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RESUMEN

Las nanoparticulas en la actualidad se encuentran entre los nanomateriales
ampliamente estudiados. Las caracteristicas de estas como tamafo, superficie,
carga, estabilidad y estructura; determinan sus propiedades fisico-quimicas y su
interaccion con la materia viva. El objetivo de esta revision es describir el estado
del arte en cuanto a la evaluacion de la toxicidad de las nanoparticulas. Los
mecanismos de toxicidad tras la exposicion a las nanoparticulas dependen de
las rutas en que estas puedan acceder al organismo, el mecanismo mas
importante es la generacion de ROS con la subsecuente formacion de estrés
oxidativo en los tejidos. Incluye dafio al ADN, irregularidad en la sefalizacion
celular, cambios en la motilidad celular, citotoxicidad, apoptosis, iniciacion y
promotor del cancer. El nivel de generacion de ROS depende su naturaleza
quimica. No existen protocolos internacionales aceptados para la caracterizacion
de los nanomateriales. La gran diversidad de ensayos utilizados en los trabajos
publicados constituye uno de los problemas en la evaluacion de la posible
toxicidad, no obstante, existen estudios in vivo e in vitro que permiten evaluar la

viabilidad celular, la genotoxicidad y la inmunogenicidad. Se precisa de consenso



y Procedimientos Normalizados de Operaciones para la discusion de resultados
entre los distintos grupos que trabajan la teméatica.
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ABSTRACT

The nanopatrticles are currently among the widely studied nanomaterials. The
characteristics of nanoparticles, their size, surface, load, stability and structure;
determine its physico-chemical properties and its interaction with living matter.
The objective of this review is to describe the state of the art in terms of evaluating
the toxicity of nanoparticles. The mechanisms of toxicity after exposure to
nanoparticles depend on the routes in which they can access the organism, the
most important mechanism is the generation of ROS with the subsequent
formation of oxidative stress in the tissues. It includes DNA damage, irregularity
in cell signaling, changes in cell motility, cytotoxicity, apoptosis, cancer initiation
and promotion. The level of ROS generation depends on its chemical nature.
There are not international guidelines for the characterization of nanomaterials.
The great diversity of tests used in the published works constitutes one of the
problems in the evaluation of possible toxicity, however there are in vivo and in
vitro studies that allow evaluating cell Vviability, genotoxicity and
immunmogenicity. Consensus and Standardized Operating Procedures are
required to discuss results between the different groups that work on the subject.
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INTRODUCCION

Las nanoparticulas (NPs) en la actualidad se encuentran entre los
nanomateriales ampliamente estudiados, poseen dimensiones externas del
orden de 100 nm o menos. 1 Se clasifican en base a su morfologia, tamario y
sus caracteristicas quimicas. 4

Las caracteristicas de estas; su tamafio, su superficie, su carga, su estabilidad y
su estructura determinan sus propiedades fisico-quimicas y su interaccién con la

materia viva. El tamafio influye en la capacidad de orientacion, determinando su



toxicidad y su estabilidad. ® Autores plantean que la toxicidad de las NPs
depende de su composicion quimica y su superficie. &7

La toxicidad de las NPs es un tema actual y controversial. Se conoce que la
evaluacion de la toxicidad de un compuesto es ensayo-especifica, depende del
modelo biolégico y de las rutas de exposicion (inhalacion, dérmica, oral,
parenteral). 8 En el caso de las NPs, los efectos toxicos de estas estan
relacionados con: la disrupcién de membranas, la variacién del potencial de
membrana, la oxidacién de proteinas, ° la interrupciéon en la transmisién de
energia y la liberacibn de componentes tdéxicos. Estos efectos nocivos se
atribuyen a la capacidad de las NPs para inducir estrés oxidativo con
implicaciones sistémicas de tipo hormonal, inflamatoria, teratogénica y
genotdxica.®

El creciente uso de los nanomateriales en la industria biomédica y farmacoldgica
hace que cada dia exista un incremento de estudios que evallan la toxicidad de
estos materiales. 2 A pesar de esto no existen guias internacionales que normen
la evaluacion de las NPs.

Para la realizacion del articulo se recopil6 la informacion a partir de las bases de
datos de diferentes buscadores (Medline-Pubmed, Cochrane, Scopus y SciELO)

se consultaron articulos publicados en el periodo entre el 2012 y 2020.

DESARROLLO

Toxicidad de las nanoparticulas

En la actualidad, casi 2 mil productos que contienen particulas, materiales o
dispositivos de dimensiones nanométricas se estan comercializando alrededor
del mundo. Sin embargo, cuando los productos con componentes de
dimensiones nanos concluyen su vida util y son desechados inadecuadamente,
podrian convertirse en un problema de contaminacion ambiental o de salud
publica. 1

Existe una gran controversia si el beneficio de dichas nanoparticulas es mayor
al dafio que pudiesen ocasionar muchas de estas al ser consumidas por el ser
humano o el impacto que pudiesen tener en el medio ambiente, ya que por su
pequefio tamafo pueden cruzar diversas barreras bioldgicas en el ser humano,
formando depésitos en érganos sensibles. 2 Autores plantean que los efectos

adversos de las NPs en la salud humana dependen de propiedades individuales,
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propiedades fisicoquimicas, asi como a la exposicion y la composicion quimica,
el tamafo de la particula, la forma, el estado de aglomeracion, la carga, la
porosidad y las propiedades electromagnéticas. *

La inhalacion de particulas ultrafinas equivalentes a las NPs en tamafio, esta
asociada con efectos adversos pulmonares y cardiovasculares. *'? El sistema
respiratorio es un blanco importante de la toxicidad de las NPs. 13 Al ser
inhaladas, llegan a los pulmones donde se depositan en los diferentes
compartimentos de este sistema, ’ donde pueden provocar inflamacion, fibrosis.
Provenientes del aire o por el uso de cosméticos y cremas solares, se pueden
incorporar al organismo via dérmica. Se ha reportado que las NPs de 6xido de
Zinc empleadas en bloqueadores solares producen estrés oxidativo y dafio al
ADN en células procariotas y eucariotas. 2

La ingestion de NPs estd relacionada con dafios severos en el tracto
gastrointestinal a nivel del higado y el bazo, ademas de afectar el rifién. Desde
el punto de vista bioquimico, provocan la disminucién de la creatinina, el
incremento en la excrecion de la N-acetilB-D-glucosaminidasa en orina y de la
hemoglobina en sangre. ® Las NPs retenidas en el estémago, reaccionan con el
jugo gastrico y producen aumento del pH conduciendo a la alcalosis metabdlica
gue a modo de compensacion renal aumenta el tamafio del glomérulo, disminuye
el lumen de las capsulas de Bowman y expresa signos de glomerulonefritis. 14
En toxicologia un blanco importante es el ADN. Las NPs actian directamente
sobre el material genético e inducen genotoxicidad y mutagenicidad. *° Jovic y
colaboradores plantean que el dafio al ADN producido por las NPs no esta claro
si es nanoespecifico o no. Los mecanismos de la genotoxicidad incluyen los
directos interacciones fisicas NP-ADN después de la internalizacién a la célula e
indirecto mediados por la capacidad de las particulas para inducir una reaccion
inflamatoria y generar un exceso de especies reactivas de oxigeno ROS por sus
siglas en inglés. 6

Dependiendo de la etapa del ciclo celular las NPs que ingresan al niicleo pueden
reaccionar directamente con el ADN organizado en cromatina o con los
cromosomas. Durante la interfase pueden inhibir la replicacién e interferir en el
proceso de transcripcion. La interaccién directa con los cromosomas durante la
mitosis conduce a la rotura de estos y alteraciones del proceso de division, lo

que provoca efectos clastégenos o aneugénicos. 16



Mecanismo de Toxicidad de NPs

En las investigaciones de toxicidad de las NPs sistematicamente se correlaciona
el efecto toxico con las propiedades fisicoquimicas de las mismas. El mecanismo
de toxicidad méas importante es la generacion de ROS con la subsecuente
formacién de estrés oxidativo en los tejidos. Incluye dafio al ADN, irregularidad
en la sefializacion celular, cambios en la motilidad celular, citotoxicidad,
apoptosis, iniciacion y promotor del cancer. '? Estos efectos toxicos se
manifiestan a nivel molecular, celular y tisular. A nivel molecular pueden producir
cambios conformacionales de las proteinas que comprometen su funcion, por
ejemplo, las NPs de 6xido de hierro se unen a la transferrina y producen cambios
irreversibles en la estructura y funcion de esta. A nivel celular causan
alteraciones de membranas, cuando se rompe la integridad de las membranas
celulares se generan ROS, dafio al ADN, las proteinas y los lipidos. Al
acumularse en los tejidos causan inflamacién. 7

Inmunogenicidad de las NPs

Para la comunidad cientifica una de las preocupaciones relacionadas con el uso
de estas es su inmunogenicidad. El sistema inmune puede ser un blanco
deseado o indeseado de las NPs. El conocimiento de las interacciones entre
ambos permanece incompleto, los datos publicados indican que la
inmunotoxicidad de NPs se asocia principalmente con la inflamacién, '8 cuando
las NPs interactian con las células del sistema inmune macréfagos, monocitos,
células dendriticas y linfocitos activan una respuesta inflamatoria nanoespecifica
via generacion de especies reactivas de oxigeno y liberan citoquinas pro-
inflamatorias. *

La interaccion de las NPs con el sistema inmune puede conducir a una
inmunosupresion, hipersensibilidad, inmunogenicidad y autoinmunidad,
implicando los mecanismos de inmunidad innata y adaptativa. * Estos
mecanismos Y las consecuencias biolégicas de esta interaccion no se conocen
bien. La disminucion de ambas respuestas inmune puede llevar a una menor
respuesta del organismo frente a patégenos. *°

En estudios in vitro e in vivo demostraron que las NPs inorganicas principalmente
derivadas de fulerenos y las metdlicas producen una inmunosupresion,
disminuyen la produccién de anticuerpos en respuesta al antigeno, reducen la

actividad de las NK y disminuyen la proliferacién de los linfocitos. 1°



Existen reportes que consideran a las AgNPs y a la plata coloidal como
inmunomoduladores o como un segundo mecanismo de defensa inmune,
atribuyéndoles una amplia actividad terapéutica por sus efectos inmunes, entre
ellos los antinflamatorios. 2° Estudios in vitro muestran que las AgNPs, al igual
gue muchas otras nanoparticulas, pueden inducir la produccién de citoquinas en
macrofagos. In vivo no se ha podido demostrar claramente si la exposicion oral
produce respuestas inmunes no especificas. Sin embargo, se ha demostrado
que cuando se utiliza por administracion Intravenosa el sistema inmune es el
objetivo especifico para ocasionar la toxicidad. %!

Eventos de toxicidad por sistemas

El sistema respiratorio es la principal via de entrada para las particulas
ambientales. Tras la inhalacion de AgNPs se han observado depoésitos en la
cavidad nasal, en la region alveolar de los pulmones y ganglios linfaticos
pulmonares, ° en el bazo, el higado, los rifiones y el cerebro. 2?2 Estas NPs
depositadas en el pulmén provocan una respuesta inflamatoria, ya que la
fagocitosis de las AgNPs puede conducir a la activacion de macrofagos
alveolares y la liberacién de quimiocinas, citoquinas, ROS y otros mediadores
que originan como resultado una continua inflamacién. ° 23 En estudios con piel
dafiada se han observado, tras la exposicion a estas NPs, depdésitos de plata
dentro de la piel, lo que se conoce como argiria. Las NPs pueden ser fagocitadas
por los queratinocitos epidérmicos desencadenando una respuesta inflamatoria.
9,12

Ademas del dafio al ADN, también se ha observado que la exposicion de AgNPs
induce la liberacion de una serie de marcadores proinflamatorios, principalmente
el factor de necrosis tumoral alfa TNFa, macrofagos intravasculares pulmonares
y el factor estimulante de colonias de granulocitos. *-°

Por sus excelentes propiedades las NPs de carbono son de las mas utilizadas;
estas propiedades también son causa de los efectos adversos sobre la salud.
Como consecuencia el dafio al ADN puede iniciar y promover la carcinogénesis,
tener impactos en la fertilidad. ¢ Los nanotubos de carbono estan asociados a la
produccion de estrés oxidativo, inflamacidén y apoptosis. Se acumulan en el
pulmén donde causan inflamacion y fibrosis. Estudios que evaltan los efectos
de estas NPs en el sistema reproductivo reportan malformaciones fetales tras la

exposicion a bajas dosis. ?* Gonzalez Mufiiz y colaboradores plantean que
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estudios realizados en ratones revelan que la inhalacion de NTC reduce la
respuesta inmune a través de un mecanismo que implica la liberacion del TFG-
B1, lo que provoca el aumento de la expresidon de moléculas cuya funcién es
inhibir la proliferacion de las células T. 2°

Las ZnONPs tienen actualmente un amplio uso en gran variedad de productos,
estas han sido probadas in vitro en diferentes tipos celulares, comprobando que
generan estrés oxidativo y dafio al ADN. 2 22 Estas NPs inducen inmunosupresion
in vitro e in vivo, dependiendo del tamafio y la carga. Se plantea que suprime la
inmunidad innata de manera similar a las células asesinas naturales NK. 2°

De Jong y colaboradores plantean que las NPs de oOxido de cobre inducen
cambios en los parametros hematolégicos, asi como aumento de la alanino
aminotransferasa, marcador quimico de dafio hepético, alteraciones
histopatolégicas inflamacion, ulceracion y degeneracion en la médula 6sea, el
estdbmago y el higado. %6 Las NPs metalicas por sus efectos sobre el sistema
inmune estan implicadas en las enfermedades alérgicas. En general son causa
de dermatitis alérgica por contacto, dermatitis atépica, asma bronquial. 2’
Estrategias para la evaluacion de la toxicidad de nanoparticulas

Debido al creciente uso de las NPs que finalmente tienen contacto directo con el
ser humano y el medio ambiente, en la actualidad existe un incremento en el
namero de estudios relacionados con la toxicidad de las mismas donde se han

empleado una gran variedad de nanocompuestos. 2

No existen guias internacionales aceptadas para la caracterizacion de los
nanomateriales. Estados unidos de América ha regulado los diversos
nanomateriales sin disposiciones especificas, esto acorde a su uso y posible
riesgo al ser empleados en productos de contacto humano; de manera general
las nanoparticulas estan reguladas sin una especificacion en particular como
Substancias Quimicas Peligrosas y Pesticidas por la Agencia de Proteccién
Ambiental, cuando dichas nanoestructuras son empleadas en comida, farmacos
0 cosmeéticos, se encuentran regulados bajo la Ley de Alimentos, Drogas y
Cosméticos emitida por la Agencia de Alimentos y Drogas. Por su parte, la
Union Europea regula los nanomateriales bajo la normativa de Registro,
Evaluacion, Autorizacién y Restriccion de Productos Quimicos, en Asia no existe

una regulacion general como en el caso de la Union Europea, sin embargo, en



los diferentes paises existe en la Ley el concepto de nanomaterial o
nanoparticula. - 2

La gran diversidad de ensayos utilizados en los trabajos publicados constituye
uno de los problemas en la evaluacion de la posible toxicidad. Las alternativas a
los ensayos con animales son claramente necesarias y los métodos in vitro
pueden ofrecer oportunidades importantes. En adicion a eso los ensayos in vitro
ofrecen la posibilidad de filtrar la toxicidad de NPs, limitando nimero de NPs que
deben probadas in vivo. 19 Se utilizan cominmente en la definicion del perfil
toxicolégico de productos quimicos y farmacéuticos, son menos costosos de
realizar, éticamente mas aceptables, mas faciles de controlar y reproducir. 28
Mediante estudios in vivo se pueden evaluar los posibles efectos toxicos de
mayor relevancia, tanto a nivel pulmonar como cardiovascular, atendiendo a
efectos tales como la proliferacion celular y el estrés oxidativo. Asi mismo,
pueden ser investigados los efectos sobre cualquier otro 6rgano como el cerebro,
higado, corazon y rifiones. En general, los datos disponibles de toxicidad in vivo
de los NMs son escasos, centrandose basicamente en los metales insolubles y
los 6xidos metdlicos. *? En los estudios de toxicidad se incluyen test morfolégicos
que detectan cambios microscopicos y ultraestructurales, ademas dafos
funcionales. 2°

Estudios de viabilidad celular

Los estudios de viabilidad celular son capaces de detectar mediante diferentes
mecanismos celulares, los efectos adversos de interferencia con las estructuras
celulares, con mecanismos esenciales para la supervivencia celular, la
proliferacion y/o las funciones metabdlicas celulares. Los ensayos mas
empleados para la citotoxicidad de los NMs son aquellos mediados a través de
evaluacion de métodos colorimétricos. 2° Los test de toxicidad in vitro que
permiten determinar la viabilidad celular incluyen el Ensayo de Alamar Blue,
Ensayo de reduccion del bromuro de 4,5 dimetil-2-tiazoil-2,5-difeniltetrazélico
MTT, Ensayo de liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa LDH, entre
otros. 17, 22,25

Estudios de genotoxicidad

Las técnicas para la evaluaciéon del dafio genético pueden realizarse en distintos
tipos celulares y aplicarse como biomarcadores para evaluar el efecto sobre el

genoma. Entre estos estudios se encuentran: Analisis de aberraciones
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cromosomicas, Intercambio de crométicas hermanas, Microndcleos con bloqueo
de la citocinesis por citocalasina B, Ensayo Cometa, Prueba de Ames, entre
otros. 3°

Estudios de inmunotoxicidad

Son ensayos destinados a conocer el efecto que un téxico produce en el sistema
inmune.

Los estudios de toxicidad sobre el sistema inmune pueden ser caracterizados
por la complejidad de los biomarcadores usados en los disefios experimentales.
Incluye evaluar la funcién de este sistema exponiendo los organismos de prueba
a los agentes inmunotoxicos, estudios histopatologicos para identificar dafio en
los érganos del sistema inmune y cambios metabdlicos. 3!

Teniendo en cuenta el incremento del nUmero de productos nanotecnoldgicos en
desarrollo y el riesgo de las variaciones inter-especies que limitan la utilidad del
estudio en animales, el costo y la efectividad en el tiempo, los métodos in vitro
son necesarios para detectar toxicidad relativa a la inmunidad en la
nanomedicina. La evaluacion del estado de los macréfagos ha sido sugerida
como test de valor para la prediccidn de la potencial inmunotoxicidad de las NPs.
19

Entre las estrategias a seguir esta la evaluacion celular, la determinacion de
parametros hematolégicos y bioquimicos. 3! Entre los estudios mas utilizados se
encuentran:

In vivo: liberacion de citoquinas, histopatologia, produccion de anticuerpos,
expresion de genes inflamatorios, estrés oxidativo, activacion del complemento,
proliferacién de linfocitos, actividad de las células NK. *°

In vitro/ ex vivo: viabilidad de células del sistema inmune, liberacion de
citoquinas, estrés oxidativo, expresion de citoquinas, activacion del
complemento, proliferacién de linfocitos, evaluacién de la actividad fagocitica. *°
Como hemos visto la determinacion de la produccion de citoquinas es una forma
de predecir lainmunotoxicidad de las NPs, autores plantean que citoquinas como
interferon gamma, TNF e interleuquina 12 IL 12, 17 IL-8, IL-6, 22 son indicadores

de respuesta inflamatoria.

CONCLUSIONES



Las NPs por sus estructura y propiedades son consideradas productos pueden
causar toxicidad a nivel molecular, celular y tisular, alteraciones a nivel del ADN
y modificar la respuesta inmune, producen alteraciones asociadas a la
inmunosupresion, la inmunoestimulacion inespecifica, la hipersensibilidad y la
autoinmunidad. Estos efectos dependen de la naturaleza, la talla, la superficie,
la via de entrada y el tiempo de exposicidén. Los ensayos para la evaluacion de
la toxicidad de nanoparticulas y los organismos-modelo no estan
estandarizados. Se precisa de consenso y Procedimientos Normalizados de
Operaciones para la discusién de resultados entre los distintos grupos que

trabajan la temética.
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