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MENSAIJES CLAVE

e Este estudio muestra los efectos toxicolégicos agudos de las AgNPs y Fe;O3NPs como
colorantes alimentarios, evaluando letalidad, estrés oxidativo y apoptosis en C
elegans, destacando la importancia de evaluar su seguridad en matrices alimentarias.

® Se observaron cambios fisicoquimicos significativos en las propiedades de las AgNPs y
Fe2O3NPs al entrar en contacto con medios acuosos, lo que influye en su estabilidad y
solubilizacion.

® Las FeoO3NPs mostraron mayor toxicidad aguda que las AgNPs, con mayor letalidad y
estrés oxidativo en C. elegans, sugiriendo posibles riesgos para la salud asociados a su
uso como aditivos alimentarios.

e laestabilidad e interacciones de las nanoparticulas son clave para evaluar su toxicidad,
requiriendo mas investigacion sobre su comportamiento en matrices alimentariasy los

riesgos potenciales para la salud.
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RESUMEN

Introduccidn: Este estudio explora los efectos toxicoldgicos de las nanoparticulas de plata
(AgNPs) y nanoparticulas de o6xido de hierro (Fe;OsNPs), que se utilizan como colorantes
alimentarios (E-174 y E-172, respectivamente), al entrar en contacto con un medio acuoso que
simula matrices alimentarias. Para ello se ha empleado el modelo biolégico in vivo

Caenorhabditis elegans.

Metodologia: Se evalud el impacto de las NPs en parametros fisicoquimicos, como el tamafo
de particula, el potencial zeta y la conductividad eléctrica. También se analizaron parametros

bioldgicos en C. elegans, incluyendo letalidad, estrés oxidativo y apoptosis o muerte celular.

Resultados: El analisis fisicoquimico reveld cambios significativos en las propiedades de las
NPs en contacto con el medio acuoso. Las AgNPs mostraron una mayor estabilidad, asi como
un aumento en su solubilizacién. Las Fe;O3sNPs mostraron una mayor toxicidad aguda en
comparacion con las AgNPs, exponiendo tasas de letalidad mas altas y mayor estrés oxidativo.

El analisis de la apoptosis celular destacd aun mas sus efectos toxicos.

Conclusiones: Los resultados del estudio mostraron el papel critico de las caracteristicas
fisicoquimicas de las NPs y sus interacciones bioldgicas. Se demostré que las variaciones en la
estabilidad de las NPs pueden aumentar su potencial téxico cuando se utilizan como aditivos
alimentarios. Los hallazgos requieren una investigacion exhaustiva para comprender mejor el
comportamiento de las NPs en las matrices alimentarias y los riesgos para la salud asociados,
garantizando asi la seguridad del consumidor.

Financiaciéon: Plan de Recuperacién, Transformacién y Resiliencia de la Comunidad
Valenciana", a través del proyecto "Programa Investigo". Proyecto europeo "NAMS4NANO:
Integracion de Resultados de Nuevas Metodologias de Enfoque en Evaluaciones de Riesgo
Quimico: Estudios de Caso que Abordan Consideraciones a Escala Nanométrica", apoyado por

la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA).

Palabras clave: aditivos alimentarios; nanoparticulas; estabilidad; nematodo; propiedades

toxicolégicas
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Introduction: This study explores the toxicological effects of silver nanoparticles (AgNPs) and
iron oxide nanoparticles (Fe;OsNPs), which are used as food colorants (E-174 and E-172,
respectively), when they come into contact with an aqueous medium that simulates food

matrices. For this purpose, the in vivo biological model Caenorhabditis elegans was used.

Methods: The impact of NPs was evaluated on physicochemical parameters, such as particle
size, zeta potential, and electrical conductivity. Biological parameters in C. elegans were also

analyzed, including lethality, oxidative stress, and apoptosis or cell death.

Results: Physicochemical analysis revealed significant changes in the properties of the NPs
upon contact with the aqueous medium. The AgNPs exhibited greater stability, as well as an
increase in their solubilization. Fe;OsNPs exhibited higher toxicity compared to AgNPs,
showing higher lethality rates and increased oxidative stress. The analysis of cell apoptosis

further highlighted their toxic effects.

Conclusions: The results of the study demonstrated the critical role of the physicochemical
characteristics of NPs and their biological interactions. Variations in the stability of NPs can
increase their toxic potential when used as food additives. These findings require thorough
investigation to better understand the behaviour of NPs in food matrices and the associated

health risks, thereby ensuring consumer safety.

Funding: Recovery, Transformation and Resilience Plan of the Valencian Community, through
the "Investigo Program" project. European project "NAMS4NANO: Integration of Results from
New Approach Methodologies in Chemical Risk Assessments: Case Studies Addressing
Considerations at the Nanometric Scale", supported by the European Food Safety Agency

(EFSA).

Keywords: food additives, nanoparticles, stability, nematode; toxicological properties
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INTRODUCTION

Los aditivos alimentarios son sustancias afadidas para mejorar la calidad, seguridad, vida util
o modificar caracteristicas como color, sabor o textura. Entre ellos, los nanomateriales (NMs),
especialmente las nanoparticulas (NPs), son cada vez mas utilizados en campos como la
biomedicina, tecnologia de la informacién, cosmética e industria alimentaria, gracias a sus
propiedades especificas como su pequefio tamafio, naturaleza quimica y gran superficie de
contacto. Las NPs, conocidas como nanoaditivos, tienen aplicaciones en la industria
alimentaria, ya sea como ingredientes o en materiales de envasado. Se ha demostrado que

pueden mejorar la seguridad alimentaria al prolongar la vida util de los productos?3*.

Sin embargo, cuando las NPs se incorporan a matrices alimentarias acuosas, sus propiedades
pueden cambiar, afectando su estabilidad y aumentando su potencial toxico, como el estrés
oxidativo y el dafio celular>®. Por ello, es fundamental estudiar cémo las matrices alimentarias
influyen en su comportamiento, especialmente para NPs autorizadas como aditivos
alimentarios. Entre ellos estan el éxido de hierro (Fe20s, E172) y la plata (Ag, E174), que son
colorantes alimentarios autorizados en la Unién Europea segun el Reglamento (CE) 1333/2008
sobre aditivos alimentarios. El E174 se utiliza en la decoracion de confiteria, chocolates y
licores, mientras que el E172 se encuentra en productos como pescado ahumado y
crustaceos'. A pesar de su aprobacion, la genotoxicidad y citotoxicidad de estos aditivos se ha
demostrado en diferentes estudios’"1°. En vista de estas preocupaciones, la EFSA ha publicado
dos opiniones cientificas sefialando que la informacién disponible es insuficiente para
garantizar su seguridad, subrayando la necesidad de mds datos sobre los riesgos potenciales

de estos nanoaditivos¥12.

Uno de los modelos experimentales sugeridos para estudiar la toxicidad aguda de las NPs es
Caenorhabditis elegans, un nematodo no parasito ampliamente utilizado en bioensayos
toxicolégicos. Este organismo tiene caracteristicas ventajosas, como su facil mantenimiento,
ciclo de vida rdpido (3 dias) y pequefio tamafio (1 mm en su etapa adulta), lo que permite
realizar experimentos rapidos con minimas muestras!3. Ademas, su transparencia facilita el
estudio de procesos celulares mediante colorantes bioquimicos y proteinas fluorescentes*.
Ademads, comparte funciones bioldgicas con los mamiferos, incluyendo genes y vias de

sefializacion, lo que lo convierte en un modelo util para estudiar mecanismos toxicolégicos
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que pueden extrapolarse a organismos superiores, proporcionando un primer paso en la

identificacion de peligros toxicoldgicos?®.

Este estudio tiene como objetivo especifico examinar los cambios en las propiedades de las
AgNPs y Fe;03NPs durante su contacto con medios acuosos. Dichos cambios pueden afectar
significativamente a su funcionalidad y seguridad, lo que potencialmente puede resultar en
efectos adversos para la salud. Para abordar esto, se empled el modelo in vivo Caenorhabditis
elegans para evaluar la exposicién aguda en ambos tipos de NPs, centrandose en varios
parametros biolégicos del nematodo, incluida la letalidad, el estrés oxidativo y la apoptosis o

muerte celular.

METODOLOGIA

Preparacion de la dispersion de nanoparticulas

En este estudio se utilizaron AgNPs (Sigma Aldrich, St. Louis, EE. UU., nanopolvo, tamafio <100
nm, 99,5 % de trazas en base a metales, referencia: 576832-5G) y Fe,O3NPs (Sigma Aldrich,
St.Louis, EE. UU., nanopolvo, tamafio <50 nm, referencia: 544884-5G).

Ambas NPs se suspendieron en agua desionizada a concentraciones de 12,5, 25 y 50 pg/mL.
Luego, fueron sometidas a sonicacidn en un bafio de ultrasonidos durante 2 minutos a 20°C
para evitar la aglomeracion. Por ultimo, las dispersiones se almacenaron a 80°C para generar
un proceso acelerado de desestabilizacién, utilizando un bafio termostatico durante
diferentes tiempos de exposicién (0, 3, 6, 24, 72, 192, 336 y 456 horas). Las dispersiones se
sonicaron nuevamente, durante 2 minutos a 20°C, antes de testar sus caracteristicas

fisicoquimicas y toxicoldgicas a cada tiempo de exposicidn.

Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas

Ambas NPs fueron caracterizadas midiendo sus principales caracteristicas fisicoquimicas:
tamafio de particula promedio, potencial zeta y conductividad eléctrica. Estas caracteristicas
se estudiaron para obtener una mejor comprensiéon del comportamiento de las NPs durante
el tiempo de exposicidn. Para mantener las mismas condiciones de la prueba, las dispersiones
de NPs prepararon en medio K+ (32 mM KCI, 51 mM NaCl), manteniendo el pH en un rango
de 6,0 a 6,5 (Sigma Aldrich, St. Louis, EE. UU.). Este es el medio liquido estdndar de

mantenimiento para C. elegans, y también se utilizé en las pruebas toxicoldgica.
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Las tres mediciones fisicoquimicas se realizaron en un Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments
Ltd., Worcestershire, Reino Unido). Los tamafios de las particulas se midieron mediante la
técnica de dispersion dindmica de luz (DLS) y los resultados se presentaron como el tamafio

promedio de las particulas, expresado en nandmetros (nm), y se resumieron como medias.

Preparacidon y mantenimiento de C.elegans

La cepa silvestre Bristol N2 de Caenorhabditis elegans fue utilizada como organismo modelo.
La poblacién de nematodos se mantuvo en placas de agar con medio de crecimiento de
nematodos (NGM), sembradas con la cepa OP50 de Escherichia coli a 20°C, como fuente de
alimento para los nematodos. Antes de los ensayos, las poblaciones de nematodos se
sincronizaron para obtener poblaciones de la misma edad adulta y reducir la variacion?®.
Procedimiento de exposicion aguda

El efecto de la exposicidn aguda a NPs en C. elegans se evalud utilizando diferentes
parametros bioldgicos. Las pruebas se llevaron a cabo en medio K*, como medio liquido para
el mantenimiento de los nematodos. Los nematodos adultos sincronizados en la etapa L4
fueron expuestos a las NPs siguiendo los tiempos de exposiciébn acuosa y a tres
concentraciones probadas (ver seccion 2.1). La exposicién aguda fue de 24 horas en un
incubador a 20°C. Después de este tiempo, se realizaron evaluaciones toxicolégicas. También
se incluyeron controles negativos (C), que consistieron Unicamente en medio K* sin exposicion
a NPs. Todos los grupos se probaron por duplicado, y el nUmero de nematodos varid segun el

ensayo. Los datos obtenidos se expresaron como medias.

Evaluaciones de toxicidad aguda utilizando C. elegans

Prueba de letalidad

La prueba de letalidad se realizé para determinar el efecto de las NPs en la viabilidad de C.
elegans. La prueba se llevo a cabo con un volumen final de 250 pL. La poblacion estudiada fue
de alrededor de 200 nematodos adultos. Tras la exposicidon, el nimero de nematodos vivos y
muertos se contd visualmente usando una lupa estereoscépica. Se considerd que los
nematodos estaban muertos si no respondian cuando se les tocaba con una punta
esterilizada®®. Los resultados se expresaron como el porcentaje de nematodos muertos sobre
el nimero total de nematodos en cada tubo (tasa de mortalidad), considerando las muestras

de control.
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Ensayo de ROS

El objetivo de este ensayo fue cuantificar las especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelulares
generadas bajo estrés oxidativo causado por la exposicién a NPs, midiendo la fluorescencia de
los nematodos con el tinte 2',7 ' -diclorofluorescina diacetato (H.DCF-DA, 0,5 mM) (Fisher
Scientific, Schwerte, Alemania). Se evaluaron al menos 200 nematodos adultos sincronizados
(L4). Tras la exposicion a NPs, los nematodos se trataron con la soluciéon de H.DCF-DA y se
midié la fluorescencia a 490 nm (excitacion) y 510-570 nm (emisién) usando un lector
VANTAstar (BMG Labtech, Ortenberg, Alemania). Los resultados se expresaron como unidades
de fluorescencia ROS (ROSFU), comparando las muestras con los controles.

Andlisis de apoptosis en la linea germinal

La medicion de la apoptosis en la linea germinal se realizo utilizando el protocolo descrito por
Lant y Derry!’. En este método, el dafio celular se midié analizando la intensidad de
fluorescencia mediante la tincidn con naranja de acridina (AO, 1 mg/mL) (Sigma Aldrich, St.
Louis, EE. UU.). Tras la exposicién a NPs, los nematodos fueron tratados con la solucién de AO
durante 1 hora a temperatura ambiente. Los pasos posteriores y la medida de la intensidad
de fluorescencia se llevaron a cabo de la misma manera que en el ensayo de ROS. Los

resultados se expresaron como unidades de fluorescencia de AO (AOFU).

Analisis estadistico

Los resultados de la caracterizacién de las NPs y los datos obtenidos de las pruebas de
toxicidad aguda en C. elegans fueron examinados mediante un estudio de varianza (ANOVA),
empleando un procedimiento de comparacion multiple para identificar cudles medias eran
significativamente diferentes con un nivel de significancia del 95 %. En aquellos casos en los
que el efecto fue significativo (valor de P < 0,05), las medias se compararon utilizando el
procedimiento de la diferencia minima significativa (LSD) de Fisher.

RESULTADOS
Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas
Tamano promedio de particula

En este estudio, ambas NPs mostraron disminuciones en los tamanos promedio durante la

exposicidén térmica hasta 6 horas, siendo mas notables en Fe;0O3NPs, debido a la solubilizacién
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de particulas, ocurriendo mads rapido para las pequefias. A las 6 horas, la sobresaturacién

critica indujo nucleacion, incrementando el tamafio promedio total.

A medida que el tiempo de exposicidon aumentd, el tamafio promedio de particulas disminuyd
por solubilizacion, aumentando la energia libre superficial y las fuerzas de cohesion, lo que
facilité la coalescencia con los nucleos e incrementd el tamafio total'®°, La mayoria de las
particulas mas pequefias sufrieron este proceso, mientras que una minoria persistié en
solubilizarse sin coalescencia. Mientras que en las AgNPs mds concentradas (50 pug/mL) el
tamafio promedio aumentd mas que en las diluidas (12,5 y 25 pg/mL), ocurrid lo contrario con

las Fe;O3NPs.
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Figura 1. Evolucion del tamafio de particula promedio, potencial zeta y conductividad eléctrica
de AgNPs durante la exposicidon térmica. Resultados expresados como medias con barras de

desviacién estandar. p < 0,05 indica diferencias significativas.
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Figura 2. Evolucion del tamafio de particula promedio, potencial zeta y conductividad eléctrica
de Fe;O3NPs durante la exposicidon térmica. Resultados expresados como medias con barras

de desviacion estandar. p < 0,05 indica diferencias significativas.

Potencial zeta

El potencial zeta es una propiedad fisica que indica la carga superficial neta de las NPs,
afectando la fuerza repulsiva entre las particulas y, por lo tanto, su tendencia a aglomerarse o
nuclearse. Los criterios de estabilidad de las NPs se evalian considerando valores de potencial
zeta dentro del rango de més de +30 mV a menos de -30 mV%°. Los valores de zeta potencial
de las AgNPs no tratadas térmicamente fueron de -25,6 + 0,47 mV, -26,89 + 0,47 mV y -27,71
+ 0,47 mV para las concentraciones de 12,5, 25 y 50 ug/mL, respectivamente. Estos valores
indican una fuerte carga superficial, relacionada con la alta concentracion de Ag*, generando

fuerzas repulsivas que previenen la aglomeracion y garantizan la estabilidad de la dispersién.

En el caso de las Fe2O3NPs no tratadas térmicamente, los valores de zeta potencial fueron
menores: -13,29 + 0,46 mV, -12,18 £ 0,46 mV y -10,09 £ 0,46 mV en concentraciones de 12,5,
25 y 50 pg/mL, respectivamente, sugiriendo una mayor inestabilidad por la menor

concentracidn de Fe3*, lo que resulté en repulsién mas débil y mayor aglomeracion de las NPs.
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Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica de las dispersiones de NPs refleja su capacidad para conducir
corriente, influenciada por el tamafio, forma, superficie y iones de las particulas, lo cual puede

afectar a su aglomeracion?!.

La conductividad de ambas NPs aumentd hasta las 6 horas de exposicion, debido a la
disolucion de particulas y reduccién del tamafio promedio, resultando en una mayor energia
libre de superficie. El aumento en la concentracidn de Ag* y Fe3* facilité un flujo de corriente
eficiente. Tras la nucleacion a las 6 horas, los tamafios de los nucleos aumentaron y la
concentracion de iones disminuyd, estableciendo barreras para el flujo de corriente eléctrica.
A lo largo del tiempo de exposicion, a pesar de una concentracidon constante de iones, el

tamafiio promedio de las particulas crecio, reduciendo ain mas la conductividad.

Evaluaciones toxicoldgicas usando C.elegans
Ensayo de letalidad

El efecto de la exposicidon aguda a AgNPs y Fe203NPs en la mortalidad de C. elegans se ilustra
en las Figuras 3a y 4a, donde se observa que las tres concentraciones provocaron un aumento
significativo en las tasas de mortalidad a medida que se prolongé el tiempo de exposicidon a
ambas NPs. Estas tendencias sugieren que la solubilizacion de ambas NPs, antes y después de
la nucleacion, afectd significativamente la mortalidad de los nematodos. A pesar de la
solubilizacion mas lenta después de la nucleacidn, las particulas que no sufrieron coalescencia
redujeron progresivamente su tamafio y se solubilizaron, lo que llevé a su ingestion por parte
de C. elegans y resulté ser mas perjudicial en términos de mortalidad.

En el caso de las Fe,03NPs, la concentracion de iones Fe3* en dispersion, tras la nucleacion,
fue mas alta que la de las AgNPs. Esto sugiere una correlaciéon con la toxicidad aguda
aumentada, especialmente a medida que se extendia el tiempo de exposicidon térmica, lo que
llevd a una mayor tasa de mortalidad de los nematodos.

Ensayo de ROS

La exposicion aguda a AgNPs mostro un efecto significativo en funcion del tiempo de

exposicién y la concentracién de particulas, mientras que este efecto no se observd en las
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Fe,03NPs, como se puede ver en las Figuras 3b y 4b, respectivamente. Inicialmente, las
Fe203NPs no tratadas térmicamente produjeron mas ROS que las AgNPs, pero tras 72 horas
en medios acuosos, su produccion se estabilizéd. Aunque las AgNPs generaron altas cantidades
de ROS, su toxicidad aguda no alcanzd los niveles de las Fe;O3NPs, posiblemente debido a la
mayor concentracion de iones Fe®*. Factores como el tamafio de las particulas y el estado de

aglomeracion también influyen en la toxicidad aguda.
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Figura 3. Evolucion de la toxicidad aguda de AgNPs en C. elegans durante la exposicion
térmica: letalidad, dafio por estrés oxidativo y dafno celular a diferentes concentraciones.
Resultados expresados como medias con barras de desviacién estandar. p < 0,05 indica

diferencias significativas.

Andlisis de apoptosis en linea germinal

Las figuras 3c y 4c muestran el impacto de las AgNPs y las Fe;O3NPs en la muerte celular de C.
elegans, respectivamente. La exposicién aguda a AgNPs mostré un efecto significativo
relacionado con el tiempo de exposicion y la concentracion de NPs, especialmente a 50 pug/mL.
Por otro lado, la exposicion de Fe,O3NPs también tuvo un efecto significativo, pero los tiempos
de exposicidn superiores a 6 horas no aumentaron la muerte celular. En general, la toxicidad
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aguda de ambas NPs fue similar, aunque las Fe;O3NPs provocaron mas muerte celular que las

AgNPs antes de la nucleacién, lo que indica que son mas perjudiciales debido a su composicién

guimica.
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Figura 4. Evolucidn de la toxicidad aguda de Fe;OsNPs en C. elegans durante la exposicion
térmica: letalidad, dafio por estrés oxidativo y dafno celular a diferentes concentraciones.
Resultados expresados como medias con barras de desviacidén estandar. p < 0,05 indica

diferencias significativas.

4. DISCUSION

Ambas NPs experimentaron cambios significativos en tamano, estabilidad y carga superficial,
afectando a parametros que se relacionan con la toxicidad. Los resultados fisicoquimicos
observados siguen el mecanismo de LaMer, que explica cdmo la concentracion de mondmeros
en solucién provoca una nucleacion explosiva cuando se supera la sobresaturacién critica®!.
Posteriormente, las particulas crecen a través de la maduracién de Ostwald, donde los nucleos

sufren coalescencia con particulas mas pequefias?2. Zhang et al.?3 reportaron un patrén similar
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en AgNPs, con una reduccidn inicial del tamafio por solubilizaciéon, seguido de un aumento
debido a la nucleacidon. Ademas, las concentraciones de las NPs influyen en la disolucion y

coalescencia?*.

El potencial zeta de las AgNPs mostré una fuerte carga superficial que previno la
aglomeracion®. Sin embargo, con la exposicién térmica se disminuyd la carga superficial,
desestabilizando las NPs?®. Las Fe;O3NPs eran inicialmente mdas inestables, pero se

estabilizaron tras la nucleacién debido a la alta concentracidn de Fe3*?7.

Los resultados toxicoldgicos mostraron, que la toxicidad aguda de las AgNPs en C. elegans esta
relacionada con el tamafo y la solubilidad de las particulas, siendo las de menor tamafio mas
toxicas?®. Rossbach et al.?° destacaron que la composicidn quimica y la concentracién de iones
también influyen en la toxicidad. El ensayo de ROS llevado a cabo por Luo et al.>° revel6 una
toxicidad dosis-dependiente para las AgNPs, con una mayor generacion de ROS. En general, la
toxicidad aguda de ambas NPs fue similar, aunque las Fe;O3NPs resultaron mas perjudiciales

antes de la nucleacién, debido a su composicién quimica®.

5. CONCLUSIONES

Este estudio destaca el uso eficaz de C. elegans como modelo para evaluar la toxicidad aguda
de NPs en un corto tiempo. Aunque los niveles de exposicion humana de las NPs a través de
alimentos son considerablemente mas bajos, C. elegans proporciona una valiosa herramienta
inicial para la investigacion. Uno de los objetivos clave fue sentar las bases para comprender
los efectos de las AgNPs y Fe,O3NPs en un modelo bioldgico, lo cual es un paso crucial hacia

la evaluacién de su seguridad.

Dada la falta de informacidn bioldgica y toxicoldgica sobre las NPs, especialmente E172 y E174
utilizadas como aditivos alimentarios, es urgente que la EFSA y la comunidad cientifica
amplien las investigaciones sobre los riesgos potenciales de estos compuestos. Futuras
investigaciones deberan enfocarse en pruebas en matrices acuosas con diferentes niveles de
pH para simular mejor las condiciones alimentarias reales. Ademas, la incorporacién de
técnicas avanzadas como SEM, TEM, XRD y EDS permitird un analisis detallado de la

morfologia, estructura y composicién de las NPs.
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Paralelamente, se necesitan mas estudios de toxicidad en C. elegans, que incluyan ensayos de
funciones corporales e intestinales, junto con evaluaciones a largo plazo para entender mejor

los riesgos asociados con la exposicion continua a NPs en alimentos.
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