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) INTRODUCCION

NANOMATERIALES-NANOESCALA é¢Qué es un nandmetro?

1 nm = 0,000000001 m (10 m)

ADN Bacteria Gotade agua
Diametro~ 2 nm Longitud=~ 2 jum Didmetro=~ 2 mm

X100.000 X100.000 = '
s B — E bl (T
Nanotubo de carbono Pelo Casa
Diametro~ 1 nm Diametro=~ 100 um Anchura= 10 m
X1.000.000 = X1.000.000
—_— —
Nanoparticula Hormiga Circuito Le-Mans

Diametro~4 nm Longitud ~ 4 mm Longitud ~ 4 Km/vuelta




INTRODUCCION
NANOMATERIALES-TIPOS

Tipos de nanomateriales segun origen

Subproductos de actividades Fabricados o de Ingenieria
humanas (accidentales) (ENMs)

*Humos de escape de los
motores diesel

* Emisiones volcanicas * Nano-capsulas

* Incendios forestales * Humo del tabaco * Metales y 6xidos metalicos

* \irus * Procesos de granallado * Hibridos (organicos/inorganicos)

°\Puntos cudnticos /




INTRODUCCION
NANOMATERIALES-APLICACIONES

Los
nanomateriales
aportan
mejoras en la
funcionabilidad
de los
nanomateriales
tradicionales

Alimentos,
Cosmética
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) INTRODUCCION
NANOMATERIALES-PROPIEDADES

Oro (~ 10 nm)

T2 fusion (2C) ~ 1000 ~ ggg g’ :2;
. Azul (~70-90 nm) - l l .~ l
Color Amarillo .
Rojo (~ <30 nm)
Prop. Magnéticas Diamagnético Ferromagnético
Reactividad Inerte Propiedades cataliticas

Los NM tienen propiedades fisico quimicas peculiares respecto
a los materiales tradicionales




) INTRODUCCION

NANOMATERIALES-VIAS DE EXPOSICION

Incluso en labores de investigacion en nanotecnologia,
la inhalacion en el ambiente de trabajo es la mas

importante ruta de exposicion a los NM con posibles = ’- X >
efectos en: ‘ g il %
i i - e
*Tracto respiratorio oy -Sad)
*Sistema inmunolégico A549
Zona naso-faringea Zona trag-bronquial
e 7 ONa alveolar «=» == Resto no depositado
90% I I I
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60%

n
]
X

I
(@)
X

Porcentaje depositado
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1
0% / £ 3 : : \
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Diametro de particula




INTRODUCCION
NANOMATERIALES-MECANISMOS DE DANO CELULAR

Phagocytic oxidative outburst

A/
(gl (( '
(Gl —— _—
§= B | Oddaimans |
J
‘ \ TNF-a, IL-1B, IL-13, TGF-$

P38-MAPK,NFxB =%

Multinuclei formation

ECM deposition

=

Cancer Fibrosis Inflammation

Para la mayoria de los NM, el principal mecanismo de daino celular es el estrés
oxidativo: GENERACION DE ROS (especies con oxigeno reactivo que reaccionan
con el ADN)




INTRODUCCION
NANOMATERIALES - EFECTO “CABALLO DE TROYA”

Los NM metalicos actian como “troyanos” favoreciendo el accesoy
generacion de iones metalicos en el interior de las células

Ag-np Endocytosis
Diffusionz:<s

ATP depletion

Chromosoma‘
aberrations

Cell cycle arrest
S/IG2M —» 2. Apoptosis




) INTRODUCCION

FALTA DE CORRELACION IN VITRO- IN VIVO

Realizados numerosos estudios toxicoldgicos in vitro con resultados dispares.
Validez de la métrica y de los métodos de ensayo habituales. Homogeneidad y

estabilidad
Uso de concentraciones excesivas

Falta de correlacion

Exceso de ROS oxidativo generado

(cuando se utiliza unidades de dosis masica) de manera irreal

(a) Mass
0.03; v30P
P . A16P
g-; 10D 416D +3p
& 0.02: «7P
= T
- 30D
E 0.01- r=0.4333
p=0.2499
0.00

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
LDH ((uM/min)/(ug/ml))

GENOTOXICIDAD IRREAL




) INTRODUCCION

¢ QUE SUSTANCIAS SON TOXICAS?

All things are poison, and nothing is
without poison; only the dose permits
something not to be poisonous.”

"The dose makes the poison."



http://en.wikipedia.org/wiki/The_dose_makes_the_poison
http://en.wikipedia.org/wiki/The_dose_makes_the_poison
http://en.wikipedia.org/wiki/The_dose_makes_the_poison
http://en.wikipedia.org/wiki/The_dose_makes_the_poison
http://en.wikipedia.org/wiki/The_dose_makes_the_poison
http://en.wikipedia.org/wiki/The_dose_makes_the_poison
http://en.wikipedia.org/wiki/The_dose_makes_the_poison
http://en.wikipedia.org/wiki/The_dose_makes_the_poison
http://en.wikipedia.org/wiki/The_dose_makes_the_poison




CARACTERISTICAS FiSICO QUIMICAS DE LOS NANOMATERIALES
FORMA

¢Una o mas dimensiones externas a
escala nanométrica?

Vd
Si
A 4

NANOMATERIAL

A

Si

No

\ 4

No

Y

éSuperficie especifica por unidad
de volumen del material sea
superior a 60 m?/cm3?

é¢Estructura interna a
escala nanométrica?

No No

Si

Y

MATERIAL
NANOESTRUCTURADO
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http://flipchips.com/wp-content/uploads/2011/11/tut64fig1a.jpg

&} CARACTERISTICAS FISICO QUIMICAS DE LOS NANOMATERIALES

AREA SUPERFICIAL

0000 0000
0000 0000
0000 0000
0000 0000
0000 0000
0000 0000
0000 0000
0000 0000
0000 0000
0000 0000
0000 0000
0000 0000
0000 0000
0000 0000
0000 0000
0000 0000
0000 0000
0000 0000

Masa 1 Kg

00000
eoceceed
ol ol ol ol ol o
ol oX ol oF ol &

densidad 3,9 g/cm3

Volumen 2,56E+05 mm3

Diametro particula 7,88E+01 mm 1,00E+00 mm 1,00E-03 mm 1,00E-06 mm

N2 particulas 1,00E+00 4,90E+05 4,90E+14 4,90E+23

Areas superficial 1,95E+04 mm? 1,54E+06 mm2  1,54E+09 nmm? 1,54E+12 mm?
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&} CARACTERISTICAS FISICO QUIMICAS DE LOS NANOMATERIALES
SOLUBILIDAD (BIOPERSISTENCIA)

epithelium

NM solubles

Torrente sanguineo —> Acumulacion ——— Excrecidén

coordinated
layer of mucus beating of cilia ‘
carrying debris sweeps mucus

out of lungs

Expulsadas por células ciliadas y
tragadas

cilia

NM insolubles

ciliated
cell

Se acumulan en la region
alveolar

Son fagocitadas

Interaccionan con otras células
omasei TR corsualing del sistema inmune

mucus}

basal
lamina




Mas alla del tamaio y la forma, existen infinitas posibilidades adicionales basadas en nuevas
modificaciones o funcionalizaciones superficiales que permiten ajustar tanto la estructura
como las propiedades de los nanomateriales

El mecanismo de dano se ve influenciado por |la corona proteica que recubre a los NM en el
interior de las células

Protein

http://www.nanotech-now.com/news.cgi?story_id=37127

http://www.psmicrographs.co.uk/blog/
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&} CARACTERISTICAS FISICO QUIMICAS DE LOS NANOMATERIALES

CARGA SUPERFICIAL

Los NM con carga superficial positiva interactuan con los lisosomas y pueden
acceder mas facilmente al interior de la célula




&} CARACTERISTICAS FISICO QUIMICAS DE LOS NANOMATERIALES

DIMENSIONES

7~ N\ 7~ O\

BET S.A. (m#q) Mean Particle Size Diameter by Volume

Sample Description (Micromeri s Analyiic:. Calculate?roAr';gBEaTnicle Size Me as_;ure.d using TEM Mean Particle Size by DLS
Services) (MVA Scientific Consultants)
Tantalum 80.73 8 nm 6.8nm | 316 nm
TiSi, 97.25 19nm 12.6 nm 157 nm
Nickel 26.3 35nm 23.6 nm 1.3 micrometers
Carbon 62.05 45nm 31nm Not Available

Diametros medios de particula EFECTIVOS:
NOAA: nano-objetos y sus agregados o aglomerados




CARACTERISTICAS FiSICO QUIMICAS DE LOS NANOMATERIALES
ESTADO DE AGLOMERACION (NOAA) Y DISTRIBUCION DEL

TAMANO DE PARTICULA

[
QOM
0o p
rookhaven .
..gof’ Instruments Basic DLS Report
°
Sample Results
Type:I DLS F:fr.n?mm. 747
Sample '
p OO0 Polyspersy: 0.176
%Je rator Unknown Operator 800 -= F120
' —&— BEGM @
?gP X1053 700 /J_i
Start . /
aefTme: 010013 180257 600 |
Notes:
500
100y TOed T
] 1 480
- ' £
= B4 - 4 fe-1-
i ] ] l 300
z |
= 304 i -
] 1065 o0 ’:’__..--9 -{\‘ —‘
IR A R A e 1 D1 rrepmp—rremy ey Fe¥ *- SSeo
1 e+t 1.0e+2 1 e+ 1[40 1.0e+2 1 De+h 100 e
Diameter (i) s
0 T T T T 17177 T T T TTTT] T T T TTTT]
1 10 100 1000

[TiO2] (ug/ml)




@ EL PROYECTO NANOREG Y LA INICIATIVA EHS ADVANCE

NAW QREG <<EHS

A common European approach to the
regulatory testing of nanomaterials

|22]



) EL PROYECTO NANOREG

Accelerating
regulatory
process

Scientific
answers to
regulatory

Issues

Credibility Keeping
regulatory pace with
context innovation




) EL PROYECTO NANOREG

Table 2: List of selected NM representative Nanomaterials in the JRG NM Repository.

NM-Code Label code

NM-100 Titanium dioxide anatase, pigment
NM-101 Titanium dioxide anatase

NM-102 Titanium dioxide anatase

NM-=103 Titanium Dioxide thermal hydrophobic
NM-104 Titanium Dioxide thermal hydrophilic
NM-105 Titanium dioxide rutile-anatase
NM-110 Zinc oxide uncoated

NM-111 Zine oxide coated Triethoxycaprylylsilane
NM-200 Synthetic Amorphous Silica PR-A-02

NM-201 Synthetic Amorphous Silica PR-B-01

NM-202 Synthetic Amorphous Silica PY-AB-03
NM-203 Synthetic Amorphous Silica PY-A-04

NM-204 Synthetic Amorphous Silica PR-A-05

NM-211 Cerium (IV) Oxide

NM-212 Cerium (IV) Oxide

NM-300 Silver, = 20 nm

NM-300DIS |Silver dispersant matrix control
NM-300K  |Silver, < 20 nm

NM300K DIS | Silver dispersant matrix control
NM-400 Multi-Walled Carbon Nanotubes

NM-401 Multi-Walled Carbon Nanotubes

NM-402 Multi-Walled Carbon Manotubes

NM-403 Multi-Walled Carbon Nanotubes

NM-600 Bentonite

NM estudiados:
*TiO2 (NM100, NM101)
*Zn0 (NM 110)
*Si0O2 (NM 200, NM 203)
«Ce02 (NM 212)
«Ag (NM 300k NM 302)
*Nanotubos de carbono (NM
400, NM 401, NM 402, NM
403)

|24]



) EL PROYECTO NANOREG

Ensayos realizados:
( Cellviability in THP-1 exposedto NM110, 24h h *Citotoxicidad MTS, ApOptOSiS /
120000 necrosis

~100.000 e . . Vs
< oo *Genotoxicidad Micronucleos
8 60.000
T oS

20.000

oo ) o s *Inflamacién, Apoptosis / necrosis

NM110 (ng/ml)

o %
NM200 NM110
o S oo Sistemas experimentales:
S s || 200 *A549 (alveolar)
= 1000 PG f' 10.00 | wFpG .
o T *BEAS2 (Bronquial)

g/ e/ *Thp1l (Sistema inmune)
*HepG2 (higado)

NM300K NM400
- *caCO?2 (intesti
3900 35.00 Ca Intestino
30.00 30.00
= 25.00 T 25.00 ° 3T3 ( F 1 b bl t )
=
£ 20.00 £ 20.00 I ro as OS
< 1500 - mlysis < 1500 | mlysis
, 2 10.00
X 1000 mFRG = mFpG
5.00 500
0.00 -
0.00 4 trol 0.1 0.01 0.001 0.0001
control 0.1 0.01 0001 0.0001 contro - - - -

mg/ml mg/ml




INTRODUCCION
NANOMATERIALES-MECANISMOS DE DANO CELULAR

CONTROL 7.70 211 13.67 2.24 6.71 0.39 10.51 241
H202 51,51** 3.49 24,74* 3.02 29,11%* 1.87 24,43** 1.93
NM110 65,12** 4.92 39,01%* 3.45 31,31%* 271 11.50 0.51
NM1100,5 69,52** 2.32 35,41%* 2.29 26,20** 1.68 14.09 0.45
NM300k 13.08 1.87 39,81%* 5.91 4.37 0.41 10.15 0.04
NM300k 0,5 5.07 1.14 35,74** 7.17 3.87 0.50 11.28 0.32
NM100 2.24 0.43 6.95 2.85 5.01 0.76 15.50 1.92
NM101 2.43 0.21 13.59 4.50 521 0.28 10.13 241
NM400 22,8* 135 31,425** 10.58 5.18 0.53 23,01** 2.03
NM401 5.87 1.01 15.24 3.83 7.99 221 17.13 3.64
NM402 51,63** 2.05 34,25%* 3.02 13,67* 4.62 29,63** 7.76
NM200 6.60 0.25 20,80* 4.86 3.28 0.68 19,50* 1.76
NM203 14,25* 1.90 19,25* 2.99 10,29* 118 24,35** 2.76
NM212 3.34 0.64 16.32 0.54 7.07 2.40 4.62 1.05
NM220 9.42 3.50 14.30 0.60 6.19 2.21 7.26 2.71
*0,05
** 0,005
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-0 INICIATIVA EHS ADVANCE
MISION

Centro de competencia distribuido, basado en la RVCTI, para
dar servicio y respuesta a todas las cuestiones relacionadas
con la seguridad, salud, y medio ambiente de los
nanomateriales desde la industria, centros de [+D y
universidades, buscando el efecto sinérgico de hacer confluir
las capacidades de evaluacion, analisis, ensayos y la existencia
de infraestructuras especificas en Euskadi, con una fuerte
interrelacion con organismos con las mismas inquietudes a
nivel europeo

UN UNICO PUNTO DE CONSULTA DE ASPECTOS nano EHS




0 INICIATIVA EHS ADVANCE
SERVICIOS

SERVICIOS A TERCEROS: EMPRESAS, AGENTES CIENTIFICO-TECNOLOGICOS

Estudios, analisis y ensayos sobre toxicologiay ecotoxicologia

Evaluacion y control de riesgos en procesos
Implantacion de guias metodoladgicas
Formacion

Vigilancia




INICIATIVA EHS ADVANCE

GUIAS

«EHS

advance
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eeEHS

advance

Regulaciones y Politicas N
Guia practica sobre normativas especificas para L1 concesrooe 2 nisic s
. 5 . 13 aamceorise “
nanomateriales en la industria 2 £CTORSS INDUSTRIALES :
2
e o
22 mms o s
23 eeucros o .

«oEHS

advance

GUIA EHS— SEGURIDAD Y SALUD OCUPACIONAL PO CCAAS ELHEIODD .
e ylordior :
Py et e et :
- oy "
GUIA PARA LA EVALUACION DE RIESGOS PARA EL o DELOS RESIDLG: 7
MEDIO AMBIENTE APLICADA A EMPRESAS QUE .
INCORPORAN NANOMATERIALES 2. conmow s s a6 -
EN SUS PROCESOS it =

© 204 S A 2




%> HERRAMIENTAS DE CONTROL BANDING
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0 HERRAMIENTAS DE CONTROL BANDING

MEDIDAS EXPOSICION VS CONTROL BANDING

éPor qué no hacer medidas directas de exposicion?

*No existen limites de exposicion regulados
(tan solo a nivel de recomendacion)

*Dificultad en la realizacion de medidas
(fondo/background de NM, caracterizacion
de NM aspirado)

*Coste econdmico de las medidas y analisis
asociados

Control banding
*Stoffenmanager nano
|SO PDTS 12901-2




a HERRAMIENTAS DE CONTROL BANDING

BANDAS DE CLASIFICACION

BANDA DE PELIGROSIDAD
La Norma ISO PDTS 12901-2 indica que para valorar la
peligrosidad se puede hacer uso de un numero limitado de
ensayos de screening de toxicidad, si bien no indica qué
ensayos deberian utilizarse

BANDA DE PELIGROSIDAD

< B C D E >
. 1 3 3 3 2 1
)
o
[72]
§ 2 3 3 2 2 1
< 3 3 2 2 1 1
a
2
P

4 2 1 1 1 1

BANDA DE EXPOSICION
QEsquemas de clasificacion de la Norma 1SO/PDTS 12901-2 > BANDA DE CONTROL (CB)

UFundamentos de la herramienta Stoffenmanager nano. Aspectos considerados:
* Presentacion del nanomaterial =
*Caracteristicas del mismo

*Condiciones de operacion E-> T-> 1> NIVEL DE RIESGO

*Controles técnicos
*EPI utilizados -




Stoffenmanager nano

HERRAMIENTAS DE CONTROL BANDING
BANDA DE PELIGROSIDAD. DEFINICION DE NIVELES

Nivel de
peligrosidad Descripcion Caracteristicas OEL (mg/m?3)
A No existe un riesgo 1-10
significativo para la salud

B Ligeramente peligroso / téxico Ligeras reacciones alérgicas 0,1-1,0
Reacciones alérgicas 0,01-0,10
moderadas/fuertes
Irritante severo

C Peligrosidad moderada Sin efectos crénicos
Ciertas evidencias de efectos
carcinogénicos en animales
Efectos cronicos posibles

D Alta Peligrosidad Reprotoxico <0,01
Efectos cronicos probables

E Peligrosidad severa Mutagénico
Carcinogenicidad  confirmada en
animales/humanos

A 4
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0 ESTUDIOS DE TOXICIDAD IN VITRO

CITOTOXICIDAD

1C20
IC50
MTS
3000~ IC: Inhibitory
concentration
3
! o - =
c"v ":'o"“q‘ " n‘t l‘r w £
B8 'E 20004
i
G
£
2 1000-
m
[ ]
H
u-

(s o o madl madl mad el |
Blank 10°* 108 107 10% 109 10% NS
Concentration




@ ESTUDIOS DE TOXICIDAD IN VITRO

ROS

ROS: especies con oxigeno reactivo

Dosis de ensayo: IC,, - IC,,

'}
P T oW
H,DCFDA-AM °.. °
O Gt
|

A549
40,00
Cel!u]ar Esterase
@my 35,00 4= O

Cell Membrane

H,DCF  “I0CK 3000 \
(Non-fluorescent) i S ’ \
8
Hy0, £ 25,00
re?f ROS S 20,00 \0\
H,0 n
< 8 1500 \
i @ R OM + ’
DCF c\ O ' 3
(Fluorescent) O B < 10,00
X
5,00
0,00 T T T T T T 1

500 250 125 62,5 31,75 15,875 Control
TiO2 concentration (ug/ml)




e

Dosis de ensayo: IC,, - IC,,
COMET ASSAY

Tail Moment Length




ESTUDIOS DE TOXICIDAD IN VITRO
INFLAMACION

.. . ) ) Dosis de ensayo: IC,, - IC
Deteccion de expresion de interleukinas oo

Incubacién células-NM (24h) <
\_
Obtencion de sobrenadante a analizar C
C b
Incubacién con anti-ILX biotinilado b4 1
ubaci i iotini Re s
Incubacidén con Streptavidina marcada c
X{i’: o}o:‘::
A
D 450 deliLd c
eteccién a nm de IL de interés s
T
AA
BN

IL-8 Biotinylated
" , Anti-IL-8
Ar Streptavidin-HRP
<y Y Anti-1L-8



https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f6/IL8_Solution_Structure.rsh.png

%) VALORACION COMBINADA DE PELIGROSIDAD

Sl
Genotoxicidad .

2 Il’neas

|40]



) VALORACION COMBINADA DE PELIGROSIDAD

SELECCION DE LA BANDA MAS SEVERA

Ensayos sobre dos sistemas experimentales:

Eleccion de la clasificacion
mas restrictiva entre los
dos sistemas

TOXICIDAD AGUDA INMUNOTOXICIDAD

*El mas expuesto al NM (A549, BEAS2)
*El correspondiente al sistema inmune




VALORACION COMBINADA DE PELIGROSIDAD
BANDA DE CLASIFICACION POR RESULTADOS

CITOTOXICIDAD

*Cambio de métrica a superficie de la cantidad de
NM anadido/ Superficie células expuestas 2>

*CITOTOXICIDAD

Limite de exposicion Comentarios

por inhalacién

Clasificacion

trabajador
A 10
B 1
C 0,1
D 0,01

NM clasificados
como genotoéxicos,
carcinogénicos o
mutagénicos

*Valores IC, obtenidos se extrapolan a
DNEL en humano aplicando un factor de
incertidumbre de 100

(a) Mass
0.03,

0.02-

PMN (10%/ug)

0.01;

Mejora significativa de la correlacion in vitro- in vivo

v30P
a16P
100*  a16D e

x7P

r=0.4333
p= 0.2499

053P
500300

0.00
0.0

(b) Surface area

0.06,

0.04

PMN (10%/cm?)

0.5 1.0 1.5 2.0
LDH ((M/min)/(ug/ml))

r=0.8788
p= 0.0016

x7P

+3p

02 04 06 08 10 1.2
LDH ((M/min)/(cm?/ml))



VALORACION COMBINADA DE PELIGROSIDAD
BANDA DE CLASIFICACION POR RESULTADOS ROS,

EFECTO INFLAMATORIO, GENOTOXICIDAD

*ROS

VALORACION ROS  CAMBIO ESTADO

<1,50 +0
<<2,50 +1
<4,00 +2
<10,00 +3

*EFECTO INFLAMATORIO

Si tiene efecto inflamatorio, se aplica un minimo de
clasificacion C al nanomaterial. Si la escala ya era
superior, se mantiene la existente

*GENOTOXICIDAD (si resulta genotoxico)




¥ DESARROLLO DE UNA HERRAMIENTA DE EVALUACION DEL
RIESGO




DESARROLLO DE UNA HERRAMIENTA DE EVALUACION DEL RIESGO
CONTENIDOS DE LA HERRAMIENTA

e Clasificacion y archivo del Nanomaterial ensayado

R O —_———

» Seleccidon del Nanomaterial. Banda de Peligrosidad

e Evaluacion del nivel de exposicion: Banda de exposicion

BANDA DE PELIGROSIDAD

A B © D E

1 8 8 8 2

* Matriz de banda de riesgos / banda de control

BANDA DE EXPOSICION




DESARROLLO DE UNA HERRAMIENTA DE EVALUACION DEL RIESGO
CLASIFICACION Y ARCHIVO DE NM ENSAYADOS (I)

Caracteristicas
fisico-quimicas

Verificacion
condicion de NM

Caracteristicas particula
inhalada y estimacion
fracciones de deposicion en el
tracto respiratorio

ASIGNACION DE LA BANDA DEPELIGROSIDAD PARA NANOMATERIALES EN BASE A RESULTADOS DE ENSAYOS IN YITRO

T selectionade
LIMPIAR DATOS DEL FORMULARIO
Noevo aronimo aignado 3 NM
Codign nomlizad (MM Code] o comerdal
Referendia dela informacion
Grupo M Plta
RECUPERAR DATOS DEL NANOMATERIAL SELECCIONADO

forma Esférica
Tamao pariadla primria d m 15
Longitud media de [ afibra L m
Didmetrode lafibra o
il 1 _ SOBREESCRIBIRDATOS Y
Consideraciéncomofibra Nofibea RESULTADOSDEL
forma find asiada i NANOMATERIAL
Pesaespediico ¥ g 1%
Areasuperfiod Ilzlg

- - 7, 1 | 1
Sperice spedica i devolncn LU : . NURO NANOMATERALGRABIRIATOS |
Solubilidad i <0tgl
[ T e— Es Nanomaterial
Larga superficidl [Patencid /) m
o e agegaién Fstimariie e bfracce depositads en caa e el tract ecpiciods
Diimetro pariculainhalada nm Tonanaso-faringea X N
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6 DESARROLLO DE UNA HERRAMIENTA DE EVALUACION DEL RIESGO
CLASIFICACION Y ARCHIVO DE NM ENSAYADOS (I1)

CARACTERISTICAS HIDRODINAMICAS DEL NANOMATERIAL EN EL MEDIO DE ENSAYO

Zona Sistema
Alveolar inmune
Didmetro hidrodinamico (DLS) dh nm 298 576
Densidad efectiva nanoagregado o aglomerado Pe g/cm3 1,35
Densidad efectiva estimada g/cm3 1,61 1,61
densidad efectiva usada en el calculo Pe g/cm3 1,613 1,35
Zona Sistema
RESULTADOS IN VITRO Alveolar inmune
Efecto inflamatorio a la concentracidn de IC;o NO NO
Genotoxico NO NO
Toxicidad aguda (ICs)
Zona Sistema
Zona de analisis Alveolar inmune
End Point 1Cso 1Cso
Sistema experimental A549 Thpl
Concentracién en masa en el end-point pg/mL 100,0 100,0
Volumen del pocillo Vel mL 0,2 0,2
Diametro del pocillo dyel mm 6,4 6,4
Area del pocillo Ayen cm? 0,322 0,322
Concentracidn a convertir C ug/mL 100,00 100,00
Masa de nanomaterial en el end point M= C.Vyen ug 20 20
Ne total de NOAA N = M/(Vi. pe) 894.845.820  894.845.820
Area superficial de NM dosificado SA = N.Sy cm® 2,496 2,496
Dosis superficial aplicada de NM SA/ Ayen em’um / emPuen 7,760 7,760
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Extrapolacion a
niveles de
inhalacion en
humano

Valoracion
combinada de
resultados de

ensayos y

asignacion de la
banda de
peligrosidad

DESARROLLO DE UNA HERRAMIENTA DE EVALUACION DEL RIESGO
CLASIFICACION Y ARCHIVO DE NM ENSAYADOS (Ill)

Area superficial de NM dosificado

Area broncoalveolar afectada en humanos

Area superficial inhalada de nanomaterial

Cantidad de NMinhalada
n2 dias

tRV humano

Dosis depositada
Zona del tracto respiratorio
% depositado en la zona

Dosis inhalable calculada en base a IC50

Factor de incertidumbre (Assessment factor)

Derived No Effect Level

Indice de la banda de peligrosidad
Indice preliminar de peligrosidad

VALORACION ROS (Incremento de banda de

2 2
em”yy / empg

sz

t:mzum
mg
m3/dia
mg/m3 work day

%
mg/m3 work day

mg/m3 work day

38,802

35.000

1.358.060

10879,73

1

10,00

1087,97

18,237

35.000
638.288
5113,47

1
10,00

511,35

Zona Alveolar  Zona Alveolar
18,9%
5.760

100
57,60

1

18,9%
2.707

100
27,07

1
A

peligrosidad) 2 1
Indice corregido 3 2
Indice preliminar CITO+ROS C B
Inclusién Valoracion Efecto Inflamatorio 3 2
Indice corregido C B
Inclusién Valoracion Genotoxicidad 3 2
Indice corregido C B

BANDA DE PELIGROSIDAD ASIGNADA

C




@ DESARROLLO DE UNA HERRAMIENTA DE EVALUACION DEL RIESGO
EVALUACION DEL NIVEL DE EXPOSICION:
BANDA DE EXPOSICION (1) EMISION

Descripcion resumida

ADICION DE UN NM EN POLVO EN LA TOBERA DE ALIMENTACION DE UNA INYECTORA

EMISION

™~ E Emision intrinseca del material E 0,3

Tipo polvo

Tipo de material

Emision score
intrinseca del raccion enpeso " I .
material por sus

, . Polvo Score
caracteristicas pst  Muvalto(>500
Potencial de generacién de nieblas de polvo mg/Kg) 1
%HR

% humedad relativa <5% 1

—

r—

H Potencial de emision de la operacion H 1 EB3
o
Potencial de

Tipo de operacion Manejo de polvos

emision de la
operacion
Manejo de productos con baja

°
rea I IZa d a Clasificacién de la operacién velocidad/fuerza, con un bajo potencial

de generacion de polvo en suspension

(Cant NOAA > 1 Kg)
ejemplos aplicables a la clasificacion seleccionada vaciado manual de sacos, mezclado
manual, tamizado
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EVALUACION DEL NIVEL DE EXPOSICION:
BANDA DE EXPOSICION (1) TRANSMISION ...

Transmision de las
emisiones hacia la
ubicacion del trabajador.
Diluciones y Controles
técnicos aplicados

Inhalacion del trabajador
considerando EPIs y
frecuencia y duracion de la
exposicion

DESARROLLO DE UNA HERRAMIENTA DE EVALUACION DEL RIESGO

TRANSMISION

Limitaciones establecidas a la tr

en la zona del puesto de trabajo

en otro puesto mas alejado

Controles aplicados y localizados en la fuente de
emision

Controles aplicados y localizados en la fuente de

emision lejana al drea de trabajo

Dilucion de la emision

en la zona del puesto de trabajo

en otro puesto mas alejado

Volumen del area de trabajo

Tipo de ventilacion (seleccionar mecanica o natural si
estamos a cielo abierto)

Separacion de la zona de trabajo al puesto analizado

Contaminacion de la zona de trabajo (emision de
fondo)

INMISION

Equipos para minimi lai

Equipos de Proteccion individual utilizados

FRECUENCIA Y DURACION DE LA EXPOSICION

Duracién de la exposicion

Frecuencia de la exposicion

n lenf 0,30

nlcff 1,00

Ventilacion local, que renueva el aire
en la fuente de emisién, capturando
las nanos

Sin ningun control asociado

n gvnf
3,00
N 1,00
Vaora 100-1000 m3
Tivo Sin ventilacién concreta (0,3-1
POvent renovaciones de aire / hora)
ninm 1
El trabajador no realiza su funcién en
una cabina aislada del proceso
a
0,01
Se realiza una inspeccion y
mantenimiento periodico de
maquinas y equipos. No se realiza
limpieza diaria
nppe 0,4

Mascara autofiltrante FFP3 (EN-149)

4 -8 horas al dia

4-5 dias a la semana
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DESARROLLO DE UNA HERRAMIENTA DE EVALUACION DEL RIESGO

EVALUACION DEL NIVEL DE EXPOSICION:
BANDA DE EXPOSICION ()

Banda de emision
Banda de exposicion SO PTS

Calculo de nivel de
exposicion y asignacion de
la banda de exposicion

Frecuencia de la exposicion

Stoffenmanager.nano
BANDA DE EXPOSICION 3 EB3
CALCULO DEL NIVEL DE EXPOSICION = C.Njum-Nppe-tnefn  © 0,2292
Nivel de emision total en el puesto = Cnf+Cff+Cds c 0,573
Por el puesto de trabajo = E.H. Mcne. Mgy Cnf 0,27000
Por otros puestos mas alejados = E.H. .1y cff 0,30000
. _ Cds
Por la emision de fondo = E.a 0,00300
Separacion de la zona de trabajo al puesto 1 inm
analizado 1
Equipos de Proteccidn individual utilizados n ppe 0,4
Duracion de la exposicién t 1
fu 1




0 DESARROLLO DE UNA HERRAMIENTA DE EVALUACION DEL RIESGO
MATRIZ DE BANDA DE CONTROL (CB) ISO PTS

MATRIZ DE BANDAS DE CONTROL (CB) DE EMISIONES

OPERACION ADICION NM LIQ ADICION DE UN NM DISPERSO EN LIQUIDO EN LA TOBERA DE ALIMENTACION DE UNA EXTRUSORA REACTIVA
Banda de exposicion calculada: EB3
Banda de peligrosidad calculada: B
BANDA DE PELIGROSIDAD
8L \'/en'tflacmn f\a'tural o
ventilacién mecénica general .
Ejemplos de controles recomendados
Ventilacién localizada
CB2
(LEV)
~§ CB3 Ventilacién confinada
2
=
w
w
[=]
<
[=)
2
g CB4 Confinamiento total
Confinamiento total y
CB5 revision por un especialista 1
en la materia —.




0 DESARROLLO DE UNA HERRAMIENTA DE EVALUACION DEL RIESGO
MATRIZ DE BANDA DE RIESGOS STOFFENMANAGER NANO

MATRIZ DE BANDAS DE RIESGOS

- ADICION DE UN NM DISPERSO EN LIQUIDO EN LA TOBERA DE ALIMENTACION DE
OPERACION ADICION NM LIQ

UNA EXTRUSORA REACTIVA
Banda de exposicion calculada: 2
Banda de peligrosidad calculada: B
BANDA DE PELIGROSIDAD
A B C D E
1 Bajo Bajo Bajo Medio Medio Alto Nivel de riesgo considerado de alta prioridad

2
e}
S
§ 2 Bajo Medio Nivel de riesgo de prioridad media
x
w
w
a
<
2 3 Bajo Bajo Nivel de riesgo de baja prioridad
<
o

4 Medio
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¥ CONCLUSIONES

*La herramienta propuesta se ha utilizado para el
analisis de 3 operaciones realizadas en |la
transformacion de plasticos y se han obtenido
resultados de riesgo inferiores a los utilizados
mediante otras herramientas de control banding

*Este hecho tampoco es extraio dado que, por el
criterio de prudencia, la categoria minima de
peligrosidad aplicada en otras herramientas para
NM (por ejemplo, Stoffenmanager nano) es C,
incluso en aqguellos casos en los que no existe
informacion toxicoldgica negativa respecto al NM y
el material base de partida se hubiera clasificado
en la categoria A.







) PROXIMOS PASOS

Enriguecimiento del modelos en funcidn de los proximos
hallazgos cientificos

Hallazgos Modelo propuesto Propiedades fundamentales

Toxicidad influenciada por propiedades del Modelos QSAR Composicion quimica, Reactividad,
material Tamano, Forma, Recubrimiento...
Toxicidad influenciada por dénde se Ensayos in vitro / In vivo Sistema celular / 6rgano diana
deposita y acumula el NM y su efecto Diametros y superficies efectivas de
sobre el organismo exposicion

Toxicidad influenciada fundamentalmente  Modelo QBAR Sistema celular / érgano, Generacion
por los efectos primarios inmediatos de ROS, Liberacién de iones,

Citotoxicidad, Genotoxicidad

Toxicidad influenciada por los efectos Ensayos in vitro / In vivo Sistema celular / 6rgano, Inflamacién
desencadenantes Apoptosis/Necrosis, Cronicidad




) PROXIMOS PASOS
NANOREG Il

Intrinsic

- Bio-physical . .
materlliil ir:tell')ac\::iclm Apical toxic effect
properties
Tier 0 Tier 1 Tier 2 Tier 3
Material properties System-dependent properties
hY
> ? >
Water solubility é Use, release and exposure
O Endpoints
) S c o addressed in
Particle g _% Uptak‘e, blOt:le‘tl‘lbUthl‘l short-term
morphology £ E and biopersistence in vivo study
& S (e.g. STIS)
= " " " x
Composition 5 Bio-physical interactions

and cellular effects

J 4 4 2 4

sjulodpus
alnsodxa pue |ea130|01q yDads

Definition of ‘nanomaterial’

Main group 1 N!ain s 2| |Main group 3 Main group 4
Soluble NMs Biopersistent | | passive NMs Active NMs
HAR NMs i
Subgroups -IJ
Grouping, read-across, waiving of active NMs

HORIZ@N J, d

/2‘&6\ Risk assessment




) PROXIMOS PASOS

El amplio abanico de nanomateriales existentes en el mercado
hace que cualquier herramienta de este tipo debe actualizar su
base de datos de clasificacidén en base a los nuevos ensayos en
ejecucion, por lo que deberia actualizarse al menos de manera
bienal.
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) PROXIMOS PASOS

El desarrollo en curso de resultados mas exhaustivos de toxicidad in vitro dentro del
proyecto NANoREG permitira afinar la herramienta de valoracion de la peligrosidad asi
como en la metodologia utilizada.

AnnexinV-THP1 PI- THP1
60.00 60.00
50.00 50.00
2 40,00 2 40.00
[] Q
o (8]
v [J)
_E 30.00 E 30.00
.g g
£ 2000 % 20,00 -
10.00 - 10.00 -
0.00 - 0.00 -
T R T T T T R T S A
RGO F PN P I SIS F TP
FiPePadFsaFgEd § TS TTTISIISS
(10 @ N



> PROXIMOS PASOS

Confirmar las condiciones de ensayo

NM101_3h NM101_24h

80

70 40

60

50 - 30

20 20 M Lysis
M Lysis >

]
20 "
o | o 2 A3 add
0 - o
0 01 03 1 3 10 30

DNA in tail

DNA in tail
w
[wn]

0 01 03 1 3 10 30

ug/cm2 ug/cm2
NM300K 3h NM300K_24h
B 80
80 it
70 - 6o
= 60 5 oo
g %0 < 40
IE - % 30 W Lysis
E 30 M Lysis ] 20 oo
%201 uFPG 10
10 - o
o 0 01 03 1 3 10 30
0o 01 03 1 3 10 30 sgfem2

ug/cm2




) PROXIMOS PASOS

El factor de incertidumbre aplicado a la extrapolacion a dosis de inhalacién humana es
elevado, motivado fundamentalmente por el punto final considerado (IC.,) y las limitaciones
de los ensayos in vitro actuales, debiéndose potenciar las investigaciones tendentes a evaluar
in vitro dosis de toxicidad crdnica (subletales) en modelos mas representativos: epitelio
pulmonar

Cultivo celular Epitelio pulmonar reconstruido
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%) AGRADECIMIENTOS

A common European approach to the
regulatory testing of nanomaterials
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