
mas pequefia que un micrémetro en al menos una dimension o que son nanoestructurados
(poseen una estructura nanocristalina que implica la presencia de caracteristicas a nanoescala).
Si bien, aunque estos nanomateriales a menudo conservan la misma composicion molecular
que los materiales mas grandes, el tamafio pequefio que los caracteriza, da como resultado

caracteristicas fisicas y quimicas unicas.

2. Clasificacion y caracteristicas de los nanomateriales

Entre la gran amalgama de nanomateriales que se conocen, encontramos algunos que se crean
y se liberan de manera natural, y otros que lo hacen sintéticamente. Debido a la complejidad y
diversidad existente, es dificil seguir un criterio Unico de clasificacion para englobarlos. Una
forma sencilla de hacerlo es en funcion a sus dimensiones. Concretamente, segin el nimero de
dimensiones que posean fuera de la escala nanométrica (>100nm). Asi distinguimos entre:
Materiales 0-D, con todas las dimensiones dentro de la nanoescala (por ejemplo: las
nanoparticulas [NP]); Materiales 1-D con una dimension fuera de la nanoescala (por ejemplo:
nanotubos); Materiales 2-D con dos dimensiones fuera de la nanoescala (por ejemplo:
nanocapas); o, Materiales 3-D con todas sus dimensiones fuera de la nanoescala, pero con
estructura nanocristalina compuesta de multiples de nanoparticulas, haces de nanohilos y

nanotubos (Tiwari et al., 2012).



La caracteristica mas importante de este tipo de estructuras, es sin duda su pequefio tamafo
pues, este rasgo es el responsable de grandes cambios en las propiedades fisicas del material,
ademéas de ser clave para comprender su destino y comportamiento en entornos reales.
(Christian, 2009). A medida que se disminuye el tamafio, aumenta la proporcién de atomos que
presentan en la superficie y, puesto que las propiedades de superficie (nivel de energia,
estructura electrénica y reactividad) son diferentes, la bioactividad también difiere de sus
analogos de mayores tamafios (Shi et al., 2013; Buzea et al., 2007). Debido a ello, un
nanomaterial concreto puede presentar diferentes y novedosas propiedades Opticas, mecanicas,
eléctricas, magnéticas, quimicas e incluso biologicas (Doyle, 2006). Todo esto resulta muy
prometedor a la hora de su aplicacion y uso en distintos campos, lo que ha propiciado todavia

mas su investigacion y desarrollo.

3. Aplicaciones de los nanomateriales

La evolucién increiblemente rdpida de la nanotecnologia y los nanomateriales, se ha
acompariado de un gran desarrollo de sus aplicaciones en diferentes campos de la ciencia y la
tecnologia. Los nanomateriales mas utilizados en la elaboracion de productos de consumo son,
como se puede observar en la Figura 1, los basados en metales y éxidos metalicos, como puede
ser el dioxido de titanio (TiOz), el 6xido de zinc (ZnO), el oro y la plata. De la misma manera
podemos observar que las estructuras basadas en carbono son también muy utilizadas gracias a

la versatilidad que las caracteriza.
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Figura 1: Nanocomponentes mds comunes de los productos recogidos en el Inventario de productos de consumo (CPI)
derivados de la Nanotecnologia (Vance et al ., 2015). a) Grdfica donde se presentan los nanocomponentes mds abundantes
de los productos del inventario; b) Especificacion de los principales nanomateriales basados en metales englobados en la
grdfica a. c) Especificacion de los nanocompuestos basados en carbono englobados en la grdfica a.



A dia de hoy, los nanomateriales se aplican en diversas tecnologias de vanguardia, tales como
energia, filtracion, automovilismo, productos quimicos, cosmética, recubrimientos, electronica
y catalizadores (Vance et al., 2015). Entre el gran abanico de posibilidades, también se
encuentran aplicaciones en el campo de la biologia, la biotecnologia y la medicina (Bathia et
al., 2016). Dentro de éste ambito podemos destacar aplicaciones como el desarrollo de
materiales biosensores que detectan cantidades muy pequefias de toxinas, patdgenos,
compuestos volatiles y diversos compuestos orgénicos presentes en fluidos corporales o
muestras ambientales. En el &mbito ecoldgico sirven como fertilizantes o como productos para
el tratamiento de aguas residuales (Batley et al., 2012). También destaca su papel en la mejora
de las técnicas de andlisis de imagen, en la deteccion de enfermedades con alta especificidad,
en el transporte de medicamentos o el desarrollo de vacunas, en la terapia génica como vectores

de transporte de ADN o en la ingenieria de tejidos. (Doyle, 2006; Deng y Gao, 2016)

4. Relevancia de los nanomateriales en la actualidad

Para poder entender el cada vez méas generalizado uso de los nanomateriales en la fabricacion
de innumerables productos y dispositivos, se debe resaltar la importancia econémica que
suponen a nivel global. La valoracion realizada por la Comisién Europea en 2016, consideraba
que se producen mundialmente unos 11 millones de toneladas de nanomateriales, y que de este
sector dependen unos 300.000 o 400.000 puestos de empleo directo solo en Europa (Kumar et
al., 2018). Se han realizado numerosas estimaciones sobre cudl ha sido realmente el impacto
que han tenido los productos de la nanotecnologia y la sintesis de nuevos materiales en el
mercado global y cudl sera la tendencia que seguira en los préximos afios. Un reciente informe
realizado por Allied Market en 2016 (Market, 2016) proyecta que el mercado global de los
nanomateriales alcanzard méas de 55.000 mil millones de ddlares americanos en 2022 en

contraste con los 14.700 millones que se facturaron en 2015 (Figura 2).
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Figura 2: Tendencia esperada para la industria del los nanomateriales en el mercado global en los préoximos afios segtin un
informe de Allied Market realizado en 2016 (Inshakova e Inshakov, 2017). En la grdfica se evidencia una tasa de crecimiento
anual esperada de un 20,7% durante los proximos afios, que supondrd que el valor de éste sector en el mercado ascienda
hasta los 55 millones de ddlares en 2022.
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Gracias a las enormes ventajas competitivas que estos compuestos ofrecen a los productos que
los contienen, se prevé una tasa de crecimiento anual de 20,7% durante este periodo en la
manufactura e industrializacion de este sector (Inshakova e Inshakov, 2017).

5. Toxicidad de los nanomateriales

Los productos nanotecnologicos resultan muy beneficiosos para usos industriales, de consumo
0 biomédicos pero, al mismo tiempo, han generado discrepancias sobre los posibles riesgos
para la salud y el medio ambiente derivados de su exposicion, ya que la mayoria se utilizan en
productos con los que cotidianamente nos encontramos en contacto (Nel et al., 2006; Pumera,
2011).

Entre la sociedad existen una cierta preocupacion sobre cuales son las consecuencias que
pueden sufrir los consumidores o los trabajadores encargados de la produccion de
nanomateriales, ya que son los que mas directamente se encuentran expuestos a estos productos,
y todavia no se conoce con exactitud como es su comportamiento toxicocinético (absorcion,
distribucion, metabolismo y eliminacion) en los organismos. De la misma manera, no esta claro
en muchos casos, que puede ocurrir con los nanomateriales cuando son liberados al medio
ambiente, y cuales son sus procesos de degradacidn naturales; se desconoce en la mayoria de
las ocasiones cudl sera el destino y las consecuencias ecologicas de la dispersion de NP en los
ecosistemas (Doyle, 2006). Ademas, este problema se puede acentuar ya que, cuando varios
agentes estan presentes en un entorno, la interaccion de éstos entre si puede dar lugar a efectos
acumulativos o sinérgicos, con consecuencias mas graves para el futuro de las especies
afectadas (Dar et al.,2016).

Las agencias de seguridad encargadas de la reglamentacion de las sustancias quimicas, como
pueden ser la EFSA (Euroopean Foood Securuty Agency) o la ECHA (European Chemicals
Agency), se cuestionan en algunos casos si realmente las ventajas aplicativas que ofrecen estos
nanomateriales compensan o superan los riesgos que supone su utilizacion en productos de

manejo y consumo habitual.

Ya que los nanomateriales se encuentran en la actualidad entre los contaminantes emergentes
que mas preocupaciones generan, su desarrollo, uso y eliminacion final segura y sostenible
requiere la capacidad de prever y evitar futuros problemas potenciales (Boyes et al., 2017). Para
ello hacen falta datos suficientes que permitan identificar cuales son los riesgos derivados de la

utilizacion de cada uno de estas nuevas sustancias.



Sin embargo, evaluar los nanomateriales y sus productos de transformacion en matrices
ambientales complejas y medios bioldgicos es extremadamente desafiante. (Boyes et al., 2017).
El problema al intentar establecer estandares de seguridad, es que los nanomateriales pueden
causar toxicidad de distintas formas (Oberdoster, 2010). Se ha comprobado, que las propiedades
fisico-quimicas de las NP (por ejemplo: forma, composicion, tamafo, carga superficial e
hidrofobicidad / hidrofilicidad de la superficie) desempefian un papel clave en la determinacion
de sus interacciones con las células (Bezhadi et al., 2017), pudiendo suponer un destino,
transporte y propiedades tdxicas que no se observan con materiales convencionales de tamario
mayor (Nel et al., 2006; Boyes et al., 2017; Donaldson y Poland, 2013).

Como consecuencia de la particularidad individual de cada compuesto, es complicado
relacionar cudles son las propiedades fisico-quimicas que se corresponden con una mayor
toxicidad. De la misma manera, no es tarea facil determinar cuéles son las dosis menos
perjudiciales, los efectos adversos mas comunes o los organismos especialmente sensibles. Su
toxicidad no puede ni extrapolarse a partir de la toxicidad de los materiales a mayor escala, ni

de la toxicidad de sus constituyentes en forma idnica (Pumera, 2011).

5.1 Vias de exposicion y modos de interaccion celular:

Debido a su tamafio, las NP son capaces de ingresar al cuerpo humano por distintas vias. Sharifi
et al. (2012) identificaron la piel como la principal via de exposicion para los nanomateriales
de productos de consumo, segun el uso normal esperado de los productos que contienen estos
agentes. Esto se debe a que muchos se corresponden con (1) productos sélidos destinados a ser
tocados o (2) productos liquidos que contienen suspensiones de nanomateriales que deben
aplicarse sobre la piel o el cabello. El otro 25% de los productos presentan nanomateriales que
se pueden inhalar durante el uso y el 16% restante, nanomateriales que pueden ingerirse (Vance
etal., 2015).

Las NPs pueden atravesar las membranas celulares e ingresar al citoplasma. Generalmente lo
hacen a través de mecanismos de endocitosis. Bezhadi et al. (2017) diferencia cinco
mecanismos principales: fagocitosis, endocitosis mediada por clatrina, endocitosis mediada por
caveolina, endocitosis independiente de clatrina/caveolas y macropinocitosis. Las
nanoparticulas pueden interaccionar con proteinas, ADN, lipidos, membranas, organulos y
fluidos bioldgicos e interferir con el sistema (Roiter et al., 2008; Shang et al., 2014). Ademas,
una vez dentro del organismo, pueden ingresar al torrente sanguineo y llegar a diferentes
organos (Khan et al., 2015).



En general, las principales consecuencias celulares que se observan tras la exposicion son
cambios en el ciclo celular y aparicién de marcadores inflamatorios y apoptoticos. En otras
ocasiones, aumentan la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), causan dafio celular
y genético, aumentan de la produccion de citocinas especificas y producen anormalidades en
comportamientos como la adhesion celular, la migracion y la diferenciacion (Deng y Gao, 2016;
Shakeel et al., 2016).

5.2 Genotoxicidad

Algunas de las NP cuyo tamafio les permite traspasar las membranas celulares son capaces de
llegar al ndcleo, atravesando por difusion la membrana nuclear o por medio de los complejos
de poro nuclear. Una vez alli, muchas pueden interactuar directamente con el ADN o con las
proteinas implicadas en la replicacion, la transcripcion o la reparacion del mismo (Figura 3)
(Magdalenova et al., 2014).
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Figura 3: Modos de captacion celular para las NP y posibles interacciones con la maquinaria nuclear (Magdalenova., 2014)
En la parte superior izquierda se muestra la captacion de las NP que no pueden atravesar la membrana, mientras que a la
derecha se muestran los mecanismos de las NP que si la pueden atravesar. De la misma manera, se indican las diferentes
interacciones que pueden producirse entre las NP internalizadas con la maquinaria celular y que pueden producir
citotoxicidad.



Los efectos criticos derivados de la exposicion pueden ocasionar lesiones premutagénicas e
inestabilidad cromosémica, que no solo resultard en un aumento de la mutagenicidad por una
reparacion propensa a errores, roturas de cadena fisicas e iniciacion de la carcinogénesis, sino
que, si el material genético de los gametos se ve afectado, se pueden presentar consecuencias

indeseables en la descendencia (Di Bucchianico et al., 2016; Doak et al., 2012).

El dafio genético puede surgir a través de diferentes mecanismos: La genotoxicidad primaria
directa requiere que los nanomateriales se ubiquen dentro del ndcleo de la célula, interactuando
directamente con el ADN y causéndole algun tipo de dafio fisico. Por otro lado, la genotoxicidad
primaria indirecta postula al estrés oxidativo como mecanismo clave para ejercer el dafio. De
este modo, consiguen inducir lesiones o interferir con la replicacién del ADN y la division
celular sin que el nanomaterial lo haga directamente (Evans et al., 2016; Petkovic et al., 2011).
A pesar de ello, el principal mecanismo genotoxico observado en estos nanomateriales es la
genotoxicidad secundaria, como resultado del ataque oxidativo al ADN por ROS provocado
por los fagocitos activados ante la inflamacion provocada por la presencia de NP (Magdalenova
et al.,2014; Stone et al., 2009)

Actualmente, las pruebas que deben ser aplicadas para la aprobacién regulatoria de los
nanomateriales estan destinadas a evaluar una serie concreta de dafios al ADN o eventos de
genotoxicidad: mutaciones puntuales, aneuploidias y aberraciones cromosémicas (Doak et a l.,
2012). Las directrices actuales incluyen, por ejemplo: mutagenicidad en bacterias (test de
Ames; OECD 471), mutagenicidad en células de mamiferos in vitro (ensayo de timidina quinasa
en células de linfoma de ratén; OCDE 476) y un test de aberraciones cromosdmicas in vivo en
células de mamiferos o un ensayo de micronicleos (OCDE 473 o 487, respectivamente)
(Magdalenova et al., 2014). Las directrices de las pruebas de genotoxicidad de nanomateriales
siguen las indicaciones generales de la EFSA (Comité Cientifico de la EFSA, 2011) teniendo

en cuenta las propiedades de los nanomateriales.

5.3 Caracterizacion fisico-quimica

Como consecuencia de la variedad de formas y comportamientos que puede presentar incluso
un mismo nanomaterial a la hora de realizar un estudio, la caracterizacion fisico-quimica
detallada y exhaustiva del material que se testa se convierte en un elemento clave de cualquier
estrategia de cribado de toxicidad (Sayes y Warheit, 2009). Este es un factor critico para
correlacionar las caracteristicas de las nanoparticulas con cualquier respuesta biologica o

toxicologica evaluada. También resulta un factor de gran relevancia determinar el



comportamiento de las NP en condiciones similares a aquellas en las que se realizan los estudios

de nanotoxicidad in vitro o in vivo (Ji et al., 2010).

La metodologia utilizada para dicha caracterizacion es muy variada, incluyendo microscopia,
espectroscopia y cromatografia, entra otras (Sayes y Warheit, 2009). Estas técnicas
proporcionan valiosa informacion sobre las propiedades fisicas (tamafio, forma y estado de
agregacion) y quimicas (carga superficial, solubilidad, etc.) que sirven como requisitos previos
para interpretar las respuestas bioldgicas y los mecanismos asociados a la exposicion (Doyle,
2006; Dhawan y Sharma, 2010)

5.4 Captacion celular

Comprender las interacciones de las NP con las células y como estas interacciones influyen en
su internalizacion es esencial para realizar un buen estudio de toxicidad (Adjei et al., 2014). Sus
localizaciones en diferentes compartimentos celulares pueden proporcionar algunas respuestas
con respecto a su posible toxicidad (Buzea et al., 2007). Por ello, es esencial caracterizar
cuantitativa y cualitativamente su captacion y distribucion dentro de la célula (Rivera-Gil et al.,
2012).

En general, las NP captadas por las células se ha identificado mediante microscopia electronica
de transmision (TEM), espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-
MS) o por medio de técnicas de imagen. Los métodos de citometria de flujo también se han
postulado como una herramienta de gran utilidad, arrojando luz sobre la heterogeneidad de las
interacciones célula-NP, mejorando la objetividad y el rigor estadistico a través del analisis de

células individuales con alto rendimiento (Behzadi et al., 2017).

La citometria de flujo mide la dispersién dptica y la fluorescencia en muestras de células en
suspension al enfocarlas con un laser a través de un canal en el que las células solo pueden fluir

en fila de una en una. Puede analizar individualmente alrededor de mil células por segundo.

La luz que se dispersa en la direccidn de la trayectoria del laser se denomina luz de dispersion
directa (FSC). Su intensidad es proporcional al tamafio de la célula. La luz de dispersion lateral
(SSC) se mide en un angulo de 90° y se correlaciona con la granularidad interna de las células.
(Jochums et al., 2017). Las células que han internalizado NP dispersan mas luz que las células
sin NP, principalmente debido a las NP localizadas en el citoplasma (Zucker et al., 2010). Estas
células pueden ser diferenciadas mediante citometria de flujo por sus propiedades Unicas de
FSCy SSC.



6. Planificacion del estudio

6.1 Nanoparticulas de diéxido de titanio

El titanio (Ti) pertenece al grupo de los elementos més abundantes en la Tierra (Shi et al., 2013).
La produccién anual mundial de polvo de titanio en 2005 se estimé en alrededor de 5 millones
de toneladas® (Skocaj et al., 2011). Los nanoproductos de dioxido de titanio (TiOy) se sintetizan

como nanoparticulas, nanobastones, nanohilos y nanotubos (Chen y Mao, 2007).

El TiO, se presenta en la naturaleza en tres fases cristalinas diferentes (anatasa, rutilo y
brookita), pero sélo anatasa y rutilo poseen interés industrial. (Diebold, 2003). La anatasa es
mas quimicamente reactiva y capaz de generar ROS, mientras que el rutilo es la forma mas

natural de TiO y se dice que es quimicamente inerte (Shi et al., 2013; Galletti, 2016).

Este compuesto fue elegido como objetivo de estudio en este trabajo debido a la gran expansion
que ha experimentado el uso de las NP de 6xido de titanio en los Gltimos afios. Se cree que esto
ha sido debido a la mayor actividad catalitica que presentan estas dimensiones en comparacion
con el TiO2 en tamafio de particula fina. Se ha potenciado tanto su presencia en numerosas
industrias que, a dia de hoy se encuentran entre los cinco tipos principales de NP presentes en
productos de consumo, pinturas y preparados farmacéuticos (Mohammadi et al., 2015). Se
utiliza cominmente en composiciones antisépticas y antibacterianas gracias a sus actividades
fotocataliticas, que también han sido aprovechadas en la fabricacion de materiales resistentes a
los rayos ultravioleta (Verdier et al., 2014). Esta capacidad, combinada con sus propiedades
blangueantes han propiciado su uso en cosméticos como cremas de proteccién solar, cremas
blanqueadoras, cremas hidratantes, leches para la piel, etc. (Kaida et al., 2004; Wolf et al.,
2003); en la industria alimentaria para mejorar el aspecto de muchos alimentos, como colorante
alimetario (E-171) (Weir et al., 2012; Natarajan et al., 2015) en la biomedicina como
componente de medicamentos y productos farmacéuticos o, como componente de implantes

protésicos, debido a su alta estabilidad y propiedades anticorrosivas (Diebold, 2003).

6.1.1 Toxicidad del TiO2-NP

Hasta hace muy poco tiempo, a las NP de TiO2 (TiO2-NP) se les atribuia de forma genérica una
baja toxicidad, considerandolas inertes para los organismos. Pero, tras varias investigaciones,
en 2010 la IARC (International Agency for Research on Cancer) las catalogé como posible
carcindgeno humano dentro del grupo 2B (Shi et al., 2013). Las evidencias apuntan que la
principal forma que presentan las TiO2-NP de provocar dafo celular y al ADN es por medio de
la generacion de especies ROS cuando se exponen a la radiacion ultravioleta (Miller et al.,
2012).



La ubicua presencia de estos compuestos, junto con la variedad de vias de exposicion, pueden
conducir a la disponibilidad sistémica de estas NP. Basandose en los productos que las
contienen, las vias de exposicion més comunes son la via oral, dérmica, subcuténea, intravenosa
y, por ultimo, respiratoria. Los riesgos de exposicion respiratoria son, por el contrario,

particularmente elevados cuando se trata de exposicion laboral (Shi et al., 2013).

Las incongruencias descritas relativas a la toxicidad de este compuesto parecen deberse a que
la toxicidad de las TiO2-NP esta influenciada por una serie de factores, que abarcan desde las
propiedades fisicas y quimicas propias de la particula, hasta algunos factores definidos por las
caracteristicas del entorno experimental o los rasgos bioldgicos del organismo expuesto
(Galletti, 2016).

En general, las TiO>-NP pueden provocar citotoxicidad (Saquib et al., 2012), genotoxicidad
(Prasad et al., 2014), estrés oxidativo (Miller et al., 2012), inflamacién y apoptosis en diferentes

lineas celulares (Shuckla et al., 2013).

6.1 Hepatotoxicidad

Se ha demostrado por medio de estudios tanto in vitro como in vivo, que el uso de productos
que contienen TiO2-NP puede conducir a una exposicion y acumulacion a nivel cronico en
varios 6rganos (Natarajan et al., 2015). Esto es gracias a que las TiO2-NP pueden acceder a la
circulacion sanguinea y alcanzar varios tejidos. Segun Shi et al. (2013), la acumulacion de TiO2-
NP en los drganos se produce siguiendo el orden: higado > rifiones > bazo > pulmén > cerebro

> corazon.

El higado, posee un endotelio que se fenestra con poros de hasta 100nm, lo que permite el paso
facil de particulas a través de él. Ademas, en presencia de inflamacion promovida por el
aumento de ROS, la permeabilidad del endotelio aumenta todavia méas. En ocasiones las NP
son metabolizadas y eliminadas por €l (Buzea et al., 2007). ElI Programa Internacional de
Seguridad Quimica para TiO2 en 1982, anuncio que la mayoria del TiO. ingerido, ya sea
intencionadamente, indirectamente a través de la cesion de NP procedentes de recipientes de
comida o por ingestion secundaria de particulas inhaladas, se excreta con la orina. La
eliminacidn de particulas del higado a través de la bilis en las heces también es reconocida (Shi
etal., 2013).

El higado destaca por el papel desempefiado en el efecto de primer paso que experimentan
muchos toxicos o farmacos que ingresan en el organismo por via oral. El primer paso hepatico
ocurre cuando el compuesto absorbido en el tracto gastrointestinal es metabolizado por enzimas

en el higado, de tal manera que una determinada proporcion del agente activo no sale del higado
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y, por lo tanto, no alcanza la circulacion sistémica (Gibaldi et al., 1971). Conjuntamente, el
aumento en la contaminacion ambiental y la ingestion involuntaria a través del agua, los
alimentos o el contacto con los animales pueden también dar como resultado un mayor contacto

y acumulacion de NP en este 6rgano (Natarjaran et al., 2015).

Asi, el higado se convierte en uno de los 6rganos de mayor riesgo ante el dafio de estas
particulas. Por ello, en este estudio se eligieron células pertenecientes a la linea hepatica humana
(HepG2) como modelo in vitro para estudiar la genotoxicidad debido a que otros autores ya
habian demostrado que su sensibilidad las convertia en aptas para ser usadas para evaluar la
seguridad de los nanomateriales (Prasad et al., 2014; Sharma, 2012).

6.2 Ensayo de micronucleos

Este trabajo se centrd en el estudio de la posible genotoxicidad ejercida por las TiO2-NP en
células hepaticas humanas in vitro. Para ello, se utilizd el ensayo de micronucleos (MN) que

permite la deteccidn y evaluacion de aberraciones cromosomicas, estructurales y numéricas.

La evaluacién de MN ha surgido como uno de los métodos de eleccion para evaluar el dafio
cromosomico porque permite medir la pérdida y rotura cromosémica de manera fiable. Los
MN, representan material genético que se pierde del genoma de la célula durante la mitosis
(Martinez et al., 2005). Estos fragmentos se retrasan en anafase y no pueden viajar a los polos
con el huso. En telofase, se forma una envoltura nuclear alrededor de estos cromosomas y
fragmentos rezagados, provocando que cuando se desenrollen, asuman gradualmente la
morfologia de un nucleo interfasico con la excepcion de que son méas pequefios que los nlcleos
principales de la célula, de ahi el término "micronucleo” (Figura 4). Pueden contener uno o
varios fragmentos de cromosomas acéntricos (como resultado de un efecto clastogénico), uno
0 varios cromosomas completos (por interferencia del agente inductor con el aparato del huso

mitético, denominado efecto aneugénico), o incluso combinaciones de ambos. (Nusse et al.,

1994).
@ Anafase . Telofase @ Citocinesis :

Figura 4: Proceso de formacidon de los microntcleos (adaptada de Fenech, 2007). Los fragmentos de cromosoma o cromosomas
completos retrasados en la anafase se rodean de envoltura nuclear en la telofase asumiendo la morfologia de un microntcleo.
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La evaluacion de MN generalmente se realiza por observacion microscépica de las células.
Debido a que éste es un procedimiento tedioso y lento (Roman et al., 1998), la citometria de
flujo se ha postulado como una técnica poderosa para analizar rapidamente grandes cantidades
de células. Permite analizar simultineamente varios parametros que facilitan la discriminacion
de aglomerados de NP, evitando asi la errénea identificacion de éstos como MN (Magdolenova
et al., 2014; Laingam et al., 2008; Roman et al., 1998).

En este método se trata a las células con detergente, sales y un colorante fluorescente
generalmente ioduro de propidio (PI), en un proceso de dos pasos. La membrana celular y el
citoplasma se destruyen y se liberan ndcleos y MN. Cada una de estas particulas, al ser excitadas
por el laser, produce una sefial que se registra por separado (Roman et al., 1998) No es necesario
ningun tratamiento mecanico o pasos de centrifugacion para obtener la solucion de nucleos y
micronucleos lo que evita la posible presencia de desechos nucleares que en el dispositivo
pudiesen superponerse a los MN pequefios en la medicién (Nisse et al., 1994).

Por todas estas ventajas, sumadas a la objetividad y rapidez de esta técnica, algunos autores
proponen el contaje por citometria como una metodologia fiable (\Vallabani et al., 2014) y
sensible a la hora de identificar la frecuencia de MN presentes en las células expuestas a

diferentes téxicos.

OBJETIVOS

En el siguiente trabajo se pretende estudiar el potencial genotdxico de las TiO2-NP. Para ello,
se llevard a cabo la caracterizacion fisico-quimica de las NP, se evaluaré su captacion por parte
de células hepaticas humanas de la linea HepG2 y la genotoxicidad que este nanomaterial ejerce
en las mismas por medio del analisis de la frecuencia de MN tras la exposicion durante 3, 6 y

24h a diferentes dosis. Asi, los objetivos especificos que se plantearon son los siguientes:

1. Analizar las propiedades fisico-quimicas de las TiO2-NP en suspensiones acuosas y en
contacto con el medio de cultivo celular, y determinar las consecuencias de la
interaccion de las NP con las células, en términos de capacidad de penetracion en el
interior celular.

2. Evaluar los posibles efectos genotdxicos como consecuencia de la exposicién de células
hepéticas humanas a las TiO2-NP mediante el analisis de la frecuencia de MN evaluados

por medio de citometria de flujo.
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MATERIAL Y METODOS

1. Nanoparticulas

1.1 Preparacion de las suspensiones

Para la realizacion del estudio de la posible toxicidad de las TiO2-NP, se prepararon
suspensiones del nanomaterial, que se encontraba en forma de polvo, a una concentracién de
100pg/ml en medio de cultivo completo. Las NP utilizadas se correspondian con una mezcla
que contenia las formas cristalinas anatasa y rutilo en proporcion (80:20) (Degussa-Evonik).

Debido a que las NP presentan gran tendencia a la aglomeracion tras la adicion del medio de
cultivo celular, antes de realizar su caracterizacion fisico-quimica y cada ensayo experimental
la suspension que contenia las NP se dispersé mediante una sonda de ultrasonidos (Branson
Sonifier, EE.UU.). Se sometieron a una potencia de 30W durante 5min (primero dos series de
1,5min con 1min de pausa entre ellas, y un Gltimo pulso de 2min) en un tubo de ensayo de

plastico rodeado de hielo para amortiguar el calor generado por la sonicacion.

Una vez se obtuvo la suspension madre de TiO2-NP de 100pg/ml, se prepararon las diluciones

de trabajo necesarias para cada tratamiento.

1.2 Caracterizacion de las NP

Los ensayos de caracterizacion fueron realizados en el Departamento de Salud Ambiental del
Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (Oporto, Portugal), con cuyo grupo de

investigacion mantenemos una colaboracion en la realizacion de estudios de nanotoxicologia.

Para llevar a cabo la caracterizacion fisico-quimica de las TiO2-NP se estudidé el tamafio
hidrodinamico promedio, la distribucién de tamafio y el potencial zeta, tanto en agua
desionizada como en el medio de cultivo empleado, tal como se indica en las
“Recommendations of Nanomaterial Toxicity Screening Working Group” (Oberdorster et al.,
2005).

La determinacion del tamafio promedio de particula primaria de las dos formas cristalinas fue
realizada y proporcionada por el fabricante. Se llevo a cabo mediante TEM. El tamafio, la
distribucion de tamafio y el potencial zeta se determinaron mediante dispersién dinamica de la
luz (DLS) y andlisis de dispersion dinamica de la luz de modo mixto (M3-PALS),
respectivamente, en un Zetasizer Nano-ZS, modelo ZEN3600 equipado con laser de 4,0mW,
633nm (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido). Las medidas se realizaron por duplicado

empleando las NP en suspension.
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2. Cultivo celular

Las células utilizadas en el estudio fueron células hepéticas. Se eligieron las células HepG2
(linea celular inmortalizada de carcinoma hepatocelular humano, derivadas del tejido hepatico
de un varon caucasico de 15 afios), que fueron obtenidas de la Coleccion Europea de Cultivos
Celulares (ECCC, European Collection of Cell Cultures) (Figura 5). Son células adherentes de
tipo epitelial que crecen como monocapa y en pequefios agregados, y que ya han sido utilizadas

en estudios de toxicidad de nanomateriales por otros investigadores.

Las células HepG2 se cultivaron en frascos de 25cm? con medio DMEM suplementado con
10% suero bovino fetal (FBS) y 1% solucion de antibi6ticos y antimicoticos, todo de Invitrogen.
Las celulas se incubaron en una atmdsfera humidificada con 5% de CO a 37°C y se realizaron
pases cada 2-4 dias (cuando la confluencia de los frascos era aproximadamente de 80-90%),
tomando una pequefia cantidad de cultivo y diluyéndola en un volumen adecuado de medio
fresco. Como estas células crecen adheridas a la superficie del frasco de cultivo, debieron ser
previamente despegadas retirando el medio y afiadiendo 1-2ml de tripsina 0,5¢/1 (Invitrogen)

diluida con solucién de tampon fosfato (PBS) a partes iguales.

Las células, que se mantienen criopreservadas en viales, necesitaron 3 semanas de crecimiento
para eliminar el estrés propio del proceso de descongelacién y que crecieran a ritmo normal,

antes de poder utilizarlas para el estudio.

En este caso fue necesario obtener una buena densidad celular ya que para el analisis de MN se
debe utilizar un cultivo celular de crecimiento exponencial, porque las células deben progresar
a través del ciclo celular para que los MN puedan ser manifestados tras el tratamiento con el

téxico.

Figura 5: Células hepdticas HepG2 en cultivo.
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3. Captacion celular

Se evaluo el potencial de las TiO2-NP para penetrar en las células HepG2 siguiendo el protocolo
descrito por Suzuki et al. (2007).

Para ello, las células se sembraron en placas de cultivo celular de 96 pocillos. Después de 24h
de la siembra, las células se expusieron a TiO2-NP (80, 120 y 150pg/ml) durante 3, 6 y 24h.
Tras la exposicion, se elimind el medio de cultivo que contenia NP y las células se recogieron
usando tripsina al 0,025%. Luego se centrifugaron a 250xg durante 5min. El sobrenadante se
descarto y el sedimento se volvié a suspender en 0,5ml de PBS. La proporcién de células que
habian incorporado NP se analizd usando un citometro de flujo FACSCalibur (Becton
Dickinson). El analisis se llevé a cabo en funcion del tamafio y la complejidad intracelular de
las células, midiendo el FSC y el SSC, respectivamente (Figura 6). Los datos se adquirieron de
un minimo de 20.000 eventos por muestra usando el software Cell Quest Pro (Becton

Dickinson).
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Figura 6: Diagramas de puntos mostrando las sefiales SSCy FSC de células control y expuestas a NP. Ejemplo de andlisis de
la captacion celular llevado a cabo por citometria de flujo (adaptado de Suzuki et al., 2007). De izquierda a derecha se
muestran células sin tratar, células tratadas con NP de 5nm y células tratadas con NP de 23nm. En el caso de las células
expuestas, la captacion de las NP se refleja en aumento en la dispersion lateral (SSC) de las poblaciones celulares.
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4. Ensayo de micronucleos

Debido a que el analisis de MN por citométria de flujo no habia sido utilizado por otros autores
previamente en estudios con células HepG2, tanto los tiempos de tratamiento como las dosis
testadas requirieron de estandarizacion con el fin de adecuarlos a las caracteristicas de la linea

celular.

4.1 Tratamientos

Los cultivos celulares utilizados se establecieron segin lo previamente descrito. Para la
exposicion de las células HepG2 a las TiO2-NP una vez se alcanzé la confluencia adecuada en
el frasco (80%), las células se transfirieron a una placa de 24 pocillos donde se llevo a cabo el
tratamiento. Tras despegar las células con tripsina, como se ha descrito anteriormente, las
células se sembraron a una densidad celular de aproximadamente 2x10° células/pocillo. Una
vez dispuestas las células en la placa se incubaron durante 24h a 37°C para permitir su adhesién

y, posteriormente se procedi6 a administrar los tratamientos.

Se realizaron tres réplicas del cultivo y en todos los casos se afiadié la suspension de TiO2-NP
a unas concentraciones finales de 10, 50, 100 y 200ug/ml, utilizando medio de cultivo fresco
como control negativo y mitomicina C (MMC, 1,5uM 24h) como control positivo. Las células
fueron incubadas a 37°C durante 3, 6 0 24h. Se realizaron dos réplicas de cada concentracion
para cada tratamiento.

4.2 Evaluacion por citometria de flujo

La evaluacion de la frecuencia de MN por citometria de flujo se realiz6 siguiendo los protocolos
descritos por Nisse et al. (1994) y Roman et al. (1998), con algunas modificaciones
(Valdiglesias et al., 2011).

Después de la exposicion predeterminada de las células a cada concentracion de TiO2-NP o a
los controles, el medio de cultivo se elimind y se repuso medio nuevo en el que se dejé crecer
a las células durante otras 48h, que se corresponden con su tiempo de replicacién, para permitir
la expresion de las alteraciones cromosdmicas numeéricas o estructurales en forma de MN. Al
finalizar los cultivos, las células fueron preparadas para su analisis por citometria de flujo. Para
ello se tripsinizaron y se suspendieron en PBS. Tras ello se centrifugaron, se retiro el
sobrenadante y se afiadieron 0,25ml de solucién fria (4°C) compuesta por NaCl (10mM), citrato
sodico (1g/l) y Nonidet P40 (0,3ml/l). También se afiadieron a cada tubo 5ul de PI 50mg/ml y
1,25ul de de RNasa A 0,1mg/ml, y se dejaron incubar durante 15min en oscuridad. Transcurrido

este tiempo, se afiadié una segunda solucién que contenia acido citrico (1,5mg/l) y sacarosa

16



(0,25M) y se incubo durante 30min. Por ultimo, la suspensién se filtro a traves de una malla de
nylon de 50pm y se realizaron los analisis de citometria de flujo. Este procedimiento de dos
etapas destruy6 la membrana celular, de modo que la suspension contenia nicleos y MN. Esta
suspension se analizé con un citometro de flujo FACSCalibur (BectonDickinson). Los MN
pudieron ser diferenciados en relacién a su tamafio (canal FSC) e intensidad de sefial de Pl
(canal FL2) siguiendo el protocolo de anélisis descrito por Avlasevich et al. (2006) (Figura 7).
Se evaluaron 50,000 eventos y el analisis de datos se realiz6 con el programa Cell Quest Pro

(Becton Dickinson).

Sk NI

Figura 7: Andlisis de MIN por medio de citometria de flujo, mostrando las regiones en las que se localizan los MIN y los nucleos
(tomado de Avlasevich et al., 2006)

5. Analisis estadistico

Se realiz6 un minimo de tres experimentos independientes para cada condicion experimental
testada, siempre por duplicado y bajo condiciones ciegas. Los analisis estadisticos se llevaron

a cabo utilizando el paquete estadistico SPSS para Windows (version 21.0).

Los datos experimentales se expresaron como media + error estandar. Se comprobd mediante
la prueba de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnov que los datos no seguian una
distribucion normal, por lo que se consideraron las pruebas no paramétricas como las mas
adecuadas para el analisis estadistico de estos datos. Se empleo el analisis de Kruskal-Wallis
para muestras independientes, que nos permitio, complementado con el test U de Mann-
Whitney que compara los grupos dos a dos, establecer la existencia de diferencias significativas
entre los distintos tratamientos realizados. La posible existencia de un patron de correlacion
entre la dosis y la respuesta, se analizé mediante el test de Spearman. El valor de P<0.05 se

establecio como umbral de significacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Caracterizacion de las NP

Para conseguir llevar a cabo una evaluacion precisa de la toxicidad de un nanomaterial se
requiere, ademas de una caracterizacion fisico-quimica completa, una comprension exhaustiva
de las propiedades y el comportamiento de los nanomateriales en condiciones similares a las

utilizadas en los estudios de toxicidad in vitro e in vivo (Ji et al., 2010).

En la Tabla 1, se recogen los resultados obtenidos en la caracterizacion de las TiO2-NP
utilizadas en el presente estudio. En ella se indican los valores obtenidos de: la proporcion las
distintas fases cristalinas de que se componen las NP utilizadas, el tamafio de particula primario,

el area superficial, el didmetro hidrodindmico y el potencial zeta.

Tabla 1. Caracterizacion de las TiO,-NP

Tamafio de Area superficial Diametro hidrodinamico

NP Fase cristalina i » Potencial Zeta (mV) (DLS)®
particula (nm)? especifica’(m?/g) (nm) (DLS)°
Al Medi Al Medi
_ 80% anatasa gua edio gua edio
TiO2 _ 25 (TEM) 35-45
20% rutilo 1605 2283 278 107

TEM: Microscopio Electrénico de Transmision, DLS: Dispersion dindmica de la luz
a Datos proporcionados por la casa comercial ® Datos proporcionados por el Instituto Nacional de Satide Dr. Ricardo Jorge
(Portugal).

El tamafio de particula primario fue analizado por TEM y proporcionado por el fabricante e
indica un tamafio medio de 25nm. El area superficial especifica, que también fue proporcionada
por el fabricante, se correspondia con 35-45m?/g y la fase cristalina de las TiO2-NP indic6 una

mezcla entre anatasa (80%) y rutilo (20%).

Del tamafio dependen la mayoria de caracteristicas y comportamientos que presentan estas
particulas en suspension, como puede ser la capacidad de ser captadas por las células (Lu et al.,
2009). Algunos autores sugieren que de él depende principalmente el trafico a través de las
membranas celulares, mostrando que NP con un tamafio menor de 40nm pueden entrar a las

células e incluso les es posible migrar al nucleo e inducir genotoxicidad (Chen et al., 2014).

Sin embargo, los datos de TEM, que nos permiten conocer el tamafio de particula en seco, no
aportan la informacion suficiente para poder predecir el comportamiento que presentan las NP
cuando se encentran en contacto con un medio liquido como los medios de cultivo utilizados
en el experimento. Por ello, resulta de gran utilidad calcular el diametro hidrodinamico vy el

potencial zeta que aportan datos complementarios. Estos dos parametros fueron determinados
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por medio de dispersion dinamica de la luz (DLS). Esta técnica ha sido propuesta por numerosos
autores como una técnica Util para evaluar nanomateriales en suspension. Se ha utilizado en
numerosos estudios para analizar la estabilidad de la suspension y la medicion del tamafio de

particula en medio liquido (Murdock et al., 2008).

Comparados con las particulas a mayores escalas, las NP presentan, en general, una gran
tendencia a aglomerarse. La aglomeracion y la posterior sedimentacion, generan problemas al
considerar la toxicidad dependiente del tamafio y la dosis (Murdock et al., 2008; Teeguarden et
al., 2006).

La formacion de aglomerados se debe en parte a interacciones entre particulas conocidas como
fuerzas de van der Waals. Aungue también, pueden formarse por un aumento de concentracién
de particulas en el disolvente o un cambio del pH o de la fuerza idnica del mismo (Handy et al.,
2008).

La informacion obtenida sobre la funcionalidad de las NP suspendidas en suero, medios,
tampones u otros fluidos bioldgicos puede ser diferente a la informacion adquirida en el agua.
(Osman et al., 2010). En consecuencia, a la hora de realizar este estudio, se decidié analizar la
tendencia a aglomerarse que seguia el compuesto tanto en agua desionizada como en el medio

de cultivo utilizado para el crecimiento de las células hepaticas utilizadas como modelo.

Se cree que es posible que biomoléculas, como péptidos o proteinas, presentes en los medios
de cultivo, sean adsorbidos por la superficie de la particula, aumentando asi su diametro
hidrodinamico y su tendencia a aglomerarse. Nuestros resultados corroboraron esta teoria ya
que se observo un diametro hemodinamico de 160,5nm en agua desionizada y 228,3nm en el
medio de cultivo suplementado con suero, de elevado contenido en proteinas FBS.

A pesar de ello, el medio de cultivo suplementado con FBS ha sido postulado como uno de los
solventes méas dispersantes en las suspensiones con TiO2-NPs (Ji et al., 2010). Este hecho parece
encontrarse verificado en nuestros resultados, pues si comparamos la aglomeracion obtenida,
con la de otros estudios que han utilizado un tamafio de particula semejante, pero en otros
medios de cultivo diferentes, podemos observar que éstas presentan un nivel de aglomeracién
mayor (Bihari et al. 2008; Murdock et al., 2008; Tantra et al., 2010) expresado mediante un

mayor tamafio hidrodinamico y un potencial Z mas bajo.

El potencial zeta es un parametro que ofrece informacidn sobre la capacidad de agregacion de
las NP en funcion de su estabilidad coloidal. Un mayor valor de potencial zeta (tanto positivo

como negativo) es resultado de mayores fuerzas de repulsion electrostatica entre las particulas,
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que se traduciran en mayores distancias de separacion en suspension, reduciendo asi la
aglomeracion (Srivastava et al., 2013). Jiang et al. (2009) sugirieron que la estabilidad de la
agregacion influye también en su destino biolégico, por lo que se cree que su modificacion
puede resultar atil para muchas aplicaciones, como la liberacién del compuesto en la
administracion de farmacos o, de forma inversa, para facilitar la eliminacion de particulas

demasiado pequefias en las aplicaciones de tratamiento de aguas.

Los datos obtenidos en nuestro estudio para este parametro fueron -27,8mV en agua
desionizada y -10,7mV en medio de cultivo. Es decir, la estabilidad que presentaban las NP en

el medio de cultivo fue menor que la observada en agua.

Otros autores ya habian evidenciado la relacion inversa entre el diametro hidrodindmico y el
potencial zeta que se verifica en nuestros datos, observando que, con el aumento de tamafio de
los aglomerados, los potenciales zeta netos de las suspensiones disminuian (Srivastava et al.,
2013). Las NP se consideran estables en el solvente cuando presentan un potencial zeta de +/-
30mV. Nuestros datos en este trabajo, sobre todo en medio de cultivo, fueron menores que el
umbral aceptable para la estabilidad (+/- 30 mV), por lo que las TiO2-NP utilizadas mostraron
tendencia a aglomerarse con el tiempo, a causa de su inestabilidad en el medio celular. En otros
estudios que describen datos de caracterizacion similares como Shuckla et al. (2013) o
Valdiglesias et al. (2013) se considerd que las NP elegidas eran adecuadas para realizar la
evaluacion. Ademas, mediante el analisis de los graficos obtenidos para la distribucién de
tamafio de las NP en la solucién (Figura 8), se pudo comprobar que las particulas mostraban

una buena dispersion tanto en agua como en el medio de cultivo utilizado.
a) - b) -

Iansily (V)

Figura 8: Grdfico de dispersion del tamaiio las particulas en suspension, obtenido por DLS en: a) agua desionizada y
b) medio DMEM.

Diversos autores han apuntado que otro factor importante a tener en cuenta a la hora de realizar
estudios de toxicidad de nanomateriales es la fase cristalina utilizada (Chen y taguachi, 2012),
pues puede influir en el comportamiento de las NP, segun las condiciones del estudio. Entre

esta corriente de opinién, algunos apoyan que los aglomerados de anatasa tienden a ser de
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mayor tamafio que los de rutilo (Di Bucchianico et al., 2016). Sin embargo, cuando ambas
formas se encuentran juntas en suspension, formando parte de una mezcla como la utilizada en
este estudio, poseen la capacidad de formar agregados mas grandes que los de anatasa sola, que
también exhiben por lo general unos valores de potencial zeta méas pequefios que las mezclas
(Sygouni y Chrysikopoulos, 2015).

2. Captacion celular

Uno de los aspectos importantes para evaluar el riesgo potencial de los nanomateriales es la
observacion y cuantificacion de las NP que son capaces de penetrar en las células. La captacion
y localizacion de las NP son relevantes para la toxicidad (Marquis et al., 2009). Pese a ello, los
estudios llevados a cabo hasta la fecha sobre la captacion celular han brindado resultados muy

contradictorios.

Como parte esencial de este estudio, se considerd necesario determinar si las NP testadas son
capaces de entrar en las células hepaticas y en qué medida lo hacen o si, por el contrario, sélo
interacttan con la membrana celular. Esta evaluacion se llevé a cabo por medio de un analisis
realizado mediante citometria de flujo, que se basd en la determinacion del tamafio y la
granularidad celular, segun el protocolo de Suzuki et al. (2007).

Para cuantificar las células que habian internalizado NP se estudié el pardmetro SCC. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 9, en la que se puede observar que la captacion
celular llevada a cabo por las células HepG2 fue progresiva, aumentando paulatinamente con

la concentracion y el tiempo de exposicion testado.
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Figura 9: Resultados del andlisis de captacion celular de las TiO2-NP. *P<0,05, diferencias significativas con respecto al
control correspondiente.
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El histograma evidencia el aumento en la intensidad media de SSC con el aumento de la dosis.
Todas las dosis mostraron un aumento significativo respecto al control, excepto la dosis de
10pg/ml cuyo aumento a 6h de tratamiento no alcanz6 la significacion estadistica. Esta
dependencia fue verificada con los resultados del coeficiente de correlacion de Spearman
obtenido a partir de estos datos, observando un valor de r=0,981 para 3h de exposicion, r=0,942
para 6h de exposicion y r=0,975 para 24h de exposicion; todas las correlaciones presentaron un
valor de significacion de P<0,01. De la misma manera, se pudo observar un aumento de la

captacion dentro de cada una de las dosis en funcién del tiempo de exposicion.

El higado, presenta un endotelio con poros de hasta 100nm, lo que permite el paso de grandes
moléculas desde el endotelio a las células parenquimatosas subyacentes (Garnett & Kallinteri,
2006). Se ha mostrado que las células hepaticas son los lugares predilectos donde pueden
depositarse en el organismo las NP captadas por diferentes vias (Meena y Paulraj et al., 2012).
Y de la misma manera que en nuestro estudio, los resultados obtenidos evidenciaron que esta
presencia de particulas aumenta significativamente ante dosis mayores (Zucker et al., 2010).
Este resultado ha sido comprobado y corroborado tanto con células de otros tipos celulares
(Alluoini et al., 2012), como con las propias HepG2 en condiciones experimentales diferentes,
ya que, se ha probado que la unién celular y los datos de captacién (medidos por SSC) dependen
también de otros factores como el tipo de particula, la concentracion y el tiempo (Lankoff, et
al., 2012; Jochums et al., 2017).

Respecto al factor tiempo de exposicion, los resultados de Suckla et al. (2013) concuerdan con
los del presente trabajo. También ellos observaron un aumento significativo en la
internalizacion celular de las TiO2-NP despues de una exposicion prolongada, evidenciado por
el aumento en la intensidad de dispersion lateral (granularidad) de las células tratadas a los

mayores tiempos de exposicion.

Una de las mayores preocupaciones de la nanotoxicologia es, como se ha comentado, que las
particulas mas pequefias pueden ser mas tdxicas para los humanos porque pueden transportarse
mas facilmente a través de las membranas celulares (Oberdérster et al., 2005), hecho que ha
sido probado de manera generalizada (Andersson et al., 2011; Lu et al., 2009). De hecho, varios
estudios han corroborado que nanoparticulas de tamafio semejante al nuestro pueden ser
internalizadas por las celulas HepG2 (Lankoff et al., 2012; Shuckla et al., 2013).

El resultado de la captacion también puede relacionarse con la maquinaria endocitica-exocitica
especifica o los procesos de fagocitosis y no fagocitosis de cada tipo celular. Por un lado, las

células HepG2 no pueden internalizar sustancias por endocitosis dependiente de caveolas
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porque carecen de la proteina, por lo que presentaran resistencia ante la captacion de algunas
NP que se internalicen por esta via (Kou et al., 2013). Sin embargo, por otro lado, las células
HepG2 no utilizan generalmente, mecanismos fagociticos para la eliminacion de particulas
pequefias (Zhang et al., 2016; Lankoff et al., 2012). Por lo tanto, se supone que existe una mayor
exposicion de éstas a ciertas sustancias, que puede explicarse por el hecho de que las
nanoparticulas no se eliminan rapidamente por esta via. Su persistencia en el interior celular,
puede favorecer la aparicion de efectos citotdxicos (Lankoff et al., 2012). En este aspecto, puede
ser relevante el factor tamafio de particula o sus agregados, ya que los fagocitos generalmente
eliminan la materia particulada >500nm; por consiguiente, tampoco podran fagocitar las
particulas mas pequefias, quedando estas retenidas en el tejido ejerciendo una carga sostenida
y una exposicién prolongada. Como prueba de ello, Skocaj et al. (2011) encontraron agregados
unidos a la membrana (> 200nm) que tal vez no pudieron atravesar los poros. Sin embargo, si
que observaron agregados mas pequefios dentro del citoplasma de eritrocitos que se

correspondian con los tamafios de nuestras nanoparticulas y que no habian sido eliminados.

Por tanto, generalmente se observa que particulas del mismo tamafio pero con mayor diametro
hidrodinamico, que refleja un mayor grado de aglomeracién, tienen el mayor grado de
asociacion celular (tanto en forma de particulas unidas a la membrana celular como de
particulas internalizadas). Esto también podria explicarse por el hecho de que las células entran
en contacto mas rapido y durante mas tiempo con aglomerados méas grandes que sedimentan

primero (Allouni et al., 2009).

En estudios de citotoxicidad previos se demostrd que la fase cristalografica juega un papel
crucial (Andersson et al., 2011; Sayes et al., 2006; Warheit et al., 2006). Se descubrié que la
fase cristalina anatasa es mas toxica y genera una mayor cantidad de ROS que una muestra de
NP de TiO2 de fase rutilo equivalente (Sayes et al., 2006). Este resultado se atribuy6 a un
aumento de la captacion celular de las NP de anatasa sola o de las mezclas en las que el
contenido de anatasa es predominante, en comparacion con las nanoparticulas de rutilo solo
(Allouni et al., 2012; Valdiglesias et al., 2013; Di Bucchianico et al., 2016). Estos hallazgos
indican un efecto sinérgico entre anatasa y el rutilo en fases mixtas que ha sido probado (Li et
al., 2010). Se debe basicamente, a que esta mezcla conduce a una mayor reactividad y, a su vez,
a un mayor potencial de adsorcion de proteinas séricas que potencia las interacciones
electrostaticas entre las particulas y las células y favorece la internalizacion por diferentes rutas
(Murdock et al., 2008). Este dato podria explicar por qué la mezcla utilizada en este estudio con
80% de la fase anatasa fue altamente interiorizada.
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3. Ensayo de micronucleos

El ensayo de MN evalua roturas o pérdida de cromosomas. Un aumento en la frecuencia de
células micronucleadas es una indicacion de dafio cromosomico inducido (Chen et al., 2014).
La citometria de flujo constituye un método capaz de evaluar la frecuencia de MN en un

conjunto celular de una manera rapida, sencilla y fiable (Di Bucchianico et al., 2016).

Para nuestro conocimiento, éste es el primer estudio que analiza la frecuencia de MN inducida
por TiO2-NP en células hepaticas utilizando la evaluacion por citometria de flujo. Debido a que
esta técnica no habia sido previamente empleada en nuestro laboratorio en el tipo celular
HepG2, parte de este trabajo consistié en la optimizacion de la técnica para su aplicacién en
estas células.

Los resultados obtenidos en el ensayo de MN evaluado por citometria de flujo se muestran en
la siguiente grafica (Figura 10). No se obtuvieron diferencias significativas para ninguna de las

concentraciones testadas, en ninguno de los tiempos evaluados.
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Figura 10: Resultados del test de MN en células HepG tratadas con TiO,-NP. **P<0,01, diferencias significativas con respecto
al control negativo. CP: control positivo.

Las correlaciones entre dosis y respuesta tampoco fueron significativas, segun el test de
Spearman. Todas las dosis testadas indujeron dafios mayores entre las 6 y 24h de exposicion,
excepto los tratamientos de 3h que se mantuvieron practicamente en el nivel del control

negativo en todos los casos.
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En nuestro estudio, al igual que en Linnainmaa et al. (1997), no se ha demostrado que el TiO>
a nanoescala sea capaz de causar hepatotoxicidad a nivel del material. Puesto que no ha habido
un aumento evidenciable de MN, no podemos afirmar que esta sustancia sea capaz de inducir
dafos ya sean de tipo aneugénico (fallo en la fijacion del huso al cinetocoro, impidiendo la
segregacion de cromosomas) o clastogénico (dafio estructural en los cromosomas, que implique

roturas de cadena dobles) (Catalan et al., 2017), en estas condiciones.

Entre las investigaciones que utilizaron como modelo experimental la misma linea celular que
el presente estudio, los resultados obtenidos fueron muy variopintos. En general, tampoco
mostraron una asociacion notable entre la dosis y la respuesta. Vallabani et al. (2014)
encontraron un aumento significativo en el namero de células HepG2 micronucleadas expuestas
a 20pg/ml; sin embargo, a dosis mayores (40 y 80ug/ml) la formacién de micronucleos
disminuyé. Por otra parte, Shuckla et al. (2013) si que observaron que la frecuencia de
microndcleos en células HepG2 tratadas con bajas dosis de TiO2-NP (30-70 pg/ml), se

incrementaron de una manera dependiente de la dosis.

En otro estudio donde se analizé la capacidad de este nanomaterial de inducir MN en las células
HepG2 segun el medio de cultivo utilizado (suplementado con albdmina de suero bovino [BSA]
0 FBS), se describio6 un significativo aumento de MN, utilizando NP de un tamafio muy similar
al de las utilizadas en este trabajo (27nm), a la dosis de 50ug/ml en ambos medios, mas
significativo en el medio que contenia mayor cantidad de proteina (medio DMEM
suplementado con 10% de FBS). Por ello hipotizaron, que la cantidad de proteina del medio,
favorecia la frecuencia de MN debido a una superior aglomeracion (Prasad et al., 2014). Sin
embargo, nuestros resultados para esta misma dosis, en medio DMEM que también posee 10%
de FBS no fueron significativos. Por ello se debe aceptar que otras condiciones deben intervenir

en la aparicion de estas diferencias.

Diversos estudios han mostrado que las TiO2-NP causan genotoxicidad provocando dafio al
ADN y formacion de MN. A pesar de ello, son todavia demasiado escasos como para poder
concluir cuales son las dosis y los tiempos de exposicion que pueden suponer mayor riesgo. En
otras ocasiones, utilizando otras lineas celulares diferentes, se han obtenido también resultados
positivos del ensayo de MN, que muestran la capacidad de las TiO2-NP para producir dafio in
vitro. Entre ellos cabe destacar estudios que describieron la induccion de MN en: células de
ovario de hadmster chino (CHO-K1) usando TiO2-NP con 80% de anatasa-20% de rutilo (Di
Virgilio et al., 2010); linfocitos humanos usando anatasa pura 'y mezcla de 86% anatasa y 14%
rutilo (Tavares et al., 2014); células epiteliales BEAS 2B tratadas con 99.7% de anatasa y

99,9% de rutilo (Falck et al., 2009); en keratinocitos HaCaT usando 80% anatasa y 30% rutilo
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(Jaeger et al., 2012) y en células epiteliales pulmonares humanas A431 y A549 usando anatasa
pura (Srivastava et al., 2013). También en estos estudios los rangos de respuestas fueron muy
variables, evidenciando grandes diferencias en la intensidad con la que el compuesto ejerce
genotoxicidad. Muchos autores lo justifican apuntando que las inconsistencias detectadas no
solo dependen de la linea celular testada sino, como ya se ha comentado, que podrian ser
provocadas por las caracteristicas propias de la particula testada y su comportamiento en
suspension. Entre estas caracteristicas puede influir la forma, la fase cristalina o el estado de

aglomeracion que estas particulas presentan en el medio elegido (Ji et al., 2010).

Asi, muchos han destacado que la forma anatasa de las NP de TiO2 puede causar mayor dafio
en el ADN que las dosis equivalentes de la forma rutilo. Chen y taguachi., (2012) relacionaron
este dato con la mayor actividad fotocatalitica que presenta la forma anatasa. Aun asi, otros
autores defienden que la diferencia observada entre las fases se deba en realidad a una cuestion
de tamafio pues mostraron que las nanoparticulas de TiO de anatasa de hasta 20nm, inducen
un aumento en la formacién de micronucleos, mientras que el de anatasa de 200nm o el TiO>

de rutilo de 200nm no lo provocan (Gurr et al., 2005).

Otro hecho que posiblemente afecte a la diferente respuesta que causa cada fase cristalina puede
ser el tiempo que tarda en ejercer toxicidad. En nuestro estudio, todas las concentraciones
testadas durante 3h se mantuvieron en linea con el control negativo, lo que podria indicar que
existe un umbral de tiempo para que las TiO2-NP puedan inducir MN. Sin embargo, en el
estudio de Oshman et al. (2010), en el que en lugar de utilizar una mezcla trataron las células
con anatasa pura al 99%, se observo que a las 2h ya existia respuesta, detectandose un aumento

significativo en las células micronucleadas.

Las evidencias aportadas por los defensores de que la variable determinante es la aglomeracion
de las NP en suspension, mostraron que las TiO2-NPque forman aglomerados grandes inducen
dafio en el ADN en diferentes lineas celulares, mientras que las NP que forman aglomerados
mas pequefios no tuvieron efecto sobre la genotoxicidad (Chen et al., 2014). Sin embargo,
Lankoff et al. (2012) describieron que las TiO2-NP forman aglomerados de diversos tamafos
segun el protocolo de tratamiento, presentando los aglomerados mas pequefios mayor captacion

y toxicidad celular que los aglomerados méas grandes.

Otras investigaciones se han encargado de testar la genotoxicidad de este nanomaterial in vivo.
Normalmente estos estudios utilizaron roedores como modelo animal y tampoco se observa un
consenso sobre la genotoxicidad de las TiO2-NP en los resultados. Como ejemplos podemos

destacar: Relier et al. (2017) que testaron la genotoxicidad ejercida en ratas tras su inhalacion
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por medio del analisis de MN a las celulas sanguineas extraidas de los animales observando
que inmediatamente después de la exposicion los resultados de genotoxicidad fueron negativos;
Meena y Paulraj. (2012) observaron la genotoxicidad ejercida en eritrocitos de ratas Wistar tras
la ingestion de TiO2-NP por medio de una dieta suplementada con las NP que, en este caso, Si

que produjo un aumento de MN.

También ha sido comprobada la toxicidad en organismos marinos, como consecuencia del gran
riesgo de exposicion ambiental al que se enfrentan, a causa de las grandes cantidades de TiO»-
NP presentes en el ecosistema provenientes de los residuos de su uso y fabricacion. En la
revision realizada por (Minetto et al., 2014) dodne se muestran los resulados de toxicidad
realizadas a diversos organismos marinos, se ha confirmado que estos contaminantes causan
respuestas genotoxicas como fragmentacion cromosémica o roturas de cadena de ADN, y que
la genotoxicidad, en este caso, depende de las propiedades fisico-quimicas inherentes a las
propias TiO2-NP o de la presencia de co-contaminantes (Mahaye et al., 2017).

La interaccion entre varios toxicos presentes en un entorno puede dar lugar a efectos
acumulativos o sinérgicos (Dar et al., 2016). Una evidencia derivada de esta situacion ha
surgido a partir de una de las aplicaciones del 6xido de titanio nanoparticulado. Gracias a las
habilidades fotocataliticas que posee, el TiO2-NP se utiliza en la depuracion de aguas para
eliminar el diclorodifeniltricloroetano (DDT), un pesticida organoclorado muy contaminante y
altamente persistente. Un estudio realizado por Shi et al. (2010), mostré que se produce un
efecto sinérgico en la toxicidad que estos compuestos provocan por separado cuando ambos se
encuentran juntos en el medio. La adsorcion efectiva de otros compuestos por las TiO2-NP
puede aumentar significativamente el nivel de exposicion in vivo de los mismos. Este resultado
fue considerado como relevante para este estudio ya que el higado es el érgano diana de la
exposicion al DDT y las TiO2-NP.

Respecto a los resultados de hepatotoxicidad que han surgido de esta y otras investigaciones, la
mayoria de los autores coinciden en que el TiOz es capaz de causar toxicidad hepatica tras la
exposicion, y que estos dafios son mayores ante la forma nanoparticulada que con la forma de
TiOz en particula fina (Wang et al., 2007).

Diversos autores han intentado identificar el mecanismo por el cual las TiO2-NP provocan
efectos genotoxicos, y se ha llegado a varias conclusiones. Por ejemplo, Li et al. (2010) afirman
que la forma anatasa podria acumularse en el ADN hepatico insertandose entre las pares de
bases de ADN o uniéndose a los nucleétidos. Sin embargo, numerosos indicios apuntan que el

mecanismo por el cual una vez dentro del higado ejercen genotoxicidad es por medio de un
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aumento de ROS. Como ejemplo, en el estudio de Petkovic et al. (2011) se determinaron efectos
citotoxicos y genotoxicos mediados por el estrés oxidativo, observando que la exposicion a
TiO2-NP a una concentracion de 250ug/ml eleva al doble los niveles de ROS, que provocd
dafos en el ADN en células HepG2, evidenciados mediante el ensayo del cometa. Shuckla et
al. (2013), apoyaron esta hipétesis demostrando, que el estrés oxidativo inducido por las TiO2-
NP desencadena el dafio del ADN, lo que inicia la expresion de proteinas apoptoticas que
resultan en dafio hepético. Otros autores han apoyado asimismo esta propuesta afiadiendo que,
en las células donde las ROS inducen dafio oxidativo del ADN, se han observado otras
consecuencias relacionadas entre las que destacan el aumento de la produccion de ROS
intracelulares y la regulacion positiva de la expresion del ARN mensajero de genes sensibles al
dafo del ADN (p53, p21, gadd45) (Petkovic et al., 2011).

A pesar de todas estas suposiciones, la informacién existente hasta la fecha sobre la
hepatotoxicidad producida por las TiO2-NP no es suficiente para establecer unos estandares de
seguridad adecuados, por lo que se debe seguir estudiando este compuesto para poder establecer

los limites de seguridad tan pronto como sea posible.
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CONCLUSIONES

Al igual que para muchos otros nanomateriales, se han observado resultados controvertidos
sobre la genotoxicidad de las TiO2-NP. Se ha llevado a cabo una gran cantidad de estudios, y
una parte de ellos ha detectado respuestas positivas. Sin embargo, sigue habiendo notables
controversias respecto a su genotoxicidad. Los resultados contradictorios obtenidos en varios
estudios podrian deberse a diferencias en las caracteristicas de las nanoparticulas testadas, como
el tamafio, la estructura cristalina o la tendencia a formar aglomerados. Estas diferencias
resultan més acentuadas al comparar los efectos entre diversas lineas celulares, por lo que
también el tipo celular utilizado puede influir sobre los resultados. En este estudio se llevo a
cabo la caracterizacion de TiO2-NPcompuestas por una mezcla de las fases cristalinas anatasa
y rutilo, en donde se comprobo que estas NP presentan una mayor tendencia a la aglomeracion
y una menor estabilidad en medio de cultivo DMEM que en agua desionizada. Una vez
caracterizadas y comprobada la obtencidn de una buena dispersion en el medio de cultivo, se
determind la captacion de las NP por las células HepG2 y se analizé la capacidad de estas
particulas para inducir alteraciones cromosémicas por medio del ensayo de MN. A partir de los
resultados experimentales obtenidos, asi como de su anélisis y discusion, se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

- Las TiO2-NP son capaces de penetrar en las células hepaticas de una forma directamente

dependiente de la dosis y el tiempo de exposicion.

- Las TiO2-NP no indujeron genotoxicidad en las condiciones testadas, ya que no se
observo aumento significativo de la frecuencia de MN en las células HepG2 tras la exposicion
a diferentes concentraciones durante 3, 6 o 24h.
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