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RESUMEN

El diéxido de titanio en forma de nanoparticulas (TiO, NPs), es uno de los nanomateriales
mas producidos a nivel mundial. El ser humano est4 expuesto a este nanomaterial por via oral
(alimentos), dérmica (productos cosméticos) e inhalatoria (ambientes ocupacionales). El Instituto
Nacional de Seguridad y Salud Ocupacional ha clasificado al TiO, como potencial carcinbgeno
ocupacional y a la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer lo clasifico en el grupo 2B,
como un posible carcin6geno para humanos cuando se est4d expuesto por via inhalatoria.
Recientemente se ha sintetizado el TiO, en forma de nanocintas (TiO,-C) que aparentemente
induce toxicidad similar a la de los asbestos, pero aun faltan estudios que describan la toxicidad del
TiO,-C. El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de células epitelio-pulmonares (A549)
expuestas a TiO,-C para internalizarlo, evaluar cambios en el tamafio celular, granularidad,

viabilidad celular, produccion de 6xido nitrico, citocinas inflamatorias y cambios en el ciclo celular.

El TiO,-C fue sintetizado mediante un proceso hidrotérmico y posteriormente las células A549
fueron expuestas a 1, 5y 10 pg/cm? durante 7 dias. El TiO,-C se recubrié con el colorante Rojo de
Alizarina S (ARS) y se evalud por microscopia confocal la capacidad de las células para internalizar
el TiO,-C, ademés se realizé una citometria de flujo con el mismo fin y para observar cambios en la
morfologia celular. La viabilidad celular se cuantific6 mediante el ensayo de MTT realizando una
curva con concentraciones de 1 a 200 ug/cm’y la produccion de citocinas se cuantificd en los
sobrenadantes del cultivo celular a los 4 y 7 dias de exposicion mediante el equipo MAGPIX, que se
fundamenta en pruebas de ELISA. La produccion los nitritos y nitratos (NOy) se cuantificé por la
reaccion de Griess, como indicador de la produccién de 6xido nitrico (NO). Finalmente, se evalué el

progreso del ciclo celular por citometria de flujo.

La sintesis de NPs dio como resultado TiO,-C, y al ser marcado con el colorante ARS, observamos
que las células A549 internalizaron el TiO,-C y lo distribuyeron en el citoplasma, lo cual se asoci6 a
cambios morfolégicos como disminucion en el tamafio celular y aumento en la granularidad. La
viabilidad celular disminuy6 en células expuestas desde 10 pg/cm®y hasta 200 pg/cm?, pero no
disminuyé cuando se expusieron a 1y 5 pug/cm? de TiO,-C. Adicionalmente, las células produjeron
mas NO, a los 7 dias de exposicién, a diferencia de las citocinas, las cuales pese aumentar en el
dia 4 de exposicion, disminuyeron en el dia 7 con la exposicion a 10 ug/cm?. La exposicién a TiO,-C
indujo acumulacion de células en la fase G2/M del ciclo celular y ademas hubo disminucion en el

porcentaje de células en las fases G1y S.

Las células A549 fueron capaces de internalizar el TiO,-C y distribuirlo en el citoplasma, ademas

dicha internalizacion indujo disminucién en el tamafio celular y aumento en la granularidad. Por otro
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lado, la viabilidad celular disminuy6 cuando las células fueron expuestas a 10 pg/cm? de TiO,-C
durante 7 dias. También, las células aumentaron la produccion de NO, al dia 7 de exposicion, y las
citocinas aumentaron en el dia 4 de exposicién, por lo contrario, a los 7 dias de exposicion bajo la
produccion de citocinas, especialmente, en las células que fueron expuestas a 10 pg/cm?.
Finalmente, las células se acumularon en la fase G2/M del ciclo celular cuando fueron expuestas a

5y 10 ug/cm? durante 7 dias.
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1. INTRODUCCION

1.1 Nanotecnologia, nanomateriales y nanoparticulas

La nanotecnologia es una disciplina que ha tenido un fuerte desarrollo en la Ultima década
(Roco, 2011; Forloni, 2012). Esta disciplina es considerada una de las mas importantes en la
integracién de la ciencia basada en la tecnologia que se apoya en otras disciplinas como la

biologia, quimica y fisica (Lehn, 2002).

La Royal Society y la Royal Academy of Engineering han definido la nanotecnologia como el
disefio, caracterizacion, produccion y aplicacion de estructuras, dispositivos y sistemas mediante el

control de forma y tamafio a escala hanométrica.

Uno de los objetivos de la nanotecnologia es realizar dispositivos que beneficien la medicina, la
proteccion del ambiente, la energia, la informética, la industria alimenticia, transporte, la exploracion
espacial entre muchos otros (Stone et al., 2010; Raison, 2013; Kim y Heyon, 2014). Cuando
hablamos de nanotecnologia es necesario mencionar a los hanomateriales, ya que gran parte del

éxito logrado por la nanotecnologia es debido al uso de dichos materiales.

Un nanomaterial ha sido definido como cualquier material natural, incidental o manufacturado que
contenga al menos 50% de nanoparticulas (NPs), sin importar en qué estado se encuentren, es
decir, en estado agregado, aglomerado o libre. A su vez, una NP es definida como cualquier

particula con una o méas dimensiones en el intervalo de 1-100 nm (Unién Europea, 2011).

Existen alrededor del mundo aproximadamente 3,000 nanomateriales con diferentes formas y
composicién quimica que estan siendo utilizados, asi como 2,705 productos que contienen algun
tipo de nanomaterial, de los cuales 1,432 productos que contienen nanoparticulas en forma de
esfera, 641 productos con nanotubos, 43 productos con nanocables y 24 con nanocintas

(http://www.nanowerk.com/nanomaterial-database.php). Ademas, el uso de los nanomateriales da

lugar a aproximadamente 2,080 compafias que se dedican a la produccion, aplicacion,
instrumentacion, servicios intermediarios entre otras, asi como también da lugar a 2,130 sitios de
investigacion como laboratorios, departamentos de universidades, industrias privadas y
gubernamentales, asociaciones y sociedades alrededor del mundo

(http://mww.nanowerk.com/nanotechnology/research/nanotechnology links.php), de los cuales solo

estan registrados 2 sitios de investigacion en México, ambos pertenecientes a la UNAM

(http://mwww.nanowerk.com/phpscripts/n unis c.php?country=Mexico).
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1.1.1 Di6xido de titanio

El diéxido de titanio en forma de nanoparticulas (TiO, NPs) es el nanomaterial
manufacturado més producido a nivel mundial con 10,000 toneladas de produccion al afio (Piccinno
et al., 2012). El TiO, comenzé a usarse como pigmento blanco desde 1923 en Francia y fue hasta
los afios 1930 que hubo un incremento considerable en la produccion, la cual ha continuado hasta
ahora (IARC, 2010).

El TiO, es un 6xido metélico que se compone principalmente de titanio, el cual es el noveno
elemento mas abundante en la Tierra (Shi et al., 2012). El TiO, es un polvo blanco, sélido, cristalino
y sin olor, insoluble en agua, acido clorhidrico, acido nitrico, o alcohol y soluble en acido sulfarico

concentrado caliente, &cido fluorhidrico, o en una soluciones alcalinas (NOISH, 2011).

El TiO, NPs es utilizado en la industria para productos de consumo humano, como cosméticos,
productos alimenticios, pastas dentales, pinturas, bloqueadores solares, entre muchos otros
productos (Skocaj et al., 2011), con la finalidad de ofrecer al consumidor productos mas atractivos.
Un ejemplo de lo anterior es que debido a su resistencia a la luz UV, es utilizado en las pinturas y

plasticos de exteriores, asegurando al consumidor mayor duracion del producto (IARC, 2010).

1.1.2 Cristalinidad y geometria del TiO, NPs

El TiO, NPs es sintetizado a partir de la roca ilmenita (Figura 1; Tabla 1). Los principales
yacimientos de esta roca se encuentran en Rusia, Noruega, Canada, Brasil, y Ucrania (Chang,
2002). El TiO, se encuentra principalmente con fase cristalina de anatasa y rutilo, ambos son
utilizados como pigmento blanco, y ambas fases cristalinas son tetragonales, sin embargo el rutilo
presenta mayor densidad en el acomodo de sus atomos (Figura 2) y por lo tanto se considera mas
estable. Se ha mostrado que en sistemas biolégicos expuestos a ambas cristalinidades de TiO,, la
de anatasa es la que induce mayor dafio, ademas de ser la mas comercializada (Warheit et al.,
2007; lavicoli et al., 2011; Skocaj et al., 2011).
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2+
Figura 1. Roca limenita (Fe TiO,). Ejemplar obtenido del Monte limen, Rusia.
Imagen tomada de internet: http:/geology.com/minerals/photos/ilmenite-610.jpg

Tabla 1. Caracteristicas principales de la roca limenita, fuente
principal del TiO, NPs.

Clase Oxidos

Grupo Hematites

Etimologia El nombre deriva de las montafas "llmen" en
Rusia, uno de sus principales yacimientos.

Color Negro

Brillo Metalico submetalico

Raya Negro rojizo

Dureza 55a6

Densidad 4.7 g/lem3

Quimica Contiene el 47,34% de FeO y el 52,66% de TiO,
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Rutilo

Figura 2. Estructura de rutilo y anatasa. A) Imagenes de las rocas como se encuentran en la
naturaleza (imagenes tomadas de http://www.igme.es/museo/pieza_mes/2014/enero.htm,
http://www.mineral-s.com/anatasa.html. B) Imagenes que muestran la fase cristalina de ambas
rocas (tomadas de la NIOSH, 2011).
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Por otro lado, el TiO, NPs se sintetiza en diferentes formas geométricas; por ejemplo en esferas,
tubos, fibras, cintas, entre otras, lo cual muestra que las NPs pueden ser del mismo compuesto
quimico e incluso de la misma fase cristalina pero presentar diferente forma y eso puede conducir a
una respuesta celular diferente (Xia et al., 2013; Bonner et al., 2013). Es por esta razén que en

cada investigacion es importante determinar con qué tipo de NPs se esta trabajando.

Hasta ahora, las investigaciones han sido enfocadas a estudiar el TiO, en forma de esfera (TiO,-E),
esto es debido a que tiene mas afios en el mercado y hay mas productos que las contienen. No
obstante, se estd en busqueda de nuevas formas geométricas que les confieran nuevas
caracteristicas fisicoquimicas a los nanomateriales para asi ofrecer productos mas atractivos. El
TiO, en forma de cintas (TiO,-C) es una forma de NPs relativamente nueva y su aplicacion esta
aumentado constantemente, por ende también su produccién. Hasta ahora, los pocos estudios
toxicologicos realizados con el TiO,-C sugieren que es mas toxico que el TiO,-E (Hamilton et al.,
2009; Silva et al., 2013). Es por esta razén que este trabajo se enfoca en el TiO,-C, pues aln falta
mucha informacién por describir acerca de la toxicidad inducida por la exposicién a este tipo de

nanomaterial.

Actualmente, el TiO,-C es utilizado principalmente en implantes 6seos porque promueve la
proliferacion de los osteocitos (Brammer et al., 2012), en dispositivos que miden la luz UV y el pH
(Lee et al., 2014; Nie et al., 2014), en celdas solares optimizadas, es decir, que aprovechan mejor la
energia solar (Hwang et al.,, 2014), y en el tratamiento de aguas residuales ya que son mas
fotocataliticos y por lo tanto mas eficientes que el TiO,-E (Liu et al., 2014b; Du et al., 2014). Estos
usos, son muestra de que el uso y produccion del TiO,-C esta en constante incremento. A pesar de

esto, la parte toxicol6gica aun no esta descrita completamente.

1.1.2.1 Determinacién de la cristalinidad y geometria del TiO, NPs

En el area de la nanotoxicologia es importante considerar algunos aspectos a nivel
estructural de las NPs para explicar parte de su comportamiento en los modelos bioldgicos. En
cada investigacion realizada se debe determinar al menos la forma geométrica, la fase cristalina, el
tamafio de los aglomerados que se forman cuando estdn en contacto con algin medio de
dispersion (tamafio hidrodindmico) y el potencial Z, que es una medida de la magnitud de la
repulsion o atraccion entre las nanoparticulas y las moléculas del medio de dispersion. Dichas
determinaciones, son factores influyentes en la respuesta de los sistemas bioldgicos, incluso

cuando las NPs son del mismo compuesto quimico, en este caso TiO,.
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Ejemplo de lo anterior, es que la viabilidad celular depende del tamafio de las NPs a las que han
sido expuestas, es decir, las células expuestas a NPs mas pequefias tienen menor viabilidad que
las células expuestas a NPs de tamafio mas grande (Hou et al., 2013). Otro ejemplo es que el TiO,
en forma de cintas (TiO,-C) es mas fotocalitico que el TiO, en forma de esferas (TiO,-E), dado que
el TiO,-C tiene una mejor afinidad con las moléculas de oxigeno en comparacion con el TiO,-E (Wu
et al., 2010), lo cual muestra que el simple cambio en la forma de la geometria cambia las
propiedades de las NPs. Ademas, el TiO,-C ha sido sintetizado en cintas cortas y cintas largas,
donde estas ultimas, muestran mayor toxicidad tanto in vivo como in vitro (Hamilton et al., 2009;
Porter et al., 2013).

1.1.3 Vias de exposicién

Por sus multiples aplicaciones en los diferentes productos, los humanos estamos expuestos

por tres principales vias: oral, dérmica e inhalatoria.

Por via oral estamos expuestos debido a que el TiO, es utilizado como aditivo en los alimentos. Por
ejemplo, el contenido de titanio (Ti) en productos como los dulces o caramelos, incluyendo chicles,
chocolates y productos con glaseado blanco o revestimientos de azlcar en polvo contienen de 0,01
a 1 mg de Ti por porcidbn mientras que las donas espolvoreadas contienen hasta 10 mg de Ti por
porcién (Weir et al., 2012). Otra forma en la que estamos expuestos por via oral es los tratamientos
de odontologia, como el tratamiento de la gingivitis ya que el TiO, NPs es utilizado por los

odontoélogos por su capacidad bactericida (Liu et al., 2014a).

Por la via dérmica, estamos expuestos principalmente por el uso de bloqueadores solares y
cosméticos, ya que debido a la actividad fotocatalitica que tiene el TiO, NPs es utilizado para
reducir los dafios causados por la exposicion a la luz UV. Se estima que aproximadamente 1,300
toneladas de TiO, NPs son destinadas para los productos de cuidado personal, incluyendo los
blogueadores solares y a su vez un blogueador solar puede contener hasta 90 yg/mg de producto
(Weir et al.,, 2012). Cabe mencionar que aproximadamente 33 millones de personas, en el
continente americano, usan algun tipo de bloqueador solar todos los dias y 177 millones lo usan

ocasionalmente (Weir et al., 2012).

Por otro lado, la via inhalatoria es la via de exposicion mas importante pues se ha visto que los
efectos toxicos que induce son mayores a los de las otras dos vias de exposicion (IARC, 2010; Weir
et al., 2012; Ponce, 2013), sin embargo falta informacion por describir por esa razén este trabajo se
enfoca en la via inhalatoria. Esta tipo de exposicion ocurre principalmente en ambientes

ocupacionales, es decir, en las fabricas donde se esté sintetizando, empaqguetando y transportando
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el TiO, NPs. Se sabe que los trabajadores mas expuestos a la inhalacion del TiO, NPs son los que
se encargan del empaguetamiento ya que en estas areas las TiO, NPs son procesadas en molinos
y el polvo puede dispersarse a través del aire durante el embolsado (IARC, 2010).

El Instituto Nacional de Seguridad y Salud Ocupacional (NOISH, por sus siglas en inglés) estimo
gue en el afio 2007 aproximadamente 4,300 trabajadores estuvieron expuestos por via inhalatoria
en fabricas productoras de TiO,, mientras que en el afio 2006 aproximadamente 68,000
trabajadores estuvieron expuestos al TiO, por la manufactura de pinturas y revestimientos; 803,000
por la manufactura de plasticos, caucho y 138,000 estuvieron expuestos al TiO, en fabricas
dedicadas a la molienda de papel y carton (NIOSH, 2011). Es importante mencionar que en la
Republica Mexicana hay aproximadamente 30 empresas como Constructora Titanio S.A de C.V,,
Materiales Nanoestructurados S.A de C.V., Comercializadora Quimica Mexicana, Comercializadora
Reymar, Distribuidora Deimar, entre otras, que se encargan de distintas actividades que involucran
una exposicibn al TiO, NPs, como la sintesis, comercializacibn y el transporte

(http://mexicored.com.mx/search.php?q=titanio).

Por otra parte, algunas investigaciones reportan la cantidad de TiO, NPs que se encuentra en los
ambientes ocupacionales de algunas fabricas, pero desafortunadamente estos estudios no son
concluyentes, ya que la variacion entre las fabricas es mucha (Fryzek et al., 2003; Boffetta et al.,
2004; Sleeuwenhoek, 2005). El tnico dato en el que coinciden los reportes de diferentes fabricas es
que los trabajadores encargados del empaquetamiento son los que desarrollan su actividad en

ambientes con mayor cantidad de TiO, NPs.

Con base en lo anterior, algunas instituciones han emitido recomendaciones acerca de los limites
ocupacionales a los que deben estar expuestos los trabajadores, por ejemplo el NIOSH recomendé
que la concentracion maxima de exposicién a NPs debe ser de 0.3 mg/m?®por un tiempo méaximo de
10 horas laborales. La New Energy and Industrial Technology Development Organization (NEDO),
recomienda que la concentracion maxima de exposicion sea de 0.6 mg/m® en una jornada laboral
de 8 horas. A pesar de esto, en México la Norma Oficial Mexicana-010 (NOM-010) permite como
limite una concentracién de 10 mg/m?en una jornada de 8 horas al dia o de 40 horas a la semana,
o también permite un limite maximo de 20 mg/m?si se esta expuesto solo durante 15 minutos al dia.
Lo anterior claramente muestra que en México hace falta investigacion enfocada en el area de la
nanotoxicologia que aporte informacion consistente sobre la toxicidad de los nanomateriales y que
dicha informacién ayude a la generacién de nuevas regulaciones, que aseguren la integridad de los
trabajadores. Lo anterior es importantes, ya que se estima que para el afio 2020 haya
aproximadamente 6 millones de personas trabajando en fabricas o empresas que los mantendran

expuestos a nanomateriales (NIOSH, 2013).
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1.1.4 Clasificacion del TiO, con base en su toxicidad

En México no hay organismos que se dediquen a la regulacion de los nanomateriales, por lo
tanto para realizar sus marcos normativos, México ocupa la informacién emitida por otros paises. A
pesar de eso, la NOM-010 tiene clasificado al TiO, en el grupo A4 como “no clasificado como

carcinégeno en humanos”.

A diferencia de lo anterior y con base en estudios in vivo, in vitro y epidemiol6gicos, en el afio 2006
la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) clasifico el TiO, en el grupo 2B
como “posible carcinégeno para humanos” cuando se esta expuesto por via inhalatoria. Cabe
mencionar que un principio, en el afio 1989, estuvo clasificado en el grupo 3 como “no clasificable
en cuanto a carcinogenicidad en seres humanos” pero con la evidencia que hay hasta ahora la
IARC consideré subirlo de categoria (IARC, 2010).

Para ser ubicado en el grupo 2B debe haber suficiente evidencia de carcinogenicidad en animales
de experimentacion, sin embargo no puede ser clasificado como carcinégeno porque hay

insuficiente e inadecuada evidencia de carcinogenicidad en humanos.

Una desventaja en esta clasificacion es que la IARC no especifica el tamafio o la forma del TiO, con
los cuales considera que el TiO, es un posible carcinégeno, s6lo menciona que esta clasificacion

aplica para la fase cristalina de anatasa y rutilo.

Adicionalmente, el NIOSH clasific6 al TiO, NPs como “potencial carcinégeno ocupacional”. Este
instituto, si menciona que su clasificacion es para las particulas ultrafinas, que incluye a las de
tamafio nanométrico (NIOSH, 2011).

1.1.4.1 La exposicion al TiO, NPs como factor de riesgo en el desarrollo del

cancer pulmonar

Debido a que la toxicidad del TiO, es principalmente preocupante en ambientes
ocupacionales y que el 6rgano mas afectado por via inhalatoria es el pulmén, una de las principales

cuestiones es como contribuye la exposicion al TiO, en el desarrollo del cancer pulmonar.

Dentro de las muertes causadas por cancer, el de pulmén es el que ocupa el primer lugar de
muerte a nivel mundial y ocupa el tercer lugar de incidencia con 19.4% y 13% de la poblacién

mundial respectivamente (Figura 3; Globocan, 2012).
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El cancer de pulmon se divide en dos:
-Céancer de pulmon de células pequefas

-Céancer de pulmén de células no pequefias

Mama
Prostata
Pulmon
Colorrectal
Cervico uterino
Estomago
Higado

Cuerpo uterino
Ovario

Esofago

Vejiga

Linfoma no Hodgkin

Leucemia
Rifion m Incidencia
Pancreas B Mortalidad

10 20 30 40 50
Tasa por cada 100,000

o

Figura 3. Incidencia y mortalidad de diferentes tipos de cancer a nivel
mundial en ambos sexos. Se observa que el cancer de pulmén ocupa
el primer lugar en mortalidad y tercero en incidencia. Imagen
modificada de Globocan disponible en:
http://globocan.iarc.fr/Pages/fact sheets_population.aspx.
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Alrededor del 85-90% de los casos son del tipo de células no pequenias, el cual se subdivide en tres

subtipos:
-Escamoso
-Adenocarcinoma
-Carcinoma

De estos tres subtipos, el mas comln es el adenocarcinoma con aproximadamente 40% de

incidencia (American Cancer Society, 2012).

La linea celular A549, utilizada en este trabajo, son células pulmonares, especificamente
neumocitos tipos Il que se encargan de secretar el surfactante (King, 1982). El surfactante es el
tensoactivo pulmonar cuya funcion es disminuir la tension superficial de la interfase aire-liquido, de
este modo se proporciona estabilidad mecanica y se evita el colapso del pulmén (King, 1982). Los
neumocitos tipo Il son células que forman parte de las células no pequefias del pulmén y estan
ubicadas en las regiones alveolares, justo la region donde el TiO, es acumulado cuando se inhala
(Skocaj et al., 2011), pues se ha reportado que por su tamafio nanométrico alcanza estas regiones

alveolares (Simon-Deckers et al., 2008; Ponce, 2013).

Sin embargo, adn no se sabe si la exposicion al TiO, esta participando en el desarrollo de este tipo
de cancer, pero si se sabe que induce una serie de eventos celulares que no solo podrian estar
aumentando la probabilidad de padecerlo, sino que también podria estar exacerbandolo en

personas que ya lo padecen.

1.1.5 Toxicidad causada por la exposicion al TiO, NPs

Durante muchas décadas el TiO, fue considerado como un material seguro e inerte, fue
hasta afios después que se observo que no era asi y que por lo contrario, inducia efectos toxicos.
Ademas, con el desarrollo de la nanotecnologia comenzé a sintetizarse en tamafios nanométricos
(<100nm de diametro) con la intenciéon de mejorar sus propiedades fisicoquimicas iniciales (Skocaj

et al., 2011), lo cual lo hace aun mas toxico.

La toxicidad por la exposicion a las NPs se debe en gran parte por su pequefio tamafio, pues es
una caracteristica que facilita que sean internalizadas por las células. Ademas, una vez que han
sido internalizadas tienen la capacidad de formar especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus
siglas en inglés; Pan et al., 2009; Miiller et al, 2010; Shukla et al., 2011; Montiel-Davalos et al.,
2012).
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La internalizacion (Figura 4) y localizacion de las NPs, estan relacionadas con los efectos toxicos
gue inducen en las células. Tanto la internalizacién como la localizacion de las NPs va a depender
del tipo celular asi como de las propiedades de las NPs, algunas de esas propiedades son la forma

geométrica, el &rea superficial, tamafo, superficie quimica, entre otras (Skocaj et al., 2011).

Exterior de la célula

Independiente
Macropinocitosis Caveola Clatrina de clatrina

Citoplasma

Fagolisosoma

Figura 4. Diferentes formas de internalizar las NPs. Dependiendo de la nanoparticula y
del tipo celular va a cambiar la forma en la que se internalizan las nanoparticulas.
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Hasta ahora, los reportes indican que las NPs en forma de esfera son internalizadas principalmente
por la via de endocitosis, macropinocitosis, y por los toll-like receptors 4 (TLR4) (Fréhlich, 2012;
Mano et al.,, 2013). Esta ultima forma de internalizacion probablemente esté relacionada con la

produccion de citocinas (Ze et al., 2014) inducidas por la exposicion al TiO,.

La informacién acerca de la internalizacién de las NPs en forma de cintas es poca, pero se sabe
que el TiO,-C internalizado en macrofagos alveolares se encuentra en forma libre en el citoplasma y
no en vesiculas como es el caso de las NPs en forma de esferas (Hamilton et al., 2009; 2014). Lo
anterior ocurre porque pese al intento de las células por formar lisosomas alrededor del TiO,-C, no
pueden realizarlo pues la longitud de las cintas (aproximadamente 15 um) en tanta que vuelve
inestables los lisosomas y finalmente el TiO,-C queda libre en el citoplasma (Hamilton et al., 2009).
Aunque hay quienes reportan que la internalizacién de NPs en forma de cintas es llevada a cabo
mediante endocitosis o difusién a través de la membrana en células de glioblastoma (Mirjolet et al.,
2013) y cardiomiocitos (Papa et al., 2013), nhuevamente, esto depende del tipo de NPs e incluso de

la linea celular.

Por otro lado, la mayor parte de las investigaciones han sido enfocadas en mostrar la toxicidad del
TiO, en forma de nanoesferas (TiO»-E), ya que también es el mas utilizado en la industria, y se ha

mostrado que induce toxicidad considerable tanto en experimentos in vitro como in vivo.

1.1.5.1 Toxicidad del TiO,-E in vitro

Dado que la internalizacion es el primer punto para evaluar la toxicidad del TiO, NPs, se ha
observado que diversos tipos celulares tienen la capacidad de internalizarlo, por ejemplo células
epiteliales de pulmon (A549) (Moschini et al., 2013), células mesenquimales (Hou et al., 2013),
células madre neurales (Liu et al., 2010), fibroblastos (Pan et al., 2009; Allouni et al., 2012), células
gliales (Marquez-Ramirez et al., 2012), linfocitos (Kang et al., 2008), células del epitelio bronquial

humano (Hussain et al., 2010), queratinocitos (Kocbek et al., 2010), entre otros.

La internalizacion del TiO,-E es generalmente llevada a cabo a partir de las 3 horas de exposicion e
induce cambios morfolégicos después de tan solo 24 horas de exposicion, ademas de inducir

aproximadamente 20% de necrosis (Moschini et al., 2013).

La exposicion al TiO,-E induce en la célula estrés oxidativo, disminucion de antioxidantes,
lipoperoxidacion, dafio a DNA, formacion de microndcleos, cambios en el ciclo celular y produccion
de citocinas. Por ejemplo, en cuanto al ciclo celular y la produccién de citocinas inflamatorias, se ha

reportado que la exposicion al TiO,-E retrasa la fase G2/M del ciclo celular y dafia notablemente la
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anafase y telofase (Huang et al., 2009); ademas, dicha exposicién induce la produccién citocinas
pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), interleucina (IL)-6, IL-1B, IL-2, IL-4,
IL-6, IL-8, IL-10 and IL-18, TNF-a, proteina C-reactiva y la activacién del factor necrético kappa
beta (NF-kB) (Nogueira et al., 2012; Sun et al., 2012; Al-Rasheed et al., 2013).

También, la exposicién al TiO,-E induce la formacién de micronucleos (Gurr et al., 2005) y otros
dafios en el DNA (Toyooka et al., 2012), ademas de activar sistemas de reparacion cuando hay
ruptura de doble cadena en el DNA (DSB) y cadena sencilla (SSB) (Toyooka et al., 2012; Jugan,
2012).

1.1.5.2 Toxicidad del TiO,-E in vivo

La exposicion a TiO,-E durante un tiempo corto (24 horas) y por via intratraqueal incrementa
la cantidad de neutréfilos y células polimorfonucleares en el lavado bronquioalveolar (BAL), lo cual
es un indicador de inflamacién, asi como aumento en la produccién de lactato deshidrogenada
(LDH), un indicador de citotoxicidad y muerte celular (Renwick et al., 2004; Warheit et al., 2005).

También en exposiciones agudas (una sola dosis) por via intratraqueal a TiO,-E hay alteraciones en
los septos alveolares y ampliacion alveolar, asi como proliferacion de neumocitos tipo I,
engrosamiento de la pared alveolar y acumulacién de macréfagos alveolares con NPs una semana
después de la exposicion, lo cual, indican los autores, son indicativos de enfisema pulmonar (Chen
et al., 2006). Adicional a lo anterior una sola dosis de TiO, intratraquealmente aumenta la
produccion de citocinas IL-1B, IL-2, IL-5, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, INF-y, VEGF entre otras a los dias
1, 3 y 28 después de una dosis baja (18 ug/ratdn), intermedia (54 pg/raton) y alta (162 ug/raton)
(Husain et al., 2013).

En periodos intermedios de exposicion (90 dias) por via intratraqueal a TiO, NPs por instilacién
intratraqueal también hay dafio pulmonar, asociado a procesos inflamatorios, como la produccién
de citocinas, la generacion de estrés oxidante y la activacién del factor necrético kappa beta (NF-
KB) (Sun et al., 2012).

En cuanto a la exposicion durante periodos largos (2 afios), se sabe que hay acumulacién de TiO,
en las células alveolares de manera dosis dependiente, hiperplasia de neumocitos tipo I,
proteinosis alveolar, adenomas bronquiolo alveolar y carcinomas de células escamosas (Lee et al.,
1985).
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1.1.5.3 Estudios epidemioldgicos

Los estudios epidemiolégicos realizados hasta ahora so6lo han tenido como cohorte
personas que producen el TiO,, pero no hay estudios epidemiolégicos donde la cohorte sea de los

trabajadores que lo manipulan o utilizan una vez que ya ha sido sintetizado (NIOSH, 2011).

Un dato relevante fue obtenido de un hombre de 53 afios quien fue empleado como empacador de
TiO, durante aproximadamente 13 afios y quien presenté adenocarcinomas en el pulmon y titanio

difundido y depositado alrededor de bronquiolos (Yamadori et al., 1986)

Ademas, se ha visto que si aumenta la muerte por cancer de pulmon en trabajadores expuestos al
TiO, (Boffetta et al., 2004) pero no se asegura que dicho incremento sea exclusivamente por la

exposicion al TiO,.

Hasta ahora, los pocos estudios epidemiolégicos realizados tienen ain muchas limitaciones, por
ejemplo no fueron disefiados para investigar la relacion entre el tamafio de las particulas de TiO, y
el riesgo de cancer de pulmoén, lo cual es una cuestibn importante para evaluar el potencial
cancerigeno ocupacional del TiO,, entre muchas otras cosas, razén por la cual los estudios
epidemiolégicos no son concluyentes. Se necesita mas investigacion sobre la toxicidad inducida por

la exposicion al TiO, para conocer cual es el papel que juega en el desarrollo del cancer pulmonar.

1.1.5.4 Toxicidad del TiO,-C in vitro

Por otro lado, a pesar de que aln no se conocen bien los efectos téxicos del TiO,-E, asi
como de muchos otros nanomateriales, se estan sintetizando nuevas formas con la finalidad de
impulsar la nanotecnologia, entre ellos el TiO,-C. Por esta razén el area de toxicologia busca

conocer los efectos téxicos de estos nuevos nanomateriales.

Algunos estudios realizados con TiO,-C han mostrado que su toxicidad es similar a la de
algunos otros nanomateriales manufacturados como los cristales de acido Urico, diéxido de silicio
cristalino y asbestos (Dostert et al., 2008; Hamilton et al.,, 2009; Hamilton et al.,, 2014). Es
importante mencionar que los asbestos, asi como algunas isoformas del diéxido de silicio ya han
sido clasificados en el grupo 1 como carcinégenos para humanos (IARC, 1997; IARC, 2009; EPA,
2009). Cuando se habla de toxicidad similar se hace referencia a la internalizacion de estas NPs
por macropinocitosis, ruptura de los fagolisosomas, liberacion de catepsina B y activacion del
inflamasoma (NLRP3) por medio de la liberacion de citocinas IL-13 e IL-18 (Tschopp et al., 2010;
Stern et al., 2012; Hamilton et al., 2014).
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También, la exposicion al TiO,-C induce ROS, apoptosis (Hamilton et al., 2009) y liberacién de la
enzima LDH (Xia et al., 2013; Tilton et al., 2013).

Con respecto al transcriptoma y el proteoma, analizado en células de la via respiratoria (cultivo
primario) expuestas a TiO,-C, hay genes y proteinas sobreexpresados relacionados con la
produccion de 6xido nitrico (NO), regulacién de angiogénesis, factores de crecimiento de las fases
Gl y S del ciclo celular, y también relacionados con el arresto celular, inestabilidad gendmica,
adhesion a la matriz extracelular medida por integrinas, NADPH oxidasa, regulacion transcripcional,

transicion epitelio-mesenquimal entre otros (Tilton et al., 2013).

1.1.5.5 Toxicidad del TiO,-C in vivo

El enfoque principal de los estudios in vivo que evaltan la toxicidad del TiO,-C ha sido
mostrar la inflamacion que inducen a nivel tisular y se ha visto que causa alveolitis, bronquiolitis e

inflamacién perivascular (Hamilton et al., 2009; Bonner et al., 2013; Silva et al., 2013).

Sin embargo, no se ha descrito qué interleucinas estan relacionadas con la respuesta inflamatoria
inducida por el TiO,-C ni se ha reportado si la produccion de NO estd participando en dicho
proceso. EI NO, es conocido por su funcién en la relajacion y vasodilatacion del musculo liso
(Palmer et al., 1987), pero también se sabe que es capaz de formar peroxinitrito y este a su vez
nitrar proteinas (Hara et al., 2005), con lo cual podria estar participando en la regulacién de la
apoptosis y la respuesta inflamatoria. Debido a que el NO interacciona rapidamente con el O,y
genera una gran variedad de productos como los nitritos y nitratos (NO,), es mas factible medir

estos, que se utilizan como marcadores de la producciéon de NO (Adarmes et al., 2009).

La exposicion de ratones al TiO,-C incrementa el infiltrado de células como macréfagos, neutrdfilos,
eosinodfilos, células polimorfonucleares y linfocitos en el lavado bronquioalveolar (BAL) (Bonner et
al.,, 2013). Ademés, 4 laboratorios que se dedicaron a realizar los mismos experimentos
determinaron fuerte inflamacién en la region bronquiolar terminal y la regién de la bifurcacion del

conducto alveolar y acumulacion del TiO,-C en la misma area (Bonner et al., 2013).

En algunos estudios con nanomateriales sintetizados en forma de cintas, se ha visto que entre mas
largos y rigidos sean, es mas dificil que sean eliminados del pulmén tal como pasa con los
nanotubos de carbon de mdltiples paredes, que son otro tipo de nanomaterial manufacturado en
forma de cintas (Murphy et al.,, 2011; Palomaki et al., 2011; Fenoglio et al., 2012) lo cual
probablemente pueda estar pasando con el TiO,-C y por esa razon se quede depositado en el

pulmon.
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1.1.5.6 Mecanismos celulares de toxicidad no descritos

1.1.5.6.1 Produccion de citocinas

El proceso inflamatorio es complejo e involucra una gran variedad de mecanismos contra
patdégenos, toxinas, contaminantes, irritantes o alérgenos, pero se ha visto que las NPs también
pueden inducir este proceso (Park et al., 2009; Shi et al., 2013).

Para desencadenar el proceso inflamatorio, las células secretan citocinas, como TNF-a o el factor
estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF), y algunos factores que activan las
plaguetas o IFN; esto tiene la funcion de reclutar células en el sitio de inflamacién (Ono et al., 2008;
Moldoveanu et al., 2009).

Las principales citocinas pro-inflamatorias son TNF-a, IL-1B3, IL-6, IL-8, e IFN-y ya que ellas
participan en la activacion del sistema inmune, la inflamacién aguda, la presentacion de antigeno, la
expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales y la expresion de enzimas que
degradan la matriz extracelular, como la colagenasa. Asi mismo, las principales citocinas anti-
inflamatorias son IL-10, IL-4, TGF-B y su funcién es regular la expresién de las citocinas pro-
inflamatorias (Moldoveanu et al., 2009). Por otro lado, algunas citocinas, como el GM-CSF, podrian
estar retrasando la apoptosis o la IL-4 y la IL-10 podrian estar inhibiendo la actividad de las células

Th1 del sistema inmune (Moldoveanu et al., 2009).

Con base en estudios realizados con TiO»-E, que muestran que la exposicién a estas NPs induce la
produccion de citocinas inflamatorias (Nogueira et al., 2012; Sun et al., 2012; Al-Rasheed et al.,
2013) y también con base en los estudios donde muestran que la exposicion a TiO,-C induce fuerte
inflamacién tisular consideramos importante evaluar qué citocinas inflamatorias estan participando
en la inflamacién inducida por la exposicion al TiO,-C ya que solo hay dos reportes que evalGan
citocinas en células expuestas al TiO,-C. Estos estudios mostraron que IL-1B e IL-18 se
sobreproducen, lo cual indica que el inflamasoma NLRP3 se mantiene activo por la exposicion al
TiO,-C (Hamilton et al., 2009; 2014). El inflamasoma es un complejo multimérico de proteinas, que
es activado principalmente por caspasa 1 y caspasa 5. Ademas constituye una parte importante del
sistema inmune innato. La composicién exacta del inflamasoma depende del activador, por ejemplo
si es un virus o una bacteria. Sin embargo, los asbestos inducen una composicion diferente a éstas.
Cuando el inflamasoma ha sido activado, la liberacién de citocina IL-1 e IL-18 es caracteristico
(Martinon et al., 2002; Guey et al., 2014).

Respecto a estudios epidemiolégicos, no hay ningun reporte con TiO,-C.
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1.1.5.6.2 Ciclo celular

Hasta ahora no hay investigaciones que muestren la capacidad de las células A549 para
internalizar el TiO,-C, para producir NO o si la exposicion a estas NPs induce cambios en el ciclo

celular, ademas de la falta de reportes en liberacion de citocinas inflamatorias.

Es importante considerar que la exposicién al TiO,-C podria estar alterando la progresion del ciclo
celular, pues se ha demostrado que induce estrés oxidativo, el cual ocurre por el incremento de las
ROS, y a su vez el estrés oxidativo esta intimamente relacionado con el dafio a DNA (Shukla et al.,

2014), razdn por la cual las células podrian tener cambios en la progresion del ciclo.

Durante el ciclo celular existen diferentes puntos de control, donde la célula es monitoreada para
detectar dafios, en dado caso que los hubiera, la célula es arrestada en esos puntos de control para
su posterior reparacion. Una vez que el dafio ha sido reparado, la célula puede continuar con el
ciclo celular, o en dado caso que el dafio no pueda ser reparado la célula debe ir a apoptosis. Con
esto se mantiene la estabilidad gendémica antes, durante y después de la replicacion del DNA
(Johnson y Walker, 1999).

Sin embargo, en patologias como el cancer, se ha visto que los puntos de control del ciclo celular
no son bien regulados, provocando que las células con dafios en el DNA no sean arrestadas y por
lo contrario, sigan dividiéndose aun con los dafios. Lo anterior, implica que la replicacion del DNA,
que se lleva a cabo durante la fase S del ciclo celular (Figura 5), se vea alterada y eso permita la
acumulacion de alteraciones genéticas asociadas a patologias como el cancer (Esposito et al.,
2004).

Esto nos conduce a pensar que si la exposicion a TiO,-C induce dafio a DNA, en consecuencia

debe presentar cambios en la progresion del ciclo celular.

De acuerdo con lo antes descrito, el presente estudio busca esclarecer parte de la toxicidad
inducida por el TiO,-C y asi contribuir con la informacién que busca conocer cual es el papel que
juega la exposicién al TiO,-C en el desarrollo del cancer pulmonar. Lo anterior es importante, ya
gue el TiO,-C esta siendo cada vez mas utilizado y ain no hay regulacién normativa del uso de los
nanomateriales en los productos ni en los ambientes ocupacionales, principalmente para los
trabajadores de las fabricas que lo sintetizan y distribuyen. La falta de regulacion legislativa esta
intimamente relacionada con la falta de estudios cientificos que muestren lo considerablemente

toxica que dicha exposicion.
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Division celular: Crecimiento celular:

Se forman dos células hijas La célula aumenta su tamaiio, el numero

de organelos, enzimas y moléculas.

-~ Comienza el
iclo celular

Preparacion para la division:
Se verifica que no haya dafos en el DNAy los
cromosomas comienzan a condensarse.

Si hay dafo en el DNA hay arresto celular.

Replicacion de DNA:
Se duplica el material genético.

Figura 5. Ciclo celular. Se muestra el progreso del ciclo celular en condiciones normales. Las
lineas rojas muestran los puntos de control en donde la célula puede ser arrestada si hay
dafios durante este proceso.
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2. HIPOTESIS

Las células epiteliales de pulmén expuestas a 1, 5y 10 ug/cm? de TiO,-C por 7 dias tendran la
capacidad de internalizar las NPs y dicha internalizacion inducird disminucion en el tamafio celular y
aumento en la granularidad. Ademas, la exposicion al TiO,-C disminuira la viabilidad celular,
inducird la liberacién de citocinas inflamatorias, aumentara la produccién de 6xido nitrico y arrestara

a las células en la fase G2/M del ciclo celular.

3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad de células epiteliales de pulmén expuestas a 1, 5y 10 ug/cm? de TiO,-C por 7
dias para internalizar el TiO,-C, asi como evaluar sus efectos sobre el tamafio celular, la
granularidad, la viabilidad celular, la liberacion de citocinas inflamatorias, éxido nitrico y los cambios

en la progresion del ciclo celular.
3.1 Objetivos particulares

-Sintetizar el TiO,-C a partir del TiO,-E comercial, mediante un proceso hidrotérmico y caracterizar

las NPs para conocer la forma, potencial Z y tamafio hidrodinamico.

-Exponer células epiteliales de pulmén a 1, 5y 10 pg/cm? de TiO,-C por 7 dias y evaluar si las
células epiteliales de pulmén son capaces de internalizar las NPs, marcando las NPs con el

colorante Rojo de Alizarina S.

-Conocer si la internalizaciéon del TiO,-C induce cambios morfolégicos, como afectar el tamafio

celular y la granularidad de las células.

-Cuantificar la produccion de las citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a y GM-CSF y la

produccion de NO, en los sobrenadantes del cultivo celular a los 4 y 7 dias de exposicion.

-Evaluar la progresion del ciclo celular de células expuestas a 1, 5y 10 ug/cm? de TiO,-C durante 7

dias.
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4. JUSTIFICACION

El presente estudio busca contribuir a esclarecer parte de la toxicidad que induce el TiO,-C, ya que
cada dia es més utilizado y no hay regulacion del uso de los nanomateriales en los productos ni en
los ambientes ocupacionales. Dichos ambientes tienen especial interés ya que son los lugares en
donde se esta expuesto por via inhalatoria, la més importante via de exposicion. Se busca que, por
medio de la generacién de evidencia cientifica que aporte datos sobre la toxicidad del TiO,-C,
eventualmente haya se generen marcos normativos sobre su uso y produccion de los
nanomateriales, principalmente para los trabajadores de las fabricas que lo sintetizan, lo
empaquetan y lo distribuyen, pues ellos son parte de la poblacion mas susceptible y vulnerable. La
falta de regulacion legislativa esta intimamente relacionada con la falta de estudios cientificos a

nivel global que muestren lo considerablemente toxica que es la exposicion a los nanomateriales.

Faltan aln muchos aspectos basicos por dilucidar en el area de la toxicologia de los
nanomateriales y en México la investigacion dedicada a esta area es escasa comparada con otros

paises.

Conocer esta parte de la toxicologia inducida por la exposicién a los nanomateriales es importante
para que en algin momento se regule su uso en los productos y en los ambientes ocupacionales,
es decir, se hagan leyes y 6rganos legislativos dedicados a esta area, como ocurre en Estados

Unidos y en Europa.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Sintesis de TiO,-C

El TiO,-C fue sintetizado por un proceso hidrotérmico a partir del TiO,-E (anatasa <25nm
99%) obtenido de Sigma Aldrich (#cat. 637254). Se pesaron 0.5g de TiO,-E en una balanza
analitica. Después, el TiO,-E fue suspendido en una solucion 10 M de hidréxido de sodio, con un
volumen final de 35 mL y se agité durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, la
solucion fue vertida en un recipiente de teflon que a su vez fue puesto dentro de un reactor de
platino, esto con la finalidad de calentar la solucién a 200°C por 24 horas en una mufla. Al salir de la
estufa, el producto se lavd dos veces con agua bidestilada y después se ajusté el pH hasta 7 con
HCI 0.1M. Finalmente, la muestra quedo resuspendida en aproximadamente 10 mL y se calcin6 a
700°C por 30 minutos con una rampa de 1°C por minuto en una mufla (Hamilton et al., 2009; Porter
et al., 2013).

5.2 Caracterizacion de las NPs

Para observar el tamafio primario del TiO,-C y confirmar que la forma de las NPs eran
cintas, se realiz6 una microscopia electrénica de barrido (SEM) (JEOL 5800-LV, Japan). Las
imagenes fueron tomadas a 5000x con 15 kV. El tamafio y la forma de los aglomerados, es decir, el
tamafio hidrodinamico, se evalué mediante una microscopia electrénica de transmision (TEM)
(TEM-JEOL-JEM 1010, JEOL, Japan) a 75 000x. Como ensayo complementario para medir el
tamafio de los aglomerados, se realizdé un ensayo de dispersion de luz dindmica (DLS) con 60kV de
aceleracion. Con el objetivo de conocer la fase cristalina del TiO,-C se realiz6 un espectro Raman
con un espectrometro dispersivo Almega XR Raman. Finalmente, para entender la estabilidad del
TiO,-C en el medio de cultivo, se medié el potencial Z, que es una medida de la magnitud de la

repulsién o atraccién entre las nanoparticulas y las moléculas del medio de dispersion.

5.3 Cultivo celular y exposicion al TiO,-C

Se realiz6 cultivo de células epitelio-pulmonares de humanos (neumocitos tipo 1) de la linea
celular A549, que fueron obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA).
Las células A549 fueron cultivadas con medio de cultivo F12K (In Vitro S.A., #cat. ME-038 D.F.
México) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Bio West, #cat. US1520 Kansas City,
MO). El cultivo se mantuvo en una atmésfera de humedad al 95% y 5% de CO, a una temperatura
de 37°C. Cuando las células alcanzaron 70-80% de confluencia fueron incubadas con 5 mL de
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solucion tripsina-EDTA (tripsina al 0.05%; EDTA-4Na al 0.02%) (In Vitro S.A, #cat. EN-008 D.F.
México) durante 5 minutos a 37°C, centrifugas a 1500 rpm y finalmente sembradas de nuevo en

cajas petri de 75 cm? para continuar con su cultivo.

Para la exposicion, se sembraron 2.5x10° células en cajas Petri de 24 cm? y el TiO,-C fue
suspendido en medio F12K suplementado con 10% de SFB (1 mg/mL) y sonicado por 1 hora con
60 Hz para dispersar las NPs. Las células fueron expuestas a concentraciones finales de 0, 1, 5y

10 pg/cm? de TiO,-C y las evaluaciones se realizaron a los 4 y 7 dias de exposicion.

5.4 Morfologia celular

Para observar la morfologia de las células se realizd una tincidon con hematoxilina y eosina.
Después de la exposicion a TiO,-C por 7 dias, las células fueron sembradas sobre cubreobjetos y
fijadas con formaldehido al 3% por 1 hora a temperatura ambiente y en agitacién. Los cubreobjetos
fueron sumergidos con alcohol al 70% por 2 minutos y agua destilada por 4 minutos. Los
cubreobjetos fueron tefiidos con hematoxilina y eosina por 25 y 15 minutos respectivamente.
Finalmente los cubreobjetos se lavaron con agua destilada y se montaron sobre un portaobjetos
con una solucion de glicerol-PBS (3:1) para posteriormente ser observados en el microscopio 6ptico
Axio Vert.Al (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) con un aumento de 100X. Se realizaron tres

experimentos independientes y se muestran las imagenes representativas.

5.5 Reduccién de MTT

La reduccion de MTT (3-(4,5-Dimetilthiazol-2-yl)-2,5-Dipheniltetrazolio Bromuro) (Sigma-
Aldrich, #cat. M2128, USA) se utilizé para determinar la viabilidad celular. Después de los 7 dias de
exposicion al TiO,-C, 15 000 células fueron sembradas por pozo en una placa de 96 pozos y se
incubaron a 37 °C por 24 h. Posteriormente, el sobrenadante fue descartado y las células fueron
incubadas con 150 yL de MTT disuelto en medio F12K (0.5 mg/mL) a 37 °C por 3 h. Después, el
sobrenadante fue desechado y los cristales de formazan formados fueron suspendidos en 100 yL
de isopropanol. Finalmente la placa se ley6é a una longitud de onda de 540 nm en un lector de
ELISA (Thermo Labsystems Multiskan Ascent 354; San Francisco, USA). Se muestran los datos de

al menos tres experimentos independientes como media * error estandar.
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5.6 Recubrimiento del TiO,-C

Con el objetivo de marcar las NPs y observar si son internalizadas en las células, el TiO,-C
fue recubierto con el colorante Rojo de Alizarina S (ARS) (Sigma Aldrich, A5533). Primero, para
comprobar que hay interaccion entre el TiO,-C y la ARS se realizé un ensayo de espectrofotometria
y uno de sedimentacion. Brevemente, para el ensayo de espectrofotometria se realizé una solucion
de 100 pM de TiO,-C y 0.9 mM de ARS disueltos en 10 mM de Na,HPO,, dicha solucion fue
incubada a 37°C por 24h. Después, se realizé un barrido espectrofotométrico de 200 a 700 nm
usando el espectrofotdmetro BioTek (EPOCH; Texas, USA). Para confirmar que la ARS tiene
afinidad con el TiO,-C se realizd un experimento de sedimentacion incubando 5 pM de TiO,-C con
50 uM de ARS en agua a 37°C por 24 h y finalmente se centrifugaron las muestras a 5,000 rpm por
7 minutos en una microcentrifuga, ademas, se utiliz6 como control negativo el colorante naraja G, el
cual no tiene afinidad por el TiO,. Se realizaron tres experimentos independientes de cada ensayo y

se muestra la imagen representativa de ambos ensayos.

5.7 Internalizacién del TiO,-C

Luego de recubrir el TiO,-C con ARS, fue esterilizado y suspendido con medio F12K
suplementado con 10% de SFB para ser utilizado en el cultivo celular. Después de 6 dias de
exposicion al TiO,-C, 100,000 células fueron sembradas en cubreobjetos previamente esterilizados.
Al séptimo dia de exposicion, fueron fijadas y montadas en portaobjetos. Mediante microscopia
confocal (Leica TCS SP-2, Alemania) se tomaron fotos a 590 nm para la excitacion y 630 nm la
emision de onda de cinco experimentos independientes y las fotos mas representativas son
presentadas. Por otro lado, se midié también la internalizacion del TiO,-C por citometria de flujo con
el citometro FACScalibur (Beckson Dickinson, San José, CA). La luz dispersada de lado (SSC, por
su siglas en inglés) que proporciona el citdbmetro de flujo ha sido utilizado como un indicador de la
internalizacién de las nanoparticulas (Tan and Wang, 2014). El haz de luz que ilumina a la célula es
dispersada en angulos estrechos con respecto al eje del haz y a esto se le llama la luz dispersada
hacia adelante (FSC). La luz dispersada en angulos alrededor de 90° con respecto al eje del haz
se llama luz dispersada de lado (SSC). Las intensidades de FSC y SSC fueron proporcionales al
tamafio de las células y la granularidad, respectivamente. Brevemente, las células, después de
haber sido expuestas a TiO,-C por 7 dias, fueron suspendidas en alcohol al 70% y almacenadas a
-20°C por 24 horas, después lavadas tres veces con PBS y suspendidas en 300 uL del buffer FACS
flow (BD Biosciences #cat. 342003), que es el buffer que necesita el citbmetro. Finalmente fueron
leidos 10,000 eventos en el citometro y se muestran los datos de tres experimentos independientes
como media + error estandar.
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5.8 Cuantificacion de nitritos y nitratos

Los nitritos y nitratos (NO,), productos del metabolismo del NO, fueron medidos por la
reaccion de Griess. Los sobrenadantes de los cultivos celulares a los 4 y 7 dias de exposicion al
TiO,-C fueron recuperados y almacenados a -20°C. El sobrenadante de cada tratamiento (100 L)
fue combinado con 70 pL de los reactivos de Griess (mezcla de proporciones iguales de 0,1% de
dihidrocloruro de diamina naftilo en &cido fosférico 2,5% en &cido fosforico al 1%). La combinacion
de reactivos fue agregada en cada pozo de una placa de 96 pozos y se incub6 a temperatura
ambiente por 10 minutos. La concentracién de NOy fue determinada con la ayuda de una curva
estandar de NaNO,. Las muestras se leyeron a 540 nm y se presentan los datos de tres

experimentos independientes como media + error estandar.

5.9 Cuantificacion de la produccion de citocinas

Para cuantificar las citocinas producidas, los sobrenadantes del cultivo celular fueron
recuperados a los 4 y 7 dias de exposicion al TiO,-C. La cuantificacién de las citocinas IL-2, IL-4, IL-
6, IL-8, IL-10, GM-CSF, IFN-y y TNF-a se realiz6 utilizando el kit Bio.plex pro Human Cytokine 8-
plex (numero de catdlogo M50-000007A). Brevemente, se adicionaron 50 pyL de las microesferas
del kit en cada pozo de una caja de 96 pozos y se lavaron dos veces con 100 uL del buffer del kit.
Posteriormente, el sobrenadante de cada tratamiento fue diluido 1:4 con medio de cultivo (libre de
SFB) y se agregaron 50 yL por pozo en una caja de 96 pozos, después fueron agitados a 850+50
rpm por 30 minutos a temperatura ambiente. Luego, se adicioné a cada pozo 25 pL de los
anticuerpos del kit y se agito bajo las mismas condiciones. Finalmente 125 pL del buffer de ensayo
del kit se adicionaron en cada pozo y la placa fue leida utilizando el equipo Multiplex Reader (Bio-
Plex MAGPIX Multiplex reader, Texas, USA). Los sobrenadantes de tres experimentos

independientes se analizaron y los datos se muestran como media * error estandar.

5.10 Progresion del ciclo celular

La progresion del ciclo celular se midi6 mediante citometria de flujo, para ello, después de
los 7 dias de exposicion al TiO,-C, las células fueron incubadas con PBS-EDTA 1 mM por 5
minutos a 37°C. Posteriormente, se recuperaron las células y se centrifugaron a 1500 rpm 0 0.2 g
durante 5 minutos. El sobrenadante fue retirado y las células se lavaron con PBS tres veces y se
centrifugaron de nuevo bajo las mismas condiciones. Para fijar las células, las células fueron

resuspendidas en alcohol a 70% previamente enfriado a -20°C y se incubaron a esa misma
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temperatura por 24 horas. Después, las células fueron centrifugadas con las mismas condiciones y
el precipitado fue suspendido en una solucién con yoduro de propidio (500 pg/mL) y (100 pg/mL)
de RNAasa suspendidos en PBS-tritdn (0.1%) y se leyeron en el citbmetro tomando en cuenta
10,000 eventos por tratamiento. Los datos de tres experimentos independientes se muestran como

media * error estandar.

5.11 Analisis estadisticos

Todos los datos fueron presentados como media + error estandar. Debido a que los datos
presentaron distribucion Gaussiana, todos los resultados fueron comparados con un analisis de
varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Dunnet para ver diferencias entre medias. Las
diferencias con un valor de *p<0.05 fueron consideradas significativas.

Ademas, se realiz6 una correlacion lineal entre la reduccion de MTT vy la liberacién de citocinas para

observar si la concentracion de citocinas depende de la viabilidad celular.
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6. RESULTADOS
6.1 Caracterizacion del TiO,-C

Las NPs utilizadas en este trabajo presentaron fase cristalina de anatasa (Figura 6A), y
tuvieron forma de cintas, asi como un tamano primario de mas de 1 ym de largo, pero con tamafo
nanomeétrico en lo ancho de las cintas (Figura 6B). El tamafio hidrodinamico, es decir, el tamafio de
los aglomerados que formaron las NPs cuando fueron suspendidas en medio F12K fue de 454+1.5
nm y cuando fueron suspendidas en F12K mas 10% de SFB el tamafio de los aglomerados fue de
602.2+2 nm (Figura 6C y tabla 2). El potencial Z fue alrededor de -30 mV en medio F12K y medio
F12K mas 10% de SFB, lo cual indica que las particulas se encuentran interaccionando con las

moléculas del medio (Tabla 2; http://www.azonano.com/article.aspx?ArticlelD=1235).

Tabla 2. Caracterizacion del TiO,-C

Particula Medio Potencial Z (mV) Tamafio hidrodinamico (nm)
TiO2-C F12K y SFB (10%) -27.4+15 454 +1.5
TiO2-C F12K -32.2+1.0 602.2+ 2
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Figura 6. Caracterizacion del dioxido de titanio en forma de nanocintas (TiO,-C). A) El patrdn tipico de la
fase cristalina anatasa se muestra mediante una espectrofotometria con rayos Raman. B) La forma de
cintas de las NPs se observa mediante una microscopia electrénica de barrido (SEM). C) El tamafio de
los aglomerados en medio F12K y 10% de SFB se pudo observar mediante microscopia electronica de
transmisién (TEM).
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6.2 Morfologia celular

La morfologia celular parece no tener cambios aparentes cuando la célula ha sido expuesta
a 1 ug/cm? de TiO,-C por 7 dias con respecto a las células que no fueron expuestas (Figura 7A y
7B). Sin embargo, cuando han sido expuestas a 5y 10 pg/cm? de TiO,-C por 7 dias, las células
parecen tener una forma mas circular (Figura 7B y 7D). Ademas, pese a que esta no es una técnica
apropiada para determinar internalizacion, la tincion permitié observar que el TiO,-C se encuentra

internalizado en las células, alrededor del nucleo (Figura 7B, 7C y 7D).

Figura 7. Morfologia celular por tincién con hematoxilina y eosina. A) Morfologia de células no
expuestas al TiO,-C. B) Células expuestas a 1 pg/cm C) Células expuestas a 5 pg/cm D) Celulas

2
expuestas a 10 pg/cm de TiO,-C por 7 dias. Las flechas muestran el TiO,-C dentro de las células y
alrededor del nicleo. Se realizaron tres experimentos independientes. Aumento 100X.
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6.3 Reduccién de MTT

La reduccion de MTT se utilizé para expresar la viabilidad celular. Los resultados mostraron
que en células expuestas a 1y 5 ug/cm? de TiO,-C por 7 dias no disminuye la viabilidad celular. Sin
embargo, las células que estuvieron expuestas a 10, 50, 100 y 200 pg/cm? de TiO,-C por 7 dias
mostraron disminucion en la viabilidad de 27.1%, 27.0%, 64.8%, y 77% (*p<0.05) respectivamente
(Figura 8).

Reduccion de MTT
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o
=
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Figura 8. Reduccion de MTT. La reduccion de MTT se utilizé para expresar el porcentaje dezcélulas viables
cuando no fueron expuestas (Ct) y cuando fueron expuestas a 1, 5, 10, 50, 100 y 200 pg/cm de TiO,-C por

7 dias. Se realizaron al menos tres experimentos independientes y se muestran los datos como media +
error estandar. *p<0.05 vs Ct.
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6.4 Interaccion del TiO,-C con el colorante Rojo de Alizarina S (ARS)

Para mostrar que el TiO,-C fue internalizado por las células, primero el TiO,-C fue recubierto
con el colorante ARS, el cual es un colorante que emite fluorescencia cuando interacciona con el
TiO, o el calcio (Thurn et al., 2009). Para mostrar la interaccion entre el ARS y el TiO,-C, se realiz6
un ensayo de sedimentacion y un barrido espectrofotométrico. El ensayo de sedimentacion muestra
que el solo colorante ARS resuspendido en agua y centrifugado no se precipita en el fondo del tubo
(Figura 9A, tubo 2). Por lo contrario, el TiO,-C si se precipita en el fondo del tubo cuando ha sido
centrifugado bajo las mismas condiciones (Figura 9A, tubo 3). Cuando el TiO,-C es suspendido con
el ARS, el colorante tiene la capacidad de interactuar con el TiO,-C, razén por la cual ambos son
precipitados en el fondo del tubo y el TiO,-C toma una coloracion roja (Figura 9A, tubo 4). Sin
embargo esta interaccion es especifica, pues cuando el TiO,-C es suspendido con otro colorante
(Naranja G) no hay interaccion y sélo el TiO,-C logra precipitarse, quedando el colorante Naranja G
en el sobrenadante (Figura 9A, tubo 5). Por otro lado, el barrido espectrofotométrico mostré que
cuando el TiO,-C interacciona con el colorante ARS da diferentes picos de absorcion a 350 y 525
nm aproximadamente, a diferencia del barrido espectrofotométrico del TiO,-C o del ARS por

separado que no muestra picos de absorcion a dichas longitudes de onda (Figura 9B).
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-&- Ti0-C
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Figura 9. Recubrimiento del TiO,-C con el colorante Rojo de Alizarina S (ARS). A) tubo 1,
agua; tubo 2, ARS; tubo 3, TiO,-C; tubo 4, ARS+TiO,-C; tubo 5, colorante Naranja G+TiO,-C

(control negativo). B) Barrido espectrofotométrico del colorante ARS (linea naranja con
circulos), del TiO,-C (linea verde con triangulos) y del ARS+ TiO,-C (linea azul con cuadros).

Se realizaron tres experimentos independientes y se muestran las imagenes representativas.
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6.5 Internalizacion del TiO,-C por microscopia confocal

Para determinar si las NPs estan internalizadas en las células, se tomaron microfotografias
con el microscopio confocal de las células expuestas al TiO,-C. Las células mostraron fluorescencia
positiva, cuando fueron expuestas a 1, 5y 10 pg/cm? TiO,-C recubierto con ARS pero no hubo
fluorescencia en las células control (Figura 10A). Por otro lado, para confirmar que la fluorescencia
es especifica, se tomaron microfotografias de células expuestas a solo el colorante ARS y de
células expuestas a solo la concentracion mas alta del TiO,-C y dichas microfotografias por una
parte no mostraron fluorescencia (Figura 10B) y por otro lado muestra que el colorante ARS no se
internaliza por si solo.

A ARS-TiO,-C
1 pg/cm? 5 pg/cm? 10 pg/cm?
o . . .
20pm
Nomarski
i
B TiO,-Csin ARS
10ug/cm?
Confocal
Nomarski A

)

Figura 10. Internalizacion del TiO,-C mediante microscopia confocal y de contraste interdiferencial (Nomarski).
A) Células no expuestas (Ct) y células expuestas a 1, 5y 10 pg/cm2 de TiO,-C recubierto con ARS durante 7
dias. B) Células Ct y células tratadas con solo ARS y solo TiO,-C. Se realizaron tres experimentos
independientes y se muestran las imagenes representativas. Aumento 63X.



6.6 Internalizacion del TiO,-C y cambios morfolégicos por citometria de flujo

La hipotesis de que la internalizacion del TiO,-C esté relacionada con el aumento en la
granularidad y disminucion del tamafio celular fue confirmada mediante citometria de flujo. Las
graficas que arroja el citbmetro mostraron que la poblacion normal, es decir, la poblacién de las
células no expuestas al TiO,-C cambié cuando fue expuesta al TiO,-C conforme aumentd la
concentracion de TiO,-C, para ser mas precisos, la poblacion se fue desplazando hacia arriba y
hacia la izquierda, lo cual indica que las células se hicieron mas granulosas y mas pequefias
(Figura 11A).

El porcentaje de células que aumentaron su granularidad fueron las células expuestas a 1, 5y 10
ng/cm? del TiO,-C con 20%, 56.9% y 50.7% respectivamente (*p<0.0001; Figura 11B). Por otro
lado, el porcentaje de células que disminuyeron de tamafio fueron las células expuestas a 5y 10
Hg/cm? con 33.2% y 51.5% respectivamente (*p<0.0001; Figura 11C).
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Figura 11. Internalizacién del TiO,-C por citometria de flujo. A) Gréaficas representativas de la citometria de flujo de
2 . . . 4
células no expuestas (Ct) y células expuestas a 1, 5y 10 pyg/cm de TiO,-C por 7 dias. B) Porcentaje de células con

aumento en la granularidad. C) Porcentaje de células con disminucién en el tamafio celular. Se leyeron un total de 10,
000 células y se realizaron tres experimentos independientes. Los resultados se muestran como media + error
estandar, ***p<0.0001 vs Ct.
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6.7 Cuantificacion de NO,

Para conocer si hay una relacion entre la produccion de NOy y el proceso inflamatorio, se
cuantificaron los nitritos y nitratos en los sobrenadantes de los cultivos. La produccion de NO, no
mostré cambios en las células expuestas a 1, 5y 10 ug/cm?de TiO,-C durante 4 dias (Figura 12A),
a diferencia de las células expuestas durante 7 dias, las cuales mostraron un incremento del 24.7%
(*p<0.05) y 49.4% (*p<0.001) en las concentraciones de 1 y 10 pg/cm? de TiO,-C respectivamente
(Figura 12B).
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Figura 12. Cuantificacion de NO,_ por reaccion de Griess. A) Liberacion de NOx en
2

células no expuestas (Ct) y células expuestas a 1, 5y 10 pyg/cm de TiO,-C por 4 dias.

B) Liberacion de NOx en células no expuestas (Ct) y células expuestas a 1, 5y 10

pg/cm de TiO,-C por 7 dias. Se realizaron 4 experimentos independientes y los

resultados se muestran como media + error estandar, *p<0.05 y ***p<0.0001 vs Ct.

-32-
UNAM-FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA



6.8 Produccion de citocinas

Con la finalidad de conocer qué citocinas participan en el proceso inflamatorio inducido por
la exposicion al TiO,-C, al cuarto y al séptimo dia de exposicion se cuantificaron algunas citocinas
gue participan en la proliferacion (IL-2, GM-CSF), relacionadas con el proceso pro-inflamatorio (IL-
6, TNF-a, IFN-y) y anti-inflamatorio (IL-4, IL-8, IL-10). Ademas, estas citocinas estan relacionadas
con algunas patologias del pulmén (Cho et al., 2011). Las citocinas relacionadas con la proliferacion
celular mostraron que la liberacion de IL-2 aumenté 11.4, 15.1 y 14.9% (*p<0.05) en células
expuestas a 1, 5 y 10 pg/cm? de TiO,-C en el dia 4, mientras que en el dia 7 la liberacion bajo el
33.4% (*p<0.05) en la concentracion de 10 pg/cm? de TiO,-C (Figura 13A), mientras que el GM-CSF
mostré 40.8 y 53.9% (*p<0.05) de aumento en las concentraciones de 5y 10 pg/cm? de TiO,-C
respectivamente, a los 4 dias de exposicion, pero no hubo cambios al dia 7 de exposicion (Figura
13B).

En cuanto a las citocinas pro-inflamatorias, la liberacién de IL-6 aumenté 11.3, 16.0 y 14.4%
(*p<0.05) en las células expuestas a 1, 5y 10 ug/cm? de TiO,-C a los 4 dias de exposicion. Por lo
contrario, a los 7 dias de exposicién la liberacion de IL-6 disminuy6 52.1% (*p<0.05) en las células
expuestas a la concentracion mas alta (Figura 14A). Este comportamiento también fue observado
en TNF-a y IFN-y, pues TNF-a aumenté 12.0, 15.9 y 14.5% (*p<0.05) a los 4 dias de exposicion en
las concentraciones de 1, 5y 10 pg/cm? de TiO,-C respectivamente, pero baj6é 35.7% (*p<0.05) en
el séptimo dia de exposiciéon en células expuestas a 10 pg/cm? de TiO,-C (Figura 14B), mientras
que el IFN-y aument6 9.0, 13.5, 12.9% (*p<0.05) cuando las células fueron expuestas a 1, 5y 10
ng/cm? de TiO,-C a los 4 dias de exposicion, y bajé 44.7% (*p<0.05) a los 7 dias de exposicion en
células expuestas a 10 pg/cm?de TiO,-C (Figura 14C).

Con respecto a las citocinas anti-inflamatorias, la liberacién de IL-4 aument6 13.0, 17.2, y 16.3%
(*p<0.05) cuando las células se expusieron a 1, 5y 10 ug/cm? de TiO,-C durante 4 dias, mientras
que la liberacién de esa misma citocina disminuy6 34.8% (*p<0.05) en las células expuestas a 10
ng/cm? de TiO,-C durante 7 dias (*p<0.05; Figura 15A). La liberacién de IL-8 solo mostré una
disminucioén del 64.1% (*p<0.05) después de haber expuesto a las células a 10 pg/cm? de TiO,-C
durante 7 dias (Figura 15B). Y finalmente la IL-10 no mostré6 cambios en ninguna concentracion ni

en ninguno de los dos dias (Figura 15C).
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Figura 13. Cuantificacion de la produccion de citocinas IL-2 y GM-CSF que participan en la
proliferacién celular. A) Produccion de IL-2 y B) Produccion de GM-CSF en células no expuestas

(Ct) y células expuestas a 1, 5y 10 ug/cm2 de TiO,-C por 4 y 7 dias. Se realizaron 3 experimentos
independientes y los resultados se muestran como media * error estandar, *p<0.05 vs Ct.
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Figura 14. Cuantificacion de la produccion de citocinas IL-6, TNF-a y IFN-y que participan en el proceso pro-
inflamatorio. A) Produccion de IL-6 B) Produccién de TNF-a y C) Produccion de IFN-y en células no expuestas
(Ct) y células expuestas a 1, 5y 10 pg/cm2 de TiO,-C por 4y 7 dias. Se realizaron 3 experimentos independientes
y los resultados se muestran como media + error estandar, *p<0.05 vs Ct.
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Figura 15. Cuantificacion de la produccion de citocinas IL-4, IL-8, IL-10 que participan en el proceso anti-
inflamatorio. A) Produccion de IL-4 B) Produccién de IL-8 y C) Produccion de IL-10 en células no expuestas
(Ct) y células expuestas a 1, 5y 10 ug/cm2 de TiO,-C por 4 y 7 dias. Se realizaron 3 experimentos
independientes y los resultados se muestran como media + error estandar, *p<0.05 vs Ct.
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6.9 Progresién del ciclo celular

Con la finalidad de saber si la exposicion al TiO,-C y los efectos que causa afectan la
progresion del ciclo celular, se evalué mediante citometria celular. Las células expuestas a 1 ug/cm?
de TiO,-C durante 7 dias, no mostraron cambios en ninguna de las fases del ciclo celular (Figura
16B) en comparacion con la distribucion que presentaron las células no expuestas (Figura 16A). En
cuanto a las células expuestas a 5y 10 pg/cm? de TiO,-C durante 7 dias mostraron disminucion de
24.5% (*p<0.05) y 42.5% en la fase G1 (*p<0.01) respectivamente comparando contra las células
control y considerando las células control como el 100% (Figura 16C y 16D). Ademas, la fase S del
ciclo celular también mostr6 también una disminucion del 44.9 y 38% (*p<0.05) en células
expuestas a 5 y 10 pg/cm? de TiO,-C durante 7 dias respectivamente comparando contra las
células control, considerando las células control como el 100% (Figura 16C y 16D). Por lo contrario,
la fase G2/M incrementd en células expuestas a las dos concentraciones mas altas, es decir, 5y 10
ng/cm? de TiO,-C durante 7 dias con un aumento del 15.4 y 14.5% (*p<0.05) respectivamente
comparando contra las células control, considerando las células control como el 100% (Figura 16C
y 16D).
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Figura 16. Progresion del ciclo celular. Porcentaje de células en cada fase del ciclo celular cuando A) no fueron
expuestas (Ct) B) cuando fueron expuestas a 1 pg/cmz. C) cuando fueron expuestas a 5 pg/cmz. D) cuando fueron
expuestas a 10 pg/cm2 de TiO,-C por 7 dias. Se realizaron 3 experimentos independientes y los resultados se
muestran como media * error estandar del porcentaje de células en cada fase del ciclo celular, *p<0.05 vs Ct.
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6.10 Correlacién entre la liberacion de citocinas y la reduccion de MTT

Con la finalidad de saber si la disminucion en la liberacion de citocinas al dia siete de exposicion se
relaciona con la disminucion en la reduccion de MTT, se realiz6 una correlacion lineal donde ningn
dato de la produccion de citocinas correlacioné con la disminucion en la reduccion de MTT (Figura
17A, 17B; Tabla 3). A diferencia de lo anterior, el tamafio celular si correlaciona con la disminucién
en la reduccion de MTT, es decir, la poca reduccion de MTT tiene que ver con el pequefio tamafio

que las células adoptaron a consecuencia del tratamiento con TiO,-C (Figura 17C).
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Figura 17. Correlaciones representativas entre los efectos causados por la exposicion al TiO2-C. A)
Correlacion entre la liberacion de IL-2 y la reduccion de MTT B) Correlacién entre la liberacion de IL-6 y la
reducciéon de MTT. C) Correlacién entre el tamafio celular y la reduccion de MTT.

Tabla 3. Correlacion entre la produccion de citocinasy la reduccionde MTT al séptimo dia de exposicion.

Interleucina en IFN- L4
correlacion con la IL-2 GM-CSF IL-6 TNF-a Y IL-8 IL-10
reduccion de MTT

R2 entre los efectos 0.4359 0.7186 0.4505 0.8539 0.8441 0.5293 0.5096 0.5950
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7. DISCUSION

La nanotecnologia se ha desarrollado fuertemente en el siglo XXI y el uso de los
nanomateriales en nuevas aplicaciones ha incrementado exponencialmente (Li et al., 2014). La
utilizacién de nanomateriales ha ofrecido mejores resultados en los productos haciéndolos mas
atractivos en el mercado que los productos que estdn hechos o contienen particulas en tamafio
micrométrico. Ademas, la tendencia a nivel mundial es dejar de sintetizar particulas micrométricas y
sustituirlas por particulas nanométricas. Se estima que para el afio 2020 haya una produccion de
500,000 toneladas de nanoparticulas de TiO, por afio tan solo en los EE.UU. (Robichaud et al.,
2009). Inclusive, han comenzado a sintetizarse particulas en el intervalo sub-nanométrico con la
misma finalidad, es decir, mejorar los productos u optimizar las funciones de algunos aparatos
(Barea et al., 2005; Huc y Pelzer, 2008; Dollinger et al., 2014).

El TiO, es hasta ahora el nanomaterial con mayor produccion a nivel mundial aparte de ser uno de
los nanomateriales mas baratos en el mercado y por ende mas costeable para la industria, por lo
tanto es importante considerar la toxicidad que es capaz de inducir, principalmente cuando se esta
expuesto a este nanomaterial por via inhalatoria, pues se ha observado que es la via de exposicién
gue muestra mas susceptibilidad (IARC, 2010; Weir et al., 2012; Ponce, 2013).

En el afio 2006 la IARC clasificé el TiO, en el grupo 2B como “posible carcin6geno para
humanos”. Por su parte, la NIOSH lo clasific6 como “potencial carcinégeno ocupacional” en el
afio 2011. Sin embargo, el hecho de que alun no sea clasificado como carcindgeno es por falta de
evidencia y que dicha evidencia simule exposiciones reales en humanos, por esa razén las
concentraciones utilizadas en este trabajo son bajas y durante un periodo relativamente largo, pues
la mayoria de los estudios realizados hasta ahora son con concentraciones o dosis altas y los

tiempos de exposicion son de 24, 48 y 72 horas, es decir, tiempos cortos (Warheit, 2013).

Uno de los tejidos mas susceptible a dafios inducidos por la exposicién inhalatoria al TiO, NPs es el
pulmén. Por esta razon utilizamos células provenientes de este tejido. Sin embargo, aun falta
informacion que muestre como la exposicion a TiO,-C contribuye en patologias que llevan al
desarrollo de cancer pulmonar. Algunos procesos celulares que podrian estar participando son la

inflamacién constante y cambios en la progresion del ciclo celular.

El hecho de que el pulmén sea el 6rgano méas afectado cuando se esta expuesto por via inhalatoria
al TiO, es porque las NPs logran llegar a diferentes regiones del tracto respiratorio y se ha visto que
el 50% del TiO, respirado llega a regiones alveolares (Simko et al., 2010). Una vez que el TiO, esta
en las regiones alveolares, es internalizado por las células y esto promueve que el TiO, sea

acumulado por el pulmén, pues no se puede metabolizar ni degradar. Un estudio demostré que
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ratas expuestas a una Unica dosis de 6.0 mg/kg de TiO, por via intratraqueal retienen en el pulmén
el 31% del Ti administrado incluso después de 26 semanas de haber sido administradas (Shinohara
et al., 2014). En este trabajo se eligié a las células epiteliales de pulmén de la linea celular A549
porque son neumocitos tipo Il que conforman aproximadamente el 7% de la superficie alveolar
(Muller et al., 2010), pero a pesar de cubrir menor superficie que los neumocitos tipo I, hay méas

cantidad de neumocitos tipo Il en la regién alveolar (Foster et al., 1998).

Se ha visto que la toxicidad estd aunada a la forma, la carga, el tamafio entre otras caracteristicas
de las particulas, por eso la caracterizacion es tan importante en cada estudio. La caracterizacion
del TiO,-C en este trabajo mostré que cuando estas NPs son suspendidas en medio F12K mas
10% de SFB el potencial Z, que es una medida de la repulsion o atraccién entre las nanoparticulas
y las moléculas del medio de dispersion, fue de aproximadamente -30 mV; este valor, indica que las
NPs se encuentran interaccionando con las moléculas del medio de cultivo. Por lo contrario, cuando
el valor del potencial Z es cercano a cero, significa que no interacciona con las moléculas del
medio, razén por la cual las NPs se precipitarian rdpidamente. Ademas, cuando el TiO,-C es

suspendido en este mismo medio forma aglomerados en el intervalo de 450-600 nm.

Por otro lado, se ha observado que el mecanismo por el cual el TiO,-C induce toxicidad es muy
similar al de los asbestos, los cuales ya han sido ampliamente estudiados y dados los resultados se
han clasificado en el grupo 1 como cancerigenos para humanos por la IARC (2009) y la EPA
(2009). La similitud en cuanto a la toxicidad es porque ambas particulas son internalizadas por
macropinocitosis en macréfagos alveolares, y porque al ser internalizadas rompen los
fagolisosomas, liberan catepsina B y activan el inflamasoma NLRP3 (Hamilton et al., 2014; Stern et
al., 2012; Tschopp et al., 2010). Hasta ahora no habia ningln estudio que reportara que los
neumocitos tipo Il también tienen la capacidad de internalizar el TiO,-C y distribuirlo en el

citoplasma.

La macropinocitosis es el proceso por el cual las células internalizan fluidos y sus contenidos. Es
por este proceso que las NPs se internalizan predominantemente, ademas, durante este proceso
las NPs pueden o no interaccionar con la membrana celular (Adjei et al., 2014). Cuando la célula
realiza este proceso de macropinocitosis se forman vesiculas que van a contener lo que se
internalizo, esas vesiculas se fusionan después con los lisosomas para formar los fagolisosomas e
intentar degradar lo que se ha internalizado (Fronhlich, 2012). Lo anterior, no ocurre cuando la
célula internaliza TiO,-C, pues debido a su forma no permite la formacion de los fagolisosomas y
por su composicion quimica tampoco puede ser degradado, razén por la cual finalmente el TiO,-C

se encuentra interaccionando directamente con el citoplasma.
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La activacién del inflamasoma esta caracterizada por la liberaciéon de IL-1 e IL-18 y esto ha sido
ampliamente reportado para los asbestos, pero recientemente se ha mostrado que también el TiO,-
C tiene la capacidad de activarlo desde las primeras 24 horas de exposicion (Hamilton et al., 2009).
Hay otras caracteristicas en la que también son similares ambas particulas: 1) las cintas con mayor
longitud son mas téxicas que las cintas mas cortas 2) se acumulan en el pulmén 3) en ambos casos

se llevan las particulas a los nédulos linfaticos, lo cual limpia el pulmén (Hillegass et al., 2013).

La toxicidad inducida por la exposicion a NPs, esta intimamente relacionada con la internalizacion
de estas NPs por las células. Por esta razén quisimos observar si las células A549 tienen la
capacidad de internalizar el TiO,-C, pues a pesar de que ya se ha reportado que estas células
logran internalizar el TiO,-E, la forma de la NPs tiene gran influencia en la internalizacion (Kettler et
al., 2013).

Con ayuda del colorante fluorescente ARS, el cual tiene afinidad por el TiO,-C, marcamos las NPs
para poder observarlas mediante microscopia confocal. El ARS ha sido utilizado anteriormente para
marcar los depositos de calcio (Puchtler et al., 1969; Papalexiou et al., 2004), pero recientemente
se ha utilizado para marcar las NPs y poder observar si son internalizadas por las células (Thurn et
al., 2009). La afinidad del ARS con el TiO,-C ocurre en los grupos hidroxilos del ARS que se unen
al TiO,, y este es el mismo proceso por el cual se une al calcio. La afinidad de este colorante con el
TiO,-C fue confirmado en nuestros resultados, pues cuando se hace un barrido espectrofotométrico
del TiO,-C y el ARS juntos absorbe a diferente longitud de onda que cuando estan por separado.
Similarmente, en el ensayo de sedimentacién, cuando el TiO,-C y el ARS son puestos en el mismo
tubo interaccionan y se precipitan, a diferencia cuando solo el colorante es suspendido en agua,

pues pese a ser centrifugado no se precipita.

El hecho que el TiO,-C haya sido recubierto nos permitié observar que las células (A549) tuvieron la
capacidad de internalizar las NPs de TiO,-C, lo cual no habia sido reportado para esta linea celular.
Las NPs internalizadas se encontraron distribuidas en el citoplasma, pero no lograron entrar al
nucleo, lo cual es comun que ocurra en muchos tipos celulares, por ejemplo en células de epitelio
bronquial de la linea celular BEAS-2B, las cuales internalizan el TiO,-E en vacuolas solo en el
citoplasma (Bhattacharya et al., 2008). No obstante, en algunos tipos celulares como las células
epidermales de la linea celular A431 logran internalizar el TiO,-E en el citoplasma y en el ndcleo
(Shukla et al., 2011), lo cual sugiere que no so6lo el tipo de NP influye en la respuesta celular, sino

también el tipo de célula que esté siendo expuesta a este nanomaterial.

Ademas, se observé que la internalizacion de las particulas indujo disminucion del tamafio celular y
aumento en la granularidad de las células. El cambio en el tamafio celular probablemente se deba a
un reacomodo en la estructura del citoesqueleto como se ha observado en otros trabajos (Da Rosa,
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2013). Se ha observado también que la expresion de los genes relacionados con este organelo
cambia por la exposicion a TiO,-Ey TiO,-C (Sheng et al., 2014; Tilton et al., 2013). En cuanto a la
granularidad, cuando las células son leidas en el citometro, el haz de luz que ilumina a la célula es
dispersado en diferentes angulos, este es el fundamento de la granularidad, de manera que al
aumentar la granularidad es porque esta aumentando el contenido intracelular (Toduka et al.,
2012), debido a la internalizacién de las NPs. Una desventaja de este método, es que el haz de luz
no sélo choca con las NPs internalizadas sino también con las que se encuentran unidas a la
membrana celular, de manera que no se distingue entre las NPs que estan dentro y las que estan
fuera de la célula (Allouni et al., 2012; Chen et al., 2014). No obstante, con el ensayo de ARS

pudimos confirmar que las NPs son internalizadas y no sélo estan en la membrana.

Un dato importante que hay que considerar es que la internalizacién de las NPs depende de la
concentracion a las que son expuestas las células, y que la internalizacién es incesante al menos
en las células A549 (Foster et al.,, 1998; Stearns, 2001). Otros puntos a considerar es que las
células A549 distribuyen las NPs internalizadas durante la division celular, es decir, cuando la célula
se divide, ambas células hijas se llevan el 50% de las NPs internalizadas (Kim et al.,, 2011) y

durante la division celular no hay internalizacion de NPs (Wang et al., 2013).

En cuanto al TiO,-C, los Unicos reportes que muestran la internalizacién son realizados en
macréfagos alveolares extraidos de ratones C57BL/6 expuestos a estas NPs y ellos reportan que
las células intentan formar fagolisosomas para internalizar el TiO,-C, sin embargo estas estructuras
son aberrantes, es decir, no logran formarse (Hamilton et al., 2014; Hamilton et al., 2009).
Probablemente la larga longitud de las cintas sea un factor importante, que esté impidiendo la

formacioén de los fagolisosomas.

Lo anterior, podria estar ligado a la viabilidad celular, pues al estar las particulas libres y no en
vesiculas, estan interactuando con todo el contenido citoplasmatico e induciendo mayor dafio
celular. Los resultados mostraron que a concentraciones bajas (1 y 5 ug/cm?) no hay ningun efecto
sobre la viabilidad, sin embargo a partir de concentraciones de 10 y hasta 200 pg/cm? las células
mostraron disminucién en la viabilidad después de 7 dias de exposicion. Lo anterior, concuerda con
el estudio realizado en macréfagos alveolares donde los expusieron a 50 y 100 ug/ml de TiO,-C por
24 horas y vieron disminucién en la viabilidad. Cabe mencionar que estas particulas se internalizan
incluso desde la hora y media de estar en contacto con las células (Hamilton et al., 2014), ademas

gue este estudio es el Unico que reporta cambios en la viabilidad en células expuestas a TiO,-C.

Por otro lado, el éxido nitrico esté intimamente relacionado con la respuesta pro-inflamatoria, el cual
es sintetizado por diferentes células pero principalmente las endoteliales, células inflamatorias y
células del tracto respiratorio (Gelb et al., 2012). En un estudio donde reportan el transcriptoma y el
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proteoma de células expuestas a TiO,-C hubo proteinas y genes activados que estan relacionados
con la produccion de NO (Tilton et al., 2013). Lo anterior concuerda con nuestros resultados, pues
se observdé que al dia 7 de exposicion hubo un aumento en la produccién de NO, en las
concentraciones de 1 y 10 pg/cm? El hecho que la exposicién a TiO,-C induzca aumento en la
produccion de NO,, indica que en las células expuestas a este nanomaterial previamente
desencadenaron un proceso inflamatorio, lo cual se refuerza con la liberacion de citocinas, en

especial las pro-inflamatorias.

La produccién de citocinas tiene lugar durante un corto periodo, que estd sometida a una estricta
regulacion tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional. Este estricto control es debido a
que las citocinas son moléculas capaces de actuar en concentraciones de picogramos, y una super
produccién podria causar graves dafios celulares, por ejemplo, los asbestos mantienen la
inflamacién constante lo que lleva al tejido a una fibrosis y posteriormente a cancer de pulmoén.
Muchas de las citocinas presentan secuencias ricas en AU en la region 3’ de su RNA mensajero no
traducido que facilitan su rapida degradacién, evitando asi la sobreproduccion de citocinas y por

consecuencia regulando las respuestas bioldgicas (Gayo et al., 2009).

En los resultados se observa que a los 4 dias de exposicion al TiO,-C la liberacion de citocinas
aumenta, pero al dia 7 de exposicion la liberaciéon de esas mismas citocinas baja incluso por debajo
del basal en la concentracién mas alta (10 pg/cm?). Al principio se pens6 que la disminucion en la
liberacién de citocinas podria estar relacionada con la disminucion en la viabilidad de las células,
para comprobarlo de realizdé una correlacion lineal la cual mostré que no hay correlacion entre la
disminucion de viabilidad y la disminucién de citocinas. Por esta razon, otra posible explicacién a la

disminucion de citocinas es que las células se encuentren en un estado de anergia.

Se considera que la anergia de células T es un mecanismo de tolerancia, por el cual las células
permanecen inactivas funcionalmente durante periodos prolongados, incluso sin division celular. Si
bien la sobrevida de las células que entran en anergia no es la normal, es mucho mayor que la de
células que han iniciado el proceso de apoptosis. Asi mismo, aunque algunos de los pasos
bioquimicos que participan en la apoptosis inducida por antigeno y en la anergia se superponen, la
activacion de caspasas no tiene lugar durante la anergia. EI mantenimiento del estado de anergia
puede requerir 0 no la persistencia del antigeno y puede ser o no reversible. Ademas, la anergia

esta intimamente relacionada con la detencion del ciclo celular (Schwartz, 2003).

Lo anterior coincide con los resultados obtenidos en este trabajo, pues se observd una acumulacion
en la fase G2/M de las células expuestas a 5y 10 pyg/cm? después de los 7 dias de exposicion. Si

bien practicamente no hay estudios que evallen el ciclo celular de células expuestas a TiO,-C, si
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hay estudios con células que han sido expuestas a TiO, en forma de fibras y asbestos en los cuales

se han observado resultados similares.

En células cervicales expuestas a 2, 5y 10 uyg/mL de TiO, en forma de fibras, presentaron aumento
en la fase G2/M y disminucion de la fase G1 (Ramkumar et al., 2012) mientras que en células
mesoteliales pleurales expuestas a 5y 10 mg/cm? de asbestos recubiertas de vitronectina, que es
una adhesivo de proteinas del suero, se observé que hubo una acumulacién de las células en la

fase G2/M (Liu et al., 2000), lo cual indica otra similitud entre el TiO,-C y los asbestos.

El hecho de que se acumulen en la fase G2/M significa que estan siendo detenidas en el punto de
control de esa fase. Los puntos de control del ciclo celular son un importante mecanismo que se
asegura la adecuada ejecucion del ciclo celular. Uno de los puntos de control se encuentra en la
fase G2/M del ciclo celular y este se encarga de bloquear que la célula entre a mitosis cuando hay
dafio en el DNA. Cuando ha habido dafio en el DNA, aparte de ser arrestadas en el punto de
control de la fase G2/M, las células activan las vias de sefalizacién para reparar el dafio y que la
células pueda seguir, pero si no hay una reparacion exitosa, la célula se va a apoptosis (Pietenpol y
Stewart, 2002). Ademas, este blogueo en la fase G2/M conlleva que haya una disminucién de las

células en la fase G1 y por ende en la fase de sintesis (S).

La gran similitud entre la toxicidad inducida por la exposicién al TiO,-C y la inducida por exposicion
a asbestos, nos hace pensar que puede haber otros aspectos que no han sido descritos en los que
pudieran estar teniendo similitud, por ejemplo se sabe que la exposiciébn a asbestos induce la
formacion de 8-oxoguanosina (8-oxoG), que al ser internalizados y quedar en forma libre en el
citoplasma interactian con los cromosomas durante la mitosis, inducen la formacion de
micronucleos, deformacién del huso mitético, sobreexpresa genes implicados en el ciclo celular,
dafia la metafase y anafase, entre otras cosas (Fung et al., 1997; Dopp y Schiffmann, 1998;
Bahnassy et al., 2012), sin embargo hasta ahora nada de lo anterior ha sido descrito para la
exposicion a TiO,-C, pero dado que ambas particulas inducen arresto celular en la fase G2/M
podriamos sugerir que la exposicion al TiO,-C también induce dafio en el DNA que esta impidiendo

gue las células entren a mitosis.

El dafio a DNA puede ser generado por las ROS, las cuales son también otra similitud entre los
asbestos y el TiO,. Los asbestos pueden inducir ROS por dos mecanismos principales, el primero
es por el hierro que contienen en su superficie estas particulas, el cual tiene un papel importante en
la generacion de ROS, en especial por la reaccion de Fenton, y el segundo mecanismo es por la
generacion de ROS derivadas de la mitocondria (Blake et al., 2007). Para el TiO, se ha descrito que
el principal mecanismo de generacion de ROS es por cambios en el potencial de la membrana
mitocondrial, asi como en la permeabilidad (Freyre-Fonseca et al., 2011).
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Finalmente, este estudio aporta informacion sobre una pequefia parte de la toxicidad inducida por el
TiO,-C que es un nanomaterial recientemente sintetizado, y si bien ain no es sintetizado en
cantidades industriales, se han incrementado los usos de este nanomaterial y cada dia es mas
utilizado para diversos productos, razén por la cual vislumbramos que en unos afios se comenzara

a sintetizar en cantidades industriales y los ambiente ocupacionales comenzaran a abundar.

Por lo anterior, este trabajoé busca contribuir con la evidencia cientifica, que en un futuro servira
para que se puedan regular los limites de exposicibn ocupacional y se tomen las medidas
necesarias para la proteccion de los trabajadores y asi evitar futuras enfermedades, ya que en
México hay poco sobre la regulacion a diferencia de Europa y EE.UU. Ademas, este trabajo aporta
informacion sobre la toxicidad para que en un futuro, junto con mas evidencia cientifica, el TiO, sea

clasificado como carcindgeno.
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8. CONCLUSIONES

1. Las células A549 son capaces de internalizar el TiO,-C y dentro de las células estas NPs se

encuentran en el citoplasma.

2. La exposicion a TiO,-C induce disminucion en la reduccion de MTT a partir de la concentracion
de 10 pg/cm?.

3. La internalizacion causa cambios morfolégicos como disminuciéon en el tamafio celular y

aumento en la granularidad.

4. La exposicion al TiO,-C aumenta la produccion de nitritos y nitratos como los productos del

metabolismo del éxido nitrico al séptimo dia de exposicién.

5. La exposicion al TiO,-C promueve la produccién de citocinas al dia 4 de exposicién pero inhibe

dicha produccion al dia 7 de exposicion.

6. La disminucion de producciéon de citocinas no tiene correlacion con la disminucién en la

reduccion de MTT.

7. Las células A549 expuestas al TiO,-C por 7 dias se acumulan en la fase G2/M del ciclo celular.
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9. PERSPECTIVAS

Los resultados de este trabajo muestran que el TiO,-C induce toxicidad en las células del

epitelio pulmonar, sin embargo aun faltan muchos procesos celulares por describir. Algunas de las

perspectivas con base en lo obtenido en este trabajo son:

1.

2.

Cuantificar la cantidad de titanio que son capaces de internalizar.
Evaluar el dafio en el DNA inducido por la exposicion al TiO,-C.

Evaluar la capacidad de células epiteliales de pulmoén expuestas a TiO,-C para formar

tumores.
Evaluar si dicha exposicién promueve la invasion y metastasis.

Determinacion de la expresion de genes y proteinas relacionadas con el ciclo celular

después de una exposicion a TiO,-C por un periodo largo.

Evaluar mecanismos moleculares que confirmen el estado de anergia.
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