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OBJETIVO: Evaluar los efectos citotéxicos y genotdxicos in Vitro, CASAP X

. utilizando lineas celulares V79 y HaCaT. Medellin, Colombia

METODOLOGIA

AISLAMIENTO DE NANOPARTICULAS DE CARBON

FUERZAS DE DISPERSION
CENTRIFUGACION
EVAPORACION

Resuspendidos El producto obtenido se utilizé para
en acido nitrico " * Dispersién y Separacién de particulas - * los experimentos respectivos
\ | ' )
Tamano: Dispersion dinamica de Luz (DLS)
Caracterizacion Nanoparticulas de carbén Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

SEM- EDS
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Bl METODOLOGIA

V79, linea celular, fibroblasto de pulmdon de hamster chino

» HaCal, Queratinocitos humanos transformados
iy espontaneamente de piel histologicamente normal

. ) 4 Ensayo de
| S . Resazurinay

Ensayos de viabilidad celular

Sulforodamina B

=2 g Seleccion de 3 concentraciones
lrl:ﬂ-HF 500L do Sohakie sook 50 ug/m L
= - 150 ug/mL
300 ug/mL

Solucion stock de nanoparticulas
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- Ensayo cometa
\Analisis de genotoxicidad conenzimas Ensayo cometa alcalino
60 uL enzima ‘ ’ |

y 1 o )h formamidopirimidina-DNA- —
) ) M glicosilasa (FPG) o
/ ) endonucleasa Il (Endolll) = 4
" " _ LISIS DENATURACION ELECTROFORESIS
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/
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TINCION NEUTRALIZACION
105] Celula? ANALISIS pH 7.5
Parametro: % Jlovedosde 5 minutos
ADN en la cola

Software OpenComet

Singh et al., 1988, Collins, 2019; Azqueta et al., 2019.
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Analisis de muerte celular ‘

Triple tincion

DIACETATO DE FLUORESCEINA

| e

- 3 Células muertas

HOECHST 33342 (HO)
YODURO DE
PROPIDIO

Analisis estadistico: ANOVA Yy prueba de Tukey en GraphPad Prism 5.0
(p < 0,05 significativo).
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Figura 1. Tamano hidrodinamico de las nanoparticulas de carbdn (NP) analizado
mediante dispersion de luz dinamica (DLS).
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Figura 2. Imagenes de Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM) de las NP de carbdn a diferentes concentraciones:
A) 50 pg/mL; B) 150 pg/mL; C) 300 pg/mL.
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Figura 3. Analisis SEM-EDS de las NP de carbén provenientes de las minas de La Loma-Cesar. Las Figuras Ay B
muestran la forma irregular de las NPy, a continuacion, el espectro composicional por EDS.



(A) V79- Coal NP Resazurin (R2) (B)  V79- Coal NP Sulforhodamine B (SRB)
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(C) HaCaT - Coal NP Resazurin (RZ)

HaCaT - Coal NP Sulforhodamine B (SRB)
120-

120+
100 - 48h -= 48h
-+ 72h 100+ - 72h
£ 807 2 80-
S 60 2 o0
> >
X 401 2 404
20+ 204
0 1 T ) ] 0 1 T ) T
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Concentration (mg/mL) Concentration (mg/mL)

Figura 4. Analisis de viabilidad celular utilizando diferentes ensayos: A) Resazurina y B) Sulforodamina B en
distintos periodos de exposicion en células V79. C) Resazurinay D) Sulforodamina B en distintos periodos de
exposicidén en células HaCal. Experimentos realizados por triplicado.
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Figura 5. Porcentaje de ADN en la cola (% Tail DNA) en el ensayo cometa alcalino (barras blancas) y porcentaje de dafno oxidativo en el ADN en el ensayo
cometa modificado (barras punteadas) tras el tratamiento con las enzimas ENDO lll y FPG.
*Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control negativo (NC) (P < 0.05).
#Aumento significativo en el dafio oxidativo comparado con el control negativo con ENDO Il y FPG (P < 0.05).
Los resultados se presentan como la media * error estandar.



La composicion quimica de las NPs de carbdn, especialmente su contenido de carbono,
metales y metaloides, puede influir en su toxicidad al facilitar la penetraciéon celulary
favorecer la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), contribuyendo asi a la
muerte celular (Cheng et al., 2009; Géloén et al., 2021).

Il RESULTADOS

Tabla 1. Analisis de muerte celular en células V79 y HaCal expuestas a
diferentes concentraciones de NP de carbén

»

Parametros CN H,0, 50 pg/mL 150 pg/mL 300 pg/mL

Células V79

Apoptosis temprana 0.0+0.0 50.0%£1.0*** 5.0+0.6*** 22.0+1.6*** 40.0+1.5***
Apoptosis tardia 3.0+£0.5 99.0+1.4*** 3.5£0.4 34.0+0.8*** 82.0+£2.7***
Necrosis 5.0+1.4 51.0+£3.5%** 6.0+0.6 19.0+1.5%** 31.0+£0.6***
Células HaCaT

Apoptosis temprana 3.0+0.3 58.0+0.7*** 4.0+0.3 40.5+£0.3*** 57.0+£0.5%**
Apoptosis tardia 4.0+0.2 92.0 £0.7*** 6.0+£0.4** 17.0x£0.4*** 73.0+£0.5%**
Necrosis 2.0+0.2 65.0+£0.4*** 10.0+0.4*** 13.0+0.4*** 29.0+0.6***

*Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control negativo (NC) (P <0.05).
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B CONCLUSIONES

La evaluacion de las nanoparticulas de carbdn revela una
compleja interacciéon entre su tamafio, composicién quimica y
la respuesta celular.

La predominancia de particulas de aproximadamente 40 nm y
su aglomeracién, evidenciada por la microscopia de fuerza
atdmica y DLS, destaca su influencia en la viabilidad celular.

Los analisis de AFM y SEM revelaron una topografia predominantemente esférica, con una
marcada tendencia a la agregacion debido a su alta energia superficial, un fenédmeno clave
gue puede alterar su biodisponibilidad y toxicidad (Augustine et al., 2020; Yuan et al., 2019).

(Dong et al,, 2020; Kumah et al., 2023; Sohaebuddin et al., 2010).
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La evaluacion mediante ensayo cometa mostré que las NPs de carbon inducen dano
en el ADN dosis-dependiente en células V79 y HaCaT, y que la inclusion de FPG
reveld dafo oxidativo significativo incluso a bajas concentraciones (50 pg/mL).

La triple tincidon utilizada para evaluar la muerte celular mostré una incidencia significativa
desde la menor concentracion de exposicion a las NPs, lo cual podria estar asociado con un
exceso de lesiones en el ADN. Esta sobrecarga de dano podria superar los mecanismos de
reparacion y activar rutas apoptéticas o necréticas para eliminar las células
comprometidas (Ledn-Mejia et al., 2016; Roos et al., 2016).




CASAP X

Medellin, Colombia

B CONCLUSIONES

La capacidad de las nanoparticulas de carbdn para interactuar
directamente con el ADN destaca un mecanismo potencial para
la induccion de dano genético y la generacion de ERO en la
célula.

Estos resultados refuerzan la evidencia del impacto genotoxico de las NPs de
carboén asociadas a las actividades mineras y su potencial para inducir inestabilidad

genética y muerte celular.

Este estudio contribuye significativamente a la comprension de los riesgos
ambientales y para la salud vinculados a la exposicion a estas particulas,
destacando la importancia de investigar los mecanismos moleculares asociados

para mitigar sus efectos.




IMPLICACIONES EN POLITICAS PUBLICAS Y PARA LA PRACTICA

Los resultados obtenidos destacan la necesidad de fortalecer la
regulacion en torno a la exposiciéon a nanoparticulas de carbén,
especialmente en entornos industriales, ocupacionales y en las
poblaciones aledafas. La capacidad de estas nanoparticulas para
generar estrés oxidativo y dano genético evidencia la importancia de
establecer |imites de exposicion y desarrollar estrategias de
mitigacion del riesgo.

Ademas, es fundamental promover una colaboracion
interdisciplinaria entre toxicologia, nanotecnologia y salud
ocupacional para disenar politicas de seguridad basadas en
evidencia.
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