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Resumen

Las nanoparticulas de didxido de titanio (NPs-TiO,) son un material ampliamente utilizado
a nivel industrial con una gran produccién anual. En estudios recientes se ha demostrado
que las NPs-TiO, tienen efectos inflamatorios, oxidativos, y genotoxicos. Las NPs-TiO,
pueden introducirse via inhalatoria al cuerpo, y debido a sus pequefias dimensiones
pueden atravesar las membranas celulares y acumularse dentro de la célula donde
pueden interaccionar con el citoesqueleto. El citoesqueleto juega un papel esencial en
numerosos aspectos de la biologia celular, tales como el transporte intracelular, movilidad
y contractibilidad, dar estructura y soporte, proporcionar soporte mecanico y la division
celular. Por consiguiente, es importante profundizar en el conocimiento de los efectos de
las NPs-TiO, sobre el citoesqueleto. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
remodelacion del citoesqueleto, mediante el patrén de distribucion de actina-F, vimentina
y microtubulos, inducida por la exposicién a NPs-TiO, durante 7 dias en células epiteliales
A549 de pulmén.

Las células epiteliales de pulmén A549 se cultivaron sobre cubreobjetos en cajas petri de
35mm y fueron expuestas a concentraciones crecientes de 1, 5y 10 pg/cm? de NPs-TiO,
durante 7 dias. Para observar la morfologia e internalizacion de las NPs-TiO, se utilizé la
tincion con hematoxilina y eosina. El andlisis de citoesqueleto se realizé mediante la
inmunodetecciéon de a/f tubulina y vimentina conjugados a FITC, la actina fue marcada
con Ph-rodaminada. La dilucién utilizada para los tres anticuerpos fue la misma (1:100).
Se realiz6 la cuantificacion de los parametros de morfologia celular y la estructura de los
filamentos de actina-F y vimentina mediante el software Image J.

Se observdé un aumento de la intensidad de fluorescencia de actina-F, para las
concentraciones de 5y 10 pg/cm?, en vimentina a 1,5y 10 ug/cm? y para tubulina a 5y
10 upg/cm?. En los filamentos de actina aumenté el numero y la longitud de las
ramificaciones, numero de uniones y ftriples uniones, también disminuyé la longitud
maxima de los filamentos principales, por otra parte en vimentina disminuyd la longitud de
los filamentos, el numero de uniones y triples uniones. Los parametros de morfologia
celular mostraron incremento en el area, perimetro y diametro de Feret y disminucién en
el indice de circularidad de las células epiteliales de pulmén A549.

La exposicion e internalizacién de las NPs-TiO, (1, 5y 10 ug/cm?) a nivel de citoplasma
en células A549 promueve fendmenos de polimerizacion y despolimerizacion de los
filamentos de actina-F y vimentina, los cuales estan asociados a los cambios en los
parametros de estructura de los filamentos asi como a cambios en la localizacién de
dichos filamentos. Esto genera cambios en la morfologia celular evaluados por el area,
perimetro, circularidad y diametro de Feret.



1. Introduccién

1. Nanomateriales

En las ultimas décadas ha existido un rapido desarrollo de la nanotecnologia, con mas de
1000 productos de consumo disponibles en el mercado (The Project of Emerging
Nanotechnologies, http: //www. nanotechproject.org/inventories). Las aplicaciones de la
nanotecnologia se han ampliado y destacado en gran medida con la produccién en masa
de los nanomateriales (NMs) (Klaine et al., 2012; Wang et al., 2013).

La Fundacion Nacional para la Ciencia define a los NMs como los que se encuentran en
una escala de 1-100nm (NSTC, 2000). En octubre del 2011 la Unién Europea definié a los
NMs como un material natural, accidental o fabricado que contenga particulas sueltas,
formando agregados o aglomerados, donde el 50% o mas de las particulas muestren una

o mas dimensiones externas en un rango de tamafio de 1-100 nm (Shi et al., 2013).

También los materiales de tamafo nanométrico pueden diferenciarse por su forma de
produccién, primero se encuentran las particulas ultrafinas que no se producen
intencionadamente. Estas son el producto de procesos de combustion, la fundicion, la
quema de combustible, los incendios y los volcanes. Por otra parte se encuentran los NMs
fabricados intencionalmente, entre sus formas de produccién se encuentran la deposicién
fisica y quimica del vapor, la sintesis de fase liquida y el autoensamblaje (Yokel et al.,
2011).

Actualmente existe un gran interés en el desarrollo de los NMs debido a que sus
propiedades difieren de manera fundamental y valiosa de los materiales tamafio micro y
macro (Yokel et al., 2011). Es por ello que diversas areas como la Quimica, la Ecologia y
las Ciencias Biomédicas estudian los NMs (ver Fig. 1). Estas propiedades que hacen
unicos a los NMs se atribuyen a su pequefio tamano (superficie de area y distribucién), a
su composicién quimica como la pureza, cristalinidad y propiedades electrénicas, su
estructura de superficie (reactividad de la superficie, grupos superficiales, recubrimientos
inorganicos u organicos, etc.), la solubilidad, forma y agregacion (Net et al., 2006). Sin
embargo estas propiedades también generan interés por conocer los posibles efectos

adversos que se puedan dar sobre los sistemas biologicos.



La exposicién a los NMs se ha asociado en estudios recientes con numerosos efectos
adversos a la salud como inflamacion pulmonar (Monteiller et al., 2007; Stebounova et al.,
2011) dano al tejido cardiaco (Abdelhalim, 2011), y genotoxicidad (Gomaa et al., 2013).
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Figura 1. Esquema del estudio de los nanomateriales en diversas areas (modificado de Klaine et al.,
2012).

2. Clasificacion de los NMs

Los NMs no pueden ser considerados como un grupo uniforme de sustancias ya que se
producen a partir de muchas sustancias, en muchas formas y tamafios y con una variedad
de revestimientos de superficie (Savolainen et al., 2010).

Los NMs manufacturados pueden ser organizados en cuatro tipos en funcion de sus
formas quimicas (GAO, 2010): (1) los NMs basados en carbon como por ejemplo los
nanotubos de carbono (CNTs) son tubos a base de carbono largos y tienen el potencial de
actuar como fibras biopersistentes (Klaine et al., 2012) y los fullerenos; (2) los NMs
basados en metales como el diéxido de titanio (TiO,), 6xido de zinc (ZnO); (3)
dendrimeros tales como polimeros a nanoescala; (4) y los compuestos tales como el

platino con silice (Wang et al., 2013).



3. Nanoparticulas de di6éxido de titanio

El diéxido de titanio (TiO,) es un material semiconductor, con actividad fotocatalitica.
(Skocaj et al., 2011). El aumento de su actividad catalitica se ha atribuido a la disminucién

de su tamano y es permitida por el area de superficie mas grande por unidad de masa.

Existen cuatro polimorfismos de origen natural de dioxido de titanio: rutilo, anatasa,
brookita y diéxido de titanio (B). La anatasa y el rutilo son tetragonales, la brookita es
ortorrombica y el diéxido de titanio (B) es monoclinico (Baan, 2010). La mayor parte del
TiO, se sintetiza a partir del mineral ilmenita (FeTiO3), mediante el proceso de “sulfato” o
el de “cloruro” (Baan, 2010; Skocaj et al., 2011). En el proceso de sulfato, la iimenita se
hace reaccionar con acido sulfurico. El hidréxido de titanio se precipita a continuacién por
hidrolisis, se filira y se calcina. En el proceso de cloruro, el rutilo se convierte en
tetracloruro de titanio por cloracion en presencia de coque de petréleo. El tetracloruro de
titanio es oxidado por aire u oxigeno a aproximadamente 1000 ° C, y el dioxido de titanio
resultante se calcina para eliminar el cloro residual y cualquier acido clorhidrico que pueda
haberse formado en la reaccion (Baan, 2010). Estas caracteristicas y el precio
relativamente bajo de la materia prima y su procesamiento lo hacen un material con un
amplio campo de aplicaciones a nivel industrial, farmacéutico, cosmético, y médico
(Skocaj et al., 2011; Weir et al.,, 2012). El diéxido de titanio se utiliza en mas de 170
paises. Las principales regiones exportadoras son América del Norte y Australia, y la

mayoria de los paises en el resto del mundo son importadores netos (Baan, 2010).

En el afo 2005 se estimd una produccion de alrededor de 5 millones de toneladas de
nanoparticulas de didxido de titanio (NPs-TiO,). Sin embargo para el afio 2010 se estimo
en 4 millones de toneladas el consumo mundial anual de este pigmento (Shi et al., 2013),
por lo que su produccion masiva es un riesgo potencial para el ambiente y la salud
(Ahmad et al., 2012).

4. Endocitosis de las NPs-TiO,

Las cuatro rutas por las que es mas probable que exista exposicion a los NMs en los
organos son la dérmica, oral, inhalatoria y ocular (Yokel et al., 2011). Por esta razén se
han realizado estudios para conocer la habilidad de las células epiteliales para internalizar

dichas particulas. Mediante los mecanismos endociticos la ceélula interactua con su



ambiente y existen muchas rutas de captacion por endocitosis: mediada por clatrina,

asociada a cavelolina, fagocitosis, macropinocitosis y formacion de ruffles.

En un estudio realizado en células cancerigenas de prostata PC-3M se mostré que la
internalizacion de NPs-TiO, se produjeron a través de endocitosis mediada por clatrina,
endocitosis mediada por caveolina, y macropinocitosis de una manera dependiente de la

temperatura, concentracion y tiempo (Thurn et al., 2011).

La via de exposiciéon a NMs por inhalacion es la mas estudiada debido a que es la via
mas comun de exposicion en el lugar de trabajo (Yokel et al., 2011). Diversos estudios
han informado de internalizacion de NPs por las células epiteliales del pulmén. Se ha
reportado la internalizacion de microesferas fluorescentes en células epiteliales alveolares
(Foster et al., 2001). También se observo la internalizacion de las NPs-TiO, en células
epiteliales de pulmén A549 mediante fagocitosis después de ser expuestas a 40 ug/ml de
NPs-TiO, durante 6 horas (Stearns et al., 2011) (Ver Fig. 2).

3 Nu
5 1.1 pym

Figura 2. Internalizacion de las NPs-TiO,. Microscopia electrénica de transmision (TEM) de células A549
expuestas a 40 yg/ml de NPs-TiO; (modificado de Stearns et al., 2001). Nu, nucleo; flechas, sefialan la
internalizacion de NPs-TiO,.

10



5. Exocitosis de las NPs-TiO,

Un porcentaje de las NPs-TiO, internalizadas por las células es secretado al exterior
mediante la exocitosis. En un estudio realizado por Wang et al., (2013) en células madre
neurales expuestas a tres tipos de NPs-TiO, a concentraciones de 50 mg L™ y 100mg L™
durante 24 horas, se observé mediante microscopia confocal la exocitosis de las NPs-TiO,
en porcentajes de 35.0%, 34.6% y 41.7%. Asimismo en células musculares lisas
vasculares humanas expuestas durante una hora a NPs de poly (D, L-lactida-co-glicolida)
a concentraciones de 10-1000 pg/mL, se encontré 65% de exocitosis de las NPs
mediante la medicion cuantitativa de la retencion de nanoparticulas dentro de la célula
usando HPLC y microscopia confocal sin embargo a mayor concentracién de NPs es
mayor su retencion en las células concluyendo que la exocitosis es dependiente de la

concentracion de NPs (Panyam et al., 2003).

6. Efectos toxicos de las NPs-TiO,in vivo

La Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer clasifica el TiO, como posible
carcinégeno para humanos (Grupo 2B). Las NPs-TiO, son potencialmente téxicas debido
a sus propiedades Unicas, incluyendo su gran area de superficie, I0 que puede hacerlas
muy reactivas o cataliticas. Ademas, su pequefio tamano hace posible que puedan pasar

a través de las membranas celulares y otras barreras bioldgicas (Yin et al., 2012).

Se encontré disfuncion microvascular y disminucion de la biodisponibilidad de 6xido nitrico
después de exponer ratas macho Sprague-Dawley a NPs-TiO, por via inhalatoria a
concentraciones de aerosol de 1.5-1.6 mg/m® mediante una camara conectada a un
generador de dispersion de polvo (Nurkiewicz et al., 2009). Por otra parte se observd
neutrofilia pulmonar en ratones hembra BALB/c/Sca expuestos a NPs-TiO, por via
inhalatoria (Rossi et al., 2010).

En un estudio realizado por Moon et al., (2010) encontraron inflamacién pulmonar tras la
administracion via intraperitoneal de NPs-TiO, 40 mg/kg aunque esta no es la mejor via
de administracién para reproducir la exposicién a NPs-TiO, en el ambiente. También
Baisch et al., (2014) encontraron inflamacién pulmonar tras la exposicion a NPs-TiO, sin

embargo se administraron dosis de 33 + 4 mg/m® y 13 + 1 mg/m® a ratas macho Fischer
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por instilacion intratraqueal y por inhalacion concluyendo que la inflamacion es

dependiente de la dosis.
7. Efectos toxicos de las NPs-TiO,in vitro

En diversos estudios se han reportado efectos adversos de las NPs-TiO,. Monteiller et al.,
(2007) encontraron efectos oxidativos y Bhattacharya et al., (2009) encontraron efectos
genotoxicos.

En un estudio realizado por Ahmad et al., (2012) se traté un plasmido pUC19 con
concentraciones de 5, 10, 25 y 50 uyg/ml de TiO, encontrando mediante el ensayo de
colonias azul: blanco y el analisis de secuencia del DNA del fragmento a del gen LacZ que
las NPs-TiO, inducen mutagénesis. En otro estudio Bernier et al., (2012) incubaron
superficies cubiertas con fibronectina a concentraciones de 40 y 400 ug/ml de NPs-TiO,,
encontrando que las NPs-TiO, afectan la adhesion celular de pre-osteoblastos MC-3T3
mediada por fibronectina, observando también un cambio en la morfologia celular y
alteraciones en la organizacion del citoesqueleto de actina.

Para conocer el efecto de la nanoestructura del TiO, se incubaron células humanas
epiteliales de mama MCF-7 y MDA-MB-468 con concentraciones crecientes de
dispersiones de TiO, (100% anatasa o mezcla de 75% anatasa - 25% rutilo) durante 48
horas, concluyendo que las NPs-TiO, 100% anatasa exhiben efectos -citotdxicos

superiores (Lagopati et al., 2014).

8. Citoesqueleto

El citoesqueleto es un andamio dinamico que da soporte estructural. Los filamentos del
citoesqueleto se forman como mondmeros polimerizados en filamentos lineales. Existen
tres tipos de filamentos: microfilamentos de actina o actina-F (MF), filamentos intermedios
(Fls) y microtubulos (MTs) (Manelli-Oliveira y Machado-Santelli, 2001). Cada uno de estos
filamentos regula actividades fundamentales para la célula. Las principales funciones del
citoesqueleto son brindar estructura y soporte a la célula, permitir su contractibilidad y
movilidad, interviene en la regulacién de varias funciones celulares como el transporte

celular y la organizacion espacial (Reyes et al., 2001).
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1.8.1. Microfilamentos

Actina

Los MF o actina-F son componentes esenciales del citoesqueleto en células eucaridticas
y juegan un papel esencial en numerosos aspectos de la biologia celular, tales como la
adhesion celular, la morfologia celular, la citocinesis, y la migracion (Akakura y Gelman,
2012).

Los MF se encuentran polimerizados por mondémeros globulares de actina de 43 kDa y se
agrupan dentro de la célula para formar diversos tipos de estructuras. Primero mediante la
accién del complejo Arp 2/3 se lleva a cabo la nucleacion la cual requiere la unién de dos
0 mas mondmeros de actina en la orientacion apropiada, ya que la posicion y longitud de
los filamentos de actina estan establecidas estrictamente en estructuras altamente
ordenadas (Campellone y Welch., 2010). Asimismo el grado de polimerizacién, la
estabilidad, la longitud y distribucién de los filamentos de actina estan regulados por
proteinas de unién a actina (Bershadsky y Vasiliev, 1988) (Fig. 3).

La capacidad de una célula para coordinar el montaje y desmontaje de su citoesqueleto
de actina es esencial para la integridad celular, la motilidad, el trafico de membrana y
cambios de forma (Millard et al., 2004).

Se ha demostrado que las funciones del citoesqueleto de actina estan relacionadas con la
actividad de miembros de la familia de pequefias GTPasas como Rho, Rac y Cdc42
(Spiering y Hodgson, 2011). La interaccién con estas proteinas asegura un control
coordinado entre las funciones del citoesqueleto de actina y funciones celulares como la
transcripcion de genes, la morfogénesis, la migracion, la apoptosis, el trafico de vesiculas,

la transformacion celular y en los fendmenos de adhesién ( Chi et al., 2013).

Las GTPasas Rho juegan un papel clave en el trafico de vesiculas a través de su
capacidad para regular el citoesqueleto de actina. En estudios recientes se ha encontrado
que los miembros de la familia Rho ademas de participar en la regulacion de la dinamica
del citoesqueleto también estan involucrados en el trafico celular y en la tumorigénesis.
Rac1 participa en vias de sefalizacion que regulan la movilidad y otros procesos
relacionados con el trafico de membrana y la morfologia de la célula. Cdc42 participa en
el trafico celular a través de la interaccién con la proteina del sindrome de Wiskott-Aldrich
(N-WASP) y el complejo Arp2 / 3, lo que lleva a cambios en la dindmica de la actina. Las

proteinas de la familia WASP median sefiales para activar la actividad de nucleacion de
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novo del complejo Arp2/3, diversos estudios sugieren que las proteinas WASP son

fundamentales para la regulacion de Arp2/3.

(i) Estimulo extracelular (v) Los filamentos crecientes presionan la membrana hacia adelante
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(x) La profilina cataliza el intercambio de ADP por ATP

Figura 3. Representacion esquematica del proceso de formacién de los microfilamentos (modificado de

Pollard y Beltzener, 2002).

1.8.2. Filamentos Intermedios
Vimentina
Los Fls estan implicados en diversas funciones celulares como el mantenimiento de la
integridad global del citoplasma y la forma de la célula (Goldman et al., 1996; Eriksson et
al., 2004). Los patrones de expresion de los Fls son especificos al tipo de célula y tejido
en que se encuentren (Eriksson et al.,, 2004; Satelli et al., 2011). Hay seis clases
principales de Fls. Estos incluyen, tipo | y Il (queratinas acidas y basicas, que se
encuentra principalmente en las células epiteliales), Tipo Il vimentina (células
mesenquimales) y desmina (células musculares), tipo IV neurofilamentos (neuronas), tipo
V laminas (nucleo de células) y el tipo VI nestina (neuronas embrionarias) (Satelli et al.,

2011). Los Fls mantienen interacciones complejas con los microfilamentos y los
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microtubulos, y se sabe que los microtubulos estan implicados en la distribucion de la
vimentina en diversas partes de la célula (Helfand et al., 2004). La vimentina es una
proteina de 57 kDa que constituye algunos Fls. Los filamentos de vimentina tienden a
concentrarse alrededor del nucleo. Estos filamentos mantienen la posicion del nucleo,
proporcionandole un soporte mecanico y fijando su posicion (Manelli-Oliveira y Machado-
Santelli, 2001).

La vimentina al formar parte de las proteinas que constituyen los diversos tipos de Fls
comparte una caracteristica comun de todas estas proteinas, el dominio con una espiral
enrrollada alfa hélice, lo que favorece la formacion de polimeros altamente estables. La
fosforilacion afecta la estabilidad del polimero, su estructura y el ensamble de las
proteinas. En estudios anteriores se ha mostrado que los Fls se relacionan con la
regulacion de la sefializacion, y que esta regulaciéon es controlada mediante fosforilacion
(Eriksson et al., 2004).

Se ha encontrado que la mayoria de los contactos focales de integrina avp3 situados en
el borde de varios tipos de células endoteliales, mostraron asociacion con los
microfilamentos asi como con los filamentos intermedios de vimentina (Tsuruta y Jones,
2003) (ver Fig. 4).

Cell edges

..... =

a2pliavp3

(A) (B)

Figura 4. (A) Se muestra la dinamica de los filamentos de vimentina con la integrina 3 mediante

microscopia confocal laser (Tsuruta y Jones, 2003). (B) Representacion esquematica de la vimentina
asociada a integrinas en diferentes tipos de uniones celulares. ECM: Matriz extracelular, VAMs: Vimentina

asociada a adhesiones de matriz (modificado de Ivaska et al., 2007).
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La vimentina ha sido utilizada como un marcador para la transicion epitelial-mesenquimal
(EMT). Se ha reportado el aumento de la expresion de vimentina en diversos canceres
epiteliales incluyendo cancer de préstata, tumores gastrointestinales, tumores del SNC,
cancer de mama, melanoma maligno, cancer de pulmon y otros tipos de canceres (Satelli
etal., 2011).

1.8.3. MicrotlUbulos

Tubulina

Los microtubulos (MT) son componentes esenciales de todas las células eucariotas para
la estructura celular, la division celular, y el transporte intracelular. Son filamentos
proteicos rigidos (Pringle et al., 2013). Tienen un didmetro aproximado de 25nm. La pared
de los MT esta formada de protofilamentos. Se forman tipicamente de 13 protofilamentos,
cada uno de los cuales esta construido a partir de en dimeros de moléculas de tubulina a
y B. Las moléculas de a y B tubulina tienen un peso molecular de 50 kDa (Bershadsky y
Vasiliev, 1988: Bowne-Anderson et al., 2013) ver Fig.5.

Los modelos de ensamblaje de los MT implican una fase de nucleacion seguida de la
elongacién de los MT en un numero constante de polimero. Tanto la tasa de nucleacion
de los MT y la elongacion se cree que estan fuertemente influenciados por la

concentracion de tubulina- GTP libre (Caudron et al., 2000).

Cada a o B mondmero tiene un sitio de union para una molécula de GTP. El GTP que esta
enlazado al monémero a-tubulina esta atrapado fisicamente en la interfaz del dimero y
nunca se hidroliza o se intercambia, por lo que puede ser considerado como una parte
integral de la estructura del heterodimero de tubulina. El nucleétido en la B-tubulina, por el
contrario, puede estar en la forma de GTP o de GDP, y es intercambiable (Alberts et al.,
2002).

Para formar un nuevo filamento las subunidades se deben montar en un agregado inicial,
0 nucleo, que es estabilizado por muchos contactos subunidad-subunidad, y entonces
puede alargarse rapidamente por adicion de mas subunidades. El proceso inicial de
montaje de nucleo se llama nucleacién de filamentos y al posterior crecimiento por adicion

de subunidades se le llama elongacion (Alberts et al., 2002).
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O® GTP- dimero tubulina @® GDP- dimero tubulina

Figura 5. Representacion esquematica del proceso de polimerizacién y despolimerizacion de los

microtubulos (modificado de Bowne-Anderson et al., 2013).

1.8.4. Efecto de las NPs-TiO, sobre citoesqueleto

Se observo de forma in vitro que la interaccién de las NPs-TiO, con los MTs induce la
inhibicion de su polimerizacién (Gheshlaghi et al., 2008). Por otro lado en células HaCat
tras la exposicion a NPs-TiO, se produjo ROS y una modificacion de los microfilamentos
y microtubulos de una manera dosis dependiente (Chan et al., 2011). Sin embargo no se
han realizado estudios de los posibles efectos de las NPs-TiO, sobre los filamentos de

vimentina.

En un estudio del 2012 realizado por Cui et al en ratones con lesiones hepaticas
provocadas por exposicion a largo plazo a NPs-TiO; se encontrd que 19.14% de los genes
modificados correspondian a genes relacionados a citoesqueleto. En otro estudio
realizado por Li et al, (2013) en ratones con lesiones pulmonares provocadas por
exposicion a largo plazo a NPs-TiO, se encontr6 que 17% de los genes modificados
también correspondian al citoesqueleto. Por consiguiente, es importante profundizar en el

conocimiento de los efectos de las NPs-TiO, sobre el citoesqueleto.
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2. Justificacion

El uso extensivo que se les ha dado a los NMs recientemente hace necesario conocer las
implicaciones ocupacionales y los riesgos potenciales en la salud que los NMs conllevan,

los cuales son en gran parte desconocidos.

Las propiedades fisicas y quimicas que hacen unicos a los NMs también pueden hacerlos
potencialmente riesgosos para los humanos y el ambiente. Hay gran nimero de NMs, y
las propiedades toxicoldgicas de estos, varian drasticamente. Por lo que es importante la

evaluacion de la toxicidad y riesgos de cada uno de estos (Savolainen et al., 2010).

El TiO, debido a sus propiedades unicas es uno de los materiales mas ampliamente
utilizados por la industria, para diversos usos (Baan., 2010). Existen estudios previos que
reportan dafos inducidos por la exposicion a NPs-TiO, encontrando: citotoxicidad,
genotoxicidad, estrés oxidante, cambios en la expresion de genes del citoesqueleto, entre
otros (Bhattacharya et al., 2009; Cui et al., 2012; Jaeger et al., 2012). Por lo tanto, se
necesitan mas estudios que proporcionen informacién de la interaccion y los mecanismos

de dafio celular inducido por NPs-TiO,, durante una exposicién crénica (Baan., 2010).

El estudio de los filamentos del citoesqueleto (actina-F, Fls y MT) es importante en la
comprension de los cambios morfoldgicos que se producen en las células como resultado

a la exposicion a diferentes concentraciones de NPs-TiO.,.

3. Hipotesis

Se observaran cambios en la localizacion de los filamentos de actina-F, vimentina y
tubulina de una manera dependiente de la concentracion de NPs-TiO, después de siete

dias de exposicidon, dando lugar a una reorganizacion del citoesqueleto.

4. Objetivo

El objetivo de este trabajo es determinar la organizacion del citoesqueleto en células
cancerosas epiteliales de pulmén de la linea A549 después de siete dias de exposicion a
NPs-TiO,
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Objetivos particulares

e Realizar la exposiciéon del cultivo celular a diversas concentraciones de NPs-TiO,
(1, 5y 10 pg/cm?).

e Determinacion de la morfologia celular.

e Determinar el patrén de distribucion de microfilamentos (actina-F), Fls (vimentina)
y microtubulos (tubulina) en células epiteliales de pulmén A549 y definir si existe
una redistribucion de las proteinas en células tratadas con NPs-TiO, a
concentraciones de 1,5 y 10 pg/cm?.

o Evaluar la morfologia de las células A549 tratadas con NPs-TiO, a diferentes
concentraciones a través del area, perimetro, circularidad, diametro de Feret,
relacion de aspecto, numero y longitud de las ramificaciones, longitud maxima del

filamento principal, nimero de uniones y triples uniones para actina-F y vimentina.

5. Materiales y métodos
1. Cultivo celular

Se utilizaron células epiteliales humanas de pulmén de la linea A549 American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA). Las células fueron cultivadas en medio F12K
(In Vitro S.A., # cat. ME-038 D.F. México) complementado con 10 % de suero fetal bovino
(SFB) (Bio West, # cat. US1520 Kansas City, MO) en una atmdsfera con 5 % de CO, a 37
°C. Para el subcultivo de células en monoplaca se enjuagaron las cajas con PBS y
posteriormente se afiadié de 2 a 4 ml de tripsina (In Vitro S.A, #cat. EN-008 D.F. México)
a las cajas donde se mantenian adheridas las células y se incubo a 37°C durante 5
minutos. Se despegaron las células y después se centrifugaron durante 5 minutos a 1500
rpm, se recupero el pellet y se retiré el sobrenadante, se resuspendié el pellet en 1ml de
medio F12K complementado con 10 % de SFB. Se diluyeron 10ul de azul de tripano con

10 ul de muestra de células.

Se realizd el conteo de células mediante la camara de neubauer en un microscopio

invertido Leica Microsystems CMS GmbH (Leica, Germany) ver Fig.6.
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Figura 6. Se muestra la camara de Neubauer dividida en cuatro cuadrantes A, B, C y D para realizar el

conteo de las células.

El total de células se obtuvo con la siguiente férmula:

(2 células/cuadrante x V (ml) de medio x factor de dilucion x 10 000)

4

Se sembraron las células en cajas petri de 24 cm® y 75cm? con 2 a 5 ml de medio F12K

complementado con 10 % de SFB (Freshney, 2010 modificado).

2. Exposicion a nanoparticulas

Las NPs-TiO, (anatasa, diametro 25 nm) utilizadas (Sigma Aldrich, # cat. 637254-50G, St.
Louis, MO) se suspendieron en medio F12K complementado con 10 % de SFB y se
colocaron en el sonicador durante 30 min para obtener una suspension homogénea. Se
trataron las células epiteliales de pulmén A549 con concentraciones de 1, 5y 10 pg/cm?
de NPs-TiO,durante 7 dias.
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3. Tincion hematoxilinay eosina (H&E)

Se cultivaron 150,000 células epiteliales de pulmén A549 sobre cubreobjetos en cajas
petri de 8.5 cm?, se trataron las células con concentraciones de 1, 5y 10 pg/cm? de NPs-
TiO, durante 7 dias. Posteriormente se lavaron con PBS, y se fijaron con
paraformaldehido 4% durante 1 hora. Se enjuagaron las muestras con agua.
Posteriormente se le agregd alcohol a concentraciones decrecientes 100% durante 3
minutos, después 90% ,80% y 60% durante dos minutos cada concentracion. Se enjuagd
y se le afiadié hematoxilina de Harris durante 25 minutos. Se lavo la muestra y después
se le afiadio la eosina durante 15 minutos. Se enjuagd y finalmente se montaron las

muestras y se sellaron con barniz de ufias para su observacion al microscopio.

4. Inmunofluorescencia

Para el analisis de citoesqueleto por inmunofluorescencia las células A549 epiteliales de
pulmén se cultivaron 150,000 células sobre cubreobjetos en cajas petri de 8.5 cm?, se
trataron las células con concentraciones de 1, 5y 10 pg/cm? de NPs-TiO, durante 7 dias.
Posteriormente se lavaron con PBS, y se fijaron con paraformaldehido 4% durante 1 hora.
Enseguida se lavaron 2 veces por 5 minutos en PBS, las células se permeabilizaron con
triton X-100 1% en PBS durante 7 minutos. Se lavaron nuevamente con PBS 2 veces por
5 minutos. Se bloqued con albumina sérica bovina 1% en PBS durante una hora y se lavo
con PBS 2 veces por 5 minutos. La incubacion para los anticuerpos se realizé durante 1
hora a 37 °C, diluidos 1:100. Se utilizé el anticuerpo primario para anti a/f tubulina (Santa
Cruz Biotechnology, # cat. SC-51502). El anticuerpo secundario utilizado para a/p tubulina
fue anti mouse acoplado a FITC. Se utilizé anti vimentina conjugada a FITC (Santa Cruz
Biotechnology, # cat. SC-7558). La actina-F se marcé con phalloidin conjugada a TRITC
R415 (Molecular Probes).Finalmente las muestras se lavaron tres veces con PBS-triton
1%, dos veces con PBS 1X durante 5 minutos y con agua destilada. Las muestras se
montaron y se sellaron con barniz de ufas para su observacion en el microscopio. Se

utilizé el microscopio confocal laser de barrido DM IRB TCS SP2 Leica Ltd. Co., Germany.
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5. Contraste interdiferencial Nomarski (DIC)

Se obtuvieron imagenes en contraste de fases utilizando el microscopio confocal laser de
barrido DM IRB TCS SP2 Leica Ltd. Co., Germany en condiciones de luz transmitida.

6. Analisis digital de imagenes (ADI)

Para realizar el ADI se realizaron los siguientes pasos: 1.- primero se adquirid la imagen
de las células expuestas a diferentes concentraciones de NPs-TiO, y marcadas por
inmunofluorescencia, mediante microscopia confocal laser 2.- después la imagen
obtenida se segmento utilizando el software Image J 1.47m el cual es un programa de
procesamiento digital de imagen de dominio publico programado en Java 1.6.0_20 (32-bit)
desarrollado en National Institutes of Health 3.- a continuacién se pre-proceso la imagen
convirtiéndola a 8-bit, modificando el contraste, el brilo y el umbral de color. 4.-
posteriormente se procesd la imagen de manera binaria y esqueletonizada para la
medicion de los parametros 5.- finalmente se obtuvieron los resultados de los distintos

parametros medidos, esto corresponde al ultimo paso denominado clasificacion (Fig. 7).
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Figura 7. Se esquematizan los pasos seguidos para la realizacion del ADI.

De manera mas amplia el procesamiento de las imagenes mediante el software Image J
1.47m se realizd en dos etapas: 1.- las imagenes se binarizaron y analizaron para la
obtencion de los parametros de la morfologia celular (area, perimetro, circularidad,
diametro de Feret y RA) 2.- por otro lado las imagenes se binarizaron y esqueletonizaron
para cuantificar los cambios en la estructura de los filamentos de actina y vimentina
mediante diferentes parametros (niumero y longitud de las ramificaciones, longitud maxima

del filamento principal, nimero de uniones y triples uniones), ver procedimiento en Anexo
(Fig. 8).
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Figura 8. Procesamiento de las células epiteliales de pulmén A549 mediante el software image J 1.47m para
la obtencion de parametros morfoldgicos y de organizacion estructural del citoesqueleto.

5.6.1. Parametros de morfologia celular

Area: Es la superficie proyectada de la célula y se define por una curva desarrollada a lo

largo del contorno.
Perimetro: Es la zona que delimita a la célula y tiene un pixel de grosor.

Circularidad: Mide la relacion entre el area (A) y el perimetro (P) a través de la expresion:
Ci=4x (A/P?.

Diametro de Feret: Es la distancia entre los dos puntos mas distantes de la célula.
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Figura 9. Esquema en donde se ilustran los parametros de morfologia celular utilizados.

5.6.2. Parametros de morfologia de los filamentos

Numero de ramificaciones.- NUmero de filamentos finos derivados de un filamento

principal.

Longitud de las ramificaciones.-distancia entre el punto de unién aun filamento principal

hasta la punta.

Longitud maxima de las ramificaciones.-Distancia entre el inicio y fin del filamento

principal.

Numero de uniones totales entre el filamento principal y sus derivados incluyendo dobles

y triples enlaces.

Numero de triples uniones.-numero de puntos de bifurcacién entre el filamento principal y

su derivado.
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Figura 10. En este esquema se ilustran los parametros de estructura de los filamentos.

7. Analisis estadistico

Los resultados no muestran una distribucion normal por lo que se utilizdé el software
GraphPad Prism para realizar el test Kruskal-Wallis (analisis no paramétrico de variacion
(ANOVA)).
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6. Resultados

Internalizacion de NPs-TiO, en células epiteliales de pulmén A549 y morfologia mediante

la técnica de H&E y contraste diferencial Nomarsky

Para observar la internalizacion de las NPs-TiO, se utilizaron dos técnicas distintas; la
tincion con H & E comparada con las imagenes obtenidas por contraste de fases
(Nomarski). Mediante ambas técnicas se observé poca internalizacién a la concentracion
de 1 pg/cm? y una mayor internalizacién de NPs-TiO, a las concentraciones de 5y 10
ug/cm?. Siendo la internalizacion dependiente de la concentracion. También se
observaron cambios aparentes en la morfologia celular a las concentraciones de 5y 10
ug/cm? (Fig. 11).

H&E

Control

Control

NPs-TiO, (ug/cm?)

Figura 11. Morfologia e internalizacion de las NPs-TiO» en células epiteliales de pulmén A549 después de
7 dias de exposicion a diferentes concentraciones (1, 5y 10 pg/cmz) observada mediante la tincion H&E,
100x y Nomarsky.
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Localizacion de actina-F en células epiteliales de pulmén A549 expuestas a NPs-TiO,

Para comprender los cambios morfoldégicos aparentes de las células se obtuvo la
localizacion de los filamentos de actina en las células epiteliales de pulmén mediante
microscopia confocal y para comprobar la internalizaciéon de NPs-TiO, se obtuvieron
imagenes de contraste de fases. El patron de actina-F en el control muestra una
estructura normal del citoesqueleto de actina. Sin embargo en las células tratadas con
NPs-TiO, se exhibe una distribucion anormal aparente de actina-F. En las imagenes de
contraste de fase se muestra la presencia de NPs-TiO, en las células tratadas a diferentes

concentraciones (1, 5y 10 yg/cm?) (Fig. 12 A).
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Figura 12. A) Localizacién de los filamentos de actina-F mediante microscopia confocal laser y contraste
de fases (Leica DM IRB TCS SP2) en células de pulmdn A549 expuestas a diferentes concentraciones de
NPs-TiO,. B) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia. Kruskal-Wallis test estadisticamente
significativo p< 0.05, NPs-TiOz vs control; n=60-62.
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Se observd un aumento significativo (p< 0.05) de la intensidad de fluorescencia de Actina-
F, a las concentraciones de 5 pg/cm? 9.3% (n = 61) y a 10 pg/cm? 11.8% (n = 60) (Fig. 12
B).

Analisis digital de imagenes
Los cambios en la morfologia exterior de la célula se cuantificaron mediante el area,

perimetro, circularidad, diametro de Féret y la relacion de aspecto analizadas a partir de
imagenes binarizadas (Fig. 13).

Actina-F Binarizada Analizada Binarizada Esqueletonizada
- - ‘
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Figura 13. Imagenes de microscopia confocal ldser de actina-F en células epiteliales de pulmén A549
expuestas a diferentes concentraciones de NPs-TiO; analizadas mediante el software Image J 1.47 m
(National Institutes of Health, USA) para la mediciéon de parametros de morfologia celular y estructura de
los filamentos en células epiteliales de pulméon A549 expuestas a diferentes concentraciones de NPs-
TiOo.
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Andlisis de la morfologia exterior de la célula y de sus filamentos

El area de las células epiteliales de pulmoéon A549 expuestas a NPs-TiO, aumentd de
manera significativa (p< 0.05) los porcentajes fueron 252.73 % (n = 6) a 1 pg/cm?, 73.92
% (n=17) a5 pglcm?y 72.92 % (n = 18) a 10 pg/cm?de NPs-TiO, (Fig. 14).
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Figura 14. Cuantificacion del area mediante el software Image J 1.47 m (National Institutes of Health,
USA) en células epiteliales de pulméon A549 expuestas a diferentes concentraciones de NPs-TiOa.
Kruskal-Wallis test estadisticamente significativo p< 0.05, NPs-TiO2 vs control; n= 6-23.

También el perimetro celular aumenté de manera significativa (p< 0.05) los porcentajes
fueron 167.06 % (n = 6) a 1 ug/cm? 40.84 % (n = 17) a 5 pug/cm?, 44.46 % (n = 18) a 10
ug/cm?de NPs-TiO, (Fig. 15).
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Figura 15. Cuantificacion del perimetro mediante el software Image J 1.47 m (National Institutes of Health,

USA) en células epiteliales de pulméon A549 expuestas a diferentes concentraciones de NPs-TiOa.
Kruskal-Wallis test estadisticamente significativo p< 0.05, NPs-TiO2 vs control; n= 18-20.

En cuanto a la circularidad de las células epiteliales de pulmén A549 esta disminuy6 de
manera significativa (p< 0.05) a 1 pyg/cm?® 49.55 % (n = 6) (Fig. 16).
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Figura 16. Cuantificacion de la circularidad mediante el software Image J 1.47 m (National Institutes of
Health, USA) de células epiteliales de pulmoén A549 expuestas a diferentes concentraciones de NPs-TiOa.

Kruskal-Wallis test estadisticamente significativo p< 0.05, NPs-TiOz vs control; n= 6-23.

El diametro de Feret aumenté de manera significativa (p< 0.05), los porcentajes fueron
97.07 % (n = 6) a 1 pug/cm?, 41.89 % (n = 17) a 5 pug/cm? y 43.75 % (n = 18) a 10 pg/cm?

(Fig. 17).
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Figura 17. Cuantificacion del diametro de Feret mediante el software Image J 1.47 m (National Institutes
of Health, USA) de células epiteliales de pulmdon A549 expuestas a diferentes concentraciones de NPs-

TiO.. Kruskal-Wallis test estadisticamente significativo p< 0.05, NPs-TiO2 vs control; n= 6-23.

Los cambios en el arreglo del citoesqueleto de actina se cuantificaron mediante el numero
y longitud de ramificaciones, longitud maxima de filamentos principales, numero de

uniones y triples uniones de los filamentos.

El numero de ramificaciones de actina-F aumentdé de manera significativa (p< 0.05) a las
tres diferentes concentraciones, los porcentajes fueron 208.7 % (n = 6) a 1 yg/cm?, 97.8 %
(n =18) a 5 pg/cm?, 109 % (n =17) a 10 pg/cm? en las células epiteliales analizadas (Fig.
18).
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Figura 18. Cuantificacion del numero de ramificaciones de actina-F mediante el software Image J 1.47 m
(National Institutes of Health, USA) en células epiteliales de pulmén A549 expuestas a diferentes
concentraciones de NPs-TiO.. Kruskal-Wallis test estadisticamente significativo p< 0.05, NPs-TiO, vs

control; n= 6-24.

También la longitud de las ramificaciones de actina-F aumentd en las células epiteliales
de pulmén A549 de manera significativa (p< 0.05) 28.6 % (n=6)a 1 ug/cm*y 11.9 % (n =
18) a 5 pg/cm? después de ser expuestas durante 7 dias a las NPs-TiO, (Fig. 19).
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Figura 19. Cuantificacion de la longitud de ramas de actina-F mediante el software Image J 1.47 m
(National Institutes of Health, USA) en células epiteliales de pulmén A549 expuestas a diferentes
concentraciones de NPs-TiO.. Kruskal-Wallis test estadisticamente significativo p< 0.05, NPs-TiO, vs

control; n= 6-24.

En cuanto a la longitud maxima de las ramificaciones de actina-F esta disminuyd de

manera significativa (p< 0.05) Unicamente a 1 pug/cm? 51.19 % (n=6) (Fig. 20).
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Figura 20. Cuantificacion de la longitud maxima de ramas de actina-F mediante el software Image J 1.47
m (National Institutes of Health, USA) en células epiteliales de pulmon A549 expuestas a diferentes
concentraciones de NPs-TiO». Kruskal-Wallis test estadisticamente significativo p< 0.05, NPs-TiO; vs

control;n= 6-24.

El nimero de uniones de las ramificaciones de actina-F aumentd de manera significativa
(p< 0.05) 332.1 % (n = 6) a 1 ug/cm?, 149.4 % (n = 18) a 5 ug/cm® y 154.2 % (n = 18) a 10
ug/cm? (Fig. 21).
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Figura 21. Cuantificacién del nimero de uniones de actina-F mediante el software Image J 1.47 m
(National Institutes of Health, USA) en células epiteliales de pulmén A549 expuestas a diferentes
concentraciones de NPs-TiO». Kruskal-Wallis test estadisticamente significativo p< 0.05, NPs-TiO; vs

control; n= 6-24.

Asimismo el numero de triples uniones de actina-F aumenté de manera significativa (p<
0.05), 504.8 % (n = 6) a 1 ug/cm?, 251.27 % (n = 18) a 5 pg/cm® y 254 % (n =18) a 10
ug/cm? (Fig. 22).
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Figura 22. Cuantificacion del numero de triples uniones de actina-F mediante el software Image J 1.47 m
(National Institutes of Health, USA) en células epiteliales de pulmén A549 expuestas a diferentes
concentraciones de NPs-TiO.. Kruskal-Wallis test estadisticamente significativo p< 0.05, NPs-TiO, vs

control; n=6-24.

Localizacion de vimentina en células epiteliales de pulmon A549 expuestas a NPs-TiO,

Se obtuvo la localizacién de los filamentos de vimentina en las células epiteliales de
pulmoén mediante microscopia confocal y para comprobar la internalizacion de NPs-TiO,
se obtuvieron imagenes de contraste de fases. En las imagenes de contraste de fase se
muestra la presencia de NPs-TiO; en las células tratadas a diferentes concentraciones (1,
5y 10 yg/cm?) (Fig. 23 A).
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Figura 23. A) Localizacion de los filamentos de vimentina mediante microscopia confocal laser y contraste
de fases (Leica DM IRB TCS SP2) en células de pulmén A549 expuestas a diferentes concentraciones de
NPs-TiO2. B) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia Kruskal-Wallis test estadisticamente
significativo p< 0.05, NPs-TiO, vs control; n= 31-32.

Se observd un aumento significativo (p< 0.05) de la intensidad de fluorescencia de
vimentina, los porcentajes fueron 41.88 % (n = 31) 1 ug/cm?, 41.88 % (n = 31) a 5 pg/cm?
y 49.99 % (n = 31) a 10 yg/cm? % (Fig. 12 B).
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La longitud de las ramificaciones de vimentina disminuyd en las células epiteliales de
pulmén A549 de manera significativa (p< 0.05) 10.34 % (n = 6) a 10 ug/cm? (Fig. 24).

Longitud de ramas de vimentina

NPs-TiO, (pg/cm?)

Figura 24. Cuantificacién de la longitud maxima de ramas de actina-F mediante el software Image J 1.47
m (National Institutes of Health, USA) en células epiteliales de pulmon A549 expuestas a diferentes
concentraciones de NPs-TiO».. Kruskal-Wallis test estadisticamente significativo p< 0.05, NPs-TiO; vs

control; n=6-15.

El nimero de uniones de vimentina disminuyd de manera significativa (p< 0.05)
56.69% (n = 6) a 10 ug/cm? (Fig. 25).
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Figura 25. Cuantificaciéon del numero de uniones de vimentina mediante el software Image J 1.47 m
(National Institutes of Health, USA) en células epiteliales de pulmén A549 expuestas a diferentes
concentraciones de NPs-TiO.. Kruskal-Wallis test estadisticamente significativo p< 0.05, NPs-TiO, vs

control; n=6-15.

Finalmente en numero de triples uniones de los filamentos de vimentina también

disminuy6 de manera significativa (p< 0.05) 57.7 % (n = 6) a 10 pg/cm? (Fig. 26).
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Figura 26. Cuantificacién del niumero de triples uniones de vimentina mediante el software Image J 1.47 m
(National Institutes of Health, USA) en células epiteliales de pulmén A549 expuestas a diferentes
concentraciones de NPs-TiO2. Kruskal-Wallis test estadisticamente significativo p< 0.05, NPs-TiO; vs

control; n= 6-15.

Localizacion de tubulina en células epiteliales de pulmdn A549 expuestas a NPs-TiO,

Se obtuvo la localizacion de los filamentos de tubulina en las células epiteliales de pulmén
mediante microscopia confocal y para comprobar la internalizacion de NPs-TiO, se
obtuvieron imagenes de contraste de fases. En las imagenes de contraste de fase se
muestra la presencia de NPs-TiO; en las células tratadas a diferentes concentraciones (1,
5y 10 yg/cm?) (Fig. 27 A).
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Figura 27. A) Localizacion de los filamentos de tubulina mediante microscopia confocal laser y contraste
de fases (Leica DM IRB TCS SP2) en células de pulmoén A549 expuestas a diferentes concentraciones de
NPs-TiO2. B) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia. Kruskal-Wallis test estadisticamente
significativo p< 0.05, NPs-TiO; vs control; n= 28-27.

Se observd un aumento significativo (p< 0.05) de la intensidad de fluorescencia de
tubulina, los porcentajes fueron 31.86 % (n = 28) a 5 pglcm® y 31.23 % (n = 27) a 10
ug/cm? (Fig. 27 B).
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Figura 28. Se esquematiza la localizacion de los filamentos de actina-F, vimentina y tubulina dentro de la

célula.
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7. Discusiodn

Actualmente es importante el estudio de los NMs ya que sus aplicaciones crecen de una
manera exponencial (Klaine et al., 2012). Segun algunas estimaciones, la nanotecnologia
promete superar ampliamente el impacto de la Revolucién Industrial, y se ha proyectado
una facturacion anual para el afio 2015 de mas de 1.5 billones de euros (Nel et al., 2006).
Sin embargo, aun se desconoce el potencial tdxico de la mayoria de los NMs. Asimismo,
muchos de los problemas de salud y seguridad respecto a los NMs se deben a la falta de
conocimiento de los niveles de exposicién ocupacional durante la produccién y uso de los
NMs (Elder et al., 2009). Es por ello que diversos estudios sobre la toxicidad de los NMs
justifican el criterio de precaucién en la evaluacion de riesgos de los NMs (Savolainen et
al., 2010).

Con el desarrollo de los NMs el dioxido de titanio ha sido ampliamente utilizado en la
produccién de NPs (NPs-TiO,) para diversos productos comerciales (Skocaj et al., 2011).
Por ello, los seres humanos estan expuestos cada vez mas a las NPs-TiO, a través de la
inhalacién, ingestion y contacto dérmico. Debido a su pequefio tamario, se facilita su
captacién dentro de la célula (Gheshlaghi et al., 2008) y es posible que las barreras
fisioldgicas del sistema respiratorio no sean eficaces para proteger el cuerpo de particulas
menores a 100 nm de tamano (Rothen-Rutishauser et al., 2007). La exposicion celular a
NPs-TiO, conduce a su acumulacion en forma de vacuolas y fagosomas (Stearns et al.,
2001). Dicha acumulacion puede llevar a cambios en la forma celular que se asocian al
citoesqueleto (Savolainen et al., 2010; Li et al., 2013), este ultimo, participa en la
regulacion de varias funciones a nivel celular por ejemplo: la expresion génica, el
transporte proteico, ciclo, movilidad y adhesion celular. Ademas, es una estructura
compleja y dinamica que se reorganiza en respuesta al medio que rodea a la célula
(Reyes et al., 2001; Manelli-Oliveira et al., 2001; Akakura y Gelman, 2012).
Investigaciones recientes han mostrado los efectos de las NPs sobre el citoesqueleto: en
MTs de cerebro de cabra con NPs de oro (Choudhury et al., 2013), en actina-F y (-
tubulina de neuronas de ratdon con NPs de plata (Xu et al., 2013), y en actina-F de células

A549 por NPs de didxido de silicio (Okoturo-Evans et al., 2013) entre otros.

En el presente trabajo se amplia la informacion sobre el efecto de las NPs-TiO, en la
organizacion del citoesqueleto en células A549 (neumocitos tipo Il). Se pudo observar la
internalizacién de NPs-TiO, principalmente a nivel de citoplasma en las células A549

mediante microscopia de campo claro y microscopia de contraste diferencial Nomarsky
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(Fig. 11). Es importante mencionar que la internalizacion de NPs-TiO, puede darse
principalmente por endocitosis mediada por clatrina o caveolina (Kuhn et al., 2014; dos
Santos et al.,, 2011) (Fig. 28). También Panyam et al.,, en el 2003 sugieren que la
internalizacién de NPs de poli (D, Lactide-co-glicolida) en células vasculares humanas de
musculo liso es dependiente de la concentracion y tiempo de exposicion. Apoyando estos
resultados, se sugiere que las NPs-TiO, en células A549 provocaron alteraciones en su
morfologia de una manera dependiente de la concentracién después de siete dias de
exposicion.

Cabe mencionar que el mantenimiento de la morfologia, migracion celular y la interaccion
con matrices extracelulares esta relacionado principalmente con el citoesqueleto de actina
ya sea en forma filamentosa (actina-F) o monomérica (actina-G) (Campellone y Welch.,
2010; Dominguez y Holmes., 2011; Akakura y Gelman, 2012; Bernier et al., 2012; Head et
al., 2013; Rudimov et al., 2015). Por ejemplo, en los espermatozoides de cobayo la
concentracion relativa de actina-F y actina-G se ve incrementada en los gametos que
tuvieron reaccién acrosomal para adquirir su habilidad fertilizante (Delgado-Buenrostro et
al., 2005). Los resultados en este trabajo mostraron un aumento significativo en la IF de
actina-F a las concentraciones de 5 y 10 pg/cm? (Fig. 12 B). Se propone que estos
cambios pueden deberse a: 1.- cambios en la expresion de proteinas del citoesqueleto
por la exposicién a NPs-TiO; (Ge et al., 2011), 2.- que simultaneamente se estan llevando
a cabo fendmenos de polimerizacion y despolimerizacion. Resaltando técnicamente que
la Phalloidina tiene mayor afinidad por la actina-F y menor por la actina-G, por lo tanto,
suponemos la valoracion de ambas de manera relativa. Con base en las ideas anteriores
se puede sugerir que la internalizacién de las NPs-TiO, a las células A549 esta

promoviendo cambios en la organizacion del citoesqueleto.

Para corroborar los cambios dinamicos de ensamble y desensamble en el citoesqueleto
de actina que repercuten en la morfologia de la célula de una manera cuantitativa, se
realizé el analisis digital de imagenes con el que se valoraron parametros como el area
(A), perimetro (P), circularidad (Ci) y diametro de Feret (Fe) (Fig.13). Nuestros resultados
mostraron que el aumento del A, P y Fe, concuerdan con la disminucién de la Ci. Esto
puede ser debido a las irregularidades de crecimiento de los filamentos de actina en
respuesta a las diferentes concentraciones de NPs-TiO,. Este efecto también fue
observado, asi como la formaciéon de agregados anormales en el citoesqueleto de actina
de células MC-3T3 (preosteoblastos) tratadas con NPs-TiO,, generando alteraciones en la

adhesion celular (Bernier et al., 2012).
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Sin embargo, aunque se esperaria que hubiese un incremento en la relacion de aspecto
(AR) de manera inversamente proporcional al aumento de la Ci, los resultados indicaron
que no hubo diferencias significativas (datos no mostrados), esto podria ser un indicativo
de que el incremento del P se debe al aumento de la rugosidad del contorno celular. La
cual, puede ser cuantificada por la dimension fractal (Df) del contorno de las células. El
valor de la Df ha sido asociado con el incremento de la malignidad de los tejidos como por
ejemplo en el cancer de mama y diferentes tipos de carcinomas (Lee et al., 2014; Jitaree
et al., 2015).

Una vez observados los cambios en el contorno celular y el aumento en la IF de las
células A549 por efecto de las NPs-TiO, se procedidé a analizar la estructura del
citoesqueleto de actina ya que es muy dinamico y se puede polimerizar o despolimerizar
de manera paralela, dependiendo de las necesidades asi como de su estado vital de la
célula. Un estado alterado en la célula puede promover desarreglos, afectar la adhesion,
la morfologia, la citocinesis, y la migracion de la célula (Akakura y Gelman., 2012). Los
resultados obtenidos en este trabajo mostraron un incremento en el numero y longitud de
ramificaciones de actina-F asi como el aumento en el numero de dobles vy triples uniones
de las ramificaciones indicando claramente fendmenos de polimerizacién ocurridos en las

células A549. Lo que apoya a explicar el incremento del A, P y Fe.

Por otra parte, el complejo Arp % se ha encontrado en todas las células eucariotas y ha
sido localizado en sitios dinamicos de ensamble y desensamble de actina (Weaver et al.,
2003; Campellone y Welch., 2010) asimismo promueve la nucleacién y organizacién de
redes ramificadas de actina (Campellone y Welch., 2010), el incremento de uniones de
actina obtenidas en este trabajo podria estar relacionado con el complejo Arp % lo que se
esperaria un incremento de este y otras proteinas relacionadas a actina (profilina, WASP,
Scar, JMY, etc.), por lo que es necesaria la valoracion de este complejo y otras proteinas

en estudios posteriores.

En células BEAS-2B mediante estudios de protedmica se encontraron cambios en la
expresion de las proteinas que conforman el citoesqueleto (MF, Fls y MT), proponen que
la exposicién a NPs-TiO, origina la reorganizacion del citoesqueleto y cambios en la
morfologia celular (Ge et al., 2011). Ademas, en células epiteliales de pulmén A549
identificaron cambios en la expresion de 15 proteinas relacionadas en la regulacién y la
reorganizacion estructural del citoesqueleto de actina (Okoturo-Evans et al., 2013).

También, mediante estudios de microscopia confocal Chan et al, 2011 analizaron células
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inmortalizadas de queratinocitos utilizando NPs-TiO, de anatasa 25 nm, encontrando
modificaciones en el citoesqueleto de actina-F por medio de la retraccion celular y
reduccion en el numero de las fibras de estrés cerca de las NPs-TiO, internalizadas. En el
presente trabajo la longitud maxima de los filamentos (filamento principal) disminuyé de
manera significativa a 1 ug/cm?lo cual podria deberse a fenémenos de despolimerizacion
ocasionados por: a) La disminucion de la cantidad de ATP debido a que las mitocondrias
se ven alteradas al hacer contacto con NPs-TiO, (Freyre-Fonseca et al., 2011; Tang et al.,
2013). b) la accién del complejo despolimerizador ADF/cofilina que tiene una gran afinidad
por los nucledtidos ADP que se encuentran en actina-F (Dominguez y Holmes., 2011).
Con base en los resultados obtenidos se sugiere valorar de manera cuantitativa la

expresion de ADF/Cofilina como un marcador para fendmenos de despolimerizacion.

Cabe mencionar que aunque la produccion de ATP podria estar limitada por dafos en la
mitocondria, los analisis mostraron aumento en el numero de ramificaciones sobre el
tronco principal. Por consiguiente, estos resultados permiten dilucidar que la célula utiliza
medios alternativos para producir energia, por ejemplo: el efecto Warburg describe un
fenomeno en el cual las células cancerosas metabolizan la glucosa mediante la glucolisis
aerobica, a pesar de la presencia de oxigeno generando lactato como producto final
(Courtnay et al., 2015).

Con base en lo mencionado anteriormente se puede sugerir que la respuesta de actina-F
a la exposicion a NPs-TiO, podria estarse dando por alguno de los siguientes eventos
(Fig. 29):

1.- Las ramificaciones de actina generadas y la despolimerizacién del filamento principal

dentro de la célula podrian ser eventos independientes.

2.- El filamento principal de actina-F se despolimeriza y de manera simultanea se
promueven sitios de nucleacion con el complejo Arp % para la generacion de nuevas

ramificaciones en el filamento principal.

Este ultimo es el que mejor explicaria los resultados obtenidos ya que el filamento
principal de actina-F en las células A549 tratadas con NPs-TiO, disminuye su longitud por
despolimerizacién. Ademas, cuando la actina-G es liberada, las proteinas secuestradoras
como la profilina y la B timosina promueven un cambio conformacional en la actina-G

formando un complejo transportador (Profilina/actina-G; Btimosina-actina-G) hacia sitios
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de nucleacién, generando asi nuevas ramificaciones en el tronco principal, esto se

corrobora con el aumento en el numero de uniones y triples uniones de actina.

En resumen se observo que a la concentraciéon de 1 pg/cm? existe una mayor respuesta
celular en cuanto a los descriptores de la morfologia celular de las células epiteliales A549
(A, P, Fe y Ci) asi como cambios en los parametros evaluados del citoesqueleto de actina
(nimero y longitud de las ramificaciones, longitud del filamento principal, nimero de
uniones Y triples uniones) debido a que la entrada de NPs-TiO, es muy poca comparada
con las concentraciones de 5y 10 ug/cm? y esto permite que la célula luche para buscar
su estabilidad homeostatica. Sin embargo las concentraciones de 5y 10 pg/cm? aportan

otras sugerencias (Cuadro 1).

En las concentraciones de 5 y 10 pug/cm? de NPs-TiO, en células A549 que son altas
comparadas con la de 1 pg/cm?, podria generarse una respuesta de tipo adaptativa para
tratar de prevenir el dafo por la exposicién a los 7 dias. Como lo sugiere Medina-Reyes
et al., 2015 una respuesta inflamatoria de tipo adaptativa en células epiteliales A549 por
efecto de las NPs-TiO,. Cabe mencionar, que en un estudio realizado por Xu et al., 2013
encontraron que la exposicion de NPs de plata a la concentracion de 1 pg/ml en células
neuronales generdé una disminucion en el numero de ramificaciones neuronales. Sin
embargo, a la concentracién de 5 y 10 ug/ml con NPs de plata se generé la agregacién de
cuerpos celulares. Asi mismo, otras investigaciones han mostrado que diversos tipos de
NPs como las A-PS y UP-S tienden a interactuar con especies circundantes como las
proteinas que componen la sustancia surfactante secretada por las células A549,
pudiendo alterar su conformacién, agregacién o generar la pérdida de su funcién (Zhang
et al.,, 2008; Choudhury et al., 2013; McKenzie et al., 2015). En este estudio las células
A549 mostraron disminucion en el numero de las ramificaciones, asi como en la longitud
de sus ramas y la longitud del filamento principal a las concentraciones de 5y 10 pg/cm?
comparados con el de 1 pg/cm? estos resultados permiten sugerir la formacién de
agregados de actina-G con NPs-TiO, los cuales podrian ser evaluados por
espectroscopia, Raman o TEM (Marquez-Ramirez et al., 2012; Choudhury et al., 2013;

Bogliolo et al., 2014), para futuras investigaciones.

Cabe mencionar, que en las concentraciones de 5 y 10 pg/cm? la internalizacion y
acumulacion de NPs-TiO, es mayor dentro de la célula (Fig. 11), no obstante en un
sistema in vivo se estan llevando procesos de exocitosis continuamente (Panyam et al.,

2003; Wang et al., 2013; Oh y Park., 2014). Por afadidura, el proceso de exocitosis
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requiere la participaciéon de actina, cuanto mayor sea la cantidad de NPs-TiO, que se
tenga que expulsar, mayor sera la actividad dinamica (polimerizacion y despolimerizacion)
de actina en tal proceso (Oh y Park., 2014). Dicha informaciéon apoya los resultados

obtenidos para las concentraciones de 5y 10 ug/cm?en el presente trabajo.

Otra sugerencia, es que la mayor acumulacion de NPs-TiO, a las concentraciones 5 y 10
ug/cm? podria generar que la célula no lleve a cabo de manera normal su proceso de
division y esto conlleve un incremento en la expresion de diversas proteinas como por
ejemplo la actina-G. Dicha propuesta apoya el incremento en la IF relativa de actina

obtenida en nuestros resultados.

Investigaciones recientes con NPs de silicio en células A549 en periodos cortos de
exposicion 5h han encontrado cambios evidentes sobre la estructura del citoesqueleto.
(Nowak et al., 2014), Sin embargo, es importante mencionar que en la actividad laboral
cotidiana de produccién de NPs, los trabajadores se encuentran expuestos a las NPs-TiO,
por tiempos prolongados. Dicha informacion, justifica la exposicion de NPs-TiO, en células
A549 durante 7 dias, ya que supone un tiempo prolongado de exposicién. Sin embargo,
los cambios a nivel de citoesqueleto no son tan evidentes como se menciona en las
referencias anteriores, ya que la célula tiene mecanismos para conservar su funcionalidad
y equilibrio interno homeostatico por un periodo de tiempo determinado.
Desafortunadamente si la célula esta en constante estrés por el mismo factor no puede
sostener este equilibrio y tendera a perder poco a poco su funcionalidad, generando
cambios en la morfologia, aumento o disminucidn en la expresion de proteinas, alteracién
en sefales de transduccion, etc. que la caracterizan como célula especializada (Alberts et
al., 2010). Los resultados mostrados en esta investigacion, donde hay cambios evidentes
cuantificables sobre la estructura del citoesqueleto de actina ayudan a corroborar que la
célula posee mecanismos para conservar su funcionalidad y equilibrio interno

homeostatico por un periodo determinado.

Por otro lado, otro de los elementos importantes en el estudio del citoesqueleto son los
Fls que son clasificados en seis grupos dependiendo del tipo de proteina que los
conforme (1, I, Ill, IV, V y VI). Le brindan a la célula un soporte estructural y resistencia al
estrés mecanico. En este estudio se utilizé la vimentina que pertenece al grupo lll. Se
observé un aumento significativo en la IF relativa de vimentina en las células A549 de
manera dependiente de la concentraciéon de NPs-TiO, (Fig. 23). Cabe mencionar, que

diversos estudios han mostrado diferentes patrones de expresion de la vimentina en
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forma dinamica durante las etapas de desarrollo en los vertebrados, asi como una gran
homologia en su secuencia (Ilvaska et al., 2007). Se expresa predominantemente en el
citoplasma en células de origen mesenquimal. Ademas, otras investigaciones han
mostrado que en algunos canceres epiteliales durante la transicién epitelio-.mesenquimal
(EMT) se ve incrementada la expresion de vimentina (Kokkinos et al., 2007; Kalluri y
Weinberg et al., 2009; Lahat et al., 2010). También es considerada como una molécula
pro-migratoria muy expresada durante la transformacion celular, asimismo es usada como
un marcador en el desarrollo de las células y tejidos que se relaciona con un potencial
metastasico (Manelli-Oliveira et al., 2001; lvaska et al., 2007). Dicha informacion apoya los
resultados. Sin embargo, los parametros cuantificados para vimentina (longitud de
ramificaciones, numero de uniones y ftriples uniones) mostraron una disminucion
significativa Unicamente a la concentracion de 10 pg/cm? lo cual sugiere que dentro de la
célula estan ocurriendo fendmenos de desensamble de los filamentos de vimentina cuya
dinamica es regulada mediante procesos de fosforilacion, promoviendo la organizacion y
distribucion subcelular de las redes (lvaska et al., 2007). Los cambios en la organizacién
de estos filamentos pueden afectar la adhesion celular, la interaccion célula-célula, la
motilidad, la contraccién, la migracion, la proliferacion, la expresién génica, la apoptosis, el
transporte endolisosomal de vesiculas y la transduccién de senales (Goldman et al., 1996;
Hall., 1997; Styers et al., 2005; lvaska et al., 2007; Steinmetz et al., 2011). Asi mismo, se
sabe que durante la mitosis los Fls se desensamblan de manera completa o parcial para

después volverse a ensamblar en las células hijas (Yoon et al., 1998).

Es conocido que los elementos del citoesqueleto (microfilamentos, microtubulos y Fls)
pueden interaccionar entre si de distintas maneras, modificando la organizaciéon del
mismo (lvaska et al., 2007; Robert et al., 2014). Se ha observado que la red de vimentina
tiene una organizacion radial, se extiende desde el centro de la célula hacia afuera la cual
se sobrepone parcialmente a la red de microtubulos (Clarke y Allan., 2002). Se han
encontrado diversas estructuras de vimentina moviéndose a lo largo de los microtubulos a
través de la accion de las cinecinas (Clarke y Allan., 2002; Robert et al., 2014). Los
microtubulos y los microfilamentos afectan la distribucion de los filamentos de vimentina.
Por ejemplo la despolimerizacién de los MTs ocasiona la reorganizacién de la red de
filamentos de vimentina pasando de una manera extendida a una comprimida en la regién
perinuclear. Ademas, el citoesqueleto de actina es necesario para la reorganizacion de los

filamentos de vimentina después de |la despolimerizacion de los MTs (Robert et al., 2014).
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Finalmente, otro de los filamentos evaluados en este estudio fueron los MTs mostrando
un incremento significativo en la IF relativa a las concentraciones de 5y 10 pug/cm? Los
resultados proponen cambios en la dindmica de los MTs ya que diversas investigaciones
muestran que las NPs tienden a interactuar con las especies circundantes para reducir su
energia y si se encuentran proteinas cercanas la interaccion con las NPs puede alterar su
conformacion, agregacion o perderse su funcion (Choudhury et al., 2013; Zhang et
al.,2008 ). Las NPs de oro forman agregados con dimeros de tubulina (Choudhury et al.,
2013). Las NPs-TiO,, inhiben la polimerizacién mediante la alteracion de la posicion de los
residuos de triptéfano en los microtubulos (Gheshlaghi et al., 2008). De igual forma las
NPs-TiO, promovieron un desarreglo de los MTs dispersandose en regiones indefinidas
de la célula (Chan et al, 2011). En conclusién el deterioro de los elementos que componen
el citoesqueleto conduce a una morfologia anormal de las células y pueden suponer un

reto para su supervivencia (Singh et al., 2008).

1 Despolimerizacién

2 Despolimerizacion-polimerizacion

ADF/ cofilina

Polimerizacion ‘

Profiina @

ob“

(0]
ADF/ cofilina %?

Figura 29. Se esquematiza los modelos de polimerizacion y despolimerizacién de los filamentos de

actina-F expuestos a NPs-TiO-.
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Parametros Actina Vimentina
] 5 1 5 10
Area + +
Perimetro + +
Circularidad 0 0
Diametro de Feret + +
Relacién de Aspecto 0 0
Numero de ramificaciones + + 0 -
Longitud de ramificaciones + 0 0 -
Longitud maxima de 0 0 0 0
ramificaciones
Numero de uniones + + 0 -
Numero de triples uniones + + 0 -
Numero de puntas finales 0 0 0 0

Cuadro 1. Se muestran los cambios observados en los parametros evaluados de los filamentos del

citoesqueleto. El incremento esta representado por el simbolo + y la disminucién por el simbolo —.
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8. Conclusiones

e La exposicion a NPs-TiO, indujo incremento en la IF de actina-F, tubulina a las
concentraciones de 5y 10 ug/cm? y para vimentina de una manera dependiente
de la concentracion.

e Las mayores diferencias en los parametros de morfologia celular por efecto de las
NPs-TiO, se observaron con 1 ug/cm?, incrementando el A 252.73% el P 167.06
% y el Fe 97.07 %; y disminuyendo la Ci 49.55 %.

e La exposicién a NPs-TiO, incrementé el niumero y longitud de las ramificaciones,
el numero de uniones y las triples uniones de la actina, lo cual indica fenémenos
de polimerizacion. Mientras que la disminucion de la longitud de los filamentos
principales es indicativo de fendmenos de despolimerizacion.

e La disminucion de la longitud de las ramificaciones, del nUmero de uniones y de
triples uniones de vimentina indica fendmenos de despolimerizacién. Ademas,
existe una posible relacién entre estos cambios y los existentes en la dindmica de

los microtubulos tras la exposicion a NPs-TiO,.

9. Perspectivas
e Medir la expresion de las proteinas asociadas al citoesqueleto de actina (Arp 2/3,
profilina, ADF/cofilina).

e Medir la formacion de agregados de las NPs-TiO, con los filamentos de actina.

10. Importancia de este trabajo

Con este trabajo se aporta informacién para entender cédmo es que la internalizacion de
las NPs-TiO, modifica la forma exterior y la organizaciéon interior de las células,
generando cambios en el funcionamiento de las proteinas asociadas al citoesqueleto, lo
cual puede ocasionar alteraciones en el funcionamiento de los érganos en los cuales se
acumulen las NPs-TiO,, asimismo dicha acumulacién puede exacerbar los efectos de las

enfermedades ya existentes.
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11. Anexo
a) Proceso para la obtencion del numero y tamafio de ramificaciones de actina-F y

vimentina

Las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal se abrieron en formato JPG y se

convirtieron a RGB Stack mediante el software Image J 1.47 m.

» BT

RIRC
32-01
8-bit Color
RGB Color

.
B o s |

Hyperstacks »| HSB Stack

i Rectanguiar  Agjust
[l Srowinfo Ctrisl
CtrisMayGscuiassP

crop CtisMaylscuiassX
Duplicate. ClrisMaysculas+D

Lookup Tables.

Figura 8. Seleccion del tipo de imagen en el menu del software Image J 1.47 m.

Posteriormente se selecciond “Process” y se utilizd el comando “Subtract Background”,

con 50.0% de saturacion de pixeles, para separar los filamentos del resto de la imagen.

Finers

Batch
image Caicutator

Repeat Commana CirieMayGsculas+R
| Subtract Baciground.- Lzl

Roingbairadus: 500  poeis

7 Light backgrouns
[ Create backpround (dont subract)
I™ Saaing parabokid
I Disable smooting

[~ Proden

ok | cancel| e
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Figura 9. Separacion de los filamentos del resto de la imagen mediante el comando “Subtract Background”.

A continuacion se utiliza el comando “Enhance contrast” al 0.4% normalizado con el cual

se ajusta el brillo y se aumenta el contraste de los filamentos.

Hoise
Shadows
Binary
Math
FFT
Fters

:

Batch
Image Caicutator
‘Subtract Background,

Repeat Command  Ctri+MayUsculas+R

Figura 10. Aumento del contraste de la imagen mediante el comando “Enhance contrast”.

También se utilizé el comando “Filters” y se seleccioné el filtro “convolve” para filtrar los

pixeles en la imagen que no pertenecian a los filamentos.

Figura 11.Se muestra la seleccién del comando para filtrar los pixeles de la imagen.
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Dentro de la lista de comandos de” Plugins” se seleccioné el comando “Skeleton” y el sub-

comando “Skeletonize”, para obtener una imagen esqueletonizada.

image Process Analyze iy
O olalo <&l HNAlQ Mars

Aort Macro oe Phogia (of press Esc key)

Fractal Analysis
GLCM Texture
Graphics.
ImagesD
Input-Output
Macros
MusiTracker
sy
Particle Detector & Tracker
Process
Read Me
s08C
] s>z s 2050)
s QY Sconue 200) |
SurfChar) 1l
Tools
Utiaties
Voxei Counter

Figura 12. Se muestra la seleccién del comando para esqueletonizar una imagen.

Finalmente se selecciond el comando “Skeleton” y el sub-comando “Analyze Skeleton”

para la cuantificacién del numero y longitud de las ramificaciones.

{'Fie Eat Image Process Analyze Bautlall Window Help
aola Al STAIR macros
Shortcuts

key)
Utiites.

New
Compile and Run.
Instal ClrieMayGscutas+M

a0
Analyze
BoneJ

Fifters
Fractal Analysis
GLCM Texture
Graphics
imagesD »
Input-Output
Macros
MultiTracker
NeuronJ
Particie Detector & Tracker
Process
Read Me
SDBC
m—m Skeleton (20/30)
Stacks »| Skeletonze (20/3D)
SurfChard 18
Tools
Utiives
Vonel Counter

Figura 13. Cuantificacion del nimero y longitud de las ramificaciones mediante el comando “Analyze
Skeleton”.
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¢ Imagel = = |

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
JA /o] | |»]
4 Results E@g
File Edit Font Results ‘
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1 0 8320 210 46 il

‘é T[ = | =5 X4 [ B
1/3 (Red); 124x117 pixel

m

< m

>« [ »

Figura 14. Se muestra la ventana de resultados generada por el software image J 1.47 m.

b) Proceso para obtener las mediciones de circularidad, area y AR para actina-F,
vimentina y tubulina.

Primero se reguld el brillo y el contraste de la imagen obtenida por microscopia confocal

mediante la lista de comandos de “Image” se utilizdé el comando “Brightness/Contrast” en
modo “Auto”.

4 ct1-4) & Imagel [E=@ =]

Minimum

Maximum
=

Brightness
[
Contrast

Figura 15. Se muestra la imagen modificada por el comando “Brightness/Contrast”
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Dentro de la lista de comandos de “Image” se seleccioné el comando “Adjust” y el

subcomando “Treshold” para seleccionar el umbral de color de la imagen.

& ocie] o Imagel

665x587

File Edit J[ECE Process Analyze Plugins Window Help

[E=8ECn ===

BEas e

»prlzels | sle] | =)

-

Show Info__ Ctri+l |
Cirl+Maylsculas+P

>

Properties...
Color

Stacks b
Hyperstacks »

Crop Cirl+Mayuisculas+x

Duplicate. .. Ctri+Maylsculas+D |
Rename...

Scale_. Cir+E

Transform
Zoom
Overlay

Lookup Tables

ImageJ 1_475_ Brightness/Contrast... Ctri+May(sculas+C

Window/Level
Color Balance...
Threshold
Color Threshold...

Size .

Canvas Size...
Line Width

Ctri+Maylsculas+T

Figura 16. Seleccion del area de la célula mediante el comando “Treshold”.

A continuacién se utilizé el subcomando “Treshold Color’ para modificar el umbral de

colores utilizado y asi seleccionar las caracteristicas de interés separandolas del fondo.

4| & mages
g( File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B clzlol4l+/s Ala]o] 2@~ ¢ /o] | |»|

x=618, y=349, value=255,000,000
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@ === & Teshol Color
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Hue

— e

<[ ‘o

‘ &+ 255
Saturation
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Em| 1o

« [ r 258

Brightness

¥ Pass

= v

« [+ 258

Thresholding method:  Default A
Threshold color: Red  +
Colorspace: HSB ~+

[¥ Dark background

Original | Filtered | Select | Sample

Stack | Macro | Help

Figura 17. Modificacién del umbral de colores
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Después mediante la lista de comandos de “Process”, se selecciond “Binary” y el sub

comando “Make Binary” para transformar la imagen a blanco y negro de 8-bits.

F :ann image EUEESEY Anayze Plugins Window Help
V@O~ smooth CirisMayliscuassS
Sharpen

Find Edges
Fing Maxima,

Enhance Contrast
Notse
Shadows »
Math
FFT

Subtract Backgrouna
Repeat Command

CrisMayiscutassR

»  Convert 1o Mask

»
Erode

Finu 3

secid Diate
Batch » Open
Image Cakutator Close-

Outiine
Fil Holes
Skesetonze
Distance Map
Usimate Points
Watershed
Voronol

Options.

neger
Eot mage Process Anahze Pugns Window Hep

aoao 4l sls A0 2@ 7 &

=

Figura 18. Transformacion de la imagen seleccionada con treshold a una imagen binaria.

Para la medicién de los parametros de analisis de imagenes se considerdé una escala de

20 ym la cual se seleccion6 mediante la lista de comandos de “Analyze” se utilizo el

subcomando “Set Scale” y se selecciond “Global’.
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Figura 19. Seleccion de la escala para la medicion de circularidad, areay AR
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Se seleccionaron los parametros “Area, Min & max gray value, Shape descriptors, Mean

gray value y Perimeter” utilizando el subcomando “Set measurements” dentro de la lista
de comandos de “Analyze”.

4 Imagel = (=3 [=
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help EF
L L L L L L L L L

rpopmpn = el=dS] P AR HENPNCNL )P s e
565x587 pixels| x=393, y=115, value=255

¥ Area ¥ Mean grayvalue

I~ Standard deviation I Modal gray value

F# Min & max grayvalue |~ Centroid

[~ Center of mass [ Perimeter

[~ Bounding rectangle |~ Fitellipse

¥ Shape descriptors [ Ferets diameter
[ Integrated density |~ Median

I~ Skewness I~ Kurtosis

I~ Area fraction [~ Stack position

I Limit to threshold [ Display label

I~ Invert Y coordinates | Scientific notation
I~ Add to overlay

Redirectto:  EEETT NN -

Decimal places (0-9%: 3

oK | Cancel | Help

Figura 20. Lista de parametros utilizados.

Andlisis de Particulas: Este comando realiza conteo y medidas en imagenes binarias o
threshold.

Finalmente dentro de la lista de comandos de “Analyze” se utiliz6 el sub comando
“Analyze Particles” se selecciond mostrar “Outlines”, “Display results”, “Summarize” e “In
situ Show”
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Figura 21. Andlisis de las células mediante el comando “Analyze Particles”.
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Figura 22. Se muestra el contorno de la célula analizada y los resultados obtenidos.
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