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RESUMEN

Introduccion: la nanotecnologia y el empleo de materiales a nano escala son un
area relativamente nueva de la ciencia y la tecnologia con un gran crecimiento en el
mercado global. Muchos de los productos no cuentan con estudios que garanticen
su uso seguro, tanto para el hombre como para los ecosistemas. Los estudios
ecotoxicoldgicos permiten evaluar los efectos de un determinado xenobidtico sobre
especies representativas de los diferentes compartimentos ambientales.

Objetivo: evaluar los efectos téxicos de nanoparticulas de Ag, Au, Ag/Ag y
superparamagnéticas de 6xido de hierro, en dos especies bioindicadoras de los
ecosistemas terrestre y acuatico.

Métodos: como parte de los estudios de seguridad se realizaron ensayos de
toxicidad aguda por contacto en lombriz de tierra de la especie Eisenia andrei, con
una duracion de 96 horas y estudios en anfibios de la especie Osteopillus
septentrionales en diferentes etapas del desarrollo (embrionario y larval). Se evalud
la ocurrencia de mortalidad y de efectos toxicos, en el caso del ensayo en lombriz
de tierra; se determin6 ademas la viabilidad celular.

Resultados: los efectos toxicos mas significativos en el caso de la lombriz de tierra
fueron, la ocurrencia de alteraciones fisioldgicas y conductuales al ser expuesta a
NPs de Ag de 3 nm y superparamagnéticas de oxido de hierro, estas Ultimas
provocaron citotoxicidad a la concentracion 1,38 mg/mL. En el caso de los anfibios
se evidencié toxicidad en NPs de Ag 3 nm y superparamagnéticas de dxido de
hierro.

Conclusiones: todas las nanoparticulas mostraron efectos toxicos en las especies
bioindicadoras evaluadas.
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ABSTRACT

Introduction: Nanotechnology and the use of nanoscale materials are a relatively
new area of science and technology with big growth in the global market. Many of
these products don't have studies that guarantee their safe use, both for man and
for ecosystems. Ecotoxicological studies allow the evaluation of the effects of a
particular xenobiotic on representative species of the different environmental
compartments.

Objective: To evaluate the toxic effects of nanoparticles of Ag, Au, Ag / Ag and
super paramagnetic iron oxide in two bioindicators of terrestrial and aquatic
ecosystems.

Methods: Acute contact toxicity tests were carried out on ground worm of the
Eisenia andrei species, with a duration of 96 hours and studies on amphibians of
the species Osteopillus septentrionales at different stages of development
(embryonic and larval). The occurrence of mortality and toxic effects was evaluated
in the case of earthworm test; cell viability was also determined.

Results: The most significant toxic effects in the case of earthworms were the
occurrence of physiological and behavioral alterations when exposed to 3 nm Ag of
superparamagnetic iron oxide nanoparticles, where the latter caused cytotoxicity at
concentration of 1.38 mg / mL. In the case of amphibians, toxicity was evidenced in
Ag 3 nm nanoparticles and superparamagnetic iron oxide.

Conclusions: All nanoparticles showed toxic effects in the evaluated bioindicator
species.

Key words: Ecotoxicity; metallic nanoparticles; superparamagnetic iron oxide
nanoparticles; Eisenia andrei; Osteopillus septentrionales.

INTRODUCCION

La nanotecnologia y el empleo de materiales a nano escala son un area
relativamente nueva de la ciencia y la tecnologia con un acelerado crecimiento en el
mercado global. Existe una diversificacion de productos y usos en diferentes areas
como: opticos, textiles, médicos, cosméticos, alimentos, tratamiento de agua,
catalisis, biosensores y en la remediacion ambiental, todos con un enorme potencial
para generar beneficios sociales, econdmicos y medioambientales. A pesar de esta
variedad de productos nanotecnoldgicos hoy se discute con fuerza sobre los riesgos
que estos presentan, tanto para la salud humana como para el medio ambiente.?

La nanotecnologia es el control de la materia entre 1 y 100 nandmetros
(millonésimas de milimetro) e implica la fabricacién de estructuras tan pequenas
como moléculas, invisibles al ojo humano. El interés de lo nano esta sobre todo en

http://scielo.sld.cu 104
http://www.revmedmilitar.sld.cu



Revista Cubana de Medicina Militar 2017;46(2):103-113

que las propiedades de un material a esa escala difieren con respecto a sus
similares en el orden macro.?

Las pequeias dimensiones exhibidas en el nanomundo varian las propiedades
fisico-quimicas de los materiales. La extensa area superficial por unidad de masa,
permite que en la superficie existan abundantes sitios reactivos como consecuencia
de la localizacién de gran cantidad de atomos en el exterior.*® De esta manera se
logra mas efectividad y reactividad, que se traduce en incrementos de las
posibilidades de internalizacion e interaccion con los sistemas bioldgicos. Esto los
convierte en un riesgo potencial para la salud humana y el medio ambiente.

Las nanoparticulas (NPs) disefiadas pueden entrar al ambiente de forma accidental
por derrames, durante su produccidn o transportacion, por deposicion final de los
productos que los contienen, inclusos algunas estan disefiadas para ser aplicadas
directamente a determinados compartimentos ambientales.® La presencia de estas
0 sus productos intermedios en el aire, el agua y el suelo conduce a una esperada
interaccion de estos con la biota presente en cada uno de ellos.

La estimacion de riesgo de cada una de las etapas del ciclo de vida de las
nanoparticulas en el ambiente, es entonces, un imperativo para el establecimiento
e implementacién de politicas regulatorias efectivas y de proteccién.’” El impacto
ambiental de la nanotecnologia es en gran medida desconocido. Se requiere de una
investigacion mas sistematica y politicas regulatorias internacionales que marquen
pautas en la realizacion de los estudios de seguridad a estos productos, para asi
apostar por el desarrollo sostenible de esta tecnologia y evitar el rechazo publico a
la nanociencia.

Los estudios ecotoxicoldgicos permiten evaluar los efectos de un determinado
xenobiodtico sobre especies representativas de los diferentes compartimentos
ambientales, siendo sus resultados Utiles para la prediccion del impacto ambiental y
el riesgo en relacién a los ecosistemas acuaticos y terrestre.®

Hasta el momento la evaluacidén ecotoxicologica de nanoparticulas se realiza
aplicando los protocolos establecidos para la evaluacidon de productos quimicos,
pero estas no contemplan caracteristicas propias de los nanoproductos. Estos
compuestos presentan conductas y destinos en el ambiente, diferentes a sus
similares a escala macro. Existe un llamado de la comunidad cientifica internacional
a la realizacidon de estos estudios, en aras de acumular experiencia y establecer los
requerimientos que deben ser contemplados en los estudios de seguridad realizados
a nano productos.

El Centro Nacional de Toxicologia (Cenatox) cuenta con la Subdireccién de
Evaluaciones Toxicoldgicas y Medio Ambiente, la cual tiene dentro de sus misiones
la evaluacion ecotoxicoldgica de productos liberados al medio ambiente, donde los
de origen nanotecnoldgico comienzan a tomar un rol importante. El area de
investigaciones ecotoxicoldgicas ha asumido el nuevo reto que impone la
nanotecnologia y ha realizado la evaluacién de diferentes nanoparticulas obtenidas
en Cuba con diferentes fines.

El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos téxicos de NPs de Ag, Au, Ag/Ag
y superparamagnéticas de oxido de hierro, en dos especies bioindicadoras de los
ecosistemas terrestre y acuatico.
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METODOS

Los ensayos se realizaron en la subdireccion de evaluaciones toxicoldgicas y medio
ambiente del Cenatox. Las NPs evaluadas se obtuvieron en diferentes laboratorios
dedicados a la investigacién y obtencion de productos nanotecnoldgicos.

Se utilizaron NPs de Ag, Au y Ag/Au, propuestas para ser utilizadas en catalisis
quimica; obtenidas en la Facultad de Quimica de la Universidad de La Habana, se
emplea como agente reductor y estabilizante un compuesto nombrado CD. Se
caracterizaron a través del espectro UV-Vis, del desplazamiento superficie de
resonancia plasmédnica y microscopia de fuerza atdmica. Las NPs de Ag presentaron
una talla de 3 nm, Au > 3 nm, Ag/Au 14 nm.

Las Nps superparamagnéticas de éxido de hierro se obtuvieron en el Centro de
Estudios Avanzados de Cuba. El método empleado fue la descomposicién térmica,
se empled citrato de sodio como agente reductor y estabilizante. Se caracterizaron
a través del espectro UV-Vis, del desplazamiento superficie de resonancia
plasménica y microscopia de fuerza atdmica. Se emplearon soluciones de estas NPs
a concentraciones de 2,3 mg/mL y con una talla de 10 nm. Dichas particulas estan
destinadas para fines biomédicos, especificamente en imagenologia.

En las investigaciones realizadas fueron empleados como biomodelos la lombriz de
tierra y anfibios. La seleccion se realizé teniendo en cuenta los criterios establecidos
por las agencias regulatorias para la realizacion de estos ensayos, que segun el
organismo correspondieron a:

Lombriz de tierra: Eisenia andrei, adultas con buen desarrollo del clitelo, con un
peso comprendido entre 300 y 600 mg.
Anfibios: Osteopillus septentrionales en etapas tempranas del desarrollo.

Los biomodelos empleados presentaban un certificado de calidad emitido por el
area de cria y mantenimiento de la subdireccidon de evaluaciones toxicoldgicas y
medio ambiente.

Se realizaron evaluaciones toxicoldgicas a las NPs de Ag, Au, Ag/Au, y
superparamagnéticas de 6xido de hierro. Para la evaluacion de los efectos téxicos
se realizaron estudios de toxicidad a corto plazo en dos especies (Eisenia andrei y
Osteopillus septentrionales), representativa de los ambientes terrestre y acuaticos.
Para la ejecucién de los estudios se siguid lo estipulado en protocolos estandares
establecidos para la estimacidn de los efectos téxicos en cada especie.®

Las lombrices fueron expuestas a las NPs durante 96 horas, en este tiempo se
realizaron observaciones diarias para detectar la ocurrencia de mortalidad a través
de la estimulacién mecanica y mediante examen visual constatar la existencia de
alteraciones fisioldgicas (dafio en el clitelo, pérdida de fluido, abultamientos y
constricciones, fragmentacion y aspecto filiforme) y variaciones conductuales como
alteraciones en el movimiento. En los organismos que fueron expuestos a las
nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de hierro, se determiné el porcentaje
de células viables.

El conteo de las células fue realizado en camara de Neubauer, en tiempo cero (lo
que permitié que cada organismo fuera su propio control) a las 48 horas y después
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al final del ensayo (a las 96 horas), para la determinacidén se emplearon cinco
organismos por grupo.

Los estudios en anfibios fueron realizados en estadios larvales para la estimacion de
la toxicidad de las NPs de Ag, Au y Ag/Au. En la evaluacién de las NPs
superparamagnéticas de hierro la exposicion abarcé desde el estadio embrionario
E-10, hasta el E-28 correspondiente a la etapa larval.

En cada grupo experimental fueron muestreados organismos, a los cuales se les
realizé un analisis anatomopatoldgico macroscépico para la determinacion de
alteraciones en érganos internos.

Se muestran las caracteristicas de cada uno de los estudios (cuadro 1), segun las

guias establecidas para la evaluacién de productos quimicos en las especies
evaluadas.

Cuadro 1. Caracteristicas de cada uno de los estudios

. | , ~toode [ Talanes [ concentragon |
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5 ensayo ; (nrm) ; (ppm) :
: - Ag 3 0,0023 g
| - Ag =3 0,0052
Contacto Au >3 0,0050 .
Eisenia andrel | OECD 207 {E}-E[JDS.ICIDFI AQIAUH 0’0141
5 ; dérmica)
: SPIOMs 10
R
_ - Ag =3
| Osteopillus | E720988 o | Aw=3 00052
| septentrionales |  American o nqestion | Ag/Au 14 g 0,0050 :
. E Society q 1380
g | | SPIONs 10 | 690
aterials é i 240

Los resultados obtenidos en los estudios fueron sometidos a procesamiento
estadistico mediante el método Dunnett del paquete de analisis estadistico
Statgraphics Plus para Windows versién 1,5.°

RESULTADOS

Ensayo de toxicidad en lombriz de tierra

NPs destinadas a catalisis quimica (Ag, Au, Ag/Au): Los grupos expuestos a las NPs
Ag 3 nm, los porcentajes de mortalidad fueron de un 16,6 %. En el caso de las NPs
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de Ag/Au la mortalidad ocurrié en 8,3 % de los organismos, similar a la exhibida en
el grupo control. La exposicion a NPs de Ag > de 3 nm no provocd mortalidad.

En cuanto a las alteraciones fisioldgicas y conductuales comenzaron a aparecer
durante las primeras 24 horas, asociadas con las muertes observadas a las 48
horas en algunos casos. Los mayores porcentajes de alteraciones fisiologicas y
conductuales fueron observados en el grupo expuestos a NPs de Ag < 3 nm, donde
el 30 % de los organismos presentaron algun tipo de dafio, siendo mas
significativos las alteraciones en la conducta y la pérdida de fluido celémico y
sangre, aspecto que se muestra en la figura 1. En el resto de los grupos la
frecuencia de efectos fue menor.

Fig. 1. Organismo expuesto a nanoparticulas de Ag <3 nm.

NPs destinadas a fines biomédicos (superparamagnéticas de éxido de hierro): El
estudio de toxicidad por contacto tuvo una duracién de 96 horas; no ocurrid
mortalidad (p< 0,05) en ninguno de los grupos expuestos, al ser comparados con el
control, pero si se observaron alteraciones fisiolégicas y conductuales que
presentaron una relacién positiva concentracion-efecto.

En el grupo expuesto a la concentracién de 0,05 ppm, 84,6 % de los organismos
presentaron alteraciones fisioldgicas. Los expuestos a la maxima concentracion de
0,5 ppm, 100 % de las lombrices presentaron manifestaciones de toxicidad. Las
alteraciones presentadas no solo se incrementaron en frecuencia, sino también en
intensidad, lo que estuvo en correspondencia con el incremento de las
concentraciones.

Las alteraciones mas frecuentes fueron pérdida de fluidos, aspecto filiforme, los
dafios en la region clitelar y alteraciones de la conducta.

La viabilidad celular determinada en los tiempos 0, 48 y 96 horas mostré una
disminucién del porcentaje de células viables con el incremento de las
concentraciones y de los periodos de exposicion.

La figura 2 muestra los porcentajes de células viables en la determinacidn de este
biomarcador.
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Fig. 2. Determinacion del porcentaje de células viables en la
evaluacion de superparamagnéticas de oxido de hierro en lom-
briz de tierra.

Ensayo de toxicidad en anfibios

NPs destinadas a catalisis quimica (Ag, Au, Ag/Au): las muertes ocurrieron durante
las primeras 24 horas, el mayor nimero de organismos muertos se observo en los
grupos expuestos a NPs de Ag < 3 nm y Ag/Au NPs; en ambos casos se obtuvo un
33,3 % de mortalidad.

En los organismos muertos (a los que se les realizé analisis macroscopico) se
visualizaron las siguientes alteraciones: edemas en diferentes zonas del cuerpo,
intestino distendido, hemorragia abdominal, hemorragia en cola, higado
hemorragico y vesicula altamente irrigada.

Superparamagnéticas de hierro: durante las primeras 24 horas ocurrio la
embrioletalidad del 90 % de los expuestos a la concentracién de 13 800 ppm; los
tres organismos que sobrevivieron alcanzaron el E-28 con buena vitalidad, pero
presentaron alteraciones en la pigmentacion (despigmentacion). El resto de los
embriones alcanzaron la etapa E-28, sin presentar dafios y alteraciones en su
desarrollo, aspectos corroborados mediante el analisis anatomopatoldgico realizado.
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DISCUSION

La identificacion sistematica y valoracién de los riesgos asociados a cualquier nueva
tecnologia son esenciales. Se debe entonces conocer el impacto que pueden
provocar los disefios nanos, para que estos no se conviertan en artefactos téxicos
del laboratorio en el ambiente.%!?

Al evaluar el impacto de las NPs destinadas a la catalisis quimica (Ag, Au y Ag/Au)
sobre la lombriz de tierra no se obtuvieron valores significativos de mortalidad
durante las 96 horas de exposicidon, coincidiendo este resultado con lo referido por
otros autores, que han reportado que algunos nanomateriales presentan de
moderada a baja toxicidad aguda en organismos ambientales, posterior a periodos
cortos de exposicién.'? A pesar de ser la mortalidad el punto final mas importante a
considerar en los estudios agudos, la ocurrencia de otras alteraciones fisioldgicas o
conductuales indican la posibilidad de que exposiciones prolongadas puedan
generar efectos nocivos mas significativos.!?

Durante el estudio, los organismos expuestos a la NPs de Ag< 3 nm mostraron
signos de toxicidad, que se corresponden con una primera respuesta de las
lombrices a un medio adverso (alteraciones del movimiento y pérdida de fluido). Al
evaluar las NPs superparamagnéticas de 6xido de hierro estas no presentaron
mortalidad significativa para las lombrices en las diferentes concentraciones, pero si
estuvieron presentes alteraciones fisioldgicas y conductuales, que fueron mas
frecuentes y severas en los grupos expuestos a la maxima concentracion. Las NPs
superparamagnéticas de 6xido de hierro provocaron alteraciones en el movimiento,
actividad que conlleva a un gasto energético superior al normal y que es obtenido
en ocasiones mediante la fragmentacion. Al organismo deshacerse de parte de su
cuerpo concentra la energia necesaria para sobrevivir.

La cuantificacion de las células vivas y muertas permitié determinar el potencial
citotoxico de estas NPs sobre la lombriz de tierra. Este biomarcador no mostré
variaciones importantes en los organismos expuestos a la concentracion de 0,05
ppm. Para las lombrices expuestas a 0,5 ppm ocurrié una disminucién del
porcentaje de células viables, cayendo aproximadamente hasta la mitad respecto al
valor inicial. La viabilidad celular es un biomarcador ampliamente utilizado en
estudios, tanto in-vivo como in-vitro.

Las especies acuaticas han sido mas estudiadas que los organismos del suelo,
existiendo mas reportes de los efectos de las NPs sobre estos organismos. Los
efectos téxicos obtenidos en los estudios en larvas de anfibios ocurrieron en las
expuestas a Np de Ag< 3 nm y Ag/Au. La disminucién del tamafio conlleva a un
mayor confinamiento de los atomos en la superficie, al ofrecerse mayores
posibilidades de interaccién con los organismos expuestos y una mayor capacidad
de atravesar las barreras fisioldgicas presentes en los organismos y las células. La
literatura reporta una relacidn inversa entre el tamafio de las NPs y su toxicidad.'*
Para las NPs metdlicas como las de Ag, ha sido reportada toxicidad en medio
acuatico, como consecuencia de un incremento en las concentraciones de sus iones
en este medio.'> !¢

Las NPs de Au no mostraron efectos téxicos significativos, resultados que son
similares a los obtenidos por otros autores, que al exponer embriones del pez cebra
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a particulas con caracteristicas similares no provocdé ni mortalidad ni alteraciones en
el desarrollo.'*

La etapa embrionaria exhibe sensibilidad diferente al evaluar la respuesta tdxica,
con respecto a otras etapas del desarrollo. Los dafios ocurridos en ella pueden
provocar desviaciones en el adecuado desarrollo o la muerte embrionaria. La
vulnerabilidad de los embriones a diferentes sustancias en ocasiones es baja,
relacionada principalmente por las barreras fisioldgicas que brindan proteccién al
embrion. En el caso de las NPs sus pequefias dimensiones posibilitan el paso a
través de estas capas, lo que sumado a su reactividad hace que estas presenten
alta probabilidad de provocar efectos sobre el embrién.

Durante la evaluacion de NPs superparamagnéticas de 6xido de hierro en larvas de
anfibios, en la mayor concentracion ocurrié durante las primeras 24 horas una
embrioletalidad significativa, se denota una adecuada correlacién concentracién-
efecto. Se pudo apreciar una pérdida de la integridad de las membranas que
recubren el embrion con salida del contenido, que los llevd a la muerte.
Investigaciones realizadas han permitido esclarecer algunos de los mecanismos que
pueden mediar la aparicion de estos efectos. Las NPs superparamagnéticas de
oxido de hierro presentan la capacidad de agregarse a las membranas vy alterar la
adquisicién de nutrientes esenciales e intercambio con el medio circundante, otra
posibilidad es su capacidad de producir especies reactivas de oxigeno (ROS).'’

Los organismos que sobrevivieron completaron su desarrollo hasta el estadio larval
28, pero presentaron despigmentacion, alteracién que en condiciones naturales
atenta contra el adecuado funcionamiento de los mecanismos defensivos, que
podria afectar su sobrevivencia en medios naturales.

Los estudios realizados permitieron aplicar los conocimientos y experiencias
acumuladas en las evaluaciones ecotoxicoldgicas realizadas a productos de
diferente naturaleza, nanotecnoldgicos. Se identificaron los aspectos esenciales,
gue en funcion de las propiedades exhibidas, deben ser considerados en los
ensayos de seguridad medioambiental, en aras de realizar una mejor estimacion de
los efectos nocivos sobre el ambiente.
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