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RESUMEN

Introduccion: El diéxido de titanio (TiO) se ha sintetizado desde la década de los afios 30
en tamafio micrométrico, sin embargo por los afios 60 comenzé a sintetizarse en tamafo
nanomeétricos, lo cual cambia sus propiedades fisicas y quimicas asi como su toxicidad.
Durante décadas el TiO; se ha sintetizado en forma de esferas, cuya toxicidad ha sido bien
descrita, sin embargo hace apenas unos cinco afios comenzo a sintetizarse en forma de
nanofibras de las cuales hay muy poca evidencia sobre su toxicidad, lo cual es importante
ya que actualmente se busca reemplazar al TiO, en forma de esferas por las nanofibras en
aplicaciones como el tratamiento de aguas residuales y los paneles solares. Los ambientes
ocupacionales, es decir donde estas hanoparticulas son sintetizadas representan el principal
lugar de exposicién por la via inhalatoria y hay preocupacion sobre los efectos téxicos que
pueden inducir, especialmente en el pulmén. En el afio 2010, se clasificé al TiO2 en el grupo
2B como posible carcinégeno para humanos por la Agencia Internacional de Investigacion
sobre el cancer (IARC, por sus siglas en inglés) cuando se esti expuesto por via inhalatoria.
Aunque hay apenas una decena de publicaciones sobre la toxicidad de las nanofibras de
TiO, y dos centenares sobre sus aplicaciones, se sabe que las nanofibras de TiO, pueden
incrementar la produccion de especies reactivas de oxigeno, liberacion de la enzima lactato
deshidrogenasa, ruptura de los fagolisosomas, activar de manera constante del inflamasoma
NLRP3 en ratones expuestos por aspiracion faringea y promover la capacidad invasiva de
células expuestas. Sin embargo, todos esos hallazgos sobre su toxicidad aun no responden
al cuestionamiento de si la exposicion a estas nanofibras puede potenciar las caracteristicas

tumorales de las células.

Objetivo: En esta tesis se buscé determinar si la exposicion de células epiteliales de pulmon
a nanofibras de TiO- por 7 dias induce sobreexpresion de los marcadores de angiogénesis
(HIF-1a, VEGF) y de transicion epitelio mesénquima (TGF-, N-cadherina, E-cadherina, y
vimentina) en un modelo in vitro; y si dicha exposiciéon incrementa la inestabilidad genémica
y la proliferacién celular. Por otro lado, determinar si los dafios observados en las células
epiteliales de pulmon expuestas in vitro durante 7 dias pueden conducir a la formacion de
tumores de mayor volumen, con un fenotipo mas agresivo y con menor sensibilidad al

antineoplasico cisplatino.

Materiales y métodos: Para lo anterior, se sintetizaron nanofibras de TiO., para
posteriormente exponer en un modelo in vitro células epiteliales de pulmén a 1 y 10 pg/cm?

de nanofibras de TiO, durante 7 dias y determinar en estas células la inestabilidad genémica

Nanofibras de diéxido de titanio inducen inestabilidad gendémica, angiogénesis y transicion
epitelio mesénquima en células epiteliales de pulmon
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y la expresién de marcadores de angiogénesis, fibrosis, transicion epitelio mesénquima asi
como su sensibilidad a diferentes concentraciones de cisplatino. Por otro lado, en un modelo
in vivo con ratones inmunosuprimidos se realiz6 un xenotrasplante con las células que
habian sido expuestas por 7 dias. Se inyectaron 3x10° células en la subdermis de los ratones
y durante 11 semanas se monitore6 el crecimiento de los tumores. Posteriormente, se
recuperaron los tumores y por medio de histologias se hicieron determinaciones sobre la
expresion de marcadores angiogénicos, de fibrosis y de transicion epitelio mesénquima
mientras que con un cultivo celular de estas células provenientes de los tumores se

determiné la sensibilidad a cisplatino.

Resultados: Los hallazgos fueron que en el modelo in vitro, las nanofibras de TiO, inducen
la sobreexpresion de marcadores angiogénicos, fibréticos y de transicion epitelio
mesénqguima, inestabilidad gendémica y pérdida de sensibilidad al cisplatino. En el modelo in
vivo, los tumores no mostraron cambios en el volumen pero aquellos que se formaron a partir
de células expuestas a nanofibras de TiO, mostraron incremento en los mismos marcadores
gue se evaluaron in vitro, ademas de que presentaron considerable pérdida de diferenciacion

celular, con una menor sensibilidad al cisplatino.

Conclusién: Con estos resultados se concluye que la exposicién a nanofibras de TiO;
sobreexpresa marcadores de angiogénesis, transicion epitelio mesénquima y fibrosis en
células epiteliales de pulmén en un modelo in vitro, lo que conduce a la formacion de tumores
menos diferenciados, con un fenotipo mas agresivo y con pérdida de sensibilidad al

cisplatino.
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Capitulo 1

Nanoparticulas: clasificacion, beneficios, produccion y

ganancias anuales
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1.1 Nanotecnologia, nanomateriales y clasificacion de las nanoparticulas

La nanotecnhologia es la ciencia, ingenieria, tecnologia, estudio y aplicacion conducida a
escala nanométrica. La Royal Society y la Royal Academy of Engineering han definido la
nanotecnologia como el disefio, caracterizacién, producciéon y aplicacién de estructuras,
dispositivos y sistemas mediante el control de forma y tamafio a escala nanométrica.

El primero en hacer referencia al concepto de nanotecnologia fue el fisico estadounidense y
ganador del Premio Nobel de fisica en 1965, Richard Feynman en una conferencia titulada
“There’s Plenty of Room at the Bottom” en el congreso de la “American Physical Society”
llevado a cabo en “California Institute of Technology (CalTech)” en diciembre de 1959.
Feynman hizo referencia al proceso de manipular y controlar &tomos de manera individual
sin embargo aun no se le conocia a esto como nanotecnologia. Fue hasta unos afios
después que Norio Taniguchi acufié el término nanotecnologia y afios después Harold
Walter Kroto descubrié los fulerenos, un tipo de nanoparticulas de carbén, que lo llevo a
merecer el Premio Nobel en 1996.

La nanotecnologia hace uso de los nanomateriales que se definen como cualquier material
natural, incidental o manufacturado que contenga al menos 50% de nanoparticulas libres,
agregadas o aglomeradas. A su vez, una nanoparticula es definida como cualquier particula
con un tamafio entre 1 y 100 nm en, al menos, una de sus dimensiones (Unién Europea,
2011). Existen alrededor de 10 definiciones para nanomateriales y nanoparticulas emitidas
por diferentes organizaciones de varios paises, por ejemplo American Chemistry Council de
Estados Unidos de América, National Industrial Chemicals Notificationand Assessment
Scheme de Australia, Health Canada entre otras (Tabla 1). Esencialmente todas las
definiciones coinciden en gue el tamafio de una nanoparticulas debe ser entre 1-100 nm y
gue la cantidad de nanoparticulas que un material debe contener para considerarse

nanomaterial es de, al menos, el 50%.
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Tabla 1. Definicién de nanomaterial (NM) y nanomateriales manufacturados

Organizacion Definicion de nanomaterial Afio
Those which have structured components with at least one
dimension less than 100 nm. Materials that have one dimension in
Royal Society & the the nanoscale and are exten.ded in the other two dimensions, such
as a thin films or surface coatings. Some of the features on computer
Royal Academy of , . . . .
. . chips come in this category. Materials that are nanoscale in two
Engineering of the . . . i X . . 2004
: . dimensions (and extended in one dimension) include nanowires and
United Kingdom . . , ;
i . nanotubes. Materials that are nanoscale in three dimensions are
(Reino Unido) ) L . i
particles, for example precipitates, colloids and quantum dots (tiny
particles of semiconductor materials). Nanocrystalline materials,
made up of nanometer-sized grains, also fall into this category.
Scientific Committee on
Emer%negngf?g dNewa Any form of a material that is composed of discrete functional parts,
. many of which have one or more dimensions of the order of 100 nm 2007
Health Risks or less
(SCENIHR; :
Unién Europea)
Cosmetic Requlation Insoluble or biopersistent and intentionally manufactured material
= 9 with one or more external dimensions, or an internal structure, on the 2009
(Unién Europea)
scale from 1 to 100 nm.
. : Industrial materials intentionally produced, manufactured or
National Industrial . : . ). o
. PO engineered to have unique properties or specific composition at the
Chemicals Notification . ; .
nanoscale that is a size range typically between 1 nm and 100 nm,
and Assessment S . : . ) . 2009
. and is either a nano-object (i.e. that is confined in one, two or three
Scheme (NICNAS; . . ; i .
: dimensions at the nanoscale) or is nanostructured (i.e. having an
Australia) .
internal or surface structure at the nanoscale).
International
organization for Material with any external dimension in the nanoscale or having 2010
standardization internal or surface structure in the nanoscale.
(ISO)
16
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Health Canada
(Canadd)

Manufactured substance or product, and any component material,
ingredient, device, or structure to be nanomaterial if it is at or within
the nanoscale in at least one external dimension, or has internal or
surface structure at the nanoscale, or if it is smaller or larger than the
nanoscale in all dimensions and exhibits one or more nanoscale
properties/phenomena.

2011

Unién Europea

Natural, incidental or manufactured material containing particles, in
an unbound state or as an aggregate or as an agglomerate and
where, for 50% or more of the particles in the number size
distribution, one or more external dimensions is in the size range 1
nm-100 nm. In specific cases and where warranted by concerns for
the environment, health, safety or competitiveness, the number size
distribution threshold of 50 % may be replaced by a threshold
between 1 and 50%.

2011

Chemicals Watch
(Unién Europea)

Nanomaterial’ means a natural or manufactured active substance or
non-active substance containing particles, in an unbound state or as
an aggregate or as an agglomerate and where, for 50 % or more of
the particles in the number size distribution, one or more external
dimensions is in the size range 1-100 nm. Fullerenes, graphene
flakes and single-wall carbon nanotubes with one or more external
dimensions below 1 nm shall be considered as nanomaterials.

2011

The French decree on
Nano
(Francia)

Intentionally manufactured to a nanometric scale and containing
particles in an unbound state or as an aggregate or as an
agglomerate and where, for a minimum proportion threshold of the
particles in the number size distribution, one or more external
dimensions is in the size range 1-100 nm. In specific cases and
where warranted by concerns for the environment, health, safety or
competitiveness the minimum proportion of number size distribution
threshold can be reduced.

2012
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Organizacion

Definicién de nanomaterial manufacturado

Environmental

Any particle, substance, or material that has been engineered to have

Protection Agency (EPA; one or more dimensions in the nanoscale. The term "engineered" is

Estados Unidos de
América)

intended to mean that the material is 1) purposefully produced and 2)
purposefully designed to be a nanoscale material.

2007

Cosmetics Regulation
(Unién Europea)

Any intentionally produced material that has one or more dimensions
of the order of 100 nm or is composed of discrete functional parts,
either internally or at the surface, many of which have one or more
dimensions of the order of 100 nm or less, including structures,
agglomerates or aggregates, which may have a size above the order
of 100 nm but retain properties that are characteristic to the
nanoscale.

2009

International
organization for
standardization

(ISO)

Nanomaterial designed for specific purpose or function.

2012

American Chemistry
Council’s

(ACC's; Estados Unidos

de América)

Nanofibras de diéxido de titanio inducen inestabilidad gendémica, angiogénesis y transicion

Any intentionally produced material that has a size in 1, 2 or 3
dimensions of typically between 1-100 nanometers. It is noted that
neither 1 nm nor 100 nm is a ‘bright line’ and data available for
materials outside of this range may be valuable.
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Feynman no se equivoco al pensar que el proceso de manipulacion a escala nanométrica
era parte de las futuras investigaciones, pues el crecimiento de esta disciplina ha ido en

aumento desde entonces y en las Ultimas 3 décadas ha tenido un gran auge.

Sin embargo, hay que mencionar que los nanomateriales y las nanoparticulas naturales son
todas aquellas que existen per se tanto en los seres vivos como en algunos cuerpos abidticos
como el agua y el suelo. Por ejemplo, el suelo es el principal productor de nanoparticulas del
planeta a través de procesos de intemperismo, en segundo lugar los rios y en menor medida
los glaciares que aportan del 0.1% al 0.01% del reservorio de nanomateriales continentales
de la Tierra. De todos los nanomateriales naturales producidos en la Tierra, solo el 1.5%
llega a la zona mesopelagica de los océanos (200-1000 m de profundidad) debido a que la
mayor parte de las nanoparticulas naturales se agregan con el Na*, CI, Mg?*, Ca?*, K*y
S0,% de las aguas superficiales (Hochella et al., 2012). Por otro lado, los nanomateriales
también han sido utilizados por el hombre desde hace miles de afios sin que lo supieran; por
ejemplo del siglo VII al XIX hubo esmaltes de ceramica utilizados en el mundo islamico, y
mas tarde en Europa, que contenian nanoparticulas de plata, cobre o estafio. También del
siglo VI al XV la vidrieria de las catedrales debia sus colores gracias a nanoparticulas de
cloruro de oro y de 6xidos metélicos (Figura 1).

Figura 1. Vitral de arte islamico hecho con nanoparticulas de cloruro de oro
y de 6xidos metalicos. El vitral se encuentra en la ventana sur de la Catedral
de Notre Dame.
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Con respecto a los nanomateriales incidentales, que son todos aquellos productos de algun
proceso o combustion no intencionada, tenemos como ejemplo la produccion de DEPs (del
inglés Diesel Exhaust Particles) que son particulas liberadas después de la combustion de
diesel, estas particulas han sido clasificadas como carcindgenas por la Organizacion
Mundial de la Salud y en su mayoria son particulas de carbén, las cuales son la segunda
razén, después del CO,, del calentamiento global. De acuerdo con la Secretaria del Medio
Ambiente de la Ciudad de México (SEDEMA), el transporte (camiones, Vansy automaviles)
es el responsable del 46% de la contaminacién en la ciudad y el &rea metropolitana ya que
todos ellos llevan a cabo combustion de gasolina. Sin embargo, esta tesis esti enfocada en
los nanomateriales manufacturados que son aquellos sintetizados de manera intencional por
el humano, con un tamafo, forma y composicion quimica definida y que le han dado un gran
salto a la nanotecnologia y a la mayoria de los productos nanotecnolégicos en el actual

mercado.

Actualmente, la nanotechologia es aplicable en medicina, quimica, fisica, informética,
ingenieria y biologia y ha tenido un fuerte desarrollo en la investigacion cientifica en los
Gltimos 18 afos, ejemplo de ello es el incremento de articulos cientificos publicados
relacionados a la nanotecnologia que del afio 2000 al afio 2018 incrementé de 52
publicaciones a 8,216 (Figura 2, datos obtenidos de la base de datos NCBI PubMed

disponible  en  http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/?term=nanotechnology). =~ Como

consecuencia del incremento en la investigacion cientifica de los nanomateriales y en la

aplicacion, la produccion a nivel industrial también incrementa afio tras afo.

Publicaciones sobre nanotecnologia
100001

80004 =
6000+ e

40004

ol

Figura 2. Nimero de publicaciones anuales sobre nanotecnologia registradas en la base de datos de
NCBI pubmed desde el afio 2000 hasta el 2018.

NUmero de publicaciones

o
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¢ Por qué tanto interés en las nanoparticulas?

El éxito que ha tenido la nanotecnologia ha sido por el uso de las nanopatrticulas. El tamafio
nanomeétrico le proporciona a las particulas caracteristicas especiales que en su tamafio
micrométrico no tendrian por ejemplo, al reducir el tamafio de las particulas el area
superficial incrementa lo cual permite que haya mas superficie de contacto y esto
consecuentemente aumenta la conductividad térmica y eléctrica de las particulas (Zulkarnain
etal.,, 2017; Ding et al., 2016). Por otro lado, el tamafio nanométrico de las particulas también
mejora su maleabilidad, durabilidad y flexibilidad (Zulkarnain et al., 2017; Ding et al., 2016).

Como consecuencia, el uso de las nanopatrticulas en los productos mejora sus propiedades,
por ejemplo las organolépticas de los productos alimenticios haciéndolos mas atractivos para
el consumidor, pero no solo eso, en algunos medicamentos se utilizan las nanoparticulas
porque pueden llegar a zonas del cuerpo que normalmente no se alcanzarian con
microparticulas, como el cerebro ya que algunas nanoparticulas tienen la capacidad de
atravesar la barrera hematoencefalica. En cerdmica mejora la calidad de los colores; en
microscopia mejora la resolucién de las imagenes; en el tratamiento de aguas residuales las
nanoparticulas son mas fotocataliticas que las microparticulas lo cual hace mas eficiente la
remocién de contaminantes y microorganismos e incluso se requiere menos material para

lograr el objetivo lo cual resulta también ventajoso econémicamente para las empresas.

Sin embargo, no solo el tamafio es importante cuando hablamos de nanoparticulas, la forma
y la composicion quimica de estas también determinan muchas de sus propiedades, es por
ello que incluso se han hecho dos grandes clasificaciones de las nanoparticulas, la primera

esta basada en su composicién quimica y la segunda esta basada en su forma.

De acuerdo a su composicion, pueden ser clasificadas con base de carbén, base de un metal
0 un 6xido metalico, puntos cuanticos (Quantum dots), poliméricas (dendrimeros), base
lipidica, de DNA y péptidos (Figura 3). Por su forma, las nanoparticulas de base metélica u
oxido metalico pueden ser clasificadas en nanotubos, nanoflores, nanocubos, nanohojas,
nanoesferas, nanofibras entre otras (Figura 3), mientras que las de base de carbon se
pueden clasificar en grafenos, nanodiamantes, fulerenos o nanotubos o los polimeros se
pueden clasificar segun el nimero de ramificaciones en generacion 0 (G0), G1 o G2 (Figura
3).
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1.2 Aplicaciones, beneficios y toxicidad de las nanoparticulas en general

El uso de las nanoparticulas tiene un espectro muy amplio, va desde la biologia para
regeneracion de tejidos, implantes y terandstica, en quimica para el desarrollo de nuevos
medicamentos, excipientes y liberadores de farmacos que los lleven a lugares especificos,
en pinturas de revestimiento, aditivos alimenticios, en informética, fisica e ingenieria para
mejorar la calidad de las imagenes microscopicas, resonancias magnéticas, para la
generacion de baterias de larga duracién, chips de computadoras y celulares, purificadores
de agua entre otros. Dado que el espectro es muy amplio, describiré cada tipo de
nanoparticula, mencionando en cada tipo algunos beneficios que estas nanoparticulas han

ofrecido en el &rea médica y también algunos de sus efectos tdxicos ya descritos.

ase ¢
arbor

Diamantes Tubos Grafeno Fulereno Grafeno-QD

Nanoparticulas de carbén
Beneficios: La imagenologia de manera inherente tiene una resolucion muy pobre como es
el caso de la resonancia magnética y el uso de nanotubos de carbdn incrementa esta
resolucion hasta cinco érdenes de magnitud permitiendo asi localizar tumores (Liu et al.,
2012). Por su forma, las fibras de carbdn han servido como andamiajes para la regeneracion
neuronal (Singh et al., 2016). Los nanodiamantes se usan para la liberaciéon de farmacos, en
especial aquellos que no son solubles en agua y también han sido usados en imagenologia
debido a su bajo coeficiente de friccion, alta conductividad térmica y su fluorescencia cuando
son excitados por UV (Monaco et al., 2014). También los nanotubos de carb6n logran
incrementar la efectividad de farmacos, como es el caso del palitaxel que combinado con
albumina y los nanotubos de carb6n son endocitados por células MCF7 lo que reduce la
viabilidad 10% mas que solo la albumina mezclada con el palitaxel (Shao et al., 2015). Estos
mismos nanotubos de carbon han mostrado mas eficiencia que los grafenos y que los
guantum dots para unirse a la telomerasa e inhibir su actividad, esto es importante porque
alrededor del 90% de los canceres muestran sobreexpresion de la enzima telomerasa que

le permite a las células dividirse de manera ilimitada. Adicionalmente, los fulerenos tienen
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actividad antiviral especificamente contra el HIV y este efecto se le atribuye a la capacidad
gue tienen los fulerenos de inhibir la actividad de la retrotranscriptasa viral (Yasuno et al.,
2015).

Toxicidad: Algunos nanotubos de carbén como los MWCNT-7 han sido clasificados en el
grupo 2B por la IARC como posibles carcindgenos para los humanos desde el afio 2017. Se
sabe que la exposicion a MWCNT induce la pérdida de las uniones estrechas célula-célula
en células de fibrosarcoma (Arnoldussen et al., 2016). Estas uniones son importantes ya que
participan en la comunicacion celular, el crecimiento y la diferenciacion celular asi como
durante el proceso de apoptosis, ademas de que la disminucién de estas uniones entre
célula-célula esté relacionada con la patogénesis del cancer (Aftab et al., 2015).

Tanto los nanotubos de carbdn como los fulerenos incrementan la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), que conlleva al estrés oxidante que eventualmente causa dafo
en las biomoléculas como el DNA en donde induce cambios en el intercambio de cromatidas
hermanas o dafio cromosémico como la formacion de micronucleos entre otros. Esto se ha
observado tanto en queratinocitos como en lineas celulares de cancer de mama, pulmoén y
fibroblastos (Siegrist et al.,, 2014). Ademas, la expresion de p53, Radl y 8-oxoguanina

glicosilasa aumentan después de la exposicion al grafeno, lo que sugiere dafio en el DNA.

Esferas Amorfas Fibras Cubos Tubos

Nanoparticulas metalicas u 6xido metdlicas
Las nanopatrticulas de oro y plata son las principales nanoparticulas metalicas mientras que
el dioxido de titanio, didéxido de zinc y 6xido de aluminio son las nanoparticulas mas comunes
de Oxidos metalicos. Ademas, de silicio que no es propiamente un metal si no un metaloide
se ha incluido en esta seccion ya que las nanoparticulas de dioxido de silicio también, al

igual que las de dioxido de titanio dominan el mercado a nivel internacional.

Beneficios: Las nanoparticulas de oro tienen afinidad por los grupos amino y los grupos tiol

lo cual modifica la superficie de estas nanoparticulas y ofrece un mejor rendimiento,
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estabilidad y solubilidad en el andlisis a través de las resonancias magnéticas y lo cual,
ademads, disminuye su toxicidad (Zeng et al., 2014). Cuando las nanoparticulas de oro son
funcionalizadas con un péptido de cinco aminoacidos (cisteina-arginina-glutamina-acido
aspértico-lisina) se internalizan mejor en las células de cancer de mama (Kapse-Mistry et al.,
2014) y una vez ahi pueden liberar farmacos, péptidos y sacéridos. Por otro lado, los tumores
cerebrales y otras enfermedades relacionadas con el cerebro plantean dificiles desafios de
tratamiento debido a la barrera hematoencefalica altamente selectiva, que separa la sangre
circulante del liquido extracelular en el sistema nervioso central. Algunas nanoparticulas
como las de diéxido de zinc, dioxido de hierro y diéxido de titanio tienen la capacidad de
cruzar la barrera hematoencefalica, razén por la cual se han implementado en algunos
sistemas de liberacién de farmacos en el cerebro. Por otro lado, las nanotubos de diéxido
de titanio se utilizan en implantes ortopédicos para la regeneracion 6sea y la mineralizacion
de lo osteoblastos (Brammer et al., 2012). Las nanoparticulas de diéxido de silicio se han
usado ampliamente en el mercado de productos alimenticios, y recientemente se propone
usarlas para la teranéstica en humanos ya que su porosidad es ideal para cargarlas con
farmacos, péptidos, polimeros u oligosacaridos y el hecho de que sus poros se encuentren
conectados hace que la liberacién de lo que se le haya cargado sea mas rapida y eficiente
gue la liberacion en nanoparticulas cuyos poros no estan conectados. Se ha desarrollado un
sistema con nanoparticulas de didxido de silicio recubiertas con varias capas de la enzima
glucosa oxidasa y la enzima catalasa, este sistema permite la liberacién controlada de
insulina y con esto se pretende reemplazar al sistema tradicional de la inyeccion de insulina
(Zhao et al., 2011).

Toxicidad: Tanto las nanoparticulas metalicas como las de 6xidos metalicos aumentan la
produccion de ROS e inducen dafio en las mitocondrias asi como en el reticulo
endoplasmico. Ademas, este tipo de nanoparticulas también inducen autofagia, apoptosis y
necrosis y en el caso de las nanoparticulas de plata, estas logran atravesar el poro nuclear
causando rupturas en las cadenas de DNA y dafio cromosémico asi como modificar la
expresion génica relacionanda con el metabolismo energético y el transporte del oxigeno
(Chairuangkitti et al., 2013). Por otro lado, la administracion del dioxido de titanio grado
alimenticio, codificado como E171 por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA
por sus siglas en inglés), durante 10 semanas incrementa la formacion de tumores en el
colon de ratones con colitis previa (Kairdolf et al., 2013). La mayoria de las nanoparticulas

metalicas o de 6xidos metdlicos se acumulan en 6rganos como el higado, el bazo, los

Nanofibras de diéxido de titanio inducen inestabilidad gendémica, angiogénesis y transicion
epitelio mesénquima en células epiteliales de pulmon

24



rifiones, los pulmones e incluso el cerebro y los testiculos, a pesar de que estos dos Ultimos

organos cuentan con barreras hematotisulares.

.'.:f.q‘
Ve 4 P N
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Nucleo  Caparazén Recubierta QD ensamblado

Quantum dots
Los quantum dots son cristales de tamafio nanométrico, entre 2 y 10 nm que tienen un ndcleo
y una capa externa a veces llamada caparazén y ambos son semiconductores. El nucleo
normalmente estd formado de dos elementos los cuales casi siempre son del grupo Il y V
de la tabla periédica.

Beneficios: Los quantum dots han proporcionado grandes avances en la terandstica asi
como en la identificacion de los grupos sanguineos, el diagnostico médico y la terapia. En
terapia por ejemplo, se ha unido el anticuerpo Fab a la superficie de los quantum dots. Este
anticuerpo Fab se usa para la detecciéon de una célula en particular, por ejemplo para
reconocer el epitope de citoqueratina-10 intracelular presente en las células de cancer de
mama. El hecho de que los quantum dots estén recubiertos con un anticuerpo reduce su
toxicidad y aumenta la especificidad de la terapia, la biocompatibilidad, y evita la respuesta

inmune (Silva et al., 2016).

Toxicidad: Muchos estudios sobre la toxicidad de los quantum dots muestran que la
toxicidad de estos se debe a la degradacion de la capa externa, o caparazoén lo cual conlleva
a la liberaciébn de los metales en el nicleo de los quantum dots. Por otro lado, la
internalizacién de los quantum dots desencadena la produccion de ROS, la ruptura de la
membrana interna y la oxidacion lipidica de las mitocondrias aisladas de higado de rata (Lai
et al., 2015) y el dafio mitocondrial también se ha asociado con necrosis en las células
renales embrionarias humanas (Bugno et al., 2016). La necrosis también puede ser inducida
por la degradacion de los quantum dots en los lisosomas, lo que desencadena la
desestabilizacion lisosomal (Bugno et al., 2016). Algo que es sumamente importante
mencionar es que los quantum dots desestabilizan muchas proteinas, por ejemplo se unen

a la albumina y afectan su estructura y funcién. Esto se confirm6 con un estudio que
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demostrd que los quantum dots de ZnO, uno de los mas utilizados, inducen el despliegue de
proteinas, incluido el péptido de insulina. Es importante destacar que estas modificaciones

no son generalmente analizadas en estudios toxicologicos.

g A

GO0 G1 G2

Dendrimeros
Los dendrimeros son polimeros con cadenas laterales Unicas y repetitivas que forman una
estructura similar a la de un arbol sin cruzar sus ramas. Estan formados de un nucleo, ramas
y grupos funcionales al final de las ramas. Las cavidades que se forman entre las ramas de
estos dendrimeros se usan para cargar moléculas o farmacos hidré6fobos.

Beneficios: Gracias a su arquitectura, los dendrimeros permiten la unién covalente con
algunos agentes terapéuticos, lo cual los hace ideales como acarreadores de farmacos. Los
dendrimeros hechos de poliamidoamina (PANAM) se difunden por la matriz extracelular y
de manera dependiente al tamafio de los dendrimeros, estos penetran las masas
tridimensionales de los tumores llegando hasta el centro de estos, lo cual es una estrategia
Gtil para tratar el cancer (Yang et al., 2015). La enfermedad causada por los priones podria
también ser tratada con dendrimeros PANAM ya que se ha visto que estos logran llevar a
los priones a la degradacién lisosomal dentro de las células infectadas (Cohen et al., 2011).
Actualmente, hay un gel en el mercado (gel SPL7013) que contiene dendrimeros con

actividad antiviral contra el HIV humano y el virus del herpes simple (Ledall et al., 2015).

Toxicidad: Algunos dendrimeros con carga positiva en la superficie rompen las membranas
celulares y se ha visto que algunos dendrimeros liberan facilmente los farmacos que acarrea,
incluso antes de llegar al 6rgano blanco. La viabilidad de células mononucleares de sangre
periférica es disminuida por la exposicion a dendrimeros con grupos terminales carboxilados
(Moscicki et al., 2012). A pesar de la efectividad del gel SPL7013 contra el virus del HIV y el
virus del herpes, también incrementa la inflamacion y el dafio epitelial, lo cual también podria

aumentar el riesgo de otras infecciones de la piel.

Nanofibras de diéxido de titanio inducen inestabilidad gendémica, angiogénesis y transicion
epitelio mesénquima en células epiteliales de pulmén

26



” «® CROR 201 @
.(€'ﬁ ”,,” '. ..'
(' ‘ 0. .....0 ‘.
(- 9 . : G
"&'O.. ‘O'/} ~— & -
‘o‘s‘oo.o.o‘/l' . Bagedl g
\&.0‘0 9,9y % 3
‘.o“:bp" *e p . o
Liposomas Micelas Niosomas

Nanoparticulas lipidicas
Las nanoparticulas de base lipidica son vesiculas formadas por una o varias capas de lipidos
y se clasifican segun el arreglo de los lipidos asi como la cantidad de capas lipidicas que

contengan.

Beneficios: Las nanoparticulas lipidicas se usan para encapsular en el centro moléculas
hidrofilicas y asi protegerlas de la degradacién y reducir los efectos secundarios. Se ha
demostrado que los farmacos libres inducen mayor toxicidad que cuando estos estan
encapsulados en las vesiculas lipidicas (Benesch y Urban, 2008). El hecho de que las
vesiculas lipidicas tengan gran similitud con las membranas celulares hace que los efectos
toxicos disminuyan y que sean mas faciles de incorporar a las células, para asi liberar el
farmaco. Los ejemplos mas recientes de farmacos antineoplasicos encapsulados en
liposomas (uno de los varios tipos de vesiculas lipidicas) son Margibo®, una formulaciéon que
contiene sulfato de vincristina, y DepoCyte®, una formulacion para la liberacién controlada
de agentes quimioterapéuticos dirigidos a tumores liquidos, incluida la leucemia (Al-Ahmady
et al., 2015).

Por otro lado, se han logrado silenciar varios genes en células de adenocarcinoma de
pulmén humano gracias a la liberacién de siRNAs que son acarreados por vesiculas lipidicas
(Deshpande et al., 2013). Los etosomas que estan hechos de una bicapa de fosfolipidos,
agua y etanol penetran con facilidad la piel, permitiendo la liberacién de farmacos en capas
mas profundas alcanzando incluso la circulacién sistémica. Un ejemplo es el tratamiento
topico basado en etosomas cargados con paclitaxel que penetra en la piel y se usa para el
tratamiento del carcinoma de células escamosas (Mishra et al., 2013). Es de suma
importancia mencionar que la mayoria de las nanomedicinas aprobadas por la FDA son de

base lipidica, especificamente liposomas (Tabla 2).

Toxicidad: La mayoria de los articulos cientificos que muestran toxicidad de las

nanoparticulas de base lipidica se realizaron entre 1980 y 1995, y los estudios recientes
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muestran que este tipo de nanoparticulas tienen baja toxicidad (Moreno et al., 2015;
Knudsen et al.,, 2015). En ocasiones los liposomas inducen hipersensibilidad, y sus
principales problemas tienen que ver con su baja estabilidad y baja reproducibilidad de
sintesis, dificultad para esterilizarlos y la baja concentracidbn que pueden acarrear de un
farmaco (Akbarzadeh et al., 2013). Se ha visto que también en algunos casos los liposomas
y las micelas pueden inducir dafio a DNA y la expresion de citocinas inflamatorias. En
general, hay poca evidencia sobre la toxicidad de este tipo de nanopatrticulas.

Nanofibras de diéxido de titanio inducen inestabilidad gendémica, angiogénesis y transicion
epitelio mesénquima en células epiteliales de pulmon

28



Tabla 2. Nanomedicinas aprobadas por la FDA con base lipidica

Nanofibras de diéxido de titanio inducen inestabilidad gendémica, angiogénesis y transicion
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Nanoparticula Nanomedicina Via de administracion Aplicacion Aprobacion
Infecciones flngicas invasivas en
Liposoma Abelc_:e_t® Intravgnos.a'l y pacientes que tienen dl_flcultades FDA v
(Anfotericina B) nebulizacion con la terapia convencional con
anfotericina B
Linosoma Caelyx® Sarcoma de Kaposi relacionado
P Doxil® Intravenosa con el SIDA, melanoma, cancer de FDA v
(80-90 nm) . - .
(Pegilado de doxorubicina) ovario y de mama
Liposoma DaunoXome® HIV relacionado con el sarcoma
- Intravenosa . FDA v
(45 nm) (daunorubicina) de Kaposi
Mardibo® Leucemia linfoide aguda con
Liposoma Qo™ Intravenosa cromosoma Filadelfia negativo, FDA v
(sulfato de vincristina) .- ;
recidivante o progresiva
Liposoma Amphotec® Subcutanea Aspergilosisinvasiva FDA v
P (Anfotericina B) perg
. Infecciones fungicas sistémicas
. AmBisome® L= .
Liposoma o Intravenosa como la meningitis criptococica en FDA v
(Anfotericina B) .
pacientes con SIDA
. DepoCyt® Intralumbar o — . . FDA.‘/.
Liposoma . d . . Meningitis maligna linfomatosa Comisién
@ (Citarabina) intraventricular
8 Europea v
5 — -
2 Liposoma DepoDur® _ Epidural Analgésico para .eI tr'atamlento del FDA v/
S (sulfato de morfina) dolor tras cirugia mayor
a Liposoma Diprivan® :
1)
o (22 nm) (propofol) Intravenosa Anestesia FDA v
Osteosarcoma no metastasico en
nifios, adolescentes y adultos
Liposoma Mepact@ Intravenosa jévenes (entre 2 y 30 afios). Se Europa v/
(mifamurtide) - ) S FDA X
utiliza después de la cirugia junto
con quimioterapia
Liposoma Myocet® Tratamiento de primera linea del Comision
o Intravenosa . - Europea v
(180 nm) (doxorubicina) cancer de mama metastasico .
Canada v
Terapia fotodinamica para la
. degeneracion muscular FDA v
. Visudyne® . L o
Liposoma . Intravenosa relacionada con la edad, miopia Comisién
(verteporfina) . .
patolégicay sindrome de Europea v
histoplasmosis ocular
Liposoma Thermqux@ Intravenosa Carcinoma hepatocelular FDA v
(doxorubicina)
Reduccién de los sintomas
Micela Estrasorb Transdermal vasomotores? f:omo los sofocos y FDA v/
(Estrogeno) la sudoracion nocturnaen la
menopausia.
Tabla tomada y modificada de Medina-Reyes El et al., 2015.
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Nanoparticulas de DNA o péptidos
Las nanoparticulas hechas de DNA y péptidos son unas de las mas innovadoras, pues

requieren de un alto nivel de disefio y se busca tengan alto impacto en la nanomedicina.

Beneficios: Se han hecho nanotubos de DNA con hasta 62 secuencias de CpG no
metiladas, las cuales son especificas de bacterias. Esto estimula el sistema inmunoldgico a
través del receptor Toll like 9 (TLR9) y se han propuesto como adyuvantes en la vacunacion
0 para superar la inmunosupresioén asociada a tumores (Mastorakos et al., 2015). Esto ha
sido exitoso en estudios in vivo ya que han logrado incrementar la liberacién de IL-6 y sobre
expresar CD69 en células del sistema inmune que es un marcador temprano de activacion
(Mastorakos et al., 2015). Ademas, para la teranostica se ha sintetizado un tetraedro de DNA
gue es capaz de detectar RNA del virus HIV de una manera ultrasensible, detectando incluso
1 fM de RNA. La forma en que lo detecta es hibridando por lo que ademas no le permite
replicarse, hecho que le da relevancia en el tratamiento contra el HIV (Demidov et al., 1994).

Toxicidad: No se han descrito efectos toxicos de este tipo de nanoparticulas aun, sin
embargo aun hay otros objetivos que resolver primero, por ejemplo lograr su estabilidad ya
gue la principal desventaja de este tipo de nanoparticulas es que son disefiadas para tener
estabilidad en un medio, por ejemplo medio de cultivo para realizar estudios in vitro, pero
una vez que se hacen ensayos en animales no son estables en el torrente sanguineo, en el

tracto gastrointestinal o en solucién salina.
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1.3 Nanoparticulas mas producidas a nivel mundial y ganancias anuales: Diéxido de
titanio

Alrededor del mundo hay aproximadamente 216 compafiias registradas que se encargan de
producir algun tipo de nanomaterial. Estas empresas estan distribuidas de la siguiente
manera: Asia tiene 79 compafiias de las cuales China cuenta con el 34.1%; Norte y
Sudameérica tienen 77 compafias de las cuales el 89.6% estan en EE.UU.; Europa tiene 52
compafiias con 26.9% en Alemania; Oceania tiene 6 compafiias con el 83.3% en Australia
y finalmente Africa tiene 2 compafiias en Sudéfrica (Gardufio-Balderas et al., 2015). Sin
embargo, existen muchas mas compafiias que no estan registradas en las bases de datos y

gue incluso no declaran la produccion de nanomateriales.

En México no hay registro oficial de ninguna empresa que produzca nanoparticulas, sin
embargo hay mas de 32 empresas que las distribuyen o que distribuyen productos que
contienen nanoparticulas, por ejemplo Comercializadora Reyman, Quimica Morales,

Deiman, Materiales NanoEstructurados, entre otras.

Las nanoparticulas més producidas a nivel mundial por estas empresas son el di6xido de
titanio (TiO2) en primer lugar, 6xido de zinc (ZnO) , 6xido de hierro (Fes0>), diéxido de silicio
(Si0Oy), 6xido de aluminio (AlO>), éxido de cerio (CeOy), nanotubos de carb6n de pared simple
(SWCNT) y maltiple (MWCNT), asi como nanopatrticulas de plata y oro (Gardufio-Balderas
et al., 2015). En cuanto a la produccion de nanoparticulas clasificadas por su forma, las mas
producidas son las nanoesferas, seguidas de los nanotubos, el grafeno y las nanofibras
(Figura 4).
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Figura 4. Numero de compafiias productoras o distribuidoras de las diferentes formas de
nanoparticulas por continente. Grafica tomada y modificada de Gardufio-Balderas et al., 2015.

Pese a conocer un nimero considerable de compafias productoras de nanoparticulas,
estimar la produccion de las mismas ha resultado sumamente complicado y esto es debido
a la falta de informacién disponible por parte de las empresas sobre la cantidad que
sintetizan anualmente. El método para estimar las toneladas anuales de produccién de
nanoparticulas ha sido basado en encuestas, informacion colectada por publicaciones
cientificas, sitios web, niamero de patentes, y en algunos casos aislados debido a la
informacion otorgada por lideres de las empresas (Templeton et al., 2006; Thompson 2007;
Schmid y Riediker 2008; Hendren et al., 2011; Piccinno et al., 2012).

Por otro lado, hay reportes confiables como los realizados por las empresa llamadas
BCCResearch, Grand View Research, en donde se muestra la produccion anual, los
productos donde se usan y las ganancias monetarias por afio entre otras estadisticas sin

embargo, estos reportes tienen un costo de aproximadamente $4,000 USD.
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Dado que el TiOz es el mas producido anualmente y es el nanomaterial en el que esta tesis
se enfoca, hablaremos més a detalle sobre su produccion y las ganancias econémicas que
genera.

Anualmente se producen 5.7 millones de toneladas de TiO- en todo el mundo, de las cuales
China produce 2.7 millones de tonelas, Estados Unidos de América 1.3 y Europa 1.3 millones
de toneladas, de las cuales Alemania produce cerca del 30% de acuerdo con datos del 2016

(http://www.essentialchemicalindustry.org/chemicals/titanium-dioxide.html). De esa

produccion, el 53% es usado en pinturas y revestimientos de exteriores, el 22% es usado
para la produccion de plastico, el 12% es usado en papel, el 8% es usado en cosméticos y

el 5% es usado en alimentos (Figura 5) (Grand View Research report, 2015).

Pinturasy o B s ;
. revestimientos . Plastico | Papel . Cosmetlcos-Allmentos

Figura 5. Porcentaje de TiO2 utilizado en cada una de sus aplicaciones.

La gran variedad de usos de este nanomaterial es principalmente por su intenso color blanco
y la opacidad que le puede ofrecer a los productos, es muy estable, tiene un alto indice de
refraccién, capacidad fotocatalitica, es semiconductor, y es resistente a la radiacién UV.

Europa es el continente que cuenta con la mejor informacion sobre las ganancias anuales
gue el TiO2 genera, el nimero de trabajadores, el nUmero de empresas entre otros datos.
De las 52 empresas registradas en Europa que producen algun nanomaterial, 18 producen
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entre 1.1y 1.3 millones de toneladas de TiO2. En estas 18 empresas hay 8,150 trabajadores
y las ganancias que esa produccion genera es aproximadamente de 3 mil millones de euros.
Este es tan solo el mercado directo del TiO», sin embargo ahi no terminan las ganancias. El
mercado de pinturas y revestimientos con productos que contienen TiO- se estimé en 27.2
mil millones de euros en el 2017, esto es importante ya que Europa es el segundo productor
mas importante de pinturas en el mundo con 23% del mercado y se estima que hay
aproximadamente 1 millébn de trabajadores que se dedican a aplicar pinturas con
pulverizadores. En cuanto a la industria del plastico con TiO,, Europa cuenta con 60,000
compainiias, 1.5 millones de trabajadores en este sector y las ganancias anuales son de 350
mil millones de euros. Referente a la produccién de papel, Europa tiene 21,000 empresas
con 647,000 trabajadores y ganancias anuales de 180 mil millones de euros. Ademas,
Europa tiene por lo menos 22,000 productos cosméticos en el mercado que contienen TiO.,
lo que genera retribuciones econdmicas de 77 mil millones anuales con tan solo 4,600
compafiias productoras de los mismos. A pesar de que se estima que solo el 5% del TiO;
gue se produce en el mundo es destinado para la industria alimentaria, este sector cuenta
con 289,000 compafiias en Europa, con 4.25 millones de trabajadores y genera 1,089 mil
millones de euros al afio (Titanium Dioxide Manufacturers Association:

https://tdma.info/resource/page/3/). La historia no debe ser muy diferente en Estados Unidos

de América o México, la diferencia es que no existen este tipo de reportes en estos paises.

En México, quien deberia emitir algin tipo de regulacién es la Comision Federal para la
Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) sin embargo no cuenta con ningan tipo
de informacién acerca de su toxicidad. De hecho, si se realiza la busqueda de “diéxido de
titanio” en su pagina web oficial, todos los resultados estan asociados a dos tipos de
articulos: 1) los acuerdos anuales publicados en el Diario Oficial de la Federacion donde se
muestran las exportaciones de México a Brasil de TiO, en donde, por ejemplo en el 2004,
2005 y 2006 se exportaron 35,000 toneladas al afio de las cuales especifica que 20,000, son
de un tamafio superior o igual a 6 ym, mientras que las otras 15,000 toneladas son de
pigmentos y preparaciones con un contenido de TiO, superior o igual al 80% en peso,
calculado sobre materia seca. El cédigo que usa la COFEPRIS para el TiO; es 3206.11
mientras que para los pigmentos que contienen TiO, es 3206.11.01. Adem4s, se menciona
gue la exportacion de este material tiene una preferencia arancelaria del 50% de descuento
que se estableci6 en el ACUERDO DE COMPLEMENTACION ECONOMICA NO. 53.
(https://www.gob.mx/busqueda?utf8=%E2%9C%93&site=cofepris&q=di%C3%B3xido+de+t

itanio).
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Lo segundo que aparece en este sitio web después de la busqueda “didxido de titanio” son
las notas periodisticas en donde se pondera el uso del TiO, por ejemplo en el edificio del
Hospital General “Manuel Gea Gonzalez” de la Secretaria de Salud que se instal6 en el afio
2012. La fachada de este edificio de 2,500 m? esta recubierta con TiO, que gracias a su
actividad fotocatalitica ayuda a eliminar la polucion de hasta mil vehiculos diariamente

(https://www.gob.mx/salud/prensa/primer-edificio-inteligente-de-la-secretaria-de-salud-que-

neutraliza-contaminantes).

En mi opinién, el uso del TiO, en este tipo de tecnologias en donde se lleva a cabo la
eliminacion de la contaminacién ambiental nos favorece y debe ser incentivada, sin embargo,
el problema es que la COFEPRIS no emita medidas de regulacién del uso del TiO2 en

ambientes ocupacionales, incluso cuando se encarga de su exportacion.
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Capitulo 2

Toxicidad inducida por el dioxido de titanio
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2.1 Latoxicidad depende de la forma, el tamafio, la proteina coronay el érgano con
el que entre en contacto

La toxicidad de todas las nanoparticulas depende de muchos factores como la composicién
guimica, la fase cristalina, el tamafio de las nanoparticulas, la forma (nanoesferas,
nanofibras, dendriméricas, nanotubos etc), el potencial Z que es el potencial eléctrico de las
nanoparticulas en suspension y de la proteina corona que es un revestimiento que se forma
alrededor de las nanoparticulas cuando estas entran en contacto con algin medio acuoso.
En cuanto al tamafio, se ha visto que las nanoparticulas de menor tamafio inducen mayor
toxicidad que las nanoparticulas mas grandes. Esto puede ser explicado debido a que
conforme el tamafio de las nanoparticulas disminuye incrementa el area superficial y asi el
area de contacto, por lo que aumenta su toxicidad (Xiong et al., 2013). Por ejemplo,
nanoparticulas de TiO, de 5 nm de didmetro disminuyen 30% mas la viabilidad de células
epiteliales de pulmén que las nanoparticulas de TiO, de 200 nm (Wei et al., 2014). No
obstante, el tamafio no solo cambia el area superficial, también incrementa la conductividad,
la maleabilidad y la durabilidad en las particulas mas pequefas. Por eso es que con el paso

del tiempo se ha preferido el uso de nanoparticulas en vez de las particulas micrométricas.

Por otro lado, la forma también modifica la toxicidad, se ha visto que las formas fibrosas
pueden inducir mayor toxicidad que las formas esféricas (Hamilton et al., 2009; Ma et al.,
2017). Por ejemplo, en el lavado bronquioalveolar de ratones instilados con 30 ug de TiO;
en forma de esfera o en forma de fibras se observd que con nanoesferas no incrementé la
enzima lactato deshidorgenasa (LDH) como marcador de muerte celular ni de albumina,
como marcador de pérdida de la integridad de la membrana alveolo-capilar mientras que en
el lavado bronquioalveolar de ratones expuestos a nanofibras presentaron en promedio 300
pg/mL de albumina y 150 unidades/L de LDH, que representan el doble y el triple que en los

ratones controles, respectivamente (Porter et al., 2013).

Aunque en principio el incremento de la toxicidad también se debe al incremento del area
superficial por la forma fibrosa, hay otros factores como el hecho de que para las células es

mas facil endocitar una nanoparticula esférica en vesiculas que una fibra.

La proteina corona, es como se le ha llamado al conjunto de proteinas y otras moléculas
(como lipidos, hormonas, carbohidratos) que se asocian a la superficie de una nanoparticula.

La proteina corona que se forma va a depender de la composicion quimica y la carga de las
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nanoparticulas, de su tamafio y de la composicién del fluido con el que estén en contacto.
Por ejemplo, nanoparticulas de sulfato de Bario (BaSO.) que se incubaron con fluido
pulmonar captaron alrededor de 50% mas cantidad de proteina en la superficie que partiulas
de Cerio (Ce0Oy) incubadas bajo las mismas condiciones. Ademas, identificaron a las 9
proteinas mas variables en la superficie de estas dos nanoparticulas, entre las cuales la
albumina, transferrina y antitripsina a-1 fueron las mas abundantes en la corona de las
nanoparticulas de BaSO,. Por ultimo en este estudio, las nanoparticulas BaSO4 fueron
menos en las células que las de CeO, lo cual indujo menos toxicidad (Konduru et al., 2017).

Debido a que la toxicidad depende de mdltiples factores es importante realizar una
caracterizacion de las nanoparticulas en cada estudio, en donde se describa su composicion,
la fase cristalina, el tamafio de las particulas y el tamafio de las particulas en suspension, el

potencial Z y el area superficial.

Otro factor que influye en la toxicidad es el tejido, por eso también es importante evaluar la
toxicidad en las tres diferentes vias de exposicion, le dérmica, la oral y la inhalatoria, ya que
las nanoparticulas no tendran el mismo comportamiento por ejemplo en un bloqueador solar
al entrar en contacto con la piel que en un producto alimenticio que entra en contacto con

los fluidos géstricos.
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2.2 Vias de exposicion: Dérmicay oral

La mayor cantidad de evidencia que se tiene de la toxicidad del dioxido de titanio es en su
forma de esferas y dados los hallazgos se han abierto interrogantes con otras formas, como
las nanofibras ya que ademas estan siendo cada vez mas usadas e incluso se ha propuesto
reemplazar las nanoesferas por las nanofibras de TiO2 en el uso de paneles solares y el
tratamiento de aguas residuales.

Via dérmica

El TiO2 se usa en una amplia cantidad de productos cosméticos, como bloqueadores solares,
maquillajes, cremas faciales, lociones corporales entre otros lo cual, como se menciona
arriba, general grandes ganancias anuales. Cabe mencionar que aproximadamente 33
millones de personas en el continente americano, usan algun tipo de bloqueador solar todos
los dias y 177 millones lo usan ocasionalmente (Weir et al., 2012). La investigacién sobre la
toxicidad del TiO2 en la piel ha estado enfocada en describir si las nanoparticulas tienen la
capacidad de atravesar la piel 0 no. Normalmente, los cosméticos se aplican sobre piel sana,
sin embargo ciertas condiciones como las quemaduras solares pueden inducir lesiones
leves en la piel. Los estudios sobre la toxicidad del TiO, se han realizado tanto en modelos
de piel intacta como de piel lesionada. Dado que la capa mas externa de la piel llamada
estrato cérneo es muy dura y dificil de atravesar, la mayoria han concluido en que el TiO2 no
logra atravesar la piel, por ejemplo un bloqueador solar que contenia 5% de TiO, del peso
del producto se le aplicé 2 mg/cm? por via tépica a mini cerdos 4 veces al dia por 5 dias
durante 4 semanas, y se observd que las nanoparticulas no lograban atravesar el estrato
corneo (Sadrieh et al., 2010). Sin embargo hay algunas pocas investigaciones que aseguran
gue si lo logran pero es importante mencionar que en esos casos, las emulsiones eran
lipidicas, lo cual favorece mucho la penetracion a través de la piel (Miquel-Jeanjean et al.,
2012, Senzui et al.,, 2010). Hasta ahora se sabe que la toxicidad inducida por las
nanoparticulas de TiO en la piel es bastante sutil y que de hecho estos efectos son menores
a los que causa la radiacion UV por si sola, sugiriendo que es preferible usar los protectores
solares a estar expuestos directamente a la radiacion solar. Por ejemplo, en un estudio
realizado con nanoparticulas de TiO, se observd que los queratinocitos incrementan la
produccion de ROS, caspasa 8 y 9 asi como también hubo incremento de la apoptosis en
estas células (Wright et al., 2017). Esto es bueno hasta cierto punto, ya que es preferible
gue una célula con algun tipo de dafio se vaya a apoptosis a que continte replicAndose con

esos dafos. Si bien hay datos que sugieren que la exposicion a la radiacion UV puede
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incrementar los efectos toxicos del TiO,, en este estudio no se observo ningun incremento
en la toxicad del TiO, cuando este se expuso a la radiacion UV-C (Wright et al., 2017). Estos
gueratinocitos expuestos al TiO, tampoco mostraron efectos sobre la regulacion del factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) ni la via de sefalizacion de Wnt, por lo que se
sugiere que no hay un efecto potencial sobre la angiogénesis ni sobre la transformacién
celular. Sin embargo, en fibroblastos que también son muy importantes para la piel no
muestran pérdida en la viabilidad, pero tampoco ningun tipo de toxicidad lo cual podria
deberse a que este tipo celular es més resistente al estrés oxidativo ya que mantiene mejor
su coeficiente de GSH/GSSG comparado con otras lineas celulares como las HUVEC o las

Ab549, y este efecto se observa incluso después de la exposicion a TiO» (Kuku et al., 2017).

Via oral

Debido a la evidencia de la toxicidad del TiO por via inhalatoria, de la cual hablaré mas
adelante se abri6 la puerta para investigar otras vias. La via de administraciéon dérmica, no
ha mostrado graves efectos tdxicos, sin embargo la via de administracion oral ha mostrado
todo lo contrario. La investigacion sobre esta via ha tomado fuerza en los Ultimos 5 afios

debido al incremento en la evidencia toxicoldgica.

El TiO; ha sido aceptado por la FDA para ser usado en productos de consumo alimenticio
desde 1969 y se clasifico desde entonces como “Generally recognized as safe”, es decir
como seguro. En un principio el TiO, de grado alimenticio consistia de microparticulas, sin
embargo actualmente el promedio del tamafio de las particulas que lo componen es de 110
nm con al menos 36% de nanoparticulas y 64% de particulas entre 100-400 nm (Weir et al,
2012; Yang et al. 2014). La European Food Safety Authority (EFSA) en la Union Europea se
refiere al TiO, de grado alimenticio como E171 y asi es como se etiqueta en algunos
productos en Europa. El espectro de productos que contienen E171 es muy amplio, va desde
los lacteos como leche y yogurt, dulces confitados como chicles y chocolates, pastas
dentales, sustitutos de crema para el café. Estos productos pueden contener desde 1 hasta
5 mg Ti/ kg de producto (Weir et al, 2012) y en México el E171 es utilizado para la elaboracion
de harinas, tortillas, tostadas, helados, quesos frescos y procesados, dulces a base de leche
y todo tipo de cremas (NOM-243-SSA1-2010). En lugares como Estados Unidos de América,
Paises Bajos y Reino Unido se ha estimado que la ingesta diaria de TiO, es de 1.8-10.4
mg/Kg de peso corporal en nifios (3-9 afios) y de 0.6-6.8 mg/kg de peso corporal en adultos

(18-64 afios; EFSA, 2016, Rompelberg et al, 2016). En México el consumo podria incluso
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ser mayor debido a la dieta alta en harinas y sobretodo tortillas sin embargo ningun estudio

se ha realizado al respecto.

En Estados Unidos de América la FDA permite que los alimentos contengan hasta el 1% de
TiO2 del peso del producto, mientras que la Unidn Europea y México permiten las buenas
practicas de manufactura, es decir, la cantidad (la que sea) minima necesaria para alcanzar
las propiedades deseadas en el producto (NOM-243-SSA1-2010).

La mayoria de los estudios de toxicidad por via oral han sido realizados con TiO2 y no con
E171 lo cual sesga la evidencia de la toxicidad por esta via. Sin embargo, los
aproximadamente 12 estudios que hay con E171 son muy consistentes. En un estudio in
vivo realizado con ratones que padecian o0 no colitis y que se administraron con 5 mg/kg de
E171 por via intragastrica 5 dias a la semana por 10 semanas increment6 el nimero de
tumores en el colon de ratones con colitis, mientras que los ratones sin colitis y administrados
con E171 no desarrollaron tumores pero presentaron dafio histolégico como hiperplasia,
criptas aberrantes y lesiones pre-carcinogénicas (Urrutia-Ortega et al., 2016). En otro estudio
in vitro realizado con E171 se mostré que este tiene la capacidad de incrementar la
produccién de ROS y de generar aberraciones cromosémicas al incrementar la frecuencia
de micronucleos en células cancerosas de colon de la linea HCT-116 (Proquin et al., 2017).
También se analiz6 mediante un estudio del transcriptoma los genes que estaban activados
en el colon de ratones expuestos a E171 5mg/kg de peso corporal por via intragastrica
durante 2, 7, 14, y 21 dias. Se observé que genes relacionados con el sistema inmune innato
y adaptativo presentaban una expresion disminuida, lo que sugiere un deterioro de este
sistema. Ademas, con el tiempo, se increment6 la expresion de genes involucrados en la
sefializacion del cancer colorrectal y otros tipos de cancer asi como genes asociados con el
estrés y la produccién de antioxidantes (Proquin et al., 2018).

Después de ser ingerido el E171 una parte es acumulada en el colon y en las placas de
Peyer, y otra fraccién importante llega a torrente sanguineo para asi traslocarse y se
depositarse en otros 6rganos como el higado y el bazo. En el 2014, un grupo de
investigadores en Paises Bajos tomaron biopsias de nifios de entre 3 y 18 afios con
enfermedad inflamatoria del intestino. En esas biopsias se hallaron cimulos de pigmentos
en las placas de Peyer compuestos principalmente de titanio y aluminosilicatos. Esos
cumulos eran proporcionales a la edad de los nifios, lo cual indica que hay acumulacion a
través de los afios (Hummel et al, 2014). En otro estudio, realizado con voluntarios en Reino

Unido a los que se les administré 100 mg de TiO- y luego se les tomé muestra de sangre a
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diferentes tiempos (desde 0.5 h hasta 10 h) se encontré que a las 2 h después de la ingesta
ya habia presencia de Ti en la sangre y que el pico maximo de absorcién se da a las 6 h
después de la ingesta. Este estudio sugiere que la absorcion se da en la parte proximal del
intestino delgado, es decir en el duodeno y el yeyuno y después en las placas de Peyer, en
el intestino delgado distal, es decir el ileon (Pele et al, 2015). Para terminar con la evidencia
de la via oral, en otra investigacion hecha con ratones a los cuales les administraron
nanoparticulas de TiO2 por via intragéstrica, se hallé que habia regiones con una alta
acumulacioén de TiO; en las vellosidades del ileon y en los nédulos linfaticos, ademas de que
el TiO, aument6 la permeabilidad paracelular en el intestino disminuyendo ademas la
expresion de genes relacionados con las uniones celulares. En este estudio se sugiere que
la traslocacién de las nanoparticulas puede llevarse a cabo por la via paracelular del ileon
(Brun et al, 2014).

La investigacion en la via oral actualmente estd en incremento y organizaciones como la
EFSA ha solicitado a la comunidad cientifica mas y mejores estudios, de hecho ha emitido
guias en las que sugiere como realizar los estudios para que sean cercanos a la realidad y

considerados para la regulacion del uso del E171 en los productos.

Nanofibras de diéxido de titanio inducen inestabilidad gendémica, angiogénesis y transicion
epitelio mesénquima en células epiteliales de pulmon

42



2.2.1 Vias de exposicion: Inhalatoria

Este tipo de exposicion ocurre principalmente en ambientes ocupacionales, es decir, en las
fabricas donde se esté sintetizando, empaquetando y/o transportando el TiO; asi como en
las empresas que hacen uso de este nanomaterial para la generacion de productos. El TiO>
se sintetiza desde los afios 30 en tamafio micrométrico, posteriormente, para los afios 60 el
TiO2 comenz6 a sintetizarse en tamafio nanométrico y las toneladas anuales que se
producian comenzaron a incrementar. Para ese entonces el TiO, se consideraba inerte, y a
pesar de que las primeras evidencias de toxicidad iniciaron por el afio de 1985, todavia para
el aflo 2000 habia quien decia que era inerte. Desde 1985, la via inhalatoria ha sido la mas
investigada y de la que mas efectos toxicos descritos se tienen, y a pesar de esto no se ha
logrado llegar a una conclusion sobre su toxicidad en humanos ni se ha logrado regular su

produccion.

La exposicién inhalatoria al TiO; ha sido clasificada en el grupo 2B como un posible
carcindgeno para humanos por la IARC en el afio 2010. Esta clasificacion se realizé con

base en estudios epidemiolégicos, in vivo e in vitro.

Se estima que hay 8,150 trabajadores en plantas fabricando TiO, en Europa, mientras que
en la sintesis del plastico donde se utiliza el TiO, hay 1.5 millones de trabajadores, 647,000
trabajadores en la sintesis de papel y 4.25 millones de trabajadores en la industria
alimentaria. Estados Unidos de América emiti6 a través del National Institute for
Occupational Safe and Health un boletin en el afio 2011 donde se estimaba que tenian
aproximadamente 4,300 trabajadores en fabricas productoras de TiO2, 68,000 trabajadores
expuestos al TiO, por la manufactura de pinturas y revestimientos; 803,000 por la
manufactura de plasticos, caucho y 138,000 que habian estado expuestos al TiO; en fabricas
de molienda de papel y carton (NIOSH, 2011).

Una vez que el TiO; es inhalado se deposita en diferentes regiones del tracto respiratorio,
dependiendo del tamafio de las particulas. El tracto respiratorio se divide en dos, el tracto
superior que consta de la nariz, cavidad nasal, senos paranasales y faringe; y el tracto
respiratorio inferior que consta de la laringe, trdquea, bronquios y pulmones. En el tracto
respiratorio superior es decir en la region nasofaringea se queda el 90% de las particulas de
1 mm de diametro mientras que en la region alveolar se deposita aproximadamente el 50%

de las nanoparticulas de entre 1-20 nm (Figura 6).
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Figura 6. Distribucién del TiO2 en el tracto respiratorio de acuerdo al tamafio de las particulas.

El primer estudio de toxicidad por via inhalatoria del que se tiene registro fue un estudio
realizado en 1985 con ratas expuestas a 0, 10, 50 y 250 mg/m? de TiO, durante 6 horas al
dia, 5 dias a la semana por 2 afios y se observé que los animales presentaban incremento
en la incidencia de neumonia, traqueitis y rinitis con metaplasia escamosa en la cavidad
nasal anterior. Ademas, las ratas presentaban hiperplasia en neumocitos tipo Il, proteinosis
alveolar, pleuritis focal y deposicion de TiO2 en los ganglios linfaticos traqueobronquiales
(Lee et al., 1985). Con la concentracion mas alta (250 mg/m?3), la cual es exagerada, se
produjeron adenomas bronquioloalveolares y carcinomas de células escamosas
queratinizantes, mientras que en las concentraciones de 10 y 50 mg/m? no se encontraron

tumores pulmonares (Lee et al., 1985).

Desde entonces, la via inhalatoria no ha dejado de investigarse. Se ha descrito tanto en
experimentos in vitro con diferentes lineas celulares como en experimentos con ratones y

ratas de multiples cepas el incremento en la produccion de ROS, estrés oxidativo,

Y
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lipoperoxidacion, deplecion de antioxidantes como el glutation, ruptura de doble cadena en
el DNA y de cadena sencilla, aberraciones cromosémicas como aneuploidias y formacion de
micronducleos, arresto del ciclo celular en la fase G»/M, activacién sostenida del
inflamasoma NLRP3 e inflamacién crénica pulmonar, liberacion de interleucinas como la IL-
1qa, IL-1pB, IL-18, Interferon y, TNF-a, TGF-B que se caracterizan por favorecer la inflamacion,
disminucion en la cantidad de surfactante y el contenido proteico del del BALF, aumento en
la permeabilidad de la membrana alveolo-capilar, hiperplasia del epitelio alveolar y del
intersticio, alto infiltrado de macréfagos, neutrdéfilos y linfocitos, disminucion de la funcién
mitocondrial, aumento en la expresién de VEGF como marcador de angiogénesis, liberacion
de LDH y en mejor de los casos, disminucién de la viabilidad celular y expresién de caspasas
como la 3, la8yla9 (Horvath et al., 2018; Kuku y Culha 2017; Shakeel et al., 2016; Chézeau
et al., 2018; Medina-Reyes et al., 2015a, Medina-Reyes et al., 2015b). Y recientemente se
ha documentado que bajo condiciones de estrés después de la exposicion a TiO2 los
expresan las proteinas LC3 y Beclina-1 que participan en la autofagia y que ademas estos

macrofagos muestran disminucion en la tasa fagocitica (Dai et al., 2018).

Toxicocinética del TiO, por via inhalatoria

Al igual que por la via oral, una fraccion del TiO, que se inhala es traslocado al torrente
sanguineo, alcanzando asi otros 6rganos (Figura 7). Después del pulmén, los ndédulos
linfaticos, el higado y los rifiones son los principales 6rganos donde el TiO, se acumula
después de su inhalacién. Por esta razén han comenzado a realizarse estudios en sangre,
higado, bazo, rifiones, cerebro e incluso testiculos (Rodriguez-Escamilla et al., 2019). Sin
embargo la toxicocinética del TiO, después de ser inhalado la fraccion de TiO, que se
trasloca al torrente sanguineo no se tiene bien descrita, hacen falta estudios de absorcion,
distribucion, metabolismo y eliminacion. En un estudio muy bien realizado con ratas
expuestas a TiO, durante 6 horas a 15 mg/m?® (que es una exposicion muy realista) se le dio
seguimiento al contenido de Ti en bulbo olfatorio, nédulos linfaticos, pulmones, sangre,
higado, riflones, bazo, timo, corazén, pancreas, cerebro, heces y orina durante 14 dias. Los
pulmones alcanzaron la concentracion méaxima de Ti a las 48 h con 3623 + 633 ng de Ti,
pero con el paso del tiempo disminuy6 hasta los 1794 + 1279 en el dia 14, lo cual no es
despreciable. En el higado se encontré un pico maximo de 300 + 200 ng de Ti a las 48 h
mientras que a los 14 dias se encontré 120 + 30 ng de Ti. En los rifiones se encontro el pico
méximo a las 24 h con 150 + 30 ng de Ti mientras que en el dia 14 se encontraron 100 + 25
ng de Ti. En el bazo se encontraron 63 + 35 ng de Ti. El timo, corazén, pancreas, cerebro

mostraron una concentracion de Ti de entre 50-150 ng durante los 14 dias. Hay que hacer
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Via inhalatoria

Via dérmica

Via oral

énfasis que en sangre la concentracion de Ti durante los 14 dias fue de entre 200-300 ng,
es decir, no hubo una disminucion a través del tiempo. También es importante mencionar
gue a través de la orina y las heces se excreta gran cantidad de Ti, especialmente por las
heces las cuales mostraron una cantidad de entre 2000-40000 ng de Ti durante todo el
estudio mientras que por la orina se excreto6 entre 200-800 ng de Ti (Pujalté et al., 2017).
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Figura 7. Distribucion del TiO2 en el cuerpo después de estar expuesto a €l por las diferentes vias.
Por via inhalatoria el TiO2 puede depositarse en el tracto respiratorio y por medio del bulbo olfatorio
alcanzar el cerebro. Ademés, por medio del tracto respiratorio puede alcanzar el torrente sanguineo.
Por via dérmica, el TiO2 no logra atravesar la piel, por lo que los efectos toxicos son solo limitados a
la piel. Por via oral, el TiO2 alcanza a llegar al tracto gastrointestinal con el colon como principal érgano
de depdsito y de ahi se trasloca al torrente sanguineo. Una vez en el torrente sanguineo el TiO:z es
traslocado a otros 6rganos como el cerebro, higado, corazén, rifiones, testiculos y bazo. Del higado,
puede pasar a vesicula biliar y regresar a intestinos. En cerebro, corazdn y testiculos el depésito es
minimo y pocos estudios han logrado demostrar depoésito de TiO2 aunque los efectos téxicos son
bastantes claros. En higado, bazo y rifiones el depdsito ha sido ampliamente demostrado y a partir
de los rifiones hay una minima cantidad (0.01%) de TiO2 que puede ser excretada por la orina
mientras que por el tracto gastrointestinal se puede excretar el 90% del TiO2 mediante las heces
fecales.
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Estudios epidemiolégicos

Los pocos estudios epidemioldgicos que hay han evidenciado que los trabajadores con mas
susceptibilidad al dafio pulmonar inducido por el TiO, son los que se encargan del
empaquetamiento del TiO, ya que en estas areas el polvo se dispersa facilimente a través
del aire durante el embolsado (IARC, 2010). Un dato distinguido es el de un hombre de 53
afos quien fue empacador de TiO, durante aproximadamente 13 afios y quien presentd
adenocarcinomas en el pulmén asi como titanio difundido y depositado alrededor de

bronquiolos (Yamadori et al., 1986).

En un estudio realizado en Montreal, Canada se analizaron 857 casos de cancer de pulmén
en hombres de entre 35y 70 afios de edad que habian sido diagnosticados entre 1979-
1985. De todos los casos analizados solo 33 habian estado expuestos a TiO; y se estimé
gue la exposicién fue constante a concentraciones medias o altas durante, al menos, 5 afios.
La conclusion de este estudio fue que no habia ninguna tendencia a desarrollar cancer de
pulmén segun la frecuencia, el nivel o la duracion estimados de la exposicio (Boffetta et al.,
2001). Otro estudio similar, también realizado en Montreal, Canada se analizé el riesgo de
cancer de pulmén en relacion con la exposicion a TiO; ajustando algunos factores que
podrian intervenir, incluido el tabaquismo y la conclusién fue que no habia ningun riesgo

detectable de cancer de pulmén (Ramanakumar et al., 2008)

Otro estudio analiz6 a 20, 862 trabajadores de 7 paises, y de 15 fabricas, 11 de ellas en
Europay 4 en Estados Unidos de América. Se observo un ligero incremento en la mortalidad
por cancer de pulmén en los trabajadores de Europa, pero no hubo cambios con los
trabajadores de Estados Unidos de América. Las diferencias entre locaciones se asocian a
gue el TiO2 no es del mismo tamafio (pero tampoco reportan el tamafio de cada una),
ademas la informacién colectada en Europa era por trabajador mientras que en Estados
Unidos de América era por fabrica, y ademas los métodos de sintesis son diferentes para
los dos lugares. En conclusion, este estudio tampoco puede asociar de manera directa el
incremento en la mortalidad por cancer de pulmon con la exposicion al TiO, (Hext et al.,
2005).
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2.3 Regulacioén de las nanoparticulas

Lo que la nanotoxicologia busca en cuanto a la regulacion de los nanomateriales no es que
se disminuya la produccién de estos, porque de antemano es sabido el conflicto de interés
gue las empresas presentan, pues comprar TiO, y sintetizarlo representa un gasto
econdémico muy minimo. Un kilogramo de TiO tiene en México un precio aproximado de 120
pesos mexicanos (MXN), incluyendo gastos de importacion y como se desarroll6 en
secciones anteriores, las ganancias que representa son millonarias. Sin embargo, lo que se
busca es que se regule su sintesis, que haya limites de exposicion y sanciones a quienes
no los cumplan. Que se desarrolle equipo adecuado, el cual no existe y condiciones de
trabajo Optimas para los trabajadores. Por otro lado, que los productos de consumo
alimenticio estén debidamente etiquetados y hacer concientizacién de su ingesta.

Con base en la evidencia toxicolégica del TiO», algunas instituciones de diferentes paises
han emitido recomendaciones acerca de los limites ocupacionales (Recommended
Exposure Limit; REL) a los que deben estar expuestos los trabajadores, por ejemplo el
NIOSH recomend6 que la concentracion maxima de exposicidon a nanoparticulas de TiO-
debe ser de 0.3 mg/m? por un tiempo maximo de 10 h laborales. La New Energy and
Industrial Technology Development Organization (NEDO), recomienda que la concentracion
maxima de exposicion sea de 0.6 mg/m? en una jornada laboral de 8 h. El National Institute
of Advanced Industrial Science and Technology también de Jap6n ha establecido la
recomendacion de no estar expuesto a mas de 0.61 mg/m?de TiO, en una jornada laboral
de 8 h mientras que la Japan Society for Occupational Health (JSOH) recomienda como

limite de exposicion 1 mg/m3.

A pesar de las REL emitidas, la Occupational Safety and Health Administration (OSHA) que
es la organizacion encargada de emitir los limites de exposicién ocupacional (Occupational
exposure limits; OELs) en los Estados Unidos de América permite que los ambientes
ocupaciones tengan hasta 15 mg/m?3, mientras que en México la Norma Oficial Mexicana-
010 (NOM-010) permite 10 mg/m?® en una jornada de 8 h al dia o de 40 h a la semana, o
también permite un limite maximo de 20 mg/m?3 si se esta expuesto solo durante 15 minutos
al dia. Esto demuestra que a pesar de las recomendaciones y la evidencia toxicolégica, aun

la regulacion es muy permisiva con los limites de exposicion.
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Capitulo 3

Fibras: Su impacto en el mercado, beneficios, toxicidad y
su implicacién en procesos como la transicion epitelio
mesénquima, fibrosis y angiogénesis.
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3.1 Fibras: Usos, ganancias y toxicidad de las nanofibras

La sintesis y uso de las fibras ha ocurrido desde decenas de afios atras especialmente para
la industria textil y como material de construccion. Actualmente, el mercado de las fibras es
dominado por i) las fibras de polimeros sintéticos, como las fibras de poliamidas, poliésteres,
poliacrilonitrilo o alcohol polivinilico, ii) fibras de carbdn, iii) fibras de celulosa y las mas

recientemente iv) las fibras metalicas.

Sin embargo, histéricamente las fibras han mostrado alta toxicidad ya que se depositan en
el pulmoén por impactacion, sedimentacion, precipitacion electrostética, intercepcion y
difusion, que es muy diferente a la manera en que se depositan las particulas esféricas

(difusién) y eliminarlas de las vias respiratorias es muy complicado.

Los ashestos por ejemplo, que son fibras de silicatos inducen mesotelioma y estan
clasificados por la IARC en el Grupo | como carcinégenos para humanos. Por esta razon
desde 1990 la toxicologia ha investigados si la forma de fibra con otras composiciones
induce efectos similares y para eso los asbestos se han comparado con las fibras de vidrio
o las fibras minerales (Lippmann, 1990a; Lippmann 1990b). Se demostr6 que para las fibras
minerales tanto el largo como el ancho son criticos en los efectos téxicos, lo cual es una
similitud con los asbestos. Las fibras de 2 um de largo inducen asbestosis, las de 5 um
inducen mesoteliomay las de 10 um de largo inducen cancer de pulmén. Ademas, en cuanto
al ancho las fibras las de <0.1 um estan asociadas a mesotelioma y las fibras de >0.1 um
estan asociadas a asbestosis y cancer de pulmén. El hecho de que las fibras con diametros
mas pequefios estén asociadas a mesoteliomas es porque son capaces de abandonar el
pulmoén y acumularse en la pleura y peritoneo donde el mesotelioma se puede desarrollar,
mientras que las de didmetros mas grandes permanecen en el pulmén e inician las

patologias ahi.

Un ejemplo mas claro de la toxicidad inducida por fibras minerales ademas de los asbestos
es un estudio epidemiol6gico de 1987 donde se mostré que las personas que vivian en unas
villas en Cappadocia, Turquia construidas con erionita, un tipo de zeolita natural que
contiene fibras de aluminosilicatos, tenian mayor incidencia de mesotelioma (Baris et al.,
1987). Cabe mencionar que tanto las fibras de vidrio como las de ceramica ya han sido

clasificadas por la IARC en el Grupo 2B como posibles carcin6genos para humanos.
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A pesar de lo ya documentado, hace aproximadamente unos 8 afios comenzd a incrementar
la sintesis de fibras en tamafio nanométrico, es decir las nanofibras y comenzaron a
posicionarse como alternativa para remplazar a las fibras micrométricas e incluso a algunos
otros nanomateriales esféricos, como es el TiO,. Por definicion una nanofibra es un objeto
con dos dimensiones externas en la nanoescala y una tercera dimension significativamente

mas larga, no necesariamente en la nanoescala (ISO ISO/TS 27687:2008).

Actualmente hay aproximadamente 46 tipos diferentes de nanofibras en el mercado, que
comparadas con los 2486 no es mucho, pero tienen amplio potencial (Base de datos

Nanowerk; hitps://www.nanowerk.com/nanomaterial-database.php). El gran area superficial

gue ofrecen las nanofibras, combinada con otras propiedades fisicas, eléctricas, térmicas y
mecanicas, las hace adecuadas para diversas aplicaciones comerciales, incluyendo
electrénica, energia, mecanica, quimica y ambiental. Por ejemplo, las nanofibras son de gran
utilidad en la industria para el almacenamiento de energia en baterias para dispositivos
electrénicos, en la filtracion de aire y agua y también se ha propuesto su utilizacién en la
biomedicina para hacer andamiajes de tejidos, implantes, para los materiales de curacién

como vendas o0 espumas gue retrasen las hemorragias y para la liberacion de farmacos.

Un estudio realizado por una empresa llamada BCC en el 2016 menciona que el mercado
global de productos con nanofibras alcanzé los $203.2 millones de ddlares (USD) en el 2013
y que aument6 a $383.7 millones de ddlares (USD) en el 2015, con una proyeccion a
incrementar a 2 mil millones de ddlares para el 2020. Lo anterior representa una tasa de
crecimiento anual compuesta (CAGR) del 38.6% entre 2015 y 2020. Ademas, algo que es
muy importante a considerar es que estos valores de mercado se miden a nivel de fabricante,

es decir, podrian todavia ser mayores.

3.2 Toxicidad de nanofibras de di6éxido de titanio

Hace unos 5 afios comenzd a sintetizarse TiO, en forma de fibras y comenzaron a
proponerse aplicaciones para este tipo de nanomaterial. Se proponen para reemplazar los
implantes 6seos ya que se ha visto que los osteocitos proliferan mas cuando el implante
tiene nanofibras de TiO; y ademas se favorece la angiogénesis, que es esencial para la
osteointegracion (Brammer et al., 2012; Beltran-Partida et al., 2017), también se proponen
para reemplazar el TiO2 y el SiO; de las celdas solares ya que por su area superficial y su

forma hacen mejor la conduccion de electrones optimizando la energia solar captada (Hwang
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et al.,, 2014). El tratamiento de aguas residuales actualmente se lleva a cabo con
nanoparticulas esféricas de TiO, y también se propone que las nanofibras las reemplacen
ya que son mas fotocataliticas y por lo tanto con menos cantidad se obtienen los resultados
esperados (Liu et al., 2014b; Du et al., 2014). También, recientemente se propusieron las
nanofibras de TiO, como una herramienta valiosa para la extraccion de miRNAs de muestras
biol6gicas, ya que mostraron una recuperacion de 18.0 + 3.6% para los miRNAs mientras
que el kit comercial recuper6 solo 0.02 + 0.0001% (Jimenez et al., 2018). La extraccion
mejorada de miRNAs usando fibras podria explicarse debido a la fuerte coordinacion entre
TiO2 y el grupo fosfato del RNA, y el buffer de elucién utilizado por los autores logra una
extraccion selectiva de RNA mas pequefios que 500 nucleédtidos (Jimenez et al., 2018).

Actualmente, la base de datos de NCBI pubmed, al mezclar las palabras “nanofiber, titanium
dioxide” da como resultado alrededor de 10 investigaciones sobre la toxicidad de las
nanofibras de TiO, mientras que arroja alrededor de 220 articulos cientificos sobre sus
posibles aplicaciones

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=nanofiber+titanium+dioxide).

Toxicidad

La exposicion a las nanofibras de TiO: induce pérdida de la integridad de la membrana en
las células epiteliales de pulmon (Allegri et al., 2016), ruptura de los fagolisosomas, liberacién
de catepsina B y activacion del inflamasoma (NLRP3) por medio de la liberacién de citocinas
IL-1B e IL-18 (Yazdi et al., 2010; Hamilton et al., 2014). También, la exposicion a las
nanofibras de TiO; induce ROS, apoptosis (Hamilton et al., 2009) y liberacién de la enzima
LDH (Xia et al., 2013; Tilton et al., 2013). Con respecto al transcriptoma y el proteoma
analizado en células alveolares (cultivo primario) expuestas a nanofibras de TiO», hay genes
y proteinas sobreexpresados relacionados con la produccion de o6xido nitrico (NO),
regulacion de angiogénesis, factores de crecimiento de las fases G1 y S del ciclo celular, y
también relacionados con el arresto celular, inestabilidad gendémica, adhesiéon a la matriz
extracelular medida por integrinas, NADPH oxidasa, regulacién transcripcional, transicion
epitelio-mesenquimal entre otros (Tilton et al., 2013). Sin embargo, no se ha evaluado la

implicacion de la expresion de esos genes en un modelo in vivo.

En cuanto a los estudios in vivo, se ha mostrado que por aspiracion faringea se induce
inflamacién a nivel tisular, alveolitis, bronquiolitis e inflamacion perivascular, incluso después

de 112 dias de una administracién de 30 pg en ratones expuestos a nanofibras de TiO- por
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aspiracion faringea (Hamilton et al., 2009; Bonner et al., 2013; Silva et al., 2013; Porter et
al., 2013). También, la exposicion de ratones a las nanofibras de TiO, incrementa el infiltrado
de células como macrofagos, neutréfilos, eosindfilos, células polimorfonucleares y linfocitos
en el lavado bronquioalveolar (BAL) (Bonner et al., 2013). Conjuntamente, 4 laboratorios que
se dedicaron a realizar los mismos experimentos determinaron fuerte inflamacién en la
region bronquiolar terminal y la regién de la bifurcacion del conducto alveolar asi como

acumulacion del TiO, en la misma area (Bonner et al., 2013).

En nuestro laboratorio, observamos que las células epiteliales de pulmoén expuestas a las
nanofibras de TiO. durante 7 dias no solo sobrevivieron, sino que al sembrarlas en una
membrana corioalantoide de embriones de pollos, ganaron potencial invasivo y proliferativo

después de 5 dias (Medina-Reyes et al., 2015).

Por otro lado, con otras nanoparticulas como SiO,, CeO,, MWCNT y Ag se ha observado
gue la inflamacion constante lleva a induccién de fibrosis pulmonar mediante transicion
epitelio mesénquima (Wang et al., 2017; Ma et al., 2017; Chen et al., 2014; Choo et al.,
2016). En todos estos estudios, se determina la fibrosis evaluando principalmente la
expresion de TGF-$ y de colageno en modelos in vitro (monocapa) pero no se ha evaluado
si la expresion de esos marcadores en los sistemas en monocapa necesariamente conduce
a la formacion de un tumor con un fenotipo fibrético o caracteristicas que puedan sugerir que
es mas agresivo. Para ello proponemos el modelo de xenotrasplante que es un modelo 3D
y simula un tumor sélido. Ademas, otro efecto asociado a la exposicion de nanoparticulas,
como las de Ni o Co, es la activacion del factor inducible de hipoxia 1 a (HIF-1a) y
sobreexpresion del VEGF, ambos indicadores de la iniciacion de un proceso angiogénico y
que también se relacionan con la fibrosis y un fenotipo més agresivo (Wan et al., 2011; Feng
etal., 2015). En este trabajo buscamos investigar si la exposicion a nanofibras de TiO, puede
inducir en un modelo de monocapa a) internalizacion de las fibras, b) expresién de
marcadores angiogénicos y fibréticos ¢) dafilo a DNA y al mismo tiempo evaluar si la
expresion y/o cambios que las nanofibras de TiO2 inducen en un modelo de monocapa
conduce a la formacion de tumores més grandes y con un fenotipo mas mesenquimal en un
modelo 3D de xenotrasplante subcutdneo evaluando los mismos parametros asi como su

respuesta al farmaco antineoplasico cisplatino.
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2. HIPOTESIS

La exposicion de células epiteliales de pulmdn a nanofibras de TiO; durante 7 dias en un
modelo in vitro inducira la sobreexpresion de marcadores de angiogénesis, transicion epitelio
mesénquima, incrementard la inestabilidad gendmica e inducira mayor proliferacion lo que
conducira a que, una vez inyectadas en la subdermis de los ratones inmunosuprimidos, es
decir en un modelo de xenotrasplante, desarrollen tumores de mayor volumen con un

fenotipo mas mesenquimal y con menor sensibilidad al antineoplasico cisplatino.
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3. OBJETIVO

Determinar si la exposicién in vitro de células epiteliales de pulmén a nanofibras de TiO; por
7 dias induce sobreexpresion de los marcadores de angiogénesis HIF-1a, VEGF, de
transicion epitelio mesénquima TGF-B3, N-cadherina, E-cadherina, vimentina; y si dicha
exposicion incrementa la inestabilidad gendémica y la proliferacion celular. Por otro lado,
determinar si los dafios observados en las células epiteliales de pulmén expuestas in vitro
durante 7 dias pueden conducir a la formacion de tumores de mayor volumen, con un

fenotipo méas agresivo y con menor sensibilidad al antineoplasico cisplatino.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Sintesis y caracterizacion de las nanofibras de TiO-

4.1.1 Sintesis: A partir de nanoparticulas comerciales de TiO2 (Sigma Aldrich 637254) que
tienen una forma similar a esferas se sintetizaron las nanofibras de TiO2 por un proceso
hidrotérmico. Brevemente, el TiO2 comercial (0.5 g) se resuspendié en una solucién NaOH
10 My esta se agit6 durante 10 minutos. Posteriormente la solucién se vertié en un recipiente
de teflén y se ultrasonic6 durante 15 minutos para dispersar las nanoparticulas y finalmente
la solucion se colocd en un horno para ser calentado a 200°C por 24 h. EI TIO2 se enjuagé
con agua desionizada y centrifugado a 3 500 rpm sucesivamente por, al menos, 5 veces. El
pH, que inicialmente era de 14, se ajusté a 7 mediante lavados con HCI 0.1 M; cada lavado
con una duracién de entre 8-10 minutos y centrifugaciones a 3 500 rpm para recuperar el
TiO2. Finalmente el TiO2 se calcin6é a 700°C por 30 minutos con una rampa de temperatura
de 1°C/min (Hamilton et al., 2009).

4.1.2 Estructuracristalina: El TiO2 comercial, a partir del cual se sintetizaron las nanofibras,
tiene una estructura cristalina de anatasa, y el objetivo era obtener nanofibras con la misma
estructura. Debido a que el arreglo cristalogréafico del TiO, cambia de anatasa a rutilo cuando
el material alcanza los 900°C, se realizd una espectroscopia Raman para garantizar que las
nanofibras de TiO; obtenidas de la sintesis mantuvieran esta estructura cristalina de anatasa
y no hubieran cambiado a rutilo. Para realizar la espectroscopia Raman se usé un
microscopio Olympus (100 y 0,90 NA: apertura numérica) tanto para enfocar el laser en
muestras solidas como para colectar la luz dispersada en una configuracién de
retrodispersion de 180°. Los espectros Raman de nanofibras de TiO, se midieron en una
region espectral de 300-2000 cm™ con un espectréometro Raman dispersivo Almega XR.
Ademas, los espectros Raman se acumularon durante 25 s con una resolucion de ~4 cm™?,
la fuente de excitacion fue radiacion de 532 nm de un laser Nd: YVO 4 (frecuencia duplicada)
y la potencia del laser en la muestra fue de 2.5 mW.
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4.1.3 Tamafio y morfologia de las nanofibras de TiO,: Para hacer evidente que el
producto final de la sintesis habian sido nanofibras la morfologia de las nanoparticulas se
observo mediante microscopia electrénica de barrido (SEM; JEOL 5800-LV, Japén) a 5000X,
15 kV. Mediante un andlisis de, al menos, 6 imagenes y con ayuda del software ImageJ se
determind lo largo y lo ancho de las nanofibras de TiO.. La morfologia de los aglomerados
se analiz6 mediante microscopia electronica de transmision (TEM; JEOL JEM 1010, Japon)
a 75,000X 60 kV.

4.1.4 Potencial eléctrico de las nanofibras de TiO; y tamafio de aglomerados en medio
F12K: Se determind el potencial Z de las nanofibras de TiO., el cual determina el potencial
eléctrico de las particulas, y el tamafio de los aglomerados de las nanoparticulas
suspendidas en medio de cultivo celular F12K suplementado con 10% de suero fetal bovino

(SFB) con una dilucion 1:7 en el Zeta Plus meter Brookehaven.

4.2 Modelo in vitro: células epiteliales de pulmoén expuestas a nanofibras de TiO>
4.2.1 Cultivo celular y exposicion a nanofibras de TiO>

Células epiteliales de humano con adenocarcinoma pulmonar de la linea A549 y que
especificamente son neumocitos tipo Il se obtuvieron de la “American Type Culture
Collection” (ATCC, Manassas, VA) y se cultivaron con medio F12K suplementado con 10%
de SFB. El cultivo celular se mantuvo en una atmoésfera de humedad al 95% y 5% de CO:a
una temperatura de 37°C. Para la exposicion, las nanofibras de TiO. se resuspendieron en
medio F12K méas 10% de SFB y sonicadas por 30 min h a 60 Hz para dispersar las NPs. Las
células se expusieron a concentraciones finales de 1 y 10 pg/cm? de nanofibras de TiO;
durante 7 dias.

Las células se cosecharon y resembraron dos veces por semana con tripsina-EDTA al 0.05%
por 5 min a 37°C. Luego la solucién se centrifugé a 1 500 rpm por 5 min y las células se
resuspendieron en medio F12K suplementado con 10% de SFB.

4.2.2 Internalizacion de las nanofibras de TiO>

Para determinar si las células epiteliales de pulmon internalizan las nanofibras de TiOo,
después de la exposicion de 7 dias, las células se enjuagaron con buffer Hanks para retirar
las nanofibras de TiO2 que no se internalizaron. Posteriormente, para recuperar las células
las placa Petri se incubaron con tripsina-EDTA al 0.05% por 5 min, centrifugaron a 1 500
rpm durante 5 min y para se fijaron con glutaraldehido al 2% por 2 h a temperatura ambiente.

Las células se centrifugaron bajo las mismas condiciones y enjuagadas con 500 uL de
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solucién de fosfatos SORENSEN dos veces. Posteriormente, las células se trataron con 2%
de 6xido de osmio, el cual es un contrastante de imagenes. Se deshidrataron las células
mediante una secuencia de alcoholes (10%-90%) y se incluyeron en resina y esta se
polimeriz6 a 80°C durante 48 h para después realizar cortes ultrafinos. Los cortes se trataron
con metales pesados como plomo y uranio para la obtencion de imagenes mediante

microscopia electronica de transmision.

Por otro lado, mediante una tincion con hematoxilina y eosina realizada para observar la
morfologia de las células se pudo observar también la presencia de nanofibras de TiO2 en
el citoplasma de las células. Las células después de haber sido expuestas a nanofibras
durante 4 dias, se sembraron sobre un cubreobjetos y en el dia 7de exposicidn se fijaron
con paraformaldehido-PBS (solucion buffer de fosfatos) al 4% durante 40 min a temperatura
ambiente. Las células se tifieron con hematoxilina por 1 min y con eosina durante 10 min y
montadas en portaobjetos con glicerol-PBS 3:1. Las fotografias se tomaron por microscopia
de campo claro en el microscopio confocal (Confocal Microscope Leica TCS SP8 X,
Alemania) a 40X magnificacion. A estas mismas muestras se les realizé una microscopia de
contraste interdiferencial (DIC) en donde también se observa la internalizacién de las

nanofibras de TiO2 a 40X de magnificacion.

4.2.3 Citotoxicidad y proliferacion de las células epiteliales de pulmén expuestas a
nanofibras de TiO-

El sobrenadante de las Ultimas 24 h de exposicion se recuperd y se le realiz6 una
cuantificacién de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) con el KIT ROCHE 04744926001.
Brevemente, los sobrenadantes se mezclaron con diaforasa/NAD* para la catalisis y con
cloruro de yodotetrazolio y lactato de sodio para dar color a la reaccion. La solucion se incub6
a 37°C bajo oscuridad por 15 min y leida en un espectrofotometro de microplacas (EPOCH,
BioTek) a 492 nm. Los datos se expresan como media + error estandar de, al menos, tres

experimentos independientes.

Se determind la expresion de Ki67 como un marcador de proliferacion celular por medio de
RT-PCR e inmunocitoquimica. Para la RT-PCR, se extrajo RNA de aproximadamente 1x10°
células sembradas en una caja Petri de 21 cm? expuestas a nanofibras de TiO, durante 7 dias
con ayuda de TRIzol. Se determind la integridad del RNA por medio de una electroforesis con
un gel de agarosa al 1% y se cuantificé la cantidad de RNA en un espectrofotémetro de

microplacas (EPOCH, BioTek) a una longitud de onda 260/280 nm. Posteriormente, se sintetizd
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cDNA a partir del RNA por una reaccion de retrotranscriptasa, para ello se utilizé el KIT Qiagen
205310. Brevemente, después de la extraccion de RNA con TRIzol, se tomd 1 ug para la
reaccion de retrotranscriptasa y se limpi6 de DNA gendmico con el reactivo gDNA Wipeout
Buffer, 7x y se incubé a 42°C por 2 min. Para la retrotranscripcion se realizd la Reverse-
transcription master mix indicada en el KIT y se incub6 la muestra a 42°C por 15 min. EI cDNA
se utlizo para la amplificacion del gen Ki67 con el primer forward
GCCTGCTCGACCCTACAGA,; y el primer reverse GCTTGTCAACTGCGGTTGC. Para la
reaccion se utilizaron 0.5 U de Taq polimerasa, 1.5 mM de MgClz, 0.2 mM de dNTPs y se
amplifico bajo las siguientes condiciones: 3 min 95°C, 30 seg 95 °C, 30 seg Tm, 1 min 72°C,
35 ciclos, 5 min 72°C, infinito 4°C. La expresion del gen de Actina se utilizé como
control de carga para la RT-PCR. La densitometria de las bandas, como producto de la RT-

PCR, se realizé mediante el software de Image J 1.43.

Para la cuantificaciéon de Ki67 por medio de inmunocitoquimica, después de 5 dias de
exposicion a nanofibras de TiO2, se sembraron 2.5 x 10”5 células en un cubreobjetos estéril
dentro de una caja Petri de 8 cm?. En el dia 7 de exposicion, las células se fijaron con
paraformaldehido-PBS al 4% por 40 min a temperatura ambiente. Posteriormente se
permeabilizaron con PBS-triton al 0.5% frio, casi al punto de congelacion, por 7 min. Se
enjuagaron tres veces con PBS por 5 min a temperatura ambiente y luego se bloquearon
con PBS-BSA al 1% durante 1 h a temperatura ambiente. Una vez bloqueadas se enjuagaron
nuevamente tres veces con PBS durante 5 min a temperatura ambiente y se incubaron con
el anticuerpo primario anti-Ki67 1:500 (BioLegend, 652402) a 4°C durante toda la noche.
Luego de la incubacién, se enjuagaron con PBS bajo las mismas condiciones y se incubaron
con el anticuerpo secundario anti-rat acoplado a peroxidasa de rdbano (HRP) 1:1000 durante
2 h atemperatura ambiente. Después de enjuagar con PBS nuevamente la inmunodeteccion
se reveld con diaminobencidina (DAB) y H,O, durante 2 min a temperatura ambiente. Las
muestras se contrastaron con hematoxilina la cual se us6 durante 30 seg, se enjuagaron, se
deshidrataron con una serie de alcoholes del 70% hasta xilol por 5 min y se montaron sobre
un portaobjetos. Con microscopia de campo claro se tomaron fotografias (Confocal
Microscope Leica TCS SP8 X) a 40X de magnificacion. Se cuantifico la expresion de Ki67
mediante el software del microscopio confocal. Se realizaron, al menos, tres experimentos

independientes y los datos se expresan como mediaterror estandar.
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4.2.4 Marcadores de angiogénesis y fibrosis en cultivo celular después de la
exposiciéon a nanofibras de TiO;

La expresion génica de HIF-1a y VEGF se determiné por RT-PCR. Una vez sintetizado el

cDNA, se realiz6 la PCR con los siguientes primers: HIF-1a forward
TTCCCGACTAGGCCCATTC; HIF-1a reverse CAGGTATTCAAGGTCCCATTTCA. VEGF
forward GGCTGGCAACATAACAGAGAA; VEGF reverse

CCCCACATCTATACACACCTCC. Para la reaccion se utilizaron 0.5 U de Tag polimerasa,
1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs y se amplifico bajo las siguientes condiciones: 3 min
95°C, 30 seg 95 °C, 30 seg Tm, 1 min 72°C, 35 ciclos, 5 min 72°C, infinito 4°C. La
expresion del gen de Actina se utilizd6 como control de carga para la RT-PCR. La
densitometria de las bandas, como producto de la RT-PCR, se realizé mediante el software
de Image J 1.43. Se realizaron, al menos, tres experimentos independientes y los datos se

expresan como media £ error estandar.

La expresiéon de HIF-1a y TGF-B a nivel de proteina se determind por inmunofluorescencia.
Después de 5 dias de exposicion a las nanofibras de TiO,, se sembraron 2.5 x 10° células
en un cubreobjetos estéril. En el dia 7 de exposicion, las células se fijaron con
paraformaldehido-PBS al 4% por 40 min. Posteriormente se permeabilizaron con PBS-triton
al 0.5% frio, casi al punto de congelacién, por 7 min. Se enjuagaron tres veces con PBS por
5 min a temperatura ambiente y luego se bloquearon con PBS-BSA al 1% durante 1 h a
temperatura ambiente. Una vez bloqueadas se enjuagaron nuevamente tres veces con PBS
durante 5 min a temperatura ambiente e incubadas con el anticuerpo primario HIF-1a 1:500,
TGF-B 1:300 durante toda la noche a 4°C (Santa Cruz 146; Santa Cruz H206,
respectivamente). Las células se enjuagaron tres veces con PBS y se incubaron con el
anticuerpo secundario acoplado a TRITC 1:600 por 2 h a temperatura ambiente (Jackson
111-025-003). Los cubreobjetos con las células se colocaron en un portaobjetos. Las
laminillas se observaron en el microscopio Confocal (Confocal Microscope Leica TCS SP8
X) a 40X de magnificacion. Se cuantificé la fluorescencia de, al menos, tres experimentos
independientes mediante el software del microscopio confocal y los datos se expresan como

media + error.

La proteina N-cadherina se determiné por inmunocitoquimica. Las células se sembraron en
cubreobjetos estériles, se fijaron a los 7 dias de exposicion a las nanofibras de TiO,, se
permeabilizaron y se bloquearon con BSA 1% a temperatura ambiente. Luego las células se

incubaron el anticuerpo primario 1:500 (BioLegend, 652402) durante toda la noche a 4°C, se
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enjuagaron y se incubaron con el anticuerpo secundario acoplado a HRP para posteriormente
revelarlas con diaminobencidina y H.O.. Las muestras se contrastaron con hematoxilina la
cual se usé durante 30 seg, se enjuagaron, se deshidrataron con una serie de alcoholes del
70% hasta xilol por 5 min y se montaron sobre un portaobjetos. Las fotografias se realizaron
con microscopia de campo claro en el microscopio confocal (Confocal Microscope Leica TCS
SP8 X) a 40X de magnificacion. Se cuantificé la expresion de N-cadherina mediante el software
del microscopio confocal de, al menos, tres experimentos independientes y los datos se

expresan como media + error estandar.

Por otro lado, en los cultivos celulares expuestos a nanofibras de TiO, también se determiné la
concentracion de hidroxiprolina como un marcador de pro-fibrosis. En el dia 7 de exposicion los
cultivos se tripsinizaron, se centrifugaron a 1 500 rpm durante 5 min a temperatura ambiente y
el pellet se resuspendié en 50 pL de HCI concentrado (~12M) y usando un criovial las células se
hidrolizaron a 120°C por 1 h. Después, los crioviales se centrifugaron a 10,000 xg por 3 miny
el sobrenadante se utilizé para la cuantificacion de la hidroxiprolina mediante el KIT Biovision
K555. Se realizd una curva de concentracion conocida de hidroxiprolina y tanto la curva como
las muestras se incubaron a 60°C por 90 min. La absorbancia se determiné con un
espectrofotbmetro de microplacas (EPOCH, BioTek) a una longitud de onda de 560 nm. Se
realizaron, al menos, tres experimentos independientes y los datos se expresan como media +

error estandar.

4.2.5 Inestabilidad genémica por la exposicion a nanofibras de TiO-

Una vez que las células epiteliales de pulmén se expusieron a nanofibras de TiO; durante 7
dias, se cuantific6d la frecuencia de micronucleos (Fenech 2000) como marcador de
inestabilidad genémica. Para obtener células binucleadas y contar los micronicleos de una
sola division celular se bloqueé la citocinesis con 4.5 ug/mL de citocalasina B (Sigma-
Aldrich, C6762) por 24 h. Después las células se fijaron con paraformaldehido-PBS 4% por
40 min a temperatura ambiente y se tifleron con Hoechst 1:800 (Thermo Scientific, 62249)
por 1 h a 37°C en constante agitacion. Se montaron las muestras en portaobjetos y se realizé
una cuantificacion de la frecuencia de micronucleos en células binucleadas usando un
microscopio de fluorescencia (Carl Zeiss, Alemania). Por otro lado, se cuantifico la frecuencia
de células trinucleadas y tetranucleadas como otro marcador de inestabilidad genémica. Se
presentan las imagenes mas representativas tanto de los micronucleos como de las células
multinucleadas y los conteos de, al menos, tres experimentos independientes se expresan

como media *+ error estandar.
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4.3 Modelo de Xenotrasplante de células epiteliales de pulmoén expuestas a

nanofibras de TiO, y trasplantadas en ratones inmunosuprimidos

4.3.1 Mantenimiento de los ratones

Los ratones de la cepa BALB/c nu/nu se mantuvieron en cajas limpias, secas y en
condiciones ambientales adecuadas. Todos los dias se observo a los animales para detectar
cambios de comportamiento, enfermedades, heridas o muerte. El agua y la comida
suministrada a los animales fueron estériles y de libre acceso. Los ratones se mantuvieron
a una temperatura de 23+1°C y una humedad relativa de 60+10%, asi como en ciclos de
luz/oscuridad de 12 h. El agua, el consumo de alimento y el peso de los ratones se cuantificd
semanalmente. Los ratones de 7 semanas de edad estuvieron en aclimatacion por 1 semana
en el bioterio y todos los experimentos fueron aprobados por el comité de bioética de la
Facultad de Estudios Superiores lIztacala, UNAM bajo las normas que establece la NOM-
062-Z00-1999.

4.3.2 Xenoinjerto subcutaneo de células epiteliales de pulmén expuestas a nanofibras
de TiOzen ratones inmunosuprimidos

Después de los 7 dias de exposicion, las células se cosecharon y se xenotrasplantaron 3x10°
células control y 3x10° células expuestas a 1 o 10 yg/cm? de nanofibras de TiO2 en un
volumen de 100 uL de PBS (Reddy et al., 1987; Jakubowska et al., 2013; Ma et al., 2013).
Con ayuda de una aguja de 27 G x 13 mm se inyectaron las células subcutaneamente, es
decir en el espacio vascular entre la piel y el misculo. La inyeccién se realizd en el flanco
lateral izquierdo de los ratones, justo en medio para no ocasionar inmovilizacion de las
extremidades tanto anterior como posterior (Figura 8). Se sujet6é al animal tomando la piel
del lomo y cuello con los dedos medio, indice y pulgar y también se sujetd al ratén por la
base de la cola con el dedo anular y la palma de la mano para inmovilizarlos. Después se
limpié la zona con una torunda de algodén impregnada de alcohol y se levantd un poco la
piel. Se introdujo la aguja de 2 a 3 mm a través de la piel con un angulo de 20 a 30° con
respecto al cuerpo del raton y se presioné suave y firmemente el émbolo de la jeringa para

vaciar el contenido.
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s |:| o, 11 semanas o ."5:

Figura 8. Sitio del xenotrasplante de células epiteliales de adenocarcinoma pulmonar de humano en
los ratones inmunosuprimidos. (A) En el cuadro rojo se muestra el lugar donde se llevé a cabo la
inyeccién de 3 x10° células en un volumen de 100 pL de PBS con una aguja de 27 G x 13 mm. (B)
Representacion de la formacion del tumor después de 11 semanas de desarrollo.

Se evaluo el largo y el ancho del tumor 2 veces por semana con una escala vernier digital y
para obtener el volumen del tumor se considera la siguiente formula V= L*W?/2 donde V es
volumen (mm3), L el diametro mas largo (mm) y W el diametro mas corto (Moser et al., 2014;
Sobral et al., 2014). Se tomd en consideracién la recomendacion del “National Institutes of
Health”, que menciona que si el tamafio del tumor es mayor de 2 cm, representa el 10% del
peso corporal, produce limitaciones para el movimiento o la ingesta de alimento, se
encuentran ulcerados, infectados o necréticos serian considerados criterios de punto final
humanitario, por lo que se llevaria a cabo la eutanasia en ese momento. Cinco ratones de
grupos aleatorios presentaron necrosis por lo que se sacrificaron. A las 11 semanas de
crecimiento de los tumores los ratones se sacrificaron por el método fisico de dislocaciéon
cervical, que se encuentra en los lineamientos de la NOM-062-Z00-1999. Este método fisico
de eutanasia se llevé a cabo sobre una superficie firme, sujetando con una mano la cabeza
del ratén por la base del craneo con los dedos indice, pulgar y medio o bien, con un utensilio
gue mantenga firme la base del craneo, y con la otra mano se toma la base de la cola.
Mediante un movimiento rapido, controlado y firme se separan las vértebras cervicales de la
base del craneo. Los tumores se extrajeron de la piel, fotografiaron y se cortaron para fijar

una parte con paraformaldehido-PBS al 4% y almacenar otra a -80°C.
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4.3.3 Histologia, conteo de eritrocitos y forma de los tumores formados a partir de
células epiteliales de pulmon expuestas a nanofibras de TiO;

La histologia se evalu6 mediante una tincion de hematoxilina y eosina mientras que la forma
de los tumores se evalu6é mediante un andlisis de imagenes. Para las histologias, los tumores
se fijaron en paraformaldehido-PBS al 4% por al menos 24 h. Posteriormente, se
deshidrataron con una serie de alcoholes desde el 40% hasta 100% seguidos por etanol-
butanol 1:1, el tren de alcoholes fue de 30 min cada uno y finalmente los tumores se
sumergieron en butanol toda la noche. Los tumores deshidratados se embebieron en
parafina y se realizaron cortes histoldgicos de 3 um. Los cortes histolégicos se hidrataron
con un tren de Xilol, xilol-etanol 1:1, etanol 100%, 90%, 70% Yy agua corriente con un tiempo
de 2-3 min cada uno. Posteriormente, se realiz6 una tincidon con hematoxilina 1 min y eosina
8 min. Los cortes histolégicos una vez tefiidos se deshidrataron nuevamente con el mismo
tren de alcoholes pero a la inversa. Se realizaron tinciones de al menos 3 ratones por
tratamiento. Las imagenes se tomaron con microscopia de campo claro en un microscopio
confocal (Confocal Microscope Leica TCS SP8 X) a 40X de magnificacién. A partir de las
fotografias tomadas de las tinciones de hematoxilina y eosina se cuantificé el nimero de
eritrocitos por fotografia, de al menos 5 fotografias de cada raton y de, al menos, tres ratones
por tratamiento. Los datos se expresan como media + error estandar. Para evaluar la forma de
los tumores, a partir de las fotos tomadas de los tumores recién extraidos de los ratones a
las 11 semanas se hizo una binarizacién y un andlisis de imagenes con el software Image J

4.13 para evaluar la circularidad de los tumores.

4.3.4 Expresion de marcadores de angiogénesis, proliferacion, muerte celular y transicién
epitelio mesénquima en los tumores formados a partir de células epiteliales de pulmén
expuestas a nanofibras de TiO:

Los cortes histologicos se hidrataron como se describe en el punto anterior, sumergidos en
un contenedor coplin con solucién DIVA y se llevaron a 100°C por 30 min para la
recuperacion antigénica. Una vez que las muestran estaban a temperatura ambiente, se
permeabilizaron con PBS-triton 0.5% frio, casi al punto de congelacion y lavadas 3 veces
con PBS por 5 min para después ser bloqueadas con PBS-BSA al 1% por 1 h a temperatura
ambiente. La actividad de las peroxidasas enddgenas se descart6 mediante la incubacién
de los cortes histolégicos con 3% de H»,O. en metanol por 30 min. Posteriormente se
enjuagaron 3 veces con PBS por 5 min y se incubaron con el anticuerpo primario a 4°C

durante toda la noche. Para evaluar la angiogénesis se utilizo el anticuerpo anti-HIF-1a 1:300
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(Santa Cruz 146), para evaluar proliferacion se utilizé anti- Ki67 1:500 (BioLegend 652402),
para evaluar muerte celular se utilizé caspasa 3 1:500 (BioLegend 622702) y para evaluar
transicion epitelio mesénquima se utilizaron los anticuerpos anti-TGF-, anti-E-cadherina,
anti-vimentina y anti-N-cadherina (1:300 Santa Cruz H206; 1:600 Biolegend 324102; 1:500
Santa Cruz 7558, 1:500 BioLegend, 652402, respectivamente). Una vez incubados con el
anticuerpo primario, las laminillas con los cortes histolégicos se lavaron 3 veces con PBS
por 5 min a temperatura ambiente y luego se incubaron con el anticuerpo secundario. Para
la deteccién de TGF-B y E-cadherina las laminillas se incubaron con el anticuerpo acoplado
a TRITC (1:600 Jackson 111-025-003) y las muestras de vimentina con el anticuerpo
acoplado a FITC (1:600 Jackson 115-095-003) durante 2 h a temperatura ambiente en
condiciones de oscuridad, se enjuagaron 3 veces con PBS por 5 min y se observaron en el
microscopio confocal (Confocal Microscope Leica TCS SP8 X) a 40X de magnificacion. La
cuantificacion de la fluorescencia se determind con el software del microscopio confocal
(Confocal Microscope Leica TCS SP8 X) y los datos se expresan como media + error estandar.
Para el caso de N-cadherina, después del primer anticuerpo las laminillas se enjuagaron 3
veces con PBS por 5 min a temperatura ambiente y se incubaron con un anticuerpo acoplado
a una HRP 1:1000 durante 2 h a temperatura ambiente, nuevamente se enjuagaron 3 veces
con PBS por 5 min a temperatura ambiente y se revelaron con una solucién de
diaminobencidina y H>O, al 3%, se contratifieron con hematoxilina durante 30 seg y se
observaron con microscopia de campo claro en el microscopio confocal Confocal Microscope
Leica TCS SP8 X) a 40X de magnificacion. También se realiz6 una semi-cuantificacion de la
expresion de N-cadherina con el software del microscopio confocal (Confocal Microscope Leica

TCS SP8 X) y los datos se expresan como media + error estandar.

4.3.5 Cuantificacion del contenido de colageno en los tumores formados a partir de
células epiteliales de pulmén expuestas a nanofibras de TiO;

Para detector el contenido de colageno en los tumores se realizé una tricrémica de Masson,
para ello los cortes histolégicos de 3 um de los tumores se sumergieron en solucién de Bouin
por 3 dias en la oscuridad. Posteriormente se tifieron con hematoxilina de Weigert y rojo
escarlata por 10 min cada uno a temperatura ambiente para tefir ndcleos y tejido
gueratinizado, respectivamente. Para tefiir el tejido conectivo laxo y denso primero las
laminillas se sumergieron en una solucion de acido fosfomolibdico/acido fosfotingstico 1:1
durante 10 min y luego se tifieron con azul de anilina por 10 min a temperatura ambiente.
Finalmente los tejidos se deshidrataron y se montaron para observarlos en el microscopio

optico. Las fotografias se tomaron con campo claro a 40X y 100X de magnificaciéon (Carl
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Zeiss, Alemania). Por otro lado, se cuantificé el area tefiida de azul mediante andlisis de
imagenes con el software ImageJ 4.13, que corresponderia al contenido de coldgeno
principalmente. Se analizaron 3 fotografias de cada raton y al menos 3 ratones de cada
tratamiento.

Para determinar de manera mas especifica el contenido de colageno en las histologias se
realiz6 una inmunohistoquimica hidratando los tejidos como se describié previamente,
incubando con el anticuerpo primario anti-colageno | (1:500 BioLegend, 652402) durante
toda la noche a 4°C y con el anticuerpo secundario acoplado a HRP 1:1000 durante 2 h a
temperatura ambiente. Las muestras se enjuagaron con PBS 3 veces con PBS por 5 min a
temperatura ambiente y se revelaron con una solucién de diaminobencidina y H,O; al 3%,
se contratifieron con hematoxilina durante 30 seg y se observaron con microscopia de
campo claro en el microscopio confocal Confocal Microscope Leica TCS SP8 X) a 40X de

magnificacion.

4.4 Diferencias en el ciclo celular y la sensibilidad a cisplatino entre el modelo de cultivo
in vitro y el modelo de tumores por xenotrasplante

Se determiné el porcentaje de células que habia en cada fase del ciclo celular (G1, S, G2/M) tanto
en células expuestas a nanofibras de TiO; en el cultivo in vivo como en células aisladas de los
tumores que estuvieron en crecimiento durante 11 semanas en el modelo de xenotrasplante.
Para arrestar las células en la fase G, el medio suplementado con 10% de SFB de los cultivos
in vitro, se reemplazé en el dia 7 de exposicién a nanofibras de TiO, por medio F12K y las
células se incubaron por 24 h (Nakhjavani et al., 2016). Posteriormente, las células se
cosecharon con PBS-EDTA 0.5 mM por 5 min a 37°C y fijadas con alcohol al 70% filtrado y
frio y se dejaron por 24 h a 4°C.

Se extrajeron los tumores formados a partir de células control y de células expuestas a 1y 10
ug/cm? a las 11 semanas de desarrollo y se tomé un pequeiio fragmento de los tumores que se
colocd en una caja Petri de 58 cm? con 10 mL de medio F12K suplementado con 10% de SFB
y 5% de penicilina/estreptomicina. El pequefio fragmento de tumor fue seccionado mdltiples
veces con una hoja de bisturi numero 10 estéril hasta obtener fragmentos de entre 4 y 5 mm
y la caja se incubd en una atmosfera de humedad al 95% y 5% de CO: a una temperatura de
37°C por 48 h dias. Después, el medio de cultivo de las cajas Petri se reemplazé por medio
F12K sin SFB arrestar las células en la fase G: y las cajas se incubaron por 24 h mas. Al dia
7 se cosecharon las células con PBS-EDTA 0.5 mM por 5 min a 37°C y se fijaron con alcohol

al 70% filtrado y frio y se dejaron por 24 h a 4°C.
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Las células provenientes de ambos modelos, una vez que pasaron 24 h en alcohol al 70% a
4°C, se enjuagaron 3 veces con PBS y se centrifugaron a 1 500 rpm a temperatura ambiente.
Luego, el DNA de las células se tifié con la siguiente solucion: En 10 mL de PBS-tritén 0.1% se
afnadieron 2 mg de RNAsa libre de DNAsa (Sigma-Aldrich, 9001-99-4) y 50 mg/mL de yoduro
de propidio (Sigma-Aldrich, 25535-16-4).

Se incubaron con 1 mL de esa solucién a temperatura ambiente bajo la oscuridad y en
movimiento por 30 min. Luego, se enjuagaron 3 veces con PBS y la cantidad de DNA de 10,000
células se cuantifico por medio de citometria de flujo (FACScalibur cytometer). Se realizaron al

menos tres experimentos independientes y los datos se expresan como media * error.

Por otro lado, estas mismas células, tanto las expuestas a nanofibras de TiO- en el cultivo in vivo
como las aisladas de los tumores, se trataron con cisplatino para evaluar su sensibilidad. Se
sembraron 10 000 células por pozo en una placa de 96 pozos y se incubaron las células por 24
h. Después, las células se trataron con 0, 25, 50, 75 y 100 uM de cisplatino por 24 h y
posteriormente se les realizd6 un ensayo de reduccion de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) para determinar la viabilidad y la concentracion inhibitoria 50 (ICsp). Para
el ensayo de reduccion del MTT, se retiré el medio de cultivo y se enjuagaron los pozos con
PBS, para luego agregar 100 uL de medio F12K con 0.5 mg/mL de MTT. Las placas se
incubaron a 37°C por 2 h. El sobrenadante se retir6 y los cristales de formazan que quedan en
el fondo del pozo y que son insolubles en agua se disolvieron con 150 L de isopropanol y el
contenido de cada pozo se centrifugd a 1 500 rpm para evitar que las nanofibras de TiO»
interfirieran con la densidad Optica. Una vez centrifugadas las muestras se colocaron en una
placa de 96 pozos de nuevo y se leyeron a 540 nm. Se realizaron al menos tres experimentos

independientes y los datos se expresan como media + error estandar.

4.5 Andlisis estadisticos

Los datos se analizaron con un andlisis de varianza (ANOVA) de un factor y se realiz6 una
prueba de Dunnet para determinar diferencias entre las medias. El ciclo celular asi como la
sensibilidad a cisplatino se evalu6 con ANOVA de dos factores. Se consideré el valor de
p<0.05 para sefalar las diferencias significativas. Todos los resultados se expresan como

media * error estandar y las gréficas se realizaron el programa GraphPad Prism 5.
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5. RESULTADOS

5.1 Modelo in vitro

5.1.1 Caracterizacion de las nanofibras de TiO;

Después de realizar la sintesis se determiné la forma y el tamafio del producto por medio

de SEM. Se observd que el producto tenia forma de nanofibras (Figura 9A) de un tamafo

de 3.1+0.2 um de largo por 61.5+4.9 nm. Cuando las nanofibras de TiO; se resuspendieron

en medio F12K suplementado con 10% de SFB el tamafio hidrodinamico

de las nanofibras

fue de 249.5+12.8 nm (Figura 9B). Ademas se determiné que la fase cristalina no hubiera

cambiado de anatasa a rutilo debido a las condiciones de temperatura y presion de la sintesis

por medio de espectroscopia Raman la cual presenté un patron tipico de la fase anatasa

(Figura 9C). En la tabla 3 se resumen las caracteristicas mas importantes

de las nanofibras

de TiO, como el largo y ancho de las fibras, el tamafio de los aglomerados por dispersion

dindmica de luz y potencial Z.
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Figura 9. Caracterizacion de las nanofibras de TiO2. (A) Morfologia de las particulas primarias por

medio de microscopia electronica de barrido. (B) Forma y tamafio de los aglomerados de las

nanofibras de TiOz suspendidas en medio F12K suplementado con 10% de SFB.

con un arreglo atébmico de anatasa del TiO2 mediante espectroscopia Raman.

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de las nanofibras de TiO,

(C) Fase cristalina

Muestra Longitud Ancho Cristalinidad Tamario de Potencial Z
promedio (um) promedio (nm) nstalinida aglomerado (nm) (mV)
Nanofibras
, 3.1+0.2 61.5+4.9 Anatasa 249.5+12.82 -27.17+3.72
de TiO,
68
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5.1.2 Las nanofibras de TiO; son internalizadas por las células epiteliales de pulmén
sin modificar la morfologia celular

Se determiné si las células epiteliales de pulmon utilizadas en este proyecto, que cabe
mencionar que son neumocitos tipo I, cuya principal funcion es exocitar el surfactante por
medio de los cuerpos lamelares, tenian la capacidad de internalizar las nanofibras de TiO..
La ultraestructura celular fotografiada mediante TEM hace evidentes los organelos celulares
tales como nucleo, mitocondrias, reticulo endoplasmico, vesiculas, cuerpos lamelares, gotas
lipidicas y ademaés revela que las nanofibras de TiO, se encuentran en el citoplasma,
localizadas en vesiculas y generalmente acompafiadas de cuerpos lamelares (Figura 10A).
Por otro lado, se observéd que la morfologia celular no se altera debido a la internalizacion
de las nanofibras (Figura 10B y C) y la tincibn con hematoxilina y eosina asi como la
microscopia de contraste interdiferencial permitieron también observar el depédsito de
nanofibras de TiO- en el citoplasma celular y alrededor del ndcleo, fortaleciendo asi el hecho

de que las células epiteliales de pulmén internalizan las nanofibras de TiO, (Figura 10B y C).
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Figura 10. Internalizacién de las nanofibras de TiO2 después de 7 dias de exposicion. (A)
Ultraestructura de las células control y las células expuestas a nanofibras de TiOz, donde se hace
evidente que las nanofibras estan en vesiculas y rodeadas de cuerpos lamelares, por microscopia
electrénica de transmision (B) Morfologia celular por tincion de hematoxilina y eosina. (C) Morfologia
celular e internalizacion de nanofibras de TiO2 después por microscopia de contraste interdiferencial.
Las flechas sefialan la internalizacion de las nanofibras de TiO2 después. Cyt: cytoplasm, ER:
endoplasmic reticulum, LB: lamellar body, Mit: mitochondria, NPs: nanoparticles, Nuc: nucleus, V:
vesicles. Se realizaron, al menos, tres experimentos independientes.
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Inmunodeteccion de

5.1.3 La exposiciéon a nanofibras de TiO induce liberacion de LDH como marcador de
citotoxicidad y la disminucion de Ki67 como marcador de proliferacién
Después de los 7 dias de exposicién a nanofibras de TiO,, las células expuestas a 1 pg/cm?
incrementaron 22+2.9% la concentracion de LDH liberada mientras que las expuestas a 10
ug/cm?liberaron 48+7.9% mas LDH que las células control (Figura 11A). El gen MKI67, que
codifica para la proteina Ki67 no presentd cambios en la expresién a nivel de mensajero
mientras que la proteina presenta una ligera disminucién en el tratamiento con 10 pg/cm?de
nanofibras de TiO; (Figura 11B y C). La cuantificacion de la proteina mostrd una disminucién
del 17.8% en la expresion de la proteina Ki67 en el tratamiento con 10 pg/cm? comparado

con el control (Figura 11D).
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Figura 11. Toxicidad celular inducida por la exposicion a nanofibras de TiO2. (A) liberacion de lactato
deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes de las Ultimas 24 h de exposicién de los cultivos
celulares. (B) Expresion del gen MKi67 como marcador de proliferacion por RT-PCR. (C) Expresion
de la proteina Ki67 por inmunocitoquimica (la expresion se presenta en color café). (D) Cuantificacion
de las areas positivas para Ki67 con el software del microscopio confocal Leica TCS SP8 X. *p<0.05
vs control, ***p<0.001 vs control, +p<0.05 vs 1 yg/cm? de nanofibras de TiO2. Se realizaron, al menos,
tres experimentos independientes y los datos se expresan como media + error estandar.
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5.1.4 Células epiteliales de pulmon expuestas a nanofibras de TiO, sobreexpresan

marcadores de angiogénesis

La expresion de la proteina HIF-1a en las células control se encuentra de manera perinuclear
mientras que en las células expuestas a las nanofibras de TiO se encuentra también dentro
del nucleo (Figura 12A). Se cuantifico la expresion de HIF-1a después de los 7 dias de
exposicion a las nanofibras de TiO: y el control present6 883.8+83.2 U.A. mientras que los
tratamientos de 1y 10 pg/cm? tuvieron 1505+57 y 1456+50.9 U.A (Figura 12B).

Por otro lado, se determiné si la expresion de HIF-1a se localizaba en el nicleo por medio
del traslapamiento entre el colorante del nicleo (Hoescht) y la expresién de la proteina. La
cuantificacién de la colocalizacion confirma lo que se ve en las imagenes, ya que en el control
hay una colocalizaciéon del 5.6+0.8% mientras que en el tratamiento de 1 pug/cm? hay una
colocalizacion del 31.8+3.6% y en el tratamiento de 10 pg/cm? hay una colocalizacién del
50.545.6% (Figura 12C).

Ademas, se cuantificé la expresion de los genes HIF-1a y VEGF y se observé que la
expresion de ambos estaba incrementada en células que habian sido expuestas a las
nanofibras de TiO- (Figura 12D y F). En la cuantificacién se observa una tasa de cambio de
0.7+0.05 en el control a 0.9+0.02 en el tratamiento de 1 pg/cm? y a 1.3+0.08 en el tratamiento
de 10 pg/cm? para el gen de HIF-1a (Figura 12E) mientras que para el gen de VEGF la tasa
de cambio fue de 0.8+0.02 en el control a 1.0£0.05 y 1.1+0.07 en los tratamientos de 1y 10

ug/cm?, respectivamente (Figura 12G).
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Figura 12. Sobreexpresion de marcadores angiogénicos después de la exposicién a nanofibras de
TiO2. (A) Expresién de la proteina HIF-1a detectada por inmunolfuorescencia (rojo) y tincién del nicleo
(azul). (B) Cuantificacion de la fluorescencia de HIF-1a y (C) la colocalizacién nuclear de la expresion
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de HIF-1a con el software del microscopio confocal Leica TCS SP8 X. (D) Expresién de los genes
HIF-1a y F) VEGF asi como del gen de actina como control de carga por RT-PCR. (E) La cuantificacion
de la expresion de los genes HIF-1a y G) VEGF por ImageJ. *p<0.05 vs control, **p<0.01 vs control,
***n<0.001 vs control, +p<0.05 vs. 1 yg/cm? de nanofibras de TiO2, +++p<0.001 vs. 1 yg/cm? de
nanofibras de TiO2. Se realizaron, al menos, tres experimentos independientes y los datos se
expresan como media + error estandar de

5.1.5 La exposicion a nanofibras de TiO; induce sobreexpresion de marcadores pro-
fibréticos en células epiteliales de pulmoén

TGF-B es conocido por ser uno de los principales reguladores del inicio de la transicion
epitelio mesénquima, proceso que se caracteriza por iniciar con la expresion de marcadores
asociados a la fibrosis. Para saber si la exposicion a nanofibras de TiO; inducia transicién
epitelio mesénquima medimos la expresion de TGF-f, N-cadherina y la concentracion de
hidroxiprolina que es el principal aminoacido para la sintesis de coladgeno que también se
asocia con la transicién epitelio mesénquima vy la fibrosis. La expresion de TGF- aumenta
en los tratamientos de 1y 10 pg/cm?después de 7 dias de exposicion (Figura 13A) y en la
cuantificacion se observa que el control tuvo 639.5£109.9 U.A. mientras que el tratamiento
de 1 pg/cm? present6 1363+106.6 U.A. y el tratamiento de 10 pg/cm?tuvo 1243+38.3 U.A.
(Figura 13B). Por otro lado, N-cadherina que es una molécula de adhesion y que se
sobreexpresa en células que estan en proceso de transicion epitelio mesénquima también
incremento ligeramente en las células expuestas a nanofibras de TiO durante 7 dias (Figura
13C), ya que la expresion del control fue de 3117+56.7 U.A. mientras que en los tratamientos
la expresion subié a 3587+33.9 U.Ay 3679+33.81 U.A. para 1y 10 pg/cm?, respectivamente
(Figura 13D).

La concentracion de la hidroxiprolina intracelular también incrementé en los tratamientos de
1y 10 pg/cm? ya que el control tuvo una molaridad de 2.3+0.6 uM mientras que los

tratamientos de tuvieron 5.5+1.1 y 9.9+1.3 uM, respectivamente (Figura 14).
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Figura 13. Sobreexpresion de TGF-f y N-cadherina como marcadores de transicién epitelio
mesénquima después de la exposicion a nanofibras de TiO2. (A) Expresion de la proteina TGF-f3
detectada por inmunolfuorescencia (rojo) y tincion del ndcleo (azul). (B) Cuantificacion de la
fluorescencia de TGF-B con el software del microscopio confocal Leica TCS SP8 X. (C) Expresion la
proteina N-cadherina detectada por inmunocitoquimica y (D) la cuantificacion de la expresion de N-
cadherina con el software del microscopio confocal Leica TCS SP8 X. *p<0.05 vs control, **p<0.01 vs
control, ***p<0.001 vs control, +++p<0.001 vs. 1 pg/cm? de nanofibras de TiO2. Se realizaron, al
menos, tres experimentos independientes y los datos se expresan como media + error estandar.
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Figura 14. Concentracién intracelular de hidroxiprolina como marcador profibrético después de la
exposicion a nanofibras de TiOz. Las células fueron lisadas con HCI 12 M y se realiz6 la cuantificacion
de hidroxiprolina. *p<0.05 y ***p<0.001 vs control. Se realizaron, al menos, tres experimentos
independientes y los datos se expresan como media * error estandar.
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5.1.6 La inestabilidad gendmica incrementa en células epiteliales de pulmén

expuestas a nanofibras de TiO;

Para determinar la inestabilidad gendémica se realizé el ensayo de microndcleos en donde
ademds de los micronucleos se cuantifico el nimero de células trinucleadas y tetranucleadas
(Figura 15A y C). De cada mil células binucleadas cuantificadas, el control tuvo 44+1.7
células binucleadas con microndcleos (CBMN) mientras que las células expuestas a 1y 10
ug/cm? durante 7 dias con nanofibras de TiO, mostraron 56+3.8 y 77.3+6.5 CBMN,
respectivamente (Figura 15B). Como un hallazgo, se encontré que la frecuencia de células
multinucleadas también era mayor que en las células control, que per se no son estables
gendmicamente, por lo que cuantificamos células trinucleadas y células tetranucleadas. De
cada mil células cuantificadas, el control present6 90.1+10.4 células trinucleadas mientras
qgue los tratamientos de 1 y 10 pg/cm? presentaron 133.8+3.6 y 147.4+12.8 células
trinucleadas, respectivamente (Figura 15D). Similarmente, de cada mil células cuantificadas,
las control tenian 50.2+7.0 con tetranlcleo, mientras que las células expuestas a 1y 10

ug/cm? de nanofibras de TiOz, tenian 67.8+4.8 y 74.8+6.4, respectivamente (Figura 15E).
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Figura 15. Inestabilidad genémica inducida por la exposicion a nanofibras de TiO2. (A) Formacién de
micronudcleos (MN) en células binucleadas (CB). EI DNA esta tefiido en azul mientras que en rojo se
muestra actina despolimerizada. Las flechas indican los microndcleos. (B) La frecuencia de células
con micronucleos (CBM) por cada 1000 CB se cuantificd. (C) Imagenes representativas de células
multinucleadas. Los recuadros punteadas indican las células con tres o cuatro nacleos. (D) Frecuencia
de células trinucleadas y (E) tetranucleadas por cada 1000 células. *p<0.05 vs control, **p<0.01 vs
control, ***p<0.001 vs control. Se realizaron, al menos, tres experimentos independientes y los datos
se expresan como media * error estandar.

5.2 Modelo de xenotrasplante en ratones inmunosuprimidos

5.2.1 El desarrollo de los tumores no modifica el consumo de alimento, agua 0 peso
de los ratones

Después de los 7 dias de exposicion a 1 y 10 pg/cm?, se inyectaron las células en la
subdermis de los ratones y durante las 11 semanas del desarrollo de los tumores se
monitoreo el consumo de comida, agua y el peso de los ratones. Ninguno de estos
parametros revel6 ningun cambio en ninguno de los tratamientos (Figura 16A y C). Ademas,
se monitoreo el tamafo de los tumores semanalmente y se calculé el volumen de los
mismos, sin embargo tampoco se encontraron diferencias entre los tratamientos (Figura
16D).
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Figura 16. Monitoreo de los ratones durante las 11 semanas del desarrollo de los tumores. A) El
consumo de alimento, B) consumo de agua, C) peso de los ratones y D) crecimiento de los tumores
se midié durante 11 semanas. Ningun parametro mostré cambios. Los datos se expresan como media
+ error estandar.

5.2.2 Laexposicion ananofibras de TiOz induce tumores de formairregular, con mayor

filtracion de eritrocitos, desdiferenciacion e incrementada expresion de HIF-1a

Los tumores se fotografiaron después de las 11 semanas de desarrollo y mostraron una
media de entre 1.2 y 1.8 cm de largo (Figura 17A). Ademas, una vez extraidos los tumores
se volvieron a fotografiar y se observo que los tumores desarrollados a partir de células
epiteliales de pulmén mostraban mayor irregularidad (Figura 17B). Las imagenes se
binarizaron para analizar la irregularidad de los tumores (Figura 17C) y dicho analisis revela
un indice de circularidad de 0.84+0.00 mientras que el tratamiento de 1 pg/cm? presenté una
circularidad de 0.73+0.01 y el tratamiento de 10 pg/cm? present6 un indice de circularidad
de 0.79+0.01 (Figura 17D).
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Figura 17. Imagenes representativas de los ratones con tumores formados por xenotrasplante. (A)
Tumores formados durante 11 semanas por células sin exposicién y con exposicién a 1 y 10 pug/cm?
de nanofibras de TiOz. (B) Tumores aislados después del sacrificio e (C) imagenes binarizadas donde
se observa la forma irregular de los tumores.

Por otro lado, se realizaron histologias de los tumores y el control mostré un adenocarcinoma
moderadamente diferenciado, constituido por mantos de células neoplasicas poligonales y
con presencia de estructuras glandulares bien formadas (Figura 18A) mientras que la
histologia de los tumores formados de células expuestas a 1 pg/cm? tuvo menor grado de
diferenciacion, manifestado por mantos de grandes células poligonales, muchos de ellos con
un gran nuacleo hipercromético atipico alternado con areas de células cuboidales mas
pequefias (Figura 18A). La histologia de los tumores formados de células expuestas a 10
pg/cm? tuvo incluso menos diferenciacion ya que presentaba areas focales de células
sarcomatoides fusiformes (Figura 18A). También, en las histologias se pudo observar una
mayor infiltracién de eritrocitos en los tratamientos de 1 y 10 ug/cm? por lo cual se decidi6
cuantificarlos por cada campo de las laminillas. La histologia de los tumores de células
control mostraba 14+0.5 eritrocitos por campo mientras que los tratamientos de 1y 10 pg/cm?
mostraban 56+0.9 y 36x+1.2 eritrocitos por campo (Figura 18B).
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Una vez observado el incremento en la infiltracién de eritrocitos, pensamos que podia estar
relacionado a una mayor irrigacion de los tumores mediante el proceso de angiogénesis y
cuantificamos la expresion de HIF-1a, que es un marcador inicial de angiogénesis.
Observamos que la expresion de HIF-1a aumentaba en los tumores de células expuestas a
nanofibras de TiO, (Figura 18C). El control mostr6é una fluorescencia media de 4.5+0.2 U.A.
mientras que el tratamiento de 1 pg/cm? tuvo 11.5+0.87 U.A. y el tratamiento de 10 pg/cm?
28+1.4 U.A. (Figura 18D).
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Figura 18. Histologia de los tumores, cuantificacidn de eritrocitos infliltrados y expresion de HIF-1a
como marcador de angiogénesis. (A) El panel superior se presentan los controles con ligera
diferenciacion de adenocarcinoma indicada por los mantos de células neoplasicas poligonales y
ocasionales estructuras glandulares (puntas de flechas). Los tumores de 1 pg/cm?de nanofibras de
TiO2tuvieron menor grado de diferenciacion indicada por los mantos de células poligonales grandes
con nlcleos hipercromaticos que se alternan con areas de células cuboidales mas pequefias. Los
tumores expuestos a 10 pg/cm? de nanofibras de TiO2 presentaron incluso un menor grado de
diferenciacién que se hace evidente por las areas focales de las células fusiformes sarcomatoides
(asteriscos). (B) Infiltracién de eritrocitos en los tumores de células expuestas a nanofibras de TiO2.
(C) Expresion de la proteina HIF-1a en los tumores por medio de inmunofluorescencia (rojo). El ntcleo
se encuentra tefiido de azul. (D) Cuantificacion de la fluorescencia de HIF-1a. ***p<0.001 vs control,
+++p<0.001 vs 1 pg/cm?. Se realizaron, al menos, tres experimentos independientes y los datos se
expresan como media * error estandar.
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5.2.3 Las células expuestas a nanofibras de TiO; desarrollan tumores con mayor

proliferacion, menor muerte celular y mayor fibrosis

Después de saber que los tumores presentaban mayor angiogénesis e infiltrado de
eritrocitos, quisimos saber si los tumores tenian mayor indice de proliferacién ya que los
tumores de células que habian sido expuestas a nanofibras de TiO, estaban siendo méas
irrigados. Efectivamente, los tumores de células control presentaban menor expresion de
Ki67, que es un marcador de proliferacion, que los tumores de células expuestas a
nanofibras de TiO, (Figura 19A). Se realiz6 una semicuantificacion de la proteina Ki67 en
donde los tumores de células controles mostraron una media de 1333+20.7 U.A. mientras
gue los tumores de células expuestas a TiO presentaron 2074+131.7 U.A. y 2257+54.1 U.A.

respectivamente para los tratamientos de 1y 10 pug/cm? (Figura 19B).
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Figura 19. Expresion de Ki67 y caspasa 3 como marcadores de proliferacion y muerte celular. (A)
Expresion de la proteina Ki67 en los tumores como marcador de proliferacion detectada por
inmunohistoquimica (la expresién se presenta en color café) y su (B) cuantificacién con el software
del microscopio confocal Leica TCS SP8 X. (C) Expresion de la proteina caspasa 3 en los tumores
como marcador de muerte celular detectada por inmunohistoquimica (la expresién se presenta en
color café) y su (D) cuantificacién con el software del microscopio confocal Leica TCS SP8 X. **p<0.01
vs control, ***p<0.001 vs control. Se realizaron, al menos, tres experimentos independientes y los
datos se expresan como media + error estandar.
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Por otra parte, se determiné la cantidad de tejido conectivo mediante la tincibn de Masson,
que en color azul tifie principalmente fibras de colageno, el cual es un marcador de fibrosis.
La presencia de fibras de coldgeno se observa en la periferia de los tumores de células
control mientras que estas mismas fibras pueden observarse incluso en areas mas al centro
de los tumores de células expuestas a nanofibras de TiO- (Figura 20A). El area positiva para
fibras de colageno (es decir el area tefiida de azul) se cuantificé y los tumores de células
control tuvieron 922+40 um? mientras que los tumores de células expuestas a nanofibras de
TiO; tuvieron un area positiva de 39744281 um? y 7330+1083 um? para los tratamientos de
1y 10 pg/cm?, respectivamente (Figura 20B).

Para evaluar la cantidad de coldgeno de manera mas especifica se realiz6 una
inmunohistoquimica contra colageno tipo | y se observé el mismo patrén de localizacion de
las fibras de colageno que en las tinciones de Masson, es decir, en los tumores de células
control las fibras se encuentran en la periferia de los tumores mientras que en los tumores
de células expuestas a nanofibras de TiO- se localizan un ligeramente mas hacia el centro
(Figura 20C). Ademas de la localizacion, la cantidad de colageno tipo | incrementa de
1110+39.4 U.A. enlos controles a 2161+75.5 U.Ay 1959+43.9 U.A. en los tumores de células

expuestas a 1y 10 pg/cm?, respectivamente (Figura 20D).
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Figura 20. Cuantificacion de tejido conectivo y colageno tipo | como marcadores de fibrosis. (A)
Imagenes representativas de la tincion de Masson que muestra en azul el tejido conectivo. (B)
Cuantificacion del area positiva para la tincion del tejido conectivo con el software Imaged. (C)
Expresion de la proteina colageno tipo | en los tumores detectada por inmunohistoquimica (la
expresion se presenta en color café) y su (D) cuantificacién con el software del microscopio confocal
Leica TCS SP8 X. *p<0.05 vs control, ***p<0.001 vs control, +p<0.05 vs 1 uyg/cm?. Se realizaron, al
menos, tres experimentos independientes y los datos se expresan como media + error estandar.

5.2.4 Los tumores desarrollados a partir de células expuestas a TiO, sobreexpresan
marcadores de transicion epitelio mesénquima

Dado que la transicion epitelio mesénquima es uno de los principales mecanismos que
conducen a la fibrosis, investigamos si esta transicion se encontraba involucrada en el
proceso fibrotico. TGF-B que es una proteina desencadenadora de la transicion epitelio y

mesénquima encontramos que hubo sobreexpresion en los tumores desarrollados a partir

Control 1pglen? 10 pglen?

.
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de células expuestas a hanofibras de TiO- (Figura 21A) ya que el control tuvo 22.7+0.8 U.A.,
el tratamiento de 1 pg/cm? 49.1+2.3 U.A. y el tratamiento de 10 pg/cm? 46.9+1.7 U.A. (Figura
21B), sugiriendo que podria estar activada la transicion epitelio mesénquima. E-cadherina
es una proteina de adhesién que en este proceso de transicién se pierde, por lo cual la
evaluamos y observamos una disminuciéon en los tumores de células que habian sido
expuestas a nanofibras de TiO, (Figura 21C y D). Por otro lado, la expresion de la proteina
vimentina como parte del citoesqueleto en células epiteliales también se ha reconocido como
un indicador de iniciacion del proceso de transicion epitelio mesénquima, sin embargo
Nnosotros no encontramos cambios en su expresion (Figura 21E y F). La expresion de la
proteina N-cadherina que es una molécula débil de adhesién célula-célula y que
comunmente incrementa durante la transicion epitelio mesénquima, se sobreexpresé en los
tumores desarrollados a partir de células expuestas a nanofibras de TiO; (Figura 21G). Este
incremento fue de 73+8.7% y 65+4.2% para los tratamientos de 1 y 10 pg/cm?de nanofibras

de TiO,, respectivamente (Figura 21H).
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Figura 21. Cuantificacion de marcadores de transicion epitelio mesénquima en los tumores. (A)
Expresion de las proteinas TGF-§ (fluorescencia en rojo), (C) E-cadherina (fluorescencia en rojo), (E)
vimentina (fluorescencia en verde) en los tumores por medio de inmunofluorescencia los nicleos se
encuentran tefiidos en azul. (B) La cuantificacion de la fluorescencia de TGF-b, (D) E-cadherina y (F)
vimentina se realiz6 con el software del microscopio confocal Leica TCS SP8 X. (G) Expresion de la
proteina N-cadherina en los tumores detectada por inmunohistoquimica (la expresién se presenta en
color café) y su (H) cuantificacion con el software del microscopio confocal Leica TCS SP8 X.
***n<0.001 vs control. Se realizaron, al menos, tres experimentos independientes y los datos se
expresan como media + error estandar.
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5.2.5 La exposicion a nanofibras de TiO. no induce cambios en el ciclo celular sin

embargo disminuye la sensibilidad al cisplatino

Tanto como en la evaluacion de la distribucion del ciclo celular como en la evaluacion de la
sensibilidad al cisplatino, ademas de comparar entre los tratamientos, se realizd una
comparacion entre modelos. El ciclo celular no muestra cambios entre los tratamientos tanto
en el modelo in vitro, como en las células aisladas de los tumores, es decir, las células
expuestas a 1y 10 pg/cm?tienen aproximadamente el mismo porcentaje de células en cada
fase (G1, S como G2/M) como el control (Figura 22A). Solo el tratamiento de 10 pg/cm? del
cultivo in vitro, muestra una disminucion en todas las fases, que de hecho en sumatoria no
dan el 100% pero es debido a la gran cantidad de células con alto contenido de DNA, mas
de que deberian tener en la fase G./M. Eso coincide con el incremento de células
trinucleadas y tetranucledas, sin embargo dado que las fases del ciclo celular de determinan
por cantidad de DNA, estas células no se consideraron. A pesar de que todas las fases de
este tratamiento hayan bajado, en proporcién con los otros dos tratamientos este tratamiento
de 10 pg/cm?del cultivo in vitro no muestra diferencias con el control (Figura 22A). Por otro
lado, en las células aisladas de los tumores tampoco se encontraron diferencias entre los
tratamientos pero si se encontré que la fase S incrementa con respecto a las células de los
cultivos in vitro. La fase S de las células control incrementa de 11+0.3% a 36+0.4%, mientras
gue la fase G2/M disminuye de 27+1.0% a 9+0.5%. La fase S de las células expuestas a 1
ug/cm?increment6 de 6.8+1.8% en el cultivo in vitro a 40+1.5% en las células aisladas de
los tumores, mientras que la fase G./M disminuy6 de 28+1.4 a 11+0.5%. La fase S de las
células expuestas a 10 pg/cm?incrementé de 6+0.6% en el cultivo in vitro a 40+0.6% en las
células aisladas de los tumores, mientras que la fase Go/M disminuy6 de 31+0.5 a 12+1.4%
(Figura 22A).

Posteriormente, la sensibilidad al cisplatino se determiné tanto en las células expuestas a
nanofibras de TiO: en el cultivo in vitro como en células aisladas de los tumores de los tres
tratamientos. Todos los cultivos se incubaron por 24 h con diferentes concentraciones de
cisplatino y en las células control del cultivo in vitro se necesitdé de una concentracion de 75
MM de cisplatino para obtener la concentracion inhibitoria 50 (ICso) y a esta pérdida del 50%
de la viabilidad le llamamos el 100% de sensibilidad al cisplatino. Los tratamientos de 1y 10
pg/cm? en los cultivos in vitro que se trataron con de 75 uM de cisplatino, mostraron una
viabilidad de 55.7+3.0% y 84.8+4.3%, respectivamente, esto representa una pérdida en la

sensibilidad al cisplatino de 18% y 72%, respectivamente (Figura 22B). Por otro lado, las
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células aisladas de los tumores control que no se expusieron a cisplatino muestran la misma
viabilidad que las células control de los cultivos in vitro, sin embargo, cuando se trataron con
75 UM de cisplatino la viabilidad fue de 68.7+3.1%, lo que representa una pérdida en la
sensibilidad al cisplatino de 42%. Adicionalmente, las células aisladas de los tumores de 1y
10 pg/cm?que se trataron con 75 pM de cisplatino presentaron una viabilidad de 102.2+6.5%
y 102.2+6.6% lo que representa no solo la pérdida total de la sensibilidad al cisplatino, sino

gue también representa una resistencia del 4% y 40%, respectivamente (Figura 22B).
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Figura 22. Distribucion del ciclo celular y sensibilidad al cisplatino tanto en células cultivadas en
monocapa como en células aisladas de los tumores desarrollados en xenotrasplante. (A) El porcentaje
de células en cada fase del ciclo celular (G1, S y G2/M) se evalué en células control y células expuestas
a nanofibras de TiO2 en ambos modelos. (B) La sensibilidad al cisplatino se determiné en ambos
modelos. Las células se expusieron a diferentes concentraciones de cisplatino (25-100 uM) por 24 h
y la viabilidad celular se evalu6 por la reduccion de MTT. Las diferencias estadisticas son entre el
modelo de cultivo en monocapa vs las células aisladas de los tumores. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
Se realizaron, al menos, tres experimentos independientes y los datos se expresan como media +
error estandar.
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6. DISCUSION

El diéxido de titanio comenzé a sintetizarse en Francia en el afio 1930, y el tamafio en el que
era sintetizado era micrométrico. A partir del afio 1969, comenzd a sintetizarse en tamafios
nanomeétricos lo que cambia muchas de sus propiedades fisicas y quimicas, y lo cual lo ha
vuelto mas atractivo para la industria, ya que se requiere de menor cantidad del material
para alcanzar los efectos deseados. Hay mucha evidencia cientifica que muestra que la
composicion quimica, el tamafio, la forma e incluso el arreglo molecular de los atomos son
las principales caracteristicas de las particulas que determinan sus propiedades asi como
su toxicidad. Durante décadas el TiO- se ha sintetizado en forma de esferas o amorfo, pero
recientemente se han sintetizado nuevas formas, como los nanotubos de TiO, que se han
usado para promover la proliferacion de fibroblastos en implantes 6seos (Radtke et al.,
2019), o para la liberacion de antibidticos en los huesos (Shen et al 2019), los nanocubos de
TiO2 que mejoran la capacidad de almacenar y liberar rapidamente litio (Li*) asi como el
rendimiento de las baterias de Li* (You et al., 2017), las nanohojas de TiO; que se han
propuesto para el desarrollo de fotocatalizadores ya que muestran una mejor actividad
fotocatalitica que las nanoesferas (Barbierikovaa et al., 2018). Sin embargo, una de las
formas recientemente sintetizadas que tienen mas fuerza en el mercado por sus propiedades
fisicas y quimicas son las nanofibras de TiO,. Estas se usan en la remediacion de aguas
residuales, paneles solares, como bactericida y hasta en dispositivos que miden pH
(Brammer et al., 2012; Cho et al., 2015; Mohamed et al., 2016; Batmunkh et al., 2017).
Debido a que la IARC ha clasificado al TiO, como posible carcin6geno para humanos cuando
se esta expuesto por via inhalatoria, la principal preocupacién son los ambientes
ocupacionales. Sin embargo, esta clasificacion no discrimina entre tamafio y forma. Por otro,
lado en NIOSH ha recomendado que la exposicion a particulas ultrafinas, es decir
nanoparticulas, no debe exceder los 0.3 mg/m3 en una jornada laboral de maximo 8 horas.
No obstante, esta recomendacion no se lleva a cabo y por el contrario, los organismos
encargados de regular la exposicion ocupacional por ejemplo la OSHA en EE.UU. permite
que la exposicion sea de 15 mg/m? mientras que en México la NOM-010-STPS-1999 con
base en la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion del Reglamento Federal de
Seguridad, Higiene y Medio Ambiente de Trabajo del Reglamento Interior de la Secretaria
del Trabajo y Prevision Social, permite la exposicion al TiO> (NUmero CAS 13463-67-7) en
una concentracién de 10 mg/m3en una jornada laboral de 8 horas. Este nimero de CAS que
la NOM-010-STPS-1999 menciona, tampoco discrimina entre tamafio y forma ya que los

productos que aparecen con esa clasificacion incluyen particulas mayores a 200 nm,
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nanoparticulas de tamafio menor a 25 nm, nanotubos de TiO» con un diametro de 25 nmy
nanofibras de 10 nm de ancho X 10 pm de largo

(https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=13463-67-

7&interface=CAS%20No0.&N=0&mode=partialmax&lang=es&reqgion=MX&focus=product).

Dentro de estos ambientes ocupacionales, los trabajadores expuestos a una mayor
concentracion son los que se encuentran en el &rea de empaquetamiento y limpieza del area
donde se encuentran los paquetes de TiO». Un estudio epidemioldgico realizado en cuatro
plantas productoras de TiO. entre 1960-2000 mostr6 que la exposicion ocupacional ha
disminuido con el tiempo ya que entre 1976 y 1980 la dosimetria fue de 13.7 mg/m?, entre
1981 y 1985 fue de 7.9 mg/m?, entre 1986 y 1990 fue de 6.4 mg/m?3, entre 1991 y1995 fue
de 5.3 mg/m3y entre 1996-2000 fue de 3.1 mg/m3. De esas concentraciones, la del area de
empacuetamiento siempre presenté las mas altas con una media de 6.2 mg/m? mientras que
por ejemplo el &rea donde se manipula el mineral de donde el TiO; es extraido mostré una
media de 1.1 mg/m?3 (Fryzek et al 2003). Ademas de que en las fabricas se excede el limite
recomendado, los trabajadores no cuentan con las medidas de seguridad adecuadas. De
hecho, el cubrebocas mas sofisticado que hasta ahora se ha desarrollado retiene particulas
de entre 10-400 nm, sin embargo, el 96% de las particulas retenidas miden alrededor de

350nm (Vo et al., 2015), dejando pasar las particulas mas pequenias.

Poco se sabe sobre la toxicidad de las nanofibras de TiO2, sin embargo su toxicidad se ha
comparado con la toxicidad de otras fibras, como los asbestos (Hamilton et al., 2009) los
cuales se encuentran clasificados en el grupo 1 de la IARC como carcinégenas. El principal
motivo del estudio de la toxicidad de las nanofibras de TiO- es determinar su toxicidad para
tomar las medidas necesarias que conduzcan al desarrollo de ambientes ocupacionales
seguros para los trabajadores y evitar lo que ha sucedido en el pasado como por ejemplo
con los asbestos, los cuales se clasificaron como carcinégenos después de que millones de
personas alrededor del mundo ya habian desarrollado esta patologia. Ademas, paises como
la India, aun sintetizan este material y sigue sin contar con las medidas necesarias de

seguridad para los trabajadores.

Parte de las similitudes entre los asbestos y las nanofibras de TiO» es que la toxicidad de
estas depende del largo de las fibras y que ademas, son internalizadas y acumuladas en las
células del pulmdn. En este trabajo mostramos que las nanofibras de TiO- se internalizan en

las células epiteliales de pulmén y que ademds se asocian a los cuerpos lamelares que son
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los responsables de sintetizar el surfactante pulmonar. Esto se ha observado también con
nanoparticulas de oro y didxido de silicio, que se ademas de encontrarse en vesiculas con
cuerpos lamelares disminuyen las proteinas surfactantes SP-B y SP-C (Wang y Petersen
2013; Kononenko et al., 2017). La disminucion del surfactante es importante ya que conduce
al proceso de transicion epitelio mesénquima y fibrosis (Glasser y Mallampalli 2012; Ghidoni
et al., 2015; Ma et al., 2017) que es uno de los efectos observados en este trabajo. El efecto
de las nanoparticulas sobre el surfactante es un area poco explorada, en las bases de datos
como PubMed aparecen 5 articulos cientificos relacionados con este tema y es un area que

podria ofrecer muchas respuestas a los efectos toxicos de las nanoparticulas en el pulmon.

Por otro lado, observamos dafio cromosémico debido a la exposicion de las nanofibras de
TIO: lo cual es muy relevante. La formacién de microndcleos indica la pérdida de fragmentos
de cromosomas o incluso de cromosomas completos que se asocia con dafios en la
segregacion durante la mitosis. Aunque las células A549, utilizadas en este trabajo son
inestables cromosémicamente, ya que son hipotriploides con 24% de las células
conteniendo 66 cromosomas, 22% con 64, 65 y 67 cromosomas, y con un 40% de células
sin uno o ambos cromosomas Y (ATCC A549® CCL-185), esta inestabilidad genémica se
ve incrementada con la exposicidon a las nanofibras de TiO, ya que no solo hay incremento
en la frecuencia de micronucleos sino que las células trinucleadas y tetranucleadas también
son mas frecuentes. El dafio a DNA y la frecuencia de microndcleos son efectos que también
otras nanopatrticulas inducen, como por ejemplo, las de plata y las de 6xido de zinc tanto en
modelos in vitro como modelos in vivo (Nallanthighal et al., 2017; Souza et al., 2016; Pati et
al., 2016) sin embargo, en las aneuploidias no se ha profundizado y seria de relevancia ya
gue esto le da a las células mayor variacion genética para les permite adaptarse a entornos
cambiantes como las fluctuaciones de nutrientes, la hipoxia e incluso les podria modificar el
fenotipo, induciendo que pierdan diferenciacion, promoviendo la fibrosis e incluso
haciéndolas mas agresivas o resistentes a farmacos (Giam y Rancati et al., 2015; Xiong y
Liu, 2017). Ademas de la exacerbada inestabilidad cromosémica, tanto la hipoxia, como la

fibrosis y la resistencia a farmacos son efectos hallados en este trabajo.

La hipoxia, que es la disminucion de la cantidad de oxigeno, activa al factor inducible de
hipoxia HIF-1a el cual es traslocado al nucleo y forma un heterodimero con HIF-1B3 para
después unirse a los “elementos de respuesta a la hipoxia” en el DNA y asi encender genes

relacionados con la fibrosis y la angiogénesis (Xiong y Liu, 2017).
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HIF-1a tiene la capacidad de activar a TGF-3 quien tiene una actividad autocrina y asi activa
a la proteina SMAD3 la cual forma un dimero con HIF-1a que es traslocado al nucleo y
promueve la transcripcion del gen VEGF (Shi et al., 2014). El factor VEGF es el principal
promotor de la angiogénesis. Después de la exposicion a nanofibras de TiO; en los cultivos
en monocapa nosotros observamos que la expresion de HIF-1a incrementd y que ademas
esta proteina se encontraba localizada en el nlcleo. Conjuntamente, el RNA mensajero de
VEGF también incrementd después de la exposicion a TiO2, con lo cual observamos que en
las células habia un proceso de sefializacion a favor de la angiogénesis, sin embargo con
modelos de xenotrasplante pudimos tener mayor certeza de este hallazgo. Después de que
las células se implantaron en la subdermis de los ratones y que los tumores desarrollados
por 11 semanas se obtuvieron, se observo en las histologias de los tumores formados a
partir de células expuestas a nanofibras un alto infiltrado de eritrocitos asi como una
sobreexpresion nuevamente de HIF-1a en comparacion con las histologias de los tumores
controles, lo cual confirmé que los ratones tenian un proceso angiogénico que les

proporcion6 mayor irrigacién sanguinea.

Por otro lado, TGF-B no solo esta involucrado en el proceso angiogénico, sino que esta
altamente relacionado con la fibrosis, la cual se define como la reparacién desregulada de
tejidos en respuesta a hipoxia croénica, inflamacion o dafio tisular que resulta en la
acumulacion excesiva de matriz extracelular en donde son abundantes proteinas como
colageno vy fibronectina, acido hialurénico y proteoglicanos (Xiong y Liu, 2017). Nosotros
observamos que la expresion de TGF-f también incrementé tanto en el modelo de
monocapa como en el modelo de xenotrasplante, por lo cual nos cuestionamos si aparte de

existir un proceso angiogénico, habia fibrosis en los tumores.

La fibrosis inicia con el proceso de transicién epitelio mesénquima (EMT) que se caracteriza
por inducir en las células epiteliales la pérdida de polaridad apical-basal, reorganizar el
citoesqueleto perdiendo filamentos intermedios de citoqueratinas por filamentos intermedios
de vimentina y principalmente por inducir la pérdida de marcadores epiteliales como las
moléculas de fuertes de adhesién célula-célula como E-cadherina y Zona Ocludens (ZO-1)
para empezar a promover la expresion de proteinas relacionadas a un fenotipo
mesenquimal, en donde las células son poco diferenciadas, con una morfologia de
fibroblastoide y con una mejor capacidad migratoria (Chen et al., 2014: Burger et al., 2017).
Existen tres tipos de EMT, la tipo 1 es durante el desarrollo embrionario, la tipo 2 se da en

casos de cicatrizacion de las heridas y la EMT de tipo 3 se da en las neoplasias. Sin
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embargo, a pesar de la observacion de EMT in vitro, la falta de evidencia de EMT in vivo ha
causado escepticismo sobre su papel en la progresion tumoral. Se ha descrito que la
transicion epitelio-mesénquima en la linea celular usada en este trabajo (A549) lleva a la
sobreproduccién de colageno por medio de la via TGF-$ (Shintani et al., 2008), convirtiendo
a las células epiteliales en fibroblastos y conduciendo al tejido a un proceso fibrético (Shi et
al., 2016) lo cual también se observo en este trabajo. Ademas de la sobreexpresion de TGF-
B, que es la principal molécula iniciadora del proceso de EMT, la cantidad de N-cadherina
incrementd en los cultivos en monocapa expuestos a nanofibras de TiO, la cual es una
molécula de union célula-célula pero de poca fuerza y es caracteristica de una EMT.
Asimismo, estos cultivos en monocapa expuestos a nanofibras de TiO; presentaron una
mayor concentracion intracelular de hidroxiprolina, uno de los tres aminoacidos que
constituyen a las moléculas de colageno (glicina-lisina-hidroxiprolina), lo cual indica una
mayor sintesis de colageno en las células. Adicionalmente, en las histologias de los tumores,
desarrollados a partir de estas células, increment6 TGF-f3, N-cadherina, tejido conectivo y
colageno tipo I, y disminuy6 E-cadherina, lo cual muestra un perfil mas completo de la EMT
gue tienen los tumores desarrollados a partir de células expuestas a nanofibras de TiO.. El
exceso de acumulacién de colageno y tejido conectivo conducen a la fibrosis, que a su vez
desencadena un fenotipo mas agresivo en los tumores (Rybinski et al., 2014 y Avery et al.,
2018).

Como se ha mencionado, tanto la hipoxia como la EMT y la inestabilidad genémica pueden
conducir a fenotipos mas agresivos. Especificamente, la EMT induce resistencia a la
apoptosis y anoikis, le da a las células mayor capacidad para migrar e invadir y esta
intimamente relacionada con la resistencia a farmacos con base en platino (Brozovic, 2017).
Desgraciadamente el modelo de xenotrasplante en la dermis de los ratones no es el
adecuado para determinar capacidad de migracion o de metastasis en las células, ya que
las barreras de la piel son muy dificiles de atravesar. Sin embargo, tanto las células
expuestas a nanofibras de TiO, de los cultivos de monocapa, como células extraidas de los
tumores se expusieron a diferentes concentraciones de cisplatino para evaluar la
sensibilidad a este farmaco antineoplasico basado en platino ampliamente usado en el
tratamiento del cancer de pulmoén, cabeza y cuello, ovario, mama, prostata y vejiga entre
otros. Los resultados fueron muy interesantes al mostrar que las células control del modelo
de monocapa son mas sensibles al cisplatino que las células control de los tumores. Es decir,
el hecho de que las células se encuentren en un ambiente rodeadas de los mdltiples

nutrientes que implica un organismo completo como lo es el ratén, hace que las células de
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adenocarcinoma pulmonar muestren cierta pérdida de sensibilidad al cisplatino. Este efecto
se vio totalmente exacerbado en las células expuestas a las nanofibras de TiO2, ya que en
el modelo de xenotrasplante las células expuestas a las nanofibras no solo perdieron total
sensibilidad al cisplatino, sino que mostraron resistencia al mismo. Este resultado denota la
importancia que tiene evaluar la toxicidad de las nanofibras de TiO2, ya que aqui se muestra
claramente un fenotipo de las células mas agresivo y resistente a cisplatino. Sin embargo,
para este hallazgo quedan abiertas aln muchas preguntas, como por ejemplo el mecanismo

por el cual estas células pierden la sensibilidad al farmaco.

Una posible explicacion es que la EMT vy la pérdida de sensibilidad a los farmacos basados
en platino estan intimamente relacionados aunque no se ha descrito cual de los dos
procesos ocurre primero en la célula. Se ha observado que diferentes lineas celulares de
ovario y pulmén que se hacen resistentes a cisplatino o carboplatino de manera intencional
en el laboratorio también presentan un perfil de una célula con EMT (Brozovic, 2017). Se ha
observado que cuando son bloqueadas las proteinas SNAIL y TWIST que son dos factores
de transcripcién que promueven la EMT, las células A549 (epiteliales de pulmén) y HelLa
(cancer cervical), se sensibilizan al cisplatino (Zhuo et al., 2008a, b). Recientemente,
también se ha mostrado que la sintesis constante de TGF-B lleva a la resistencia de
doxorrubicina, cisplatino y ciclofosfamida en células epiteliales de mama (Katsuno et al.,
2019).

Otra posible explicacion es que los sistemas de reparaciéon del DNA se encuentren
sobreactivados. Especificamente, se ha visto que cuando se sobreexpresa la proteina
ERCC1 que es una endonucleasa que corta en el extremo 5’ del DNA para la reparacion del
DNA en el sistema de reparacion de escision de nucleétidos (NER) la resistencia al cisplatino
es incrementada (Hsu et al., 2010). Sin embargo, habria que explorar si la exposicion a
nanofibras de TiO, tiene la capacidad de sobreactivar los sistemas de reparacion del DNA.
Este campo esta completamente inexplorado, no solo con las nanofibras de TiO2, sino con

las nanoparticulas en general.

Por otro lado, a pesar de que se ha descrito que la EMT vy la inestabilidad cromosémica
inhiben la apoptosis, nosotros no observamos cambios en el ciclo celular entre los
tratamientos en ninguno de los dos modelos, sin embargo hubo un mayor porcentaje de
células en fase S en las células extraidas de los tumores comparadas con las células del
modelo en monocapa. Probablemente, el hecho de no sincronizar las células en alguna de

las fases del ciclo celular mimetizé los resultados, ya que no todas las células comenzaron
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la progresioén del ciclo celular en la misma fase, y se ha descrito que para detectar cambios
en la progresion del ciclo celular es necesario sincronizarlas en alguna de las fases, por
ejemplo en la fase G con hidroxiurea y con privacion de suero fetal bovino (Medina-Reyes
et al., 2015) y 24 h después evaluar el porcentaje de células en cada una de las fases del

ciclo celular.

A pesar de no observar cambios en el ciclo celular en ninguno de los dos modelos, lo que si
observamos en las células de los cultivos en monocapa fue la disminuciéon de la proteina
Ki67 que es un marcador de proliferacién, a pesar de que a nivel de RNA mensajero no hubo
cambios mientras que en las histologias de los tumores, la expresién de Ki67 fue justo lo
opuesto al haber mucha mayor expresion en los tumores formados a partir de células
expuestas a nanofibras de TiO, en comparacién con los tumores controles. Este efecto, en
donde en el cultivo en monocapa observamos que las células muestras incremento en la
muerte celular pero en un modelo in vivo su capacidad para proliferar aumenta ya lo
habiamos observado previamente en embriones de pollo, en donde células epiteliales de
pulmén que habian sido expuestas a las nanofibras de TiO. durante 7 dias y que
presentaban muerte celular en el cultivo en monocapa después se sembraron sobre la
membrana corioalantoides de embriones de pollo donde no solo sobrevivieron, sino que
ganaron potencial invasivo y proliferativo después de 5 dias (Medina-Reyes et al., 2015).
Asumimos que la irrigacion sanguinea que hay en los modelos in vivo, proveen a las células
de nutrientes y factores de crecimiento que no estan disponibles en un cultivo celular lo cual
le permite a las células superar el dafio y seguir proliferando. Esto es aun mas alarmante
puesto que estas células presentan dafios severos en el DNA y un fenotipo mesenquimal y

superan estos dafios para seguir proliferando.

Lo interesante de estos modelos in vivo, como el del xenotrasplante es que permite observar
cambios que en los cultivos celulares de monocapa no se observarian. Por ejemplo, en este
proyecto pudimos observar la forma de los tumores hallando que cuando estos eran
derivados de células expuestas a nanofibras de TiO, perdian circularidad, es decir
presentaban irregularidades en el perimetro del tumor. Las formas irregulares de los tumores
se relaciona intimamente con la malignidad en tumores de pulmén ya que a menor
circularidad, la posibilidad de metastasis es mayor y el pronéstico de sobrevida es peor
(Grove et al., 2015). Lo anterior se ha observado no solo en cancer de pulmén sino también
en glioblastomas, cancer de mama y meningioma (Czarnek et al., 2017; Liu et al., 2016; Tan

et al., 2012). Aun quedan muchas preguntas por contestar sobre los mecanismos de

Nanofibras de diéxido de titanio inducen inestabilidad gendémica, angiogénesis y transicion
epitelio mesénquima en células epiteliales de pulmon

95



toxicidad de las nanofibras de TiO-, por ejemplo se podria inhibir la via de TGF-8 para ver si
de esta manera se puede inhibir la transicion epitelio mesénquima y determinar si la

resistencia al cisplatino es dependiente de este proceso.

Nanofibras de diéxido de titanio inducen inestabilidad gendémica, angiogénesis y transicion
epitelio mesénquima en células epiteliales de pulmon

96



7. CONCLUSION

La exposicion de células epiteliales de pulmon a nanofibras de TiO. por 7 dias induce
micronucleos y células multinucleadas como marcadores de inestabilidad gendmica,
ademas de la sobreexpresion de marcadores relacionados con hipoxia, angiogénesis y el
proceso de transicion epitelio mesénquima en cultivos en monocapa. Estas células no
presentan cambios en el ciclo celular, sin embargo muestran pérdida en la sensibilidad al
cisplatino. Cuando estas células después de la exposicion a las nanofibras de TiO2 son
inyectadas en la subdermis de ratones inmunosuprimidos, logran desarrollar tumores con
mayor infiltrado de eritrocitos y elevada expresién de marcadores de hipoxia, angiogénesis
y transicion epitelio mesénquima. Ademas, estos tumores tienen un alto contenido de
colageno tipo | lo que sugiere fibrosis y las células aisladas de estos tumores presentan

resistencia total al cisplatino.

En general, se puede concluir que la exposicién a nanofibras de TiO, por 7 dias puede
cambiar el fenotipo epitelial a un fenotipo mesenquimal en las células de adenocarcinoma
pulmonar, lo que conduce a tumores fibréticos y con resistencia al farmaco antineoplasico

cisplatino.

Los resultados de esta investigacion se publicaron en la revista Environmental Science:
Nano: Environ. Sci.: Nano, 2019; 6:286-304. DOI: 10.1039/C8EN01078A. Disponible en:
https://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2019/en/c8en01078a#!divAbstract
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8. PERSPECTIVAS

En este estudio se observé que la exposicion a nanofibras de TiO., puede modificar el
fenotipo de células de adenocarcinoma pulmonar, induciendo la pérdida de diferenciacién
celular, el aumento en la proliferacion, pérdida en la sensibilidad a cisplatino (farmaco
antineoplasico) e incremento en marcadores de angiogénesis que, haciendo una
extrapolacion, induciria tumores mas irrigados que aunado a los deméas hallazgos los
volveria también mas dificiles de tratar. Sin embargo, aiin quedan muchas preguntas por
resolver. Una de ellas y probablemente la mas importante es que hay que determinar si la
exposicion a las nanofibras de TiO, también puede promover procesos como la invasion y
la metastasis, que el modelo de xenotrasplantes no permitié determinar pero que un modelo
en donde a los ratones se les inyecten las células por la vena de la cola, para que los tumores
crezcan en el érgano de donde provienen, si permitiria determinar. Ademas, seria importante
determinar si la pérdida de sensibilidad que observamos en este trabajo se observa con
otros farmacos antineoplasicos de importancia médica en el tratamiento del cancer de
pulmén, como son el carboplatino, paclitaxel, bevacizumab, y etopésido, entre otros. E
incluso, seria de gran aportacién evaluar esa pérdida de sensibilidad a los diferentes
farmacos en el raton, es decir, durante el desarrollo de los tumores, ya sean xenotrasplantes
y ortotrasplantes.

Por otro lado, una de las limitaciones de este trabajo fue que el modelo de xenotrasplante
en ratones desnudos, carece de sistema inmune por lo que no pudimos observar el
comportamiento del tumor en presencia de células inmunes quienes ademas secretan
muchas interleucinas que podrian estar favoreciendo o reprimiendo el crecimiento del tumor.
Dado que se ha observado que la exposicién a nanoparticulas en general, pero en especial
a nanofibras de TiO,, inducen un ambiente pro-inflamatorio y que ademas la inflamacién
constante favorece la formacion y crecimiento de los tumores, pienso que los efectos
observados en este trabajo podrian incluso ser mas drasticos en presencia de un ambiente
pro-inflamatorio. Para ello, se podria realizar un modelo de ortotrasplante, que es con células
de la misma especie que el sujeto en donde se inyectan (por ejemplo, células pulmonares
de ratdn inyectadas en ratones). De esta manera no se necesitarian ratones
inmunosuprimidos y se podria evaluar la presencia del ambiente inflamatorio.

Todos estos hallazgos permitirian tener un contexto mucho mas completo de la toxicidad de
las nanofibras de TiO, y de su participacion en el cancer, que es una enfermedad de

importancia mundial.
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“El modelo de interface aire-liquido es mas sensible que el modelo sumergido para
evaluar la citotoxicidad y genotoxicidad de nanofibras de TiO, pero no de

nanoesferas de TiO,”

10.1 INTRODUCCION

Las nanofibras de TiO2, son una de las formas de TiO, recientemente sintetizadas, por lo
gue su toxicidad ha sido poco explorada. El TiO, a nivel mundial es principalmente
sintetizado en forma de esferas o amorfo, aproximadamente unas 5.7 millones de toneladas
a nivel mundial, sin embargo debido a que las nanofibras pueden superar las propiedades
fisicas y quimicas como el area superficial, la durabilidad, la flexibilidad, la conduccion
eléctrica y térmica entre otras, su produccién ha comenzado a ser un atractivo para la
industria aunque aln no se cuentan con datos sobre su produccion. Esta bien documentado
en el area de la nanotoxicologia que la forma de las particulas es una de las principales
caracteristicas que determinan la toxicidad de estas. Las formas fibrosas de manera general,
como las fibras de vidrio, de cerdmica o las de asbestos han mostrado ser toxicas, sin
embargo en este caso se desconoce cuanto mas pueden ser toxicas las nanofibras de TiO-
gue su contraparte en forma de esferas. Existen pocos estudios en donde se compara la
toxicidad de las nanofibras y las nanoesferas pero esté bien documentado que las nanofibras
inducen mayor inflamacién pulmonar en ratones administrados con 30 ug de particulas por
via intratraqueal (Porter et al., 2013). Ademas, los ratones que recibieron nanofibras de TiO»
mantuvieron activo el inflamasoma NRLP3 incluso 112 dias después de la administracion,
mientras que las nanoesferas no lograron mantenerlo activo ni a los 90 dias después de la
administracion (Porter et al., 2013). Por otro lado, los ratones que son administrados con
nanofibras de TiO, por aspiracion orofaringea muestran un incremento en el infiltrado de
neutréfilos en el pulmén, mucho mayor que cuando son administrados con nanoesferas, pero
muy similar a cuando son administrados con nanotubos de carbdn, mostrando que la formas
fibrosas pueden tener efectos similares. Este hallazgo se repitioé en cinco laboratorios y todos
los resultados fueron muy consistentes (Bonner et al., 2013). En cuanto a los estudios in
vitro, las nanofibras inducen mayor muerte celular por medio de la liberacion de la enzima
lactato deshidrogenasa (LDH) y mayor liberacion de la interleucina IL-1 que las nanoesferas
de TiO. y estos resultados fueron consistentes en 8 diferentes laboratorios (Xia et al., 2013).
Sin embargo, en estos pocos estudios sobre la comparacion de la toxicidad de estas dos
formas de nanoparticulas de TiO, no se ha explorado la genotoxicidad, la cual nosotros
pensamos que sera mayor en las células expuestas a nanofibras de TiO, sin embargo no se

ha descrito si este tipo de nanoparticulas pueden o no entrar al nucleo y si la genotoxicidad
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inducida es de manera directa o indirecta, es decir a través del incremento en la produccion
de especies reactivas de oxigeno o a través de una interaccion directa entre las
nanoparticulas y el DNA de acuerdo con las definiciones de la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OECD) (Doak et al., 2012).

Por otro lado, recientemente la marca VitroCell® desarroll6 un sistema para evaluar la
toxicidad en cultivos celulares simulando las condiciones de los pulmones en donde se tiene

el cultivo celular entre una fase de aire y una fase liquida (Figura 23).

Cultivo sumergido Cultivo de interface aire-liquida

Micropipeta \ Aerosol

O 0 o
C&J Células en contacto
% Células sumergidas con el aire
. LI N
Medio de cultivo Medio de cultivo

Figura 23. Modelos de cultivo celular sumergido y de interface aire-liquido. Las lineas naranjas indican
la canastilla donde las células son sembradas. Para el caso del cultivo de interface aire-liquida las
células son sembradas en canastillas de “transwell”’. Las lineas azules indican los pozos en donde las
canastillas son puestas. Los circulos blancos indican las nanoparticulas que pueden estar libres o en
aglomerados.

Este sistema permite dos cosas principalmente, la primera es tener un acercamiento al
pulmén el cual se encuentra en una interface de aire pero también en contacto con una
interface acuosa, y la segunda y probablemente mas importante para fines de este trabajo
es gue cuando las nanoparticulas son suspendidas en algin medio de cultivo forman
aglomerados y el tamafio de estos va a depender del contenido proteico y lipidico, del pH y
de la cantidad de sales que contenga. El tamafio de los aglomerados es otro factor
importante a considerar para determinar la toxicidad de las nanoparticulas, ya que tamafios
mas grandes inducen menor toxicidad que los aglomerados mas pequefios debido a que los
primeros son mas faciles de internalizar. Con el sistema de interface aire-liquido las
nanoparticulas son dispersadas en seco, lo cual evita la aglomeracién de las nanoparticulas.
Por lo que en este estudio también fue de nuestro interés determinar las diferencias entre

los modelos.
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10.2 HIPOTESIS

El cultivo de interface aire-liquido inducira efectos més atenuados sobre la genotoxicidad y
citotoxicidad que el cultivo celular sumergido después de la exposicion a nanofibras y
nanoesferas de TiO.. Independientemente del modelo de exposicion, la genotoxicidad
incrementard con respecto al tiempo de exposicion (24 h, 48 h'y 72 h) en células epiteliales
de pulmon. Ademas, en ambos cultivos celulares las nanofibras promoveran efectos mas
preponderantes que las nanoesferas y el dafio genotéxico sera a través del incremento en
especies reactivas de oxigeno y no debido a una interaccién directa entre las nanoparticulas
y el DNA ya que estas no tendran la capacidad de entrar en el nucleo celular.
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10.3 OBJETIVO

Determinar si el cultivo de interface aire-liquido induce efectos similares sobre la
genotoxicidad y citotoxicidad que el cultivo sumergido en células epiteliales de pulmén
expuestas a nanofibras y nanoesferas de TiO,. Determinar si la genotoxicidad se acumula
con respecto al tiempo de exposicion (24 h, 48 h'y 72 h) y determinar si estos dos tipos de
nanoparticulas logran entrar en el nacleo celular.

Finalmente, comparar los efectos citotoxicos y genotdxicos entre estos dos tipos de

nanoparticulas.
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10.4 MATERIALES Y METODOS

10.4.1 Caracterizacion de las nanoparticulas

Para determinar el nimero de particulas por intervalo de tamafio se realizd una solucion de
1mg/mL de nanoparticulas de TiO, en agua ultrapura y el tamafio de los aglomerados se
determind con el Nanosight®, cuyo fundamento esta en la incidencia de un laser el cual es
reflectado y de acuerdo a esta reflexion de la luz se puede determinar el tamafio de las
particulas. La determinacién del tamafio de acuerdo a la masa de los aglomerados se realiz
mediante una centrifugadora de disco (CPS Disc Centrifuge®). El potencial de las
nanoparticulas para generar radical hidroxilo se determind mediante resonancia

paramagnética electrénica.

10.4.2 Potencial eléctrico de las nanofibras de TiO; en suspension

Las nanofibras y las nanoesferas se resuspendieron en medio RPMI suplementado con 10%
de SFB o en agua ultrapura (Img/mL). Tanto en tamafio hidrodindmico como el potencial Z
se determinaron haciendo una una dilucién 1:7 de las suspensiones. Se realizaron, al menos,

tres lecturas en el Zeta Plus meter Brookehaven.

10.4.3 Cultivo de células de adenocarcinoma pulmonar

Las células epiteliales de pulmén de la linea A549 se obtuvieron de la “American Type
Culture Collection” (ATCC®) y se cultivaron en medio RPMI suplementado con 10% de SFB.
El cultivo celular se mantuvo en una atmdésfera de humedad al 95% y 5% de CO; a una
temperatura de 37°C. Las células se cosecharon y resembraron dos veces por semana con
tripsina-EDTA al 0.05% por 5 min a 37°C. Luego la solucién se centrifug6 a 1 500 rpm por 5
min y resuspendidas en medio RPMI suplementado con 10% de SFB.

10.4.4 Determinacién de especies reactivas de oxigeno en cultivos expuestos a
nanofibras y nanoesferas de TiO;

En el cultivo sumergido, las células se sembraron en placas de 96 pozos con una densidad
de 1.5 x 10* y posteriormente se trataron con 2',7'-diclorofluoresceina y calceina por 45 min
(Thermo Fisher Scientific, C6827). Los pozos se enjuagaron con PBS y después las células
se expusieron a 1, 2, 5, 10, 30 y 50 pg/cm?de TiO». Para ello, tanto las nanofibras como las
nanoesferas se resuspendieron en medio RPMI suplementado con 10% de SFB (1 mg/mL)
y ultrasonicadas por 16 minutos para después ser exponer las células a las diferentes

concentraciones. La fluorescencia que produce la diclorofluoresceina cuando los grupos
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acetatos se eliminan por esterasas intracelulares debido a la oxidacion dentro de la célula
se cuantificé en un lector de placas de 96 pozos a 540 nm después de 4 h, 24 h, 48 hy 72
h de exposicion. Los datos se presentan como media + error estandar de, al menos, tres
experimentos independientes.

Desafortunadamente, debido a las indicaciones metodolégicas del kit utilizado para
determinar las especies reactivas de oxigeno, este no era compatible con la metodologia de
los cultivos mantenidos en interface aire-liquido, por lo que no se pudo obtener ese dato.

10.4.5 Cuantificacion de muerte celular en cultivos expuestos a nanofibras y
nanoesferas de TiO>

Para los cultivos sumergidos, las células se sembraron en placas de 6 pozos con una
densidad de 2.5 x 10° y posteriormente se expusieron a 1, 2, 5, 10, 30 y 50 pg/cm?de TiOx.
Para ello, tanto las nanofibras como las nanoesferas se resuspendieron en medio RPMI
suplementado con 10% de SFB (1mg/mL) y ultrasonicadas por 16 minutos.

Para los cultivos de la interface aire-liquido, las células se sembraron en transwells de placas
de 6 pozos con una densidad de 2.5 x 108 y posteriormente se expusierona 1 hy 4 hen el
equipo de VitroCell® para la exposicion en la interface aire-liquido. Para la exposicion, tanto
las nanofibras como las nanoesferas se resuspendieron en agua ultrapura (2.5 mg/mL) y la
suspension se mantuvo en constante agitacion. Parte del funcionamiento del aparato es
evaporar el agua para que las particulas lleguen a los cultivos en aerosol. De acuerdo con
la concentraciéon de la suspension y el tiempo de exposicion, se calcula que los cultivos

celulares estuvieron expuestos a 2 y 10 pug/cm?de TiOs.

El sobrenadante de los cultivos se recuperd a las 24 h, 48 h'y 72 h de exposicidn para
cuantificar la enzima lactato deshidrogenasa con el KIT ROCHE 04744926001. Brevemente,
los sobrenadantes se mexclaron con diaforasa/NAD+ para la catdlisis y con cloruro de
yodotetrazolio y lactato de sodio para dar color a la reaccion. La solucion se incubé a 37°C
bajo oscuridad por 15 min y leida en un espectrofotometro de microplacas (EPOCH, BioTek)
a 492 nm. Los datos se expresan como media + error estdndar de, al menos, tres

experimentos independientes.

10.4.6 Cuantificacion de marcadores de genotoxicidad en células expuestas a
nanofibras y nanoesferas de TiO;
Para ambos modelos, tanto el sumergido como el de interface aire-liquido, 2.5 x 10° células

se sembraron sobre un cubreobjetos en placas de 6 pozos o transwells de placas de 6 pozos,
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respectivamente. Posteriormente, los cultivos se expusieron a nanofibras y nanoesferas de
TiO2 por 24 h, 48 hy 72 h como se ha descrito previamente para cada uno de los modelos
y posteriormente se recuperaron los cubreobjetos para colocarlos en placas de 12 pozos y
ahi se fijaron las células con paraformaldehido-PBS al 4% durante 25 min. Los cubreobjetos
se enjuagaron con PBS y se utilizaron para realizar inmunofluorescencias contra pATM y y-
H2AX que son marcadores tempranos de dafio a DNA. Brevemente, las células se
bloquearon con BSA al 1% por 2 h a temperatura ambiente para después incubarlas con los
anticuerpos primarios anti-pATM 1:500 y anti- y-H2AX 1:500 durante toda la noche a 4°C
(Abcam 199726; Abcam 11174, respectivamente). Las células se enjuagaron tres veces con
PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario acoplado a TRITC 1:600 y FITC 1:600,
respectivamente durante toda la noche a 4°C (Jackson 111-025-003; Jackson 115-095-
003, respectivamente). Los cubreobjetos se colocaron en un portaobjetos para observar las
laminillas en el microscopio Confocal (Confocal Microscope Leica TCS SP8 X) a 40X de
magnificacion. Se cuantifico la fluorescencia mediante el software del microscopio confocal y se

expresa como media * error estdndar de, al menos, tres experimentos independientes.

10.4.7 Internalizacion de nanofibras y nanoesferas de TiOzen el ntcleo celular de
células epiteliales de pulmén

Las laminillas utilizadas para las inmunofluorescencias descritas en el punto anterior, se
utilizaron para tomar foografias 3D en el microscopio confocal (Confocal Microscope Leica
TCS SP8 X) a 40X de magnificacion. Se tomaron 3 fotografias por cada grupo de, al menos, 2
experimentos independientes. En cada muestra se realizaron 12 cortes de 0.6 um de grosor
cada unoy con ellos se determind la localizacién de las hanofibras y las nanoesferas en el nlicleo
celular. Los resultados muestran imagenes representativas de cada uno de los tratamientos. La

colocalizacién muestra mediaterror estandar.

10.4.8 Andlisis estadisticos

Los datos se analizaron con un andlisis de varianza (ANOVA) de un factor y se realiz6 una
prueba de Dunnet para determinar diferencias entre las medias. El ciclo celular asi como la
sensibilidad a cisplatino se evalu6 con ANOVA de dos factores. Se consider6 el valor de
p<0.05 para sefalar las diferencias significativas. Todos los resultados se expresan como

media * error estandar y las gréficas se realizaron el programa GraphPad Prism 5.
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10.5 RESULTADOS

10.5.1 Cantidad y tamafio de nanoparticulas, capacidad oxidante y propiedades
fisicoquimicas de las nanofibras y nanoesferas de TiO:

Después de ultrasonicar las nanofibras y las nanoesferas, se determiné la distribucion por
tamafo. Alrededor de 300 x 10° particulas de nanofibras de TiO. tuvieron un tamafio entre
1y 100 nm, lo que representa el 38.7% de todas las particulas suspendidas. El 61.3% de
las particulas restantes tuvieron un tamafio de entre 101 y 400 nm. En cuanto a las
nanoesferas de TiO,, 608 x 10° particulas tuvieron un tamafio entre 1 y 100 nm lo que
representa el 66.5% de todas las particulas en suspensién, mientras que el 33.5% restante
tuvo un tamafio entre 101 y 500 nm (Figura 24A). Otro método para determinar la distribucion
por tamafio de las particulas en suspension, es de acuerdo con la masa relativa. En este
resultado, el 87.6% de las nanofibras se encuentran en un intervalo de tamafo entre 250 nm
y 900 nm mientras que el 72.5% de las nanoesferas se encuentran en este mismo intervalo
(Figura 24B). Se determino también, si las nanoparticulas utilizadas en este estudio eran
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Figura 24. Numero de particulas, distribucion de tamafio y capacidad oxidante de las nanofibras y
nanoesferas de TiO2. (A) Niumero de particulas por intervalo de tamafio. (B) Distribucién del tamafio
de las particulas determinada por la masa relativa. (C) Capacidad de las nanofibras y nanoesferas de
TiOz para generar radical hidroxilo. Los datos muestran cada una de las cuantificaciones arrojadas
por los equipos utilizados. Se realizaron tres experimentos independientes.
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capaces de generar de manera acelular radical hidroxilo (*OH), que es una de las especies
reactivas de oxigeno con mayor capacidad oxidativa. Ni las nanofibras, ni las nanoesferas
de TiO; tienen la capacidad de generar *OH (Figura 24C). El potencial Z, el indice de
polidispersion y la densidad de las particulas que son parametros importantes para

determinar la toxicidad también se cuantificaron y los resultados se resumen en la tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas de las nanofibras y las nanoesferas de TiO, suspendidas den medio
de cultivo celular y agua ultrapura.

Tamano

hidrodinamico | Potencial Z (mV) Densidad
(g/mL)
(nm)
RPMI Nanofibras 800+64 -9.88+0.6 0.7+0.2 3.25
suplementado
con 10%SFB  Nanoesferas 630£77 -7.44%1.22 1.0 1.05
Nanofibras 57150 -26.6%4.2 0.7£0.1 1.35

Agua ultrapura
Nanoesferas 448+41 -24.8+3.3 0.7+0.1 1.05

Los datos muestran media + error estandar.
IPD: indice de polidispersion

10.5.2 Las nanofibras de TiO; inducen mayor produccion de ROS que las

nanoesferas de TiO; en los cultivos celulares sumergidos

Las células epiteliales de pulmdn expuestas a 30 y 50 pg/cm? de nanofibras de TiO, en los
cultivos sumergidos incrementaron en un 15+10.6% y 19+4.2% respectivamente en la
produccion de ROS después de 24 h de exposicion. A las 48 h de exposicién, los
tratamientos de 10, 30 y 50 pug/cm? de nanofibras de TiOz incrementaron la produccién de
ROS en un 15.2+1.5%, 14+£12.3 % y 23+£7.3% respectivamente mientras que las 72 h los
tratamientos de 1, 10, 30 y 50 pg/cm? de nanofibras de TiO. incrementaron 22.6+2.2%,
24+4.2%, 18.5+14.4% vy 31.3%9.1, respectivamente (Figura 25A). Por otro lado, las
nanoesferas de TiO2 no mostraron cambios sino hasta las 48 h de exposicion, en donde el
tratamiento de 50 pg/cm? incrementd 20.1+10.5% la producciéon de ROS y para las 72 h de
exposicion los tratamientos de 1, 10, 30 y 50 pg/cm? la producciéon de ROS ya habian
incrementado en un 18.9+£7.7%, 24.3£11.6%, 13.7+1.1 y 27.4+11.1%, respectivamente
(Figura 25B). Curiosamente, ni el tratamiento de 2 pg/cm? ni el tratamiento de 5 pg/cm?

indujeron ningn cambio con ninguna de las dos nanoparticulas. En cuanto al tratamiento
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de interface aire-liquido no fue posible determinar la produccion de ROS por cuestiones
metodoldgicas, ya que las células se siembran en transwells que son unas mallas, lo que no

permite determinar la fluorescencia.
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Figura 25. Las nanofibras de TiO2 inducen mayor produccién de ROS que las nanoesferas de TiOo.
(A) Cuantificacién de la produccién de ROS en cultivos sumergidos expuestos a nanofibras de TiO2
en diferentes concentracionesy a 1, 4, 24, 48 y 72 h de exposicidn. (B) Cuantificacion de la produccion
de ROS en cultivos sumergidos expuestos a nanoesferas de TiO:2 en diferentes concentraciones y a
diferentes tiempos. Se realizaron tres experimentos independientes y los datos se expresan como
media * error estandar. *p<0.05 vs control, **p<0.01 vs control, ***p<0.001 vs control.

10.5.3 La citotoxicidad en el cultivo de interface aire-liquido es mas evidente que en
el cultivo celular sumergido para las nanofibras pero mas atenuante para las
nanoesferas de TiO>

En el cultivo sumergido, el control liber6 32.2+1.2% a las 24 h de mientras que las
concentraciones de 30 y 50 pg/cm? de nanofibras de TiO. indujeron la liberacion del
39.3+0.7% y 41.8+1.3% de LDH. A las 48 h de exposicion, las células expuestas a 10, 30y
50 pg/cm? de nanofibras de TiO: liberaron 70.8+1.1%, 84.1+0.9% y 101.6+2.3% de LDH,
respectivamente, y para las 72 h de exposicién las células epiteliales de pulmén ya
mostraban liberacion de LDH de 103.1+1.0%, 119.5+1.9 y 146.7+1.8% en los tratamientos
de 10, 30 y 50 pug/cm? de nanofibras de TiO,, respectivamente (Figura 26A). Los efectos
fueron mas discretos cuando las células se expusieron a nanoesferas de TiO; en el cultivo
sumergido, ya que a las 24 h las células no muestran cambios, y a las 48 h de exposicién
las células expuestas a 50 pg/cm?tuvieron 81.03+0.5% en comparacion de las células control
gue mostraron 65.7+0.6%. Sin embargo, a las 72 h de tratamiento, las células expuestas a
2, 30 y 50 pg/cm? de nanoesferas de TiO; tuvieron 75.0+1.0%, 74.0+2.6% y 81.0+0.5%,

respectivamente (Figura 26B).
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El cultivo de interface aire-liquido, mostré que la liberacion de LDH en células que habian
sido expuestas a nanofibras de TiO; era incluso mayor que la liberacion en el cultivo celular
sumergido ya que con la concentracién de 10 pg/cm? hubo un incremento incluso mayor que

el observado con la concentracién de 50 pg/cm?en el cultivo sumergido a las 48 'y 72 h.

Las células expuestas a 10 pg/cm? de nanofibras de TiO en el cultivo de interface aire-
liquido, tuvieron en la parte inferior del transwell 137+4.8% y 165+5.3% a las 48 h'y 72 h,
respectivamente (Figura 26C), mientras que en la parte superior del transwell hubo

137+£7.1% y 170+9.5% a las 48 y 72 h de exposicion, respectivamente (Figura 26E).

Sin embargo, el cultivo de interface aire-liquido mostré que los efectos en la liberacion de
LDH en células expuestas a nanoesferas de TiO, eran mas atenuados que en el cultivo
celular sumergido ya que ni en la parte superior ni en la parte inferior del transwell hubo

diferencias en comparacion con el control (Figura 26D y F).
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Figura 26. Las nanofibras de TiO2 inducen mayor muerte celular que las nanoesferas de TiO2 tanto
en modelo sumergido como en el modelo de interface aire-liquido. Cuantificacion de la liberacion de
la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en el sobrenadante de cultivos sumergidos expuestos a (A)
nanofibras de TiO: y (B) nanoesferas de TiO2 a diferentes concentraciones y a 24, 48 y 72 h de
exposiciéon. Cuantificacion de la liberacion de la LDH en el sobrenadante de la parte inferior de los
transwells de cultivos de interface aire-liquido expuestos a (C) nanofibras de TiO2 y (D) nanoesferas
de TiO2 asi como en los sobrenadantes de la parte superior de los transwells de cultivos de interface
aire-liquido expuestos a (C) nanofibras de TiO2 y (D) nanoesferas de TiO2 a diferentes
concentraciones y a 24, 48 y 72 h de exposicion. Se realizaron tres experimentos independientes y
los datos se expresan como media = error estandar. *p<0.05 vs control, **p<0.01 vs control,
***n<0.001 vs control.
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10.5.4 La genotoxicidad en células expuestas a nanofibras de TiO, es mayor en el

cultivo de interface aire-liquido que en el cultivo celular sumergido

Después de 24 h de exposicion a nanofibras de TiO2, se cuantifico la expresion de pATM y
YH2AX la cual fue mas evidente en el cultivo de interface aire-liquido que en el cultivo
sumergido (Figura 27Ay C) ya que en el tratamiento de 2 pg/cm?del cultivo de interface aire-
liquido hubo 4313+208 U.A. mientras que para la misma concentracion pero en células
expuestas en el cultivo sumergido hubo 2764+92 U.A., es decir 156% mas expresion de
pATM en el primer modelo de cultivo celular (Figura 27B y D). En el tratamiento de 10 pg/cm?
se observé el mismo efecto para la expresion de pATM ya que en el cultivo de interface aire-
liquido hubo 157974895 U.A., mientras que en el mismo tratamiento pero del cultivo celular
sumergido hubo 3663+135 U.A., es decir 431.2% mas expresion de pATM en el primer
modelo celular (Figura 27B y D). En cuanto a la expresion de yH2AX, el efecto fue aun mas
evidente, ya que el cultivo celular sumergido no mostré cambios en las concentraciones de
2 y 10 pg/cm? mientras que en el cultivo celular de interface aire-liquido la expresion fue de
3397+181 U.A.y 144221842 U.A., respectivamente (Figura 27B y D). Sin embargo, se puede
observar un ligero incremento de 38% en la expresion de yH2AX en la concentracion mas
alta utilizada en el cultivo celular sumergido. Es importante mencionar que la cantidad de
fibras observadas en el cultivo celular sumergido es mucho mayor a la cantidad de fibras

observadas en el cultivo celular de interface aire-liquido (Figura 27A 'y C).

Nanofibras de diéxido de titanio inducen inestabilidad gendémica, angiogénesis y transicion
epitelio mesénquima en células epiteliales de pulmon

124



A

Merge YH2AX pATM

Nomarski

Intensidad de fluorescencia (U.A.)

TiO, nanofibras C TiO, nanofibras

Control Aire 2 ugl/em? 10 pg/em? Control 2 pglem? 10 pglem? 30 pg/cm?
=
<
a
10 pm
3
I
>
©
2
[
=
=
2
s
£
S
z

TiO, nanofibras 24 h de exposicién TiO, nanofibras 24 h de exposicion
200001 [] PATM 20000
yH2AX [J PATM
18000 18000
i yH2AX

160004 1
14000

" 16000
1140004

120004 120004

10000+
80004

10000+
8000+

6000 6000

4000 o=
s ninill | \ D7)
- 10 30

*kk
30

4000+

e

Intensidad de fluorescencia (U.A.)

>
2

0l— . ; 0
Control Aire 10 Control Aire 2 10 Control 2 Control 2 10
TiO, nanofibras TiO, nanofibras TiO, nanofibras TiO, nanofibras
(nglcm?) (nglem?) (nglem?) (nglcm?)

Figura 27. El cultivo celular de interface aire-liquido muestra mayor genotoxicidad que el cultivo
sumergido de células epiteliales de pulmdn expuestas por 24 h a nanofibras de TiO2. (A) Expresion
de pATM y yH2AX en células epiteliales expuestas a nanofibras de TiO2 en un cultivo celular de
interface aire-liquido después de 24 h de exposicion. (B) Expresion de pATM y yH2AX en células
epiteliales expuestas a nanofibras de TiOz en un cultivo celular sumergido después de 24 h de
exposicién. (C) Cuantificacion de la expresion de pATM y yH2AX en el cultivo celular de interface aire-
liquido. (D) Cuantificacion de la expresion de pATM y yH2AX en el cultivo celular sumergido. Se
realizaron, al menos, tres experimentos independientes y los datos se expresan como media + error
estandar. **p<0.01 vs control, ***p<0.001 vs control.
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Después de 48 h de exposicion a las nanofibras de TiO,, las células mostraron el mismo
patron que las células expuestas a 24 h, por lo que se observé mayor expresion de pATM
en las células cultivados bajo la interface de aire-liquido que las células cultivadas de manera
sumergida en el medio de cultivo (Figura 28A y C). El tratamiento de 2 pg/cm?increment6 de
22194145 U.A. en el control a 17199+538 U.A. la expresion de pATM, es decir 775%. En el
cultivo sumergido, la expresion de esta misma proteina incrementé de 4482+40 U.A. en el
control a 7391+24 U.A. en el tratamiento de 2 pug/cm?, es decir 165% mas expresion (Figura
28By D). El tratamiento de 10 pg/cm?también mostré mayor expresion de pATM en el cultivo
de doble interface que el cultivo sumergido ya que en el primero la expresion fue de
8563+789 U.A. mientras que en el segundo fue de 7080+784 U.A. que de acuerdo con sus
respectivos controles, la expresiéon aumenta 385% y 158%, respectivamente (Figura 28B y
D). Un efecto similar, pero menos evidente fue determinado para la expresion de yH2AX ya
que el tratamiento de 10 pg/cm?incremento la expresion un 795+3% en el cultivo celular de
doble interface, mientras que en el cultivo celular sumergido la expresién de esta proteina
incrementé 157+10 y 152+7% en los tratamientos de 2 y 10 pug/cm?, respectivamente (Figura
28B y D). A pesar de que el tratamiento de 2 pg/cm? de nanofibras de TiO2 en el cultivo
celular de interface aire-liquido incrementd con respecto al control, no tiene diferencias con

el tratamiento de la sola exposicién al aire limpio.

Tanto pATM como yH2AX incrementaron en el tratamiento de 30 ug/cm? en el cultivo
sumergido con 169+6% y 152+7%, respectivamente (Figura 28D). Lo cual indica, que ni
siquiera con la concentracion de 30 pg/cm? se logra un incremento en la expresion de estas
dos proteinas como se observa en el cultivo de interface aire-liquido a las 48 h de exposicion

a nanofibras de TiO..
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Figura 28. El cultivo celular de interface aire-liquido muestra mayor genotoxicidad que el cultivo
sumergido de células epiteliales de pulmén expuestas por 48 h a nanofibras de TiO2. (A) Expresion
de pATM y yH2AX en células epiteliales expuestas a nanofibras de TiO2 en un cultivo celular de
interface aire-liquido después de 48 h de exposicion. (B) Expresion de pATM y yH2AX en células
epiteliales expuestas a nanofibras de TiO2 en un cultivo celular sumergido después de 48 h de
exposicién. (C) Cuantificacion de la expresion de pATM y yH2AX en el cultivo celular de interface aire-
liquido. (D) Cuantificacion de la expresion de pATM y yH2AX en el cultivo celular sumergido. Se
realizaron, al menos, tres experimentos independientes y los datos se expresan como media + error
estandar. *p<0.05 vs control, **p<0.01 vs control, ***p<0.001 vs control.
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A las 72 h de exposicién a nanofibras de TiO., los cultivos mostraron exactamente el mismo
comportamiento ya que la expresion de la proteina pATM, después de la exposicién a 2 y
10 pg/cm? de nanofibras de TiO; en el cultivo de interface aire-liquido fue de 6518+668 U.A.
y 10319+936 U.A., lo que representa un incremento de 254+10% y 403+9% comparado con
el control que mostré 2561+206 U.A. de expresion (Figura 29A y C). Mientras que en el
cultivo celular sumergido la expresion de pATM a las 72 h de exposicion fue de 12812+794
y de 14970+1242 lo que representa un incremento de 230+£6% Yy 269+8% comparado con el
control que mostr6é 5553+450 U.A. (Figura 29B y D). En cuanto a la expresion de yH2AX, las
células expuestas a exposicién a 2 y 10 pg/cm? de nanofibras de TiO, en el cultivo de
interface aire-liquido mostraron 256+10% y 391+9%, respectivamente (Figura 29B), mientras
gue en el cultivo sumergido las células expuestas a estas dos mismas concentraciones
mostraron una expresion de 235+6% y 316+8% (Figura 28D), lo cual repite el patrén
observado en los tiempos de 24 h y 48 h. Nuevamente, ni siquiera la concentracién de 30
ug/cm? de nanofibras de TiO2 en el cultivo sumergido alcanzé los efectos que el cultivo de
doble interface, ya que en este tratamiento la expresién de pATM fue de 378+5% mayor que
el control y de yH2AX fue 203+7% mientras que con una concentracion de 10 pg/cm? de
nanofibras de TiO, en el cultivo de interface aire-liquido alcanzé 403+9% para pATM vy
391+9% para yH2AX (Figura 29B y D).
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de pATM y yH2AX en células epiteliales expuestas a nanofibras de TiO2 en un cultivo celular de
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exposicién. (C) Cuantificacion de la expresion de pATM y yH2AX en el cultivo celular de interface aire-
liquido. (D) Cuantificacion de la expresion de pATM y yH2AX en el cultivo celular sumergido. Se
realizaron, al menos, tres experimentos independientes y los datos se expresan como media + error
estandar. *p<0.05 vs control, **p<0.01 vs control, ***p<0.001 vs control.
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10.5.5 La genotoxicidad en células expuestas a nanoesferas de TiO, es menor en el

cultivo de interface aire-liquido que en el cultivo celular sumergido

La exposicion a nanoesferas de TiO, muestra menor expresion en los marcadores de dafio
a DNA en el cultivo de interface aire-liquido que en el cultivo sumergido a las 24 h de
exposicion (Figura 30Ay C). En el cultivo de interface aire-liquido, las células control tuvieron
una expresion de 3176+232 U.A. para la proteina pATM mientras que el tratamiento de 2
ug/cm? de nanoesferas de TiO2 mostré 5985+307 U.A., lo que representa un incremento del
188+5% vy el tratamiento de 10 pg/cm? de nanoesferas de TiOz no presentd cambios (Figura
30B). Por el contrario, la exposicion de los cultivos en el modelo sumergido mostré en los
controles una expresion de 1413+85 U.A. la cual se vio incrementada en los tratamientos de
2, 10 y 30 pg/cm? a 3201+128, 4793+349 y 3361+201 U.A., respectivamente, lo que
representa un incremento del 226+4%, 339+7% y 238+6%, respectivamente (Figura 30D).
La proteina yH2AX mostré un patrén un poco mas heterogéneo al expresar 5985+307 U.A.
en el tratamiento de 2 pg/cm? de nanoesferas de TiO, en comparacion con el control que
expresd 31761232 U.A., lo que representa un incremento del 204+6% en células expuestas
en el cultivo de interface aire-liquido, y al igual que en la expresion de pATM el tratamiento
de 10 pg/cm? no mostré cambios en la expresion de yH2AX (Figura 30B). Por otro lado, en
el cultivo sumergido las células expuestas a 2 pg/cm?de nanoesferas de TiO, no presentaron
ningln cambio mientras que los tratamientos de 10 y 30 pg/cm? de nanoesferas de TiO»
mostraron una expresion de 2497+188 U.A. y 2471+149 en comparacion con el control quien
mostré una expresion de 1263168 U.A., lo que representa un incremento del 197+7% y

19546 en los tratamientos, respectivamente (Figura 30D).
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A las 48 h de exposicidn a las nanoesferas de TiO: en el cultivo de interface aire-liquido las
células que se expusieron a solo aire limpio presentaron un incremento de 204+6% en la
expresion de pATM y yH2AX lo cual a pesar de que los tratamientos de 2 y 10 pg/cm?
incrementaron la expresion de estas dos proteinas en un 278+6% y 284+9% para pATM,
respectivamente, y 287+6% y 283+9% para yH2AX no podemos atribuirlo al tratamiento con
las nanoesferas, sino al incremento que indujo la sola exposicion al aire limpio (Figura 31A
y B). Por otro lado, en el cultivo celular sumergido solo el tratamiento de 10 pg/cm?
incrementod la expresion de pATM y de YH2AX con una expresion de 11711+465 U.A. y
8528+328, respectivamente, lo que representa un incremento de 336+4% y de 275+4%,

respectivamente (Figura 31C y D).
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Figura 31. El cultivo celular de interface aire-liquido muestra menor genotoxicidad que el cultivo
sumergido de células epiteliales de pulmén expuestas por 48 h a nanoesferas de TiO2. (A) Expresién
de pATM y yH2AX en células epiteliales expuestas a nanoesferas de TiO2 en un cultivo celular de
interface aire-liquido después de 48 h de exposicion. (B) Expresion de pATM y yH2AX en células
epiteliales expuestas a nanoesferas de TiO2 en un cultivo celular sumergido después de 48 h de
exposicién. (C) Cuantificacion de la expresion de pATM y yH2AX en el cultivo celular de interface aire-
liquido. (D) Cuantificacion de la expresion de pATM y yH2AX en el cultivo celular sumergido. Se
realizaron, al menos, tres experimentos independientes y los datos se expresan como media + error
estandar. ***p<0.001 vs control.
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Alas 72 h, las células expuestas en el cultivo de interface aire-liquido nuevamente mostraron
incremento de 173+8% y 205+6% en la expresion de pATM y de yH2AX, respectivamente,
tan solo con la exposicion al aire limpio (Figura 32A 'y B). Sin embargo, aun asi el tratamiento
de 10 pg/cm?increment6 todavia 141+7% mas la expresion de pATM, mientras que para la
expresion de yH2AX no hubo cambios en la expresién en las células del cultivo en interface
aire-liquido (Figura 32B). Por el contrario, el cultivo sumergido mostr6 cambios en la
expresion de pATM en los tratamientos de 2, 10 y 30 pg/cm?con 182+8% 192+6% y 189+8%
de incremento (Figura 32C y D). yH2AX también mostr6 incremento en la expresion a las 72
h de exposicion a nanoesferas de TiO, con un aumento de 162+10%, 214+6% y 170+8% en

los tratamientos de 2, 10 y 30 pg/cm?, respectivamente (Figura 32D).
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Figura 32. El cultivo celular de interface aire-liquido muestra menor genotoxicidad que el cultivo
sumergido de células epiteliales de pulmén expuestas por 72 h a nanoesferas de TiO2. (A) Expresion
de pATM y yH2AX en células epiteliales expuestas a nanoesferas de TiO2 en un cultivo celular de
interface aire-liquido después de 72 h de exposicion. (B) Expresion de pATM y yH2AX en células
epiteliales expuestas a nanoesferas de TiO2 en un cultivo celular sumergido después de 72 h de
exposicién. (C) Cuantificacion de la expresion de pATM y yH2AX en el cultivo celular de interface aire-
liquido. (D) Cuantificacion de la expresion de pATM y yH2AX en el cultivo celular sumergido. Se
realizaron, al menos, tres experimentos independientes y los datos se expresan como media + error
estandar. ***p<0.001 vs control, Mp<0.05 vs aire.
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10.5.6 En el cultivo celular sumergido y en el cultivo celular de interface aire-liquido

las nanofibras de TiO2 logran entrar al ntcleo celular

Para responder si parte de la genotoxicidad es inducida por la interaccién directa entre el
DNA vy las nanoparticulas nos preguntamos si era posible que estas particulas atraviesen el
poro nuclear y quedar internalizadas en el nucleo de las células, para asi interaccionar de
manera directa con el DNA. Lo primero que evaluamos fue el porcentaje de colocalizacion
entre en nucleo y las particulas por microscopia confocal. Después de 72 h de exposicion,
se observa en las imagenes la presencia de nanofibras colocalizando con el nucleo (Figura
33Ai), aunque con estas imagenes no se puede determinar si las particulas estan dentro o
sobre el ndcleo es por ello que lo primero que se realizd fue determinar el porcentaje de
colocalizacion de las nanofibras en el nicleo de células expuestas, el cual en el modelo de
interface aire-liquido fue de 13.5+3% para el tratamiento de 10 pg/cm? (Figura 33A ii)
mientras que no hubo un porcentaje significativo de colocalizacion con las células expuestas
a 2 pg/cm? (Figura 33A ii). En el cultivo sumergido, la colocalizacién de las nanofibras en el
ndcleo es muchisimo mas evidente, y el hecho de que también hay mayor niamero de
particulas en el cultivo es indiscutible (Figura 33A iii). A pesar de haber mas particulas en el
cultivo, el porcentaje de colocalizacién para el tratamiento de 10 pg/cm? es muy similar con
10.0+0.5%, sin embargo el tratamiento de 2 pg/cm? mostr6 también un porcentaje de
10.2+0.7%, y en el tratamiento de 30 pg/cm? de 19.6+1.5% (Figura 33A iv).

En cuanto a las nanoesferas, se observa que en el cultivo de interface aire-liquido hay pocas
particulas colocalizando con el nucleo (Figura 33B i) lo cual es confirmado por el bajo
porcentaje de colocalizacién en las células expuestas a 2 y 10 pg/cm?el cual fue de 4.4+0.6%
y 4.2+0.8%, respectivamente (Figura 33B ii). Por el contrario, en el cultivo celular sumergido
se observa una gran cantidad de particulas en el cultivo (Figura 33B iii), de las cuales el
7.2+1% y 10.9+1% se encuentran colocalizando con el nicleo de las células expuestas a 2
y 10 pg/cm?, mientras que para las células expuestas a para la concentraciéon de 30 pg/cm?

el porcentaje de colocalizacion fue de 15.7+1% (Figura 33B iv).
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Figura 33. El modelo de interface aire-liqguido muestra menor localizacion de ambas nanoparticulas
en el ndcleo. (Ai) Cultivo de interface aire-liquido expuesto a nanofibras de TiOz por 72 h donde se
observa que las particulas se encuentran alrededor o sobre el nacleo celular. (Aii) Cuantificacion de
la colocalizacion de las nanofibras con el nacleo celular. (Aiii) Cultivo celular sumergido expuesto a
nanofibras de TiOz2donde se observa una mayor cantidad de particulas en comparacion con el modelo
de aire-liquido las cuales se hallan alrededor o sobre el nucleo celular. (Aiv) Cuantificaciéon de la
colocalizacién de las nanofibras con el nucleo celular. (Bi) Cultivo de interface aire-liquido expuesto a
nanoesferas de TiO2 durante 72 h donde se observa que las particulas se encuentran alrededor o
sobre el ndcleo celular. (Bii) Cuantificacién de la colocalizacion de las nanoesferas con el nicleo
celular. (Biii) Cultivo celular sumergido expuesto a nanoesferas de TiO2donde se observa una mayor
cantidad de particulas en comparacion con el modelo de aire-liquido las cuales se hallan alrededor o
sobre el nucleo celular. (Biv) Cuantificacién de la colocalizacién de las nanoesferas con el ndcleo
celular. Tres experimentos independientes fueron realizados. *p<0.05 vs control, **p<0.01 vs control,
***p<0.001 vs control, p<0.01 vs 2 pg/cm?, M"p<0.01 vs 2 pg/cm?.
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A pesar de tener esta evidencia, aln queda la interrogante de si las nanoparticulas se
encuentran por encima del nicleo o dentro de él. Por esta razén, y con ayuda del microscopio
confocal, se tomaron mdltiples fotografias a diferente altura de la laminilla, para asi captar
en cada imagen un sitio especifico de la célula. Es decir, en una célula que mide 20 um de
ancho se tomaria una foto cada 2 um teniendo como resultado 10 fotografias. Después de
eso, se hace una reconstruccién 3D y se puede observar si las particulas estan dentro del
nucleo (Figura 34). Lo que observamos con este tipo de microfotografias es que las
nanofibras de TiO, logran entrar en el ndcleo celular sin importar si las células fueron
expuestas en un cultivo celular de interface aire-liquido (Figura 34 Ai) o en un cultivo celular
sumergido (Figura 34 Aii). Sin embargo, las imagenes no arrojan evidencia tan convincente
para las nanoesferas de TiO2, sin importar si el modelo es de interface aire-liquido (Figura
34 Bi) o sumergido ya gue las nanoparticulas se ven sobre el nlcleo pero no precisamente

dentro del nucleo (Figura 34 Bii).
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logran entrar en el nacleo. (Ai) Cultivo de interface aire-liquido expuesto a nanofibras de TiO2 por 72
h donde se observa que las particulas se encuentran dentro del nacleo celular (recuadros rojos). (Aii)
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también es evidente (recuadros rojos). (Bi) Cultivo de interface aire-liquido expuesto a nanoesferas
de TiO2 por 72 h donde no es clara la internalizacion en el ndcleo. (Bii) Cultivo celular sumergido
expuesto a nanoesferas de TiO2donde la internalizacion de las nanofibras tampoco es evidente.
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10.6 DISCUSION

La evaluacién de la toxicidad de las nanoparticulas se ha tornado un tanto complicada debido
a las multiples variables que se deben controlar como el tamafo, la forma, la carga, la
densidad entre otras, a las cuales ademas se suman las caracteristicas que las
nanoparticulas adquieren cuando son suspendidas en un liquido, como medio de cultivo,
agua o fluidos biolégicos. Tan solo comparar estudios in vitro se ha vuelto muy complejo ya
gue para que sean comparables, se debe tomar en cuenta el tipo de medio de cultivo, la
concentracion de suero fetal bovino y el tiempo que las particulas son sonicadas para su
dispersion ya que de eso va a depender el tamafio hidrodinamico, el potencial Z y la densidad
de las particulas lo cual tienen implicacién en la toxicidad. Para ello, se ha buscado
desarrollar métodos estandarizados como los propuestos por la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos (OECD) que sugiere que la dispersion de las
particulas debe ser en agua, sin embargo no se menciona el tiempo de sonicacién por
ejemplo. Los esfuerzos también han sido puestos en buscar sistemas con los que los
animales o incluso los cultivos celulares puedan ser expuestos a los diferentes
nanomateriales por aerosol, en donde las particulas no estan suspendidas en un liquido, lo
cual evita precisamente los inconvenientes ya mencionados. El mas exitoso hasta ahora lo
disefio la marca InvitroCell® y lo llamo “Air-Liquid Interface” o interface aire-liquido, en donde
las células son expuestas a nanoparticulas en forma de aerosol, tal como sucede en los
ambientes ocupacionales. Ademas, es importante mencionar que el depésito de las
particulas no es igual en un cultivo sumergido que en un cultivo de interface aire-liquido, ya
gue en este Ultimo las particulas se encuentran en constante movimiento por el aire, mientras
gue en el cultivo sumergido todas las nanoparticulas se depositan (Guo et al., 2018), lo cual
se observOé en nuestros cultivos. Mediante microscopia de contraste interdiferencial o
microscopia confocal, se observd que en general, sin importar si las células habian sido
expuestas a nanoesferas o nanofibras o a diferentes concentraciones, siempre en los
cultivos sumergidos hubo un mayor depdsito de particulas que en los cultivos de interface
aire-liquido. Un andlisis con ICP-MS determiné que la eficiencia de depésito en el cultivo de
interfaces es del 40% (Aufderheide et al., 2011), sin embargo esto va a depender del tamafio
y la masa de las particulas. Esto es importante a la hora de extrapolar condiciones entre un
cultivo in vitro y un modelo in vivo, los cuales han mostrado gran similitud, al menos en
cuanto al depdsito de las particulas, tanto en cantidad como en el tipo celular (Guo et al.,
2018).

Nanofibras de diéxido de titanio inducen inestabilidad gendémica, angiogénesis y transicion
epitelio mesénquima en células epiteliales de pulmon

140



Para determinar la toxicidad de las nanoparticulas, el sistema de interface aire-liquido ha
mostrado mayor sensibilidad, debido a que aunque el depdsito de particulas no es el mismo
gue en el modelo sumergido los efectos son similares lo cual lo vuelve un sistema mas
sensibles, lo cual también ha sido demostrado con nanoparticulas de niquel (Latvala et al.,
2017) y en nuestro estudio con ambas nanoparticulas de TiO».

Sin embargo, aunque este sistema tiene muchas ventajas, la principal desventaja es que la
sola exposicion al aire puede inducir efectos adversos como la expresion de genes
relacionados al estrés (Guo et al.,, 2018) y en nuestro caso observamos que la sola
exposicion al aire, en un maximo tiempo de exposicién que son 4 horas, hubo dafio a DNA
sefalizado por pATM y yH2AX. Otra gran desventaja es que este sistema desarrollado por
VitroCell® no esta hecho para particulas fibrosas y es que esta bien determinado que las
condiciones aerodinamicas y el depdsito entre las particulas esféricas 0 amorfas es muy
diferente a las fibrosas. Las cuatro diferentes formas de depdésito de las nanoparticulas son:
intercepcion, impactacion, sedimentacion y difusion. Mientras que las particulas esféricas o
amorfas se depositan principalmente por difusion, las fibras se depositan principalmente por
intercepcion, sin embargo determinar como, cuando y donde interceptaran no es sencillo de
simular. Esto es importante porque el hecho de que haya menos fibras en los cultivos
expuestos en el modelo de interface aire-liquido también puede deberse a que el sistema no

esta disefiado para controlar la intercepcion de las fibras.

Este mismo problema lo presenta un software desarrollado hace aproximadamente 8 afios
por Applies Research Associates Inc una empresa de ingenieria e investigacion cientifica
dedicada a resolver problemas nacionales criticos para mejorar la seguridad y el estilo de
vida. Este software llamado “Modelo de dosimetria de particulas de trayectoria multiple”
(MPPD por sus siglas en inglés) puede determinar el depdésito de las particulas inhaladas
(desde 1nm hasta 100 um) en las diferentes regiones de las vias respiratorias dependiendo
del tamafio y la forma de las particulas, densidad, carga, la especie en cuestion (rata, raton,
humano, mono, cerdo o conejo), el nimero de inhalaciones por minuto entre otras variables.
También, este software determina el tiempo que tarda la eliminacion de estas particulas del
pulmén y con todo eso puede calcular las cantidades que se depositan y ha sido de gran
utilidad para la nanotoxicologia ya que con €l se han podido hacer extrapolaciones entre

especies e incluso entre modelos in vivo y modelos in vitro, asi como elegir concentraciones
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mas realistas para evaluar la toxicidad de las particulas. Sin embargo, este software no esta
disefiado para evaluar el depésito y la eliminacion de particulas fibrosas.

Por otro lado, en los dos modelos de cultivo celular, nosotros mostramos que las nanofibras
inducen mayor toxicidad que las nanoesferas a pesar de que las nanoesferas son muy
pequefias y por ende se esperaba que el dafio a DNA fuera alto. Habria que comparar en el
futuro, el area superficial de estos dos tipos de nanoparticulas para ver qué tanto difieren y
si la respuesta en la toxicidad esta en parte determinada por este parametro. Ademas de
generar mayor especies reactivas de oxigeno que las nanoesferas, las nanofibras logran
entrar en el nacleo celular en ambos modelos, lo cual es de suma relevancia ya que esto
genera incluso mayor dafio a DNA que el solo inducido por el estrés oxidante. Las
nanoesferas de TiO,, también generan dafio a DNA sin embargo, estas no logran entrar en
el nucleo, por lo que su genotoxicidad se explica mediante el estrés oxidante.

Como ya se ha mencionado antes, los estudios con nanofibras de TiO2 son limitados y en
ninguno de ellos se habia descrito la presencia de nanoparticulas en el ndcleo, ni siquiera
en mi trabajo de tesis logramos ver con microscopia electrénica de transmision la presencia
de nanofibras en el nacleo, sin embargo la desventaja de esta Ultima técnica mencionada es
gue los cortes que se realizan en las células son de aproximadamente 5 nm, por lo cual
encontrar particulas en el ndcleo puede ser aleatorio, dependiendo del sitio en donde se
realice el corte de las células. Habria que realizar un andlisis mucho méas exhaustivo con
microscopia electronica de transmisibn en donde se analicen mdltiples cortes para
determinar la presencia de nanofibras de TiO- en el nlcleo, o ensayos en donde la telofase
sea bloqueada y se busque la interaccion directa entre el DNA y las particulas, aunque en
este Ultimo estudio tendria que considerarse que durante la mitosis la envoltura nuclear se

pierde.

En general, con este estudio podemos decir que el sistema de interface aire-liquido ofrece
muchas ventajas que nos permiten estudiar la nanotoxicologia en un escenario mucho mas
cercano a la exposicién en ambientes ocupacionales, en donde la exposicidon es mediante
aerosol y que permite descartar variables que influyen en la toxicidad de las nanoparticulas.
Este sistema, puede presentar grandes diferencias con el cultivo celular sumergido,

empezando por el depdsito de las nanoparticulas.
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10.7 CONCLUSION

Las nanofibras de TiO, producen mayor cantidad de especies reactivas que las nanoesferas
en el cultivo celular sumergido, sin embargo el cultivo celular de interface aire-liquido no
permitio realizar esta determinacion debido a que las células son sembradas en transwells,

lo cual es una de las desventajas del modelo.

La citoxicidad y la genotoxicidad de las nanofibras son mas evidentes en el cultivo celular de
interface aire-liquido después de 24 h, 48 h'y 72 h en comparacion con el cultivo celular
sumergido, a pesar de que el depdésito de particulas en el cultivo es muy mucho menor en el
primer modelo. Por el contrario, la citotoxicidad y genotoxicidad de las nanoesferas es mucho
mas evidente en el cultivo celular sumergido que en el cultivo celular de aire-liquido lo cual
podria deberse en parte al menor depésito de particulas en comparacion con el cultivo
sumergido. El dafio a DNA mostré ser acumulativo con respecto al tiempo solo en las células
expuestas a nanofibras de TiO: en el cultivo sumergido. Todos los demas tratamientos no

mostraron un efecto dependiente del tiempo.

Ademas, las nanofibras de TiO, mostraron tener la capacidad de entrar en el nucleo de las
células epiteliales de pulmoén, sin importar el modelo por el cual son expuestas, lo cual
explica en parte su genotoxicidad, mientras que la genotoxicidad de las nanoesferas no se
debe a una interaccion directa entre las particulas y el DNA sino a mecanismos secundarios

como la alta produccion de especies reactivas de oxigeno.

A pesar de que el cultivo de interface aire-liquido no esta disefiado para evaluar la toxicidad
de particulas fibrosas, mostré ser mas sensible que el cultivo celular sumergido

convencional.
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10.8 PERSPECTIVAS

Una de las limitaciones de este trabajo fue que utilizamos una linea celular, lo que significa
gue estas células han sido cultivadas todo el tiempo de manera sumergida con medio de
cultivo. Esto promueve que cuando son puestas en un cultivo de aire-liquido el medio al que
estan acostumbradas cambia de manera radical, por lo que la linea celular presenta un dafio
basal muy alto. Seria de gran aportacion el uso del modelo Air-Liquid Interface, o interface
aire-liquido, con células primarias de epitelio bronquial ya que una de las ventajas de este
modelo es que al usar estas células primarias permite la diferenciacion celular, lo que
conlleva a la formacion de un epitelio estratificado, como el de los bronquios pulmonares lo
cual nos conduciria a un escenario mucho mas cercano al real y la determinacién de la
toxicidad tanto de nanoparticulas, como de particulas ambientales o humo de tabaco seria
mucho mas aproximada. Por otro lado, el modelo de interface aire-liquido debe ser mucho
mas explotado, ya que hasta el momento hay alrededor de 15 publicaciones utilizando este
modelo y dentro de las cosas reportadas se encuentran la determinacion de citotoxicidad y
dafio en el citoesqueleto. Nosotros aportamos la evaluacion de dafio a DNA pero seria de
gran importancia hacer un perfil de respuesta inflamatoria, evaluar si hay hipoxia o hiperoxia
al estar en contacto con el aire, determinar la cantidad de particulas que se depositan en los
cultivos ya que eso no se tiene estandarizado y la concentracion de particulas es un factor

determinante en la respuesta citotéxica.
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The synthesis of novel nanofibers has increased due to their broad spectrum of applications which have
raised also the concern of toxicity mediated by inhalation. Titanium dioxide (TiO;), classified as a possible
carcinogen to humans by the International Agency for Research on Cancer regardless of size and shape, is
being manufactured as nanofibers for waste water cleaning, extraction of enhanced miRNAs, glucose quan-
tification and other devices. Toxicological studies of TiO, nanofibers have shown their capability to induce
sustained inflammation, frustrated phagocytosis, and lysosomal disruption, but the capability to acquire or
enhance aggressive characteristics, including angiogenesis, fibrosis or epithelial mesenchymal transition
(EMT) has not been investigated. In this study, we synthetized TiO, nanofibers (anatase phase; 61.5 £ 4.9 nm
width and 3.1 + 0.2 um length) to expose monolayers of lung epithelial cells (1 and 10 ug cm™) for 7 days,
and angiogenesis, fibrosis, EMT markers, genomic instability and cisplatin sensitivity were measured. Then,
those cells were harvested and injected subcutaneously in a xenograft mouse model for tumor develop-
ment. After 11 weeks, the same markers were measured in the tumors. The monolayers exposed to TiO,
nanofibers induced angiogenic, fibrotic and EMT markers, genomic instability and loss of cisplatin sensitivity.
The tumors developed from exposed cells to TiO, nanofibers were also positive for the same markers, and
moreover, dedifferentiation, the remarkable presence of erythrocytes and loss of cisplatin sensitivity were
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Summary

Cis-diamminedichloroplatinum(Il) (CDDP), known as cisplatin, has been extensively used against breast cancer, which is the most
frequent cancer among women, and lung cancer, the leading cancer that causes death worldwide. Novel compounds such as thiazole
derivatives have exhibited antiproliferative activity, suggesting they could be useful against cancer treatment. Herein, we synthesized
two novel thiosemicarbazones and an aldehyde to combine with CDDP to enhance efficacy against ER-positive breast MCF7 cancer
cells, triple-negative/basal-B mammary carcinoma cells (MDA-MB231) and lung adenocarcinoma (A549) human cells. We synthe-
sized 2,3,5,6-tetrafluoro-4-(2-mercaptoetanothiolyl)benzaldehyde (ALD), 5-[(2,3,5,6-tetrafluoro-4-(trifluoromethyl)phenyljthio]-2-
furaldehyde thiosemicarbazone (TSC1) and 5-[(4-(trifluoromethyl)phenylythio]-2-furaldehyde thiosemicarbazone (TSC2) and used
them alone or in combination with subtoxic CDDP concentrations to evaluate cytotoxicity, cytoskeleton integrity and mitochondrial
function. We found that none of the synthesized compounds improved CDDP activity against MCF7 cell cultures; however, TSC2 was
effective in enhancing the cytotoxicity of CDDP against MDA-MB231 and A549 cancer cell cultures. We demonstrated that the
cytotoxic effect is related to the TSC2 capacity to induce disruption in the cytoskeleton network and to decrease mitochondrial
function.

Keywords Thiosemicarbazones - Cytoskeleton disruption - Mitochondrial dysfunction - Breast cancer cells - Lung cancer cells

Highlights

* The compound 5-[(2,3.5 6-tetrafluoro-4-(trifluoromethyl)phenyl thio]-
2-furaldehyde thiosemicarbazone (TSC1) is highly cytotoxic in ER-
positive breast and lung adenocarcinoma cancer cells.

* Due to its high toxicity, TSC1 was not able to synergize with cisplatin.
* 5-[(4-(trifluoromethyl)phenyl)thio]-2-furaldehyde thiosemicarbazone

(TSC2) showed synergistic effects with cisplatin in triple-negative/

basal-B mammary carcinoma cells.

* The synergistic mechanism of TSC2 cytotoxicity involves
disorganization of the cytoskeleton and mitochondrial dysfunction in
ER-positive breast, triple-negative/basal-B mammary carcinoma and
lung adenocarcinoma cancer cells.

Electronic supplementary material The online version of this article
(https://doi.org/10.1007/510637-019-00789-1) contains supplementary
material, which is available to authorized users.
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Introduction

Cis-diamminedichloroplatinum (IT) (CDDP), known as cis-
platin, was first discovered as an inhibitor of cell division in
Escherichia coliin 1965, but it was not until 1978 when it was
approved by the Federal Drug Agency for cancer treatment
[1]. After 40 years and despite the improvements in cancer
therapy, CDDP is still used alone or in combination with other
drugs for lung, breast and brain cancer treatment, among
others. For instance, CDDP in combination with paclitaxel is
used for head and neck, ovarian, breast and lung carcinoma
treatment, while a combination with Anvirzel is used for
breast, colon, lung, prostate and pancreatic cancer treatment.
In addition, in recent years, novel combinations with CDDP
have been screened for other types of cancer, which are in
clinical trials. One example is a phase II trial for muscle-
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problems, including freckles, melasma, post-inflammatory
melanoderma, age spots and melanoma [26]. Additionally,
many studies of novel thiosemicarbazones provided theoreti-
cal information on biological activities, such as anti-tubercular
effects; however, not all of the studies provide biological sup-
port [27].

The thiosemicarbazone mechanism of cytotoxicity has
been linked to ribonucleotide reductase inhibition, including
Triapine [28], but also to its function as a metal chelator [29].
Nevertheless, specific studies are needed for each novel de-
rivative because not all thiosemicarbazones inhibit ribonucle-
otide reductase. For instance, (+)-N(1)-4-fluorobenzaldehyde-
N(4)-[1-methyl-1-[(1R)-4-methylcyclohexene-3-il]-ethyl]-
thiossemicarbazone (4-FTSC) induced cytotoxicity on PC-3
adenocarcinoma prostate cells [30]. This compound increases
ROS production, decreases mitochondrial membrane poten-
tial, induces DNA fragmentation and increases caspase 3 and
9 expression without affecting cell cycle distribution [31],
suggesting that the main biological effect is not related to
ribonucleotide reductase inhibition.

In the present study, based on the necessity to enhance or
synergize the effect of CDDP, a well-known antineoplastic
agent used against breast and lung cancer, we synthetized 3
novel compounds, which were combined with low and high
CDDP treatments in cell cultures of breast and lung cancer
cells. We demonstrated that from the 3 compounds synthe-
sized, TSC2 was successful in enhancing CDDP effective-
ness, and its mechanism of cytotoxicity was related to actin
cytoskeleton disruption and mitochondrial dysfunction in
triple-negative breast cancer (MDA-MB231) and lung ade-
nocarcinoma (A549) cells, and it was highly cytotoxic in
estrogen-receptor-positive breast cells without enhancing
CDDP effectiveness. The cell has hundreds of mitochon-
dria, and they, as bioenergetic organelles, play a central
and multifunctional role in cancer progression. Targeting
mitochondria provides therapeutic opportunities since mi-
tochondria modulate metabolism, cell cycle, gene expres-
sion, cell growth and proliferation and stress responses. In
this way, we propose TSC2 as a good alternative to combine
with CDDP to target mitochondria since the incubation with
CDDP for 2 h was successful in sensitizing cancer cell cul-
tures for further effect with TSC2 in triple-negative breast
cancer (MDA-MB231) and lung adenocarcinoma (A549)
cells. We highlight that triple-negative breast tumors are
insensitive to endocrine therapy, which complicates the
treatment for patients [32], and compounds such as TSC2
in combination with non-endocrine drugs such as CDDP
could be a new therapeutic strategy. However, we do not
discard the possibility of using TSC1 or TSC2 as a treat-
ment against ER-positive breast cancer because they
showed high toxicity at 50 uM, and the effect was appar-
ently slightly specific against this type of cell. However, the
cytoskeleton plays an important role in cancer to promote

@ Springer

cell motility, which is absolutely necessary in processes
such as migration and invasion involved in metastasis.
Furthermore, some drugs in chemotherapy with the cyto-
skeleton as targets are still successful, for example, pacli-
taxel, docetaxel and other derives from taxanes that stabilize
microtubules, causing cell-cycle arrest and apoptosis,
which inhibit mitosis. Actin filaments are also imperative
for mitosis during cytokinesis, and TSC2 can disrupt this
network, which could be a worthy alternative for treatment.

We recognize that some compounds that are highly cyto-
toxic in several cell lines might have low cell specificity; how-
ever, these compounds could be conjugated with other mole-
cules to provide tissue specificity, for instance, using nanopar-
ticles as thiosemicarbazone carriers [33].

Conclusions

We synthesized 3 compounds, from which TSC2
(5-[(4-(trifluoromethyl)phenyl)thio]-2-furaldehyde
thiosemicarbazone) enhanced CDDP effectiveness in triple-
negative breast cancer (MDA-MB231) and lung adenocarci-
noma (A549) cells. In addition, ALD and TSC1 were highly
cytotoxic in estrogen-receptor-positive breast (MCF7) cancer
cells but were unable to enhance CDDP effectiveness. The
cytotoxicity of TCS2 was related to cytoskeletal disruption
and mitochondrial dysfunction.
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Titanium dioxide nanoparticles (TiO, NPs) production has been used for pigment, food and cosmetic
industry and more recently, shaped as belts for treatment of contaminated water, self-cleaning windows
and biomedical applications. However, the toxicological data have demonstrated that TiO; NPs inhalation
induce inflammation inin vivo models and in vitro exposure leads to cytotoxicity and DNA damage. Dermal
exposure has limited adverse effects and the possible risks for implants used for tissue regeneration is
still under research. Then, it has been difficult to establish a straight statement about TiO> NPs toxicity

K_ey wprds: . . since route of exposure and shapes of nanoparticles play an important role in the effects. In this study
Titanium dioxide nanoparticles . . ) . X . .
Bloodstream we aimed to investigate the effect of three different types of TiO, NPs (industrial, food-grade and belts)

Microvascular density dispersed in fetal bovine serum (FBS) and saline solution (55) on microvessel network, angiogenesis gene

Femur ossification

Belts

E171 additive
Chorioallantoic membrane
Angiogenesis

expression and femur ossification using a chick embryo model after an acute exposure of NPs on the day
7 after eggs fertilization. Microvascular density of chorioallantoic membrane (CAM) was analyzed after
7 days of NPs injection and vehicles induced biological effects per se. NPs dispersed in FBS or SS have
slight differences in microvascular density, mainly opposite effect on angiogenesis gene expression and
no effects on femur ossification for NPs dispersed in SS. Interestingly, NPs shaped as belts dramatically

prevented the alterations in ossification induced by FBS used as vehicle.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Titanium dioxide nanoparticles (TiO, NPs) shaped as spheres
belong to one of the most versatile structures used in nanotechnol-
ogy with a worldwide market for paint, cosmetic and food industry,
labelled as E171 in Europe, and one of the biggest target seems to be

* Corresponding author.
E-mail address: irasemachirino@gmail.com (Y.L Chirino).

https:{/doi.org/10.1016(j.colsurfb.2017.11.049
0927-7765/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

applicationin the biomedicine field in which TiO; NPs could be used
as delivery systems, medical devices and as biomaterials for human
implants [1]. Further promising applications for resistant papers
against degradation and UV-light are under investigation [2] but
also novel shapes as fibers are intended to be used for wastewater
treatment or to upgrade previous properties such as photocatalytic
and antibacterial activity [3].

However, inhalation of TiO; NPs leads to NPs internalization
triggering inflammation, oxidative stress, DNA damage [4] and
hypoxia. As expected, there is a concern about the risk of TiO; NPs
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20110236435 A1). This invention uses murine calvaria-derived
MC3T3-E1 osteoblast-like cells, which are cultured over a surface
of TiO; nanotubes sized at 80 nm-107 nm. Similar invention under
the title of “A method of inducing mineralization in a bone cell”
used TiO; NPs (purchased in Nanostructured & Amorphous Mate-
rials, Inc but with no detail on which type of TiO, was used and
what type of dispersed medium was used), claimed to induce min-
eralization of bone cells (Patent Number registered as US 9074187
B2) also used cell cultures to test the invention. This suggests, that
the experimental model that was used in this study could be help-
ful to confirm that TiO; nanotubes or similar nanostructures are
able to prevent or revert ossification alterations, especially because
some of this promising patents are registered using cell cultures in
monolayer as evidence of cell growth.

The inclusion of a sham group in the present study allowed to
identify the differences among surgical manipulation and vehi-
cles and also to identify the effect of two different vehicles. SS
induced less effects on microvascular network, induced some vari-
ances in the expression of the studied genes and had no effect on
femur ossification. The advantage of using FBS as vehicle was to
obtain a better dispersion of particles (Table 2); however, MVD
and femur ossification showed the highest degree of alterations
when NPs were dispersed in FBS. The literature suggests that
FBS retarded the osteogenic differentiation as has been previously
demonstrated [43] and apparently, the nano-biointerface between
NPs and FBS prevented this effect. In this regard, it was remarkable
that belts showed a protective effects against alterations in ossifi-
cation induced by FBS and justly, and this effect is associated to a
27-times smaller hydrodynamic diameter compared with S5.

As a final point, it may be proposed that the toxicity induced by
NPs is not a widespread effect in all tissues and attention must be
paid in the conditions of experimentation since the evidence shows
that the same NPs might be safe for one tissue while they could be
toxic for another. This information is useful to design drugs in the
nanomedicine field among other areas of science.

5. Conclusions

We conclude that bio-nano interface of the three different types
of TiO, NPs dispersed in SS displayed a more negative { potential
values, which means higher anionic charge, than NPs dispersed in
FBS. Among NPs dispersed in FBS, spheres and belts were closer to
neutral charge while food-grade TiO; had negative charge.

In this study we found that surgical manipulation have effects
and at least for this CAM model, sham group was useful to distin-
guish from effects attributed exclusively to surgical manipulation.
FBS used as vehicle for all types of NPs had no effect on the average
of braches length neither on average of maximum branches length,
However, FBS decreased the MVD and spheres and belts reverted
this decrease while food-grade TiO; had no effect. However, all
types of NPs dispersed in SS decreased the average of braches length
with no effect on the average of maximum branches length nei-
ther on MVD, except for belts, which increased the MVD. In general
terms, gene expression of angiogenesis related genes showed oppo-
site regulation, meaning that, while samples from FBS vehicle and
its treatments had positive expression of MMP2, SS and its treat-
ments had negative expression and similar effect was seen in NF-kB
expression. SS had no effect on ossification in the chicken femurs
and FBS used as vehicle disrupted the ossification while spheres and
food-grade TiO, showed no additional effect. TiO, shaped as belts
showed a protective effect in which bones showed normal surface.
This study demonstrated the importance of vehicle used for disper-
sion of NPs, which in spite of having the same chemical composition
differs on the physical shape and modifies the bio-nano interface.
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ABSTRACT: Recent advances in nanotechnology have transformed the biomedicine field, in
which the use of engineered nanomaterials (ENMSs) has provided the foundation for novel appli-
cations, For this reason, the number of ENMs has increased rapidly, and here we provide a clas-
sification of ENMs based on chemical composition and biomedical applications. which include
regenerative medicine, delivery systems, theranostics, and therapy. These have been identified as
the most advanced and promising areas for further studies with humans. In addition, we discuss
possible side effects related to ENM uses. We identify carbon, metal, and metal oxides as the
most versatile ENM material groups, used in bone and neuronal regenerative medicine, thermal
therapy, theranostics, drug delivery, gene therapy, and biosensors. However, the majority of drugs
approved by the U.S. Food and Drug Administration (FDA) are lipid-based ENMs. We con-
clude that biomedical applications of ENMs offer potential benefits while side effects are mainly
associated with occupational exposure. Finally, we suggest that in the future, nanocomposites,
subnanometric structures, and biodegradable and biocorona formation could be used to improve
the biomedical field by focusing on infectious diseases, early detection, and precision medicine.

KEY WORDS: engineered nanomaterials, biomedical applications, regenerative medicine.
delivery systems, nanotheranostics, therapy

I. INTRODUCTION

Engineered nanomaterials (ENMs) are manufactured from nanoparticles (NPs) sized 1
to 100 nm in at least one external dimension in an unbound state, as aggregates or as
agglomerates. They have a broad spectra of applications in medicine, biology, phys-
ics, chemistry, pharmacology. ecology, computing, and electronic devices. Presently
there are more than 216 companies worldwide manufacturing and/or supplying ENMs
according to Nanowerk database.'

One of the most attractive uses of ENMs is related to biomedical applications in
which conventional drugs exhibit side effects, low sensitivity, low specificity, and high
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additives and nanopharmaceuticals, will eventually be successtully predicted. Predictive
systems will require outstanding extrapolative methods given that ENM deposits in the
environment, which can take decades to break down, may cause imeversible effects.

The second challenge is the research needed to achieve the goal of ENMs in biomedical
applications. For instance, most of the toxicity mechanisms of NPs after internalization can
be used for induction of apoptosis or can be designed to be intermalized by a specific cell type
for drug release. In this category fall carbon-based and metal- and metal oxide—based NPs.
However the most advanced ENMs currently approved for humans are lipid based.

Nanocomposites, which are not addressed in this article, are composed of a matrix and a
discontinuous phase or filler at nanoscale. Nanocomposite research has been slow to develop,
but uses related to food packaging' and biomedical devices have been proposed.' Research
on nanocomposites must be accelerated and should focus on clinical trials to achieve proper
formulations for human use. Also, more research must be carried out focusing not just on
cancer but o infectious diseases, including those caused by parasites and viruses.

The third challenge is the design of personalized therapy. Studies are lacking in poten-
tial therapeutic approaches that take into account age, sex, weight, genetic and epigenetic
profiles, and life style.

The fourth challenge is to increase the published data on subnanometric parti-
cles"*1931% and their biomedical applications. These applications include precise detec-
tion of specific alterations in DNA, RNA and proteins; malfunction of organelles; and
variations in cellular processes such as anticipated termination of translation or changes
in the rate of ATP production, all related to infectious and genetic, among other, dis-
eases. For example, through the use of subnanoparticles, the biocorona, which is formed
by the interaction between NPs and the surrounding environment, might be recovered
from blood samples and analyzed to determine disease stage.
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SUMMARY

Cytoskeleton remodeling is necessary for capacitation and the acrosome reaction in
spermatozoa. F-actin is located in the acrosome and equatorial region during capacitation,
but is relocated in the post-acrosomal region during the acrosome reaction in spermatozoa
from bull, rat, mice, and guinea pig. Actin polymerization and relocalization are generally
requlated by small GTPases that activate Wasp protein, which coordinates with Arp2/3,
profilin |, and profilin || to complete cytoskeletal remadeling. This sequence of events is not
completely described in spermatozoa, though. Therefore, the aim of this study was to
determine if Wasp interacts with small GTPases (RhoA, RhoB, and Cded2) and proteins
(Arp2/3, profilin I, and profilin 11) that co-localize with F-actin during capacitation and the
acrosome reaction in English guinea pig spermatozoa obtained from the vas deferens. The

spermatozoa were capacitaled in calcium-free medium, incubated with an activator or an *Corresponding author:

inhibitor of GTPases, and then induced to acrosome react using calcium, The distribution Unidad de Biomedicina

patterns of F-actin were compared to the patterns of Wasp and its putative interaction Facultad de Estudes Superiares lztacala
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profilin | and Wasp could be found in the equatorial region. Thus, Wasp and F-actin E-mal irasemachirino@gmal.com
distribution overlap during capacitation and acrosome reaction, and small GTPases play "Pogthumous authorship.

an important role in cytoskeleton remodeling during these processes in spermalozoa.
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(TRITC)-Phalloidin (P-1951) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO). Identification of specific proteins with antibodies in-
volved blocking permeabilized samples with 1% bovine
serum albumin in PBS, followed by a 1-hr incubation at
37 C with anti-Wasp, anti-RhoB, anti-RhoA, or anti-Cdc42
{each diluted 1:100 in blocking solution). Samples were
thoroughly washed with PBS, and then incubated at 37°C
for 1 hr with the secondary goat anti-rabbit 1gG conjugated
rhiodamine or flucrescein (diluted 1100 in blocking solution).
Samples were mounted on glass slides, and cells were
imaged by confocal microscopy Leica TCS SP-2 (Man-
nheim/Germany). Patterns not associated with F-actin dis-
tribution were ignored in the analysis phase, although the
individual spermatozoan was counted in the total, thus the
sum of the five patterns (Patterns |, 11, 111, IV, and V; see Fig. 1)
is not 100%. Results are expressed as the percentage of
spermatozoa positive for Wasp, RhoB, RhoA, and Cdcd2.

Activation and Inhibition of Small GTPases
Spermatozoa from vas deferens were collected and
washed in saline solution, then 1 = 10° cells were incubated
for 45min at 37°C in 1 mL of calcium-free Tyrode medium
{116.7 mM MaCl, 2.8mM KCI, 0.36 mM NaH PO, « H:0,
0.49mM MgCls « 6H20, 11.9mM NaHCO,, 0.25 mM pyru-
vate, 20mM lactic acid and 5.56mM glucose, pH 7.6)
{Rogers and Yanagimachi, 1975). 400U of streptolysin-
O were immediately added to the medium (Hernandez-
Gonzalez et al., 2000}, and incubated at 37°C for 15min.
Then, LPA (Sigma—Aldrich) or toxin ©3 EXO (Calbiochem,
San Diego, CA) were added for a final concentration of
50 pM each, followad by incubation at 37°C for 30 min. The
acrosome reaction was immediately elicited by adding a
calcium solution for a final concentration of 2 mM. The total
time of processing samples from the start of capacitation to
the acrosome reaction was 90 min. All spermatozoa sam-
ples were fixed, stained for F-actin or Wasp, RhoA, RhoB,
or Cdcd2, and quantified by distribution pattern as above.

Spermatozoa Wasp Co-Localization With Arp2/3,
Profilin I, and Profilin Il

Capacitated spermatozoa were fixed and permeabi-
lized, followed by double immunostaining to co-localize
Wasp with Arp2/3, F-actin (TRITC-phalleidin) (P1951) {Sig-
ma-—Aldrich), profilin I, or profilin Il. Samples with only
primary or secondary antibody were used to confirm the
observed signal was derived from specific protein detec-
tion. Spermatozoa were mounted on a glass slides, cov-
ered with coverglass, and analyzed by ona Leica TCS SP-2
confocal microscope (Leica Microsystems, Mannheim/
Germany).

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad
Prism (GraphPad Software, San Diego, CA). Data are
presented as mean + standard error of at least three inde-
pendent experiments. Frequency of patiterns was

Mol. Reprod. Dev, 83:927-937 (2016}

SmaLL GTPases on CapaciTamion anp Acrosome Reaction

compared by two-way analysis of variance (ANOVA) fol-
lowed by Bonferroni post-test. Differences at *P < 0.05
were considered significant.
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Difficulties in establishing regulations for
engineered nanomaterials and considerations
for policy makers: avoiding an unbalance
between benefits and risks
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ABSTRACT: Current evidence of engineered nanomaterials’' (ENM) toxicity has led to a latent concern about hazards for both
humans and the environment. For this reason, some efforts have been made to suggest frameworks or other guidance to regulate
EMM handling; however, the real exposure risk to humans has not been well established. The aims of this work were to analyze
the difficulties in establishing regulations for ENM and to discuss some considerations that may be helpful for policy makers
involved in the regulation of ENM, Difficulties in establishing regulations are based on the novel properties of ENM associated
with cytotoxic effects, the insufficiency of standardized methods to test those effects and the lack of epidemiological evidence
of ENM toxicity, especially in occupational settings. Nevertheless, we offer some suggestions for establishing regulations, which
include frameworks oriented towards protecting personnel exposed to ENM without decreasing production. In addition, we
propose an ENM data sheet to offer available information of ENM. Finally, ethical aspects should also be considered in developing

ENM regulations because every person
potential risk. Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.

whe is working around or consuming ENM has the right to be infermed about the

Keywords: engineered nanomaterials; regulations; standardized methods; technical ENM data sheet; ethical considerations
I —

Introduction

In the last decade, evidence of the toxicity of nanomaterials (NM)
and engineered nanomaterials (ENM) has led to a latent concern
about hazards for humans and the environment, and several
surveys regarding wsage (Schmid and Riediker 2008), precautions
[Helland et al, 2008), safety practices (Conti et al, 2008) and risk
perception (Engeman et al, 2012) have been conducted in com-
panies related to ENM. Those studies note the uncertainty in
ENM risk knowledge, suggest a preference for adapting safe
handling practices and recognize that there is insufficient infor-
mation to establish specific regulations. The main concern of
ENM lies in the toxicological evidence, which is not easily trans-
lated into recommendations for several reasons. Another impar-
tant fact is that the astonishing level of ENM production in the
waorld expands the debate about their effects not only in huran
occupational settings but also on the environment. Moreover,
the pace of ENM development overcomes the possibility of
designing proper regulations because until now, there has been
a deficit of realistic evidence regarding the effects of ENM on
human health and the environment. Mevertheless, guidance
documents provided by knowledgeable agencies, including the
Mational Institute for Occupational Safety and Health (MIOSH),
Health, Safety and the Environment (HSE) and the Mational Insti-
tute for Occupational Safety and Health, Japan [JMNIOSH), are
available to implement or adapt practices for the safe develop-
ment and handling of ENM. ENM regulation has multiple compo-
nents, which complicates its success and requires maintaining a
balance between the benefits of ENM and the safety of humans

and the environment, However, even although the landscape
looks conveoluted, we can take advantage of what we have leamed
in the past from other compounds/substances to try to avoid
disrupting the balance between the benefits and risk of EMM. Here,
we analyze some difficulties in establishing regulations for ENM
and suggest some considerations that could be helpful for policy
makers. In addition, we use several examples from the past as an
analytical tool to keep our considerations in perspective, including
how agencies have launched documents and how we have
previously handled the toxicological evidence of substances when
developing regulations, among others.

NM and ENM Definition

Natural NM have existed much longer than humans, but intention-
ally manufacturad MM, called ENM, have only recently been
synthetized. The wide spectrum of applications of ENM has
attracted attention across the world in fields of medicing,
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(Santonastaso et al.,, 2019). Perhaps, the following research must be conducted in

human sperm from volunteers exposed to E171 contained in solid and liquid foods.

5. Conclusions

The daily dose reached by consumption of re-baked pellets containing 0.1% E171,
0.5% E171 and 1% E171 was 102 mg/kge., 682 mg/kgu, and 1379 mag/kgpy,
respectively, while the dose administered daily by intragastric gavage was 5 mg/kgyy.
The E171 administration in the re-baked pellets (solid matrix) and by intragastric gavage
(liquid matrix) had no influence on body weight of mice during the study. Interestingly,
regardless of the reached dose, both types of E171 administration, the oral
consumption dosed at 682 mg/kgs. and 1379 mg/kgw, or intragastric administration of 5
mg/kgy. induced germ cells sloughing and increase of MHC-Il expression, which
demonstrated inflammatory cell infiltration in testis. The decrease of N-cadherin and
collagen type | was also found in both types of administration indicating disruption of
blood-testis barrier (effects summarized in table 4). This means that similar effects in
testis were reached in spite of solid matrix was 136 times higher than liguid matrix.

This study highlights the importance of matrix of E171 consumption and liquid foods
might have higher biological effects than expected. Finally, since children are having
higher E171 consumption, this could lead to longer E171 exposure with impact on

spermatozoa function or fertility during the adulthood.
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