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RESUMEN

Las nanoparticulas de diéxido de titanio (NPs de TiO2) esféricas se utilizan en diversas
areas como la farmaceéutica y la industria alimentaria. EI TiO2 es uno de los
nanomateriales mas producidos a nivel mundial. Sin embargo, la IARC (Agencia
Internacional de Investigacion contra el Cancer) lo clasificé como un posible carcindégeno,
pero la FDA (Agencia de Medicamentos y Alimentos) permite su uso en alimentos y la
EFSA (Agencia Europea de Seguridad en Alimentos) clasifico al TiO2 grado alimenticio
como E171. Estudios reportan que las NPs de TiO2 esféricas atraviesan la barrera
hematoencefalica (BHE), disminuyen el consumo de O: y la fosforilacion de ADP en
mitocondrias de pulmén. Pero al momento no hay estudios que demuestren que E171
atraviese la BHE, ni sus efectos en mitocondrias de cerebro. Por lo que el objetivo es
evaluar si los efectos causados por E171 al atravesar la BHE son similares a los

causados por NPs TiO2 esféricas.

Para ello, primero se caracteriz6 el tamafio de las E171 suspendidas en solucién salina
y suero de rata (15%) por microscopia electronica de transmision (TEM) y por dispersion
dindmica de luz (DLS) asi como su potencial Z (Z sizer). Posteriormente, se aislaron
mitocondrias de cerebro de rata las cuales se incubaron con E171 durante 45, 60 y 90
min, asi como sus respectivos controles. Se realizaron oximetrias, TEM y andlisis digital
de imagen (ADI), para conocer su actividad respiratoria, su morfologia y morfometria,
respectivamente. Finalmente, un grupo de ratas se trataron por inyeccion intravenosa
con 1 mg/kg de E171 y luego de 24h se sacrificaron por perfusion y se obtuvieron los

cerebros para su procesamiento y adquisicién de imagenes por TEM.

Las particulas de E171 en suspendidas en solucion salina y suero de rata (15%),
formaron aglomerados con un tamafo hidrodinamico de 695.5 + 141.6 nm y por TEM de
460 nm, con un potencial Z de -38.36 + 1.57 mV, indicando que la solucion fue
homogénea en el momento que se utiliz6. En cuanto a la actividad mitocondrial, en la
primera adicion de ADP se registrd una disminucion en el control respiratorio del 24.62%

y 36.28% a los 60 y 90 min de exposicion, respectivamente. Lo que indicO una

1
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disminucion en el contenido de mitocondrias en buen estado. En cuanto a la relacion
P:0, existe una disminucion del 29.61% a los 90 min. La repolarizacion aument6 un 38%
a los 90 min de exposicion. Para la segunda adicién de ADP se registro una disminucion
en el CR de 47.04% a los 45 min de exposicion y un 40.28% a los 90 min. La relacion
P:O disminuy6 23.1% y 21.1% a los 45 y 90 min de exposicion, respectivamente,
indicando que la cantidad de ADP fosforilado es menor comparado con los controles. El
estado 4 aumento 75.43% a los 45 min de exposicion. Por dltimo, la repolarizacion
aumentd un 27.45% y 25.61% a los 45 y a los 90 min, respectivamente. Ademas se
registré6 un aumento en el area y diametro mitocondrial a los 45 y 90 min de exposicion,
indicando que las particulas de E171 comienzan a cambiar la morfologia mitocondrial, y
una disminucion del nimero de mitocondrias a los 90 min. Por Ultimo se encontraron

posibles aglomerados de particulas de E171 en corteza cerebral de rata.

Se puede concluir que el E171 esta potencialmente disponible para internalizarse tanto
en las mitocondrias aisladas, como en cualquier parte del torrente sanguineo para su
posible internalizacion en la BHE. El dafio causado por E171 en la actividad mitocondrial
se observé a partir de los 45 min, ya que el valor de CR disminuy6 a los 45 min de
exposicidn y este efecto se observé a los 90 min también. Por otro lado, el aumento en
el area y diametro mitocondrial fueron igual de evidentes a los 45 min en donde también
se incremento la distancia entre las crestas mitocondriales. Asimismo, fue evidente la
disminucion de la cantidad de mitocondrias a los 90 min. En las ratas a las cuales se
expuso a una sola dosis, se encontraron posibles aglomerados de E171 en corteza del

cerebro, sin embargo se sugiere hacer méas estudios para verificar este hallazgo.
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1. Introduccién

1.1.Nanotecnologia y nanoparticulas

La nanotecnologia (NT) es el estudio, manipulacion y aplicacion de la materia a
nanoescala, para explorar sus fenbmenos y propiedades (Basavaraj, 2012). Incluso es
aplicable en la industria alimentaria (Peters et al., 2016), por ejemplo, en envases
inteligentes con propiedades para garantizar una mejor proteccion de los alimentos y
también como aditivos (Weir et al., 2012; Khalaj et al, 2016). Por lo tanto, la NT es hasta
ahora un campo en rapido desarrollo y dentro de ella, los nanomateriales (NM) son de
gran interés econdmico ya que se ha obtenido un valor dentro del mercado mundial de

més de 2 billones de euros en 2010 (Comision Europea, 2012).

Un NM se define como un material natural, o sintético que contenga particulas, sueltas
o en agregado/aglomerado en el que por lo menos el 50 % de las particulas miden entre
1y 100 nm en una o mas de sus dimensiones (Comisién Europea, 2012). Mientras que

una nanoparticula (NP) es aquella que mide entre 1-100 nm (Cupaioli et al., 2014).

Dentro de las caracteristicas mas importantes de las nanoparticulas (NPs) estan el
tamafio, ya que entre mas pequefia sea la particula, mas facilmente seréd internalizada
en los tejidos a mayor profundidad (Sharifi et al., 2012; Luyts et al., 2013), el potencial Z
(Frohlich, 2012; Djurisic et al., 2015) indica que las NPs se encuentran establemente
suspendidas en la solucion cuando es mayor a + 30 mV (Hartig et al., 2007) y la
geometria, por ejemplo, las cintas de TiO2 han mostrado ser mas toxicas que las esferas,
entre otras (Pal et al., 2007; George et al., 2012; Sadeghi et al., 2012). Estas
caracteristicas llevan a un destino bioldgico y toxicidad. Por ejemplo, algunos NM a base
de metales, pueden liberar iones metalicos que suelen ser toxicos cuando se disuelven

en un medio acuético (Nowack et al., 2007; Kahru et al., 2010; Batley et al., 2012).

Con base en estos y otros parametros se ha discutido cuales son los mecanismos toxicos

de las NPs. Algunos autores proponen que los principales mecanismos son: 1)
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Interacciones fisicas de los NM con componentes celulares, 2) la produccidn de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y estrés oxidante y 3) la liberacion de iones provenientes de

NP metalicas u 6xidos metalicos (Ma et al., 2013; Djurisic et al., 2015).

1.2.Di6xido de titanio

El TiO2 fue producido por primera vez en los Estados Unidos por Titanium Pigment
Company. En 1925, National Lead Company adquiri6 un gran interés en Titanium
Pigment Company, y la produccién alcanzo las 4000 toneladas anuales. Entre 1916 y
2011, se estimaron 165 millones de toneladas de TiO2 en todo el mundo (Jovanovié,
2015). Sin embargo, se estima que la produccion global de TiO2 seguird aumentando por
lo menos hasta el 2025 (Landsiedel et al., 2010). El TiOz es utilizado en barnices,
esmaltes, plasticos, papel, fibras, alimentos, productos farmacéuticos, y de cuidado

personal como cosméticos, y pastas dentales (ICIS, 2017).

Las NPs de TiO2 son el NM mas producido a nivel mundial (Gardufio-Balderas et al.,
2015). Las principales fuentes de extraccion del TiOz son los depésitos minerales. Los

cuales se extraen a partir del mineral ilmenita (Jovanovic, 2015).

Las formas mas comunes de TiO2 utilizadas en la industria son anatasa y rutilo. Cada
uno tiene una forma atdmica y cristalina Unica que les proporciona diferentes

propiedades fisicoquimicas (Wilson et al., 2015).

No es posible saber con exactitud la produccion de los NM, sin embargo, se estima que
rebasa el limite de 1 tonelada por afo (Piccinno et al., 2012). Tan solo la produccion
global de TiO2 a nanoescala se estimé en 2000 toneladas anuales con un valor de 70
millones de dolares, de éstas aproximadamente 1300 toneladas se utilizaron en
productos de cuidado personal hasta el 2005 (EPA, 2009). Sin embargo, a pesar de todos
estos usos, la Agencia Internacional de Investigacion contra el Cancer (IARC), lo tiene

clasificado como un posible cancerigeno (grupo 2B) para los humanos cuando la
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exposicion es por via inhalatoria (IARC, 2010). Por ello el Instituto Nacional para la
Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH) recomendd que la concentracién de este
compuesto no exceda los 0.3 mg/m?3 en los espacios de trabajo (NIOSH, 2011). Aln asi
el uso del TiO2 esta permitido por la Agencia de Medicamentos y Alimentos (FDA) y su
limite es <1% del peso del producto (FDA, 2017). Asimismo la Agencia Europea de
Seguridad en Alimentos (EFSA) lo clasifico como E171 (EFSA, 2005).

1.2.1. Diéxido de titanio como aditivo alimentario (E171)

ElI TiO2 empleado a manera de aditivo alimentario, se conoce como E171 en el continente
Europeo y en América del norte como INS171 o pigmento blanco No 6 (NOM-243-SSA1-
2010; NOM-218-SSA1-2011; Weir et al., 2012). Un aditivo alimentario es una sustancia
gue se agrega a los alimentos solo para mejorar sus propiedades organolépticas sin
aportar ningun valor nutricional (NOM-243-SSA1-2010).

En la Union Europea, todos los aditivos alimentarios seguros se identifican dandoles la

letra E y los niUmeros siguientes los pone de acuerdo a su funcion (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion general de los aditivos alimentarios (nUmeros E) por la Unién
Europea. Fuente: Codex Alimentarius, 2015; EFSA, 2017.

Colorantes E 100 - E 199
Conservantes E 200 — E 299
Antioxidantes y reguladores acidez E 300 - E 399
Estabilizantes E 400 — E 499
Reguladores del pH y agentes antigrumos E 500 — E 599
Potenciadores del sabor E 600 — E 699
Varios E 900 — E 999
Quimicos adicionales E 1000 — E 1300

El E171 esta conformado por TiO2 nanométrico y micrométrico, diferentes estudios han

aportado una cifra diferente de la cantidad nano y micrométrica del TiO2. Por ejemplo en
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un estudio se demostré mediante analisis de microscopia electronica de transmision
(TEM) que la fraccién de NPs oscilaba entre el 19% y el 35% para las muestras de E171
obtenidas de China e Italia (Yang et al., 2014). En otro estudio se demostro, que solo del
10-15% de las particulas tienen un tamafio inferior a 100 nm para las muestras E171
procedentes de proveedores en China, Alemania, Italia, los Paises Bajos y el Reino
Unido (Peters et al., 2014). Otros estudios mencionan cantidades aun mas grandes de
E171 (36% de NPs de TiO:z y el resto de microparticulas, y 54% de NPs) cuyo diametro
promedio en los productos alimenticios es de 110 nm (30-400 nm) (Weir et al., 2012;
Faust et al., 2016).

El E171 se encuentra en muchos alimentos, por ejemplo dulces confitados, quesos y
salsas, leche desnatada, helados y pasteles, asi como en dulces de azucar donde
constituye el recubrimiento de dulces, chicles, vegetales secos, nueces, sopas,
mostazas, cervezas y vinos, asi como en pastas dentales (Skocaj et al., 2011; Weir et
al., 2012; Peters et al., 2014; Bachler et al., 2015).

El TiO2 grado alimenticio (E171) es un pigmento blanco utilizado como agente colorante,
para resaltar el color blanco y el brillo. Cualquiera que sea el tipo de alimento, la adicion
de TiOz2 se limita al 1% del peso total del producto en los Estados Unidos (FDA, 2017) y
en Europa se utiliza en "quantum satis", es decir, afiadir la minima cantidad de producto
o ingrediente para obtener el efecto deseado (Parlamento Europeo, 1994; EFSA, 2016).
Ademas, en México el E171 es utilizado en harinas, tortillas, helados, quesos frescos y
procesados, cremas y dulces, siguiendo las buenas practicas de manufacturacion lo que
significa que puede usarse la minima cantidad requerida de E171 para alcanzar las
propiedades que se deseen (NOM-243-SSA1-2010).

La ingesta global del TiO2 por persona depende en gran parte de la geografia, por
ejemplo, en la poblacion adulta de Estados Unidos consumen ~0.2-0.7 mg/kg de peso
de TiO2 y en el Reino Unido consumen aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal de
TiO2 por dia. En los nifios menores de 10 afios se estima que ingieren de 1-2 mg y 2-3

mg de TiO2/kg por dia en los Estados Unidos y el Reino Unido, respectivamente, esto
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debido a su menor masa corporal y su mayor consumo de caramelos y dulces en

comparacién con los adultos (Weir et al., 2012 ).

Las evaluaciones de toxicidad, realizadas tanto en células epiteliales como en animales,
han demostrado que las NPs de TiOzesféricas y E171 pueden acumularse en el intestino,
pasar a través de la barrera intestinal induciendo toxicidad, genotoxicidad y deteriorar la
regulacion de la microbiota intestinal (Jani et al., 1994; Béckmann et al., 2000; Gerloff et
al., 2009; Shi et al., 2013; Urrutia-Ortega et al., 2016; Bettini et al., 2017).

1.3.Efectos in vivo e in vitro por la exposicion a NPs de TiO2

Cuando las NPs de TiO2 esféricas son suministradas por la via intravenosa, el titanio es
detectado en el pulmén y la linfa, y por debajo del limite de deteccién (<500 ng/érgano)

en otros érganos, como el higado, bazo, rifién y cerebro (Shinohara et al., 2014).

Asimismo, en un estudio ex vivo realizado en mitocondrias aisladas de pulmén de rata,
se observo que las NPs esféricas de TiO2 inducen una disminucién en el potencial de
membrana mitocondrial, en los niveles de NADH y un incremento en la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ERO). Asi como el incremento en: a) la tasa de P:O:
nanomoles de ADP fosforilado por &tomo de oxigeno consumido; b) repolarizacion,
consumo de oxigeno registrado cuando se afiade ADP a las mitocondrias y c) fase de
latencia: el tiempo requerido por la mitocondria en consumir el oxigeno presente después
de la adicion de ADP, lo que demuestra que las NPs de TiO2 son capaces de inducir una
disfuncion mitocondrial (Freyre-Fonseca et al., 2011). Ademas, las NPs de TiO2 esféricas
producen neuroinflamacion en rata expuestas a 50, 100, y 200 mg/kg de peso corporal

cuando la ingesta es por via oral (Grissa et al., 2016).

Las NPs de TiO: esféricas en su forma anatasa inducen toxicidad en lineas celulares de
glia y neurona (D384 y SH- SY5Y, respectivamente), provocando una disfuncién

mitocondrial, alterando la integridad de la membrana, morfologia y proliferacién (Coccini
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et al., 2015). Ademas, se ha descubierto que células de la glia son capaces de endocitar
a las NPs de TiO:2 esféricas causando efectos toxicos en estas células, por lo que su
acumulacion podria ser peligrosa para la salud (Huerta-Garcia et al., 2015). Por otro lado,
algunas NPs pueden atravesar la barrera hematoencefalica (BHE) provocando dafios en

cerebro que incluso pueden generar tumores (Oropesa-Nufiez y Jauregui-Haza, 2012).

Asimismo, se demostré que la exposicion a NPs de Ag en ratas adultas producen un
cambio de sinapsis en la neuronas, principalmente en el hipocampo (Skalska et al.,
2015). En un estudio donde se cultivaron astrocitos, se observd que las NPs de CuO

incrementaron la generacién de ERO (Bulcke et al., 2014).

1.4.Barrera hematoencefalica (BHE).

Las NPs (especialmente de tipo metalico) entran rapidamente en el sistema circulatorio
(Oberddrster et al., 2005). Una vez en el torrente sanguineo, el transporte de NPs puede
distribuirse en todo el cuerpo y ser absorbido por tejidos y érganos incluyendo el cerebro,
el corazon, el higado, los rifiones, el bazo, la médula 6sea y también el sistema nervioso
(Oberdorster et al., 2005).

La BHE (Figura 1) se encuentra entre el sistema nervioso central (SNC) y en la orilla de
los vasos sanguineos actuando como una interfaz, protegiendo al cerebro (Mattei y
Rehman, 2015). Esta compuesta por un endotelio microvascular, astrocitos, lamina
basal, pericitos y neuronas (Dominguez, 2014). Sus caracteristicas estructurales la
hacen practicamente impermeable al agua y a algunos solutos, ya que aislan y protegen
al tejido nervioso cerebral y controlan el paso de sustancias xenobiéticas al cerebro
(Pardridge, 2007). Es decir, restringe en gran medida el transporte de células y moléculas
fuera y dentro del cerebro (Liu et al., 2017). La BHE es permeable Unicamente a algunas
moléculas como los nutrientes que entran al cerebro, por ejemplo melatonina, acidos
grasos, aminas, ademas de productos de desecho, hormonas o0 neurotransmisores que

salen del cerebro (Pardrige, 1981). Solo una pequeiia cantidad de farmacos es capaz de
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atravesarla permitiendo la homeostasis del microambiente quimico del SNC (Xu et al.,
2007).

La sefalizacion celular es mediada por receptores que estan enlazados por uniones
estrechas 0 GAP, que tienen las células endoteliales (Abbott et al., 2010). El conjunto de
células endoteliales y las proteinas mencionadas forman parte de la estructura de los
vasos sanguineos, los cuales a su alrededor estan cubiertos por pericitos que cubren
cerca de un tercio de su superficie y las células gliales llamadas astrocitos, sostienen
estos capilares con sus procesos pediculares. Este sistema capilar en el cerebro humano
tiene una longitud de 600 km y una superficie de 20 m? (Reichel, 2009). Se ha
demostrado que por via intranasal, las NPs de TiO2 esféricas atraviesan la BHE y se

trasladan a la corteza cerebral, talamo y al hipocampo (Wang et al., 2008a).

cerebro

microglia

» & e astrocito
QU e »

-
axon de \’!\
D

L

[ 73

|/
Figura 1. Barrera hematoencefalica (BHE). Se encuentra en el cerebro, formando por

una red de capilares, esta formada exteriormente por astrocitos (mantenimiento de la
funcion neurona), pericitos (integridad de los vasos sanguineos) microglia (eliminacion
de residuos) y neuronas (transmision de informacion), e interiormente se encuentra
conformada por células endoteliales de los vasos sanguineos. Figura realizada por
Aguilar Olivares Kevin Jair y Lomeli Castillo Jocelyn Lucero.
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1.4.1. Cruce de NPs através de la BHE

Estudios recientes informan que algunas NPs pueden atravesar la BHE a través de

diferentes formas (Figura 2) y acumularse en diferentes regiones del cerebro. Algunos

mecanismos por los cuales una sustancia puede atravesar la BHE son (Cupaioli et al.,
2014; Kang et al., 2016):

1)

2)

3)

4)

5)

Por transcitosis: Las NPs cargadas positivamente pueden atravesar la BHE
debido al contacto de la membrana luminal cargada negativamente.

Por uniones estrechas: Esta es una via paracelular (espacios que existen entre
los espacios celulares), a través de la cual podrian pasar las NPs de un tamafio
menor a 10 nm por medio de monocitos o macréfagos que pueden endocitar a las
NPs y cruzar la BHE.

Transporte mediado por receptores: Las NPs pueden interactuar con receptores
(ligandos) especificos por ejemplo; insulina y transferrina, que podrian
transportarse a células endoteliales mediante endocitosis y luego por medio de
exocitosis al ser excretadas en el cerebro.

Transporte mediado por acarreadores: Las NPs pueden encontrar proteinas
transportadoras por ejemplo; colina, glucosa, nucleésidos y atravesar la BHE.
Por medio de difusion: la hidrofébia puede permitir que las NPs basadas en lipidos
pasen a través de la BHE, pero solo esta disponible para moléculas con criterios

estrictamente definidos.

Los diferentes procesos de transporte hacia la barrera, permanecen sin conocerse por

completo, ademas de que el proceso de translocacion de las NPs en células nerviosas,

a lo largo del somay el axén (Figura 1) deberia estudiarse mas a fondo para conocer si

la superficie de las NPs cambia durante su translocacion al SNC (Kang et al., 2016).
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Figura 2. Algunas vias por las que una sustancia puede cruzar la BHE y llegar al

parénquima cerebral: 1) Por cargas; 2) Por medio de las uniones estrechas; 3) Mediada
por receptores; 4) Mediada por acarreadores y 5) Por medio de difusion. Figura realizada
por Aguilar Olivares Kevin Jair y Lomeli Castillo Jocelyn Lucero.

1.5.Funcionamiento mitocondrial

Las NPs pueden transportarse al citoplasma e incluso al ndcleo y a organelos celulares,
como las mitocondrias (Kang et al., 2016). Las mitocondrias producen ATP mediante la
transferencia de electrones a lo largo de la cadena respiratoria mitocondrial (Fariss et al.,
2005). Se realiza mediante la fosforilacion oxidativa, la cual es el Gltimo paso del
catabolismo celular, tras la glucdlisis y el ciclo del acido citrico. La fosforilacion oxidativa
ocurre dentro de las crestas de la membrana interna. A partir de la transferencia de
electrones del NADH y FADH, obtenidos en la glucdlisis y en el ciclo de Krebs, a través
de los complejos que forman la cadena de transporte de electrones (Karp, 2009). Esta

cadena esta formada por un conjunto de 4 complejos mitocondriales que funcionan como
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catalizadores de reacciones de oxido-reduccion, donde el oxigeno (O2) es el aceptor final
de electrones y se genera agua. Esta serie de reacciones se encuentran acopladas con
la sintesis de ATP que proporciona la energia a toda la célula (Jiménez y Merchant,
2003). Este proceso se explica mejor de la siguiente manera:

Los electrones entran a la cadena a partir del NADH, donando sus electrones al complejo
I, o del FADH2 donando sus electrones al complejo Il. Por cada dos electrones donados
al complejo |, se bombean 4 protones al espacio intermembranal. Los electrones pasan
del complejo 1 y Il a la ubiquinona, la cual se encuentra dentro de la bicapa de lipidos y
recorre toda la membrana (Nelson y Cox, 2009). Luego los electrones pasan de la
ubiguinona reducida (ubiquinol) al complejo 1l y después al citocromo c, el cual es mavil.
El movimiento de los electrones por el complejo 11l bombea 4 protones mas a través de
la membrana (Canosa et al.,, 2011). Los electrones se transfieren del citocromo c al
complejo IV donde se bombea el ultimo lote de protones (4 protones) a través de la
membrana. El complejo IV transfiere los electrones al O2, que acepta 4 protones de la
matriz para formar dos moléculas de agua (Karp, 2009). Se necesitan 4 electrones para

reducir cada molécula de Oz (Figura 3).

La energia liberada en estas reacciones se utiliza para generar un gradiente de protones,
el cual se utiliza a su vez para para formar ATP en un proceso llamado quimiosmosis 0
fuerza proton-motriz. Conforme se mueven los electrones en la cadena, se desplazan de
un nivel de energia mas alto a uno mas bajo, lo que libera energia. Parte de esta energia
se utiliza para bombear H* lo que los desplaza fuera desde la matriz hacia el espacio
intermembranal (Jiménez y Merchant, 2003). Este bombeo establece un gradiente
electroquimico. Cuando fluyen por el gradiente de regreso hacia la matriz, los
protones pasan a través de una enzima llamada ATP sintasa, la cual aprovecha el flujo

de protones y genera ATP a partir de ADP y un grupo fosfato (Pi) (Figura 3) (Karp, 2009).
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Figura 3. Fosforilacion oxidativa en la membrana interna de la mitocondria. Complejo |
(NADH deshidrogenasa); complejo Il (succinato deshidrogenasa), complejo Il (citocromo
bci), complejo IV (citocromo ¢ oxidasa), complejo V (ATP sintasa), UQ); ubiquinona, y Cit
C; citocromo c. La linea morada muestra el flujo de electrones y la naranja de protones
a través de la membrana interna. Figura realizada por Aguilar Olivares Kevin Jairy Lomeli

Castillo Jocelyn Lucero.

1.6.La mitocondria en el cerebro.

Las mitocondrias desempefian un papel importante en los procesos respiratorios
celulares, el metabolismo, la produccion de energia, la sefalizacion intracelular, la
produccion de radicales libres y la apoptosis (Verdin et al., 2010; Filosto et al., 2011).
Ademas de que son capaces de alterar su morfologia, nimero y funcidn en reaccion a

los factores estresantes y las condiciones fisioldgicas (Verdin et al., 2010).
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La morfologia de las mitocondrias estd controlada por ciclos repetitivos de fusion
(reduccion de la mezcla mitocondrial) y fisién (aumento de la fragmentacion mitocondrial)
gue son fundamentales para la dinamica mitocondrial (Sharma et al., 2014). La alteracion
de la dindmica mitocondrial, asi como las mutaciones de DNA mitocondrial (Hiona et al.,
2010), las mutaciones genéticas (McFarland et al., 2010), alteracién de la transcripcion
contribuyen a la disfuncion mitocondrial (Chaturvedi y Beal, 2013) que da lugar a la
patogénesis de varias enfermedades (Lin y Beal, 2006; Neustadt y Pieczenik, 2008; Yao
et al., 2009).

Muchas lineas de evidencia sugieren que las mitocondrias pueden regular criticamente
la muerte celular y la supervivencia, éstas juegan un papel esencial en el envejecimiento
y son caracteristicas clave de la neurodegeneracion (Lin y Beal, 2006). En el SNC, el
suministro de energia suficiente que requiere la supervivencia neuronal y la excitabilidad
depende principalmente de las fuentes mitocondriales; por lo tanto, el cerebro es mucho
mas vulnerable (Golpich et al., 2015). Por ejemplo la alteracion del almacenamiento de
energia o del canal de Ca?*, por parte de las mitocondrias o el aumento de la produccién
de especies reactivas de oxigeno (ERO) pueden contribuir a la disminucién progresiva

de las neuronas (Onyango et al., 2010).

La disfuncion de los complejos mitocondriales de la cadena de transporte de electrones
se ha asociado con la patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas crénicas
mas comunes relacionadas con la edad, como por ejemplo, Alzheimer (AD, por sus siglas
en inglés), enfermedad de Parkinson (PD, por sus siglas en inglés), Huntington (HD, por
sus siglas en inglés) y esclerosis lateral amiotréfica (ALS, por sus siglas en inglés) (Beal,
2005; Trushina y McMurray, 2007; Kilbride et al., 2011). El deterioro de la actividad de
complejos de la cadena respiratoria mitocondrial se da en los complejos I, 11l 'y IV en el
caso de AD, la PD se da en los complejos mitocondriales | y IV, la HD ocurre por
deficiencia de los complejos Il, 1l y IV y por dltimo la ALS, se da por deficiencia en los

complejos mitocondriales I, II, 111 y IV (Golpich et al., 2017).
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2. Justificacion

El TiO2 es un compuesto con diferentes geometrias que otorgan propiedades variadas.
Se ha reportado que las NPs de TiO2 esféricas, pueden atravesar la BHE, almacenarse
en diferentes zonas del cerebro y provocar un mal funcionamiento mitocondrial. Mientras
que el TiO2 (E171) es una mezcla de particulas poligonales, de tamafios macroscopicos
y microscopicos que se utiliza como aditivo para alimentos. Si estas convergen en el
torrente sanguineo, podrian llegar hasta el cerebro. Pero no se sabe si, al igual que las
NPs de TiO: esféricas, las particulas E171, pueden atravesar la BHE y ocasionar efectos

similares que las NPs de TiO2 esféricas. Lo cual justifica su estudio.

3. Hipotesis

Silas NPs de TiO:z esférico atraviesan la BHE y modifican el funcionamiento mitocondrial,

entonces dado que las particulas E171 son el mismo compuesto pero de diferente

tamafo y forma, atravesaran la BHE y causaran efectos similares al TiO2 esférico.

4. Objetivos

4.1.0bjetivo general

Determinar si el TiO2 grado alimenticio (E171) es capaz de atravesar la BHE y estudiar

los efectos del mismo en mitocondrias de cerebro aisladas y expuestas a E171 a

intervalos de tiempo.

4.2.0Objetivos especificos

1) Caracterizar las particulas E171 en solucion salina y suero de rata.
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2) Evaluar la actividad respiratoria de las mitocondrias aisladas de cerebro de rata
expuestos directamente a 1 mg/kg de E171 durante un tiempo corto, mediano y
largo (45, 60 y 90 min).

3) Determinar los cambios morfologicos de mitocondrias aisladas de cerebro de rata
ocasionados por las E171

4) Localizar las zonas cerebrales en las que las E171 son acumuladas cuando se

inyectan via intravenosa en rata.
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5. Materiales y Métodos

5.1. Materiales

5.1.1. Programas

Los programas Image J, V. M. 1.46 (NIH, Estados Unidos); GraphPad Prism 5, 2007; Oz
view version 2.05 Copyright © 2013 fueron utilizados para este trabajo.

5.1.2. Reactivos

Particulas E171 donadas por Sensient Colors México, Tris base (Sigma-Aldrich, No. Cat.
T1503-1KG, Estados Unidos), EDTA (Sigma-Aldrich, No. Cat. E4884-500G, Estados
Unidos), Sacarosa (Sigma-Aldrich, No. Cat. S7903-1KG, Estados Unidos), HEPES
(Sigma-Aldrich, No. Cat. H7006-25G, Estados Unidos), KH2PO4 (Sigma-Aldrich, No. Cat.
P2222-500G, Japén), Taurina (Sigma-Aldrich, No. Cat. T8691-25G, Japon), Acido
lactobidnico (Sigma-Aldrich, No. Cat. L2398-100G, India), EGTA (Sigma-Aldrich, No. Cat.
E4378-25G, Estados Unidos), MgCl2-:6H20 (Sigma-Aldrich, No. Cat. M2393-100G,
Alemania), BSA (MP. Biomedicals, LLC, No. Cat. 160069, Francia), Percoll (Sigma-
Aldrich, No. Cat. P1644-100ML, Estados Unidos), Piruvato (Sigma-Aldrich, No. Cat.
P5280-25G, Japdn), Malato (Sigma-Aldrich No. Cat. M1000-100G, China), ADP (Sigma-
Aldrich, No. Cat. A2754-1G, Estados Unidos), Glutaraldehido (Electron Microscopy
Sciences, No. Cat. 16400, Estados Unidos), NaH2PO4-H20 (Fermont, No. Cat. 35942,
México), NaH2POa4 (J. T. Baker, No. Cat. 3828-19, México), KOH (J. T. Baker, No. Cat.
314601, Suecia), HCI (J. T. Baker, No. Cat. 9535-05, México), solucion salina (PISA, No.
Lote D16A327, México), Pentobarbital sodico (Pisabental de laboratorios Pisa

agropecuario, No. Cat.1016446, México).
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5.1.3. Animales

Para el trabajo completo se utilizaron 30 ratas Wistar macho de 250-300 gr, las cuales
estuvieron divididas, de acuerdo con los requerimientos de cada objetivo; para cubrir el
objetivo 1 se utilizaron 15 ratas, para cubrir el objetivo 2 fueron utilizadas un total de 10

ratas y para cumplir con el objetivo 3 fueron requeridas 5 ratas.

5.2.Métodos

5.2.1. Caracterizacion de particulas E171 en solucién salinay suero de rata

Las muestras de E171 suspendidas en solucion salina 'y 15% suero de rata se diluyeron
1:7 (3.43x10° mg/ul) y se sonicaron durante 30 min a 40 Hz. Las particulas de E171 en
suspension fueron caracterizadas por medio de la lectura de su potencial Z, tamafio
hidrodindmico y por TEM. Dichas evaluaciones se realizaron por medio del medidor Zeta
Plus (Brookheaven, USA) y el Z sizer nano (NS, Malvern, UK) a 25°C respectivamente,
los cuales funcionan a través de dispersion dinamica de luz. Asi como la morfologia de
los aglomerados en suspension por medio de la microscopia electronica de transmision
(TEM JEOL-JEM 1010).

5.2.2. Evaluacién de la actividad respiratoria de las mitocondrias aisladas de

cerebro de rata expuestas a E171

5.2.2.1. Preparacion de particulas de E171 para oximetrias

Las particulas de E171 (1mg) fueron disueltas en 100 pl de solucién salina con 15 % de
suero de rata. Posteriormente, la solucion fue sonicada durante 30 min a 40 Hz. Esta
solucion se mantuvo a temperatura ambiente hasta su utilizacién y solo se agit

momentos antes de su administracion en la preparacion de mitocondrias aisladas.
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5.2.2.2. Manipulacion de animales

Las ratas fueron manipuladas siempre con cuidado pero con firmeza, procurando su
seguridad. La lucha y el estrés se evitaron ya que la excitacién prolongada puede alterar

la circulacion y el estado metabdlico del individuo e inducir un estado de choque.

La eutanasia se realiz6 por medio de decapitacién sin ningln anestésico conforme al
punto 9.5.3.3 de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, ya que esta técnica
permite obtener tejidos y fluidos corporales libres de contaminacién quimica. Una vez

obtenida la cabeza de rata se extrajo el cerebro.

5.2.2.3. Obtencién de cerebro de rata

Tijeras de tamafio medio se utilizaron para hacer una incision en la linea media del pelo
a partir del borde de corte creado por la guillotina y terminando en la zona entre los 0jos.
Se retrajo el cuero cabelludo de la superficie del cerebro y se utilizaron unas pinzas
(alicata) para quitar las partes del craneo y musculo asegurandose de minimizar los
dafos al cerebro. Se hizo una incision en el hueso entre las cuencas de los ojos en el
puente nasal con tijeras medianas, para retirar el hueso restante hacia los lados. Se
levanté la parte inferior del cerebro con ayuda de una espétula y se cortaron las meninges
con tijeras de diseccion finas. Se sac6 el cerebro deslizando el extremo redondeado de
la espéatula entre la superficie ventral del cerebro y el crdneo levantandolo
cuidadosamente (Sims y Anderson, 2008). Se aisl6 el hemisferio derecho de cerebro de

rata con una navaja nueva de un solo filo, para la extraccion de mitocondrias.

5.2.2.4. Extraccion de mitocondrias de cerebro de rata

Una vez extraido el hemisferio derecho de cerebro de rata, se pesé para calcular la

cantidad de buffer de aislamiento en el que se sumergi6. El tejido se lavd y cortd en
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pedazos de aproximadamente 3 mm3 y se homogeneiz6 con un potter. El
homogeneizado se centrifugé a 1300 xg a 4° C por 3 min, el sobrenadante (A) se
recuperd. Al pellet, se le agregd mas buffer de aislamiento, se homogeneizé y se
centrifug6 a 1300 xg 4° C por 3 min. De dicha centrifugacién se separé el sobrenadante
(B). Posteriormente, ambos sobrenadantes (A y B), se juntaron y se centrifugaron a
21000 xg a 4°C por 15 min. A partir de esto, el sobrenadante se desechd y se hicieron 3
gradientes de percoll (15, 23 y 40%) con el pellet. Se eliminaron las dos primeras bandas
y la 3er banda se recuperd y se agregaron 4 volimenes de buffer de aislamiento.
Posteriormente, la mezcla se centrifugé a 16700 xg a 4°C por 15 min. Se eliminé el
sobrenadante y al pellet se le agregaron 0.5 ml de Albumina Sérica Bovina (BSA) mas
2.5 ml de buffer de aislamiento y se centrifugd a 6900 xg a 4°C por 10 min. El pellet de
mitocondrias se resuspendié en 110 ul de buffer de aislamiento (Sims y Anderson, 2008)
(Anexo I).

5.2.2.5. Exposicion de mitocondrias de cerebro de rata a particulas
E171.

Una vez extraidas las muestras, se midio la proteina mitocondrial por medio de un
espectrometro (Anexo Il), posteriormente se realizaron los calculos para obtener 1mg de
proteina mitocondrial (Anexo Ill) y se hicieron alicuotas de las mismas las cuales fueron

organizadas en 6 grupos de tratamiento:

a) Mitocondrias + 1mg E171 incubadas durante 45 min
b) Control (mitocondrias sin tratar) incubadas 45 min
c) Mitocondrias + 1mg E171 incubadas durante 60 min
d) Control (mitocondrias sin tratar) incubadas 60 min
e) Mitocondrias + 1mg E171 incubadas durante 90 min

f) Control (mitocondrias sin tratar) incubadas 90 min
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Transcurridos estos tiempos de exposicion se midio el consumo de oxigeno utilizando un
electrodo de tipo Clark conectado a una camara con agitacion magnética en un medio

de respiracion.

5.2.2.6. Determinacion de la funcion respiratoria

A las mitocondrias aisladas del hemisferio derecho de cerebro de rata se le adicionaron
dos concentraciones diferentes de ADP (0.14 y 0.36 mM), para observar que tan
acopladas estaban al estimular el consumo de oxigeno en la cadena respiratoria y la
sintesis de ATP, conociendo asi la funcidn respiratoria de la mitocondria. La funcion
respiratoria se compone de distintos pardmetros: control respiratorio; estado 3; estado 4;
relacion P:O; fase lag y repolarizacion. Los datos de los trazos del consumo de oxigeno
de mitocondrias aisladas del hemisferio derecho de cerebro de rata se obtuvieron por
medio del programa O2 view version 2.05 de Hansatech Copyright © 2013 (Anexo VI).
Los cuales fueron procesados mediante una hoja de Excel para obtener los valores de
cada parametro en cada una de sus unidades correspondientes.

El control respiratorio (CR) es la capacidad que tiene la mitocondria para regular la
velocidad para el transporte de electrones al adicionar ADP y en ausencia del mismo y
representa la relacion entre el estado 3 y el estado 4 (pendientes). El estado 3 y estado
4 se obtuvieron cuando se afiadio ADP a la muestra mitocondrial, es decir, al adicionar
ADP (estado 3) se estimula el consumo de oxigeno que conlleva a una reduccién en la
concentracion de Oz en el medio hasta regresar a un estado basal (estado 4), el cual
representa la velocidad de consumo de oxigeno en ausencia de ADP (Figura 4). También
se obtuvo la relaciéon P:O, que es la cantidad de nanatomo de oxigeno (O2) consumido
por nanomoles de ATP sintetizado en ese estado 3. Asimismo se calcul6 la fase lag, la
cual indica el tiempo requerido por la mitocondria en consumir el O2 presente después
de la adicion de ADP. Y por ultimo se obtuvo la repolarizacion, la cual es el consumo de

O2registrado cuando se afiade ADP a la muestra mitocondrial.
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Figura 4. Gréfico representativo del consumo de oxigeno de mitocondrias aisladas de
cerebro de rata. Se muestran los estados 3 y 4 (con flechas) que marcan el cambio de la
pendiente con la adicidon de diferentes concentraciones de ADP (1y 2). Figura realizada

por Lomeli Castillo Jocelyn Lucero.
5.2.3. Cambios morfoldégicos de mitocondrias ocasionados por las E171.
5.2.3.1. Extraccién de mitocondrias para estudios de morfologia
La extraccion de mitocondrias de cerebro de rata se realiz6 de la misma manera
redactada en el punto 5.2.2.4. Posterior a su extraccion, se mezclé 1 mg de proteina
mitocondrial con 1mg de E171. Se incubaron durante 45, 60, 90 min. También se

realizaron los grupos control (sin E171) a sus respectivos tiempos. Una vez pasado este

lapso se procesaron las muestras para observarlas mediante TEM.

28



UNAM. FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA
Efectos del diéxido de titanio grado alimenticio en mitocondrias aisladas de cerebro en un modelo murino
Jocelyn Lucero Lomeli Castillo

5.2.3.2. Adquisicién de imagenes de mitocondrias por microscopia

electronica de transmision.

Las muestras mitocondriales con y sin E171 se fijaron con 500 ul de glutaraldehido al
2.5%, una vez que ocurrio su tiempo de incubacion y se dejaron reposar dos horas mas.
Pasadas estas dos horas, se centrifugaron a 5000 rpm durante dos minutos, se eliminé
el sobrenadante y se adiciond 500 ul de solucion PBS Sorensen (3 lavados). Estas
muestras se resuspendieron suavemente y se guardaron a 4° C hasta antes de iniciar la

deshidratacion.

Las muestras suspendidas en PBS Sorensen se centrifugaron a 10,000 rpm por 5 miny
se afladieron 500 pl de una solucién lavadora compuesta por buffer de fosfatos Sorensen
y sacarosa. Se centrifugaron durante 5 minutos a 10,000 rpm y se afadié 500 pl de la
solucion lavadora. Se post-fijaron con tetradxido de osmio 2% y con amortiguador de
fostatos Sorensen. Posteriormente se lavaron 3 veces durante 10 y 5 min de
centrifugacion a 10,000 rpm y se afadieron diferentes diluciones de alcohol etilico en
orden ascendente de 10 a 90% centrifugando en intervalos de 10 min. Se continud con
la deshidratacién con alcohol etilico al 100% por 24 h y se repitié 3 veces la operacion,
se centrifugd a 10,000 rpm por 5 min y se afiadié 6xido de propileno con etanol 1:2 y se
dej6 reposar 1 h. Posteriormente se lavaron y afladieron gradientes de éxido de propileno
y etanol (1:1, 2:1, propileno puro) seguido de otro gradiente de 6xido de propileno y resina
(2:1, 1:1, 1:2, resina pura) dejando 1h entre cada lavado. Se montaron en celdas de
cobre y se observaron por TEM para adquirir las imagenes, (cortes de 70 nm, aumentos
de 40 000 y 25 000 x) (Figura 5).

5.2.3.3. Analisis Digital de Imagen (ADI)

La imagen obtenida de TEM fue segmentada utilizando el software Image J, V. M. 1.46
(NIH, Estados Unidos), el cual es un programa de procesamiento digital de imagen de
dominio publico programado en Java. Las imagenes originales fueron segmentadas y

convertidas a 8-bit (binarizada), en las cuales se midieron el area, el diametro y el nUmero
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de mitocondrias por campo. Se analizaron un total de 6 campos de cada tratamiento

(control y tiempo de exposicion) (Anexo V).

9\ 4\ ’\ E171 . Analisis de Imagen

Tmg/ml

e-ViT-

Tiempo de incubacion (min)

Figura 5. Imagen representativa del procesamiento para obtener el ADI de mitocondrias

de cerebro de rata.

5.2.4. Obtencién de zonas cerebrales en las que las E171 son acumuladas

cuando se inyectan via intravenosa.

5.2.4.1. Inyeccidn intravenosa a ratas Wistar.

Las ratas se pesaron para administrar 1mg de E171/kg de peso corporal. Las particulas
fueron previamente suspendidas en solucién salina (NaCl 0.9%) con suero de rata (15%)
y sonicadas por 30 min a 40Hz. Se administraron por medio de inyeccion intravenosa en
la vena caudal de la rata. La aguja se coloco formando un angulo de 45° en relacion a la
cola de la rata y se insertd sélo unos pocos milimetros avanzando suave y firmemente
por la vena caudal (Anexo IV). Se utilizé6 una camara de acrilico (Figura 6) para evitar

gue el animal se moviera bruscamente y tener facilidad para manipular la cola.
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Figura 6. Camara de acrilico para inmovilizar a las ratas durante la inyeccion intravenosa

de E171 por la vena caudal.

5.2.4.2. Mantenimiento de animales

Posterior al tratamiento con particulas de E171 administradas por via intravenosa por la
vena caudal, los animales se mantuvieron en cajas metabdlicas de piso y paredes sdlidas
con techo removible de rejilla que esta disefiado para facilitar el bienestar del animal.
Ademas de satisfacer las necesidades de la investigacion y reduciendo las variables
experimentales con alimento y agua ad libitum. Se utiliz6 una féormula nutricional

constante y certificada en cuanto a su composicion de acuerdo ala NOM-062-Z0O0-1999.

Las consideraciones bioéticas para el cuidado de los animales estuvieron basadas en la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. Se mantuvieron 3 ratas por caja, esto
cumpliendo con el espacio minimo establecido para ratas de 200-300 g que es de 187
cm? por organismo. Los animales se mantuvieron a una temperatura de entre 18° y 26°
C con un porcentaje de humedad del 40% al 70%. La ventilacibn funcioné
ininterrumpidamente las 24 horas del dia permitiendo el intercambio de aire ambiental
gue cubre un intervalo de 15 a 18 recambios de aire por hora. El control de los ciclos de
luz se efectué por medio de uso de relojes interruptores automaticos, ajustados de

acuerdo con las necesidades de los animales en cuestion.
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5.2.4.3. Sacrificio de los animales

La rata se anestesié con pentobarbital sédico (dosis letal con 0.7 ml por rata, peso de
250 a 300 g) administrada mediante inyeccion intraperitoneal. Posteriormente, se sujeto
por las extremidades para abrir el torax y exponer el corazon, en el cual, se hizo un
pequefio corte en el ventriculo Izquierdo, (punta del corazén) cuando aun estaba latiendo
el corazdn. Se sujetd firmemente y se introdujo una aguja en él, sin dafar a la arteria
aorta ascendente (una aguja de calibre 0.80 mm y 10 mm de largo con un émbolo en la
punta). La cual se sujetd firmemente con una pinza de mosca. En seguida se hizo un
corte lo suficientemente grande para que drenaran las soluciones sin ofrecer resistencia
ni demasiada presion en el sistema circulatorio. Posteriormente, se hizo pasar solucion
fisiologica (sol. salina al 0.9%, 250 ml. aprox. para un espécimen de 250 gr. de peso
aprox.) hasta que se vio que la solucion saliera sin sangre. La velocidad de perfusion fue
regulada para evitar una presion excesiva y ruptura de todos los capilares mas delgados
(Daneman et al., 2010).

El equipo utilizado fue: una bomba peristaltica (cool-parmer, masterflex) conectado a un
gabinete regulador de velocidad (cool-parmer, masterflex) a través de mangueras
(masterflex) que permitian el paso del liquido por medio de una llave reguladora de
plastico (masterflex). Posteriormente las ratas fueron decapitadas con tijeras de pollero

para extraer el cerebro.

5.2.4.4. Diseccion de cerebro de ratay zonas cerebrales

La extraccion de cerebro de rata se realiz6 de la misma manera redactada en el punto
5.2.2.3. Esta vez procurando realizar el minimo dafio al cerebro. Una vez extraido el
cerebro, se diseccion0 la corteza, el hipocampo y talamo, colocando el cerebro sobre
una caja petri la cual se mantuvé sobre hielo y con ayuda de un microscopio
estereoscopico se diseccionaron las zonas cerebrales. Al cerebro de rata se le retir6 el

bulbo olfatorio, el cerebelo y parte del tronco cerebral por medio de cortes coronales.
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Posteriormente, se le realizo un corte trasversal justo a la mitad (Figura 7) separando los
dos hemisferios (derecho e izquierdo), quedando descubiertas las zonas internas del
cerebro. La corteza, hipocampo y tdlamo se diseccionaron con apoyo de la Figura 8, con
ayuda de un bisturi y pinzas de relojero del no. 5 en fragmentos de 2-3 mm?2.

5.2.4.5. Procesamiento de zonas cerebrales para TEM.

Las zonas extraidas fueron sumergidas en una solucién de glutaraldehido al 2.5% en el
cual permanecieron cerca de 1 semana. Posteriormente, se decanto esa solucion y se
afiadié un buffer de cacodilato de sodio. Seguidamente, se decantd dicha solucién y se
utilizé una solucién lavadora compuesta por buffer de fosfatos Sorensen (NaH2PO4-H20
y NaHPOg4) y sacarosa, para posteriormente fijarlos con tetradxido osmio 2.5% y con
amortiguador de fosfatos Sorensen. Se lavaron 3 veces, se afiadié alcohol etilico en
orden ascendente de 10 a 90% lavando en intervalos de 10 min. Se continué con la
deshidratacion con alcohol etilico al 100 % por 24 h y se repitié 3 veces la operacion, se
decanto la solucion y se afiadié 6xido de propileno con etanol 1:2 y se dej6 reposar 1h.
Posteriormente se lavaron y afiadieron gradientes de 6xido de propileno y etanol (1:1,
2:1, propileno puro) seguido de otro gradiente de éxido de propileno y resina (2:1, 1:1,
1:2, resina pura) dejando 1h entre cada lavado. Por Gltimo, se realizaron cortes ultrafinos
de 70 nm de grosor a las muestras previamente incluidas en resina epodxica para
finalmente montarlas en celdas de cobre (Mesh 100) para observarlas en el microscopio
electronico de transmision (TEM Jeol Jem-1010) y se adquirieron las imagenes (Figura
9).

E171

(1mg/kg)

. Esperar
24 h

TEM

/7\\ Extr: io :
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TiGE f:é( « Talamo
/:, > %) , t "

v \ [ > -~ € ~ Hipocampo

’}i\‘(}« F Corteza
i
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Figura 7. Imagen representativa del procedimiento para obtener imagenes por TEM de
zonas especificas de cerebro de rata.
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Figura 8. Imagen representativa del procedimiento para obtener el hemisferio derecho

Cerebelo

de cerebro de rata. Se realizan cortes coronales y uno sagital. Figura realizada por

Aguilar Olivares Kevin Jair y Lomeli Castillo Jocelyn Lucero.
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Figura 9. Imagen de apoyo para localizar las zonas cerebrales de rata en un corte sagital.
Figura realizada por Aguilar Olivares Kevin Jair y Lomeli Castillo Jocelyn Lucero.
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La descripcion de los métodos mencionados se pueden resumir en la Figura 10.

de particulas respiratoria morfolégicos cerebrales

H1-Caracterizacién U 2. Actividad } H 3. Cambios ‘ u 4. Zonas

Z sizer TEM

. Extraer Zonas especificaS\
Tam. Hidro | || Tamaiio mitocondrias de cerebro
Potencial Z (Cty E171)

Oximetrias I TEM (Cty
Cty E171 E171) TEM

- ima —

R . i Morfo|og |la magenes

I mﬁg@gﬁgﬁ; l mitocondrial de zonas
estudiadas

U Fase lag, ) CR,\ UEStado Uﬂl Diametro, Hl_[l_Jolcampo Corteza
Repolarizacion P:O 3y4 No. de mitos alamo

Figura 10. Estrategia metodoldgica en resumen de las actividades realizadas. Figura

realizada por Lomeli Castillo Jocelyn Lucero.

5.2.5. Andlisis estadisticos

Los datos del analisis de imagenes y de la funcion respiratoria fueron expresados con su
media y desviacion estandar + SD. Los grupos fueron comparados inicialmente con un
analisis unidireccional de varianza (ANOVA), seguido de la prueba de T de student para
ver diferencias entre medias de cada par de tratamiento (tiempo control y tiempo de
exposicidn). El nUmero de repeticiones para este trabajo fueron de 5 para la funcién
respiratoria y 6 repeticiones para el analisis de imagen. Las diferencias de *p<0.05 fueron
consideradas significativas. El analisis, asi como los gréaficos se realizaron con el

programa GraphPad Prism 5, 2007.
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6. Resultados

6.1.Caracterizacion de las particulas E171

El tamafio de los aglomerados de particulas de E171 medidos por diametro
hidrodinamico es de 695.5 = 141.6 nm, con un indice de poli-dispersién de 0.733,
mientras que por TEM es de 460 nm y un potencial Z de -38.36 £1.57 mV. Se puede
apreciar la forma poligonal de las particulas primarias que forman el aglomerado de E171
(Figura 11)

100 nm

Figura 11. Microscopia electronica de transmision de un aglomerado de E171
suspendido en solucion salina 'y 15% suero de rata sonicado 30 min a 40 Hz (75,000X).

6.2.Evaluacién de la actividad respiratoria de las mitocondrias aisladas de
cerebro de rata expuestas a E171

Los valores iniciales (CR., P:O, estado 3, estado 4, repolarizacién y fase lag) de las
muestras mitocondriales sin transcurrir ningun tiempo aislamiento se muestran en la
Tabla 2. Ademas en Anexo VI se pueden apreciar trazos representativos del consumo
de O2 de mitocondrias aisladas de cerebro de rata tratadas con y sin particulas de E171

durante los diferentes tiempos de exposicion.
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Tabla 2. Pardmetros iniciales de la funcion respiratoria de mitocondrias aisladas del
hemisferio derecho de cerebro de rata sin tratamiento. Se muestran los valores cuando

se adicionaron las diferentes concentraciones de ADP (0.14 y 0.36 mM).

Control Respiratorio 3.12 4.72
P:O 1.49 2.04
Estado 3 (nmol/min-tmg) 127.85 214.30
Estado 4 (nmol/min~*mg) 41.48 45.76
Repolarizacion (nmol O2) 47.50 91.26
Fase lag (min) 5.68 5.81

Posteriormente, se midieron los mismos parametros que en la Tabla 2 pero para los
diferentes tiempos de exposicidén con las particulas de E171 y después de la adicion de

ADP a dos concentraciones: 0.14 y 0.36 mM.

En la primera adicion de ADP (0.14 mM) a las muestras mitocondriales control y tratadas
con E171 durante diferentes tiempos de exposicion (45, 60 y 90 min), se obtuvieron los
datos mostrados en las Tablas A1y A3 del Anexo VII, donde se observan los valores de

los diferentes pardmetros de la funcién respiratoria y sus promedios correspondientes.

A partir de las graficas de los datos de las tablas Al y A3, se observaron diferencias
significativas en las cuales hubo una disminucién del 24.62% y 36.28% en el CR a los 60
y 90 min de exposicion, respectivamente. Es decir, que de un valor promedio de CR 3.9
baj6é a 2.94, a los 60 min. Mientras que a los 90 min, el CR bajé de 4.47 a 2.85. En la
relacion P:O a los 90 min de exposicion a E171 existi6 una disminucion de 29.61%,ya
que de un valor promedio en la relacién P:O de 2.02, baj6o a 1.42. En el estado 3y 4 no
se obtuvieron diferencias significativas. En la repolarizacion existié una diferencia a los
90 min de exposicion con un aumento del 38.88 % ya que de un promedio de 35.54 subi6

a 49.36, sin embargo en la fase lag no se obtuvo diferencia entre los grupos (Figura 12).

Se adiciond una segunda concentracién de ADP, para saber si con una concentracion

de 0.36 mM de ADP se obtenia el doble a comparacién de cuando se afiadian 0.14 mM
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de ADP. Se observo que solo ciertos parametros fueron los que marcaron el doble con
0.14mM. Las mitocondrias control mostraron que con una doble adicion de ADP, los
parametros de CR, estado 3 y repolarizacién fueron muy cercanos a 2 (>1.6) en todos
los tiempos, mientras que la relacion P:O, estado 4 y fase lag no mostraron valores
cercanos a 2 (Tabla 3). Mientras que en las mitocondrias tratadas con E171, los valores
de CR y estado 3 en todos los tiempos disminuyeron a comparacion del control. Se
observé que en las mitocondrias tratadas, la repolarizacion si presentd una doble
actividad, es decir, un valor de 2 o superior en todos los tiempos de exposicion al igual

gue en los controles (Tabla 4).

Al igual que en la primera adicion de ADP, se obtuvieron valores de la funcion respiratoria
al adicionar una segunda concentracion mayor de ADP (0.36 mM) mostrados en las
Tablas A2 y A4 del Anexo VII. Una vez graficados estos parametros se registr6 una
disminucién del 47.04 %y 40.28% en el CR a los 45 y 90 min, respectivamente. Es decir,
qgue de un valor promedio de CR 7.8, bajo a 4.1 a los 45 min, mientras que a los 90 min
el CR cambio6 de 7.8 a 4.66. En la relacion P: O se registré una disminucion del 23.1 % y
21.1% a los 45 y 90 min de exposicion, respectivamente. Lo cual significa que el valor de
la P: O cambi6 de 2.18 a 1.67, a los 45 miny de 2.07 a 1.63 a los 90 min. En el estado
3y la fase lag no hubo diferencias significativas, sélo en el estado 4 hubo un aumento
del 75.43 %, a los 45 min. Es decir, que el promedio del valor del estado 4 subié de 32.8
a 57.5. En la repolarizacion se registré un aumento del 27.45 % a los 45 min (de 83.95 a
107) y 25.61 % a los 90 min (de 88.06 a 110.6) (Figura 13).
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Figura 12. Consumo de O2 de mitocondrias aisladas de cerebro de rata, incubadas con

1mg de E171/mg proteina a diferentes tiempos de exposicion (45, 60 y 90 min), en la
primera adicion de ADP (0.14 mM). Se muestran diferencias significativas de *p< 0.05 vs

su respectivo control, + desviacion estandar (SD), n=5.
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Tabla 3. Valores control de las dos adiciones de ADP (ADP1=0.14 mM y ADP2= 0.36
mM) de mitocondrias aisladas del hemisferio derecho de cerebro de rata de todos los
parametros de la funcién respiratoria en cada tiempo. Ademéas se muestra si existe una

duplicidad en los valores al adicionar el doble de ADP.

Control ADP1 ADP2 Relacion

CR, t45 4.44 7.80 1.76

CR, t60 3.90 8.10 2.08

CR, t90 4.47 7.82 1.75

P:0, t45 1.58 2.18 1.38

P:0, t60 1.77 1.95 1.10

P:0, t90 2.02 2.08 1.03
Estado 3, t45 150.14  262.49 1.75
Estado 3, t60 147.22  267.25 1.82
Estado 3, t90 138.75 281.29 2.03
Estado 4, t45 35.32 32.80 0.93
Estado 4, t60 39.13 33.41 0.85
Estado 4, t90 32.33 37.01 1.14
Repolarizacion, t45 44.37 83.95 1.89
Repolarizacién, t60 40.30 94.51 2.35
Repolarizacién, t90 35.54 88.07 2.48
Fase lag, t45 5.44 6.20 1.14
Fase lag, t60 4.63 6.79 1.47
Fase lag, t90 4.53 5.96 1.32
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Figura 13. Consumo de Oz de mitocondrias aisladas de cerebro de rata, incubadas con
1mg de E171/mg proteina a diferentes tiempos de exposicion (45, 60 y 90 min), con la
segunda adicion de ADP (0.36 mM). Se muestran diferencias significativas de *p< 0.05

VS su respectivo control, = desviacion estandar (SD), n=5.
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Tabla 4. Valores de las dos adiciones de ADP (ADP1=0.14 mM y ADP2= 0.36 mM) de
mitocondrias aisladas del hemisferio derecho de cerebro de rata tratadas con E171 en
todos los pardmetros de la funcion respiratoria en cada tiempo de exposicion (45, 60 y
90 min). Ademas se muestra si existe una duplicidad en los valores al adicionar una
concentracion mayor de ADP.

Con E171 ADP1 ADP2 Relacion
CR, t45 3.26 4.13 1.27
CR, t60 2.94 5.04 1.71
CR, t90 2.88 4.66 1.62
P:0O, t45 1.53 1.68 1.09
P:0, t60 1.56 1.71 1.09
P:0, t90 1.42 1.64 1.15
Estado 3, t45 138.24 234.45 1.70
Estado 3, t60 141.37 230.99 1.63
Estado 3, t90 137.20 226.56 1.65
Estado 4, t45 43.47 5754 1.32
Estado 4, t60 48.50 47.82 0.99
Estado 4, t90 47.85 48.70 1.02
REIIErLEH I m N 45.98 | 107.00 2.33
REIIERrEH MO 4549 106.40 2.34
REIE L im0l 49.36 110.62 2.24
Fase lag, t45 5.49 6.87 1.25
Fase lag, t60 5.03 6.61 131
Fase lag, t90 6.17 7.78 1.26

6.3.Cambios morfolégicos de mitocondrias ocasionados por las E171

Con las TEM de mitocondrias aisladas de hemisferio derecho de cerebro de rata se
observé que conforme pasé el tiempo de exposicion, la forma de las mitocondrias
aisladas y tratadas con E171 se modificO, es decir, se observa que existe mas espacio
entre las crestas (Figura 14). Mientras que en las mitocondrias control (sin E171)
aparentemente de forma visual la forma permanecio sin cambios, pues en la mayor parte
de las mitocondrias el espacio entre las crestas se conservo.
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45 min 60 min

Control

E171

Figura 14. Imagenes TEM de mitocondrias de cerebro de rata incubadas durante 45, 60
y 90 min, con 1mg de E171/mg de proteina mitocondrial, con sus respectivos controles.
40000 X.

6.3.1. Analisis digital de imagenes: Morfometria mitocondrial, después del

tratamiento con E171

Se demostrd que el area aumenté un 36.77% a los 45 min de exposicién. Mientras que
hubo una disminucion del 19.92% del area a los 60 min. En cuanto al diametro no se
observaron diferencias significativas, pero a los diferentes tiempos de exposicion, se
observé el mismo comportamiento que lo reportado con el area. Ademas, el nimero de
mitocondrias se redujo 42.63% a los 90 min de exposicion (Figura 15A y B).
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Figura 15. Cambios morfolégicos y morfométricos de las mitocondrias aisladas de

cerebro de rata,

incubadas con E171 a diferentes tiempos. A) Secuencia de

segmentacion, binarizacion y analisis, de la mitocondrias analizadas digitalmente

utilizando el software Image J. B) Parametros morfométricos y cuantificacion por campo.

Se analizaron las imagenes mediante analisis digital de imagenes. Se muestran

diferencias significativas de *p< 0.05 y ***p< 0.001 contra su respectivo control, +

desviacién estandar (SE), n=6.
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6.4.Ubicacion cerebral de las E171 acumuladas

No se detectaron particulas de E171 en hipocampo y tdlamo. Sin embargo, en la corteza
cerebral de rata tratada con E171 se observaron manchas obscuras y densas en varios
campos tomados por TEM. Se muestra una imagen representativa de estos campos en
la Figura 16. En la cual, en la parte lateral izquierda (flecha verde) se observa un posible
aglomerado de particulas de E171, que tiene un tamafio y forma diferente a lo encontrado
en las otras imagenes de las otras zonas (hipocampo y talamo), que parece haber roto
una membrana mitocondrial. Sin embargo, es necesario realizar otro tipo de

experimentos para confirmar la presencia de estas particulas en el cerebro (Figura 16).

Hipocampo Talamo

- )

Control

Con E171

Figura 16. Cortes de cerebro de rata de hipocampo, tdlamo y corteza; de ratas control y
ratas tratadas 24h antes con 1mg/kg de E171 por via intravenosa. La flecha verde indica

lo que quizé sea un aglomerado de E171. Barra de escala de 100 nm.
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Del conjunto de imagenes tomadas por TEM de la zona de la corteza cerebral, se
encontraron campos donde se muestra un acercamiento de unos posibles aglomerados
de particulas de E171 cuya superficie presentada es muy similar a una imagen obtenida
por microscopia electrénica de barrido (SEM) de un aglomerado de particulas de E171
la cual fue adquirida anteriormente y donada por una compariera del laboratorio 10 de la
UBIMED de la FES-I, para comparar este posible hallazgo (Figura 17). Los posibles
aglomerados de particulas de E171 presentan diferentes tamafos registrado por TEM
de 985 nm, 1468 nm y 881 nm, las dos primeras a lo largo del posible aglomerado y la

tltima medicién fue el ancho mas grande observado en la Figura 17 A.

Figura 17. Imagenes de microscopias de E171. A) microscopia electronica de
transmision de la corteza cerebral de una rata tratada 24h previas con 1mg/kg de E171

y B) microscopia electrénica de barrido de un aglomerado de E171 seco.
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7. Discusion

7.1.Caracterizacion de las particulas

Un punto importante para conocer el dafio que un compuesto puede provocar en el
cerebro es saber si es capaz de atravesar la BHE. Para ello, es necesario conocer el
tamafio, forma y estabilidad de los aglomerados de las NPs en un medio semejante al
cerebro. Se ha reportado que diferentes NPs han sido capaces de atravesar la BHE. Por
ejemplo, el SiO2, que por TEM presentan un tamafio de 20 £ 6.34 nm, pero un tamafo
hidrodinamico (DLS) de 169.7 + 2.08 nm indujo la disfuncion de la BHE en un modelo in
vitro. Esto también se comprobd utilizando un modelo in vivo al tratar ratas Sprague-
Dawley con 50 mg/kg de NPs de SiO2 por inyeccion intraperitoneal durante 28 dias
consecutivos (Liu et al., 2017). En un estudio, en el que se utilizaron aglomerados de
NPs de TiOz esféricas de 520.9 + 41.7nm didmetro (Disdier et al., 2015), las NPs fueron
capaces de atravesar la BHE, sin que se afectara la integridad de las células endoteliales
de la BHE.

En el presente trabajo, el tamafio hidrodinamico de los aglomerados de E171 fue 695.5
+ 141.6 nm, tan solo un poco mayor que el reportado por Disidier et al., 2015 con NPs
de TiO:2 esféricas y por TEM de 460 nm, ain menor a lo reportado anteriormente, por lo
gue podria pensarse gque estos aglomerados de E171 podrian atravesar la BHE de la

misma forma que lo hacen las NPs de TiO: esféricas.

En la literatura se ha reportado que la formacién de aglomerados ocurre debido a que
las NPs se introducen en un medio biolégico, lo cual incrementa el tamafio de las mismas
(Bruno et al., 2014). Ademas de que los efectos de las NPs dependen del tamafio de los
aglomerados y de la fuerza ionica de la solucion en la que se encuentren (potencial Z)
(Zhang et al., 2012). Las particulas de E171 presentan un potencial Z de -38.36 +1.57
mV lo que indica que son estables en el medio de administracién formado por soluciéon
salina, un medio inocuo ampliamente aceptado para experimentacion y suero de rata,

constituido en gran parte por albumina sanguinea, para simular en lo posible el medio
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del torrente sanguineo. Esto quiere decir que las E171 estuvieron disponibles para viajar
libremente por la sangre y distribuirse por todo el organismo, en donde llegan a formar
uniones entre la albumina y el TiO2. Lo anterior fue demostrado por Chibber y Ahmad en
el 2016 en cuyo estudio, se determin6 que las NPs de TiO2 se unen a la albumina de
suero humano en el sitio 1, es decir en el sitio lIA de esta proteina, mediante puentes de
hidrégeno a los O2 de los residuos de aminoacidos tirosina, arginina y serina de la
albumina. Las NPs convergen en el sistema digestivo, una vez alli atraviesan las
microvellosidades del intestino delgado y asi pueden pasar al torrente sanguineo (Jung
et al., 2000) y distribuirse en todo el organismo. Lo anterior, proporciona una mayor
facilidad de distribucion del E171 en el organismo a través del torrente sanguineo. En un
estudio realizado en el 2014 en el cual se administr6 2.3 mg de NPs de TiOz a ratas por
via intravenosa se detect6 que este se distribuy6 a varios 6rganos como higado, bazo,
rifidn, pulmoén, corazén, y también al cerebro (Geraets et al., 2014). Por otra parte NPs
de 6xido de zinc, de forma hexagonal, también fueron detectadas en el cerebro por via

oral, a una concentracion de 536 mg/k durante 13 semanas (Cho et al., 2013).

7.2.Actividad respiratoria de las mitocondrias

La mitocondria es un organelo que tiene diversas funciones en la célula, como el control
de la actividad respiratoria celular, la generacién de ERO, ATP y la regulacién de diversas
cascadas de sefalizacion. Ademas en la mitocondria se llevan a cabo diversas vias
metabdlicas como el ciclo de Krebs y la beta-oxidacion de los acidos grasos que ocurren
en la matriz mitocondrial. Por ello se le conoce como el “La planta de energia de la célula”
(Nelson y Cox, 2009). Es decir, si la mitocondria se encuentra dafiada, la célula se
encontrara en peligro (Milane et al., 2015). Esto sucede en todas las células, cuando se
exponen a diversos tipos de NPs. En un estudio reciente, en el que se expusieron
mitocondrias de una linea celular neuronal humana a 2.6 x10° NPs de silice durante
24h, el consumo de O2 se redujo un 36.8% (Ducray et al., 2017), un porcentaje muy
similar a lo que se encontr en este trabajo, el cual fue de 36.28% a los 90 minutos de

exposicion en la primera adicion de ADP, sin embargo en la segunda adicion de ADP el
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consumo de O:2 se redujo un 40.28% siendo mayor que lo reportado por Ducray et al.,
2017. Asimismo células madre neuronales humanas se expusieron a 1 mg/ml de
particulas de silice durante 7 dias y su respiracion mitocondrial disminuyd hasta un
74.5% (Fujioka et al., 2014), siendo este un porcentaje mayor a lo encontrado en este
trabajo. Por lo que se podria sugerir que la actividad respiratoria ird cambiando respecto
a su control cuando se exponen mitocondrias de cerebro de rata a particulas de E171 a

un mayor tiempo de exposicion.

En la relaciéon P:O se encontrdé una disminucion especialmente a los 45 y 90 min de
exposicién a E171 como consecuencia de la reduccion en el consumo de oxigeno. Sin
embargo, la repolarizacion (tiempo requerido para completar el consumo de ADP
agregado) increment6 a comparacion del control, lo que indica una mayor cantidad de

oxigeno consumido en mitocondrias tratadas con E171 cuando se afiadié ADP.

Ademas, es necesario apreciar que los valores en estado 3 y CR disminuyeron en las
mitocondrias expuestas a E171 cuando se les adicion6 0.36mM de ADP (el doble de la
concentracion inicial) a comparacion con el control en todos los tiempos de exposicion.
Asimismo cabe mencionar que, el estado 4 se obtiene en ausencia de ADP por lo tanto,
un aumento en el valor del estado 4 indicaria que hay mas mitocondrias desacopladas
en comparacion con el control y en presencia de algin sustrato como malato/piruvato.
Esto, solo se encontré en la segunda adicion de ADP a los 45 min de exposicion a
particulas de E171 (Figura 13).

Por otra parte Nalika y Parvez en el 2015 mostraron que la actividad respiratoria de
mitocondrias aisladas de cerebro de rata disminuy6 los niveles del complejo I: NADH
deshidrogenasa, del complejo II: succinato deshidrogenasa y la ATP sintasa, cuando se
expusieron a NPs de TiO2 esféricas a concentraciones de 5, 10 y 50 pg/ml durante 1
hora. En este trabajo se ocupo6 una concentracion de 1 mg/ml de E171, por lo cual se
podria suponer que a concentraciones mas altas de E171 ocurran cambios en la
actividad respiratoria mitocondrial, similares a los reportados anteriormente con las NPs

de TiO2 esféricas.
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Por otro lado, si las particulas de E171 llegaran a las mitocondrias neuronales, podrian
generar enfermedades neuroldégicas, como por ejemplo: la enfermedad de Parkinson
(PD, por sus siglas en inglés), en la cual, se reduce la actividad del complejo |
mitocondrial (Schapira et al., 1989). La PD se caracteriza por una serie de trastornos
motores y no motores asi como la pérdida de neuronas dopaminérgicas dentro de la
sustancia nigra pars compacta (Devasena y Francis 2015), y precisamente una funcion
primordial de las mitocondrias en las neuronas dopaminérgicas es generar ATP
(Langston et al., 1983), contribuyendo con la transmision de los neurotransmisores desde
una neurona pre-sinaptica a una post-singptica (Kang et al., 2016) y manteniendo la
funcionalidad del citoesqueleto. Algunos estudios indican que las NPs pueden inhibir la
migracion celular a través de dafios al citoesqueleto (Hou et al., 2013; Tay et al., 2014).
Asimismo, la exposicién a E171 podria afectar las uniones estrechas entre las células
endoteliales, provocando asi que cambie la permeabilidad de la BHE (Kang et al., 2016),

ademas de ocasionar, cambios morfolégicos en la estructura y funciones del cerebro.

En las neuronas, la mayor cantidad de mitocondrias se encuentran justo en los axones y
los botones axonicos encargados de transmitir la informacion sindptica de una neurona
a otra. Esta funcién es relevante para funciones como la sinapsis tanto quimica, como la
eléctrica. En la primera, para transmitir el impulso eléctrico dado por el potencial de
accion creado por la bomba de Na*/K* y en la segunda para liberar neurotransmisores
como por ejemplo acetilcolina, dopamina, serotonina, GABA y noradrenalina, entre otros.
Estos transmisores activan receptores en las neuronas post-sindpticas que resultan en
la excitabilidad neuronal, la transmision sindptica, y el funcionamiento de la red neuronal
(Newman, 2003; Volterray Meldolesi, 2005; Arague, 2008; Navarrete et al., 2013; Araque
et al., 2014).

Independientemente de si las particulas atraviesan o no la BHE, en este trabajo se
decidio averiguar cuales serian los efectos sobre la mitocondria si las E171 lograran
atravesar la BHE. Si estas particulas logran atravesar la BHE se acumularian en el

transcurso de la vida, aumentando el riesgo de padecer enfermedades neurolégicas.
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7.3.Cambios morfolégicos de las mitocondrias

La morfometria de las mitocondrias no cambia durante los primeros 60 min de exposicion
a E171, sin embargo hay un aumento progresivo en el &rea que ocupa la membrana
mitocondrial y la pérdida entre el espacio de las crestas es evidente cuando llegan a los
90 min de incubacion donde se ve el aumento del area mitocondrial a los 45 min de
exposicion. Ademas, este hecho es similar a lo que previamente reportaron Jain et al.,
2017, quienes demostraron que cuando se exponen células de fibroblastos de pulmén a
25 mg/ml NPs de TiOz esféricas (anatasa) durante 24h, existe una pérdida entre el
espacio de las crestas mitocondriales, o que podria indicar que a mayor tiempo de
exposicion a particulas de E171 pueda ocurrir perdida de crestas, sin embargo en este
trabajo se demostrd que durante los 90 min de exposicién no se observa una aparente
perdida de crestas. Algo similar reportaron Natarajan et al., en 2015 pero en higado ya
gue alli es el sitio de acumulacion para muchas NPs, ellos mostraron que la morfologia
de las mitocondrias se modifica a tal grado que se fragmentan. Esto se realizd en
hepatocitos expuestos a 50 ppm de NPs de TiO2 esféricas durante 72 h. Esto podria
indicar que una concentracion mas alta y un mayor tiempo de exposiciéon de las
mitocondrias a E171, como seria durante el transcurso de la vida, podrian tener efectos
mas evidentes sobre la estructura mitocondrial del cerebro y causar dafios irreversibles

en la salud de las personas.

Recientemente, se ha demostrado que mitocondrias de células gliales de rata y de
humano cambian su forma cuando son tratadas con 1 mg/ml de NPs de TiO2 esféricas
por 24 y 48h, ademas de que aumentan su potencial de membrana (Huerta-Garcia et al.,
2014). Esta es una evidencia mas sobre el dafio que podrian ocasionar las particulas de
E171 si llegaran al cerebro. Ademas se ha reportado que existen cambios morfol6gicos
en mitocondrias de tejido cerebral cuando son expuestos por via inhalatoria a NPs de
TiO2 (0.1, 1y 10 mg/kg) por 72 h, se menciona que las mitocondrias sufren de hinchazon
(Liu et al.,, 2013). Algo muy parecido a lo reportado en este trabajo cuando las
mitocondrias se expusieron a E171 por 45 minutos su area aumento, podria pensarse

gue a mas tiempo de exposicion continuara este aumento. Sin embargo, esto no ocurrio.
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Por el contrario no hubo diferencias significativas en el area, pero si disminuy¢ la cantidad

de mitocondrias por campo a los 90 min (Figura 15).

En 2015 Wilson y colaboradores, reportaron que la presencia de NPs de TiO2 esféricas
en los astrocitos indujo cambios morfologicos y cambios en la dinamica de la mitocondria.
Se observd que bajas concentraciones de TiO2 esféricas provocaron que las
mitocondrias aumentardn su &rea mitocondrial, mientras que altas concentraciones
provocaron su fragmentacion. Ademas, Wu y colaboradores reportaron la pérdida en el
potencial de membrana mitocondrial en la linea celular PC12 expuestas a NPs de TiO2
(Wu et al., 2010).

A pesar de que las concentraciones de NPs que se pueden alcanzar en diferentes
organos humanos pueden llegar a ser menores que las concentraciones usadas en
ensayos in vitro. Es probable que en diferentes exposiciones y consumo de productos
gue contengan NPs de TiOz, se pueda alcanzar una concentracion alta equivalente a la
empleada en ensayos in vitro dada por la acumulacion de las NPs (Huerta-Garcia et al.,
2015). Por ello, es necesario averiguar si las E171 son capaces de atravesar la BHE y

continuar el estudio de sus efectos en la salud.

7.4. Ubicacién de particulas E171 en cerebro de rata

En el presente trabajo, en ratas sin tratamiento se observaron algunos cuerpos densos
con forma de aglomerados que miden entre 37 y 351 nm en los controles. Estos cuerpos
densos (oscuras) son normales en el tejido cerebral y pueden estar hechos de actina,
miosina o desmina, asi como zonas sinapticas y mielina, entre otras (Zagon y Haring
1982). Sin embargo en la corteza del cerebro de rata tratada con E171 (flecha verde,
Figura 16) se encontraron otras zonas densas que podrian ser aglomerados de E171
con tamafos mayores a los encontrados en los controles, y semejantes en tamafio a los
de los aglomerados suspendidos en solucion salina y suero de rata los estdn rompiendo

una mitocondria (Figura 16).
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Se podria sugerir, por lo anterior, que a las 24h de exposicion las particulas de E171
estarian atravesando la BHE. Seria recomendable utilizar un marcador especifico de
E171 con el que se pudiera seguir la ruta del mismo y/o hacer un andlisis con un
espectroscopio de energia dispersa de rayos X (EDS por sus siglas en inglés) que pueda
confirmar la presencia de titanio en las zonas sospechosas directamente en el corte de

la corteza.

El hecho de que las E171 se acumulen en el hemisferio derecho conlleva a diferentes
afectaciones, por ejemplo, las percepciones espaciales cuantitativas, la comprension
musical, el reconocimiento de categorias de personas y de objetos (Rotta et al., 2007).
Se ha demostrado que cada hemisferio controla funciones del cuerpo contrarias (Society
for Neuroscience, 2008). Una lesion mayor que se produce en el hemisferio derecho es
la hemiparesia izquierda, la cual se caracteriza por la disminucién de la fuerza motora o
pardlisis parcial que puede afectar un brazo y una pierna del mismo lado del cuerpo, y

es consecuencia de la falta de Oz en el cerebro (Ross y Mesulam, 1979).

Las zonas cerebrales que pueden ser afectadas/comprometidas por la exposicion a las
particulas de E171 son el hipocampo, talamo y la corteza, entre otras. Se ha demostrado
gue en ratones que han sido expuestos por via intravenosa a NPs de TiO:z esféricas
(1387 mg/k), presentaron ciertas lesiones en el cerebro, en especial en células
neuronales en el hipocampo, siendo un indicativo de degeneracion (Xu et al., 2013). El
hipocampo esta relacionado con la memoria, el aprendizaje y la emocion (Society for
Neuroscience, 2008), por lo que alguna afectacién en esta zona podria dar lugar a la
enfermedad de Alzheimer, caracterizada entre otras cosas por la muerte de neuronas en
el hipocampo y corteza cerebral (Weimer et al., 2009). Por otro lado, las funciones
relacionadas al tAlamo son el tacto y el dolor. El dafio al tAlamo también esta relacionado
con la etapa de crisis generalizada durante la epilepsia, la cual resulta en la perdida de
la conciencia y causa cambios conductuales incluyendo convulsiones. Durante la crisis
generalizada, existe una actividad eléctrica simultanea excesiva en una amplia zona del
cerebro incluyendo el talamo y corteza (Society for Neuroscience, 2008). Por ultimo, las

funciones que regula la corteza cerebral son muy variadas, algunas son la percepcion,
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emocion, pensamiento, audicion, lenguaje y el suefio, por mencionar algunas, y
afectaciones en ella podria implicar un riesgo mayor en la salud, provocando por ejemplo,

la enfermedad de Alzheimer (Society for Neuroscience, 2008).

En un trabajo realizado en el 2008 se demostré que por via intranasal las NPs de TiO2
esféricas se pueden acumular en el hipocampo y corteza de cerebro de raton a una
concentracion de 500 pg/kg durante 2 dias (Wang et al., 2008b). Incluso se ha
demostrado que a concentraciones mas grandes (2.5, 5 y 10 mg/kg) se afecta la
anatomia del hipocampo de ratones, provocando proliferacion de células gliales, hasta

posibles necrosis de neuronas y degeneracion neuronal (Ze et al., 2014).

7.5. Planteamiento del modelo de los efectos del E171 en mitocondrias aisladas

de cerebro de rata.

En este estudio se aporta informacion sobre una pequefia parte de la toxicidad de las
particulas de E171, que si bien no es estrictamente un NM puro, si contiene partes
nanomeétricas que podrian causar un dafio. Se propone que la mitocondria podria
descomponerse alo largo del tiempo por la exposicién a particulas de E171. Al comenzar
con el tratamiento de las particulas, se observa que la forma cambia aumentando
significativamente su area. Se plantea que, a partir de la membrana mas externa de las
mitocondrias, ésta se va debilitando por la presencia de las E171, de la misma manera
en como se ha reportado que otras NPs metélicas son capaces de debilitar membranas
y tejidos (Torrano et al., 2016), a manera de una liga que se estira hasta su limite, y
posteriormente se forman perforaciones permanentes como los que ya han sido
reportados con la exposicion a otras NPs (Torrano et al., 2016). Si este proceso
continuara, se van desprendiendo pedazos de membrana. Asi persiste el proceso hasta
gue las mitocondrias desaparecen con el tiempo, como se observa en el nimero de
mitocondrias a los 90 min de exposicion. Aunado a esto el consumo de Oz no se pierde
por completo, ya que la respiracion mitocondrial ocurre en las crestas que, si bien se van

distanciando una de otra, al inicio es poco notorio y ademas la respiracion es sustituida
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por las pequefas mitocondrias que se van formando mas aparte las mitocondrias de

mayor tamano (Figura 18).

Por lo anterior este trabajo busca contribuir con la evidencia cientifica, para que en un
futuro proporcione un panorama mas amplio del dafio que ocasionan las particulas de
E171, y se tomen las medidas necesarias para disminuir el riesgo de presentar

enfermedades neuronales a largo plazo.

45 min 60 min 90 min

3

Y

Tiempo

Figura 18. Posible representacion en el tiempo de lo que le ocurre a las mitocondrias de
cerebro de rata cuando son expuestas a particulas de E171 (1mg/ml) e incubadas
durante 45, 60 y 90 min. Las imagenes fueron tomadas y levemente modificadas a partir
de las microscopias por TEM a los diferentes tiempos. Figura realizada por Aguilar

Olivares Kevin Jair y Lomeli Castillo Jocelyn Lucero.
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8. Conclusiones

1)

Las particulas de E171 forman aglomerados homogéneamente suspendidas al
momento de la administracion lo que indica que posiblemente podrian atravesar
la BHE.

2) Algunos parametros de la funcién respiratoria tales como CR, y P:O, fueron

3)

4)

afectados especialmente a los 45 y 90 min de exposicion a particulas de E171
(Img/ml), disminuyendo significativamente, a comparacion del respectivo control
en las dos adiciones de ADP, sin embargo la repolarizacion aumento6 a los 45 y
90 min de exposicion. Ademas, los valores de la relacion con una doble adicién
de ADP disminuyeron el CR y estado 3 cuando se expusieron mitocondrias a

particulas de E171 incluso hasta los 90 min.

El &rea mitocondrial y el nimero de mitocondrias decrecié considerablemente a
los 90 min de exposicion a particulas de E171 y se observa una aparente distancia

entre las crestas desde los 45 min de exposicion.
Se encontraron posibles aglomerados de particulas de E171 en corteza de

cerebro de rata, sin embargo se sugieren hacer mas estudios para verificar este

hallazgo.
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Glosario

GLOSARIO

Aditivo: cualquier sustancia permitida que, sin tener propiedades nutritivas, se incluya
en la formulacion de los productos y que actle como estabilizante, conservador o
modificador de sus caracteristicas organolépticas, para favorecer ya sea su estabilidad,

conservacion, apariencia o aceptabilidad

Barrera hematoencefélica: Estructura morfolégica constituida por las células del
endotelio vascular pericitos, astrocitos perivasculares y la microglia, regula el intercambio
entre la sangre circulante y el tejido nervioso, siendo un sistema de difusion esencial para

el buen funcionamiento del sistema nervioso central

Control respiratorio: relacion de la velocidad entre el estado 3y el estado 4 (pendientes)

cuando se afiade ADP a la muestra mitocondrial

Corteza cerebral: Capa mas externa de los hemisferios del cerebro. Es bastante
responsable de todas las formas de experiencia consiente, incluyendo la percepcion,
emocion, planeacion y pensamiento.

Estado 3: Consumo rapido de Oz en presencia de ADP

Estado 4: Etapa en la cual el ADP ha sido agotado

Fase lag: Tiempo requerido por la mitocondria en consumir el oxigeno presente después
de la adicion de ADP

Hipocampo: Estructura en forma de caballito de mar localizada dentro del cerebro y

considerada una parte importante del sistema limbico. Una de las areas mas estudiadas

del cerebro, funciona en el aprendizaje, memoria y emocion.
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Mitocondria: Organelo cilindrico pequeiio en el interior de las células que provee
energia para la célula al convertir el azacar y el oxigeno en moléculas de energia,

llamadas adenosin trifosfato (ATP)

Nanomaterial: un material natural, o sintético que contenga particulas, sueltas o en
agregado/ aglomerado en el que por lo menos el 50 % de las particulas miden entre 1y
100 nm en una o mas de sus dimensiones

Nanoparticula: Toda particula que mide entre 1 y 100 nanémetros.

Particula: Una parte muy pequefia de algo

Relacion P:O: Cantidad de nanoatomos de oxigeno consumido por nanomoles de ADP

anadido

Repolarizacion: Consumo de oxigeno registrado cuando se afiade ADP a la muestra

mitocondrial
Talamo: Estructura que consiste en dos masas de tejido nervioso en forma de huevo,

cada una del tamafio de una nuez, en el cerebro profundo. Es una estacion clave para

filtrar informacion.
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Anexo |

Extraccion de mitocondrias de cerebro de rata por método A
Modificado de Sims Neil & Anderson Michelle, 2008, Nature Publishing Group.

Método realizado en Laboratorio 2. Bioquimica y Bioenergética. UBIMED, a cargo de la
Dra. Emma Berta Gutiérrez-Cirlos Madrid, y la técnico M. en C. Tecilli Cabellos Avelar

=

Poner los rotores en el cuarto frio una noche antes del experimento

Prender las dos centrifugas y el aire acondicionado (antes de comenzar el

experimento)

Cerrar las centrifugas cuando se prenden

Pesar el vaso de precipitado y tarar

5. Sin usar de nuevo la balanza, mantenerla asi y poner a enfriar el vaso de
precipitado

6. Poner todos los vasos a utilizar, asi como la caja Petri, tubos, Potter y demas
material en bandejas con hielo

7. Poner el buffer de aislamiento (b. a.) en hielo

8. Sacar el buffer de respiracion del refrigerador, dejarlo a temperatura ambiente

9. Las tijeras de diseccion ponerlas en tubos de 15ml, y dejarlas en hielo

10. Agregarles un poco de b. a. a los tubos de 15ml para que cubran las puntas de
las tijeras

11. Se sacrifica a la rata con guillotina a un lado de la tarja

12. Decapitar rapido y extraer en ~ 1min maximo el cerebro, con unas pinzas de
alicata y tijeras

13. Pesar el cerebro en el vaso de precipitado, anteriormente pesado, registrar dato.

14. Agregarle al tejido un poco de b. a. para quitar la sangre con movimientos
circulatorios. Retirar el b. a. con pipeta Pasteur.

15. Repetir procedimiento anterior

16.Agregar un ultimo b. a.

17. Cortar con las tijeras en el buffer, el tejido en pedazos de ~ 3mm3

18. Se quita el ultimo buffer agregado, cuidando de no llevarse pedazos de tejido

19. Calcular los mililitros de b. a. que se utilizaran y agregarlos al tejido

no

how

1 g tejido — 10ml b. a.

20. Pasar esta solucion a un Potter grande

21. Homogeneizar = 4 veces muy suave sobre hielo

22. Tomar alicuota de 200pl para evaluar proteina total (en tubo ependorf y etiquetar)
23. Pasar el homogeneizado a un tubo de centrifuga
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24. En otro tubo de centrifuga agregar agua destilada

25. Balancear ambos tubos (ajustar solo el agua al homogeneizado).

26. Poner los tubos en contraposicion en el rotor de centrifuga (Thermo - Sorvall
legend XFR centrifuge)

27. Centrifugar a 1300g a 4°C por 3 min

28. Recuperar el sobrenadante (SN 1) con pipeta Pasteur y pasarlo a un tubo de
ultracentrifuga

29. El tubo de ultracentrifuga con el SN 1 se mantiene sobre hielo

30. Lo que quedo (pellet) en el otro tubo de centrifuga, agregarle la mitad de lo que
se puso primero del b. a. (paso 19)

***ajemplo si se puso 10 ml de b. a.--- ahora poner 5 ml de b. a.

31. Pasar esta solucién a un potter grande y homogeneizar = 4 veces

32. Pasar al tubo de centrifuga antes utilizado

33. Apagar el aire acondicionado

34. Balancear tubos (agua y homogeneizado), ajustar solo el agua al
homogeneizado.

35. Prender el aire acondicionado

36. Centrifugar a 1300g a 4° C por 3 min

37. Juntar SN 1 con este nuevo SN

38. Apagar aire acondicionado

39. Balancear tubos (agua y homogeneizado), ajustar solo el agua al
homogeneizado.

40. Prender aire acondicionado

41.Poner los tubos en contraposicion en el rotor de ultracentrifuga (Sorvall ultra Pro
80)

42. Centrifugar los SNs reunidos a 21 000g (rpm= 14060) a 4° C por 15min

Datos para ultracentrifuga (si no se tienen las rpm):

Radio rotor =9.51

*VAC --- menu --- 2 mode ---1 rcf --- 9.51 --- speed --- (las rcf que se desean) ----enter —
time (el tiempo que se desea) --- enter --- (esperar a que llegue a MED) --- start

Cuando se tienen las rpm:

VAC---- speed--- (las rpm que se desean) ----- enter ---- time ---- (el tiempo que se
desea) ---- enter--- (esperar a que llegue a MED) ------- start

43. Preparar los gradientes de percoll y mantenerlos en frio (los calculos ya se
hicieron anteriormente)
Para 7ml de percoll y b. a.

40% —— 2.8 ml percoll + 4.2 ml b. a.

23% — 1.61 ml percoll + 5.39 ml b. a.
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15% —— 1.05 ml percoll + 5.95 ml b. a.

44. Con mucho cuidado formar 2 capas, 40 y 23 % de percoll en un tubo de
ultracentrifuga. Se dejaran caer por la pared del tubo desde la parte de arriba poco
a poco con una micropipeta, el tubo debe estar en el frio

—
M—

——> 15%

r > 23%

T 40%

45. Desechar el SN con pipeta Pasteur

46. Agregarle al pellet el 15 % de percoll y b. a.

47. Despegar el pellet de la pared del tubo con ayuda de la micropipeta (ir recogiendo
un poco de percoll y aventarla a la pared del tubo donde esté el pellet, hacer esto
3 0 4 veces hasta que se despeje)

48. Homogeneizar en potter mediano

49. Pasar el homogeneizado al tubo de percoll con el 40 y 23% con una micropipeta
con la punta cortada. Dejar caer por la pared del tubo poco a poco desde la parte
de arriba

50. Apagar aire acondicionado

51. Balancear tubos (agua y gradiente de percoll), ajustar solo el agua al gradiente.

52. Prender aire acondicionado

53. Centrifugar a 30 700g (rpm= 17,000) a 4°C por 12 min

54. Impregnar un tubo de ultracentrifuga con b. a. al cual se pasaran las mitocondrias

55. Con pipeta Pasteur quitar banda 1y 2

/ Quitar

—» Quitar

T Quitar
= \

= Son mitocondrias

56.Con una micropipeta con la punta cortada sacar la 3° banda con cuidado de no
llevarse percoll, y pasar al tubo de ultracentrifuga impregnado con b.a.

57. Medir lo que sali6 de mitocondria en ml

58. Agregar 4 volumenes de b. a. a la fraccion mitocondrial. Ejemplo: Si salieron 4ml
se multiplica 4ml X4 = 16ml

59. Al ir agregando los volimenes se va agitando con movimientos circulares
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61
62
63
64

65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.

Anexos

. Apagar aire acondicionado

. Balancear 2 tubos (homogeneizado y agua)

. Prender aire acondicionado

. Centrifugar a 16 700g (rpm= 12538) a 4°C por 15 min

. Montar oximetro y pesar 0.01g de BSA, agregarlos en 1ml de agua destilada y
vorterxearlo

Poner los sustratos en hielo (malato, piruvato y ADP)
Preparar un tubo ependorf en hielo para las mitocondrias.
Dejar el BSA sobre hielo

Quitar SN

Agregar al pellet: 0.5ml (500 ul) de BSA mas 2.5ml de b. a., para un total de 3ml
Agitar un poco con movimientos circulares

Apagar aire acondicionado

Balancear dos tubos (homogeneizado y agua)

Prender aire acondicionado

Centrifugar a 69009 (rpm= 8059) a 4°C por 10 min

Quitar sobrenadante

Resuspender las mitocondrias en 110ul de b. a.

Pipetear muy suave 2 o 3 veces, dejar reposar,

Se pasa al tubo ependorf y se conserva en hielo

Se mide proteina por el espectrofotometro.
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Anexo Il

Determinacion de proteina mitocondrial por absorbancia en el ultravioleta (UV)*

Glick, B. S., & Pon, L. A. 1995. Methods in Enzymology.

Método realizado en Laboratorio 2. Bioquimica y Bioenergética. UBIMED, a cargo de la

Dra. Emma Berta Gutiérrez-Cirlos Madrid, y la técnico M. en C. Tecilli Cabellos Avelar

=

©ONOOGhAWDN

9.

Prender el espectro BioMate 3 Thermo (se prende con un botdn en la parte de
atras)

Esperar a que se calibre

Limpiar la celdilla tipo C6 con un pafo especial

Poner 1 ml de SDS al 0.6% en la celdilla, como blanco

Una vez calibrado (longitud de onda de 280nm) oprimir ATC basico

Oprimir Medir blanco

Poner la celdilla con SDS, y se medira automaticamente el blanco

Sacar la celdilla

Agregar 10 microlitros de mitocondrias a la celdilla con SDS

10.Pipetear mucho y hacer burbujas

11.Limpiar celdilla

12.Meter la celdilla al espectro, y se medira automaticamente

13.Registrar datos de absorbancia y realizar los calculos de acuerdo con el Anexo Il

*Método utilizado para muestras con poca cantidad de mitocondrias.
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Anexo |l

Procedimiento para obtener los microlitros (ul) de mitocondria que se utilizaran
en 1 mililitro (ml) de suspensién.

Célculos generales:

0.12 abs — 10 mg/ml

Ejemplo:
0.12 abs-------- 10 mg/ml 8.33 - 1000 pl (1ml)
0.100 abs------ X 0.085 ------ X
L » Laabs que se obtuvo del
X=10.2 l

X=8.33 mg/mi espectro

Se realiza una lista con todas las concentraciones ya establecidas, y en orden en el
gue se pondran en 1 ml

LISTA:
1. Buffer-—-—----- 967.4 I — se saca sumando todo y restandole 1000
2. Malato--------- 4.8 ul ~
3. Piruvato ------ 4.8 ul
4. Mitos ---------- 10.2 pl
5 ADP1] -----m-me- 36u - Se suman y se restan a 1000
6. ADP2 9.2 pl
32.6
1000
967.4
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Anexo IV

Introduccion de las particulas E171 en la via sanguinea de los animales

Para ello, el animal sera inmovilizado utilizando una camara de acrilico (Figura 6), donde
la cola quedara libre para la inyeccidon. Para promover la vasodilatacion y observar la
vena, se colocara una compresa tibia (30 - 35° C) cubriendo la cola de la rata, y se
estimulara con alcohol al 70%, se repetira el procedimiento, en caso de que no se logre
ver la vena cauda. Se inyectara en la vena lateral desde un angulo de 15 a 25° desde la
parte distal, sin insertar la aguja més alla del bisel ya que la vena no es tan profunda, e
inyectando lo mas lento posible para no lastimar a la rata (Figura Al). Se presionara un
poco la zona después de la inyeccion para evitar sangrado. Y por ultimo se pondra un

poco de alcohol sobre la zona de inyeccion.

Via intravenosa

=i el
- Yy
. - e
TRy
o
~ J

Figura Al. Modo de inyeccion por via intravenosa en la vena caudal de la rata.
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Anexo V

Proceso (paso a paso) para la obtencidon del area, diametro y numero de

mitocondrias por medio del programa Image J

a) Las imégenes de microscopia (TEM) que se desean analizar se abren en formato
JPG por medio del programa Image J

201x2 32 inches (1024x1184). 16-bit. 2 3MB

Figura A2. Primer paso en el procesamiento del ADI

b) Una vez abierta la imagen, se calibra con la barra de escala que presenta la
imagen, sefialandola con la recta que tiene el programa y que el angulo marcado

sea de 0.00 grados

Analyze Plugins Window Help
NAjalol) sofssfs|o] 2] | |»

Figura A3. Forma de calibrar en el programa Image J
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c) La barra de escala se examina de la siguiente manera:

Se posiciona en la casilla Analyze —Set Scale.

En la ventana siguiente en: distancia conocida, se marca la que tiene la imagen

inicial, en este caso 500 y en unidades de longitud se escribe nm (handémetros) y

se marca la casilla de global

4 Imagel =
File Edit Image Process ,E',‘,’Q[‘,?JV!!‘@Y’!, Help
mifelfa{[S]P=Prajs: cum || 48| 7|

Measure

4 Image -
| File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

e
[Polygon selections 1 Analyze Particles...
Summarize
Distribution...
Label
Clear Results
Set Measurements...

Calibrate...
Histogram
Plot Profile
Surface Plot...
Gels »

Ctrl+H
Ctrl+K

Tools »

Olo|z|oE £):a ] Al @|O) pafsw| 4] 8| 7]

Set Scale......

4 setscale

Distance in pixels: |189.5640
Known distance: |500
Pixel aspectratio: |1.0

Unit of length: |nm

Click to Remove Scale

v Global

Scale: 0.3791 pixels/nm

OK Cancel | Help

Figura A4. Forma de marcar las unidades en el programa ImageJ

d) Se selecciona la casilla de “rectangular’ y, con esa opcidn se selecciona parte de

la imagen que queremos trabajar, eliminando las partes de los datos

4

2700.93x3122.96 nm (1024x1184); 16-bit, 2.3MB

500 nm
HV- 60kV
Direct Mag: 50000x

rint Mag: 19600x @ 51 mm
13:24 06/06/17
TEM Mode: Tmaging

4 Image) - x
| File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

RN S O || | < [:[\ A | o] oo 4]0 ]7] | |»

or rounded

(right click to switch)

Figura A5. Seleccion de la Imagen que se va a trabajar.
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e) Se posiciona el cursor sobre la imagen seleccionada y con el click derecho se

selecciona la opcion de duplicar

4 33-14if (6) (67.9%) @ o X

4 334 (6) (564%)
2621.81x2595.43 nm (994x984); 16-bit, 1.9MB

2700.93x3122 96 nm (1024x1184); 16-bit; 2. 3MB

Help..
Rename

T

Original Scale
Paste Control

\
Record

( Capture Screen
Monitor Memory.

List Commands.
Control Panel...
Startup Macros...
Search

Figura A6. La imagen con la que se va a trabajar se duplica

f) Posicionandose en esa imagen se selecciona la casilla de image— Adjust—

Threshold, para obtener el ajuste de umbral que se desea

4 33-1.tf (G) (67.9%) - o
2621.81x2595.43 nm (994x984); 16-bit, 1. 9MB

- X
W | File Edit QRIEEEH Process Analyze Plugins Window Help
| e 0 fselgo) 2] | -

Adjust \4 Brightness/Contrast... Ctrl+Mayis+C

Show Info.... Ctri+l | Window/Level...

Properties... Ctri+Mayas+P | Color Balance...

Goor . I T
Stacks *| Color Threshold...

Hyperstacks

* Size...

Crop Cri+Mayis+X Canvas Size...
Duplicate... Ctri+Mayiis+D Line Width...

Coordinates...
Rename...

Ctri+E | Auto Threshold...
*| Auto Local Threshold...

Scale...

Transform

Zoom

Overlay

Lookup Tables

Figura A7. Modo de obtener el ajuste de umbral

g) El ajuste de umbral se aplica a todas las imagenes analizadas por igual, para que

no interfiera el valor del rango entre las imagenes. — apply
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¢
2621.81x2595.43 nm (394x984); 16-bit; 1.9MB

| Fie Edit image Process Analyze Plugins Window Help )
A|Eo/c|ol~<|4 N Ala 0|0 sjsf4]o]2] | |»
imageJ 1.51j/ Java 1.8.0_112 (64-bit)

PRy
il
L
Default ~| |Red -

I~ Dark background [~ Stack histogram

_auto | apply | Reset| st

Figura A8. Obtencién de la imagen binarizada

h) Se trabaja con la imagen binarizada obtenida, en la cual con ayuda del pincel
“Paintbrush Tool” se limpia la imagen hasta obtener solo las formas deseadas con
ayuda de la original, eliminando pixeles no deseados, obteniendo una imagen

binarizada limpia

¢ Imagel e I% 4
2] File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
P [=Tl=Yl= (= PAEAINPCN o LY NP

Figura A9. Forma de limpiar la imagen binarizada

94



Anexos

i) Una vez limpia la imagen binarizada se analizan las particulas que presenta la
misma para obtener los pardmetros deseados a mostrar. De la siguiente manera:

Analyze— Set measurements — seleccionar casillas deseadas — ok

4 Image _ X
File Edit Image Process Plugins Window Help £ Set Messurements
Ij.| Q‘ G‘U | A3 Measure Ctri+M k| 4 ﬁ ﬂ—l_] > Pies % Mean gray value

[~ Standard deviation [~ Modal gray value

[Text tool (double-click to configure| -~ Analyze Particles...

¥ Min & max gray value [~ Centroid

Summarize
Distribution...
Label
Clear Results

Set Measurements...

Set Scale...
Calibrate...

[~ Center of mass I~ Perimeter

[™ Bounding rectangle [~ Fitellipse

[” Shape descriptors ¥ Ferets diameter
¥ Integrated density [ Median

[~ Skewness I Kurosis

[~ Area fraction [~ Stack position

[~ Limitto threshold [~ Display label
| " Invert ¥ coordinates |~ Scientific notation
[~ Add to overlay I~ MaN empty cells

Redirectto: |MNone hd

Decimal places (0-9) |2

oK Cancel | Help

Ctrl+H
Ctri+K

Histogram
Plot Profile
Surface Plot...
Gels
Tools

Figura A10. Seleccién de los pardmetros deseados.

Una vez seleccionadas las casillas deseadas, se prosigue a seleccionar la casilla de
contornos para que el programa analice otros pixeles

Analize — Analize particles — show: outlines— seleccionar casillas deseadas — ok

¢ Image) - X
File Edit Image Process Plugins Window Help
H|O,‘G|U‘/,|A.‘iit|1 Measure Ctri+M k| 4
*Oval*, elliptical or brush selecnom‘

Summarize
Distribution...
Label
Clear Results

£ Analyze Particles

Size (nmr2):  |0-Infinity

[ Pixel units

Circularity:  |0.00-1.00

Show: DLI“II"IES hd

Set Measurements...

~ Set Scale...

¥ Display results [~ Exclude on edges

Calibrate...

Ctrl+H | ¥ Clearresults ¥ Include holes

Ctri+K

~  Histogram
| Plot Profile
Surface Plot...
| Gels

¥ Summarize [~ Record starts
I Addto Manager [ In situ Show

oK | Cancel Helpl

Figura All. Seleccion de casillas por analizar por cada particula de la imagen

binarizada
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}) Unavez analizadas las particulas, el programa arroja varias ventanas incluyendo

una imagen mas (analizada) que representa el procesamiento de la imagen

binarizada. Los datos pueden ser seleccionados y pasados a un archivo Excel o

a otro, para su posterior andlisis estadistico

4 Drawing of 33-1_binarizada.tif (65.4%
2678.95x2689.48 nm (1018x1022); 8-hit; 1016K

) ¢
J |
:j\ —

4 Image - *
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Ojolc|o|<|4 | s Ala o0 sl 2] 7] | |»

[Text tool (double-click to configure)

& Results

File Edit Font
‘Area

1 386020.04

2 144612 .95

3 332023.91

4 99391.94

3

6

7

A

Results

|Mez-m ‘M\n |Max |Feret ‘IntDen *
22601 0 5 8BB.593 872424¢
24996 235 65447 3614697
22047 233 75618 T731994¢
23223 233 40540

21082 233 557.81

24152 233 90971

25081 233 42992

13681512
96533539
10103931

4 Summary

File Edit Font

Slice [Count [TotalArea  [Average Size
33-1_binarzadatf 14 2833311287 202379378

Figura A12. Obtencion de la imagen analizada
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Anexos

Trazos de la actividad respiratoria de mitocondrias aisladas del hemisferio derecho de cerebro de rata

A) Oxygen Results

D:\Joss\14061 7\controlt45.csv

Date
Acquistion Rate

300 =
<

270

240

Oxygen{molimi)
a
0

nm/mi

Control

B) Tiempo (entrada)
Concentracion Oz (entrada)
Tiempo (salida)
Concentracion Oz (salida)

CR
P:O

Harssé@itech Oxygen Results

Experiment Start Time

Om Os to 21m 19s

Siel

Oxygen{amolim])

248.25 nmolO2 184.19 nmolO:2

201.30 nmolO2 = 107.96 nmolO2

D:\Joss\2701 1 7\tiempo 45.csv
Date 27/01/17 Experiment Start Time 15:30
Acquistion Rate 1.0 sec Duration 23m 41s
Current View Om Os to 23m 43s
—~-
B
210
180
150
120
20
60
30
o
Om Os Time 23m 43s
nm/mi P
Con E171
Parametro Valor
Tiempo (entrada) 4.22 min 13.50 min
Concentracion Oz (entrada) 245.43 nmolO2 @ 182.62 nmolO2
Tiempo (salida) 8.23 min 18.51 min
Concentracion Oz (salida) 202.69 nmolO2 82.66 nmolO2
CR 3.36 4.17
P:O 1.63 1.78

Figura A13. A). Trazos originales del consumo de oxigeno de mitocondrias aisladas del hemisferio derecho de cerebro
de rata control (izquierda) y expuestas a particulas de E171 (derecha) incubadas durante 45 min. Se observan en recuadros
rojos la adicion de los sustratos (malato/piruvato), seguido de las mitocondrias y la primera adicion de ADP 1 (0.14mM),
por ultimo se marca la dltima adicion de ADP 2 (0.36 mM). B). Valores de velocidad de cada trazo correspondiente a cada
adicion de ADP. Los datos son obtenidos al momento de adicionar ADP y después de que este se agota (cambio de
pendiente), ademas se muestra el CR y P:O de cada trazo correspondiente. Los trazos y valores de velocidad fueron

obtenidos del software O2 view 2013 de Hansatech, UK.
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A) Oxygen Results

Hangétech
D:\Joss\140617\controlt60.csv
Date . 14/06/17 Experiment Start Time 15:23
Acquistion Rate 1.0 sec Duration 20m 38s
Current View Om Os to 20m 40s
-
a s - 7
270
240
210
€ 180
é 150
S
g 120
90
60
30
o
Om Os Time 20m 40s
nm/ml —
Control
Parametro Valor
Tiempo (entrada) 2.35 min 10.44 min
B) Concentracion Oz (entrada) 248.24 nmolO2 | 195.82 nmolO2
Tiempo (salida) 6.10 min 13.58 min
Concentracion Oz (salida) 213.09 nmolO2 | 119.12 nmolO2
CR 4.01 11.06
P:O 1.98 2.33

Oxygen(nmoliml)

Oxygen Results

D:\Joss\270117\tiempo 60.csv

Date 27/01/17

Anexos

Hanséitech

Experiment Start Time 16:09

Stop! A

Acquistion Rate 1.0 sec Duration 25m 19s
Current View Om Os to 25m 21s
300 a4 @
2 5] 5| =

270 LE

240 '
210
180
150
120

920

60

30

o

Om Os Time 25m 21s
nm/ml 1
Con E171
Parametro Valor

Tiempo (entrada) 4.12 min 12.37 min
Concentracion Oz (entrada) 243.95 nmolO2 | 187.97 nmolO2
Tiempo (salida) 8.45 min 18.58 min
Concentracion Oz (salida) 202.80 nmolOz = 86.65 nmolO:
CR 2.90 4.12

P:O 1.69 1.76

Figura Al4. A). Trazos originales del consumo de oxigeno de mitocondrias aisladas del hemisferio derecho de cerebro de
rata control (izquierda) y expuestas a particulas de E171 (derecha) incubadas durante 60 min. Se observan en recuadros
rojos la adicion de los sustratos (malato/piruvato), seguido de las mitocondrias y la primera adicion de ADP 1 (0.14mM),
por ultimo se marca la dltima adicion de ADP 2 (0.36 mM). B). Valores de velocidad de cada trazo correspondiente a cada
adicién de ADP. Los datos son obtenidos al momento de adicionar ADP y después de que este se agota (cambio de

pendiente), ademas se muestra el CR y P:O de cada trazo correspondiente. Los trazos y valores de velocidad fueron
obtenidos del software Oz view 2013 de Hansatech, UK.
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A) Oxygen Results

D:\Joss\140617\controlt90.csv

Date 14/06/17
Acquistion Rate 1.0 sec

300

Experiment Start Time
Duration
Current View

16:01
20m 28s
Om Os to 20m 30s

Start

{mp |

mitos [P |
adp

270

240

210

180

150

Oxygen(nmol/mi)

120

20

60

30

(o]

Stop A

B
15

Om Os

nm/mli 1

Control

Parametro
Tiempo (entrada)
Concentracion Oz (entrada)
Tiempo (salida)
Concentracion Oz (salida)
CR
P:O

B)

Time 20m 30s
Valor
2.13 min 11.00 min
248.37 nmolO2 | 176.76 nmolO2
6.50 min 14.90 min
200.45 nmolO2 89.59 nmolO2
4.64 10.38
1.45 2.05

Oxygen(nmol/ml)

Oxygen Results

D:\Joss\270117\tiempo90.csv

Date 27/01/117
Acquistion Rate

300

Anexos

Hansatech
Experiment Start Time 16:48
1.0 sec Duration 30m 18s
Current View Om Os to 30m 20s
& 2]

270

240

210

180

150

120

90

60

30

Ol0)

L7

Om Os

nm/ml 1

Con E171

Parametro
Tiempo (entrada)
Concentracion Oz (entrada)
Tiempo (salida)
Concentracion Oz (salida)
CR
P:O

Time 30m 20s
Valor
2.55 min 13.44 min
244.40 nmolO2 @ 178.96 nmolO2
8.18 min 20.70 min
198.50 nmolO2 76.28 nmolO2
2.97 4.39
1.52 1.74

Figura A15. A). Trazos originales del consumo de oxigeno de mitocondrias aisladas del hemisferio derecho de cerebro de
rata control (izquierda) y expuestas a particulas de E171 (derecha) incubadas durante 90 min. Se observan en recuadros
rojos la adicién de los sustratos (malato/piruvato), seguido de las mitocondrias y la primera adicion de ADP 1 (0.14mM),
por ultimo se marca la dltima adicion de ADP 2 (0.36 mM). B). Valores de velocidad de cada trazo correspondiente a cada
adicién de ADP. Los datos son obtenidos al momento de adicionar ADP y después de que este se agota (cambio de
pendiente), ademas se muestra el CR y P:O de cada trazo correspondiente. Los trazos y valores de velocidad fueron
obtenidos del software Oz view 2013 de Hansatech, UK.
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Anexo VI

Valores de los diferentes parametros de la funcidn respiratoria de

mitocondrias aisladas del hemisferio derecho de cerebro de rata.

Tabla Al. Parametros de la funcion respiratoria de mitocondrias control en todos
los intervalos de tiempo, los cuales representan los valores de la primera adicion de
ADP (0.14 mM). Ademas se muestran los promedios de todas las repeticiones en
cada parametro.

CR P:O Estado 3 Estado 4 Repolarizacion Fase lag
2.99 1.70 174.35 58.35 40.96 4.03
3.74 1.48 82.35 22.00 46.95 10.73
Control, t45 5.00 1.48 178.12 35.65 46.95 4.40
4.95 1.47 160.82 32.47 47.42 4.66
5.51 1.76 155.06 28.12 39.56 3.39
Promedios 4.44 1.58 150.14 35.32 44.37 5.44
3.01 1.59 185.65 61.76 43.86 2.90
3.39 1.59 72.59 21.41 43.89 9.86
\ Control, t60 4.01 1.98 157.06 39.18 35.15 3.75
\ 3.77 1.47 168.71 44.71 47.41 3.54
\ 5.32 2.23 152.12 28.59 31.21 3.08
| Promedios 3.90 1.77 147.22 39.13 40.30 4.63
\ 2.76 2.44 123.88 44.82 28.55 3.33
4.53 2.02 72.00 15.88 34.53 8.21
Control, t90 4.64 1.45 199.18 42.94 47.93 4.37
5.67 1.96 142.00 25.06 35.47 3.51
4.76 2.23 156.71 32.94 31.24 3.23
4.47 2.02 138.75 32.33 35.54 4.53

Tabla A2. Parametros de la funcién respiratoria de mitocondrias control en todos
los intervalos de tiempo, los cuales representan los valores de la segunda adicion
de ADP (0.36 mM). Ademas se muestran los promedios de todas las repeticiones

en cada parametro.

CR P:O Estado 3 Estado 4 Repolarizacion Fase lag

7.00 1.60 334.35 47.76 111.92 4.80

4.11 2.38 86.00 20.94 75.21 12.72

Control, t45 11.46 2.35 357.29 31.18 76.24 3.14
9.22 2.18 331.88 36.00 81.93 3.92

7.22 2.40 202.94 28.12 74.45 6.41

Promedios 7.80 2.18 262.49 32.80 83.95 6.20
5.75 1.67 312.71 54.35 107.16 5.75

4.39 1.48 96.00 21.88 121.03 16.96

Control, t60 11.06 2.33 351.41 31.76 76.70 3.14
12.06 2.04 373.18 30.94 87.58 3.19

7.22 2.24 202.94 28.12 80.08 4.92

Promedios 8.10 1.95 267.25 33.41 94 .51 6.79
4.25 1.63 243.53 57.29 110.00 6.11

6.77 1.92 99.53 14.71 93.04 12.92

Control, t90 10.38 2.05 426.24 41.06 87.17 3.90
9.13 2.51 339.29 37.18 71.38 3.16

8.55 2.27 297.88 34.82 78.75 3.70

Promedios 7.82 2.08 281.29 37.01 88.07 5.96
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Tabla A3. Parametros de la funcion respiratoria de mitocondrias tratadas con E171
en todos los tiempos de exposicion (45, 60 y 90 min), los cuales representan los
valores de la primera adicion de ADP (0.14 mM). Ademas se muestran los
promedios de todas las repeticiones en cada parametro.

Con E171, t45

' Promedios

Con E171, t60

' Promedios

Con E171, t90

Promedios

CR P:O Estado 3 Estado 4 | Repolarizaciéon | Fase la
2.24 1.74 129.88 58.08 39.50 7.20
4.13 1.24 186.71 45.18 56.05 4.17
3.36 1.63 146.47 43.53 42.74 4.01
3.55 1.65 96.12 27.06 42.26 6.91
3.03 1.41 132.00 43.53 49.37 5.17
3.26 1.53 138.24 43.47 45.98 5.49
2.49 1.83 140.96 56.51 37.51 6.13
2.95 1.21 168.24 56.94 57.67 4.93
2.90 1.69 131.88 45.53 41.15 4.33
3.32 1.68 136.82 41.18 41.42 4.93
3.04 1.40 128.94 42.35 49.71 4.82
2.94 1.56 141.37 48.50 45.49 5.03
2.85 1.45 200.59 70.31 47.30 5.13
2.83 1.18 161.41 57.06 58.96 7.11
2.97 1.52 121.18 40.82 45.91 5.63
3.04 1.56 95.41 31.41 44.72 6.90
2.71 1.40 107.39 39.65 49.93 6.06
2.88 1.42 137.20 47.85 49.36 6.17

Tabla A4. Parametros de la funcion respiratoria de mitocondrias tratadas con E171
en todos los tiempos de exposicién (45, 60 y 90 min), los cuales representan los
valores de la segunda adicibn de ADP (0.36 mM). Ademéas se muestran los
promedios de todas las repeticiones en cada parametro.

Con E171, t45

Promedios

Con E171, t60

Promedios

Con E171, t90

Promedios

CR | P:O Estado 3 Estado 4 | Repolarizacién Fase lag
3.06 1.61 230.39 75.35 111.75 10.14
4.81 1.50 317.18 65.88 119.06 5.06
4.17 1.78 229.76 55.06 99.97 5.01
3.81 1.82 170.24 44.71 97.98 8.01
4.81 1.68 224.71 46.71 106.24 6.14
4.13 1.68 234.45 57.54 107.00 6.87
3.52 1.63 230.00 65.31 110.73 10.15
7.03 1.41 271.29 38.59 126.80 5.62
4.12 1.76 211.29 51.29 101.32 6.21
5.40 2.08 221.76 41.06 85.82 5.06
5.15 1.66 220.59 42.82 107.34 5.99
5.04 1.71 230.99 47.82 106.40 6.61
4.96 1.58 301.37 60.80 114.07 8.64
6.35 1.32 268.82 42.35 135.09 6.44
4.39 1.74 218.35 49.76 102.68 7.26
4.08 1.82 172.59 42.35 98.13 7.79
3.56 1.73 171.65 48.24 103.15 8.75
4.66 1.64 226.56 48.70 110.62 7.78
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