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RESUMEN

El disefio de nuevos materiales de envasado con propiedades mecanicas, térmicas y de
barrera mejoradas, destinados a incrementar la vida media de los productos alimenticios en el
mercado, es una apuesta segura llevada a cabo por la industria alimentaria. Estos envases son
conocidos como materiales nanocompuestos y difieren del polimero tradicional en que
cuentan en su estructura con arcillas modificadas que presentan laminas de grosor
nanométrico. Entre estas arcillas se encuentra Clay3, una arcilla modificada desarrollada por el
Instituto Tecnoldgico de Embalaje, Transporte y Logistica de Valencia. Dicha arcilla se basa en
la modificacién de la montmorillonita con un silano, el 3-aminopropiltrietoxisilano. Aunque las
mejoras tecnolégicas son bien conocidas, poco se sabe acerca de la toxicidad de estos nuevos
materiales, siendo necesario su conocimiento para asegurar la salud de los consumidores y
evitar futuros dafios por exposicion a estas arcillas debido a migraciones del envase al
alimento. En el presente trabajo se investiga la genotoxicidad de Clay3 mediante el ensayo in
vitro de micronucleos con bloqueo de la citocinesis (CBMN) en la linea celular hepatica
humana HepG2. La induccién de micronucleos (MN) y otras malformaciones nucleares se
analizaron tras 24 h de exposicion a concentraciones subcitotdxicas de Clay3 (0-250 pg/ml).
Los resultados obtenidos no indicaron una alteracién notable de las células tratadas con
respecto a los grupos control bajo las condiciones de ensayo establecidas. El ensayo de MN
forma parte de un conjunto de ensayos obligatorios solicitados por parte de las autoridades
competentes en los procesos de autorizacion de materiales destinados al contacto con
alimentos. Por tanto, es necesario ampliar los datos disponibles acerca de la toxicidad de este

nuevo material antes de su potencial utilizacién comercial.

Palabras claves: arcilla modificada, micronucleos, genotoxicidad, HepG2, silano, Clay3.
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1. INTRODUCCION

1.1. Origen y clasificacion de las arcillas y minerales de arcilla

Las arcillas y minerales de arcilla (Tabla 1) son compuestos naturales que pertenecen al
grupo de los filosilicatos. Las propiedades fisicoquimicas de este grupo dependen de su
estructura y composiciéon. De forma general, la estructura basica se compone de capas
tetraédricas de silicio y oxigeno y una segunda capa octaédrica de magnesio o aluminio en
cuyos vértices hay presencia de oxigeno (Fig. 1). A la unidad formada por la unién de capas
tetraédricas y octaédrica se le denomina ldmina, cuyo espesor es de aproximadamente 1 nm.
Los principales minerales de arcilla de uso industrial difieren en la composicién cuantitativa de
estas capas dando lugar a diferentes tipos de filosilicatos como son las caolinitas (1:1),

esmectitas (2:1) y sepiolita (2:1 de caracter fibroso) (Murray, 2007a; Maisanaba y cols., 2015b).

Natural Natural y sintético
De grano fino (<2 o0 <4 um) No hay criterio de tamafio
Filosilicatos como componente principal Puede incluir a los no filosilicatos
Plastico (con algunas excepciones) Plastico
Se endurece al secado o coccidn Se endurece al secado o coccidén

Tabla 1. Diferencias entre arcillas y minerales de arcilla. Tomada de Bergaya y Lagaly (2013).

Mas especificamente, dentro del grupo de las esmectitas, se encuentra la montmorillonita
(Mt). Esta es la arcilla natural mas ampliamente utilizada en diversos campos industriales,
destacando entre otros el envasado. La Mt estd compuesta por numerosas plaquetas de
estructura basica 2:1, dos capas tetraédricas de silice y una octaédrica de alumina. Entre las
[dminas existe un espacio interlaminar muy fino que contiene moléculas de agua y diferentes
tipos de compuestos organicos o inorganicos que proporcionaran estabilidad quimica vy
diferentes caracteristicas a las [dminas que la componen (FEEDAP 2010, 2011). Las plaquetas
tienen un espesor de 1nm y un didmetro entre 100 - 500 nm, lo que resulta una relacion muy

elevada superficie/volumen.
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Capa tetraédrica (SiO4)

~1 nm

Capa tetraédrica (Si04)

M™ M™ M™ + nH20 Cationesinterlaminares (Na®, K*, Ca®*, Mg}

} Capa octaédrica (AlOg)

} Capa tetraédrica (SiO4)

Figura 1. Estructura de Idmina 2:1 de la montmorillonita. Tomada de Sorrentino y cols. (2007).

1.2. Principales aplicaciones industriales de las arcillas y

minerales de arcilla

En la ultima década, el uso de estos materiales ha aumentado exponencialmente en
diversos campos como la construccién, biorremediacion, ingenieria e industrias como la
farmacéutica o alimentaria. Esto es debido a sus propiedades tan versatiles, su amplia

distribucién natural y su bajo costo (Murray, 2007b).

1.2.1. Envasado alimentario y arcillas

Los envases alimentarios tienen como funcién principal mantener la calidad y seguridad de
los productos alimenticios durante el almacenamiento y transporte, ademads de ampliar su vida
util. Para ello, el envoltorio deberia actuar como una barrera impermeable frente a gases
como el vapor de agua (impidiendo su ganancia o pérdida de humedad), oxigeno, diéxido de
carbono y otros compuestos volatiles que puedan alterar las propiedades organolépticas del

alimento e impedir la contaminacién microbiana (Rhimy cols., 2013).

En relacion al uso de los filosilicatos en la industria alimentaria destaca la aplicacion de
minerales de arcilla como la Mt para obtener envases alimentarios nanocompuestos con
mejores propiedades mecdnicas, térmicas y barrera frente a los gases que el polimero de

partida (Arora y Padua, 2010; Jorda-Beneyto y cols., 2014; Maisanaba y cols., 2015b).
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1.2.2. Materiales nanocompuestos ;qué son?

Las mejoras implementadas en los materiales tras la adicion de arcillas se deben a varios
factores tales como la concentracidn y dispersién de la arcilla en el polimero asi como el tipo

de arcilla utilizada, natural o modificada (Maisanaba y cols., 2015b).

El término de material nanocompuesto deriva del tamafio que se obtiene tras dispersar la
arcilla y separar las diversas plaquetas que las componen en sus unidades bdsicas que tienen
una dimensién de orden nanométrico (1x10™° m). Se pueden obtener tres tipos de compuestos
atendiendo a la dispersion de la arcilla sobre el polimero: (A) Microcompuestos con dispersion
aglomerada: los compuestos que se obtienen no se consideran nanocompuestos per se,
debido a que el polimero no consigue intercalarse entre las laminas de la arcilla, por lo que no
se llegan a dispersar. (B) Nanocompuestos con dispersidn intercalada, en el cual el polimero si
consigue abrirse paso a través las laminas de la arcilla, pero no se obtienen nanocompuestos
con mejoras demasiado notables dado que no se consigue la dispersién de las |laminas por
todo el polimero. (C) Nanocompuestos con dispersidn exfoliada, obteniéndose la distribucion
6ptima de la arcilla en el polimero. Es una dispersién de tipo exfoliada, en la cual se consigue
desordenar y separar completamente las diferentes |[dminas de las que esta compuesta la
arcilla adoptando una estructura en monocapa con el maximo numero de interacciones arcilla
— polimero (Fig. 2). Como resultado, se obtiene una estructura polimérica modificada, en la
cual, la arcilla obliga a los gases a seguir un camino tortuoso a través del material que reduce
en gran medida su transmisién y llegada al alimento (Abacha y cols., 2009; Choudalakis y
Gotsis, 2009; Herrera—Alonso y cols., 2010). De esta forma, también se consiguen mejoras en

las propiedades fisicoquimicas del envase (Arora y Padua, 2010; Maisanaba y cols., 2015b).

T <3

Arcilla Polimero

3 N

1 1.

Aglomerado Intercalado Exfoliado

Figura 2. Tipos de dispersion de las arcillas en el polimero nanocompuesto. Tomada de

Franco-Urquiza y Maspoch (2009).
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Sin embargo, una dispersién simple de arcillas en una matriz polimérica, no va a producir
un material nanocompuesto con mejoras destacadas, debido a las pobres interacciones
interfaciales entre los sitios de reaccién hidrofilos de la arcilla y la alta hidrofobicidad del
material polimérico (Pisticelli y cols., 2010). La solucidn para esta notable desventaja se puede
solventar mediante la introduccion de grupos organicos para mejorar la interaccion entre las

arcillas y los polimeros (Silva y cols., 2011).

1.2.3. Modificacion organica de arcillas: reaccion de silacion

Como se ha descrito anteriormente, las arcillas presentan en su estructura grupos
guimicos y cargas electrostaticas que le confieren un cardcter polar e hidrofilico. Para poder
dispersar con mayor facilidad estas arcillas en los polimeros hidréfobos, la industria ha llevado
a cabo diversas modificaciones quimicas de la superficie de las arcillas con el fin de mejorar la
compatibilidad arcilla - polimero y generar nanocompuestos exfoliados (Pisticelli y cols., 2010;

Houtmany cols., 2014; Maisanaba y cols., 2015b).

En la bibliografia podemos encontrar diversos tipos de modificadores organicos utilizados
con el fin de obtener arcillas organomodificadas. Entre los mas comunes se pueden encontrar
las sales de amonio cuaternario, incluidas en las arcillas por reacciones de intercambio idnico
con cationes inorganicos y organicos. Como resultado se obtienen arcillas modificadas mas
hidrofébicas y compatibles con el polimero. Esta modificacion da lugar a un espacio
interlaminar mds amplio y con menos interacciones electrostaticas facilitando la penetracién

del polimero a través de las ldminas de arcilla (Jorda-Beneyto y cols., 2014).

Sin embargo estos modificadores se degradan en determinados procesos de elaboracidn
de los envases debido a las altas temperaturas que en ellos se alcanzan. Estas sales de amonio
cuaternario comienzan a descomponerse a temperaturas superiores a los 200°C (Xie y cols.,
2001). Debido a lo anteriormente mencionado, estos modificadores presentan una notable
limitacion en el procesamiento de nanocompuestos poliméricos de arcilla modificadas (Xie y

cols., 2001, 2002; Wang y cols., 2013).

En este sentido, la reaccidn de insercion de grupos hidrofébicos en las superficies de las
plaguetas ha supuesto una alternativa viable y da lugar a una estabilidad térmica de la arcilla
modificada en el procesamiento de los envases. Esta reaccién de insercion (Fig. 3), se lleva a
cabo generalmente entre silanos, como agentes de acoplamiento, y los grupos silanoles de las

arcillas que se localizan en los bordes, la superficie externa y el espacio interlaminar de las
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plaquetas de arcilla (Di Gianni y cols., 2008; Herrera—Alonso y cols., 2010; Pisticelli y cols.,

2010).

La sintesis de arcillas modificadas con silanos ocurre en un proceso en 2 etapas:

1) Intercalacion de moléculas de silano.

2) Reaccién de condensacién entre las moléculas de silano y los grupos silanoles.

Figura 3. Diagrama hipotético de insercion de un silano en la capa intermedia de la Mt.

Tomada de He y cols. (2005).

Cabe mencionar en este punto al Instituto Tecnolégico del Embalaje, Transporte y Logistica
(ITENE) de Valencia, empresa que lleva a cabo el disefio y sintesis mediante la reacciéon
anteriormente descrita de nuevas arcillas organomodificadas basadas en la Mt, con el fin de
crear nuevos materiales de envasado. Entre estas nuevas arcillas estd Clay3, arcilla en la cual
nos vamos a centrar en el presente trabajo, sintetizada a partir de la Mt también conocida
comercialmente como Cloisite® Na® (CNa®) y el modificador 3-aminopropiltrietoxisilano

(APTES).

La seleccién de modificadores es también un punto crucial en la sintesis de estos nuevos
materiales destinados a entrar en contacto con los envases alimentarios, prestando especial

atencidn a su potencial migracién y posible toxicidad en los consumidores.

Estos materiales nanocompuestos deben cumplir las normativas sanitarias que establecen
unos limites de migracién de sustancias con estructura nanométrica. La migracion tiene lugar
del envase al alimento y debe mantenerse por debajo de un limite de deteccidén establecido.
Tomando en consideracidon los alimentos para lactantes y otras personas especialmente
sensibles, asi como la amplia tolerancia analitica de los andlisis de migracién, conviene
establecer un nivel maximo de 0,01 mg/kg de alimento para la migracién de una sustancia no
autorizada. Las sustancias mutagénicas, carcindgenas o toxicas para la reproduccién no deben
utilizarse en los materiales u objetos en contacto con alimentos sin una autorizacién previa.
Las nuevas técnicas de elaboracién de materiales de envasado permiten obtener nuevos
materiales nanocompuestos. La adicion de sustancias con caracteristicas nanométricas da
lugar a propiedades quimicas y fisicas diferentes de las observadas a tamafio macromolecular.

Las propiedades resultantes debido a la reduccién del tamafio pueden implicar perfiles

5
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toxicoldgicos diferentes, por lo tanto, las Autoridades deben evaluar caso por caso el riesgo
que estas sustancias representan, a la espera de que se conozca mas informacion sobre su

perfil toxicoldgico (Reglamento (UE) 2016/1416, 2016, EFSA 2016).

Es muy importante destacar que los materiales nanocompuestos necesitan poca cantidad
de aditivo para mostrar una mejora de las propiedades mecdnicas, térmicas, etc. Suelen
contener alrededor de un 4% p/p de arcillas organicas para obtener propiedades mejoradas.
Hasta el momento, los estudios disponibles en bibliografia acerca de la migracion de arcillas
organomodificadas del envase al alimento no han mostrado niveles significativos con respecto

a la migracion de residuos de polimeros tradicionales (Maisanaba y cols., 2014c).

1.3. Evaluacion toxicolégica de nuevos materiales destinados al

contacto alimentario: Genotoxicidad

Aunque las consecuencias y mejoras tecnoldgicas son conocidas y estan generalmente
bien descritas desde hace afios, los potenciales efectos tdxicos y el impacto sobre la salud
humana y el medio ambiente de las arcillas sin modificar o modificadas, asi como de los

nanocompuestos poliméricos, estan actualmente siendo investigados con mucho interés.

Respecto a la incorporacién de las arcillas a los polimeros empleados en la industria
alimentaria, ésta puede resultar en una exposicién no intencionada para el consumidor, por lo
gue es necesario no sdlo evaluar la arcilla microestructurada modificada o no, sino también el
nanocompuesto resultante una vez imbuida ésta, debido a la posible migracién al producto

alimenticio (Guillard y cols., 2010; Song y cols., 2011; EFSA, 2011a, 2015).

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) es la piedra angular de la Unién
Europea (UE) en materia de evaluacidon de riesgos en relacion con la alimentacién y la
seguridad de los piensos. En estrecha colaboraciéon con las autoridades nacionales y en
consulta abierta con grupos de interés, la EFSA proporciona asesoramiento cientifico

independiente y comunicacion clara sobre los riesgos existentes y emergentes.

En sus informes, la EFSA proporciona orientacidn sobre diferentes aspectos como: () los
requisitos de caracterizacidon fisico-quimica de nanomateriales utilizados como aditivos
alimentarios, materiales en contacto con alimentos, aditivos para piensos y plaguicidas entre
otros; (1) el conjunto de pruebas basicas para identificar y caracterizar los peligros potenciales

de los materiales en evaluacién. Entre estos ensayos se incluyen los estudios de genotoxicidad

6
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in vitro, punto que nos concierne para el presente estudio. En estas guias se indican todas los
aspectos que deben ser considerados para llevar a cabo una correcta y completa evaluacion

del riesgo (EFSA 2011, 2016).

En este sentido, el Comité Cientifico de la EFSA (2011) y Kirkland y cols. (2014)
recomendaron un enfoque secuencial para evaluar la genotoxicidad de los xenobiéticos,
comenzando con una evaluacién in vitro en los diferentes modelos que propone. En funcién de
los resultados, se establecen pruebas in vivo que corroboren los datos in vitro obtenidos a

veces contradictorios o no correlacionados (Glei, 2016).

De los ensayos in vitro propuestos por las Autoridades competentes se establecen (Fig. 4):

Bateria basica de ensayos in vitro

Test de Ames Ensayo in vitro de microntcleos
(OCDE 471) (OCDE 487)

Figura 4. Bateria de ensayos in vitro bdsicos para la autorizacion de compuestos.

Test de Ames: el ensayo de mutacidn inversa en bacterias es el ensayo mas utilizado para
detectar mutaciones genéticas. La prueba se lleva a cabo en cepas de Salmonella typhimurium
y Escherichia coli auxdtrofas para la histidina. El principio de esta prueba es que detecta
mutaciones que revierten mutaciones presentes originalmente en las cepas de prueba y que
restauran la capacidad funcional de las bacterias de sintetizar un aminoacido esencial. El
ensayo de mutacién inversa en bacterias es rapido, barato y relativamente facil de realizar

(OCDE 471, 1997).

El ensayo in vitro de micronucleos: el ensayo in vitro de microntcleos con bloqueo de la
citocinesis (CBMN), un ensayo practico, universalmente validado y accesible tecnolégicamente,
es Util para evaluar la inestabilidad genética, efectos citostaticos y la citotoxicidad. Los efectos
genotodxicos se manifiestan en células binucleadas (BN) con la formacion de microntcleos (MN)
y malformaciones nucleares como los puentes nucleoplasmicos (NPBs) y brotes nucleares
(NBUDs) que puede dar informacidn adicional sobre el grado de inestabilidad cromosdémica
tras la exposicién de un toxico. La exposicidn a sustancias genotdxicas pueden incrementar los
niveles celulares de MN, NPBs, NBUDs, con respecto a las células no tratadas (Fenech, 2007;

OCDE 487, 2016).
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Los efectos citostaticos se miden a través del indice de division nuclear (IDN)
contabilizando la proporcion de células mono-, bi- y multinucleadas vy la citotoxicidad a través

de relaciones de células necréticas y / o apoptdticas.

Las malformaciones nucleares se han contabilizado en células BN como describe el
protocolo de la Organizacidn para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (OCDE) 487 con el
fin de evitar errores derivados por la cinética de division celular irregular de las diferentes
lineas celulares de estudio in vitro. Este dato es una variable importante en protocolos de
ensayos de MN que no distingue entre las células que estan en division y aquellas que no lo

estan, y por tanto la posibilidad de expresar alteraciones nucleares (Fenech, 2007).

El bloqueo de la citocinesis se consigue utilizando citocalasina-B (Cyt-B), un inhibidor de la
polimerizacién de actina necesaria para la division del citoplasma en dos células hijas extraido
del hongo Helminthosporum dematoideum (Zalacain y cols., 2005). Se debe afadir al menos 6
horas antes de que las células entren en la fase M del ciclo celular para que haya el mayor
namero de células con una divisidn, células BN (Carter, 1967; Fenech, 2007). Transcurrido el
tiempo de exposicién al téxico y a Cyt-B, con el fin de evaluar el potencial genotdxico de los
compuestos, debemos contabilizar estas anomalias genéticas con respecto a la frecuencia

basal:

1. Micronutcleos (MN):

Los MN se originan a partir de fragmentos de cromosomas o cromosomas enteros durante

la anafase del ciclo de divisién nuclear (Fig. 5)

"N (O

d ok ad
Figura 5. Célula binucleada tras una division mitdtica con dos microntucleos incluidos en un

mismo citoplasma por accion de la Cyt-B. Tomada de Fenech (2007).

El tamafio suele ser en torno a 1/3 ~ 1/16, pero en las células humanas u otro tipo de
células con cromosomas de tamafio heterogéneo no se recomienda discriminar por el tamafio
del MN ya que éste puede contener un fragmento de un gran cromosoma o un pequefio

cromosoma entero.
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2. Puentes nucleares (NPBs):

Este método también es util para medir los NPBs, un biomarcador de errores en la
reparacion del ADN y/o presencia de cromosomas dicéntricos resultantes de la fusion de los
teldmeros. Los NPBs indican una medida de reordenamiento cromosémico inconclusa, en el
gue material cromosdmico conecta los nucleos de una célula BN (Thomas y cols., 2003;

Fenech, 2007).

Los NPBs suelen tener un ancho variable, por lo general no exceden 1/4 del didmetro de
los nucleos de la célula, deben tener las mismas caracteristicas de tincion como los principales
nucleos (Fig. 6). Es posible apreciar varios fendmenos de dafio genético en una célula, un NPB

asociado a uno o varios MN, incluso varios puentes, aungue son casos raros (Fenech, 2007).

W_ [
J

Figura 6. Célula binucleada tras una division mitdtica con un microntcleo y un puente

%

©—

nuecleopldsmico incluidos en un mismo citoplasma por accion de la Cyt-B. Tomada de Fenech

(2007).

3. Brotes nucleares (NBUDs):

Otra malformacién que se puede visualizar con esta técnica es la formacidon de NBUDs. Se
consideran un biomarcador de amplificacion génica (Yankiwski y cols., 2000). Algunos autores
como Shimizu y cols. (1998) han mostrado en ensayos in vitro con células de mamiferos, que la
amplificacion del ADN genera estas inestabilidades gendmicas localizadas selectivamente en la
periferia del ndcleo, sin llegar a escindirse completamente dando la apariencia de la gemacién
de una espora. Otra posible formacién esta ligada a un déficit de algunas vitaminas como el

acido fdlico (en lineas celulares como los linfocitos) ampliamente estudiada (OCDE 487, 2016).

Los NBUDs se caracterizan por tener la misma morfologia que un MN con la excepcidn de
gue estan vinculados al nucleo por un tallo estrecho o amplio de material nucleoplasmico
dependiendo de la etapa del proceso (Fig. 7). Se ha demostrado que los NBUDs y MN se
forman simultdaneamente después de la exposicidon a genotoxinas (Serrano-Garcia y Montero-

Montoya, 2001).
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Figura 7. Célula HepG2 con un NBUD. Tomada de Maisanaba y cols. (2016b).

En la actualidad, se requiere una evaluacidn caso por caso de la genotoxicidad de estas
arcillas modificadas como paso previo a su autorizacion por las autoridades competentes para
estar incluidas en matrices poliméricas destinadas a estar en contacto con los alimentos por
medio de un conjunto basico de pruebas (EFSA 2011, 2015). En este sentido, el ensayo in vitro

de micronucleos es una de las principales pruebas de genotoxicidad propuestas por el comité

cientifico de la EFSA (2011).
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2. OBJETIVOS

Debido a la escasa informacidn sobre el potencial genotdxico de las arcillas
organomodificadas, el objetivo del estudio ha sido determinar si Clay3 (montmorillonita
modificada con 3-aminopropiltrietoxisilano), puede influir en la estabilidad gendmica de la
linea celular hepdtica humana HepG2 mediante la determinacion de la formacién de
micronucleos y otras anomalias nucleares, tales como brotes o puentes nucleares con el

ensayo in vitro de micronucleos con bloqueo de la citocinesis.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Productos quimicos

El medio esencial minimo (MEM), el suero bovino fetal (SBF), los aminodacidos no
esenciales (AANE), la penicilina/ estreptomicina, la L —glutamina y la tripsina fueron adquiridos
en Gibco (Biomol, Espafia); la solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) , la citocalasina B
(Cyt-B), el naranja de acridina (AO), dimetilsulféxido (DMSO) [CAS 67-68-5], el epdxido (EtO)
[CAS 33419-42-0] y el benzo a pireno (BaP) [CAS 50-32-8], se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St.
Louis, EE.UU).

3.2. Arcilla modificada y caracterizacion

La arcilla organomodificada Clay3, se ha desarrollado y caracterizado por el Instituto
Tecnolégico del Embalaje, Transporte y Logistica (ITENE). Para el desarrollo de dicha arcilla se
ha utilizado el silano 3-aminopropiltrietoxisilano; CAS [919-30-2], de férmula molecular
(H,N(CH,)3Si(OC,Hs)3), vy peso molecular (221,37 g/mol), el cual ha sido incorporado a la Mt
mediante una reaccién de silacion (Fig. 8). La arcilla ha sido caracterizada mediante diversos
métodos y seleccionada para ser incorporada al polipropileno con el fin de obtener el material

nanocompuesto, de acuerdo a lo descrito en Maisanaba y cols. (2016d).

0~ “CHj
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ch O $IMNH2
HyC._O

Figura 8. Estructura quimica del modificador APTES.

3.3. Soluciones de ensayo de la arcilla

Las concentraciones ensayadas de la arcilla fueron seleccionadas de acuerdo con los
resultados obtenidos previamente en ensayos de citotoxicidad limitando de tal forma la
maxima concentracion ensayada a la concentracidon mas alta no citotdxica (Maisanaba y cols.,
2015). De tal forma se selecciond 250 pg/ml, su % y su %. Las soluciones de ensayo (62,5, 125,

250 pg/ml) se prepararon en medio sin suero a partir de una solucion madre de 1000ug/ml.
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Previamente, se realizaron tres pasos de sonicacion de 10 s cada uno a una amplitud de 40%
utilizando una punta ultrasénica (Dr. Hielscher, Alemania) para dispersar la concentracion

madre y a partir de ahi preparar las concentraciones de exposicion.

3.4. Linea celular seleccionada y mantenimiento

La linea celular epitelial de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) se obtuvo de la
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EE.UU). Se selecciond la linea celular
HepG2 como modelo experimental in vitro ya que se utiliza frecuentemente en los estudios
toxicoldgicos y de expresidon génica (Knowles y cols., 1980). Ademas, el higado puede ser uno
de los 6rganos diana en el caso que se produzcan efectos téxicos debido a la llegada de la
arcilla al organismo por migracién de la misma del envase al alimento. Las células fueron
cultivadas en monocapa en medio MEM suplementado con 10% de SBF, 2 mM L -glutamina,
1% AANE y penicilina / estreptomicina (100 U/ml). Las células se cultivaron a 37 °Cy 5% de CO,

en atmodsfera humidificada. Se utilizaron pases celulares entre 9 y 15.

3.5. Ensayo in vitro de microntcleos con bloqueo de la citocinesis

(CBMN)

El ensayo de CBMN se llevd a cabo siguiendo los pasos descritos por Straser y cols. (2011) y
adaptado de la guia OCDE 487 (2016). Esta guia y recomendacion de la OCDE reconoce un
conjunto de lineas celulares humanas y animales para realizar el ensayo in vitro de MN. Entre
la lineas celulares humanas se encuentran los linfocitos de sangre periférica o TK6, y lineas
celulares de roedores como CHO, V79, CHL / IU y L5178Y. La guia también reconoce la
posibilidad de utilizar otras lineas celulares humanas siempre que se cumplan los criterios de
aceptabilidad y cuando esté justificada su uso pero en este momento no han sido ampliamente
validados. Entre estas lineas se encuentran las células Caco-2 (cdncer de colon) o HepG2

(cdncer de higado) (Knasmiiller y cols., 2004).

Para comenzar el ensayo las células se sembraron a una densidad de 1,5 x 10° células. Tras
24h y con una confluencia del 85-90% se retird el medio, se hicieron dos lavados con PBS y las
células fueron expuestas por duplicado a las concentraciones seleccionadas de Clay3 (62,5,
125, 250 pg/ml), a los controles positivos BaP (2,5 uM) y EtO (1 pg/ml) y a medio blanco como
grupo control negativo. A las 24h de exposicidn, se llevé a cabo el tratamiento con Cyt-B

durante 26h a una concentracion de 3ug/ml diluida en medio MEM fresco. A continuacién, se
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recogid el medio de cultivo-CytB en un falcon de 15 ml y se hicieron dos lavados con PBS.
Seguidamente, se afiadié 0,5 ml de tripsina con el fin de hidrolizar las uniones intercelulares y
poder recuperar las células tratadas adheridas a los frascos. Se procedié a una centrifugacion
de 800 rpm durante 5 min y se aspird el sobrenadante. A continuacién, las células se incubaron
en una soluciéon hipotdnica fria (75mM KCI) durante 5 min, se volvid a centrifugar y se fijaron
con una mezcla de metanol / acido acético (3:1; v/v) y formaldehido al 37%. Las células se
extendieron por goteo en portaobjetos, se fijaron, y se secaron al aire. Antes de ser
visualizadas, se tifieron con unas gotas del fluoréforo naranja de acridina a una concentracién
de 10 pg/mly se examinaron bajo un microscopio de fluorescencia (Olympus BX61, Japdn). Se
utilizé una ldampara de vapor de Mercurio de 120W (X-Cite 120PC) a una potencia de 50V, un
filtro CY3 (banda estrecha) a 40x / aire y el software CellSens para la adquisicion y

procesamiento de imagenes (Fig. 9).

Adicién de
Citocalasina
B

Siembra de
células

Goteo en
portas

Cuantificaciéon
microscopio
de
fluorescencia

Choque
hipotonico y
fijacion

Exposicion a
Clay3

Figura 9. Diagrama del ensayo CBMN

Las muestras obtenidas se codificaron por una persona ajena a la etapa de cuantificaciéon

con el fin de no condicionar los resultados obtenidos.

De acuerdo con lo exigido por la guia de la OCDE 487 (2016), durante el analisis se anoto
para cada una de las muestras la distribucién de 250 células entre células mononucleadas, BN
y multinucleadas, contabilizando un total de 1000 células por concentracidon. Del mismo modo
se analizd la frecuencia de MN, NPB y NBUD en 500 células binucleadas/muestra
(contabilizando 4 réplicas), analizando un total de 2000 células binucleadas/concentracion

(Fenech, 2007; OCDE 487, 2016).

Las células contabilizadas debian tener las siguientes caracteristicas de acuerdo con los

criterios de seleccion expuestos por Fenech (2007) y OCDE 487 (2016):

— Las células binucleadas mantenian su membrana citoplasmatica intacta y estaban

aisladas unas de otras.
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— Las células eran binucleadas (con el fin de disminuir las diferentes cinéticas de divisidn

celular) con nucleos de tamafio e intensidad de tincién iguales.
— Los dos nucleos de una célula BN podian tocarse, pero no superponerse entre si.
— Podian o no contener uno o mas MN, NBUDs y NPBs.

— Las células sin citoplasma, necrdticas o apoptéticas no fueron incluidas entre las

células viables anotadas.

Las alteraciones génicas detectadas y contabilizadas para este ensayo fueron MN, NBUDs y
NPBs. Los criterios de inclusion para cada una de ellas se basaron en las premisas indicadas por

Fenech (2007) y OCDE 487 (2016):

— Criterios de contabilizacion de MN:

Los MN deben ser considerados un componente independiente del nucleo, de apariencia y
caracteristicas de tincidn similares a los ntcleos, pero de tamafio menor, entre 1/3 y 1/16 del
diametro del ndcleo. Los MN no deben superponerse con otros elementos ni tener contacto

con los nucleos.

— Criterios de contabilizacion de NPBs:
Los NPBs conectan los nucleos de una célula binucleada, suelen tener un ancho variable,
por lo general no exceden 1/4 del didmetro de los nucleos de la célula, deben tener las mismas

caracteristicas de tincién como los principales nucleos.

— Criterios de contabilizacion de NBUDs:

Los NBUDs se caracterizan por tener la misma morfologia de un MN con la excepcidn de

que estan vinculados al nucleo. Tienen un patrén de tincidn similar a los nucleos de la célula.

Es posible apreciar varios fendmenos de dafio genético en una célula binucleada, un NBUD

o NPB asociado a uno o varios MN, varios NBUDs o NPBs.

Para el analisis de las muestras es esencial que sea siempre el mismo investigador el que
analice todas las muestras durante todo el estudio y el mismo equipo de medida para evitar

discrepancias en las medidas y elevados coeficientes de variacion (CV).

En los ensayos citogenéticos se permite un aumento del CV (hasta un 40%) frente a los
ensayos analiticos (hasta un 10%), debido a que el equipo de medida de las malformaciones

gendmicas es el ojo humano y puede haber mas disparidad en sus anotaciones.
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3.6. Estudio estadistico y tratamiento de datos

Todas las concentraciones seleccionadas fueron ensayadas por duplicado. El programa que
se ha empleado para registrar los valores recopilados de frecuencia de las malformaciones

genéticas y su representacion ha sido Microsoft Excell® 2010.

El andlisis estadistico fue llevado a cabo con el programa GraphPad Instat. En el ensayo in
vitro de CBMN se utilizé la prueba de Chi-cuadrado para comparar el nimero de células BN
con MN, MN totales, NBUDs y NPBs entre el grupo control y las células expuestas a Clay3. Se
consideraron diferencias significativas, muy significativas o extremadamente significativas con

respecto al grupo control los respectivos valores de p: *p<0,05; **p<0,01.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Las continuas investigaciones de la industria con el fin de obtener nuevos compuestos de
uso comercial, deben mostrar previamente su seguridad y estabilidad en los estudios
toxicoldgicos para ser aprobados por las autoridades competentes. A pesar de la gran cantidad
de aplicaciones que tienen las arcillas, su toxicidad apenas se ha investigado hasta ahora. En el
presente trabajo se ha llevado a cabo uno de los estudios toxicoldgicos que la EFSA exige
realizar con el fin de autorizar los nuevos materiales destinados al contacto con alimentos. El
ensayo in vitro de CBMN ha demostrado ser una herramienta eficaz para el estudio de la

disfuncién celular y nuclear, causada por la exposicidn a sustancias tdxicas (EFSA 2011, 2016).

Clay3, objeto de estudio de este trabajo, es de una arcilla nueva disefiada y sintetizada con
el fin de mejorar el perfil tecnoldgico de polimeros tradicionales. Los datos toxicolégicos sobre
esta arcilla son escasos, siendo necesaria una exhaustiva evaluacidn toxicolégica con el fin de
confirmar la ausencia de toxicidad y poder cumplir con los procesos de autorizacidon y su

posible puesta en el mercado.

4.1. Genotoxicidad de Clay3 en HepG2: induccion de
microntcleos, puentes nucleopldsmicos y brotes nucleares

El potencial genotéxico de Clay3 se evalué en las células HepG2 utilizando el ensayo in
vitro de CBMN. Después de 24 h de exposicion, Clay3 no indujo un aumento significativo en el
rango de concentraciones ensayadas en las frecuencias de células binucleadas con MN,
NBUDs, NBPs y de MN totales en las células de hepatoma humano. En el caso de los controles
positivos se produjo un aumento de los marcadores estudiados, corroborandose asi la
sensibilidad del ensayo. Fue destacada la induccién de MN en células binucleadas tras la
exposicion a BaP y EtO, ademas del aumento significativo de NBUDs en el caso de la exposicion

a BaP (Fig. 10).
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Figura 10. Numero de a) células con micronucleos (MN), b) MN totales, ¢) puentes
nucleares (NPBs) y d) brotes nucleares (NBUDs) por 2000 células HepG2 binucleadas tras 24h
de exposicion a Clay3 (0-250 ug/ml). Benzo « pireno (BAP 2,5 uM) y Etopdsido (EtO 1 ug/ml)
fueron utilizados como controles positivos. Las diferencias significativas son indicadas

mediante *p<0,05; **p<0,01.
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Hasta la fecha no existe en la bibliografia informacién sobre el potencial genotdxico de
Clay3 evaluado mediante el ensayo in vitro de CBMN. Ademads, es la primera vez, que se
estudia la capacidad genotdxica mediante este ensayo en arcillas organomodificadas con
silanos. Otros autores han descrito la ausencia de potencial mutagénico de Clay3, y Clay4, otra
arcilla modificada con viniltrimetoxisilano, mediante el test de Ames a concentraciones
similares a las estudiadas en el presente trabajo (Maisanaba y cols., 2016e). Estos resultados
podrian indicar que la arcilla no supondria un riesgo para el consumidor, sin embargo se
deberia llevar a cabo una evaluacion mas completa, no sélo de la arcilla si no de los extractos

de migracidn tras la incorporacién de la misma al envase alimentario.

Resultados similares a los obtenidos con Clay3 han sido descritos por Maisanaba y cols.
(2016a) en relacion a dos arcillas modificadas con sales de amonio cuaternario, Cloisite®30B
(C30B), una arcilla ya comercializada, y Clay1, una arcilla desarrollada también por ITENE y atin
no comercializada. De forma general, tras la exposicién de ambas arcillas en células HepG2 no
se obtuvieron diferencias con respecto al grupo control en el caso de los MN totales y células
binucleadas con MN bajo las condiciones ensayadas. Unicamente se observé un incremento de
NBUDs tras la exposicion a Clayl a la concentracion mas alta ensayada (8ug/ml). En este caso
la correlacidén con nuestros resultados es muy estrecha, sin embargo cabe mencionar que las
concentraciones ensayadas de ambas arcillas difieren mucho de las seleccionadas para nuestro
trabajo, por lo que para una comparacidn directa se deberia tener en cuenta el efecto que

tendrian Clayl y C30B a concentraciones similares.

En la literatura también podemos encontrar evidencias de que tanto arcillas no
modificadas como arcillas modificadas con sales de amonio cuaternario pueden dar lugar a
una inestabilidad génica y por tanto a una induccidn significativa de MN vy otras

malformaciones nucleares.

En la siguiente figura se muestran fotografias de las distintas anormalidades genéticas

analizadas en el presente ensayo de CBMN (Fig. 11):
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a) b)

Figura 11. Fotografias de las células HepG2 tras 24h de exposicion a Clay3 (0-250 ug/ml)
obtenidas del microscopio de fluorescencia. a) célula binucleada sin malformaciones, b) célula
binucleada con MN, c) célula binucleadas con dos MN, d) célula binucleada con NBUD, e) célula

binucleada con NBP, f) célula binucleada con NBUD y MIN.

De tal modo, células HepG2 expuestas a CNa®, nombre comercial de la Mt, han mostrado
diferencias significativas con respecto el grupo control en la presencia de MN asi como de
células binucleadas con MN a la concentracién mas alta ensayada (62,5 pg/ml), sin embargo no
observaron diferencias notables en la presencia de otras anormalidades nucleares estudiadas
(Maisanaba vy cols., 2016b). Resultados similares fueron encontrados por los mismos autores
tras la exposicion a una arcilla modificada no comercial, Clay2, en la linea hepatocelular. En
este caso, los resultados positivos de presencia de MN también aparecieron a la concentracion
mas alta ensayada (15,6 pg/ml). Ademas, se obtuvieron también diferencias significativas en la
presencia de NBUDs en el rango de concentraciones ensayadas (3,9 — 15,6 ug/ml) (Maisanaba
y cols., 2016c). Si cabe mencionar que las concentraciones seleccionadas para Clay2 son
mucho mas bajas que las estudiadas en el presente trabajo, por lo que la arcilla modificada con
sales de amonio cuaternario cuenta con un potencial genétoxico muy acusado en comparacion

con Clay3.

Como se ha mencionado anteriormente, el ensayo de MN es uno de los incluidos por las
Autoridades competentes dentro de la bateria de ensayos que se exige en los procesos de
autorizacién. Si bien es un eslabdon fundamental en la evaluacién del perfil toxicolégico de los

nuevos materiales destinados a entrar en contacto con alimentos, hay otros muchos ensayos
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gue lo completan y dan informacién acerca de la toxicidad presentada por el material objeto

de estudio.

El Test de Ames evalla la capacidad mutagénica de un compuesto. Diversos autores han
descrito tanto la ausencia como la presencia de potencial mutagénico de diversas arcillas
(Maisanaba y cols., 2015a; Sharma y cols.,, 2010). También, se pueden encontrar en la
bibliografia estudios enfocados en la evaluacion de la capacidad genotdxica de las arcillas
mediante el ensayo cometa, evaluando la rotura simple o doble de la hebra de ADN (Houtman

y cols., 2014; Maisanaba y cols., 2013; Sharma y cols., 2010).

4.2. Indice de Divisién Nuclear

La frecuencia de células viables mono, bi y multinucleadas se midié para determinar los
efectos citostaticos y la tasa de division mitotica a través del indice de division nuclear (IDN).EI
IDN se calcula de acuerdo con el método de Eastmond y Tucker (1989). Tras contabilizar la

frecuencia de nucleos en 500 células HepG?2 viables, se aplicé la siguiente férmula:

M1 + 2M2 + 3M3 + 4M4
N

NDI =

Donde M; - M, representan el numero de células con 1 - 4 nucleos y N es el numero total

de células viables anotados (excluyendo células necréticas y apoptoticas).

2 -
* * %
—
21 7
=]
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Clay3 (pg/mL)
Figura 12. El IDN se calculd en 500 células HepG2 con uno a cuatro nucleos tras exposicion

a Clay3 (0-250 ug/ml), benzo a pireno (BaP 2,5 uM) y etopdsido (EtO 1 ug/ml).
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Los resultados obtenidos muestran que no se obtuvieron cambios significativos en el
indice de division nuclear tras exposicién a la concentracion mas baja (62,5 pg/ml) ni en la
exposicion a EtO. Sin embargo, si se observaron diferencias significativas en las células HepG2
expuestas a las concentraciones superiores ensayadas de Clay3 y al control positivo BaP (Fig.
12). Las distribuciones de células mono, bi y multinucleadas fueron relativamente
homogéneas. Los valores del IDN obtenidos nos indican que Clay3 tiene efectos citostaticos e

interviene en una correcta divisién celular tras exposicion a las concentraciones mas altas.

Distribuciones similares en las tasas de division nuclear se observaron tras exposicién a la
arcilla organomodificada Clay2, presentando disminuciones ligeramente significativas a la
concentracion de 7,8 ug/ml al igual que el control positivo BaP, sin embargo EtO no presenta

tales diminuciones en el IDN (Maisanaba y cols., 2016c).

Sin embargo, CNa* (Maisanaba y cols., 2016b), Clayl y C30B (Maisanaba y cols., 2016a), no
mostraron disminuciones significativas en el IDN mientras que los controles positivos, a las

mismas concentraciones que en este ensayo, BaP y EtO si las produjeron.

Los ultimos trabajos estan haciendo hincapié en los analisis toxicogendmicos para
identificar los cambios de expresién de genes y conocer los mecanismos de toxicidad de las
arcillas. Sin embargo, los mecanismos moleculares por los cuales se afecta la estabilidad
gendmica y genética de las células permanecen en gran parte desconocidos y por lo tanto hay
una necesidad de confirmar ain mas los resultados obtenidos en las actividades a nivel de
proteinas y enzimas, que sin duda, ayudara a aclarar los mecanismos implicados en la actividad

genotodxica (Maisanaba 2016a, 2016b, 2016c).
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5. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se muestra la ausencia de potencial genotdxico de la arcilla
organomodificada Clay3 tras 24h de exposicidon en las células HepG2 mediante el ensayo in

vitro CBMN a las concentraciones ensayadas.

No obstante, no se puede garantizar la completa seguridad de Clay3 en su aplicacién como
material destinado a estar en contacto con los alimentos ya que seria necesario completar la

bateria de ensayos establecidos por la EFSA para autorizar este tipo de sustancias.

De la comparacion de los resultados obtenidos con los datos disponibles en la literatura
cientifica se deduce que es necesaria una evaluacidn toxicoldgica (y de la genotoxicidad en

particular) caso por caso.

Las futuras investigaciones en relacidon con Clay3 deberian orientarse a la realizacién de
nuevos ensayos de genotoxicidad basados en fundamentos toxicoldgicos diferentes, que
permitan tener una visidon global de la genotoxicidad de esta arcilla. Ademads, se propone
explorar su toxicidad en otras lineas celulares representativas de otros drganos diana de

absorcidon o almacenamiento.
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7. ANEXOS

Los resultados del presente trabajo han sido publicados como comunicacién péster en los

siguientes congresos internacionales y nacionales:

it i i
f@@ -%; %
k S S et U™ SEVILLA 2016

14-17 de septiembre de 2016

La Secretaria Cientifica del XXXl Congreso Internacional de la Sociedad
Farmacéutica del Mediterrdneo Latino

Certifica que D. / D2

Julio Asencio Alvarez

Ha presentado la Comunicacién pdster “Evaluacion de lo genotoxicidad in
vitro de arcillas modificadas con silano”

Autores: Asencio ], Maisanaba S, Ortufio N, Camedn AM, Jos A

Sevilla, 17 de septiembre de 2016

g:;ti'lh
g Ifr}.
ra_,x. VR ENT TTRRRA G, = | N .'-[ f |
T ¥ PRI i, 1917 Septiemies 2616 Lot el
- l" H |
/‘S o e'ﬁmmu_;. ”I" g el §
) R h*l—mnmwﬁ'w—' ' =
La Secretaria La Presidente
del Congreso del Congreso

33



J. Asencio / Evaluacién de la genotoxicidad in vitro de arcillas modificadas con silanos mediante el ensayo de micronucleos

Abstracts | Toxicology Letters 2585 (2016) 562-5324 3 [ =]

showed that illite [(K, H0) Al (SizAl010{Hz0,0H2)] (0.1 mgfml)
plus mycotoxin co-treatment produced a significant reduction in
LDH release compared tomycotoxin treatment. LDH leakage reduc-
tion was 530-52% for AFBI, and 69-54% for FB1. After treatment
of Caco-2 cells with the mycotoxins {100 wM), TEER values were
decreased, and the co-treatment of illite (0.1 mg/ml) plus myco-
toxins produced a significant elevation in the reduction of TEER
values, The percentages of increase in the TEER reduction were
GE% for AFB1 and 76% for FB1. Studies using animal models are
also currently under way to further evaluate and expand on these
findings.
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Current diet is composed by a variety of food adapted to mod-
ern living habits. However, recent studies classify some of these
meals as undesirable for human health and have produced a grow-
ing concern about what we eat and its safety. This is the case of
Brassica rapa, a vegetable consumed since antiquity for its whole-
some properties but now branded as not recommended due to the
towic effects of some of their constituents, Surprisingly, glucosi-
nolate molecules seem to be the responsibles of both effects. In
order to elucidate the toxicity of this species, we have selected the
in vive Drosophils melanogaster system as a well proved method
to reproduce the human food ingests and the effect of nourish-
ment in the genome, With this purpose, three B. rapa accessions
selected for their different glucosinolate content were assessed in
the Somatic Mutation and Recombination Test (SMAR.T.), as well
as gluconapin, the most abundant B rapa glucosinolate, Our results
showed difference in B. rapa toxicity related toits glucosinolate pro-
file and a dose effect-in Drosophila survival after gluconapin oral
administration, Also, B. rapa accession with less gluconapin con-
tent resulted genotoxic in the SM.AR.T. test, contrarily the other
accessions which were evaluated as antigenotoxic together with
gluconapin,

In conclusion, the toxic properties of B, rapa as edible vegetable
have been related to the glucosinolate content present in the plant,
In this sense, B. rapa accessions with higher gluconapin content
exert DMA protection properties and could be recommended for
human consumption as safe and healthy.

hittp: | dx.doi,orgl 10,1016/j toxlet 201 6.06,1634
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Evaluation of the genotoxic potential of
maodified clays destined to food packaging
through the micronucleus assay
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The use in food packaging of quaternary ammonium salts mod-
ified clays in order to enhance the perdurability of food products
is a2 new trend in the food industry area. In this sense, Clayl
and Cloisite®308 (C30B), two clays based on montmorillonite
(Mt) modified with hexadecyltrimethylammonium bromide and
methylhydroxylammonium, respectively, have been designed to
develop novel packaging materials known as nanocomposites,
However, the toxicity information about these new materials
intended to be used as food contact material is still scarce. In the
present study, the genotoxic potential of the two modified clays
has been assessed, being this information an essential require-
ment to authorize these novel materials, The cytokinesis block
micronucleus (CBMN] assay was performed in HepG2 cells, evalu-
ating the genotaxic damage, the micronucleus (MN) presence and
other nuclear alterations (buds and bridges), after 24 h of exposure
to non-cytotoxic concentrations of Clayl (0-8 pg/mL) and CI0B
(0-31.25 pg/mL). The results obtained did not show significant dif-
ferences compared to the contral group at the conditions tested,
indicating an absence of genotoxic potential after days exposure,
The CBMN assay is a part from an exhaustive study about the tox-
icological profile of each clay, being necessary for their future use
in the food industry,

Acknowledgements: Authors wish to thank to Junta de
Andalucia (AGR5969) for the financial support and for the Sara
Maisanaba's predoctoral grant. Also, to the Biology Service of CITIUS
(University of Sevilla) for providing technical assistance.
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Study of the genomic stability of hepatoma cells
exposed to a silane-modified clay
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The design of novel food packaging materials with improved
technical properties in order to enhance the shelf-life of food prod-
ucts is a great option for the food industry. This kind of packaging
is known as nanocomposite material, and it is characterized by the
presence of modified clays in its structure. Clay3, a silane-modified
clay with aminopropyltriethoxysilane has been developed for this
aim. However, the information about the toxicity of these novel
materizls imbued in polymeric matrices is still scarce, being nec-
essary this assessment to avoid future negative effects in the
consumers exposed by potential migration from the package to the
food. In the present wark the genatoxicity of Clay3 has been investi-
gated through the micronucleus (MN) test in the human hepatoma
cell line HepG2, The induction of MN and other nudear abnormali-
ties such as buds and bridges, were analyzed after 24 h of exposure
to non cytotoxic concentrations of Clay3 (0-230 pg/mL), The pre-
liminary results obtained did not show a remarkable damage of
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EVALUACION DE LA GENOTOXICIDAD IN VITRO DE ARCILLAS
us MODIFICADAS CON SILANO

Asencio J', Maisanaba S5, Ortufio N?, Camedn AM?, Jos A1
14rea de Toxicologia, Dpto. de Nutricién y Bromatologia, Toxicologia y Medicina Legal, Facultad de Farmacia, Universidad de Sevilla. Sevilla.
2Area de Materiales y Sistemas de Envasado. Instituto de Embalaje, Transporte y Logistica (ITENE). Valencia.

INTRODUCCION

El desarrollo de nuevos materiales de envasado de alimentos incorporando arcillas modificadas en la matriz polimérica con objeto de aumentar
el tiempo de conservacién de los alimentos ha supuesto un filén industrial y econémico en los tltimos afios. Estos nuevos materiales
nanocompuestos presentan una mejora en sus propiedades de barrera, mecanicas y térmicas debido a la incorporaciéon de dichas arcillas. Sin
embargo, poco se sabe acerca del perfil toxicolégico de las mismas, siendo indispensable dicha informacién con el fin de salvaguardar la salud
de los consumidores. En este sentido, el objetivo de este trabajo fue evaluar la genotoxicidad de Clay3, una arcilla modificada con silanos. Para

ello se llevé a cabo el ensayo de microniicleos (MN) en la linea celular hepatica HepG2.
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Figura 1. Numero de a) células con microntcleos (MN), b) MN totales, €) puentes y d) brotes nucleares por 2000 células HepG2 binucleadas tras la exposicién durante 24h a
Clay3 (0-250 pg/mL). Benzo(a) pireno (BaP 2,5 uM) y Etopésido (EtO 1 ug/mL) fueron utilizados como controles positivos. Las diferencias significativas con respecto al grupo

control son indicadas mediante *p<0,05; **p<0,01. Y,

La induccion de MN y otras malformaciones nucleares (puentes y brotes nucleares) se analizaron tras 24h de exposicion de las
células a concentraciones subcitotdxicas de Clay3 (62,5, 125, 250 pg/ml). No se observaron diferencias significativas con
respecto al grupo control en ninguno de los pardmetros ensayados. Si se obtuvieron diferencias notables tras la exposicién a los

controles positivos (Figura 1.)
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