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Resumen

En la actualidad, los nanomateriales son una parte importante para el desarrollo de nuevas aplicaciones esto gracias a que a
tamafios nanométricos sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas cambian. Los hanomateriales se clasifican de acuerdo con
su tamafio, morfologia en 0D, 1D, 2D y 3D. Estos materiales han encontrado aplicaciones diversas, desde la reduccién de
contaminantes organicos en agua hasta su uso como transportadores de farmacos y biomarcadores para la deteccién de cancer,
asi como en la encapsulacién de nutrientes. Aunque estos avances prometen beneficios significativos, la reduccion de tamafio
plantea inquietudes respecto a su interaccion con el cuerpo humano. Las principales vias de exposicion, como la inhalacion, el
contacto directo e ingestion, han suscitado la necesidad de regular la bioseguridad en el uso de nanomateriales en los Gltimos
afios. En este contexto, la evaluacion de la toxicidad de estos materiales se presenta como un aspecto esencial, destacando su
importancia critica en diversas areas tecnoldgicas y médicas. Este trabajo se centra en una exhaustiva revision bibliografica de
las pruebas toxicolégicas, subrayando la imperiosa necesidad de evaluar los efectos toxicos de las nanoparticulas para garantizar
Su uso seguro y sostenible en diversas aplicaciones.

Palabras Clave: pruebas, citotoxicidad y nanoparticulas.
Abstract

Currently, nanomaterials play a crucial role in the development of new applications, thanks to the fact that their physical,
chemical, and biological properties change at nanoscale dimensions. Nanomaterials are classified based on their size and
morphology in 0D, 1D, 2D, and 3D. These materials have found diverse applications, ranging from the reduction of organic
pollutants in water to their use as drug carriers and biomarkers for cancer detection and nutrient encapsulation. Although these
advancements hold significant promise, concerns arise regarding the impact of size reduction on their interaction with the human
body. Primary exposure routes, such as inhalation, direct contact, and ingestion, have prompted the need to regulate biosafety in
the use of nanomaterials in recent years. In this context, the evaluation of the toxicity of these materials emerges as an essential
aspect, underscoring its critical importance in various technological and medical fields. This work focuses on a comprehensive
literature review of toxicological tests, emphasizing the urgent need to assess the toxic effects of nanoparticles to ensure their
safe and sustainable use in diverse applications.

Keywords: tests, cytotoxicity and nanoparticles.

1. Introduccion con composiciones especificas, tamafios y formas bien
definidas y diversas.
La cuarta revolucién industrial ha demandado el disefio de Un nanomaterial (NM), es aquel material que al menos una

nanomateriales, esto ha propiciado que se sinteticen materiales  de sus dimensiones tiene un tamafio de particula entre 1 a 100
nm, (Hussain et al., 2015). Dependiendo del tamafio de
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particula y morfologia, las propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas cambian (Gagner et al., 2012), esto contribuye a que
los nanomateriales presentan ventajas en ciertas aplicaciones,
por ejemplo, al disminuir el tamafio de particula se incrementa
la propiedad de adsorcion, mostrando una alta utilidad en la
remocion de contaminantes organicos en aguas residuales

El empleo de nanomateriales se ha utilizado para aumentar
la dureza en metales, también en nutricion para la
encapsulacion de nutrientes para incrementar la
biodisponibilidad, en salud como liberadores de farmacos, asi
como en el disefio de materiales que promuevan la
cicatrizacion y regeneracion de tejidos.

En la actualidad las aplicaciones industriales empleando
nanoparticulas (NPs) ha ido en aumento debido a la
versatilidad en que se pueden obtener. La morfologia de los
nanomateriales se refiere a la formay estructura tridimensional
de las particulas a una escala nanométrica, es decir, a nivel de
nanémetros. Los NMs pueden tener diferentes dimensiones, y
se clasifican en base a su forma (Barnard, 2010).
Nanomateriales 0D (cero dimensiones); estructuras
nanométricas que no tienen una dimension predominante. Son
de tamafio similar en todas las direcciones, lo que significa que
tienen una forma maés bien esférica u octaédrica. Dentro de los
nanomateriales mas utilizados se incluyen particulas metélicas,
como las de oro o plata. Las NPs de oro pueden ser utilizadas
en terapias fototérmicas, para el tratamiento de ciertos tipos de
cancer de piel. Se pueden activar con luz laser para generar
calor y destruir las células cancerosas. Al utilizar
nanoparticulas de oro funcionalizadas se ha demostrado su
capacidad para transportar y liberar farmacos de manera
controlada en sistemas biol6gicos (Vines, 2019).

Los nanomateriales de acuerdo a sus dimensiones se
clasifican en 0D, 1D, 2D y 3D. La tabla 1 muestra las
caracteristicas, clasificacion y aplicaciones de estos
nanomateriales.

La relacién entre NPs y NMs es que las nanoparticulas son
componentes  estructurales  fundamentales de  los
nanomateriales. Por lo que a lo largo de este trabajo se refiere
con el término NP cuando se estudia de forma directa las
propiedades del componente del nanomaterial.

Para definir la aplicacion de las nanoparticulas (NPs) es
importante considerar la superficie por masa de ésta, ya que
ello permite que sea mas activa biolégicamente que particulas
de mayor tamafio de la misma composicidn, ademas la
superficie y el nimero de particulas permiten predecir mejor
las respuestas inflamatorias de stress oxidativo (Gagner, et al.,
2012).

Las razones por las cuales las nanoparticulas (NPs) mas
pequefias exhiben una mayor actividad bioldgica en
comparacion con particulas de mayor tamafio de la misma
composicién. En primer lugar, en tamafios nanométricos
aumenta significativamente la relacion superficie-masa, lo que
implica una mayor area expuesta en proporcion a su masa. Esta
caracteristica intensifica las interacciones bioldgicas en la
superficie de las NPs, manifestandose en una actividad
bioldgica méas acentuada. En segundo lugar, las nanoparticulas

mas pequefias destacan por su mayor capacidad de
penetracion, facilitando su acceso a membranas celulares y
tejidos bioldgicos. Este fenémeno facilita la entrada eficaz en
células y organelos, de las NPs lo que les permite sean
utilizadas en aplicaciones biomédicas, como en la
administracién de farmacos y la terapia génica A continuacion,
se describen las razones por las cuales las nanoparticulas (NPS)
méas pequefias exhiben una mayor actividad bioldgica en
comparacion con particulas de mayor tamafio de la misma
composicion. En primer lugar, a tamafios nanométricos
aumenta significativamente la relacion superficie-masa, lo que
implica una mayor cantidad de superficie expuesta en
proporcion a su masa. Esta caracteristica intensifica las
interacciones bioldgicas en la superficie de las particulas,
manifestandose en una actividad biolégica mas pronunciada.
En segundo lugar, las nanoparticulas mas pequefias destacan
por su mayor capacidad de penetracion, facilitando su acceso
a membranas celulares y tejidos biol6gicos. Este fendmeno
facilita la entrada eficaz en células y organelos, potenciando su
utilidad en aplicaciones biomédicas, como la administracién
de farmacos y la terapia génica. Zhdanov 2019).

Otro aspecto que se debe considerar dentro de la
nanotoxicologia es la biocinética de las NPs, que estudia los
movimientos o cambios de posicién en organismos Vvivos, ya
que en el caso de que la NPs se inhalen se depositan en el tracto
respiratorio y evaden la respuesta inmune especifica estas se
translocan fuera del tracto por endocitosis y transcitosis. En la
piel, las NPs entran por la dermis y posteriormente se
translocan por via linfatica y ganglios regionales. Las que se
ingieren, son captadas por la linfa y se excretan por las heces.
Las que entran por via sanguinea son absorbidas por el higado,
bazo, médula 6sea, corazon y otros 6rganos (Oberddorster et al.,
2005).

Por lo tanto, el creciente interés por la evaluacién
toxicoldgica de las NPs se debe en gran medida a sus diversas
aplicaciones, principalmente en las areas de la salud,
alimentacion e industrial. Para poder emplear las NPs en estas
aplicaciones antes citadas es necesario determinar su
toxicidad, por medio de pruebas toxicoldgicas, las cuales en
organismos vivos evaltan los fluidos corporales y 6rganos
internos para detectar la presencia de sustancias quimicas o
lesiones agudas o crdnicas y en modelos in vitro el dafio celular
(Juarez-Moreno et al., 2020). EIl uso de NPs en diversas
aplicaciones requiere el apoyo de la nanotoxicologia, que de
acuerdo con Oberdorster et al., 2005, es la ciencia que estudia
los efectos tdxicos de las NPs sobre el medio ambiente y seres
vivos, ya que la diversidad de estas y sus posibles efectos
plantea la necesidad de evaluar la exposicion humana y
ambiental durante su fabricacion y uso.

Debido a la creciente preocupacion que involucra el manejo
de las NPs, se requiere evaluar los riesgos y para este estudio
se deben responder las siguientes preguntas: ¢Las
nanoparticulas tienen efectos adversos? ;Como se relaciona la
dosis respuesta?, ¢Coémo son los niveles
ocupacionales/ambientales en diferentes medios? ;Cual es el
riesgo calculado? (Oberddrster et al., 2005, Moya et al., 2011).
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Tabla 1. Clasificacién, caracteristicas, ejemplos y aplicaciones de los nanomateriales.

DIMENSIONES DEFINICION

EJEMPLO

APLICACION REFERENCIA

Cero dimensiones | Estructuras nanométricas que

no tienen wuna dimensién | oro

Nanoparticulas  de

Tratamiento de ciertos
tipos de céancer de piel.

(Vines, 2019)

predominante. Son de tamafio
similar en todas las direcciones

Nanoparticulas  de

Transporte y liberacion de

(esferas u octaedros). plata farmacos.
Una dimensién Tienen una dimensién | Nanotubos de | Marcadores de | (Lalwani, 2015)
predominante, son alargadas en | carbono enfermedades de la piel.
una direccion mientras que las
otras dos dimensiones son Sustrato para crecimiento
mucho mas pequefias. celular.
Dos dimensiones | Tienen  dos  dimensiones | Grafeno Monitoreo de pardmetros | (Farrera, 2017)

predominantes, son planas y
tienen un espesor muy pequefio
en comparacion con su longitud
y anchura

en pacientes.

Tienen un tamafio similar en
todas las direcciones 'y
mantienen una forma
tridimensional.

Tres dimensiones
silice

Nanoparticulas  de

Liberacién controlada de
activos

(Manzano, 2020)

Se han desarrollado diversas pruebas y métodos para
evaluar la nanotoxicidad de la NPs, algunas de estas pruebas
son: inflamacion y estrés oxidativo, biodistribucién y
metabolismo, genotoxicidad, citotoxicidad, inflamacion y
estrés oxidativo, biodistribucién y metabolismo, evaluacién de
toxicidad de modelos in vivo, hemocompatibilidad,
ecotoxicidad, estudios epidemiol6gicos, pruebas de toxicidad
en piel y en modelos celulares in vitro.

La evaluacién de la toxicidad de las nanoparticulas (NPs)
ha adquirido una importancia significativa, especialmente en
el contexto de su aplicacion en diversas areas tecnologicas y
médicas. La manipulacion precisa de las propiedades
fisicoquimicas de los NMs ha permitido la obtencion de
materiales con caracteristicas Unicas y altamente
prometedoras, pero también ha planteado importantes
interrogantes sobre su seguridad ambiental y bioldgica. En este
sentido, la evaluacién rigurosa de la toxicidad de las NPs a
través de pruebas toxicoldgicas representa una necesidad
apremiante para asegurar su implementacion de manera
responsable. En esta revision bibliografica se presentan
diferentes pruebas toxicoldgicas que permiten identificar y
evaluar la toxicidad de las NPs.

2. Pruebas de inflamacion y estrés oxidativo

Evallan el potencial de las NPs para inducir inflamacion y
estrés oxidativo en células y tejidos. Esto puede incluir la

medicion de marcadores inflamatorios y la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO).

Las EROS incluyen iones de oxigeno, radicales libres y
perdxidos, tanto inorganicos como organicos. Estos se forman
de manera natural del oxigeno y tienen un papel importante en
la sefializacion celular (Vicenta et al., 2015).

En 1954 Rebeca Gerschman propone la toxicidad de
radicales libres y sugiere que su presencia provoca
enfermedades (Gershman, 1954). El oxigeno es esencial para
la vida en organismos aerobios, por un lado, participa en la
respiracion celular como aceptor terminal de electrones. Por el
otro lado, provoca dafio celular conocido como “estrés
oxidativo", este se presenta por un desbalance en la produccion
de especies reactivas del oxigeno (ERO) y la defensa
antioxidante, causando cambios fisiolégicos y bioquimicos,
los cuales provocan el deterioro y muerte celular (Pérez &
Pérez, 2000).

Dentro de los métodos directos, una técnica utilizada es la
espectrometria de la resonancia de la rotacion (espin) de
electrones, esta mide las EROs. La prueba se basa en el hecho
de que los metales de transicién, una vez liberados de su forma
quelante, estado en el que generalmente se encuentran en
plasma y dentro de las células, tienen la capacidad de catalizar
reacciones del tipo REDOX, cuyos productos son atrapados
por derivados fendlicos, que resultan en la formacion de una
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sustancia desarrolladora de color que sea sensible a la
medicion espectofotometrica (Pérez & Pérez, 2020).

En las pruebas indirectas para determinar las EROS, es
posible determinar productos terminales de la accion oxidante.
Existen pruebas que determinan de forma indirecta algunas de
las EROS mediante los productos terminales de su accion
oxidante sobre proteinas, ADN vy lipidos. La peroxidacion
lipidica, consiste en que los acidos grasos no saturados de los
fosfolipidos en las membranas celulares son atacados por
radicales, lo que provoca la formacion de

hidroperoxidos, los cuales se degradan rapidamente, sin
embargo, la lipoperoxidacién permite determinar la funcién de
los radicales libres en caso de dafio celular, y existen algunas
formas de medirla, entre ellas: medicién de compuestos que
reaccionan con el &cido tiobarbitdrico, medicién de aldehidos
procedentes de la lipoperoxidacion, medicién de hidrocarburos
volatiles en el aire expirado, medicion de compuestos
fluorescentes de la lipoperoxidacion (Perez-Gastell & Pérez de
Alejo 2000).

Otras pruebas son: la medicion de la concentracién de
antioxidantes, ya que estos pueden aumentar o disminuir por
diferentes enfermedades, lo que permite dar un seguimiento
terapéutico.

Por otra parte, también se pueden evaluar antioxidantes de
tipo no enzimaticos como las vitaminas C, Ay E y la
ubiquinona (Lagendik et al., 1996; Pacifici et al., 1991), y
antioxidantes de segunda linea como son: enzimas reparadoras
del dafio del ADN (Fraga et al., 1990), redox endonucleasas.

3. Pruebas de biodistribucién y metabolismo

Las pruebas de biodistribucion y metabolismo rastrean
cémo las NPs son absorbidas, distribuidas, metabolizadas y
excretadas por el cuerpo. Estas pruebas pueden incluir técnicas
de imagenologia como la resonancia magnética y la tomografia
por emisién de positrones (PET).

Cheng et al., (2014), en este estudio mediante la fusién de
distintos nanocristales de Au, Pt e IONP a través de interfaces
de estado sélido y la modificacion selectiva de distintas
superficies se construyeron nanotrimeros hibridos para
combinar agentes de contraste ponderados en T1y T2 en un
nanocompuesto con la forma y el tamafio deseados para la
resonancia magnética dual, manipularon la disposicion
espacial de cada componente con el fin de controlar la distancia
entre las especies T1 y T2 para reducir el acoplamiento
magnético y potenciar sinérgicamente ambos efectos de
contraste T1/T2. En esta investigacion se concluye que las
nuevas nanoestructuras con efectos de contraste tanto positivos
como negativos pueden utilizarse potencialmente como
nanosondas moleculares para el diagnéstico de tumores y
aplicaciones terapéuticas con excelente precision y fiabilidad.

4, Evaluacion de la toxicidad de nanoparticulas en
modelos celulares in vivo

Estas pruebas evaltan in vivo o in vitro los efectos de la
administracion de las NPs. Estos estudios pueden evaluar la
exposicién aguda o crénica de las NPS determinando signos y
lesiones en modelos in vivo o efecto citotdxico en modelos in
vitro.

Las pruebas de toxicidad incluyen la evaluacion de los
efectos de los materiales en animales de laboratorio,
administrando el medicamento o la NPs por un largo tiempo,
registrando las anormalidades fisioldgicas y bioguimicas. A
pesar de los cambios en la normatividad con respecto a la
utilizacion de animales en investigacion, el modelo animal es
probable que siga vigente por la variedad de ventajas que
ofrece, por ejemplo, la constitucién genética definida, asi como
la posibilidad de controlar la exposicién y su duracion, otra
ventaja es la posibilidad de revisar los 6rganos (después de la
necropsia). Las pruebas que evallan toxicidad pueden
realizarse in vivo (utilizando el animal completo), in vitro
(probando en células o tejidos aislados) o por computadora
(Bruinen de Bunin et al., 2009).

Los productos cosméticos que contienen sustancias

quimicas pueden provocar lesiones en piel o en ojos, como se
usan con frecuencia debe verificarse que sean inocuos, no
deben causar sensibilizacion o irritacién dérmica u ocular. Las
primeras pruebas se efectuaron utilizando como modelo
animal conejos, realizando pruebas de irritacién dérmica y
ocular (prueba de Draize). Esta Gltima prueba consiste en
aplicar la sustancia 0 NPs en la conjuntiva del animal y
observar si se presentan lesiones en ese érgano (Madariaga et
al., 2006). A finales de los afios 70 se inicié un movimiento en
contra del método, y se ha promovido la bisqueda de nuevas
alternativas (Vinardell, 1994). Para sustituir a la prueba de
Draize se planted la prueba en membrana corioalantoidea en
embrién de pollo (MCA). Esta prueba, conocida como HET-
CAM por su nombre en inglés (hen’s egg test on
chorioallantoic membrane) fue propuesta por Liiepke 1985, y
modificada por Spielmann 1992 y por Steiling, estima la
irritacion que provocan las sustancias a nivel ocular in vitro.
Itagaki et al.,1995 propusieron una variante a esta técnica,
utilizando un colorante que evalua la viabilidad celular, esto
permite la lectura espectrofotométrica de la muestra, lo que
evita el caracter subjetivo del resultado. Esta prueba ha
sustituido a la prueba de Draize, y se han realizado estudios de
validacion de la prueba HET- CAM (Bells et al., 1999 y Knight
and Breheny 2002).
Garcia-Dominguez et al., (2021), evaluaron la irritacion
dérmica en conejos machos de la raza Nueva Zelanda,
provocada por la administracion de hidroxiapatita sintetizada
por via hidrotermal en forma de varilla y reportaron que no se
observaron lesiones de irritacion dérmica.

5. Pruebas de hemocompatibilidad

En aplicaciones médicas las NPs pueden entrar en contacto
con eritrocitos, por lo anterior se requiere evaluar su
hemocompatibilidad por medio de pruebas de hemélisis, para
valorar la interaccion de las NPs con las células sanguineas
(Seyfert et al., 2002; Ooi et al., 2019). Para realizar esta prueba
se requiere conocer la sintesis de las NPs, las interacciones que
tengan con la sangre depende de su caracterizacion, tamafio,
carga superficie y forma. El contacto de la sangre con un
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objeto extrafio (no hemocompatible) puede provocar la
deposicién de una capa de proteina plasmatica, asi como de la

activacion del sistema inmune y de la coagulacién del cuerpo
humano, exponiendo la vida del paciente (Seyfert et al., 2002).

Figura 1. Biocinética de las NPs. Se han demostrado varias vias de absorcion y translocacion. Otras mas requieren investigarse.
Tomado de Oberdorster ef al., 2005.
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Alvarez-Monsivais et al., 2022, realizaron pruebas de
hemolisis para evaluar compuestos de hidroxiapatita-zirconia,
en concentraciones de 2.5 mg/ml, 5mg/ml y 10 mg/ml
concluyendo en todos los casos que el porcentaje de hemdlisis
fue menor al 2%, por lo que los materiales estudiados no
provocan un riesgo de hemolisis en el cuerpo humano.

Chévez-Guitron et al., 2022, evaluaron NPs de hidroxiapatita
sintetizadas por via hidrotermal y determinaron que las
particulas presentaron menos de un 5% de hemdlisis, que de
acuerdo con la norma ISO 10993-4 son altamente compatibles
y podrian utilizarse en aplicaciones biomédicas.

6. Pruebas de ecotoxicidad

Estas pruebas evallan cémo las NPs afectan a los
organismos y ecosistemas acuaticos y terrestres. Estas pruebas
pueden incluir estudios sobre la toxicidad para organismos
acuaticos, como peces y fitoplancton (Gémez-Sagasti, 2014;
Carriquiriborde, 2021; Rocha & Umbuzeiro, 2022). Estos
organismos actGan como bioindicadores que brindan
informacion de elementos téxicos que alteran un ecosistema
(Alkorta et al., 2003).

Las pruebas de ecotoxicidad utilizan herramientas que
reflejan la relacion de las propiedades fisicoquimicas y efecto
biologico potencial (Ortega-Senz 2018).

En la actualidad los compuestos xenobidticos han tomado
importancia, porque estos persisten en el ambiente con
transformaciones quimicas peligrosas, por lo que representan
un riesgo para la biodiversidad y salud humana. Por lo anterior
se requieren herramientas que permitan determinar los efectos
potenciales y los mecanismos de accion de estas substancias.

Linares et al., (2017) evaluaron los efectos toxicos de NPs
de Ag, Au, Ag/Ag y superparamagnéticas de 6xido de hierro,
en dos especies bioindicadoras lombriz de tierray anfibios. En
la primera, los efectos toxicos més significativos fueron, la
ocurrencia de alteraciones fisiologicas y conductuales al ser
expuesta a NPs de Ag de 3 nm y superparamagnéticas de 6xido
de hierro, estas Ultimas provocaron citotoxicidad a la
concentracion 1,38 mg/mL. En el caso de los anfibios se
evidenci6 toxicidad en NPs de Ag 3 nm y superparamagnéticas
de dxido de hierro.

7. Ensayos para la evaluacion de citotoxicidad de NPs en
un modelo de pez cebra

En nanotoxicologia en los altimos 30 afios, Danio rerio, pez
cebra, se ha convertido en uno de los sistemas biologicos mas
importantes, ya que presenta ventajas como biomonitor, lo
anterior es debido a sus caracteristicas biologicas y
morfologicas, y cuenta con un grado de similitud genética y
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fisiologica con el ser humano; ademas de que es un modelo
adaptable para su manejo en el laboratorio. En este es posible
inducir su manejo reproductivo, y por tener un desarrollo
embrionario externo y una gran descendencia en un periodo
corto (72 h), es posible evaluar efectos sobre la viabilidad y el
desarrollo de los embriones (Castillo-Salas et al., 2022).

Este modelo animal es un organismo experimental para la
evaluacion de efectos bioldgicos provocados por la exposicion
a xenobidticos (Rojas-Mufioz et al., 2007; Moreno, 2013;
Mussali-Galante et al., 2013; Covarrubias-Lopez, 2018;
Estévez et al., 2019); estudios de embriotoxicidad vy
teratogénesis (Sanchez-Olivares et al., 2021), genotoxicidad
(Qi et al., 2000; De Lemos et al., 2001; Normann et al., 2008;
Shaw et al., 2019) y alteraciones en el metabolismo (Begum et
al., 2006; Oner et al., 2008).

8.  Estudios epidemiolégicos

Analizan la relacion entre la exposicion a nanoparticulas y
la salud humana en poblaciones expuestas. Estos estudios
pueden involucrar a personas que trabajan con nanomateriales
0 que estan expuestas a través de otras fuentes. Baxter et al.,
2020 realizaron un estudio epidemioldgico en trabajadores
expuestos a aerosoles y nanoparticulas y se observé una
disminucion en la funcién pulmonar, sintomas respiratorios
adversos, enfermedad pulmonar obstructiva crénica y fibrosis.

9. Pruebas de toxicidad en la piel

La exposicién de nanoparticulas por la via aérea y digestiva
son més peligrosas que la exposicion en la piel. Las tasas de
translocacion de las NPs en humanos ain se desconocen, asi
como la acumulacién y retencién de las mismas en sitios
blanco. Los efectos adversos de las NPs se relacionan en gran
medida, con las caracteristicas fisicoquimicas de la superficie
de las mismas. También hace falta considerar los cambios
cualitativos y cuantitativos en la biocinética de las NPs
administrados en un organismo enfermo o comprometido.
(Figura 1) (Oberdorster et al., 2005).

Existe poca investigacion clinica sobre los efectos
secundarios por el empleo de NPs en forma cutanea, como la
inflamacién en la piel y el céncer de piel entre otros
(Hashempour et al., 2019).

Las NPs también pueden llegar al ser humano por via
dérmica y esto puede ser en el ambiente laboral, ya que se
depositan en la piel las que estan presentes en el aire, o por
medio del uso de protectores solares y cosméticos. Existen
algunos estudios que han demostrado in vivo e in vitro la
factibilidad de que las NPs se absorban por la piel, como es el
caso de TiO2, esferas de poliestireno, las cuales no pueden
atravesar el estrato corneo, sin embargo, se acumulan en
foliculos pilosos (Nohynek et al., 2014). En el caso de los
puntos cuanticos, si han demostrado que atraviesan el estrato
cérneo y se acumulan en la dermis (Ryman-Rasmusen et al.,
2006). Por otra parte, se ha demostrado que la piel sana e
intacta es una barrera efectiva para algunos NMs (Stern &
McNeil 2008).

9.1 Toxicidad dérmica de nanoparticulas de plata

Se esperaria que las NPs de plata (Ag) actien de forma
diferente que los iones de plata: a) podrian actuar rompiendo
la pared celular u obstruyendo un vaso sanguineo (solo las
nanoparticulas libres), b) podrian proporcionar un medio
superficial en el cual se puedan realizar reacciones quimicas o
que las moléculas puedan absorberse o inmovilizarse o 3)
podrian liberar iones. Se han realizado estudios utilizando
animales, que comparan el uso de los iones de Ag, las
nanoparticulas de Ag y nanocristales recubiertos de Ag, en los
cuales se ha demostrado un efecto muy similar. Se ha
observado que la Ag tiene un bajo potencial de irritacion en la
piel. La Ag puede causar genotoxicidad, pero aun se requieren
mas datos para evaluar su capacidad carcinogénica (Hadrup et
al., 2018).

10. Pruebas de toxicidad con “esferoides”

Los origenes de los esferoides como método de estudio 3D
se remontan a los trabajos sobre morfogénesis. En estas
pruebas se realizan estudios 2D y 3D, en el caso de las primeras
las células crecen en en monocapa, adheridas a un sustrato
plano o en suspension, mientras que en los modelos de cultivos
3D las células se localizan sobre andamiajes solidos (naturales
o artificiales), o formando grupos celulares generalmente de
forma esferoidal (esferoides) o en pequeias formaciones a
modo de capsulas esféricas, lo que se conoce como esferas
liquidas, estas han sido el objeto de estudio de la Fisica y la
Quimica, y recientemente en la Biologia y la Medicina
(Meseguer et al., 2015).

La gran mayoria de los estudios reportados sobre el uso de
esferoides (cultivo de células con estructura 3D), para evaluar
la citotoxicidad de las NPs, se basan en la comparacién de sus
efectos citotdxicos, su capacidad de internalizacién y difusion
en cultivos celulares en monocapa (2D) y en esferoides (3D).
Se ha evaluado el efecto citotoxico y la capacidad de
internalizacion de nanoparticulas de diéxido de titanio (NPs
TiO2) en cultivos celulares de osteoblastos humanos para
estudiar las respuestas de la interaccién célula-célula en el
tejido 6seo.

Un hallazgo importante es que las concentraciones elevadas
de NPs de TiO. indujeron la expresion de citocinas
proinflamatorias y factores de crecimiento involucrados en la
homeostasis del hueso y la ostedlisis (Souza et al., 2019). Otras
NPs de 6xidos que han sido evaluadas en cultivos de 2D y de
esferoides son las de dxido de zinc (ZnO). Un estudio report6
la capacidad de las NPs de ZnO de 25 nm de didmetro de
inducir una respuesta citotdxica de muerte celular dependiendo
del tipo de arreglo dimensional que tenian las células del colon
(Chia et al., 2015).

11. Evaluacién de la toxicidad de nanomateriales en
modelos celulares in vitro

Los cultivos in vitro representan una herramienta
alternativa para el estudio de los efectos toxicoldgicos de las
NPs. Estos sistemas experimentales ofrecen una plataforma
altamente controlada y reproducible que permite investigar los
mecanismos subyacentes de la toxicidad de las NPs a nivel
celular y molecular.
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La evaluacién in vitro de las NPs se realiza en cultivos
bidimensionales, en los cuales crece un nimero conocido de
células en una placa o caja de cultivo celular. En este tipo de
superficies, las células que tienen la capacidad de adherencia a
un sustrato crecen sobre este, formando un estrato continuo de
células, a esta estructura se le conoce como “monocapa”.

La investigacion nanotoxicoldgica ha demostrado que la
toxicidad de los nanomateriales esta fuertemente relacionada
con el tamafio, forma y dosis de las particulas. Se ha observado
que concentraciones bajas de NPs presentan mayor dispersion
de estas en el medio en comparacién con concentraciones de
NPs mas altas, lo que ocasiona aglomeraciones de estas de tal
manera que impiden su ingreso a la célula (Garate-Velez.,
2018).

A continuacién, se presenta un andlisis detallado de
estudios recientes que emplean cultivos in vitro para explorar
las implicaciones que surgen de la interaccién entre las NPs y
los sistemas biolégicos.

11.1 Ensayos para la evaluacion de la citotoxicidad de
nanomateriales en cultivos in vitro

La reactividad quimica de las NPs mas pequefias les permite
ser mas bioactivas que las nanoparticulas mas grandes, con las
proteinas y otros componentes del medio (Zhdanov, 2019) y su
capacidad para interactuar con las células y los tejidos del
organismo son aspectos esenciales que pueden afectar los
procesos de internalizacion del NM y, por lo tanto, la actividad
bioldgica del mismo (Laurent et al., 2012).

De forma muy general se considera que una NPs puede
inducir cuatro tipos de respuestas en las células (Juarez-
Moreno et al., 2020):

a.  Cambios en la morfologia celular e internalizacion

La mayoria de las NPs se internalizan en las células
mediante transporte activo (micro y macropinocitosis), la
acumulacién de estas dentro de una célula puede verse
influenciada por varios factores, incluida la concentracion, el
tiempo de incubacién, asi como la modificacion de la
superficie, el tamafio y la forma de las nanoparticulas. En
células de céancer de péancreas, se observd una mayor
acumulacion de NPs con un tamafio de 20 nm (Trono et al.,
2011). Por otro lado, las NPs de mayor tamafio tienden a la
aglomeracion y posterior sedimentacion, por lo que generan
problemas al considerar la toxicidad dependiente del tamafio y
la dosis (Murdock et al., 2008; Teeguarden et al., 2007). La
formacién de aglomerados se debe en parte a interacciones
entre particulas como fuerzas de Van Der Waals. Aunque
también, pueden formarse por un aumento de concentracion de
particulas en el disolvente o un cambio del pH o de la fuerza
idnica del mismo (Handy et al., 2008).

Tras la internalizacion de las NPs, las células sufren
anomalias en la morfologia celular como: inflamacion
lisosomal, alteraciones en la morfologia mitocondrial,
alteraciones en el citoesqueleto de actina y tubulina y la
sefializacion asociada a estas moléculas (Ma et al., 2017). Las
anomalias en la morfologia celular son un indicador cualitativo

importante para verificar los efectos nocivos de las NPs en las
células.

b. Cambios en la viabilidad celular (efectos citotoxicos
que involucran la muerte y proliferacion celular).

La citotoxicidad puede evaluarse en cultivos celulares in
vitro mediante diferentes métodos, los mas utilizados incluyen
ensayos colorimétricos que se basan en la medicion de un
marcador bioquimico para evaluar la actividad metabdlica de
las células. Los reactivos utilizados en ensayos colorimétricos
desarrollan un color en respuesta a la viabilidad de las células,
lo que permite la medicion colorimétrica de la viabilidad
celular  mediante  espectrofotometria. Los  ensayos
colorimétricos son aplicables para lineas celulares adherentes
0 suspendidas, féciles de realizar y comparativamente
econdmicos (Prabst et al., 2017). A continuacion, se explica
brevemente el fundamento de los ensayos mas utilizados.

. Ensayo con MTT (bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-
2-il) -2-5-difeniltetrazolio): este ensayo determina la funcion
mitocondrial de las células midiendo la actividad de las
enzimas mitocondriales como el succinato deshidrogenasa
(Stone et al., 2009). En este ensayo, el NADH (nicotinamida
adenina dinucle6tida) reduce el MTT a formazén, un
compuesto de color purpura e insoluble en agua. Este producto
se puede cuantificar mediante la absorbancia de la luz a una
longitud de onda especifica.

. Ensayo MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboxi
metoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio): este ensayo se
basa en la conversién de una sal de tetrazolio en formazén
coloreado mediante la actividad mitocondrial de células vivas.
La cantidad de formazéan producido depende del nimero de
células viables en cultivo y se puede medir con un
espectrofotometro a 492 nm. Usualmente se considera a este
ensayo como un ensayo de MTT de un solo paso, ya que
elimina los pasos intermedios que se realizan con el MTT
(Aslantirk, 2017).

. Ensayo XTT (2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil)-5-carboxanilida-2H-tetrazolio, sal monosoédica): el
ensayo XTT se utiliza para analizar la proliferacién celular y
se basa en la capacidad de reduccidn de la sal de tetrazolio XTT
a compuestos de formazan de color naranja por parte de células
metabolicas activas. El formazén de color naranja es soluble
en agua y su intensidad se puede medir con un
espectrofotometro. El procedimiento de este ensayo incluye el
cultivo celular en placas multipocillos, la adicion del reactivo
XTT y la incubacién durante 2 a 24 horas. Durante el tiempo
de incubacion, se forma un color naranja y la intensidad del
color se puede medir con un espectrofotometro (Scudiero et
al., 1988).

. Ensayo de LDH (lactato deshidrogenasa), mide
cuantitativamente la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)
citosélica estable. Esta enzima se libera de las células dafiadas.
La LDH es una enzima que normalmente se encuentra dentro
del citoplasma celular. Cuando la viabilidad celular se reduce,
la permeabilidad de la membrana plasmatica aumenta y, por lo
tanto, la enzima LDH se libera en el medio de cultivo celular.
La LDH liberada se mide con una reaccién enzimatica
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acoplada que da como resultado la conversién de una sal de
tetrazolio (yodonitrotetrazolio (INT)) en formazan de color
rojo mediante la diaforasa. La actividad de LDH se determina
como oxidacion de NADH o reduccion de INT durante un
periodo de tiempo definido. El formazan rojo resultante se
absorbe maximamente a 492 nm y puede medirse
cuantitativamente a 490 nm (Lappalainen et al., 1994).

Por otro lado, existen ensayos fluorométricos para evaluar
la viabilidad o citotoxicidad celular, estos ensayos son mas
sensibles que los ensayos colorimetros, sin embargo, requiere
utilizado para evaluar la viabilidad celular. Actia como un
aceptor de electrones en la cadena de transporte de electrones,
reemplazando al oxigeno, y se reduce a resorufina dentro de
las células. La resorufina es altamente fluorescente y su
produccion esta relacionada con la cantidad de células viables.
Esto se mide comdnmente con un fluorometro lector de
microplacas usando filtros de excitacion de 560 nm/emisién de
590 nm.

. Ensayo CFDA-AM (Diacetato de 5-
carboxifluoresceina, éster acetoximetilico): este colorante es
un indicador de la integridad de la membrana plasmatica. El
colorante CFDA-AM es un sustrato de esterasa no toxico que
puede ser convertido por esterasas no especificas de células
viables de una sustancia no polar, no fluorescente y permeable
a la membrana en un tinte polar fluorescente, la
carboxifluoresceina (CF). La conversién de CFDA-AM en CF
por parte de las células indica la integridad de la membrana
plasmaética, ya que s6lo una membrana intacta puede mantener
el medio citoplasmatico necesario para soportar la actividad
esterasa (Hanthamrongwit et al., 1994).

11.2. Evaluacién morfoldgica e histopatoldgica de
citotoxicidad por nanoparticulas.

De acuerdo con Oliveira et al (2014) citado por Aradjo et al
(2020), para la evaluacién histologica de la citotoxicidad por
el uso de NPs, se analizan los 6rganos como higado, bazo,
corazon y rifiones considerando la masa, tamafio, cambios de
color y lesiones sugerentes de dafio en la estructura de estos
organos, asi también se analiza si hay necrosis degenerativa y
signos de inflamacidn. La evaluacidn histopatoldgica se realiza
con cortes delgados del tejido (4 pm de espesor) tefiidos con
hematoxilina eosina fijados en balsamo de Canada (Araujo et
al., 2020).

a) Genotoxicidad
Determinan si las NPs pueden causar dafio al material genético
de las células.

Los ensayos de genotoxicidad se utilizan para determinar el
dafio que un compuesto quimico, principio activo o
nanoparticula puede generar sobre el ADN. Los ensayos de
genotoxicidad in vitro cubren los tres niveles de efectos
genotoxicos: los efectos sobre el ADN, las mutaciones
genéticas y las aberraciones cromosémicas. Algunos de los
ensayos de genotoxicidad in vitro mas comunes son:

. Ensayo de microndcleos (MN): es una prueba
citogenética exodgena y enddgena, tiene como ventajas que su
realizacion es sencilla y de bajo costo, induce una minima
invasion y la muestra se obtiene con facilidad. Permite

el uso de un microscopio de fluorescencia, un fluorémetro, un
lector de microplacas de fluorescencia o un citometro de flujo.
Los ensayos de este tipo mas utilizados se enlistan a
continuacion.

. Ensayo Alamar Azul: el ensayo alamar azul se basa
en la conversion del colorante azul no fluorescente resazurina,
que se convierte en resorufina rosa fluorescente mediante
enzimas mitocondriales y otras enzimas como las diaforasas
(O’Brien et al., 2000). La resazurina es un indicador redox

observar cuerpos extracelulares formados en la mitosis en la
transicion de metafase a anafase. Detecta muerte celular, dafio
al DNA (Torres-Bugarin 2013 y 2016).

Este ensayo utiliza células de mamiferos y se utiliza para
detectar la presencia de micronicleos (MN), que son
fragmentos de cromosomas que no se separan correctamente
durante la divisién celular. Este ensayo se utiliza para detectar
la presencia de agentes genotdxicos que pueden causar dafio
cromosomico (D’Costa et al., 2019). Los MN se pueden
cuantificar mediante microscopia o citometria de flujo

. Ensayo Cometa: Esta técnica se utiliza para evaluar
la genotoxicidad en el ADN de células aisladas bajo un campo
eléctrico. Se describi6 en 1984 por Ostling y Johanson quienes
utilizando un pH neutro y radiacion ionizante identificaron
rupturas de la doble cadena.

En 1988 esta técnica fue modificada para realizarla en
medio alcalino con pH mayor a 13 (Singh et al. en 1988), con
este cambio es posible identificar rupturas de cadena sencillay
sitios sensibles al &lcali. Se basa en la capacidad del ADN
dafiado para migrar hacia el anodo durante la electroforesis, lo
que produce una "cola" que se asemeja a un cometa. Este
ensayo se utiliza para evaluar la presencia de dafio en el ADN
de células expuestas a agentes genotoxicos (Collins, 2004;
Olive & Banath, 2006). Esta prueba es considerada por el
“International Workshop on Genotoxicity Test Procedures”
(Tice et al.,, 2000)) como la adecuada para identificar
sustancias con actividad genotoxica potencial.

b)  Activacion de la respuesta inmune

Cuando las NPs ingresan al organismo, el sistema
inmunoldgico las identifica como invasores, de manera
analoga a su respuesta frente a patégenos. Esta deteccién puede
provocar respuestas inmunolégicas que estimulan o suprimen
el sistema, potencialmente conduciendo a condiciones
inflamatorias. Sin embargo, cuando las NPs se reconocen
como propias o hay ausencia de reconocimiento inmunoldgico,
esto representa un area importante de interés en el campo de la
administracion de farmacos (Zolnik et al., 2010).
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Tabla 2. Nanomateriales utilizados en modelos in vitro. Se presentan las caracteristicas de los NMs, la linea celular empleada, pruebas toxicoldgicas y efectos observados.

Tipos Tamafio y forma Dosis Linea celular Pruebas toxicolégicas Efecto observado Referencia
Produccion de EROs, Generacion de EROs
CNP-Fe - 50y 400 pg/mL HEK?293, C33A apoptosis y ciclo celular - y (Mu et al., 2010)
; > . - apoptosis.
mediante citometria de flujo
Evaluacion del
. metabolismo celular Disminucion de viabilidad a | (Diaz-Torres & Ramirez-
PECA 63.95 nm; 4.85mg, 0.485 mg VERO, HepG2 mediante el ensayo de alta concentracion Noguera, 2016)
esferas reduccién de MTT
Cuantificacion de Mayor nimero de MN en
Np-TiO2 25nm 10-200 pg/pL HepG2 formacion de micronucleos congentracién de 20 ua/ul. (Amoraga, S. S., 2018)
por citometria de flujo HO/M
melf;)a;niﬁ:gncgmlar Mayor toxicidad a bajas
NPs-Fe3O4 11.4 nm; semiesferas 5, 15, 40 pg/uL rBMECS mediante el ensayo de concentrac;orll_e)s (5y15 (Gérate-Vélez, 2018)
reduccién de MTS HOMM
. Deteccidn de produccion de .
NP-PVA 350 — 500 nm; esferas 300 pg/mL RAW 264.7 IL-6 mediante ELISA Reduccion de IL-6 (Casey et al., 2019)
Determinacion de citocinas Reduccion de citocinas
NP-Au/ HyPOX'S 26 + 2 nm; esferas 1,2,4,8,16,32nM THP-1, NK-92 proinflamatorias mediante promflamatorla.s (IL-1B, IL- (Elbagory et al., 2019)
hemerocallidea ELISA 6y TNF-a; IFN-y,
respectivamente)
Evaluacion del
. T metabolismo celular Efecto dosis dependiente .
NPs-Ag & NPs-TiOz 37y 24 nm; poliedros 5, 15, 25, 50, 100 pg/pL HUVEC mediante el ensayo de (1IC50% =15 pg/uL) (Cézares Morales, 2020)
reduccion de MTS
Produccion de EROs de
Cuantifi_caci()n de la manera dependiente de la
NP-Quitosano 127 — 292 nm; esferas 312 a 5000 pg/mL RAW 264.7 prm_jucuon de ERO,S concentracion (a partir de (Jesus et al., 2020)
mediante fluorometria 156 pg/ml).
(DCFH-DA) No inducen una respuesta
de citoquinas
proinflamatorias
Evaluacion del
metabolismo celular Las NPs-Zr mostraron baja
NP-Zr i 10 pg/mL, 50 pg/mL, 100 V-79 mediante el ensayo de citotoxicidad. Generaron (Mourya et al., 2023)

pg/mL

reduccién de MTT, dafios
en el ADN en el ensayo
cometa

dafios en el ADN en
concentraciones altas
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Se encuentran disponibles muchas lineas celulares humanas
y de raton, generalmente derivadas de linfomas o leucemias,
representando todo tipo de células inmunes innatas Yy
adaptativas (linfocitos T y B, monocitos, macréfagos, células
dendriticas, eosindfilos, basdfilos, neutréfilos, NK, células
endoteliales, etc). La linea celular A549, derivada de
adenocarcinoma de pulmén, esta dotada de marcadores
celulares del epitelio pulmonar tipo Il, lo que sirve como un
modelo in vitro Util para estudiar los efectos bioldgicos de las
particulas. Mdltiples tipos de macrofagos (NR8383, J774,
RAW264.7 y THP-1) son modelos celulares bien
caracterizados porque los macréfagos fagocitan particulas,
secretan citoquinas especificas, sintetizan lisozima y expresan
receptores Fc (Taciak et al., 2018). En la tabla 2 se resumen los
trabajos donde se han utilizado NPs, asi como los efectos
observados.

11.3 Nanomateriales utilizados en modelos in vitro.

Existen estudios a partir del 2010 hasta la fecha con
nanomateriales de carbono, polietilcianoacrilato, y polialcohol
vinilico en los cuales se han realizado diferentes pruebas
toxicoldgicas utilizando diferentes lineas celulares.

12. Conclusiones

Las pruebas descritas anteriormente son algunas de las que
se utilizan en el campo de la nanotecnologia. Es importante
seleccionar la que se debe utilizar dependiendo de la NP, y la
aplicacion que tendra esta, asi como también el escenario en el
que estard expuesta. Es también muy importante considerar
que las investigaciones deben ser éticas y seguras para poder
analizar los riesgos relacionados con la NPs.

En los ultimos afios se han desarrollado una gran cantidad de
NPs, que ofrecen ventajas en su aplicacion tecnoldgica y
resultan prometedoras para su utilizacion en el area biomédica
y de inocuidad de los alimentos. De estos desarrollos de NPs
existen algunos estudios in vitro e in vivo, que evidencian un
efecto de bioacumulacién y biotransformacion en células y
tejidos.

También continuamente se siguen desarrollando nuevas
herramientas toxicol6gicas para el estudio de la biocinética de
las NPs esto permitira determinar de forma mas precisay fiable
los mecanismos de accion, asi como los efectos a mediano y
largo plazo con el fin de pronosticar los riesgos adicionales del
uso de las NPs en el &rea biomédica y de inocuidad alimentaria.
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