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Resumen

En las ultimas décadas se han desarrollado y estudiado diversas nanoparticulas tanto
naturales como sintéticas. En particular, las nanoarcillas se han propuesto para su
aplicacion como acarreadores de farmacos, para la liberacion prolongada de
medicamentos, como aditivos en materiales para mejorar sus propiedades y se
utilizan ya en productos farmacéuticos, cosméticos, alimenticios entre otros. Sin
embargo una limitante en la aplicacion de nanoparticulas para sus diferentes usos es
la evaluacion toxicoldgica. En este trabajo se realizd la evaluacion de la toxicidad
tanto in vitro como in vivo de nanoparticulas de clinoptilolita y nanosepiolita. Es por su
capacidad fagocitica que se escogieron trofozoitos de Entamoeba histolytica asi como
macréfagos que ademas estan involucrados en la respuesta inmune. De esta manera
se facilité la internalizacion de las nanoparticulas en las células y se determind el perfil
de expresion de citocinas. Para los ensayos in vivo se utilizaron ratones CD1 debido a
que han sido ampliamente utilizados en ensayos de toxicidad y a que representan una
poblacion. En los cultivos amibianos se observé un efecto tiempo y dosis dependiente
con una disminucion significativa de la viabilidad sélo en los cultivos tratados con
nanosepiolita; mientras que en los cultivos de macréfagos el efecto es dependiente
del origen de la célula, siendo las mas afectadas los macrofagos de médula ésea de
ratén. La expresion de citocinas en los sobrenadantes de los medios de cultivo mostré
una respuesta proinflamatoria. Los ratones CD1 tratados con nanoarcillas no
presentaron efectos adeversos cuando se trataron con nanoclinoptilolita. En general

las nanoarcillas evaluadas mostraron baja toxicidad en los modelos evaluados.



Abstract

In the last decades natural and synthetic nanoparticles have been developed and
studied. Particularly, the nanoclays have been proposed for use as drug carriers,
for drug delivery systems, as additives in materials for improving their properties
and are already used in pharmaceuticals, cosmetics, food and others. However the
toxicological evaluation of nanoclays is indispensable for their application. In this
work in vitro and in vivo toxicity of nanoclinoptilolite and nanosepiolite was
evaluated. Is because of their phagocytic capacity that Entamoeba histolytica
trophozoites and macrophages were chosen, also the macrophages are involved in
the immune response. Thus the internalization of the nanoparticles in the cells was
facilitated and the profile of cytokine expression was determined. For the in vivo
tests CD1 mice were used because they have been widely used in toxicity tests as
they represent a population. In amoebic cultures a time and dose dependent effect
with a significant decrease in viability only in cultures treated with nanosepiolite;
while in macrophage cultures the effect is dependent on the origin of the cell, being
the most affected macrophages of mouse bone marrow. Cytokine expression in the
supernatants of culture media showed a proinflammatory response. The CD1 mice
treated with nanoclays did not present adverse effects when treated with
nanoclinoptilolite. In general terms, the nanoclays showed low toxicity in the

evaluated models.



Introduccién

La nanotecnologia es definida por la Royal Society and yhe Royal Academy of
Engineering como el disefio, caracterizacion, produccidn y aplicaciones de
estructuras, dispositivos y sistemas controlando la forma y el tamafio a escala
nanomeétrica. Por otra parte la International Standard Organization la define como
la comprension y dominio de la materia y procesos a nanoescala, nhormalmente,
pero no de forma exclusiva, por debajo de 100nm en una o mas dimensiones. A
esta escala, los nanomateriales se comportan de manera diferente a sus
contrapartes macro y microscoépicas, lo que plantea novedosas aplicaciones de los
diferentes nanomateriales por sus propiedades especificas. Ante tantas posibles
aplicaciones, el estudio de los nanomateriales no soélo supone el analisis de sus

propiedades fisicas y quimicas, sino también de su toxicidad.

Hoy en dia, la nanotoxicologia es una disciplina emergente que implica el estudio
de la toxicidad de nanomateriales in vitro e in vivo. Esto es fundamental debido a
sus propiedades, tales como el area superficial, el potencial zeta y el tamano, que
pueden modificar sus interacciones con componentes bioldgicos en comparacion
con sus contrapartes micrométricas (1). Ademas, se ha reportado que la toxicidad
de un nanomaterial no depende s6lo de su tamano y composicion, sino también de
los modelos utilizados para evaluar (2). Es por esto que cada vez se hacen mas
evaluaciones sobre la toxicidad de nanoacompuestos. Sin embargo la mayoria de
las evaluaciones se ha llevado a cabo in vitro sobre lineas celulares o sobre algun

modelo animal inoculado por la ruta mas probale de exposcicion.



Es por esto que es necesario estandarizar métodos de evaluacion de toxicidad de
nanomateriales (3) y sobre todo definir los limites para poder considerar un
nanomaterial como seguro. En el caso de las aplicaciones biomédicas de diversos
materiales y nanomateriales es necesario tomar en cuenta la biocompatibilidad de
los mismos. En este sentido, la biocompatibilidad era por definicion, "la
compatibilidad con el tejido vivo o un sistema vivo por no ser téxica, perjudicial, o
fisiolégicamente reactiva y no causar rechazo inmunologico" (4). En los ultimos
afios David F. Williams propuso redefinirla como: "Biocompatibilidad se refiere a la
capacidad de un biomaterial para realizar una funcion deseada con respecto a una
terapia médica, sin provocar efectos locales o sistémicos indeseables en el
receptor o beneficiario de la terapia, pero generando la respuesta celular o tisular
mas apropiada en esa situacidn especifica y optimizando el rendimiento

clinicamente relevante de la terapia" (5).

Entre los diversos materiales que se encuentran en la naturaleza, las arcillas son
ampliamente utilizadas en diversas aplicaciones como absorbentes, adhesivos,
alimentos veterinarios, ceramicas, lodos de perforacion, filtros, clarificadores,
decolorantes, arenas de fundicion y en la impermeabilizacion de cubiertas y
selladores, entre otros. Estos materiales también se usan en ropa, cosméticos,
medicamentos y para la clarificacién de zumos (6). El uso de nanoarcillas podria
multiplicar sus aplicaciones y el interés de la investigacion se ha centrado en su
uso en ingenieria de tejidos y medicina regenerativa sobre todo de huesos (7,8,9).
Hasta el momento las aplicaciones de las nanoarcillas son prometedoras, pero

parece existir una falta de informacion acerca de sus posibles efectos toxicos. Es
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importante  sefalar, que Ila produccion, comercializacion, consumo,
almacenamiento y manipulacion de nanoarcillas generaran un contacto directo
entre las personas y estos materiales, siendo la razon mas importante para
conocer y evaluar las caracteristicas de las nanoarcillas y los posibles efectos
adversos en la poblacién y el ambiente. Esto conlleva a implicaciones econdémicas
y éticas, lo que podria implicar conflictos de interés entre productores,
proveedores y consumidores. Es necesario tomar en cuenta que aun cuando las
arcillas de tamafio micrométrico son inocuas, no se conoce el efecto de las

nanoarcillas por lo que es ncesaria la evaluacion de su toxicidad.

Arcillas

Desde hace décadas, las arcillas se han definido como "Los materiales naturales
compuestos de minerales de grano fino, contienen agua, filosilicatos y pueden
contener otros materiales que imparten plasticidad y se endurecen cuando se
secan o incendian" (10) y se han clasificado debido a sus propiedades fisico-
quimicas en tres grupos, siendo el de los filosilicatos el mas abundante (11-14)

(Figura 1).
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Arcillas
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Figura 1. Clasificacién de las arcillas. El diagrama muestra los diferentes grupos en los
que se clasifican las arcillas en funcibn de su composicion, estructura quimica,
propiedades macroscopicas y microscépicas.

Debido a sus propiedades, el mercado de las arcillas a nivel mundial es muy
amplio por lo que la produccion, exportacion e importacion aumentan ligeramente
cada ano. Entre las arcillas mas importantes se encuentran la bentonita y la tierra
de batan que se utilizan principalmente como arenas de moldeo, en lodos de
perforacion para peletizacion y como absorbentes (15), siendo los mayores
productores E.U.A. y China (16). El caolin es otra arcilla importante en todo el
mundo que se produce principalmente en E.U.A. y Alemania. Esta arcilla se ha
utilizado como material de relleno en la industria del papel, caucho, pinturas,

plasticos, y se estima que el 54% de las ventas se refiere a este ultimo (17).
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También se utiliza en la industria de la ceramica y en la fabricacion de zeolitas
sintéticas (catalizadores), en la agricultura y para la produccién de productos

quimicos, farmacéuticos y cosméticos (17).

Dentro de las propiedades fisico-quimicas mas estudiadas de las arcillas se
encuentra su capacidad de absorcion y de unién a las aflatoxinas y micotoxinas,
por lo que han sido utilizadas como aditivos en piensos y alimentos, mostrando la
reducciéon e incluso la eliminacion del efecto de dichas toxinas en pollos de
engorda y lechones (18-22). De ellas, las esmectitas de baja carga preparadas
con nutrientes o compuestos organicos no toxicos, sufren modificaciones
superficiales que producen una unidn mas eficaz con las aflatoxinas en los
piensos o alimentos contaminados y evitan la toxicidad (23). Sin embargo, la
comision técnica de aditivos y productos o sustancias empleadas en la
alimentaciéon animal (FEEDAP) considera que no hay suficiente informacion para
concluir sobre la eficacia de bentonita y sepiolita, otras dos arcillas, para reducir la
contaminacion por micotoxinas (24).

En cuanto a contaminacion de agua, la combinacion de montmorillonita de sodio,
un soporte solido y un adhesivo ha sido utilizada para purificar grandes volumenes
de agua contaminada (25). También la esmectita homoidnica de sodio se utiliza
para la adsorcidon de uranio en medio acuoso (26). Existe una variedad de arcillas
que han mostrado su eficacia como adsorbentes de metales pesados en
disoluciones de desechos mixtos acuosos (27-38), la reduccion en el impacto
negativo de los lixiviados de vertedero y los desechos organicos en el ambiente

(39,40).
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También se ha estudiado el uso de arcillas contra patdgenos y para el control de
plagas. En este aspecto, las arcillas han presentado propiedades bactericidas
incluso contra cepas resistentes a los antibioticos (41) y son muy utiles para
aumentar las propiedades insecticidas de algunas proteinas cuando se genera un
complejo arcillo-insecticida (42,43), lo que tiene ademas un efecto positivo en la
lucha contra la genotoxicidad de los plaguicidas (44). Algunas arcillas como el
caolin, actuan naturalmente como plaguicidas siendo de gran interés ya que son
de origen natural (45). En la industria farmacéutica, las arcillas han sido utilizadas
como estabilizantes, espesantes, emulsionantes y excipientes. Sus diversas
propiedades, asi como su interaccion con farmacos han llamado la atencion para
su uso como sistemas de administracion de farmacos con el objetivo, en muchos
casos, de obtener sistemas de liberacion prolongada o con el fin de asegurar la
llegada del farmaco al érgano diana (46-53). Todo lo anterior demuestra que las

arcillas son ampliamente utilizadas debido a sus propiedades y aplicaciones.
Nanoarcillas

Las nanoarcillas son arcillas que se han sometido a un proceso de trituracion y
tamizado para obtener particulas en la que por lo menos uno de sus lados es
inferior a 100 nm. En las dos ultimas décadas, el aumento en la produccién de
diversas nanoparticulas, asi como el creciente desarrollo de la nanotecnologia,
han atraido el interés en las nanoarcillas debido a las posibilidades de aumentar y
mejorar sus propiedades fisicas y quimicas. Estas han sido analizadas

principalmente como nanoacarreadores por sus propiedades mecanicas y
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biolégicas. Sin embargo, existen otras aplicaciones para las nanoarcillas descritas

en la literatura, como:

Inmovilizacion de enzimas: han mostrado una mayor retencion de la
actividad de la enzima (54)

Microbicidas: efectivas contra E. coliy S. aureus (55-57)

Aditivos en textiles: inhiben el crecimiento de algunos microorganismos
(58,59)

Pesticidas: aunque tienen la propiedad de controlar algunas plagas, las
nanoarcillas pueden utilizarse para la liberacion controlada de pesticidas
(60,61)

Matrices poliméricas: para la elaboracion de piezas automotrices, envases
de alimentos y prétesis (62-67), liberacidn controlada de diferentes
sustancias entre ellas farmacos (68-71), adhesivos dentales (72), ingenieria

de tejido éseo (73) e inmunosensores (74).

Métodos de obtencion de nanoarcillas

La produccion de nanoarcillas al igual que de otras nanoparticulas como los

oxidos metalicos, se realizan principalmente por dos tipos de métodos:

Molienda: se parte de materiales solidos macrométricos y por métodos

termo-mecanicos se producen nanoparticulas

Sintesis: se parte de atomos o moléculas para la produccion de

nanoparticulas por procesos de deposicion quimica y fisica. (75)
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Los métodos que parten de solidos macrométricos son: la atriccibn mecanica, la
litografia y los tratamientos térmicos (quenching). Estos métodos son ampliamente
utilizados debido a su bajo costo. Sin embargo, las nanoparticulas obtenidas
pueden presentar estructuras alteradas, baja pureza y tamafos variados, lo cual
afecta directamente sus propiedades fisico-quimicas (76). El siguiente método
mas utilizado es el de molienda, principalmente utilizado en industria. Para esto se
utilizan “molinos” que aplican fuerzas de compresion, impacto, rozamineto y corte

para reducir el tamano del material hasta nanoparticulas (77).

Por otra parte, los métodos que parten de atomos o moléculas presentan multiples
ventajas ya que se obtienen nanoparticulas con una composicion quimica mas
homogénea, estructura quimica predeterminada y mayor pureza. Los mas
utilizados son: el método de precipitacion controlada que es una sintesis quimica
que permite la obtencién de 6xidos metalicos nanométricos, ampliamente utilizada
debido al bajo costo energético y porque no utiliza disolventes (78). El método sol-
gel que parte de elementos metalicos o metaloides rodeados de compuestos
inorganicos para la preparacion de un coloide que constituye una red
tridimensional intercalada con el nanodxido inorganico que se desea obtener y a
partir de reacciones de hidrdlisis y policondensacion se obtiene la nanoparticula
(79). Dentro de las desventajas que presenta este método se encuentran el
elevado costo de los compuestos metalicos, el tiempo de reaccién y el bajo
rendimiento (80).

La produccion de nanoarcillas genera modificaciones en sus propiedades fisico-

quimicas, lo que podria multiplicar sus aplicaciones. Sin embargo, la modificacion
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de éstas propiedades también puede modificar su interaccion en sistemas
bioldgicos, por lo que su toxicidad no puede ser extrapolada a la de sus
homologos micrométricos. De tal forma que es indispensable realizar las

evaluaciones de toxicidad de cada una de las nanoarcillas que se producen.

Toxicidad de arcillas y nanoarcillas

A pesar de las aplicaciones de las nanoarcillas hay poca informacion con respecto
a su toxicidad. En nuestro conocimiento, existen alrededor de so6lo 20
publicaciones que tratan este tema en particular. Uno de los principales problemas
son las variables que se deben tomar en cuenta, ya que se ha reportado que la
toxicidad de los nanomateriales esta en funcion del tamafio y composicién quimica
del nanomaterial, ademas del tipo de celular expuesto (2). También hay puntos en
la experimentacion que cambian con respecto a las pruebas de otros materiales.
Se ha informado que para las pruebas in vitro, las proteinas del suero pueden
reducir la absorcioén intracelular de nanoarcillas formando agregados de modo que
la concentracion de suero puede alterar los ensayos citotdxicos, enmascarando la
toxicidad de nanoarcillas, por lo que proponen el uso de una concentracion limite
de suero (81). Todo esto puede alterar la funcion normal de las células por lo que
los resultados son especificos para las condiciones analizadas y, no ser aplicables
a otros sistemas. En otros estudios, se ha informado que la aglomeracién de
particulas, la interferencia optica y la contaminacion con endotoxina afecta
significativamente los ensayos inmunoldgicos y citotéxicos de nanoparticulas (82).
Asi, lo mas importante de recalcar es que los efectos antes descritos dependen

de las propiedades del material, asi como de los componentes del medio que
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interfieren con los ensayos de toxicidad, por lo que los resultados obtenidos son
dificiles de interpretar debido principalmente al numero de variables y a la falta de

homogeneidad.

En lo que respecta a las pruebas inmunoldgicas de nanofarmacos, se ha
demostrado que algunas pruebas in vitro como hemodlisis, activacion del
complemento, opsonizacion, fagocitosis y la secrecion de citocinas, se encuentran
entre las mas predictivas, asi como la combinacion de varios ensayos como la
inmunosupresion y la trombogenicidad (83). Sin embargo, se plantea la necesidad
de mas pruebas in vitro e in vivo para establecer una correlacion entre la
inmunotoxicidad, la citotoxicidad y la toxicidad (83). Dentro de los principales
inconvenientes en las pruebas inmunoldgicas, se encuentra la absorcion de
citocinas por las nanoarcillas.Se ha observado que las nanoarcillas de boemita
pueden adsorber TNF-a, por lo que es necesario hacer la correccién de los
resultados dependiendo de la cantidad de citocina adsorbida (84). Cabe sefialar
que en la literatura soélo se encuentra éste reporte, por lo que no hay informacion

sobre la adsorcion de otras citocinas por ésta u otras nanoarcillas.

Biocompatibilidad de las nanoarcillas

Como se definié anteriormente, “la biocompatibilidad se refiere a la capacidad de
un biomaterial para realizar una funcion deseada con respecto a una terapia
médica, sin provocar efectos locales o sistémicos indeseables en el receptor o
beneficiario de la terapia, pero generando la respuesta celular o tisular mas

apropiada en esa situacion especifica y optimizando el rendimiento clinicamente
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relevante de la terapia".(5) En este sentido, algunas propiedades fisicas y
quimicas de las nanoarcillas, asi como su composicién, también han sido
relacionadas con la biocompatibilidad. Asi por ejemplo, en un sustrato de caucho
de silicona propuesto para ingenieria de tejidos y regeneracion meédica, se observo
que al rellenar con nanoarcillas se aumenta el médulo elastico lo que aumenta la
biocompatibilidad celular (85). La solubilidad es otra propiedad asociada con la
citotoxicidad, en términos de induccion de estrés oxidativo, apoptosis y dafo de la
membrana, las nanoarcillas aniénicas facilmente solubles son menos toxicas que
aquellas menos solubles (86). El contenido de metales pesados también se asocia
con la citotoxicidad; como las nanoarcillas son en gran medida aluminio-silicatos,
la liberacién de aluminio en el sistema o la acumulacién en diferentes 6rganos,
pueden presentar efectos adversos (87). Esto muestra una dificultad adicional, ya
que es necesario garantizar que una nanoarcilla no se descomponga en sus
materias primas por condiciones tales como son el calor, la radiacion UV,

microondas, disolventes o por los efectos mecanicos tales como la friccion.

Un estudio en el que se evalud el efecto de nanoarcillas de montmorillonita,
bentonita, caolinita y erionita sobre células endoteliales de la vena umbilical
humana, neuroblastoma N 1 E- 115, y células oligodendrogliales ROC-1, mostré
que estas arcillas podrian traspasar la barrera hematoencefalica, y por lo tanto, si
el aluminio se libera en el sistema nervioso podria haber consecuencias fatales en
un ser vivo (88,89). También se han observado alteraciones morfolégicas en el
aparato de Golgi de células intestinales humanas (Caco-2) con tratamientos de

montmorillonita modificada organicamente, esto se ha relacionado con la
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liberacion de aluminio que provoca estrés oxidativo y podria inhibir la sintesis de

proteinas, sin embargo no se observaron dafios en ADN (90).

En algunos casos, hay discrepancias que, pueden ser como se describio
anteriormente, debido a las caracteristicas del nanomaterial y los modelos
utilizados para evaluar. Por ejemplo, mientras en cultivos primarios de médula
Osea de raton, la nanobentonita y la nanomontmorillonita causan lisis celular, la
nanoerionita no tuvo ningun efecto téxico. De la misma manera la lisis no se
produjo con ninguna de las tres nanoarcillas en la linea celular de neuroblastoma
NLE-115, (88,89). Ademas, las diferencias no son exclusivas de modelos
celulares, también se observan cuando se comparan los efectos in vitro con los
efectos in vivo. Estd reportado que nanoparticulas de bentonita con 2% de
polimero muestran una alta biocompatibilidad in vitro y por ello se ha propuesto su
uso para la elaboracion de contenedores de material quirargico (91), pero cuando
las misma nanoparticulas de arcilla (bentonita) sin las matrices poliméricas se
administran por via intragastrica en ratas durante 28 dias muestran una reduccion
en el peso del higado y la actividad de sus enzimas de conjugacion, la actividad
antagodnica sobre la bifidoflora y la hiperproducciéon de microflora de levaduras

(92).

También se han observado diferencias entre modelos animales. Tal es el caso de
la adicién de calcio y montmorillonita de sodio en alimentos para animales donde
no se observaron efectos adversos (93); mientras que la nanomontmorillonita
organofilica aumenté el peso del utero en ratones cuando se administré por via

oral lo que podria estar relacionado con alteraciones en la reproduccién (94).
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Por otra parte, los nanomateriales polimero-nanoarcilla probados con diferentes
propositos han demostrado alta biocompatibilidad in vivo, las evaluaciones de
montmorillonita y mica con poliuretano mostraron que son altamente
biocompatibles y no causan dafo en el medio ambiente, por lo que se proponen
para su uso en equipos hospitalarios (95). También, una montmorillonita
modificada de quitosano se evalué para aplicaciones de ingenieria de tejidos y
mostré una excelente biocompatibilidad, crecimiento celular y eficacia

antibacteriana (41).

Si bien es cierto que las arcillas han sido ampliamente utilizadas y evaluadas, no
se debe dejar de tomar en cuenta que las nanoarcillas pueden tener diferentes
efectos debido a las modificaciones en sus propiedades. Ademas, no en todos los
casos las arcillas son totalmente inocuas; en una region de la Guinea Francesa
mujeres embarazadas con una dieta que incluyé arcillas, en comparaciéon con no
embarazadas y los controles que no consumieron arcillas, mostraron niveles mas
altos de aluminio, lo que puede tener consecuencias clinicas tanto en las mujeres
como en los recién nacidos (96). En particular, existe una gran preocupacion
acerca de la poblacion femenina tanto en humanos como en otros mamiferos, ya
que algunas nanoparticulas presentan efectos perjudiciales sobre Ila
reproductividad femenina y en el desarrollo fetal. Estos efectos adversos estan
relacionados con la composicion, modificacion de la superficie, dosis y via de
exposicion de las nanoparticulas ademas de las especies animales expuestas

(97,98).
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La produccion y aplicacién de nanoarcillas provocaran el contacto directo tanto de
las personas implicadas en la produccion como de los consumidores. Es por esto
que la toxicidad de las nanoarcillas es muy importante y la comunidad cientifica
constantemente hace un esfuerzo para determinar los efectos adversos. Sin
embargo, la literatura nos muestra las dificultades en la determinacion de la
toxicidad de nanoarcillas. Comenzando porque la toxicidad depende de la
composicidn quimica y el tamafio del material, asi como del modelo utilizado para
evaluar el efecto toxico. En general, el efecto sobre las lineas celulares parece ser
menor en comparacion con el efecto en el mismo tipo de células pero de cultivo
primario, lo que plantea la necesidad de ampliar el uso de este tipo de cultivos y la

necesidad de encontrar una posible relacion entre los diferentes ensayos.

Las diferencias encontradas entre los mismos tipos de células, asi como las
discrepancias entre ensayos in vitro e in vivo, demuestran la necesidad de
meétodos estandar que permitan un disefio experimental adecuado para la
evaluacion de la toxicidad de nanoarcillas con el objetivo de evitar posibles efectos

adversos.

Modelos utilizados para evaluar nanotoxicidad

Existe un esfuerzo constante de la comunidad cientifica para aportar conocimiento
con respecto a la nanotoxicologia. Es por esto que se han evaluado diferentes
nanoparticulas utilizando diferentes métodos. Entre los métodos mas destacados

se encuentran: los predictivos, las evaluaciones in vitro y las evaluaciones in vivo.
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Dentro de los métodos predictivos, uno de los mas estudiados es el estudio tedrico
de la relacion cuantitativa estructura actividad (QSAR), este método relaciona la
estructura quimica de una sustancia con su actividad biolégica o su reactividad
quimica y puede ser muy util para predecir la citotoxicidad de nanoparticulas (99-
102). Uno de los mayores inconvenientes que presenta el QSAR es que el calculo
se basa en datos ya reportados, de tal manera que es necesario tener
conocimiento previo sobre la actividad bioldégica de la nanoparticula o conocer
completamente sus propiedades fisico-quimicas. También se han utilizado
modelos in vitro, tienen la ventaja de ser mas econdmicos y faciles de manejar; sin
embargo, son multiples y variados y no en todos los casos se encuentran buenas
correlaciones con los ensayos in vivo. Entre los modelos empleados se
encuentran las lineas celulares: HEK 293 de rindn de embrién humano, A549 de
cancer pulmonar, L929 de fibroblastos murinos, MCF-7 de cancer de mama,
HaCaT de queratinocitos de piel humana, MSTO-211H de células de pulmén
humano, A3 de linfocitos T4, entre otras (103-106). Como cultivos primarios se
han utilizado: células endoteliales humanas, células madre mesenquimales de la
médula 6sea humana, células de sangre humana, osteoblastos humanos,
hepatocitos de rata, entre otros (107,108). En general se aplican estos modelos
dependiendo del uso que se propone para la nanoparticula. Las lineas celulares
suelen verse menos afectadas que los cultivos primarios, o que plantea la
dificultad en la eleccién del modelo para una 6ptima evaluacién de la citotoxicidad.
En cuanto a los modelos in vivo se suelen usar: ratones de la cepa C57BL/6

(108,109), peces Pimephales promelas (110), ratas Wistar (111), anemonas
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Nematostella vectensis (112), embriones de pez cebra (113) y moscas Drosophila
(114). De todos ellos, los ratones son por mucho el modelo animal mas socorrido,
debido a su facil manipulacién, alta tasa de reproduccién, bajos costos de
mantenimiento, y sobre todo, a la gran diversidad de reactivos disponibles para
evaluar los efectos de la administracion de las nanoparticulas. Dentro de los
diversos ratones, la colonia CD1 es uno de los modelos mas idéneos para evaluar
toxicidad, debido precisamente a que no corresponde a una cepa, Sino a una
colonia, por lo que existe variabilidad genética; esto es importante porque los
ensayos de toxicidad sobre estos ratones representan mejor los posibles efectos

en una poblacion (115,116).

Como se menciond anteriormente, uno de los principales problemas es la falta de
correlacion que se observa en algunas ocasiones entre los ensayos in vitro e in
vivo, por lo que se ha propuesto el uso de Caenorhabditis elegans que se ha
utilizado desde hace varias décadas como modelo para estudios genéticos (117).
Dentro de las células de mamifero mas utilizadas en ensayos de toxicidad y que
ha demostrado buena correlacién con los ensayos in vivo se encuentran los
macrofagos, células esenciales en la respuesta inmune que se especializan en la
eliminacion de cuerpos extrafos por su amplia capacidad fagocitica y potencial
litico (118,119). En este sentido, ultimamente en nuestro grupo de trabajo se ha
propuesto el uso de trofozoitos de E. histolytica, parasito protozoario causante de
la amibiasis intestinal en humanos, por ser un modelo altamente fagocitico vy litico
que facilita la incorporacion de la nanoparticula o sus aglomeradas y que ademas

ha mostrado una buena correlacion entre los ensayos in vitro e in vivo (120-121).
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Tomando en cuenta las propiedades de éstos dos ultimos modelos, el uso de
ambos podria llevar a resultados mas concluyentes sobre la citotoxicidad de un

nanomaterial.

Con base en lo anterior, podemos decir que la produccién de nanoarcillas
expondra a los trabajadores principalmente por las vias aérea, oral y cutanea.
Posteriormente por sus aplicaciones en ingenieria de tejidos y medicina
reconstuctiva seran los consumidores los que estén expuestos a las nanoarcillas.
Es por esto que en esta tesis se planted la evaluacion de la toxicidad de
nanoarcillas de uso comercial (nanoclinoptilolita y nanosepiolita) en modelos
altamente fagociticos (amibas y macrofagos) con el fin de analizar la respuesta
celular. Asi como la evaluacion in vivo en ratones CD1 administrados con
nanoarcillas por las posibles vias de exposicién de trabajadores y consumidores,

con el fin de evaluar la toxicidad de las nanoarcillas en seres vivos.
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Relevancia e impacto en el area de estudio

La nanotoxicologia es una ciencia emergente que propone la evaluacion
toxicologica de todas las particulas que tengan por lo menos una dimension menor
a los 100nm. A pesar de la importancia de este tipo de estudios, no hay muchos
reportes al respecto debido a la falta de regulacion a nivel mundial para la
evaluacion de la toxicidad de nanoparticulas, por lo que las implicaciones del uso
de las nanoparticulas a mediano y largo plazo se desconocen. Entre las
nanoparticulas con aplicaciones biomédicas se encuentran las nanoarcillas, de las
cuales se piensa que pueden ser inocuas con base en lo que se conoce de su
version macrometrica. Sin embargo, ya que las propiedades fisico-quimicas de las
nanoparticulas son diferentes a su versidon macro, es imposible predecir el efecto
que puedan tener sobre los sistemas bioldgicos sin que se lleven a cabo estudios
detallados de biocompatibilidad en diferentes sistemas. Por lo anterior,
consideramos que es de vital importancia evaluar los efectos toxicos de dos de las
nanoarcillas de mayor uso comercial, tanto in vitro como in vivo, antes de pensar

en las potenciales aplicaciones en diversas industrias.
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Hipotesis

Las nanoarcillas pueden presentar citotoxicidad en cultivos de amibas y
macréfagos asi como toxicidad en ratones CD1 debido al cambio en sus

propiedades fisico-quimicas.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar la toxicidad de nanoparticulas de clinoptilolita y sepiolita in vitro usando

células altamente fagociticas, e in vivo usando ratones CD1.

Objetivos particulares

- Evaluar el efecto de nanoparticulas de clinoptilolita y sepiolita en cultivos de
Entamoeba histolytica de la cepa HM1:IMSS

- Evaluar el efecto sobre la viabilidad de cultivos de macréfagos de linea
celular y de cultivo primario de humano y ratén tratados con nanoparticulas
de clinoptilolita y sepiolita

- Determinar la expresion de citocinas pro-inflamatorias, anti-inflamatorias y
reguladoras en sobrenadantes de cultivos primarios de macréfagos de
sangre periférica humana y de médula ésea de raton tratados con las
nanoarcillas.

- Evaluar el efecto sobre la funcionalidad hepatica y renal asi como la
acumulacion en higado, riidn y pulmon por administracion cutanea,
subcutanea, intraperitoneal, intramuscular, intragastrica y aérea de
nanoparticulas de clinoptilolita y sepiolita en ratones CD1.

- Evaluar el efecto de la exposicion durante 8 meses a nanoparticulas de

clinoptilolita y sepiolita en tres generaciones de ratones CD1.
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Materiales y Métodos

Con el fin de evaluar la biocompatibilidad de nanoarcillas de uso comercial, se
realizaron evaluaciones de toxicidad in vitro e in vivo con nanoclinoptilolita y
nanosepiolita. La nanoclinoptilolita (VALFOR-100) fue donada por Silicatos y
Derivados S.A. de C.V. México, la nanosepiolita (polvo de sepiolita) y el talco
(talco, 86257, Sigma Aldrich, México, probado segun PhEur.) se compraron de

Sigma-Aldrich, E.U.A.

Caracterizacion de nanoclinoptilolita y nanosepiolita

El analisis se realiz6 en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI),
Facultad de Quimica, UNAM. EIl analisis consistio en la determinacion de la
estructura quimica de las nanoarcillas mediante difraccion de rayos X de polvos,
en un difractometro Bruker modelo D8 Advance, con anodo de cobre(Kal =
0,154060 nm). La composicién quimica se determiné utilizando un ICP-MS, Bruker
Aurora M0, y se analizé el porcentaje de Si, Al, Fe, Ca, Mg, Ti, P, Mn, Na, K, y S.
Esta composicién se confirmé por un micro analisis semi cuantitativo. Finalmente,
para conocer la forma y tamafio de las particulas, las muestras se observaron por
Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) y Microscopia Electronica de
Barrido (SEM) después de ser suspendidas en los medios de cultivo que se

utilizaron en los ensayos in vitro e in vivo.
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Preparacion de soluciones stock de nanoarcillas y talco

La nanoclinoptilolita, nano sepiolita y el talco se suspendieron por sonicacion en
los medios de cultivo. Para tal efecto 1.0 g de cada material se suspendié en 1 mi
de medio y a continuacion se sonico utilizando 4 ciclos de 15 s con un sonicador
de punta Branson Sonifier con una amplitud de 50% y una frecuencia de 130 kHz.
Este procedimiento previene la formacion de agregados sin afectar el tamafio de
las particulas (confirmado por microscopia electronica). Para los cultivos
amibianos se utilizaron suspensiones de nano arcillas y talco en medio TYI-S-33
suplementado con 10% de suero de bovino adulto; para los ensayos con
macréfagos los materiales se suspendieron en medio DMEM alto en glucosa

suplementado con 10% de suero fetal bovino.

Cultivo de trofozoitos de E. histolytica HM1-IMSS y tratamiento con

nanoarcillas

Un cultivo axénico de trofozoitos se mantuvo a 37°C en medio TYI-S-33
suplementado con suero bovino al 10%, 3% de vitaminas (Diamond vitamina
Tween 80 40x de soluciones, Sigma Aldrich, E.U.A.), y 0,1% de antibiotico
(penicilina-estreptomicina10000 U / ml, GIBCO, E.U.A.). Al cabo de 72 h de
incubacién cuando los cultivos de amibas alcanzan la fase estacionaria de
crecimiento, los tubos fueron colocados en hielo por 5 min para que las amibas se
desprendan de las paredes y contados usando una camara de Neubauer. A

continuacion, en tubos de 3 ml se sembraron 1x 10° amibas/ml e inmediatamente
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se anadio la cantidad necesaria de la solucion stock de cada nanoarcilla y del talco
para alcanzar las concentraciones de 10, 100, 500, y 1000 mg/ml. Un tubo de
cultivo sin el tratamiento con nanoarcillas fue usado como control de crecimiento.
En todos los cultivos, el volumen fue aforado a 3ml con medio TYI-S-33

suplementado.

Viabilidad amibiana.

La viabilidad y la morfologia de los trofozoitos amibianos se evalu6é a 24,48 y 72 h

de incubacién con las nanoarcillas empleando dos métodos diferentes:

(1) el marcador de exclusion vital azul de tripano, para evaluar la viabilidad;
(2) el diacetato de carboxifluoresceina (CFDA kit vibrante, Invitrogen, E.U.A.),

ademas de yoduro de propidio para evaluar la viabilidad y morfologia.

Los tubos de cultivo amibiano se incubaron en hielo durante 5 min para
desprender los parasitos, se tomaron alicuotas de 100ul de cultivo y se marcaron
con 1ul de azul tripano 0,4% (5 min a temperatura ambiente) o 1yl de CFDA 5 mM
con 1ul de yoduro de propidio1.5 mM (15 min a temperatura ambiente). Las
células se contaron utilizando un microscopio de fluorescencia Olympus BX51 en
una camara de Neubauer. Se realizaron seis experimentos independientes cada

uno por triplicado.
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Cultivo de macroéfagos.

Se cultivaron 3 diferentes tipos de macrofagos: i) macrofagos derivados de
monocitos de sangre periférica humana, ii) macréfagos derivados de monocitos de

meédula ésea de ratones CD1, y iii) macrofagos de la linea celular RAW 264.7.

i) A partir de 10 muestras de sangre de diferentes individuos sanos, se aislaron
células mononucleares utilizando un gradiente de Ficoll Histopaque (GE
Healthcare, E.U.A). Brevemente, se diluyen 15 ml de sangre periférica humana
con anticuagulante en 15 ml de PBS, posteriormente se colocan sobre 10 ml de
Ficoll. Se centrifuga el tubo a 400 g por 20 min, procedimiento que genera cuatro
estratos en el tubo y con una micropipeta se retira el tercer estrato de abajo hacia
arriba que es el que contiene las células mononucleares. Las células aisladas se
lavan 3 veces resuspendiendo en 5 ml de PBS y centrifugando a 100 g por 10 min.
Se sembraron 1x10° células/ml RPMI 1640 suplementado con 10% de suero
autologo, 1% gentamicina, y 1% de 2-mercaptoetanol, en cajas de cultivo de 50 ml
con recubrimiento para células adherentes. Después de 2h de incubacion a 37°C/
y 5% de CO,, las células no adherentes fueron removidas lavando 2 veces con
PBS. Los monocitos se dejaron madurar durante 6 dias realizando cambios de
medio cada 48h. Una vez diferenciados a macrofagos, se colocan las células
durante 10 min sobre hielo para desprenderlas, se toman alicuotas de 10 pyl que se
tinen con azul tripano para asegurar la viabilidad y conocer el numero de células.
Para confirmar la diferenciacion de monocitos a macréfagos se utilizé el anticuerpo
especifico F4/80 marcado con fluorescencia y se analizaron alicuotas de 1x10°

células por citometria de flujo.
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ii) Para la obtencion de los macréfagos derivados de monocitos de médula 6sea
de ratdn, se sacrificaron ratones CD1 machos, de 4 semanas de edad y se retiro el
fémur y la tibia. Los huesos fueron tratados durante 3 min con etanol absoluto y
posteriormente se lavaron con medio RPMI 1640 no suplementado. La médula
O0sea fue retirada cortando a la altura de la metafisis los huesos e inyectando
medio de cultivo con una aguja de insulina a través de la diafisis hasta extraer la
totalidad de la médula ésea; las células se lavaron dos veces con el mismo medio
y después se lisaron los eritrocitos utilizando 1 ml de PBS 10X restituyendo de
inmediato la osmolaridad agregando 9 ml de agua destilada estéril. Las células
blancas se lavaron 3 veces con PBS, se suspendieron en medio RPMI
suplementado con 10% de suero autdlogo, 1% gentamicina, y 1% de 2-
mercaptoetanol, se sembraron 1 X 10° células en cajas de Petri con 10ml de
medio y se incubaron a 37°C con 5% de CO,. Se realizé el cambio de medio cada
48h durante 5 dias para la diferenciacion de monocitos a macréfagos. Para
confirmar la diferenciacién de monocitos a macréfagos se utilizdé el anticuerpo
especifico F4/80 marcado con fluorescencia y se analizaron alicuotas de 1x10°

células por citometria de flujo.

iii) La linea celular RAW 264.7 se cultivd en medio RPMI 1640, suplementado

como se describio anteriormente, y se mantuvo bajo las mismas condiciones.
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Tratamiento de macrofagos con nanoarcillas y ensayos de viabilidad

El efecto de las nanoarcillas y el talco se determiné en los tres tipos de
macrofagos. Para cada experimento, se colocaron 1 x 10° macréfagos por pozo en
cajas de 96 pozos en medio RPMI 1640 suplementado, a los cuales se les aiadio
con suspension de cada material para tener concentraciones de 10, 100, 500, y
1,000 mg/ml. A continuacién, se anadi6 medio RPMI 1640 suplementado hasta

alcanzar 100ul de volumen final en cada pocillo.

Los cultivos de macréfagos de médula 6sea de raton y los de la linea celular RAW
264.7 fueron incubados con los diferentes materiales durante 60 h, mientras que
los macrofagos humanos solo se incubaron durante 48 h. En ambos casos, cada
12 h se tomd una alicuota para su evaluacién. Se realizaron tres experimentos
independientes cada uno por triplicado. En cada caso se valud la viabilidad,

apoptosis y necrosis de las células.
Viabilidad, apoptosis y necrosis

Alicuotas de 100ul fueron evaluadas cada 12 h para la determinacion de
viabilidad, apoptosis y necrosis celular utilizando el kit de deteccion Anexina V-
FITC (BD Pharmingen, E.U.A.) siguiendo las instrucciones del proveedor.
Brevemente, cada 12 h durante un maximo de 60 h, se retir6 el medio de cultivo
de cada pozo y se almacend a -20°C para posteriormente analizar las citocinas

secretadas. Los pozos se rellenaron con PBS, se anadieron los marcadores
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Anexina V y loduro de propidio y después de 15 min de incubacion a 37°C, las
células se centrifugaron, lavaron y fijaron con 50ul de una solucion de p-
formaldehido 3,7% para ser leidas en un citometro de flujp FACS Canto (Becton

Dickinson, E.U.A.).

Determinacion de citocinas Th1, Th2, y Treg

Se determind el patron de secrecidn de citocinas de los macrofagos tratados con
nanoclinoptilolita, nanosepiolita y talco, utilizando el medio de cultivo retirado a las
24, 36 y 48 h. Se midi6 la expresion de GM-CSF, IFN-y, IL-1q, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10, IL-17 y TNF-a usando los kit Th1/Th2 10 plex Flow Cytomix Multiplex
(eBioscience, E.U.A.) para raton y para humano, en macrofagos derivados de
monocitos de médula 6sea de ratén y en macréfagos derivados de monocitos de
sangre periférica humana, respectivamente, de acuerdo con el protocolo del
proveedor. Brevemente, los sobrenadantes de medio de cultivo se tratan durante
15 min con las perlas del kit. Las perlas estan recubiertas con anticuerpos lo que
genera una union especifica a las citocinas, y posteriormente se agrega un
segundo anticuerpo biotinilado que se une a las citocinas. Finalmente, se afnade
estreptavidina-PE que se une a la biotina y emite la sefial fluorescente. Se
determinan las diferentes citocinas ya que las perlas emiten una intensidad de
fluorescencia especifica segun el anticuerpo que tienen. Las muestras se leyeron
en un citometro de flujo FACS Canto. Los datos fueron analizados utilizando el

software Flow Cytomix Pro de Bender MedSystems.
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Microscopia Electronica de Transmision

Un cultivo de amibas y uno de macréfagos, tratados con las concentraciones mas
altas de cada nanoarcilla, se centrifugaron a 1800 rpm durante 5 min y se lavaron
3 veces con PBS; después las células se fijaron con formaldehido al 4%y
glutaraldehido al 1% toda la noche. Entonces, las células se trataron 3 veces
durante 15 min con 8% de sacarosa y se fijaron con 1% de OsO4. La
deshidratacion se realizé con soluciones de etanol al 50, 70, 95 y 100% y 6xido de
propileno al 100%. La infiltracién se realizé con resina LR White (Ted Pella Inc.,
E.U.A.). Finalmente, las muestras se pusieron en capsulas de gelatina y se
mantuvieron en el horno a 60°C durante 48h. Los cortes ultrafinos de 0.5 micras
se recogieron en rejillas Formvar/Carbon de 200 mallas y en rejillas de niquel. Se

tineron con acetato de uranilo y citrato de plomo.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con una ANOVA de dos vias (P<0,05), seguido de

una prueba post hoc de Tuckey (P<0,05) (Microsoft Excel 2010).

Tratamiento de ratones con nanoarcillas

Se utilizaron ratones CD1 de 4 semanas de edad, machos, mantenidos en el
bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas bajo condiciones estériles con
agua y comida at libitum. Todos los procedimientos a lo que se sometieron los
ratones fueron aprobados por la Comision Institucional para el Cuidado y Uso de

Animales del Laboratorio (CICUAL).
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En general, los animales fueron tratados al mismo tiempo por vias cutanea,
subcutanea, oral, intramuscular e intraperiotoneal con las nanoarcillas siguiendo el

siguiente esquema:

Efecto agudo Efecto crénico
/_/H A
s | || | | |

g
~ ] | |
124 48 72 horas 1 semana 1mes
Dosis: Unica entre _
1, 2.5y 5 mg/Kg Cutanea
. . Subcutanea
., Administracion Vias de administracion = Oral
N=5  de nanoarcilla. Intramuscular
Intraperitoneal

Figura 2. Esquema de administracion simultanea por varias vias de administracion a
ratones CD1 con las nanoarcillas y el talco, y los diferentes tiempos a los que fue

evaluado el efecto.

El Centro de Investigacion y Desarrollo Tecnoldgico S.A. de C.V. productor de
nanoarcillas estimé que los trabajadores de la planta estaban expuestos a
200mg/Kg en una semana de trabajo. Considerando un individuo promedio de
70Kg corresponde a 2.85mg/kg por lo que se administraron 1, 2.5, y 5 mg/Kg de
peso de cada una de las nanoarcillas evaluadas de manera independiente, por
cada una de las vias en el mismo ratén. A cada tiempo de evaluacion (24, 48, 72
h, 1 semana y 1 mes) se obtuvo sangre total de la cola de los ratones y se
sacrificaron 3 animales para cada dosis en una camara de CO,. Posteriormente,

se recolectd el tejido asociado al sitio de administracion, una porcion de piel
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(administracién cutanea y subcutanea), musculo (administracién intramuscular),
peritoneo  (administracion intraperitoneal), ademas de los estdmagos
(administracioén intragastrica), higados y rifiones (para analizar una posible
acumulaciéon de nanarcillas). Las muestras fueron enviadas a la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootencia para el analisis histolégico. En todos los casos
un lobulo del higado y un rifidn se utilizaron para analizar la concentracion de

aluminio.
Administracion aérea

En otro ensayo independiente, se realizd la administracion aérea de cada

nanoarcilla siguiendo el siguiente esquema:

Efecto agudo Efecto cronico
/_/R A
e ||| | |

= T | |

1 24 48 72 horas 1 semana 1mes

Dosis: Unica entre
1, 2.5 y 5 mg/Kg

Administracion
N=3  4e nanoarcilla.

Figura 3. Esquema de administracion por via aérea a ratones CD1 de las nanoarcillas y el

talco, vy los diferentes tiempos a los que fue evaluado el efecto.

En este caso, se disefid una camara de dispersién de polvos (Figura 4) de tal
manera que cada ratén recibiera una dosis conocida de nanoarcilla via aérea. Se

utilizaron dosis de 1, 2.5 y 5 mg/Kg de peso.
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Figura 4. Fotografia de la cAmara de dispersiéon. Camara de dispersion disefiada para

administrar por via aérea las nanoarcillas a los ratones CD1.

En cada una de las camaras sefaladas en la figura, se coloca un ratén CD1 de 4
semanas de edad, macho. En el dispensador se pone la cantidad a evaluar de
nanoarcilla y se enciende el ventilador controlando que la presién en el sistema
sea siempre la misma (10 mmHg). Después de 5 min se retiran los ratones, se

lava el sistema y se repite la operacion para los siguientes ratones.

Se recolectaron las mismas muestras y se sacrificaron el mismo numero de
animales en camara de CO, como en el caso de los animales que recibieron el

tratamiento por las multiples vias de administracién.
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Para ambos estudios, las muestras de suero derivado de la sangre y las del tejido
asociado al sitio de administracion fueron enviados a la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, UNAM. En |la muestra de suero se evaluo la funcionalidad
hepatica y renal determinando urea, AST (aspartato aminotransferasa), ALT
(alanino aminotransferasa), creatinina, proteinas totales y bilirrubinas. Los higados
y rinones fueron enviados a la USAI, Facultad de Quimica, UNAM, para la

determinacion de la acumulacion de Aluminio por absorcion atomica.

Exposicion cronica a nanoarcillas de ratones a lo largo de 3 generaciones

Se utilizaron ratones CD1 machos y hembras de 4 semanas de edad, mantenidos
en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas bajo condiciones
estériles, con agua y comida at libitum. Se siguid el siguiente esquema de

experimentacion.
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Figura 5. Diagrama de evaluacion del efecto a la exposicion durante 8 meses.
Diagrama que representa las diferentes generaciones de ratones y las cruzas realizadas.
En negro se representan las cajas de ratones sin tratamiento utilizadas como control; en
rojo las de los animales tratados con nanoclinoptilolita y en azul las de los animales con
nanosepiolita. El esquema en la parte inferior muestra como se realizd el tratamiento de

las diferentes generaciones.
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En este caso, se se colocaron 2 hembras y 2 machos por caja y se realizaron las
cruzas entre los ratones nacidos en las diferentes generaciones hasta alcanzar 3
generaciones expuestas desde el nacimiento a las nanoarcillas (Figura 5). La
exposicidon cronica al material se realizdé agregando cada una de las nanoarcillas
por separado como material de cama en una proporcion 1:1 (3 cm?® de aserrin con
3 ¢cm® de nanoarcilla). Los ratones se mantuvieron asi durante 8 meses bajo las

mismas condiciones, realizando el cambio de cama 2 veces por semana.

Se determiné la temperatura y el peso corporal de todos los animales una vez por
semana durante los 8 meses del experimento. Al término del mismo, los animales
fueron sacrificados y enviados a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
UNAM para la realizacion de estudios histopatologicos. La concentracion de
aluminio en rifion, higado y pulmén se determind por absorcion atémica, en la

USAI, Facultad de Quimica, UNAM.
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Resultados

Caracterizacion de nanoclinoptilolita y nanosepiolita

La difraccion de rayos X de polvos de las nanoarcillas evaluadas, muestra una
distribucion tipica de planos de difraccion asociados con las zeolitas sepiolita y
clinoptilolita. EI patron de difraccion de la nanosepiolita muestra una
correspondencia perfecta con el modelo obtenido en la base de datos PDF-2 del
ICCD (Centro Internacional de datos de difraccion) y el patrén de la
nanoclinoptilolita corresponde a Nickel Ammonium Aluminium Silicon Hydroxide
Oxide Hydrate (Ni-Clinoptilolita) (Figura 6).

Patrén de difraccion de rayos X de nanoclinoptilolita Patron de difraccion de rayos X de nanosepiolita

15000 30000 |

30000 -| 25000 —

Intensidad
Intensidad

15000 -
15000 —

10000 -

10000
5000 —

5000 -

20(°) 20 (%)

Figura 6. Patron de difraccion de rayos X de polvos. Se muestran los patrones de

difraccién obtenidos de las muestras de nanoclinoptilolita y nanosepiolita.

El analisis de la composicidn quimica de las nanoarcillas determinado mediante la
espectroscopia de absorcion atdbmica, mostrd para nanoclinoptilolita: 21.7% NaO,

0.0078% MgO, 57.3% SiO», 9.2% Al,O3, 1.4% Ca0, 1% TiO2y 0.01% MnO; para
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nanosepiolita: 2.16% NayO, 27.79% MgO, 37.15% SiO,, Al,03 12.01%, 3.72 %
K20, CaO 3.92%, 3.60% TiO2 y 7.22% MnO. También, a partir de las
microscopias de barrido (SEM) de ambas muestras se realizé el microanalisis de
elementos metalicos y de carbono (Figura 7). Estos resultados confirman que las

nanoarcillas corresponden a nanoclinoptilolita y nanosepiolita respectivamente.

Composicion de nanoclinoptilolita
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Figura 7. Microanalisis de composicion de nanoarcillas. Composicion de

nanoclinoptilolita y nanosepiolita obtenida por microanalisis de las microscopias

electronicas de barrido.

Por otra parte, la comprobacion del tamafio nanométrico de las particulas se

determiné por SEM y TEM de las muestras. Se observd que el 80% de las
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nanoparticulas de clinoptilolita tenian un tamafo de menos de 30 nm, siendo el
tamano promedio de particula de 17,5 nm. En la muestra de nanosepiolita, el 70%
de las nanoparticulas mostré un diametro de hasta 20 nm, y una longitud de hasta

500nm dado que es un material fibroso (Figura 8).

(b)

Figura 8. Microscopias electronicas de barrido y de transmisién de las muestras de
nanoarcillas. Las fibras de nanosepiolita tienen un diametro inferior a los 20nm (a),
mientras que la nanoclinoptilolita son octaedros deformados de menos de 30nm de

diametro.
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Efecto de la nanoclinoptilolita y nanosepiolita en cultivos de Entamoeba
histolytica

La viabilidad y el crecimiento de los trofozoitos de E. histolytica fueron afectados
de diferente manera por las nanoarcillas. Cuando los trofozoitos se incubaron con
nanoclinoptilolita, ni la viabilidad, ni el crecimiento se vieron afectados de manera
significativa a ninguno de los tiempos ni concentraciones evaluados (Figura 9A).
Ademas, bajo microscopia de fluorescencia, se confirmé la integridad de los
trofozoitos con la tinciéon fluorescente de CFDA mas ioduro de propidio. Sin
embargo, el tratamiento con nanosepiolita afectd entre 13 y 21% la viabilidad de
los trofozoitos a las 72 h de incubacidon con concentraciones superiores a
100ug/ml de manera dosis dependiente (p <0,05 respecto a los cultivos no
tratados). Se observo una ligera recuperacion de la viabilidad amibiana a las 48 h
para los cultivos tratados con 100 y 500 ug/ml; lo que también se observé pero
menos pronunciado a las 72 h para cultivos tratados con 1,000 ug/ml (Figura 9B).
La tincién con CFDA mas ioduro de propidio mostré que la viabilidad de las
amibas disminuye a lo largo del tiempo de una manera dosis dependiente; los
nucleos rojos muestran las células muertas (ioduro de propidio positivas) (Figura

9, fotos).
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Figura 9. Viabilidad de trofozoitos de E. histolytica después del tratamiento con
nanoarcillas. En los cultivos tratados con nanoclinoptilolita(A) o nanosepiolita (B) por los
periodos de tiempo indicados, se determind la viabilidad amibiana por la tincion con azul
tripano. Las fotografias de la parte baja de la figura, muestran los trofozoitos tefidos con

CFDAJ/IP después de los tratamientos a los tiempos y concentraciones indicados. Los

nucleos rojos representan las amibas muertas.

Con la finalidad de demostrar la incorporacion y la localizacion de las nanoarcillas
en los trofozoitos amibianos, se realizaron microscopias electronicas de

transmision de las amibas de cultivos tratados durante 24 h con 100 ug/ml de cada
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nanoarcilla de manera independiente. La nanoclinoptilolita se encontro
principalmente dispersa en el citosol y como agregados dentro de las vacuolas
amibianas (Figura 10b), mientras que las particulas de nanosepiolita se
encontraron principalmente en forma de agregados dentro de grandes vacuolas y
en algunos casos, parecen causar la ruptura de la membrana vacuolar (Figura

10c, flecha roja).

(2)

Figura 10. Microscopias electronicas de transmision de amibas tratadas con
nanoarcillas. Amibas control, sin tratamiento (a); amibas tratadas con nanoclinoptilolita
(b); amibas tratadas con nanosepiolita (c). Las flechas negras sefialan las membranas
vacuolares, las flechas punteadas las membranas citosélicas y la flecha roja muestra la

posible ruptura de la membrana vacuolar por nanoarcillas de sepiolita.

Efecto de la nanoclinoptilolita y nanosepiolita en cultivos de macréfagos

Se realizaron microscopias de transmision para evaluar la localizacion de las
nanoparticulas en macrofagos de sangre periférica humana tratados durante 24 h
con 100 ug/ml. La nanoclinoptilolita se observé en una vacuola fagocitica mas
grande comparada con las vacuolas observadas en las amibas tratadas con la

misma nanoarcilla, (Figura 11b, flecha verde), mientras que la nanosepiolita se
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observo al interior de abundantes vacuolas fagociticas de tamafio entre mediano y

pequefio (Figura 11c, flecha rosa).
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Figura 11. TEM de macréofagos de sangre periférica humana tratados con
nanoarcillas. Macrofagos sin tratamiento (a), macréfagos tratados con nanoclinoptilolita
(b); macréfagos tratados con nanosepiolita (c). La flecha punteada sefiala la membrana
citosdlica, la fleche verde la acumulacion de nanoclinoptilolita y la fleche rosa la
acumulacion de nanosepiolita.

La viabilidad de los macrofagos de la linea celular RAW 264.7 tratados con la
concentracion mas alta de cada una de las nanoarcillas (1000 pg/ml) disminuyd un
15% a las 24 h, alcanzando un 20% a 60 h, cuando se trataron con
nanoclinoptilolita; mientras que la nanosepiolita y el talco afectaron la viabilidad en

un 25% a las 24 h y alrededor del 40% a 60 h (Figura 12; paneles superiores).
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Los macréfagos de sangre periférica humana mostraron un patron similar, pero
fueron menos afectados; en este caso, la concentracion mas alta (1000 pg/ml) de
nanoclinoptilolita y nanosepiolita afecté la viabilidad en alrededor de 25% vy el talco

solo 14% a 60 h.

En contraposicién, se observéo un efecto dramatico en la viabilidad de los
macréfagos de cultivo primario de médula ésea de ratdn, disminuyendo 65%, 73%
y 82% cuando son tratados con 1000 ug/ml de nanoclinoptilolita, nanosepiolita y
talco respectivamente, 24 h post tratamiento. Este efecto es aun mayor a las 60 h,
cayendo La viabilidad A 80%, 98% y 88%, respectivamente para cada tratamiento

(Figura 12, paneles superiores).

Por otra parte, el tipo de muerte celular se determind en los cultivos de
macrofagos tratados utilizando el kit de Anexina V/ioduro de propidio. Se observé
que tanto los macréfagos de linea celular, como los de cultivo primario de médula
O0sea de raton murieron principalmente por necrosis en todos los tiempos
evaluados, mostrando una diferencia clara entre los diferentes tratamientos
(Figura 12, paneles inferiores). En contraste, los cultivos de macréfagos de sangre
periférica humana fueron los menos afectados en la viabilidad, mostrando que
aproximadamente dos tercios de las células muertas, lo hicieron por apoptosis en
todos los tiempos ensayados. Los diferentes efectos observados dependiendo del
origen de los macrofagos asi como las vias de muerte celular, sugieren que los
procesos celulares que activan a los macréfagos tratados con nanoclinoptilolita
son diferentes que los activados por nanosepiolita y talco. (Figura 12, paneles

intermedios).
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Figura 12. Viabilidad, apoptosis y necrosis de macréfagos después del tratamiento con
nanoarcillas. Macrofagos de la linea celular RAW 264.7, derivados de monocitos de médula 6sea
de raton y de monocitos de sangre periférica humana, fueron tratados con 1000 pg/ml de las
nanoarcillas y talco por los tiempos indicados y luego tefiidos con Anexina V y ioduro de propidio
para evaluar la viabilidad, apoptosis y necrosis.

51



Patron de secrecion de citocinas de macréfagos humanos y murinos

tratados con nanoarcillas

Las citocinas secretadas por los macréfagos murinos y humanos en presencia
tanto de las nanoarcillas como del talco se determinaron en el medio de cultivo a
las 24, 36 y 48 h post-tratamiento por citometria de flujo. Las citocinas fueron

indetectables a las 12 h y no se determinaron a las 60 h.

En general, las citocinas pro-inflamatorias aumentaron a lo largo del tiempo en los
dos tipos de macrofagos, pero a diferentes niveles dependiendo de los
tratamientos (Figura 13). Se observd un perfil pro inflamatorio mas claro en los
cultivos tratados con nanosepiolita y talco en comparacion con los tratados con
nanoclinoptilolita. En los macréfagos humanos tratados con nanosepiolita o talco
se detectaron algunas cantidades de IL-1a e IL-6 que aumentaron ligeramente con
respecto al tiempo. Sin embargo, la liberacion de IL-6 e INFy no se detecté en los
macrofagos murinos ni en los humanos tratados con nanoclinoptilolita en ninguno

de los tiempos evaluados (Figura 13a y b, respectivamente).

La citocina/quimiocina IL-8 fue liberada sin un patrén claro en ningun tratamiento,
pero su produccién fue considerablemente mayor en los cultivos de macréfagos
murinos tratados con nanosepiolita o talco, en comparaciéon con los tratados con
nanoclinoptiloita (p<0,05) (Figura 13a). También se observé la secrecion de esta
citocina en los medios de cultivo de macréfagos humanos tratados con
nanoclinoptilolita y talco. La otra citocina altamente expresada fue IL-17, que se

determind para tratamientos con nanoclinoptilolita, nanosepiolita y talco en
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diferentes tiempos, siendo mayor su produccidbn en macrofagos murinos y
humanos tratados con talco. El INFy se observd de manera creciente en los
cultivos de macréfagos murinos tratados con talco y de forma puntual en los
macrofagos humanos tratados con nanosepiolita y talco, pero no se observd en

ningun cultivo tratado con nanoclinoptilolita.

El factor GM-CSF y las citocinas de perfil Th2, IL-4 e IL-5, no se detectaron bajo
ninguna de las condiciones evaluadas. Se detectaron niveles bajos de la citocina
reguladora IL-10 en los medios de cultivo de macréfagos murinos tratados (Figura
13a); en comparacion, los macrofagos humanos tratados con nanoclinoptilolita
expresaron niveles mas altos de esta citocina con respecto a los tratados con

nanosepiolita y talco (p<0,05) (Figura 13b).
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Figura 13. Patron de secrecion de citocinas de cultivos de macroéfagos tratados con
nanoarcillas y talco. Se determiné un panel de citocinas Th1 y Th2 en los medios de cultivo de los
macréfagos derivados de médula 6sea de ratones (a) y macrofagos de sangre periférica humana
(b) a las 24 h (barras blancas), 36 h (barras grises) y 48 h (barras negras) después del tratamiento
con nanoarcillas y talco. Todos los niveles de citoquinas se muestran en pg / ml.
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Resultados de la administracion simultanea por diferentes vias a ratones

CD1

En éste caso, ratones CD1 machos de 4 semanas de edad fueron tratados con
nanoclinoptilolita 0 nanosepiolita simultaneamente por 4 diferentes vias (cutanea,
subcutanea, intraperitoneal e intramuscular) o un segundo grupo tratados sélo por

via aérea. Se utilizaron 3 ratones para cada tiempo y cada dosis evaluada.

Con el fin de determinar el estado de salud general de los ratones se les tomo la
temperatura y el peso a 24, 48, 72 h, 1 semana y 1 mes post administracion. En
todos los tiempos evaluados los ratones presentaron una temperatura de 36.5 +
0.7 °C que consideramos normal comparando con la temperatura de referencia
36.5 £ 0.5 °C reportada por los laboratorios Charles River. De la misma forma el
peso estuvo dentro de los parametros considerados como normales para esta
poblacién de ratones y no hubo diferencias significativas entre los animales

tratados y los controles sin tratamiento (Figura 14).
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Figura 14. Registro del peso de los ratones tratados con nanoarcillas. En las gréficas de la
izquierda se representan los datos del peso de los ratones a los diferentes tiempos de evaluacion;
la gréafica de la derecha es la reportada para la poblacion de ratones CD1.

Los animales no presentaron alteraciones en la conducta (alimentacion,
movimiento, jugueteo, agresividad, etc) y un mes después de la administracion de
las nanoarcillas, se observaron a simple vista, cumulos en los sitios de inyeccién
ademas, los analisis de la Facultad de Veterinaria y Zootecnia, nos reportaron que
no se observaba inflamacion o dano alrededor de dichos cumulos; la
administracién cutanea no generd ningun dafo evidente y en ningun caso
presentaron cuadros diarreicos o de estrefiimiento derivados de la administracion

oral (Figura 15).
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Cutaneo

Oral Intramuscular

Figura 15. Fotos representativas de los efectos observados en los sitios de administracién.
En la figura se muestran los sitios asociados a la via de administracion de ratones tratados con 5
mg/kg de nanoarcillas. Las flechas verdes sefialan los cimulos observados después de 1 mes de
tratamiento.

La determinacion de la funcionalidad hepatica y renal por determinacion de
analitos en sangre mostré en todas las muestras niveles dentro de los intervalos
reportados como normales para ratones CD1, solamente un ratéon presenté un
nivel ligeramente mas bajo de ALT (alanina aminotransferasa). Sin embargo, la

diferencia no es significativa (Figura 16).
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Figura 16. Determinacion de analitos en suero de sangre de ratones tratados con
nanoclinoptilolita y nanosepiolita. En la grafica se muestran todos los datos de los analitos
determinados en el suero de la sangre de todos los ratones tratados con nanoarcillas. AST
(aspartato aminotransferasa), ALT (alanina aminotransferasa).

En las dos figuras anteriores se encuentran combinados los datos que
corresponden tanto a los animales administrados por 4 vias como los de los
animales tratados por via aérea. Los resultados obtenidos con respecto a los
parametros fisiolégicos y bioquimicos muestran que los ratones tratados se
encontraron sanos a lo largo de todo el experimento y no presentan dafios
hepaticos ni renales. Por otra parte, se hicieron determinaciones de las
concentraciones de aluminio en higados, rifiones y pulmones de los animales
tratados a 48 h y 1 mes, con el fin de determinar si existe acumulacién de
nanoarcillas, lo cual se podria reflejar efectos adversos posteriores debido a la

toxicidad del aluminio (Figura 17).
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Figura 17. Determinacion de aluminio por absorcion atémica en 6rganos de los ratones
tratados con nanoarcillas. En las graficas se muestra la presencia de aluminio (pg/mg) en
pulmones, higados y rifiones de los animales tratados con nanoarcillas por multiples vias (cutanea,
subcutanea, intragastrica, intraperitoneal e intramuscular) y por via aérea. Las lineas en escala de
grises representan el tratamiento con nanosepiolita y las lineas a color el tratamiento con
nanosepiolita.

Como se puede observar, el tratamiento con nanoclinoptilolita por via cutanea,
subcutanea, intraperitoneal e intramuscular en el mismo ratdn, no resulté en
acumulacion de aluminio en ninguno de los 6rganos en ninguno de los tiempos
evaluados. Por el contrario, la administracion aérea resultd en la acumulacion
temprana (48 h) de aluminio en los pulmones, la cual cayé 1 mes después del
tratamiento, disminuyendo la concentracion 150 veces con respecto a las 48 h. En
el caso del tratamiento con nanosepiolita, se observan diferentes cantidades de
aluminio en los diferentes 6rganos con ambos esquemas de tratamiento. El érgano
que presentdé mayores cantidades de aluminio acumulado es el higado,
independientemente de la via de administracion. Sin embargo, sélo en animales
tratados via aérea se observd aluminio en higado y pulmén 1 mes después del

tratamiento, 2.8 y 11 veces menos que a 48 h respectivamente.
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Sorprendentemente, aun cuando los parametros evaluados hasta el momento
para estimar la salud de los ratones se encuentran dentro de los intervalos
reportados como normales; se observaron efectos adversos en el sistema
gastrointestinal de los ratones tratados via aérea con nanosepiolita. La menor
concentracion administrada (1mg/Kg) de nanosepiolita no provocé ningun efecto,
sin embargo, la adminitracion de 2.5 mg/Kg provoco la reduccion del tamafio del
estdbmago y zonas hemorragicas en el mismo. Contrario a lo esperado, una mayor
concentracion (5mg/Kg) de nanosepiolita no provocdé un mayor efecto en los
estdmagos de los ratones tratados, pero si se observaron zonas hemorragicas en
el intestino (Figura 18). En ningun otro caso se observaron este tipo de efectos

secundarios.
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Figura 18. Efecto de la administracion de nanosepiolita por via aérea en ratones. Las
fotografias muestran los efectos observados en los estobmagos e intestinos de los ratones CD1
después de 1 mes de la administracion de nanosepiolita.

En este caso particular, se observa que aun cuando todos los parametros
evaluados (peso, temperatura, acumulacion de aluminio, funcionalidad hepatica y
renal) se encuentran dentro de los pardametros reportados como normales, la
administracién aérea de nanosepiolita produce un efecto negativo en el sistema
gastrointestinal y no en el sistema respiratorio. Lo anterior pone en evidencia que

cuando no se conocen los mecanismos de distribucion de nanoarcillas in vivo, es
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necesario realizar pruebas de toxicidad tomando en cuenta multiples parametros
de evaluacion (fisiolégicos, bioquimicos e histopatolégicos) de tal manera que

cualquier efecto adverso pueda ser determinado.

Efecto de la exposicion constante a nanoarcillas

En este caso se mantuvieron ratones CD1 durante 8 meses poniendo las
nanoarcillas como material de cama. Se analizaron 3 generaciones expuestas
desde el nacimiento y la generacion de inicio donde los ratones tenian 4 semanas
de edad al iniciar la exposicion a las nanoarcillas. Se tomo6 la temperatura y el
peso de los animales 1 vez por semana, se determindé la concentracion de
aluminio en rifidn, higado y pulmon; finalmente los animales fueron enviados a la
facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM para la realizacion de analisis

histopatolégicos.
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Figura 19. Peso de ratones tratados durante 8 meses con las nanoarcillas. En las graficas se
muestra el peso promedio de los ratones expuestos durante 8 meses a las nanoarcillas como
material de cama. Estan considerados tanto los ratones tratados con nanoclinoptilolita como los
tratados con nanosepiolita.

Para la determinacion de aluminio por absorcion atomica en higado, riidén y
pulmén, se sacrificaron 6 ratones de cada generacion después de 1, 4 y 8 meses
de exposicion a las nanoarcillas. En los animales tratados por un mes, se observo
la presencia de aluminio en higado y rifdn pero no en los pulmones (Figura 20). A
los 4 meses de exposicion se observo aluminio en los tres érganos evaluados y
fue en éste tiempo cuando se observo la concentracion mas alta. Finalmente, en
los animales expuestos durante 8 meses la presencia de aluminio no presentd un
patrén, pero disminuy6 con respecto a las concentraciones encontradas a los 4

meses de exposicion (Figura 20). Esto nos muestra que lo animales con el tiempo
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van eliminando el aluminio presente en los érganos evaluados, lo cual puede estar

relacionado con un bajo efecto toxico.

Concentracién de aluminio en 6rganos de ratones
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Figura 20. Determinacion de aluminio en higado, rinén y pulmén de ratones expuestos
permanentemente a nanoarcillas. Las graficas muestran la concentracion de aluminio en pg/mg
en rinén, higado y pulmén a 1, 4 y 8 meses de exposicion en las 4 generaciones evaluadas; se
observa una concentracion maxima a los 4 meses. Las lineas en escala de grises representan los
tratamientos con nanosepiolita y las lineas a color los tratamientos con nanoclinoptilolita.

Finalmente, se enviaron todos los ratones de la generacion FO y 10 (5 machos y 5
hembras) de cada una de las siguientes generaciones (F1, F2 y F3) para estudios
histopatolégicos a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM. En el

reporte se indicé que los animales expuestos a la nanoclinoptilolita no presentaron

64



efectos adversos. Sin embargo, en el caso de los animales expuestos a la
nanosepiolita se observaron en 3 machos y 4 hembras de la generacion F3
‘ligeras hemorragias” cerebrales que no se observaron en ninguno de los

controles y que podrian estar relacionadas con la exposicidn a la nanoarcilla.

DISCUSION

La clinoptilolita y la sepiolita se han propuesto para aplicaciones farmacéuticas en
la produccion de tabletas (122), como sistemas de liberacion prolongada (123), en
la terapia contra el cancer en combinacion con farmacos (124), como adyuvantes
(125) y para atrapar el plomo por administracién intravenosa en nifios con TDAH
(126). Principalmente, el desarrollo de nanoparticulas como sistemas de
administracion de farmacos aumenté el interés en las nanoarcillas debido a las
modificaciones en las propiedades fisicas y quimicas en comparacién con las
arcillas naturales. Sin embargo, aunque la toxicidad de las arcillas se ha evaluado
ampliamente (127,128), la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
informa que hay pocos estudios sobre la toxicidad in vitro e in vivo de la
nanoclinoptilolita y la nanosepiolita (129). Por ello, en este trabajo se presenta una
evaluacion del efecto citotoxico de nanoclinoptilolita y nanosepiolita en dos de las
células reportadas como mas fagociticas (118-119), macréfagos y amibas, como
una primera aproximacion a la toxicidad de nanoarcillas. En éste sentido, los
macréfagos son células fundamentales de la respuesta inmune innata,
especializados en la contencién de cuerpos extrafios en mamiferos y han sido
ampliamente utilizados en ensayos de toxicidad; han mostrado ser un modelo
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apropiado para estudios de citotoxicidad in vitro (130,131) ademas de que las
nanoarcillas podrian alcanzar el torrente sanguineo y otros tejidos debido a sus
aplicaciones como acarreadores de farmacos. Por otro lado, la amiba Entamoeba
histolytica, el parasito protozoario que causa la amibiasis humana, se encuentra
entre las células fagociticas y proteoliticas mas activas en la naturaleza, y se ha
utilizado como un modelo para evaluar la toxicidad de nanotubos de carbono
(120,121). A pesar de que las grandes diferencias entre los macrofagos y las
amibas comparten la caracteristica de ser células altamente fagociticas,
favoreciendo la incorporacion del material y el estudio de la toxicidad de los

mismos incluso en bajas concentraciones.

Es importante sefalar que para las pruebas in vitro se debe tomar en cuenta que
la nanoclinoptilolita puede modificar la composicion iénica de los medios de
cultivo, lo que puede alterar los ensayos citotoxicos enmascarando la toxicidad de
las nanoarcillas (130). Para evitar esto, las suspensiones de nanoarcillas fueron
preparadas en medio de cultivo suplementado, de tal manera que la
nanoclinoptilolita puede tomar los iones del medio y proteinas del suero utilizado
para suplementar, asi cuando se agrega la suspensidén a los ensayos se asume
que el intercambio ibnico y protéico es minimo. También la formacion de
agregados puede alterar los resultados, por lo que se sonicaron las suspensiones
de nanoarcillas para reducir el efecto de este parametro. Con este tratamiento se
asumio que la composicion de iones fue casi constante y que la agregacion no fue
significativa, por lo que ninguna de los dos es la principal causa de muerte celular

en los cultivos evaluados.
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Nuestros resultados muestran que la nanoclinoptilolita no tiene efecto citotoxico
contra trofozoitos de E. histolytica, mientras que la nanosepiolita tiene un efecto
citotoxico significativo con concentraciones superiores a 0.1 mg/ml. El efecto
observado fue tiempo y dosis dependiente. Sin embargo, la tincion fluorescente
de los cultivos tratados no muestra cambios morfolégicos en los trofozoitos, lo que
podria sugerir un mecanismo de muerte celular via apoptosis (131) (Figura 12), un
analisis que necesita ser llevado a cabo en futuros estudios. Por otra parte, la
viabilidad de los cultivos de macrofagos se vio afectada en diferentes grados, pero
de manera tiempo y dosis dependiente de los tratamientos con nanoarcillas. El
tratamiento con nanosepiolita mostré un efecto comparable con el del talco libre de
asbesto, utilizado como compuesto control con una larga historia probada de uso
seguro (132,133). Sorprendentemente, el efecto citotoxico depende del origen
celular, siendo los cultivos de macrofagos murinos los mas afectados (mas de
80% de la reduccion de la viabilidad a 60 h), seguido de los macréfagos de linea
celular RAW 264.7 y finalmente los macréfagos humanos (Figura 12). En este
sentido, Sohaebuddin et al. (2010) reportaron que diferentes tipos de células
tienen una respuesta citotdxica diferente en contra de las nanoparticulas. Nuestros
resultados sugieren que no solo el tipo, sino también el origen de la célula se
deben considerar cuando se prueba la citotoxicidad de las nanoarcillas, lo que
podria extrapolarse a cualquier nanoparticula. Sin embargo, esto no se puede
generalizar y debe ser confirmado usando una amplia variedad de células de
diferentes fuentes. Los macrofagos derivados de médula ésea de ratdn fueron

altamente susceptibles a la exposicion a nanoarcillas y probablemente a cualquier
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otro nanoparticula. En contraste, la linea celular RAW 264.7 ha sido ampliamente
utilizada para el analisis de citotoxicidad de silice, polimeros, 6xidos metalicos,
plata y nanoparticulas de oro (134-136), incluyendo dos informes sobre
nanoparticulas de hidroxiapatita y bohemita (137,138), pero estas células son

menos susceptibles al tratamiento con las nanoarcillas evaluadas en este trabajo.

En este trabajo, el tratamiento sobre macréfagos de la linea celular RAW 264.7
con 1 mg/ml de nanoclinoptilolita o nanosepiolita mostré una reduccion de la
viabilidad de 20% y 40% a 60 h de exposicidn, respectivamente (Figura 12). Los
resultados son similares a los reportados para nanomontmorillonita en la linea
celular hepatica humana HepG2, donde la viabilidad celular se redujo en mas de
20% con la misma concentracion (139). Incluso cuando se utilizaron diferentes
lineas celulares, la nanoclinoptilolita y la nanomontmorillonita mostraron un efecto
similar sobre la viabilidad, probablemente debido a su estructura (140). Sin
embargo, no podemos descartar la posibilidad de que las diferencias estén
asociadas a las caracteristicas particulares de cada linea. Debido a las posibles
aplicaciones de las nanarcillas en biomedicina y tomando en cuenta la
recomendacion de la ISO 10993-5 para la evaluacion biologica de dispositivos
meédicos, se decidié analizar la toxicidad de nanoclinoptilolita y nanosepiolita en
cultivos primarios de macrofagos derivados de sangre periférica humana.
Sorprendentemente, éstos cultivos fueron los menos afectados por los
tratamientos con nanoarcillas o talco, pues nunca se observd mas del 25% de la
reduccion de la viabilidad en el tiempo y las dosis ensayadas (Figura 12). Esto es

particularmente interesante si tenemos en cuenta que las posibles aplicaciones
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meédicas de las nanoarcillas conduciran en cualquier punto al encuentro de las
nanoparticulas con el macrofago altamente fagocitico. Los macréfagos derivados
de sangre periférica humana se han utilizado para evaluar la toxicidad de muchas
particulas presentes en el polvo, aire contaminado, polimeros y otros (141-143).
Sin embargo, en nuestro conocimiento, no hay reportes del uso de éstas células
para evaluar el efecto de nanoarcillas y s6lo se han utilizado para evaluar la
citotoxicidad de nanotubos de carbono y nanoparticulas de oxido de titanio y de
zinc, mostrando que éstas células con altamente susceptibles a ambos metales

(144,145).

Una observacion importante es que la incorpracion de nanoarcillas tanto por
trofozoitos amibianos como por macrofagos parece ser muy similar, debido a su
localizacion dentro de grandes vesiculas fagociticas o lisosomas, lo que sugiere
un proceso fagocitico o macropinocitico (Figura 10 y 11). Esto muestra que la
agregacion vy distribucion de las nanoarcillas dentro de las células puede estar
directamente relacionada con su citotoxicidad. De tal manera que, la mayor
agregacion de nanosepiolita dentro de grandes vesiculas puede afectar la
membrane vacuolar comparando con la menor agregacion de la nanoclinoptilolita,
lo que se podria relacionar con el mayor efecto citotéxico de la nanosepiolita en
los cultivos tanto de amibas como de macréfagos. Como la toxicidad de las
nanoparticulas depende del tamafio y la composicidén del material (2) y el estado
de agregacion esta asociado con la estructura de la nanoarcillas, entonces la
estructura fibrosa de la nanosepiolita podria contribuir al el efecto de agregacion y

a pinchar la membrana vesicular mas facilmente que las nanoparticulas de
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clinoptilolita cuya estructura es la de un octaedro deformado, explicando asi el
mayor efecto toxico de la nanosepiolita.

La via de muerte celular de los macréfagos inducida por el tratamiento con
nanoarcillas y talco se determiné por la tincion con anexina V y ioduro de propidio.
En este caso, se observo que la muerte celular fue diferente en funcion del origen
de los macrofagos estudiados. Asi, los cultivos de la linea celular RAW 264.7 y los
macrofagos derivado de médula 6sea de raton murieron principalmente por
necrosis (dos y tres veces mas con respecto al numero de células apoptéticas,
respectivamente), mientras que los macrofagos derivados de sangre periférica
humana murieron preferentemente por una via apoptética (dos veces con respecto
al numero de células necréticas); esto podria ser comparable con los cultivos
amibianos donde la morfologia de las células muertas sugiere un proceso
apoptético. Los mecanismos de activacién de la muerte de los macrofagos por las
nanoarcillas y el talco, asi como los eventos de sefalizacién subyacentes que
conducen a la apoptosis 0 necrosis son desconocidas. Pero podrian implicar que
la activacién de los receptores de superficie y de la caspasa 9 mitocondrial como
se describe para el efecto toxico de nanoparticulas de oxido de zinc (146). En
términos de citotoxicidad, la muerte via apoptosis podria ser preferible que la
muerte via necrosis, debido a que los restos celulares de una muerte por necrosis
puede promover una respuesta pro-inflamatoria que se asocia con lesién en los
organos (147). La respuesta pro-inflamatoria implica la liberacién por los
macrofagos y otras células innatas de citocinas y quimiocinas que promueven el

reclutamiento de nuevas células en el sitio de la infeccidon o dafo. Por lo tanto, el
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patrén de secrecion de citoquinas en el sobrenadante de cultivo de los macréfagos
de cultivo primario (humanos y murinos) tratados con nanoarcillas y talco se
analizé por citometria de flujo. Como era de esperarse, se encontrO una
correlacion entre los patrones de citocinas liberadas por los macrofagos tratados
con nanoarcillas y las vias de muerte celular observadas. De este modo, los
cultivos de macréfagos murinos, que fueron mas afectados por los tratamientos y
mueren principalmente por necrosis, secretan niveles elevados de citocinas pro
inflamatorias IL-1a, IL-8 y IL6, en comparacion con los cultivos de macrofagos
humanos. De acuerdo con los resultados, se ha informado que los macréfagos /
monocitos humanos estimulados con nanotubos de carbono o nanoparticulas de
silice indujeron la liberaciéon de IL-1a, IL-6 e IL-8 asociada con un resultado pro-
inflamatorio (148). Ademas, la presencia de clinoptilolita natural en el alimento de
ratones durante 28 dias produjo un aumento de la concentracién sérica de LSA
(amida de &acido D-lisérgico o ergina) lo que podria estar relacionado con la
liberacion de TNF-a e IL-1 por los macréfagos (148). Como se menciond
anteriormente, los cultivos de macréfagos murinos secretaron una mayor cantidad
de citocinas pro-inflamatorias que los macréfagos humanos, principalmente IL-8 e
IL-6 (Figura 10). Ademas, la liberacion de IL-8 en los cultivos de macrofagos
murinos fue mayor con nanosepiolita que con nanoclinoptilolita. La induccién de
algunas de estas citocinas pro-inflamatorias por las nanoarcillas podria estar
relacionada con su estado de agregacion (149) y con el tamafo de las particulas,
la mas grande produciendo la mayor secrecion (150). Esto podria explicar la

mayor produccion de IL-8 en cultivos de macréfagos murinos tratados con
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nanosepiolita con respecto a los tratados con nanoclinoptilolita; como ya se
menciono, la nanosepiolita es mas grande que la nanoclinoptilolita lo que ademas

podria facilitar la formacion de agregados.

En contraste, el INFy que es también una citocina pro-inflamatoria, no se observo
en los sobrenadantes de los cultivos de macréfagos murinos tratados con
nanosepiolita y nanoclinoptilolita incluso cuando la IL-1, IL-8 e IL-6 fueron
secretadas. El talco provocd un aumento en la secrecion de esta citocina con
respecto al tiempo (Figura 13). Por otro lado, se observé la induccién de INFy en
cultivos de macréfagos humanos sélo en dos tiempos de tratamiento con
nanosepiolita y talco (36 h y 24 h después de la exposicion, respectivamente),
pero no se observd secrecion de INFy con el tratamiento con nanoclinoptilolita. En
cuanto a TNF-q, fue indetectable en los cultivos de macrofagos con cualquier
tratamiento (nanoarcillas o talco), esto sugiere una baja toxicidad ya que se ha
demostrado que los materiales mas biocompatibles inducen bajos niveles de TNF-
a que tienden a cero con el paso del tiempo (150). Por otra parte, la expresion de
citocinas IL-17 después de 48 h de tratamiento, sugiere que las nanoarcillas y el
talco pueden inducir una respuesta alérgica, tal como se ha descrito en los
macrofagos alveolares de animales tratados por via oral nanoparticulas de PLGA
recubiertas con quitosano y PEG (151). Ademas del patrén de citocinas pro-
inflamatorias, los cultivos de macréfagos humanos liberan mayor cantidad de IL-10
que los cultivos de macrofagos murinos en presencia de nanoarcillas; ésta es una

citocina reguladora, probablemente producida para contrarrestar el perfil pro-
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inflamatorio. Curiosamente, la expresion de IL-10 se ha asociado con una mayor
biocompatibilidad, ya que contribuye a la inhibicion o la resolucién de la
inflamacion asociada a nanocompuestos (152), lo que podria estar relacionado

con la menor toxicidad de las nanorcillas en los macrofagos humanos.

Los resultados de las evaluaciones in vitro, en cultivos de E. histolytica y de
macrofagos de diferentes origenes expuestos a nanoarcillas, muestran que la
nanoclinoptilolita y la nanosepiolita son altamente bicompatibles; en comparacion,
con lo que se describe en la literatura acerca de nanotubos de carbono o
nanoparticulas de oxido de silicio u oOxidos metalicos que presentan mayor
toxicidad. En este caso, no solo el tamafio de las nanoparticulas de arcilla, sino
también el origen de las células utilizadas para la evaluacion influye en los
resultados de la citotoxicidad, mostrando importantes diferencias entre los
macréfagos derivados de médula ésea de raton con respecto a los de monocitos
de sangre periférica humana. Sin embargo, no podemos descartar que la especie
de origen a partir de la cual se obtienen las células, ratones o humanos, también
podria influir en la respuesta citotdxica.

En cuanto a las evaluaciones in vivo, se utilizaron ratones CD1 de 4 semanas de
edad para la administracion de nanoarcillas por diferentes vias. Los resultados
muestran que a lo largo del experimento (1 mes) los animales tuvieron
temperatura y peso dentro del intervalo reportado como normal por los
Laboratorios Charles River y en comparacion con los controles (Figura 14).

Existen pocos ensayos de toxicidad de nanoarcillas in vivo, sin embargo en
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nanoparticulas de oxico de cerio (CeO;) se han observado alteraciones en el peso
de ratones CD1 que se han asociado con la respuesta inflamatoria observada en
higado y rifidn (153). En este caso, el tratamiento con nanoclinoptilolita o
nanosepiolita no presento alteraciones en el peso de los ratones ni se observo
proceso inflamatorio en higados y rifilones segun lo reportado por los estudios
histopatoldgicos. Por otra parte, la acumulacion de las nanoarcillas en el sitio de
aplicaciéon (Figura 15) es sefal de que se diseminan poco a otros oérganos,
ademas de que al no observar proceso inflamatorio alrededor de los cumulos,
puede ser indicativo de que las nanoarcillas son altamente biocompatibles. Las
enzimas detectadas por quimica sanguinea se asocian con la funcionalidad del
higado y del rindn y se encuentran dentro de los parametros normales cuando no
existen lesiones graves en éstos organos (154). Los analitos determinados en
suero de sangre de los animales tratados (urea, AST, ALT, creatinina, proteinas
totales y bilirrubinas) se encontaron dentro de los intervalos reportados como
normales, lo que es indicativo de que la funcionalidad hepatica y renal no se ven
afectadas por la administracion de nanoarcillas. Ademas, no se observo
inflamacion en éstos organos. Por otra parte, se determind la presencia de
aluminio en pulmones, higados y rifiones a las 48 h y 1 mes después de la
administracién de arcillas. El aluminio esta presente en las arcillas y ha sido
asociado con toxicidad, se ha asociado con malformaciones en eritrocitos, estrés
oxidante y neurodegeneracion (155, 156). En el caso de la administracion por via
intramuscular, intraperitoneal, cutanea, subcutanea y oral de nanoclinoptilolita, no

se observo presencia de aluminio en ninguno de los dérganos analizados. Sin
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embargo, la administracion via aérea mostré 1.5 £ 0.3 pg/mg a las 48 h que
disminuye hasta 0.01 + 0.005 pg / mg después de 1 mes. Esta disminucion se
puede deber a que el aluminio se elimine en heces y orina. En el caso de la
administracién de nanosepiolita por las mismas vias, si se observa la presencia de
aluminio en el rifidn y el higado a las 48 h de exposicion. Pero, cuando se analiza
después de 1 mes de exposicion no se observa en ninguno de los 6rganos
evaluados, por lo que asumimos que la nanosepiolita se esta excretando
totalmente. En el caso de la administracion aérea se observaron diferentes
concentraciones de aluminio en los 6rganos (rifion, higado y pulmon) de animales
tratados con nanosepiolita a las 48 h de exposicién y una disminucién importante
en el higado y pulmén a 1 mes post administracion , ademas de la total
eliminacién en el rindn. La administracion de nanoclinoptilolita o nanosepiolita in
vitro tanto en amibas como en macréfagos no muestra efectos citotoxicos
significativos, tampoco se observan efectos adversos en ratones CD1 tratados por
via intramuscular, intraperitoneal, cutanea, subcutanea y oral. Sin embargo, el
efecto de la nanosepiolita es siempre mayor que el de la nanoclinoptilolita; en el
caso de la administracién via aérea una dosis intermedia (2.5 mg/Kg) provoca
zonas con hemorragia en el estbmago de los animales tratados, mientras que una
dosis mas alta (5 mg/Kg) solo afecta la morfologia de los estdmagos y las zonas
hemorragicas se observan en el intestino. La agregacion, asi como la
concentracion de nanoparticulas se ha asociado con su efecto toxico, en el caso
de nanoparticulas de 6xido de zinc, una mayor concentracion conduce a una

mayor agregacion y por lo tanto el efecto toxico es mas evidente. En éste caso, el
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efecto observado puede estar asociado a la agregacion de la nanosepiolita. Una
mayor agregacion de nanosepiolita por administracion aérea puede generar la
produccion de una flema dénde la nanoarcilla quedaria atrapada, después el raton
podria deglutir la flema y de esa manera llegaria al tracto digestivo lo que podria
explicar los efectos observados en el estdmago e intestino de los ratones. Dada la
estructura fibrosa de la nanosepiolita ésta podria agregarse y a su paso por el
tracto digestivo causar dafio en la mucosa tanto del estbmago como del intestino.
Sin embargo, dado que todos los parametros seroldgicos, asi como el peso y la
temperatura se encuentran dentro de los intervalos reportados como normales, es
probable que el dafo sea soélo durante el paso de la nanosepiolita a lo largo del

tracto gastrointestinal.

Por otra parte, las nanoparticulas fibrosas se han asociado con un alto indice de
toxicidad. Por esta caracteristica, se han clasificado como nanoparticulas
biopersistentes cuando no pueden ser disueltas en el pulmén dentro de un periodo
de tiempo aceptable y como biosolubles cuando las fibras no son fagocitadas por
los macrofagos y van desapareciendo rapidamente del pulmén. En éste sentido, la
exposicion crénica de ratas a nanoparticulas de 6xido de titanio (TiO2) causan
tumores de pulmoén lo que se ha asociado con su caracteristica fibrosa (157). La
evaluacion del efecto de la exposicidon constante a nanoarcillas es indispensable
para asegurar su bioseguridad. Es por esto que se realizaron ensayos exponiendo
de manera constante a ratones CD1 a las nanoarcillas. Las nanoarcillas se
colocaron en una proporcion 1:1 con el material de cama, esto con el fin de

exponer a los animales de una forma no invasiva. Se realizaron las cruzas
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necesarias para obtener 3 generaciones (F1, F2 y F3) a partir de dos pies de cria
para cada nanoarcilla (FO) (Figura 5). A lo largo del experimento y en todas las
generaciones evaluadas, los ratones no presentaron alteraciones evidentes a
simple vista. El numero de crias fue de entre 6 y 9 ratones por camada tanto en
los animales tratados como en los controles. En este caso se determino el peso y
la temperatura una vez por semana durante los 8 meses de duracion del
experimento, en todos los casos estos parametros se encontraron dentro de los
intervalos reportados como normales (Figura 19). Por otra parte, se realizaron las
determinaciones de aluminio por absorcion atomica en pulmones, higados y
rinones. Se encontraron trazas de éste metal, tanto en higado como en rifidon,
desde el primer mes de exposicion y en las 4 generaciones evaluadas de ratones
tratados con nanoclinoptilolita y nanosepiolita. En el caso de la presencia de
aluminio en pulmén, se observd desde el primer mes de exposcicion solo en la
segunda generacion (F2) de ratones tratados con nanosepiolita. Se observé una
concentracion maxima de aluminio en los tres érganos (rifion, higado y pulmon) a
los 4 meses de exposicidon a nanoclinoptilolita o nanosepiolita, siendo siempre
mayor la concentracion de nanosepiolita comparando con la de nanoclinoptilolita.
Al término del experimento, 8 meses después de la exposicion constante a las
nanoarcillas, los ratones presentaron una menor concentracién de aluminio en los
tres organos evaluados en comparacién con la encontrada a los 4 meses de
exposicion. En algunos casos el aluminio se elimina por completo de los
pulmones, higados vy rifiones; probablemente se excreta en orina y heces. Lo

anterior sugiere una mayor biocompatibilidad de las nanoarcillas en comparacién
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con otras nanoparticulas como las de oOxido de titanio (TiO2), donde ratas
expuestas durante 20 dias presentan acumulacion en higado, pulmon y cerebro
(155). Ademas, la administracion intratraqueal de las mismas nanoparticulas
causa fibrosis renal en ratones tratados durante 4 semanas, dénde la produccion
de especies reactivas de oxigeno parace ser la principal causa del dafio (158). Es
importante tomar en cuenta que hasta el momento no existe ningun reporte de
toxicidad de nanoarcillas donde el tiempo de exposicion sea similar al que se
evaluo en este trabajo. Sin embargo, los dafios reportados para exposiciones mas
cortas a otras nanoparticulas generan dafos significativos en los animales
tratados. Finalmente, los animales expuestos durante 8 meses a las nanoarcillas
como material de cama, fueron enviados a la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, UNAM con el fin de realizar los estudios histopatoldgicos y evaluar el
posible dafo provocado por las nanoarcillas. En éste caso, no se encontraron
efectos adversos en los animales tratados con nanoclinoptilolita. En el caso de los
animales tratados con nanosepiolita se encontraron ‘ligeras hemorragias”
cerebrales lo que podria relacionarse con el efecto reportado por Younes, dénde la
acumulacién de nanoparticulas de 6xido de titanio en el cerebro de ratas tratadas

podria afectar el rendimiento neuroconductual (155).

Los ensayos in vitro muestran que ambas nanoarcillas son menos citotéxicas que
el talco utilizado como control, en el caso de los efectos in vivo, los resultados
muestran una tendencia, siendo siempre la nanosepiolita menos biocompatible
que la nanoclinoptilolita. Mientras en los ensayos in vivo no se observa ningun

efecto en los animales tratados con nanoclinoptilolita, el tratamiento con
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nanosepiolita causé dano a nivel de aparato gastrointestinal por administracion
aérea, asi como ligeras hemorragias cerebrales por la exposicion durante 8

meses.

En los ensayos realizados se observd un mayor efecto citotoxico en los cultivos
tratados con nanosepiolita en comparacion con los tratamientos con nanosepiolita.
Las evaluaciones in vivo muestran que solo los ratones tratados con nanosepiolita

presentan efectos adversos.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos muestran un efecto tiempo y dosis dependiente en los
cultivos de E. histolytica tratados con nanoclinoptilolita y nanosepiolita, siendo esta
ultima la unica que presenta un efecto significativo en este cultivo. Por otra parte el
tratamiento en cultivos de macréfagos muestra una dependencia entre el efecto y
el origen de la célula siendo los macréfagos de médula 6sea de raton los mas
afectados. En comparacion con el talco no se observaron diferencias significativas.
El perfil de expresién de citocinas mostré6 una respuesta pro-inflamatoria con
expresion de una citocina reguladora (IL-10). En el caso de las evaluaciones in
vivo se observaron efectos adversos en los animales tratados durante 8 meses

con nanosepiolita.
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Nanoclays have potential applications in biomedicine raising the need to evaluate their toxicity in in vitro models as a first approach
to its biocompatibility. In this study, in vifro toxicity of clinoptilolite and sepiolite nanoclays (NC) was analyzed in highly phagocytic
cultures of amoebas and human and mice macrophages. While amebic viability was significantly affected only by sepiolite NC at
concentrations higher than 0.1 mg/mL, the effect on macrophage cultures was dependent on the origin of the cells. Macrophages
derived from human peripheral blood monocytes were less affected in viability (25% decrease at 48 h), followed by the RAW 264.7
cell line (40%), and finally, macrophages derived from mice bone marrow monocytes (98%). Moreover, the cell line and mice
macrophages die mainly by necrosis, whereas human macrophages exhibit increased apoptosis. Cytokine expression analysis in
media of sepiolite NC treated cultures showed a proinflammatory profile (INFy, IL-1ix, IL-8, and IL-6), in contrast with clinoptilolite
NC that induced lees cytokines with concomitant production of IL-10. The results show that sepiolite NC is more toxic to amoebas
and macrophages than clinoptilolite NC, mostly in a time and dose-dependent manner. However, the effect of sepiolite NC was

comparable with talc powder suggesting that both NC have low cytotoxicity in vifro.

1. Introduction

Clinoptilolite and sepiolite clay are zeolites that belong to a
complex group of aluminosilicates used for nanocomposites
applications [1, 2]. They are used as metal oxides supports,
antimicrobials [3], enzyme stabilizers [4], for absorption of
heavy metals [5-7], and additives for the development of
nanocomposites [8]. Because of this, in the last decade they
have attracted increasing interest in biomedicine, mainly,
nanoclays (NC) dispersed into polymeric matrices which
have been proposed as good candidates for drug delivery
systems [9-14], dental adhesives [15], bone tissue engineering
[16], and immunosensors [17]. However, their use in humans
has been hampered by the insufficient information regarding
their safety, and toxicological assessment on in vitro and in
vivo models is absolutely necessary [18-20]. These evaluations
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are needed because the properties of nanomaterials, such as
the surface area, zeta potential, and size, can modify their bio-
logical interactions compared to microsized materials [21].
Moreover, it has been reported that toxicity of nanomaterials
also depends on the model used [22], emphasizing the need
for appropriate methodologies and a unified evaluation [23].

According to the International Agency for Research on
Cancer, there are few reports regarding in vitro and in vivo
clinoptilolite and sepiolite NC biocompatibility [24]. In this
sense, macrophages can be an appropriate model for in vitro
cytotoxic studies [25, 26] due to the NC applications as
nanovehicles which can reach the bloodstream and other
tissues. Macrophages are pivotal cells of the innate immune
response, specialized in the scavenging of foreign bodies in
mammals and widely used in toxicity assays [27-29]; besides,
macrophages are considered one of the most phagocytic cells



in mammals. On the other hand, the amoeba Entamoeba
histolytica, the protozoan parasite causing human amoebiasis,
is among the most active phagocytic and proteolytic cells in
nature, and it has been used as a model to evaluate toxicity
of carbon nanotubes [30]. Even though the two systems are
quite far apart (mammal and protozoan, for defense and
feeding, resp.), they share the characteristic of being the most
active highly phagocytic cells in nature, favoring the uptake
of the material and the study of toxicity thereof even at low
concentrations. In this work, we evaluated the cytotoxicity
of clinoptilolite and sepiolite NC in vitro by determining
their effect on the viability of macrophages from human,
mice, and the RAW 264.7 cell line as well as in E. histolytica
trophozoite cultures, the type of cell death induced (apoptosis
or necrosis), and the cytokine profiles released by treated
macrophages, all of them as a first approach to determining
clinoptilolite and sepiolite NC biocompatibility.

2. Materials and Methods

2.1. Characterization of Clinoptilolite and Sepiolite NC. Char-
acterization analysis was performed in the USAI, Facultad
de Quimica, UNAM. To determine the chemical structure
of NC, X-ray powder diffraction was obtained in a Bruker
diffractometer model D8 Advance, with a copper anode as X-
ray source (K, = 0.154060 nm); chemical composition was
determined using a ICP-ms, Bruker Aurora M90 following
the percentage of the enlisted elements Si, Al, Fe, Ca, Mg,
Ti, P, Mn, Na, K, and S. Finally, samples after the sus-
pension procedure in culture media (below) were observed
in Low Vacuum Transmission Electron Microscopy (TEM)
and Scanning Electron Microscopy (SEM). Qualitative and
semiquantitative microanalysis was performed to determine
the size and shape of nanoclays.

2.2. Nanoclays and Talc Suspension. Suspensions of clinop-
tilolite NC (Valfor-100, Silicatos y derivados S.A. de CV.
Mexico), sepiolite NC (sepiolite powder, Sigma-Aldrich,
USA) and asbestos-free talc powder (Talc, tested according
to Ph. Eur; Sigma-Aldrich, USA) were obtained by sonication
of each NC in culture media four times during 15s each
with amplitude of 50% and a frequency of 130 kHz using a
sonicator tip Branson Sonifier, USA. TYIS-33 media supple-
mented with 10% of adult bovine serum and high glucose
DMEM media supplemented with 10% of fetal bovine serum
were used for amoeba and macrophages, respectively. This
treatment was efficient preventing NC aggregates without
affecting particle size (data not shown). Stock suspensions of
each NC containing 1000 ug/mL in each media were prepared
as mentioned, stored at 4'C, and used for the following
experiments.

2.3. Parasite Culture and Treatment. E. histolytica HMI-IMSS
trophozoites were axenically grown at 37°C in TYI-S33
medium supplemented with 10% bovine serum, 3% vita-
mins (Diamond Vitamin Tween 80 Solution 40x, Sigma
Aldrich, USA), and 0.1% antibiotic (Penicillin-Streptomycin
10,000 U/mL, GIBCO, USA). Amoebas (1 x 10°/mL) were
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placed in tubes with supplemented TYI-S33 and added with
clinoptilolite or sepiolite NC so that the final volume was 3 mL
and the concentrations of clinoptilolite and sepiolite NC were
as follows: 10, 100, 500, and 1000 pg/mL.

2.4. Amoebic Viability. The viability and morphology of
amoebic trophozoites were assessed at 24, 48, and 72h of
coincubation with the NC employing two different methods:
(1) the vital marker trypan blue to evaluate viability and (2)
the carboxyfluorescein diacetate (CFDA Vibrant kit, Invitro-
gen, USA) plus propidium iodide to evaluate morphology.
In brief, amoebic culture tubes were incubated on ice for
5min in order to detach the parasites, and 10 uL of Trypan
blue 0.4% or 1uL CFDA 5uM plus 1uLl propidium iodide
L5 uM was added to aliquots of 100 4L and incubated at
room temperature for 15min. Viable and dead cells were
counted in a fluorescence microscope Olympus BX5I using a
haemocytometer. Of six independent experiments each one
by triplicate was done for each NC assayed.

2.5. Macrophage Culture. Macrophages from three differ-
ent sources were used: macrophages derived from human
peripheral blood monocytes (HMDM), macrophages derived
from CD1 mice bone marrow monocytes (MMDM), and the
RAW 264.7 cell line. HMDM were derived from monocytes
isolated from blood samples of 10 healthy individuals at the
Hospital Arnau de Vilanova (Lleida, Spain) with written
consent. Monocytes were isolated in a Ficoll gradient and
then placed in Petri dishes with supplemented RPMI 1640
medium at 37°C under 5% CO, for 5 days, changing the
medium every 48 h for the monocytes differentiation into
macrophages.

MMDM were obtained from four-week-age CDI1 mice.
Once euthanized, the femur and tibia were carefully removed
and kept in PBS. After treatment with absolute ethanol for
3 min, the femur and tibia were washed with RPMI 1640
medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 1%
gentamicin, and 1% of 2-mercaptoethanol. Bone marrow
cells were removed from the bones using scissors, washed
twice with nonsupplemented RPMI 1640 medium, and fol-
lowed by erythrocytes lysis. Adherent white blood cells were
washed with PBS and suspended in supplemented RMPI 1640
medium. Cells were harvested in Petri dishes with 10 mL of
medium and incubated at 37°C and 5% CO,, changing the
medium every 48 h during 5 days for monocytes differentia-
tion into macrophages. The RAW 264.7 cell line was cultured
in RPMI 1640 medium supplemented as described above
and maintained at 37°C under a 5% CO,. Macrophages were
sorted by flow cytometry using a specific F4/80 antibody.

2.6. Macrophages Treatment with the NC and Viability Assays.
Effect of clinoptilolite and sepiolite NC was determined for
the three types of macrophages. For each experiment, 1 x
10° macrophages per well were placed in 96-well plate
with 100 4L of supplemented RPMI 1640 and enough NC
suspension to reach concentrations of 10, 100, 500, and
1000 ug/mL in each well. RAW 264.7 and MMDM culture
treated were incubated for 60h, whereas HMDM were
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incubated only during 48 h, taking an aliquot every 12h for
determining viability and death as described below. Of three
independent experiments each one by triplicate was done for
each NC assayed. There are no reports of the concentrations
of clinoptilolite and sepiolite NC to which humans could be
exposed; however, the reports where NC toxicity has been
analyzed reported concentrations between 1 and 1000 ug/mL.

2.7, Transmission Electron Microscopy. Amoebic and macro-
phage culture treated with each NC were centrifuged at
1800 rpm for 5min and washed 3 times with phosphate
buffer solution (PBS, pH 7.4). Cells were then fixed in 4%
formaldehyde and 1% glutaraldehyde in PBS by mixing equal
volume of fixative and cell suspension. After centrifugation
at 1800 rpm for 10 min, the pellet was kept in fresh fixative
overnight. Then, the cells were treated 3 times for 15 min with
8% (0.2 M) sucrose in PBS after fixation with 1% OsO4 in
PBS for 1 h and rinsed with PBS for 30 min. For dehydration
process, ethanol solutions (50, 70, and 95%) were added to the
pellets for 15 min each one, absolute ethanol for 15 min twice,
and 100% of propylene oxide for 30 min. Infiltration was done
with LR white resin (Ted Pella Inc., USA), first adding 1:1
LR White: Propylene Oxide for 2h to the pellets and then
stored overnight in 2 : | LR White: Propylene Oxide. Samples
were embedded in gelatin capsules and baked in 60°C oven
for 48 h. Ultrathin sections of 0.5um were collected on
Formvar/Carbon 200 mesh and Nickel grids and stained with
uranyl acetate for 15 min and lead citrate for 3 min.

2.8. Viability, Apoptosis and Necrosis. The viability, apop-
tosis, and necrosis of macrophages treated with NC were
determined every 12 h using the Annexin V-FITC Apoptosis
detection kit I (BD Pharmingen, USA), according to the
protocol of BD Pharmingen. Briefly, for each time point, the
culture medium of each well was placed in an Eppendorf
Tube and stored at —20°C until use for cytokine analysis, and
the wells were refilled with 100 4L of PBS. Annexin V and
propidium iodide markers were added and the cells further
incubated for 15 min. After the incubation time, the cells were
fixed with 50 uL of a stock solution of p-formaldehyde 3.7%,
and the samples were read in a FACS Canto flow cytometer
(Becton Dickinson, USA).

2.9. Thi, Th2, and Treg Cytokines Determination. The cyto-
kine secretion pattern of macrophages incubated with clinop-
tilolite or sepiolite NC was determined in the supernatant of
cultures at 24, 36, and 48 h after coincubation. The expression
of GM-CSE, IFN-y, IL-le, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-
17, and TNF-& was measured using the mouse and human
Thl/Th2 10plex FlowCytomix Multiplex kit (eBioscience,
USA) according to the provider protocol. Briefly, marked
beads were added to the supernatant, and after incubation
for 15 min the cytokines were measured in a FACS Canto flow
cytometer.

2.10. Statistical Analysis. Data were analyzed with a Two-way
ANOVA (P < 0.05) followed by a Tuckey post hoc test (P <
0.05) (Microsoft Excel, 2010).

3. Results

3.1. Characterization of Clinoptilolite and Sepiolite NC. X-
ray powder diffraction pattern of nanoclays showed a typical
distribution of diffraction planes associated with the sepiolite
and clinoptilolite zeolites. Sepiolite NC pattern showed a
perfect match with the pattern obtained from PDF-2 database
of ICCD (International Center for Diffraction Data) and the
clinoptilolite NC pattern corresponded to a Nickel Ammo-
nium Aluminium Silicon Hydroxide Oxide Hydrate (see
Figure Sl in the Supplementary Material available online
at http://dx.doi.org/10.1155/2015/164980). The chemical com-
position of nanoclays was determined by atomic absorp-
tion spectroscopy resulting in clinoptilolite nanoclays: 21.7%
Na,O, 0.0078% MgO, 57.3% SiO,, 9.2% Al,O,, 1L4% CaO,
1% TiO,;, 0.01% MnO, and for sepiolite nanoclays: 2.16%
Na,O, 27.79% MgO, 37.15% Si0,, 12.01% Al,O,, 3.72% K, O,
3.92% CaO, 3.60% TiO,, and 7.22% MnO. In addition, the
microanalysis of metallic elements and carbon was evaluated
in the SEM micrographs (Figure S2). Results showed that 80%
of clinoptilolite nanoparticles had a size down to 30 nm, with
an average size of 17.5 nm, and 70% of sepiolite nanoparticles
had a diameter size down to 20 nm. As this nanoclay is a fiber,
fibers over 500 nm were also found (Figure 1).

3.2. Effect of Clinoptilolite and Sepiolite Nanoclays on E.
histolytica Cultures. The viability and growth of E. histolytica
trophozoites were affected to different extents by the nano-
clays. When treated with clinoptilolite NC, viability and
growth were not significantly affected by incubation with
any concentration at any time evaluated (Figure 2(a)). The
integrity of trophozoites treated with clinoptilolite NC was
confirmed on CFDA plus PI stained cells under fluores-
cence microscopy. In contrast, treatment with sepiolite NC,
decreases the viability of trophozoites around 13 to 21% at
72h with concentrations higher than 100 gg/mL in a dose-
dependent manner (P < 0.05 with respect to the untreated
cultures). A slight recovery of amoebic viability was observed
at 48h for cultures treated with 100 and 500 ug/mL; this
recovery was apparent for cultures treated with 1000 pg/mL
until 72h posttreatment (Figure 2(b)). The staining with
CFDA plus PI showed that viability of amoebas seems to
diminish over the time in a dose dependent manner, shifting
from green to yellowish fluorescence, including red nuclei of
death cells (Figure 2(c)).

In order to demonstrate the uptake and cellular location
of NC on treated cells, transmission electron microscopy
(TEM) of E. histolytica trophozoites and human peripheral
blood macrophages treated for 24 h with 100 gg/mL of each
NC was performed. Clinoptilolite NC were found dispersed
in the cytosol and as aggregates inside the amoebic vacuoles
(Figure 3(b)); in contrast, sepiolite NC were mainly found
as aggregates inside large vacuoles and, in some cases, seem
to cause the rupture of the vacuolar membrane (Figure 3(c),
red arrow). In HMDM, clinoptilolite NC were observed
inside phagocytic vacuoles larger than those observed in
the amoebic cultures (Figure 2(e), green arrow); in the case
of sepiolite NC, the distribution and size of the phagocytic
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FiGure 1: Transmission and scanning electron microscopy of sepiolite and clinoptilolite nanoclays prepared in the DMEM culture media.
Sepiolite nanoclays are fibers with a diameter size down to 20 nm (a), whereas clinoptilolite nanoclays are deformed octahedrons with a size

down to 30 nm (b).

vacuoles were similar to those of amoebas (Figure 3(f), pink
arrow).

3.3. Effect of Clinoptilolite and Sepiolite NC on Macrophage
Cultures. A dose and time dependent effect was observed
on the viability of macrophages when treated with NC and
talc, used here for comparing with the nanoparticle due to
his long and proven history of safe use [31] as well as in
vitro modest effect on peritoneal mouse macrophages [32].
Viability of RAW 264.7 macrophages decreased 15% at 24 h,
reaching 20% at 60 h when treated with clinoptilolite NC,
whereas sepiolite NC and talc affected the viability by 25% at
24 h to around 40% at 60 h (Figure 4; upper panels). HMDM
showed a similar pattern but were less affected; in this case,
clinoptilolite and sepiolite NC decreased the viability in
around 25% and talc 14% at 60 h. However, a dramatic effect
on the viability was rapidly observed in MMDM cultures,
decreasing it to 65%, 73%, and 82% when treated with
clinoptilolite NC, sepiolite NC, and talc at 24 h, respectively.
The viability drops to 80%, 98%, and 88% at 60 h, respectively
(Figure 4, upper panels). Cell death determined in the treated
macrophage cultures using the Annexin V/propidium iodide
kit showed that most RAW 264.7 and MMDM died by
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necrosis at all assay time, with no clear distinction between
the different treatments (Figure 4, lower panels). In contrast,
HMDM cultures, which were the least affected in viability,
showed that about two thirds of the cells die by apoptosis
at all times tested, suggesting that the cell processes that
activate in macrophages the clinoptilolite NC are different
than those activated by sepiolite NC and talc, leading to
different outcomes (Figure 4, middle panels).

3.4. Cytokine Secretion Pattern from HMDM and MMDM
Treated with NC. The cytokines secreted by HMDM and
MMDM (not RAW 264.7) in the presence of both NC and talc
were determined in the culture media at 24, 36, and 48 h post-
treatment by flow cytometry. Cytokines were undetectable at
12h (data not shown) and were not determined at 60 h. In
general terms, proinflammatory cytokines increased over the
time in the two types of macrophages, but at different levels
depending on treatments (Figure5). A proinflammatory
profile was clearer with sepiolite NC and the talc treatments,
compared with clinoptilolite NC treatment. Thus, in HMDM
treated with sepiolite NC or talc, some amounts of IL-
le and TL-6 were detected that slightly increased over the
time. In contrast, release of IL-6 and INFy was not detected
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FIGURE 2: Viability of E. histolytica after the treatment with nanoclays. Amoebic cultures were treated with clinoptilolite (a) or sepiolite (b) NC
for the period of time indicated and the viability measured by the Trypan blue method. Bottom pictures show CFDA/PI stained trophozoites
from the treated cultures at the concentrations and time indicated. Controls are amoebas from a culture without treatment. The shifting of
green to yellowish fluorescent indicates decrease of viability. Red nuclei come from dead cells.

in neither MMDM nor HMDM treated with clinoptilolite
at any time evaluated (Figures 5(a) and 5(b), resp.). The
cytokine/chemokine IL-8 was released without a clear pattern
by any treatment, but its production was considerably higher
in MMDM treated with sepiolite NC or talc, compared with
clinoptilolite NC (P < 0.05) (Figure 5(a)). Few levels of this
cytokine were detected in medium from HMDM treated. The
other cytokine highly expressed was 1L-17, which appeared
under any treatment at different times, with its production
being higher in MMDM and HMDM treated with talc. INFy
was increasingly induced only by talc in MMDM and by
sepiolite NC and talc in HMDM, but not by clinoptilolite
NC. GM-CSF and Th2 cytokines IL-4 and IL-5 were not
detected under any condition tested (not shown). Low levels
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of the regulatory cytokine IL-10 were detected in media
from treated MMDM (Figure 5(a)) in contrast with high
levels detected in HM DM treated with clinoptilolite NC with
respect to sepiolite NC and talc (P < 0.05) (Figure 5(b)).

4. Discussion

Clinoptilolite and sepiolite have been proposed for pharma-
ceutical applications including tablet manufacture [33], slow
release systems [34], in combination with drugs for cancer
therapy [35], being as adjuvants [36], being as adsorbent trap-
ping lead in children with ADHD by intravenous administra-
tion [5], and, in general terms, for diverse therapy in humans
[37]. In this sense, the development of nanoparticles as drug
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(d)

(e)

()

Frcure 3: Uptake of nanoclays by amoebas and macrophages. TEM of 5 um thickness cross section of amoebas (a—c) and human macrophages
(d-f) nontreated (a) and (d) or treated with clinoptilolite NC (b) and (e) or sepiolite NC (c) and (f). Dashed arrows are showing the cytosolic
membrane of amoebas and macrophages. Black arrows are showing the vacuolar membrane, many of them containing high accumulation of
clinoptilolite and sepiolite NC. Red arrow shows a possible vacuolar membrane rupture for sepiolite NC accumulation. The green and pink
arrows show the accumulation of clinoptilolite and sepiolite NC in macrophages, respectively.

delivery systems increased the interest in nanoclays [3-8] due
to their physical and chemical properties in comparison to
the natural clays. However, even if the toxicity of microsized
clays has been evaluated [38, 39], the International Agency
for Research on Cancer reports that there are few reports
regarding in vitro and in vivo clinoptilolite and sepiolite NC
biocompatibility [24]. Thereby, in this work we evaluated the
cytotoxic effect of clinoptilolite and sepiolite NC in two of
the most highly phagocytic cells reported [27-29], as a first
approach to determining nanoclays biocompatibility. One
of the precautions that need to be taken into account for
in vitro tests with clinoptilolite is that this nanoclay could
modify the ion composition of the culture media and thereof
mask the toxicity of this nanoclay [40]. In order to prevent
this, nanoclay suspensions stocks were prepared in supple-
mented TYI-S-33 and DMEM culture medium, exposing the
nanoclays to serum and glucose prior to its addition to the
experimental cultures decreasing the probability of affecting
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the cellular cultures by the ion-exchange features of NC. In
addition, the nanoclays suspensions were sonicated in order
to reduce any possible unspecific effect of the NC aggregation.
With this treatments we assumed that ion composition of
the medium and dispersion ratio of NC was nearly constant
during the experiments, so neither of the two is the principal
cause of cellular death in our cultures.

Our results showed that even when both NC were
highly phaghocytosed by amoebas, clinoptilolite NC was not
toxic to E. histolytica trophozoites, in contrast to sepiolite
NC that showed significant cytotoxic effect, suggesting that
clinoptilolite is less toxic than sepiolite NC, at least against
the parasite. As the sepiolite NC-treated trophozoites did not
show evidence of lysis or significant morphological changes,
we think that amoebas probably die by an apoptotic process,
a type of cellular death known that occurs in amoeba [41]
(Figure 2). However, apoptosis of amoeba was not analyzed
in this work and should be conducted in further studies.
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FIGURE 4: Viability, apoptosis, and necrosis of macrophages culture after treatment with nanoclays. Macrophages of RAW 264.7 cell line,
from mice bone marrow monocytes and from human peripheral blood monocytes stained with Annexin V and propidium iodide to evaluate
viability, apoptosis, and necrosis. Treatments with nanoclays and talc at 0, 12, 24, 36, 48 and 60 h are shown.

On the other hand, viability of macrophages cultures
was affected at different extents, but in a dose and time
dependent manner by the NC. Even when the viability of
the macrophages was affected in a larger extent than the
E. histolytica trophozoites, in agreement with the results
obtained with amoebas, clinoptilolite NC were less toxic than
sepiolite NC in all the macrophage cultures tested, supporting
clinoptilolite NC as more biocompatible. However, sepiolite
NC treatment showed a comparable effect with asbestos-free
talc powder used as nanoparticle compound with a proven
long history of safe use [31], suggesting that even when
sepiolite NC is more cytotoxic than clinoptilolite NC, both
are relatively harmless. Sohaebuddin et al. [22] have reported
that a different type of cells has a different cytotoxic response
against nanoparticles. Remarkably, we observed in this study
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that the cytotoxic effect also depends on the cell origin,
with the MMDM cultures being the most affected (more
than 80% of viability reduction at 60 h) followed by RAW
264.7 and finally HMDM (Figure 4). The RAW 264.7 cell
line has widely been used for analyzing cytotoxicity of silica,
polymers, metal oxides, silver, and gold nanoparticles [42-
45], including two reports on hydroxyapatite and boehmite
NC [46, 47], showing higher susceptibility than the results
obtained here with the NC. Thus, our results suggest that not
only the type but also the origin of the cell should be taken
into account when testing cytotoxicity of NC, which could be
extensive to any nanoparticle. However, we cannot rule out
that other factors can influence the results and therefore, such
proposal needs to be confirmed using a wide variety of cells
from different sources.
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FiGure 3: Cytokine secretion pattern from NC treated macrophages cultures. A panel of Thl and Th2 cytokines was determined in the culture
media of mice bone marrow macrophages (a) and human peripheral blood macrophages (b) at 24 h (open bars), 36 h (gray bars), and 48 h
(black bars) posttreatment with NC and talc. All cytokine levels are shown in pg/mL* P < 0.05.

In this work, the results obtained in the RAW 264.7
cell line macrophages were similar to the effect reported for
montmorillonite NC on the human hepatic cell line HepG2,
where cell viability was reduced in more than 20% with
the same dose of Img/mL [48]. Even when different cell
lines were used, clinoptilolite NC and montmorillonite NC
showed a similar effect on viability probably due to their
structure [49]. However, we cannot rule out the possibility
of differences associated with the particular characteristics
of each cell line. Remarkably, HMDM cultures were the less
affected by the treatments with NC or talc, never showing

112

more than 25% of viability reduction at the time and doses
tested (Figure 4). This is particularly interesting if we consider
that potential biomedical applications in humans of NC will
lead in any point to the encounter of the nanoparticles with
the highly phagocytic scavenger macrophage, and its use
is highly recommended by the international standard ISO
10993-5 for the biological evaluation of medical devices. In
this sense, HMDM has been used to evaluate the toxicity of
many particles present in dust, polluted air, polymers, and
others [50-52]. However, in our knowledge, HMDM cultures
have only been used to assess the cytotoxicity of MWCNTs
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and nanoparticles of titanium and zinc metal oxide, but not
nanoclays [53, 54].

Interestingly, uptakes of both NC by amoebas and
HMDM appear to be similar, due to their location inside large
phagocytic vesicles or lysosomes, suggesting a phagocytic or
macropinocytic process (Figure 3). In this sense, the greater
aggregation of sepiolite NC inside larger vesicles could affect
the vacuolar membrane compared to the less aggregation of
clinoptilolite NC, which could be also related with the higher
cytotoxic effect of sepiolite NC on the cultures. As the toxicity
of nanoparticles depends on the size and composition of the
material [22] and the aggregation state is associated with the
NC structure, the nanofiber structure of sepiolite NC could
aggregate and puncture the vesicle membrane more easily
than the deformed octahedron clinoptilolite NC, explaining
the higher toxic effect of sepiolite NC.

Regarding the type of cell death induced by the NC, note-
worthy, the predominant cell death was different depending
on the macrophage culture studied. Thus, RAW 264.7 and
MMDM cultures mainly died by necrosis (two- and threefold
over the number of apoptotic cells, resp.), whereas HMDM
preferably died by an apoptotic pathway (twofold over the
number of necrotic cells). HMDM death could be comparable
with amoebic cultures, where the morphology of the death
trophozoites suggests an apoptotic process. The mechanisms
triggering the macrophage death by the NC and talc as
well as the underlying signaling events leading to apoptosis
or necrosis are unknown, but they could involve surface
scavenger receptors and activation of mitochondrial caspase
9 as described for the toxic effect of zinc oxide nanoparticles
[55].

In terms of cytotoxicity, apoptosis death could be more
preferable than necrosis, due to the potential of necrotic
cellular debris to promote a proinflammatory response that
is associated with tissue damage [56]. The proinflammatory
response involves the release by the macrophages and other
innate cells of cytokines and chemokines that promote
recruitment of new cells to the site of infection or damage.
Therefore, the cytokine secretion pattern in the supernatant
of primary culture macrophages (MMDM and HMDM)
treated with the NC and talc was analyzed by flow cytometry.
As expected, a correlation between the cytokine patterns
released by the NC exposed macrophages and the observed
cellular death pathways was found. Thus, the MMDM cul-
tures, which were the most affected by the treatments and
mainly dying by necrosis, secreted higher levels of proin-
flammatory cytokines Il-1e, IL-8, and IL6, in comparison
with HMDM cultures. In agreement with our results, it has
been reported that human macrophages/monocytes stimu-
lated with single-walled carbon nanotubes (CNT) or silica
induced the release of IL-1a, IL-6, and IL-8 associated with
a proinflammatory outcome [53]; also, the application of
natural clinoptilolite in mice food for 28 days produced an
increased serum LSA concentration which could be related
with the release of TNF-a and IL-1 by macrophages [57].
As mentioned before, MMDM cultured with NC released
higher amount of proinflammatory cytokines than HMDM,
mainly IL-8 and IL-6 (Figure 5). In addition, the release of
IL-8 in MMDM was higher with sepiolite NC than with

clinoptilolite NC. The induction of some of these proin-
flammatory cytokines by the NC could be related to their
agglomeration state [58] and to the particle size, the bigger
the particle the higher release [59]. Therefore, the higher IL-8
release from MMDM in the presence of sepiolite NC could be
related to the bigger size of sepiolite NC in comparison with
clinoptilolite NC.

This was also observed for INFy, another important
proinflammatory cytokine, which was only detected in two
time points of HMDM treatment with sepiolite NC and talc
(36 hand 24 h postexposure, resp.), but not with clinoptilolite
NC (Figure 5). On the other hand, TNFa was undetectable in
the macrophage cultures with any NC or talc (not shown),
suggesting low toxicity as the most biocompatible materials
have been shown to induce low TNF-a levels that tend to
drop to zero over the time [60]. Moreover, the expression
of cytokine IL-17 at late time (48 h) suggests that NC and
talc have the potential to induce an allergic response, as
it has been described in alveolar macrophages of animals
orally treated with PLGA NPs coated with chitosan and
PEG [6l1]. In addition to the proinflammatory pattern of
cytokines, HMDM cultures release higher amount of IL-10
than MMDM cultures in the presence of NC, a regulatory
cytokine probably produced to counterbalance the proin-
flammatory profile. Interestingly, the expression of IL-10 has
been associated with a greater biocompatibility contributing
to the inhibition or resolution of the inflammation associated
with nanocomposites [59], which could be related with the
lower toxicity of NC on HMDM.

The results of this work showed that clinoptilolite and
sepiolite NC are well tolerated when tested in highly phago-
cytic cell cultures, showing results comparable with asbestos-
free talc powder suggesting that both could be highly biocom-
patible. However, when compared, clinoptilolite NC appears
to be less toxic than sepiolite NC, which is very important
taking into account the potential biomedical application of
clinoptilolite in humans. These cytotoxic assays could con-
tribute to the necessary knowledge for future application of
nanoclays; however, additional studies regarding the cellular
physiology alterations of cells from different lineages as
well as in vivo studies at short and long term exposure to
confirm the safety of clinoptilolite and sepiolite nanoclays
are necessary before thinking in their use for biomedical
applications.
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