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1. Obtención de cultivos celulares de animales procedentes de acuicultura 

a. Animales 

Todos los ejemplares de los animales acuícolas empleados en este estudio procedieron de las 
instalaciones del Centro Tecnológico del Cluster de la Acuicultura. 

 Las especies de peces escogidos para llevar a cabo estos estudios fueron lubina “Dicentrarchus labrax” 
(Linnaeus, 1758) y dorada “Sparus aurata” (Linnaeus, 1758) (Fig 1), por ser de las especies con mayor 
relevancia en producción acuícola marina en Europa (Apromar, 2019). 

 

 

 

 

Para los ensayos in vitro en moluscos, se ha escogido la almeja japónica “Ruditapes 
philippinarum” (Adams and Reeve, 1850) (Fig. 2)  

 

Dorada 
(Sparus aurata) 

Lubina 
 (Dicentrarchus labrax) 

Figura 1. Especies de peces empleadas en el proyecto 
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Figura 2. Almeja japónica “Ruditapes philippinarum” (Adams and Reeve, 1850) 

 

b. Obtención de cultivos celulares 

Ensayos preliminares 

Para los ensayos in vitro en peces, se planteó el estudio de dos tejidos diferentes por su potencial 
interés en la bioacumulación: el riñón, por su función en la detoxificación; y el intestino, por su papel 
en el transporte y absorción de alimento, en el cual se van a incluir las nanopartículas metálicas.   

Por ello, primeramente, se realizaron extracciones de células de dos tejidos, intestino y riñón, 
posteriormente, se analizaron las muestras obtenidas. Tras la evaluación de los resultados obtenidos 
se decidió optar por las células de riñón para continuar con los ensayos, al obtenerse un mayor 
rendimiento (mayor número de células por pez), y tratarse de muestras más homogéneas en 
referencia a los tipos de células obtenidos.  

Para llevar a cabo los estudios en moluscos, se propuso analizar células de hemolinfa, manto y 
branquia. Tras pruebas preliminares de obtención de células de los diferentes tejidos celulares, se 
decidió realizar los ensayos en células de branquia, por su mayor rendimiento, homogeneidad e interés 
a la hora de estudiar potencial acumulación de nanopartículas. 

Los protocolos de extracción y purificación celular están basados en los desarrollados por Faucet el 
al. (2004) para moluscos y Fan et al. (2010) para peces. 

 

Protocolo de extracción de células de riñón de pez  

Los peces permanecieron en ayunas las 24h previas al inicio de las pruebas en un tanque con agua de 
mar oxigenada a 18ºC y con Penicilina y Streptomicina a una concentración final de 100 U/L y 100 
mg/L, respectivamente.  

El día mismo en el que se iba a realizar la extracción celular, los peces fueron sacrificados con una 
sobredosis de anestésico (100-150 mg/l de Benzocaína, Aquacen Benzocaína; ó 350-500 mg/l de 
Metanosulfonato de tricaina, Tricaína PharmaQ).  

En una cabina de flujo laminar, una vez desinfectada con etanol al 70% la superficie del pez, y extraído 
el paquete de órganos de la cavidad, se escindió una parte del riñón anterior de 3 peces de 
aproximadamente 1kg de peso, con la ayuda de tijeras y fórceps estériles. 
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Protocolo de extracción de células de branquias de moluscos 

Para la extracción de branquias de almeja, las almejas se dejan durante 3 días en ayunas en un tanque 
con agua de mar a 15ºC y a una concentración final de Penicilina y Streptomicina de 100 U/L y 100 
mg/L, respectivamente. A continuación 25 almejas de unos 4cm de largo se retiraron del tanque y la 
concha fue desinfectada con etanol al 70%. La apertura se realizó mediante el seccionado del 
ligamento y de los músculos abductores (anterior y posterior) con la ayuda de un bisturí. A 
continuación, se procedió a la extracción de las branquias en condiciones de esterilidad en una 
campana de flujo laminar.  

 
Figura 3. Fotografía de las células obtenidas de branquia de almeja, al microscopio óptico, tomada a 400X aumentos. 

Protocolo de disgregación de tejidos y purificación celular  

Para la disgregación de los tejidos, tanto de riñón como de branquia, cada órgano se cortó en pequeños 
pedazos empleando unas tijeras y se introdujeron en un vaso de precipitados conteniendo medio 
Leivobitz-15 (L-15) con 10 unidades/mL de heparina y 2% de suero fetal bovino (FBS). En este medio 
se fueron recogiendo todos los pedazos de riñón, que posteriormente se pasaron por un disgregador 
celular (con una malla de 100 µm de diámetro de poro) empleando un pistilo. Las células sueltas fueron 
recogidas en otro recipiente, en hielo. Del mismo modo que el procedimiento anterior, todo este 
proceso se realiza en una campana de flujo laminar y empleando material estéril.  

Finalmente, para la separación o purificación celular, se emplearon tubos Falcon de 15mL conteniendo 
un gradiente de Percoll, en el que se añadieron las células cuidadosamente, gota a gota.  Las células se 
separaron por centrifugación (a 3000g durante 5 min) a 4ºC, y se retiró la banda conteniendo las células 
de interés en cada caso con la ayuda de una pipeta Pasteur. En el caso de riñón de los peces, células 
blancas, mayoritariamente leucocitos; y en el caso de almeja, células sanguíneas y mucosas. Las células 
recogidas se transfirieron a otro tubo y se lavaron un par de veces más por centrifugación (a 1500g 
durante 5 min), añadiendo más medio L-15 conteniendo un 2% de FBS y en frío.  
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Figura 4.  Esquema del proceso de purificación de las células de riñón e imágenes al microscopio óptico de los cultivos 
celulares obtenidos (Imágenes tomadas a 400X, zoom sobre la misma imagen, en las magnificaciones). 

 

 

Para terminar, las células se resuspendieron en L-15 con un 2% de FBS y 1% de Penicilina/Streptomicina 
(Thermofisher, 10.000UI/ml de penicilina, 10.000 µg/ml de Streptomicina) a la concentración celular 
deseada (4-8. 106 c/ml), empleando una cámara Neubauer para el recuento celular y se depositaron 
en placas multipocillo para realizar las diferentes exposiciones con los distintos tipos partículas y 
concentraciones de estas. Para el caso de las células de riñón, con la finalidad de eliminar posibles 
macrófagos en la muestra que puedan englobar de forma activa las nanopartículas afectando a los 
resultados finales de bioacumulación, se añadió un paso extra: tras dejar las células pegar durante un 
día para que se adhieran los macrófagos y poder retirarlos del medio, las células no adheridas se 
transfirieron a otra placa para realizar los ensayos (1 ml de cultivo/pocillo) (Figura 3).  

 

Viabilidad celular 

La viabilidad celular se analizó mediante el método del MTT (tetrazolium salt (2-(4,5-dimethyl-2-
thiazolyl)-3,5-diphe-nyl-2H-tetrazolium bromide) para asegurar que los cultivos celulares están en 
buenas condiciones durante los días posteriores, para llevar a cabo los ensayos de bioacumulación.  

 

Cultivo celular 

El cultivo de las células se ajustó a una concentración de 4.106 cel/ml. El medio de cultivo empleado 
fue L15 sin rojo fenol suplementado con un 5-10%FBS (v/v) y 1% de Penicilina/Streptomicina 
(Thermofisher, 10.000UI/ml de penicilina, 10.000 µg/ml de Streptomicina) a 19ºC.  
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2. Toxicidad celular frente a nanopartículas 

a. Nanopartículas 

Las nanopartículas usadas en estos estudios fueron suministradas y previamente caracterizas por 
International Iberian Nanotechnology Laboratory (INL).  

A continuación, se describen las soluciones stock de las diferentes nanopartículas empleadas en los 
ensayos de toxicidad: 

• Nanoparículas de Oxido de Titanium (TiO2Np): 
a. TiO2-P25 Stock (Ratio TiO2: citrato 1:0.8 wt)  [TiO2] = 13.3 g/L, [citrato] = 10.6 g/L 
b. TiO2-5nm Stock (Ratio TiO2: citrato 1:1.5 wt)  [TiO2] = 13.3 g/L, [citrato] = 20 g/L 
c. TiO2-45nm Stock (Ratio TiO2: citrato 1:1.5 wt)  [TiO2] = 15.5 g/L, [citrato] = 23.3 g/L 
d. Sodium citrate Stock  [citrato] = 20 g/L 

 
• Nanoparículas de Ag (AgNp): 

a. PVP-Ag 15nm stock (Ratio Ag:PVP 1:3 wt) a [Ag] = 6.2 g/L, [PVP] = 18.6 g/L. 
b. PVP-Ag 100 nm stock (Ratio Ag:PVP 1:3 wt) a [Ag] = 4.83 g/L, [PVP] = 14.49 g/L.         
c. PVP stock a [PVP] = 30 g/L 

 

Las concentraciones de NPs evaluadas en los cultivos celulares de almejas y lubinas fueron los 
mismos excepto para los análisis de Molecular y SP-ICP-MS en lubinas, que fueron 50 y 100 µg/ml 
(Tabla 1). 

Tabla 1.Concentraciones de Nanopartículas escogidos para los estudios de toxicidad celular en almeja y lubina para cada 
tipo de análisis realizado (MO=microscopía óptica; ME=Microscopía electrónica; Molecular (Análisis proteómico); LA-ICP-
MS= Espectrometría de masas de plasma de acoplamiento inductivo por ablación con láser; SP-ICP-MS= espectrometría de 
masas con plasma de acoplamiento inductivo de una sola partícula 

 Nanopartículas MO, ME y LA-ICP-MS Molecular y SP-ICP-MS 
TiO2   1, 5, 50 y 100 µg/ml 50 y 100 µg/ml 
Ag  1, 5, 25 y 50 µg/ml 5 y 50 µg/ml almeja 

50 y 100 µg/ml lubinas 
 

b. Ensayos de toxicidad celular  

Antes de empezar los estudios toxicidad celular fue necesario redispersar las Nanopartículas. Para ello 
las nanopartículas de TiO2 fueron sonicadas (10 min, 50% amplitud, pulso 15 on/ 10 off) a su llegada 
al CETGA y agitadas en vortex justo antes de usar. Las nanopartículas de Ag tan sólo fue necesario 
redispersadas mediante agitación en un vortex justo antes de usar. 

Como control se usaron los estabilizantes de cada nanopartícula: PVP en el caso de Nps de Plata; y 
Citrato para Nps de TiO2. 

Las diluciones de cada stock de Nanopartículas se realizaron con el medio de cultivo de las células. Las 
diluciones fueron calculadas para que la concentración deseada de Nanopartículas en el pocillo se 
consiga tras añadir 1 ml de la dilución al cultivo celular. 

Los ensayos de toxicidad celular fueron realizados en placas de cultivo de 6 pocillos para las muestras 
de SP-ICP-MS y Molecular; y en placas de 24 pocillos para las muestras de microscopía y LA-ICP-MS  
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Tanto las diluciones de las Nanopartículas como su incorporación a los cultivos celulares se realizaron 
en condiciones de esterilidad en una cabina de flujo laminar tipo II.  

Las células fueron expuestas durante 24h a los diferentes tipos de partículas (Tio2 o Ag). Tras la 
exposición a las partículas, las células fueron recogidas y procesadas de diferentes formas según el tipo 
de análisis al que iban a ser sometidas. 

 

c. Protocolos de tratamiento de células previos a su análisis. 

Microscopía electrónica (ME) y LA-ICP-MS (n=2; 2 ml/pocillo)  

Los estudios de toxicidad celular para su análisis por microscopía electrónica óptica fueron realizados 
en placas de 24 pocillos que contenían 1 ml de las células purificadas. Cada concentración de 
nanopartículas fue estudiada por duplicado. Independientemente del tipo de nanopartícula, tras la 
exposición de las células durante 24h a las diferentes concentraciones de nanopartículas (Tabla 1), las 
células fueron resuspendidas y transferidas a tubos de 2 ml. A continuación, fueron centrifugadas a 
320g durante 5 min y el sobrenadante fue descartado con sumo cuidado para evitar la resuspensión 
de las células.  Seguidamente, se añadieron 500µL de Fijador Karnovski gota a gota también para evitar 
la resuspensión celular. Transcurridas 24h a 4ºC se sustituyó el fijador por Na cacodilate 0,1M. Este 
proceso fue repetido con el fin de eliminar el fijador por completo. Finalmente, las muestras fueron 
almacenadas a 4ºC hasta su envío al INL para continuar su procesado por Microscopía electrónica y al 
Dept. de Química Analítica, Nutrición y Bromatología de la Universidad de Santiago de Compostela 
para su análisis por LA-ICP-MS. 

 

Microscopía óptica (MO) (n=2; 2 ml/pocillo)  

Para los estudios de microscopía óptica se emplearon placas de 24 pocillos que contenían 1 ml de las 
células purificadas. En cada pocillo con el cultivo celular, se añadió 1 ml de una dilución de 
nanopartículas para que la concentración de nanopartículas resultante fuera la deseada (Tabla 1). Los 
ensayos fueron realizados por duplicado. 

Tras la exposición de las células durante 24h a las diferentes concentraciones de nanopartículas, las 
células fueron resuspendidas y transferidas a tubos de 2 ml. A continuación, fueron centrifugadas a 
320 g durante 5 min. El sobrenadante fue descartado cuidadosamente para evitar la ruptura de la capa 
celular, y también con mucho cuidado se añadieron 500µL de Formol al 10%. Transcurridas 24h a 
temperatura ambiente el formol fue sustituido por Etanol al 70%. Las muestras fueron almacenadas a 
temperatura ambiente hasta su envío al INL para continuar su procesado. 

 

SP-ICP-MS (Single cell Analysis) (n=2; 4 ml/pocillo) 

Los ensayos de toxicidad celular para su análisis por Single cell fueron realizados en placas de 6 
pocillos. A cada placa con 1 ml de cultivo celular se le añadieron 3 ml de las diluciones de las 
nanopartículas.  Cada concentración de nanopartículas fue evaluada por duplicado. Tras 24h de 
exposición, las células expuestas a las diferentes concentraciones de nanopartículas fueron 
transferidas a tubos de 15 ml. Tras centrifugar las células a 1500 g durante 10 min se retiró el 
sobrenadante. En cada tubo se añadió 1 ml de medio de congelación para preservar su integridad de 
las células durante la congelación. El medio de congelación empleado fue una mezcla de Medio 
Leibovitz  (L15)  con 20% de Suero Fetal Bovino (FBS) y 10% DMSO. Las células fueron congeladas a -
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20ºC y hasta su envío al Dept. de Química Analítica, Nutrición y Bromatología de la Universidad de 
Santiago de Compostela. 

 

Transcriptómica (RNAlater) (n=3; 4 ml/pocillo) 

Los ensayos de toxicidad celular para el análisis a nivel de la expresión Transcriptómica fueron 
realizados en placas de 6 pocillos. A cada pocillo con 1 ml de cultivo celular se le añadieron 3 ml de las 
diluciones de las nanopartículas. Cada concentración de nanopartículas evaluada por triplicado.  Al 
finalizar los bioensayos los 4ml de medio de células con las nanopartículas de cada pocillo fueron 
distribuidos en 2 tubos de 2 ml (libres de RNasa) y centrifugadas a 1500 rpm durante 5-10 min. Después 
de la centrifugación, se desechó la mayor cantidad posible de sobrenadante y se agregó poco a poco 
1 ml de PBS frío con el que se volvieron a resuspender las células que fueron transferidas a un único 
tubo.  Las muestras fueron centrifugadas nuevamente a 1500 rpm durante 5-10 min. Tras descartar el 
sobrenadante se añadieron 5 volúmenes de RNAlater®. Los tubos fueron almacenados toda la noche 
a 4ºC y a continuación, almacenados congelados a -80ºC hasta su envío al CIIMAR para su análisis. 

 

Proteómicas (n=3; 4 ml/pocillo) 

Los ensayos de toxicidad celular para el análisis a nivel de Proteómica fueron realizados en placas de 6 
pocillos. A cada pocillo con 1 ml de cultivo celular se le añadieron 3 ml de las diluciones de las 
nanopartículas. Cada concentración de nanopartículas evaluada por triplicado. Tras 24 h, los 4 ml de 
cada muestra de células con nanopartículas fueron distribuidas en tubos de 15 ml. Después de la 
centrifugación, descartar el sobrenadante y resuspender el sedimento en PBS (preferentemente frío). 
Centrifugar de nuevo las células en PBS a 1500 rpm durante 5 min, eliminar la mayor cantidad posible 
de sobrenadante y congelar inmediatamente los tubos en nitrógeno líquido (o almacenar 
inmediatamente a -80ºC cuando no se disponga de nitrógeno líquido) hasta su envío al CIIMAR para 
su análisis. 
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1. Methods 

a. Biological Models 

All the specimens of the aquaculture animals used in this study came from the facilities of the 
Technological Center of the Aquaculture Cluster. The fish species chosen to carry out these studies 
were sea bream Sparus aurata, as it is one of the most relevant species in marine aquaculture 
production in Europe, and the Japanese clam Ruditapes philippinarum. We also used Danio rerio 
embryos to assess other toxicological end-points of NPs, as well as trout liver cells RTL-W1. 

b. Animal tests 

Rudipates philippinarum and Sparus aurata 

Animals were maintained in controlled conditions in tanks (40 clams/tank and 100 fish/tank) with open 
circulation. Sea bream were about 10-20g. Clams were exposed to TiO2-45nm NPs at 1 mg/L once a 
week, together with food. Fish were also exposed to TiO2-45nm and 1,5 mg/t with food. After 14 days 
of exposure, animals were sacrificed and kidney, livr and hepatopáncreas tissues dissected and stored 
at -80ºC. 

Zebrafish 

Nile Red Assay: The effect of TiO2 NPs in lipidic biomolecules in zebrafish larvae was analysed with the 
Nile Red assay. Nile Red is a fluorescent dye that is able to enter the cell and accumulate in the non-
polar region of the cell. The emission spectrum of the Nile red is in the higher red wavelengths (~630 
nm) (Greenspan & Fowler, 1985). Therefore, this assay allowed us to tag, image and quantify regional 
adiposity by fluorescence microscope. Moreover, the use of zebrafish permits imaging of adipose 
tissues with the physiological intactness of a living organism. Due to this, this assay has the potential 
to investigate environmental and genetic factors that standardise the regional deposition of adipose 
tissue and disease susceptibility, such as intestinal pathologies. 

Developmental assay: The developmental assay involved the measure of five different parameters in 
zebrafish embryos. We studied the potential teratogenicity of both TiO2 NPs and their respective 
coatings, registering the mortality, hatching rate and morphology (malformations) daily, while the 
length and heartbeat of the zebrafish embryos were measured at the end of the trial (96 hpf). 
Following the OECD 236 guideline (OECD/OCDE 2, 2013), those embryos were exposed from 2 hpf to 
96 hpf to TiO2 NPs (5, 50 and 200 mg/L). Additionally, the embryos were also exposed to the coatings 
alone and compared with the E3 medium, as a negative control. 

 

MTT assay (RTL-W1 cells) 

Measurement of the brightness of formazan crystals under 570 nm length light was proposed for 
assessing TiO2 NPs and their coatings cytotoxicity in rainbow trout liver cells. MTT assay has been 
applied to measure the viability of rainbow trout liver cells, by exposing the RTL-W1 cell line for 48h to 
7 TiO2 NPs dilutions (1:2) and the respective coatings alone. RTL-W1 cell line was kindly gifted by 
Professor Eduardo Rocha (ICBAS -Institute of Biomedical Sciences Abel Salazar, Porto, Portugal). 

 

c. Proteomics 
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Sample preparation: tissue samples (liver and hepatopáncreas from clams and liver and kidney from 
seabream) were defrosted in a box with ice and incubated in SDT buffer (0.5 g fresh weight/mL). 
Protein samples were processed by The FASP method, described by Wiśniewski et al. (2009). Briefly, 
protein samples were processed in filter units (30 kDa MWCO, MRCF0R030, Merck, Tullagreen, 
Ireland). Protein digestión was carried out in the filter units with trypsin proteomics grade (CAT 
#3708985001, Roche, Mannheim, Germany) at a 1:100 enzyme-to-protein ratio in 0.05 M ammonium 
bicarbonate. Peptides were recovered by centrifugation and and acidified with 5 μL of formic acid 
(0.1% v/v). Peptides were purified with C18 columns (C18 UptiTip™ CAT# BI5280, Glygen, Interchim 
Innovations,  Montluçon, France) and then analysed by mass spectrometry. 

Mass spectrometry: The LC–MS/MS was carried out using a nano-LC coupled to Q Exactive HF Hybrid 
Quadrupole-Orbitrap Mass Spectrometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Peptides were 
separated by reverse-phase chromatography using an EASY nLC 1200 system (Thermo Scientific). The 
instrument was operated in positive polarity in a data-dependent mode. Full scans were performed at 
120,000 resolutions at a range of 380– 1400 m/z. The top 15 most intense multiple charged ions were 
isolated (1.2 m/z isolation window) and fragmented at a resolution of 30,000 with a dynamic exclusion 
of 30.0 s. Sequest was set up to search S. aurata and M. galloprovincialis proteins against the S. aurata 
genome and a custom database integrating M. galloprovincialis transcriptome (46,791 sequences) and 
sequences from the taxa Mollusca retrieved from Universal Protein knowledgebase (UniProt) (335,844 
sequences accessed 24 July 2020). 

 

2. Results and discussion 

 

a. Comparison of Sample Preparation Methods for Shotgun Proteomic Studies in 
Aquaculture Species. Source: https://doi.org/10.3390/proteomes9040046 

Large-scale proteomics has been providing new information for fundamental biology, and in 
several related sciences such as toxicology, animal physiology and pathology, food safety, 
and aquaculture. More methodological studies are needed to improve the quality of 
proteomics studies. 

This work aims to compare three sample preparation methods for shotgun LC–MS/MS 
proteomics using tissues of two aquaculture species: liver of turbot Scophthalmus maximus 
and hepatopancreas of Mediterranean mussel Mytilus galloprovincialis.  

 

        

S. maximus  M. galloprovincialis 
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Fig. 1. Venn diagrams reporting the total number of shared and unique peptides (A) and proteins 
(B) identified using the FASP, S-TRAP, and SP3 methods. 

 

Subsequent functional analysis revealed a large number of Gene Ontology (GO) terms in 
turbot liver proteins (nearly 300 GO terms, Table 1), while fewer GOs were found in mussel 
proteins (nearly 150 GO terms for FASP and S-Trap and 107 for SP3, Table 2). This result may 
reflect the poor annotation of the genomic information in this specific group of animals. 

 

 

 

 

 

b. Proteomic alterations induced by TiO2 and Ag NPs to Aquaculture Species. Campos et 
al., under preparation 

 

Sea bream Sparus aurata and Japanese carpet shell Rudipates philippinarum are among the highly 
prized and consumed saltwater species. The increasing use of nanoparticles (NPs) is leading to their 
increase presence in aquatic ecosystems. The safety of TiO2 45 nm needs to be studied. 

This work intends to study the effects of TiO2-45nm to aquaculture species at proteomic level. 
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Ruditapes philippinarum proteomics 

  
  
Sparus aurata proteomics 

 
 

Figure 2. Venn diagrams reporting the total number of shared and unique proteins identified in tissues 
of Ruditapes philippinarum and Sparus aurata control animals and animals exposed to 45 nm TiO2 NPs. 

 

c. In vivo and in vitro study of Toxicological Effects of Different Titanium Dioxide 
Nanoparticle Coatings using Zebrafish Embryos and Trout Cell Line. Source: Bigorra-
Ferré E., 2022. MSc Thesis 

 

The functionalization of nanoparticles (NPs) involves the conjugation of molecules - called coatings, on 
the surface of the particles. This process stabilizes them, decreasing the coagulation and inducing a 
homogeneous dispersion. As a result, their properties improve or even change and enhance 
performance, in order to take advantage of their full potential for a wide range of applications. Silane-
EDTA and sodium-citrate are among the two most common coatings used for the functionalization of 
NPs. They supply surface charge and hydrophilicity, providing colloidal stability. Understanding the 
potential cytotoxic effect of NPs and their coatings to the liver is essential. In vitro and in vivo assays 
are, therefore, two complementary approaches to achieving a comprehensive understanding of the 
toxicological effects of NPs and the contribution of their coatings to such toxicity. 

The aim of this project was to study the contribution of coatings to 45 nm TiO2 NPs toxicity in 
freshwater aquatic organisms. 

 

Zebrafish embryos 
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Nile red did not reveal a significant effect of the stressors in these conditions on lipid content 
of zebrafish larvae.   

 

Fig. 1. Percentage of mean fluorescence intensity (MFI) for each exposure compared with negative 
control E3. 

 

The hatching rate (at 48 hpf) and the total length (96 hpf) of zebrafish were not significantly 
different between the exposure groups and control (p>0.05). A number of malformations 
were observed, including scoliosis, curved tail, yolk sac and pericardial edema, however 
there were no significant differences between the exposure groups and control (p>0.05). 

 

 

 

Fig. 2. Hatching rate, malformations and total length of Zebrafish embryo exposed to TiO2 NPs and 
two different coatings. 

 
Trout cell lines 
The viability of the rainbow trout liver cells (RTL-W1) was studied after exposure to TiO2 NPs 
and two different coatings. The viability of each stressor group was analysed compared to 
H2O control and the result was that none of the group stressors affects the viability in any 
conditions studied (p>0.05). 
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Fig. 3. Viability of rainbow trout cells after exposure TiO2 NPs and two coatings. 

 
Conclusions 
There was an apparent absence of effects of 45 nm TiO2 NPs and the two coatings studied on 
lipid content of zebrafish embryo; however, an additional analysis should be made to assure 
there are no effects at the molecular level which can be detrimental in later stages of fish 
development. 

The exposition to 45 nm TiO2 NPs and their respective coatings, in the studied conditions, 
exhibit no significant alterations in hatching rate, body length and heartbeat on zebrafish 
embryo. Furthermore, there were no significant presence of malformations and neither 
deaths. 

No cytotoxicity of TiO2 NPs nor their coatings on rainbow trout liver cell lines (RTL-W1) in the 
conditions tested. 

More research is required using different sized TiO2 NPs to understand the contribution of 
their coatings to its toxicity (or safety). 
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1. Obtención de cultivos celulares de animales procedentes de acuicultura 

a. Animales 

Las doradas (Sparus aurata) permanecerán en ayunas un día antes de proceder con la prueba. Los 
peces son sacrificados con una sobredosis de anestésico. A continuación, se extrae el riñón en 
condiciones de esterilidad en una cabina de flujo laminar tipo II.  

 

 

Figura 1. Doradas 

b. Obtención de cultivos celulares 

Las células de riñón son disgregadas y mediante un gradiente de Percoll se recogen las células de 
interés, descartando las impurezas y células no viables. Con una cámara de Neubauer se realiza el 
recuento de células totales/viables.  
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Figura 2. Gradiente de Percoll 

Tras el recuento de las células se ajustan a la concentración deseada y se distribuyen en los pocillos. 
Las células serán cultivadas en L-15 sin rojo fenol, conteniendo un 10% of FBS y  antibioticos 
(penicilina/estreptomicina) 

 

 Proteomic 
Plate Type 6 well 
Culture cell volume (mL) 3 
Cell concentration/well (Cell/ml) >3,00E+05 
Np volume (mL) 1 
Replicate Number 3 
Final volume (ml) 4 

 

c. Nanopartículas 

Las nanopartículas suministradas serán redispersadas. Para ello las Nps de TiO2 serán sonicadas (10 
min, 50% amplitud, pulso 15 on/ 10 off) a su llegada al CETGA y agitadas en vortex antes de usar. Las 
Nps de Ag serán redispersadas mediante agitación en un vortex antes de usar. 

Como control se usarán los estabilizantes de cada Nps: PVP en el caso de Nps de Plata; y Citrato para 
Nps de TiO2. Además, se incluirán Controles absolutos de células sin ningún otro componente. 

Las diluciones de cada stock de Nps se realizarán con el medio de cultivo de las células. Las diluciones 
son calculadas para que la concentración deseada de Nps en el pocillo se consiga tras añadir 1 ml de 
la dilución al cultivo celular. Transcurridas 24 h de la extracción de las células son expuestas a las 
diferentes Nps durante otras 24 h. Transcurrido este tiempo son recogidas y procesadas. 
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Figura 3. Placas de cultivo con células y Nps 

 

d. Tratamiento de muestras para Proteómica 

Tras exponer las células durante 24 h a las Nps, el contenido de cada pocillo (4 ml) será distribuido en 
2 tubos eppendorf de 2ml, y centrifugados a 1500 rpm durante 5 min (a aprox. 4ºC). 

Tras la centrifugación el sobrenadante será descartado y el pellet resuspendido con 0.5 ml de PBS 
(preferiblemente frío) y las células serán transferidas a un único tubo. Nuevamente se centrifugarán a 
1500 rpm durante 5 min (a aprox 4ºC), y se retirará todo el sobrenadante posible. Inmediatamente los 
tubos serán introducidos en nieve carbónica. Finalizado el ensayo se almacenarán a -80ºC hasta su 
envío a la USC en nieve carbónica. 

 

2. Información de las muestras 

Datos 
Especie: Dorada 
Células: Riñón 
Concentración celular: 3.696.000 cél/pocillo ó cél/vial. 
 

Tipo Nanopartículas TiO2-P25 Ag-100 nm 
Concentraciones de Nps 5 y 25  5 y 25 µg/ml 
Estabilizante Citrato (Cit) PVP 
Número de répilicas 3  3 

Códigos: 
Controles 

D-CC-A D-CC-B Ag-CC-C 

D-PVP-A D-PVP-B Ag-PVP-C 

D-Cit-A D-Cit-B D-Cit-C 

D-CC= control sin estabilizante; D-PVP=control con estabilizante de AgNps; D-Cit=control con estabilizante de Np de TiO2 
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AgNps 

D-Ag-5-A D-Ag-5-B D-Ag-5-C 

D-Ag-25-A D-Ag-25-B D-Ag-25-C 

 

TiO2Nps 

Ti-5-A Ti-5-B Ti-5-C 

Ti-25-A Ti-25-B Ti-25-C 

 

3. Resultados proteómica 

Tras la obtención de resultados por el equipo de proteómica se realizan principalemte dos 
tipos de análisis: 

• Análisis DDA (Análisis CUALITATIVO), da una lista de todas las proteínas identificadas con un 
margen de error, que lo general nos interesa hasta un 1% y nos permite ver la desviación de 
unas muestras frente a otras. Esto es de interés porque se puede comparar las muestras de 
nanopartículas vs los controles y ver la diferencia entre la expresión de proteínas. 

• Análisis SWATH (Análisis Cuantitativo). 

 

A continuación y en más detalle. 

Análisis DDA (Análisis CUALITATIVO)  

Los archib os del análisis DDA nos permiten ver las proteínas identificadas en la muestra. En nuestro 
caso y siguiendo los protocolos establecidos en el campo, nos interesa estudiar aquellas identificadas 
con menos de un 1% de error.  

 

El análisis genera una serie de archivos con la lista de proteínas para cada muestra. Analizando los 
resultados y tratando cada muestra en una base de datos se nos permite identificar y comparar la 
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expresión de las proteínas y su función molecular en cada muestra, ya sea el control o las muestras 
con NPs. Esta lista de proteínas se compara en la base de datos https://www.uniprot.org/, en nuestro 
caso y como estamos trabajando con Dorada, buscamos la sparus aurate. 

De esta manera y empleando software libre (FunRich) podemos ver como ejemplo a continuación que 
es posible generar diagramas donde se representan las funciones moleculares en el Control (CC), con 
NPs de plata de 5 y 25nm, y en los tres casos la expresión es diferente. 

 

 

Ilustración 1 Muestra Control 

 

 

Ilustración 2 Muestra con AgNPs de 5nm 

https://www.uniprot.org/
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Ilustración 3 Muestras AgNPs de 25nm 

Mayoritariamente, lo que se observa es un incremento de las funciones moleculares asociadas al estrés 
oxidativo, lo que concuerda con una especie de respuesta inmune bien para eliminar esas 
nanopartículas, bien en relación al efecto antibiótico que posee la propia plata. 

Estos resultados son preliminares, y si bien se observa un cambio evidente, desde el consorcio 
Acuinano, se ha decidido hacer un estudio más exhaustivo contando con expertos en proteómica que 
se realizará y seguirá incluso tras la finalización del proyecto en visto de los resultados obtenidos que 
son de mucho interés para el sector piscícola. 

 

Análisis SWATH (Análisis Quantitativo). 

Este análisis nos permite hacer un estudio exhaustivo de todas las proteínas presentes y a mayores ya 
nos permite la comparación de muestras por pares. Uno de los parámetros de interés es la visualización 
del valor de “Fold Change”, que si es mayor que 1 (>1), quiere decir que esas proteínas están 
aumentadas en la 1ª condición (primera muestra a comparar) y disminuida en la 2ª (segunda muestra 
a comparar). Por condición entendemos el parámetro experimental, en nuestro caso la concentración. 
Por ejemplo, para el archivo 5_Ag to 25_Ag, un fold change de 10, quiere decir que en la muestra de 
5ug/L, esa proteina está 10 veces más presente que para la muestra con 25ug/L. 

Si el valor de fold change es menor que 1 (<1), quiere decir que esas proteínas, están disminuidas en 
la 1ª condición (la menos concentrada) y aumentadas en la 2ª condición (la más concentrada). Para 
calcular cuantas veces está aumentada en la 2ª hay que calcular la inversa del fold change para las <1. 

Con el análisis cuantitativo, ya podemos realizar por ejemplo estudios representados por Volcan plot 
para ver la distribución de las proteínas sobreexpresadas por muestra cómo se observa a continuación: 
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En el gráfico CC to PVP, lo que se está comparando es la sobreexpresión de proteínas de la muestra de 
control frente al control con PVP (que es la molécula que recubre las NPs de plata) y es notable 
mencionar que el número de proteínas sobreexpresadas es inferior a la decena. En cambio, cuando 
observamos la comparación de las muestras de control frente a las NPs de plata o entre las propias 
nanopartículas, la sobreexpresión de proteínas es mucho más acuciada, lo mismo ocurre para las 
muestras con titanio, lo que demuestra que la presencia de nanopartículas en el organismo si que 
afecta de alguna forma al proceso biológico de la dorada. 

Los resultados son de mucho interés para el sector de la acuicultura y se seguirá trabajando para 
profundizar en estos resultados y en aplicar lo aprendido a otras especias, por otro lado, no causa 
ninguna preocupación al sector, puesto que los estudios de biodisponibilidad y bioacumulación 
demuestran que la acumulación de nanopartículas en los tejidos de consumo es prácticamente nula 
tras ser las especies expuestas a cantidades de NPs que no se encuentran en el medio natural. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
Desarrollo de un método para 

estudiar la internalización de NPs de 
TiO2 y Ag en células individuales 

- Acción 1 – Entregable Adicional - 
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Introducción 
 
El objetivo de este informe es recopilar toda la información obtenida en relación con el 
desarrollo y aplicación de un método para el estudio de la internalización de nanopartículas 
de TiO2 y Ag en células de las especies de peces y moluscos seleccionadas, de gran interés en 
acuicultura. 
 
El CETGA ha realizado los ensayos in-vitro a diferentes concentraciones y tiempos de 
exposición con las especies objeto de este estudio [lubina (Dicentrarchus labrax), y almeja 
japónica (Ruditapes philippinarum)]. La USC, por su parte, ha trabajado en la optimización de 
las condiciones de trabajo para el método que hace uso de la instrumentación single cell -
inductively coupled plasma – mass spectrometry (SC-ICP-MS) y la posterior aplicación a 
muestras celulares procedentes de ensayos in-vitro con NPs de TiO2 y Ag. 
 
Con el objeto de cuantificar metales en células individuales a niveles de detección muy bajos 
(attogramos por célula) se utiliza la técnica SC-ICP-MS, la cual, permite analizar estas células 
muy cerca de su estado nativo. De esta forma, se puede evaluar la internalización de 
nanopartículas como paso previo a estudios de bioacumulación, tanto de Ag como Ti. 
Parámetros como el dwell time, la concentración celular y lavados a través de procesos de 
centrifugación, fueron estudiados, con la finalidad de evitar coincidencias entre picos 
celulares, reducir la señal del background o la presencia de diversas interferencias. 
 
Las potenciales interferencias isobáricas presentes en la muestras celulares para el caso del 
titanio, requieren del empleo de un método especial, previamente desarrollado, usando 
amoníaco como gas de reacción y Ti (NH)(NH3) como ión producto para cuantificar Ti. 
 
 
Condiciones empleadas en SC-ICP-MS 
 
El proceso de optimización concluyó estableciendo como condiciones óptimas para Ag, un 
dwell time de 50 µs, un lavado a través de un proceso de centrifugación (4ᵒC, 300RCF, 5 min, 
con resuspensión del pellet en 1% PBS). Por su parte la concentración celular es fuertemente 
dependiente de factores como la especie estudiada o el tamaño de nanopartículas expuestas, 
entre otros. 
 
Por su parte para el Titanio, la condiciones óptimas son el empleo de un dwell time de 100 µs, 
1.0 mL min-1 de amoníaco como gas de reacción, un único lavado en las mismas condiciones 
de centrifugación que la plata y por último, con las mismas consideraciones en cuanto a la 
concentración celular. 
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Resultados obtenidos para Ag 
 
Se obtuvo como límite de detección 5.0 ± 1.6 attogramos por célula. Las lubinas internalizan 
mayor cantidad de nanopartículas que las almejas, con unas diferencias bastante evidentes. 
Por otra parte, en los ensayos in-vitro con nanopartículas de Ag de 100nm, se observaron 
valores de masa de Ag media por célula mayores en comparación con los realizados con 
nanopartículas de un tamaño de 15nm. Elevados factores de dilución fueron requeridos  para 
evitar una saturación del instrumento. La concentración de metal disuelto obtenida fue 
bastante baja, por tanto no se produjeron procesos de ionización de las nanopartículas de Ag. 
 
 
Resultados obtenidos para Ti 
 
Se obtuvo como límite de detección 95.3 ± 11.2 attogramos por célula. Únicamente los 
resultados procedentes de los ensayos con nanopartículas de TiO2 de 45nm se encuentran por 
encima del límite de detección. En ambas especies se observa una masa media de Ti por célula 
cerca del límite superior de la técnica (50.000 attogramos/célula). Solamente las 
nanopartículas de menor tamaño (5 nm) reflejaron valores de masa media por célula de Ti 
inferiores. Las concentraciones de exposición en general fueron muy elevadas. La 
concentración de metal disuelto obtenida para Ti es baja, pero superior con respecto a los 
ensayos con nanopartículas de plata. 
 
 
Resultados: número de nanopartículas internalizadas por célula 
 
Se realizó un estudio teórico de internalización teniendo en cuenta la densidad, la fracción en 
masa, el diámetro y la forma esférica de las nanopartículas estudiadas. La estimación del 
número de nanopartículas en cada célula es confiable, solamente en el caso de las 
nanopartículas de plata de 100 nm. El resto de nanopartículas se encuentran muy próximas al 
límite de detección o bien por debajo de este. 
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