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RESUMEN

El dioxido de titanio (TiO2) grado alimenticio compone el aditivo E171, ocupado en productos
farmacéuticos, de uso diario y alimenticios. En México la regulacion de E171 se basa en las
buenas préacticas de manufactura, que permiten ocupar la cantidad necesaria hasta lograr el
color deseado. Mientras que en productos importados de EU se establece un limite maximo
de 1% del peso del alimento. En el E171 se pueden encontrar porcentajes desde 12% hasta
mas de 50% de nanoparticulas. Las particulas de E171 pueden llegar a circulacion sanguinea
o linfatica, intracelularmente pueden generar estrés oxidativo e inducir la produccion de
componentes proinflamatorios, efectos toxicologicos que se pueden determinar mediante una
evaluacion histolégica. El efecto del E171 en érganos reproductivos es importante para la re-
evaluacion de este aditivo por la EFSA, organismo encargado en evaluar informacion para la
regulacion de productos alimenticios en Europa. El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto a nivel histolégico en testiculos y epididimos de ratones BALB/c, después de la
alimentacion con cantidades de 0.1%, 0.5% y 1% de E171 del peso total del alimento en el
pellet durante siete semanas, respecto a los alimentados sin E171. El peso semanal de los
animales y el peso de los 6rganos no cambio de manera significativa en los ratones tratados.
Sin embargo en cortes transversales de testiculo los resultados histolégicos mostraron
alteraciones, tales como desprendimiento del epitelio germinal en todos los tratamientos y
descamacion de las células germinales en los ratones alimentados con cantidades de E171
al 1%. Se observo el engrosamiento del parénguima con aumento de células con 1% de E171,
por lo que se evalud la expresion de MHC |l de las células inmunes y marcador de inflamacion
cuando es expresado por otras células que no sean estas células. Se detecté una mayor
presencia de MHC Il con alimentacion de E171 al 0.5% y 1%. También se evalud la integridad
de la BHT mediante la determinacion en la expresion de N-cadherina y colageno, reguladores
celulares de esta barrera. Confirmando la disminucion en la expresién de N-cadherina y
colageno en todos los grupos alimentados con E171, junto con la disminucién en la
concentracion de hidroxiprolina asociada a la sintesis de colageno a 0.5% y 1% de E171. En
los ratones con dieta de E171 al 0.5% y 1% se observa de manera generalizada en la zona
caput del epididimo un aumento de vacuolizaciones y desorganizacion del epitelio, mientras
gue en la zona cauda hay disminucion de las interacciones entre el epitelio y
espermatozoides. En conclusion, se presentaron alteraciones histoldgicas en testiculo y
epididimo de ratones con dieta de E171 principalmente con 1% de E171, asi como una
disminucién en la expresién de colageno | y N-cadherina en todos los grupos alimentados
con E171. El aumento en la expresion de MHC Il en testiculos, confirma un proceso
inflamatorio en ratones con dieta de 0.5% y 1% de E171. El dafio en 6rganos del desarrollo
espermatico como efecto de la alimentacion con E171 podria afectar la calidad en la
formacion espermatica.

Palabras clave
Dioxido de titanio grado alimenticio, E171, testiculo, epididimo, barrera hematotesticular,
MHC II.



ABREVIATURAS

AJ
BHT
BPM
BSA
CS
CG
DOD
El71
EE
EFSA
EPA
FDA
Gl
IARC

MHC I
NIH
NIOSH

nm
NMM
NNI
NOAEL

NP
NTP
PBS
pH
TiO2
TJ
TLR
TS
Sc
Sd
SEM
Sg

Del inglés Adherens Junctions: Uniones Adherentes

Barrera Hematotesticular

Buenas Practicas de Manufacturacion

Del inglés Bovine Serum Albumine: Suero Fetal Bovino

Células de sertoli

Células germinales

Del inglés Departament of Defense: Departamento de Defensa

Numero Europeo de identificacion para el Diéxido de Titanio como aditivo
Especializaciones Ectoplasmicas

Del inglés European Food Safety Authority: Autoridad de Seguridad Alimentaria Europea
Del inglés Enviromental Protection Agency Agencia de Proteccién Ambiental

Del inglés Food and Drug Administration: Administracion de Alimentos y Farmacos
Gastrointestinal

Del inglés International Agency for Research on Cancer: Agencia Internacional para la
Investigacién del Cancer

Intragastrica

Del inglés Major Histocompatibility Complex Il: Complejo Mayor de histocompatibilidad 1
Del inglés National Institute of Health Instituto nacional de Salud

Del inglés National Institute of Occupational Safety and Health: Instituto Nacional de
Seguridad y Salud Ocupacional

Nanometro

Del inglés Nanomaterial Manufactured: Nanomaterial Nanomaterial manufacturado
Del inglés National Nanotechnology Initiative: Iniciativa Nacional de Nanotecnologia
Del inglés No Observable Adverse Effects Level: Nivel de Efectos Adversos no
Observables

Nanoparticula

Del inglés National Toxicology Project: Proyecto Nacional de Toxicologia

Del inglés Phospates Buffer Solution: Solucion Buffer de Fosfatos

-log [H']

Dioxido de Titanio

Del inglés Tight junctions: Uniones Estrechas

Del inglés Toll Like Receptor: Receptor Tipo Toll

Tdbulos seminiferos

Espermatocitos

Espermatides

Del inglés Scanning Electron Microscopy: Microscopia Electronica de Barrido
Espermatogoénias



INDICE

1- INTRODUCCION
1.1- Caracteristicas de los nanomateriales manufacturados (NMM) grado alimenticio para evaluar su uso seguro en
humanos.
1.2- Propiedades generales fisicoquimicas (FQ) y morfologicas de los NMM en nanotoxicologia
1.3- TiO2 grado alimenticio o E171: empleo, regulacion y exposicion alimenticia
1.4- Distribucién y efectos adversos del TiO2
1.4.1.- Distribucion y efectos adversos del E171
1.5- Anatomia e histologia del testiculo
1.5.1- Desarrollo espermatico en epitelio germinal: papel de la barrera hematotesticular y su evaluacién toxicoldgica
1.6- Anatomia e histologia de epididimo
1.7- Efectos de NP de didxido de titanio en érganos del desarrollo espermatico
2- JUSTIFICACION
3- HIPOTESIS
4- OBJETIVOS
4.1-Objetivo general
4.2-Objetivos particulares
5- MATERIALES Y METODOS
5.1- Preparacién de alimento de ratén con E171 y medicion de dureza
5.2- Caracterizacion de tamafio y morfolégica de E171.
5.3- Caracterizacion de alimento con E171 disperso en fluidos gastrointestinales simulados
5.4- Condiciones y comportamiento de los ratones tratados con E171
5.4.1-Modelo experimental dieta de alimento con E171
5.5- Procesamiento histolégico
5.5.1- Histoquimica con tincion Hematoxilina y Eosina (H&E) a cortes transversales de testiculo.
5.5.2- Histoquimica con tincion Tricrémica de Masson (TM)
5.6- Evaluacion histolégica mediante cuantificacion de alteraciones tisulares en tibulos seminiferos
5.7- Evaluacion de proceso inflamatorio por deteccion de la expresion de MHC-II
5.8- Integridad de barrera hematotesticular al evaluar la expresion de N-cadherina y colageno |
5.9- Cuantificacién de hidroxiprolina asociada a sintesis de colageno
6- RESULTADOS
6.1- Apariencia del alimento sin y con E171
6.2. Valoracion de la dureza de pellets siny con E171
6.3- Caracterizacion del tamafio y forma del polvo seco de E171 mediante microscopia electronica de barrido
6.4- Caracterizacion del alimento sin y con E171 en fluidos gastrointestinales simulados
6.5- Valoracién del consumo semanal del consumo de alimento durante el tratamiento
6.6- Monitoreo semanal de los pesos de animales alimentados con E171
6.7- Estimacion de dosis semanal consumida durante el estudio
6.8- Evaluacion del peso de 6rganos
6.9- Desprendimiento de epitelio germinal como efecto de la alimentacion con E171
6.10- Descamacion de células germinales como efecto de altas cantidades de E171
6.11- Evaluacion de la distribucion del parénquima testicular
6.12- Evaluacion de proceso inflamatorio al detectar la expresién de MHC-II en tejido testicular
6.13- Integridad de BHT evidenciada por la expresién de N-cadherina
6.14- Disminucion en la expresion de colageno | y en la concentracion de hidroxiprolina como efecto de la
alimentacion con E171
6.15- Valoracion histoldgica del epitelio de zona caput de epididimo
6.16- Valoracion de la interaccion entre espermatozoides y epitelio de zona cauda de epididimo
7- DISCUSION DE RESULTADOS
8- CONCLUSIONES
9- REFERENCIAS



INDICE DE FIGURAS

1. Propiedades fisicoquimicas y morfolégicas de las nanoparticulas en medio liquido

2. Factores que determinan la agregacion; evaluacion de la distribucion del tamafio de particulas en medio intestinal
simulado

3. Productos que contienen E171 e instituciones implicadas en su regulacién

4. Algunos érganos con barrera hematotisular

5. Distribucion de E171 a sangre, higado y bazo después de su administracion oral

6. Anatomia e histologia de testiculos

7. Epitelio germinal, barrera hematotesticular y proceso de espermatogénesis

8. Anatomia e histologia de epididimo

9. Alteraciones histolégicas testiculares por compuestos toxicos

10. Esquema del modelo experimental de alimento con E171

11. Tamafio, forma y color de alimento preparado sin y con E171

12. Microscopia electrénica de barrido de E171 evaluando tamafio y forma en su forma seca

13. Determinacion de la distribucion de tamafios de agregados en fluido gastrico simulado (FGS) y fluido intestinal simulado
(FIS)

14. Determinacion y cuantificacion del desprendimiento del epitelio germinal de tlbulos seminiferos

15. Determinacioén y cuantificacion de la descamacién de células germinales de descamacion del epitelio germinal
16. Valoracion del aumento en el grosor del parénquima y cantidad de células

17. Inmunodeteccién y cuantificacion de la expresion de MHC 1l en cortes histolégicos de testiculo

18. Inmunodeteccién y cuantificacion de la expresion de N-cadherina en tdbulos seminiferos

19. Inmunodeteccién y cuantificacion de la expresion de colageno | e hidroxiprolina en testiculo

20. Valoracién histolégica del epitelio de zona caput de epididimo

21. Valoracion de la interaccién entre espermatozoides y epitelio de zona cauda de epididimo



INDICE DE TABLAS

1. Resumen de estudios de los efectos del didxido de titanio en testiculos de roedores

2. Tabla de cuantificacidn de alteraciones histologicas en TS

INDICE DE GRAFICAS

1. Dureza de pellets medida en pascales
2. Monitoreo del alimento consumido semanalmente por los ratones alimentados con E171

3. Monitoreo del peso corporal de animales que consumieron alimento con E171
4. Dosis de consumo estimadas semanalmente

5y 6. Pesos de testiculos y epididimos



1- INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas de los nanomateriales manufacturados (NMM) grado alimenticio
para evaluar su uso seguro en humanos.

El interés en el desarrollo de nanomateriales manufacturados (NMM) se basa en el
mejoramiento de la actividad de ciertos materiales al disminuir su tamafio, aumentar su area
superficial y con esto la reactividad de superficie. La unidad de estudio de la nanotecnologia
son las nanoparticulas (NPs), es decir particulas con al menos una de sus tres dimensiones
igual o menor a 100 nm (Fig. 1, A). Los NMM estan compuestos por mas de 50% de su
composiciéon nanoparticulada (Schug et al., 2013). El desarrollo y evaluacion de NMM los
realizan instituciones americanas tales como el Instituto Nacional de Salud (NIH), el
Departamento de Defensa (DOD), la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA), el Instituto
Nacional de Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH), o la Administracion de Alimentos y
Farmacos (FDA), todas por sus siglas en inglés (National Toxicology Project). Dependiendo del
tipo de composicién que tengan las NPs de los NMM, es que estos tendran una carga (Fig. 1,
B) y por lo tanto una capacidad de reactividad superficial. La actividad superficial de los NMM
es directamente proporcional a la superficie capaz de reaccionar; y la superficie aumenta
conforme las particulas tienen mayor distribucion en el medio en el que se dispersen (Fig. 1,
C). El empleo de una menor cantidad de material para lograr el mismo efecto ha hecho que los
NMM grado alimenticio hayan adquirido importancia en su fabricacion debido a que favorecen
la percepcion de calidad y conservacion de los productos donde se afiaden aumentando con
esto la exposicion humana a estos materiales. Algunos de estos NMM grado alimenticio son la
plata (Ag), diéxido de silicio (SiOz), 6xido de hierro (FeO), 6xido de zinc (ZnO) o diéxido de
titanio (TiO2) por ejemplo en forma de E171. Para que los NMM grado alimenticio sean
regulados y utilizados, se deben evaluar pardmetros fisicoquimicos (FQ) y morfolégicos
relevantes en la determinacion de su capacidad toxicolégica (Vishwakarma et al., 2010; Gatoo

et al., 2014). Distribucion Reactividad
A) B) C) [Fotocatalisis)

¢ -
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Fig. 1. Propiedades fisicoquimicas y morfolégicas de las nanoparticulas en medio liquido: A) Tamafio
nanomeétrico de una nanoparticula dentro del rango de los 100nm. B) Posibles cargas superficiales: positiva color
rojo, negativa color azul o carga apolar, color morado. C) A mayor distribucién mayor superficie; a mayor superficie
mayor capacidad de reactividad. (Vishwakarma et al., 2010; Gatoo et al., 2014).



1.2 Propiedades generales fisicoquimicas (FQ) y morfolégicas de los NMM en

nanotoxicologia

En la nanotoxicologia se requiere la caracterizacion FQ y morfologica de las NPs de los NMM,
para correlacionar con los efectos al exponerse a diferentes modelos de estudio. (OECD, 2009).
Para determinar la seguridad y ausencia de capacidad tdxica de exposicion a NPs se usan
estudios in vitro o in vivo con implicaciones a nivel clinico, determinando limites seguros de
exposicion (OECD 2009; OECD 2015). Para evaluar el efecto in vitro e in vivo de las particulas
de NMM grado alimenticio, se debe utilizar el producto que se ocupa como aditivo grado
alimenticio, caracterizar éste en su forma seca, caracterizar la dispersion en medio simulando
condiciones fisiologicas y utilizar dosis reales a las que se pueden presentar (Nel et al., 2013;
Sohal et al., 2018). Su identificacion quimica se evalla al determinar la composicion de la NP
y de su corona o medio. De manera fisica se caracteriza la forma, cantidad y distribucién del
tamafio de particulas sin o con medio de dispersién que determinan su estado de agregacion
(Fig. 2, A). También se caracteriza la carga y tamafo superficial, factores altamente
relacionados con su interaccion con el medio y su &area de superficie reactiva (Fig. 1, C). La
dispersion en forma de polvo, el potencial zeta, la dispersion de particulas en medio y la cinética
de disolucion o degradacion son determinaciones metodolégicas (Stippler et al., 2014; OECD
2015; Avramescu et al., 2017; Sohal et al., 2018) que dan una idea de la manera en la que las
NPs pueden interaccionar con las células (Lin et al., 2017). Los NMM grado alimenticio pueden
variar de tamafio nanométrico y micrométrico dependiendo su agregacion en el medio en el
gue se encuentre, por ejemplo, jugo intestinal (Fig. 2, B), ademas de variar respecto al tiempo.
Los tamafos que puede presentar el TiO2 grado alimenticio en los liquidos gastrointestinales
(GI) del intestino van desde los 100 hasta los 2000 nm como se observa en la Fig. 2, B, (Sohal

et al., 2018).
A)

Tamaio

Forma

%

=]

Filamentosas

o

Agregacion
A

Amarfas

Cantidad

B)

Tamafio de particulas agregadas

3000

1000 +
800

[

400

[ sank |[ To, |[ sio, || zo || Fe,0,5 || Fe0.R |

Concentration (ml™

5.00€405
1.26E406
3.15E406
7.92€406
1.99407
5006407
1266408
3156408
- 7.926408
1996409
5.00£409

T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 120480 2 120480 2 120480 2 120480 2 120 480

Tiempo

Fig. 2. Factores que determinan la agregacién; evaluaciéon de la distribucién del tamafio de particulas en
medio intestinal simulado: A) A mayor tamafio, mayor capacidad de agregacion; formas filamentosas se
aglomeran mas facilmente que particulas amorfas y a su vez estas mas que las de formas regulares; a mayor
cantidad, mayor capacidad de agregacion. B) Se muestra en diferentes colores las concentraciones (mayores de
color rojo y menores de color gris) de agregados de particulas de cierto tamafio a tiempos de 2 min, 120 min y

480 min. (Freyre-fonseca et al., 2016; Sohal et al., 2018)




1.3 TiO2 grado alimenticio o E171: empleo, regulacion y exposicion alimenticia

El principal nanomaterial manufacturado es el dioxido de titanio y su fabricacion en grado
alimenticio se denomina, E171 por la Unién Europea con mas de 50 afios de consumo humano
(UE) (EFSA, 1969; Ans. F., 2016). EI E171 es un polvo blanco que es ocupado principalmente
para brindar color blanco a productos farmacéuticos como tabletas y vitaminas, productos de
uso personal, como pastas dentales y productos alimenticios, como verduras secas y sopas
enlatadas, heladoOs, dulces confitados, chocolates, reposteria, etc. (Fig. 3, A), (Skocaj et al.,
2011; Rompellberge et al., 2016). Su adicion favorece la presentaciéon del alimento
manteniendo sus componentes integros por mas tiempo, y también al ser afiadido en
empagques por su capacidad microbicida (Sohal et al., 2018). En México es permitido el uso de
E171 segun las buenas practicas de manufacturacion (BPM), que permiten el empleo del
aditivo hasta obtener el efecto deseado. Productos importados desde Estados Unidos son parte
de la dieta de los mexicanos. En estos productos importados, la FDA (Fig. 3, B) regula el empleo
de E171 para su uso oral, especificando que este debe estar constituido 99% de TiOz, evitar al
maximo la presencia de metales pesados y es recomendado su empleo maximo de hasta 1%
en alimentos. (Kusnesof et al., 2011; Lehto et al., 2017). Su tamafio principal de fabricacion es
entre 200-300 ym, es decir particulas micrométricas, que desde 1967 se ha asegurado no
implican riesgo debido a su minima absorcién. Sin embargo, las particulas de E171, poseen un
tamafio que va desde 30-250 nm, confirmandose un porcentaje entre 36% y 52% de particulas
con un tamafio menor a 100 nm, es decir nanopatrticulas. (Yang et al., 2014; Faust et al., 2016).
Por la ausencia de pruebas sustentables de efectos toxicos la EFSA (Fig. 3, B), no ha
considerado necesario determinar una ingesta diaria aceptable, manteniéndose una NOAEL,
es decir una cantidad o "nivel sin efectos adversos observables™ de 2250 mg/kg peso corporal
(EFSA, 2016). Es principalmente en paises europeos donde se ha reconsiderado los posibles
efectos perjudiciales del E171. En Alemania se ha determinado las cantidades presentes de
E171 en diversos productos de consumo cotidiano; esto, junto a patrones de consumo
dependiendo la edad, ha permitido determinar las cantidades de ingesta diaria. Para jévenes
se estima una ingesta entre 0.2-10.4 mg/kg/dia y para adultos de 0.2-6.8 mg/kg/dia. (EFSA,
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Fig. 3. Productos que contienen E171 e instituciones implicadas en su regulacién: A) Productos
alimenticios: reposteria, confitados, helados, sopas, cremas, etc; uso cotidiano: pasta dental; Farmacos:
comprimidos (Skocaj et al., 2011; Rompellberge et al, 2016) B) Instituciones implicadas en la regulacion de
E171.



1.4 Distribucion y efectos adversos del TiO2

Aunque la exposicion dérmica a TiO2 ha demostrado ser segura debido a su minima absorcion,

el TiO2 ha sido denominado como posiblemente cancerigeno por via inhalatoria, principalmente
por exposicion ocupacional (IARC 1989; Jones et al., 2015; NIOSH), los efectos por esta via,
hace de especial interés observar sus posibles efectos de manera oral. La acumulacion de
particulas nanométricas y micrométricas de TiO2 ingeridas oralmente, puede ser en colon,
placas de peyer, higado, bazo, pulmones, mesenterio, intestino delgado, rifiones y corazén
(Jani et al., 1994, Jiangxue et al., 2007). Determinando la cantidad de titanio presente, se ha
confirmado que dérganos con gran circulacion linfatica, como higado y bazo acumulan mas
titanio que o6rganos con menor circulacion linfatica, como los rifiones (Jiangxue et al., 2007,
Abdal et al., 2017). Tras 7 dias de administracion oral con particulas de TiO2, tamafio
nanométrico y micrométrico, efectos genotoxicos han sido identificados en células de higado y
médula 0sea; ademéas aumenta el indice mitético en epitelio estomacal y colonico, genera la
presencia de doble nucleo en espermatides y aumenta el indice apoptético en células
testiculares (Sycheva et al., 2011). Dentro de la célula las particulas de TiO2 generan estrés
oxidativo, aumentando especies reactivas de oxigeno (ROS) y la actividad enzimatica
antioxidante, causando dafio de material genético comprobado por ensayo cometa (Zhanjian
et al., 2014). El efecto de las particulas de TiOz en las células de los diferentes 6rganos,
depende de cuanto puedan distribuirse en ellos después de translocarse a circulacion
sanguinea y linfatica. La absorcion del TiO2a circulacion depende de cuanto las particulas se
dispersen sobre los mas de 200 m? de epitelio del sistema gastrointestinal y esto a la vez
depende de sus caracteristicas fisicoquimicas y agregacion de las particulas (Heringa et al.,
2016) Faust et al., 2014). Las células en epitelio gastrointestinal que internalizan particulas son
las células M, alineadas a placas de Peyer (Janer et al., 2014). Tras 7 dias de administracion
oral con particulas de TiO2 tamafio nanométrico y micrométrico, efectos genotoxicos fueron
identificados en células de higado y médula ésea; ademas aumenta el indice mitético en epitelio
estomacal y colonico, genera la presencia de doble nucleo en espermatides y aumenta el indice
apoptético en células testiculares (Sycheva et al., 2011). La presencia de la fraccidon
nanomeétrica en el E171 ha generado el interés de saber si estas particulas pueden atravesar
barreras fisicas biologicas presentes en tejido ocular (Kreyling et al, 2017), neonatal (Notter et
al., 2018), cerebral (Disdier et al., 2017) y testicular (Morgan et al, 2017) observados en la Fig.
4, A, B, Cy D, respectivamente.
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Fig. 4. Algunos o6rganos con barrera hematotisular: A) Ojo: Barrera hematoretinal, B) Placenta: Barrera
placentaria C) Cerebro: Barrera hematoencefalica, D) Testiculo: Barrera hematotesticular (Shechter et al., 2013).



1.4.1 Distribucién y efectos adversos del E171

Debido a los efectos adversos del TiO2, considerado posible carcindégeno via inhalatoria, surge
el interés de evaluar la capacidad carcinogénica del E171 por via alimenticia. Ya que mas del
99% del TiOz2 se elimina por medio de las heces, el colon ha sido el 6rgano primario de estudio.
Efectos genotoxicos asociados a carcinogénesis en colon, se han observado exponiendo de
manera In vitro células colénicas a E171 generando rupturas simples de DNA vy la alteracion
de material genético, confirmado por la formacion de microndcleos (Heloise et al., 2016). In vivo
se ha confirmado la internalizacion de las particulas de E171 dentro de células colonicas, esto
mediante microscopia electronica de transmision (TEM); ademas puede favorecer la formacion
de criptas aberrantes en colon y ante enfermedades preexistentes inflamatorias, tales como
colitis, el E171 ha demostrado capacidad de incrementar los efectos, llegando incluso a
favorecer la formacion de tumores (Urrutia-Ortega et al., 2016; Bettini et al., 2017). Con el
consumo de 100 mg de E171 via oral, se confirm6 que el epitelio gastrointestinal permite la
absorcion de las particulas y su translocacion a circulacion sanguinea humana. Confirmado por
microscopia de refraccién, tal como se ve en la Fig. 5, A, y por medio de técnicas
espectrométricas; aunque no se descarta su distribucion via linfatica. Las particulas de E171
se encuentran en sangre completa en periodos de hasta 10 horas, con un pico maximo a las 6
horas (Pele et al., 2015). La acumulacién de particulas de E171 ha sido confirmada mediante
TEM y espectrometria de masas en higado y bazo humanos, como se observa en la Fig. 5, B
(Heringa et al., 2018). Particulas de entre 85 a 720 nm fueron encontradas en estos tejidos y
un 24% del total de particulas a escala nanométrica. Esta distribucion a higado y bazo, Fig. 5,
C, es semejante a la que se observa con NPs y microparticulas de TiOz en roedores (Jani et
al., 1994; Wang et al., 2007). El dafio en higado o rifiones puede generar infertilidad debido a
la consecuente disminucién de Zinc, que afecta la espermatogénesis (Wong et al., 2000).
Ademas se ha confirmado la distribucién y efecto adverso de fracciones nanométricas de TiO2
en organos reproductores (Wang et al., 2007; Gao et al., 2013; Jia et al., 2014; Meena et al.,
2015; Smith et al., 2015; Orazizadeh et al., 2016; Shanin et al., 2017; Miura et al., 2017;
Khorsandi et al., 2017; Morgan et al., 2017; Shanin et al., 2017; Song et al., 2017; El-Missiry et
al., 2017; Sharafutdinova et al., 2018; Elnagar et al., 2018). Esta fraccion nanométrica es capaz
de llegar a los espermatozoides humanos los cuales al estar expuestos a las particulas generan
estrés oxidativo, formando asi ROS y consecuentemente genotoxicidad, ademas de apoptosis.
La relacién entre inflamacion, estrés oxidativo, apoptosis y genotoxicidad se atribuye a los
efectos de esta fraccidn nanométrica en testiculos (Santonastaso et al., 2019).
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Fig. 5. Distribucién de E171 a sangre, higado y bazo después de administri
particulas refractantes de E171 en sangre completa. B) SEM de higado seco donde se observa agregado de
particulas de E171. C) Higado y bazo humanos donde se acumula E171 de manera similar a como lo hacen las
NPs y microparticulas de TiO2 en roedores (Jani et al., 1994; Wang et al., 2007; Heringa et al., 2018).




1.5 Anatomia e histologia del testiculo

Los testiculos, son érganos ovalados de 4-5 mm de largo y 2-3 mm de ancho en la edad adulta
de color blanco rosado, de textura blanda y con funcion glandular encargados de la produccion
de testosterona y la diferenciacion sexual. Los testiculos se ubican en la region pélvica del
ratbn, marcada de rojo en la Fig. 6, A, estan dispuestos en forma par ubicados dentro de la
bolsa escrotal, presentando dos polos, uno superior y anterior, el otro inferior y posterior,
sefalados en la Fig. 6, B. Sobre el borde posteromedial se encuentra el epididimo, tanto éste
como los testiculos, estan rodeados por una membrana serosa llamada tunica vaginal. Una
capa gruesa formada de colageno llamada tunica albuginea (TA), genera una barrera fisica
gue rodea todo el testiculo (Montoya et al., 2009). La composicion de aminoacidos como
hidroxiprolina y lisina en el coldgeno determina que este pueda llevar a cabo su funcién
especifica de union (Shayakhmetova et al., 2013). Los tubulos seminiferos (TS), marcados de
color verde en la Fig. 6, C, son la unidad funcional del testiculo y llevan a cabo la
espermatogénesis, proceso especializado a la formacion de los espermatozoides. Entre los
tubulos seminiferos se encuentra el parénquima testicular conformado por vasos sanguineos,
vasos linfaticos, leucocitos y células de Leydig encargadas de la produccion de testosterona
(Fig. 7, A), (Hermo et al., 2010). El equilibrio homeostatico de testosterona mantiene el ciclo
espermatogénico ademas de un ambiente antiinflamatorio, propicio para la espermatogénesis
en los TS (Hedger et al., 2015). Este equilibrio es también regulado por los diferentes tipos de
leucocitos presentes en el parénquima testicular por su funcion en la respuesta inmune
adaptativa. Un corte transversal de testiculo permite la observacion de la distribucion de cada
poblacién celular del parénquima y de los TS a evaluar histolégicamente como se ve Fig. 6, D.
La calidad de las evaluaciones depende de que en las muestras se pueda observar cada tubulo
bien delimitado y su espacio luminal (National Toxicology Project). La zona donde se une la
parte terminal de los TS con epididimo es la rete testis, de naranaja en la Fig. 6, E. Por lo cual
es comun encontrar TS con aparente descamacion de celular, pero esto es debido a la
transicion del epitelio hacia otro tipo al acercarse a la rete testis (Shechter et al., 2013).
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Fig. 6. Anatomia e histologia de testiculos: A) Testiculos de raton después de diseccién, mostrando el polo
superior e inferior y conductos deferentes. B) Esquema de la distribucién de los TS en color verde dentro del
testiculo. C) Corte histolégico transversal completo de testiculo distribucién de TS bien delimitados y parénquima
rodeandolos entre tlbulos. D) Retes testis (Naranja); corte histoldgico que muestra la conexion entre los TSy la
rete testis, las flechas sefialan localizacion de aparentes tibulos atrofiados que son en verdad TS con epitelio de
transicion. (National Toxicology Program)



1.5.1 Desarrollo espermatico en epitelio germinal: papel de la barrera hematotesticular
y su evaluacion toxicologica

El epitelio germinal dentro de los TS se compone de células de sertoli (CS) que soportan
mediante uniones celulares a las células germinales (CG) y permiten la espermatogénesis. Las
CG se transformardn de espermatogonias (Sg) a espermatocitos (Sc) y finalmente en
esperméatides (Sd) en el epitelio germinal, como se ve en la Fig. 7 A, y al liberarse al lumen se
denominan espermatozoides. En la base de los TS se encuentran las Sg, células en proceso
mitético exponencial; los Sc son células relacionadas al proceso meidtico, cuya funcion es la
de generar a la célula haploide individual con 23 cromosomas y material genético mezclado; y
finalmente las Sd, llevan a cabo la espermiogénesis en la que cambian la morfologia y
estructura interna de las células germinales hasta obtener la forma final del espermatozoide,
ver Fig. 7 C (Tang et al.,, 2016). Las Sg con gran replicacion celular requieren de los
componentes solubles sanguineos (Kerr et al., 2006) mientras que los Sc y Sd requieren estar
aislados ya que los antigenos espermaticos de estas etapas son muy inmunogénicos (Brehm
et al., 2005). La etapa meiédtica del Sc y de espermiogénesis de la Sd estan aisladas por la
barrera hematotesticular (BHT) presente por encima de la Sg en un corte transversal. La BHT
es una barrera fisica de proteinas de union entre CS y CS, proteinas adaptadoras que actlan
como moléculas sefializadoras y/o de unidén, ademas de componentes citoplasmaticos como
reticulo endoplasmico o especializaciones ectoplasmicas (E.E.) compuestas por rollos de
filamentos de actina sefialados en la Fig. 7 B. La N-cadherina junto con otros tipos de proteinas
de unioén, regulan procesos celulares y unen las membranas de las CS adyacentes (Mochele
et al., 2008). Uno de estos procesos celulares es el desensamble de la BHT encima de las Sg
para después ensamblarse nuevamente por debajo de estas, permitiéndole entrar en etapa de
meiosis. La BHT se vuelve a ensamblar por encima de las Sgs aun en proceso de mitosis. Para
gue se mantenga este proceso de manera ciclica, se requiere la interaccion de células del
parénquima y de los tubulos seminiferos incluyendo a las células mioides de la Fig. 7, A (Yan
Cheng et al., 2009). La disminucion de las proteinas que conforman la BHT, pueden ser
desfavorables para el mantenimiento adecuado de la espermatogénesis (Cheng et al., 2008) y
para el ambiente inmunotolerante que se mantiene en los testiculos. Este ambiente depende
de linfocitos, macréfagos testiculares y células dendriticas en parénquima, que cumplen sus
funciones normales de proteccion inmunolégica al mismo tiempo que regulan la
espermatogénesis (Hedger et al., 2002; Hedger et al., 2015). Estas células inmunes son las
Unicas que expresan MHC Il (Meinhart & Hedger, 2011; Neefies et al., 2011; DeFalco et al.,
2015). Ademas la disminucion en la calidad y cantidad de espermatozoides como efecto de
diferentes toxicos, se puede deber a desajustes en hormonas sexuales 0 procesos
inflamatorios que afectan la integridad de la BHT (Ching-Hang et al., 2005; Pearl et al., 2013).
La evaluacion histolégica de los 6rganos del desarrollo espermatico permite tener una idea de
la relacion entre la arquitectura celular de los 6rganos y por qué los espermatozoides son
capaces o incapaces de desarrollarse e interaccionar en el tracto femenino y fertilizar al oocito
(Florman et al., 2015).
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Fig. 7. Epitelio germinal, barrera hematotesticular y proceso de espermatogénesis: A) Histologia con
ubicacion de Sg, Sc y Sd dentro del epitelio germinal en tabulos seminiferos delimitados por linea roja que indica
la ubicacién de la membrana basal (MB) y parénquima testicular con células de Leydig delimitado por linea azul.
B) Esquema de la localizacion de BHT en epitelio germinal: Se muestra la altura a la que se encuentran las uniones
entre células de sertoli que forman la BHT; por debajo de BHT se encuentra las Sg, que reposan encima de la MB
de color azul, por encima células de Sertoli sostienen a Sc y espermétides Sd. En el parénquima por debajo de
M.B. se encuentran células de Leydig, Macrofagos (M®), endotelio sanguineo (E.S.) y endotelio linfatico. C) Figura
del proceso espermatogénico en el raton mostrando las 12 diferentes fases, cada una con su asociacion celular
especifica I- Histologia de las asociaciones celulares de cada fase, desde la fase | de la parte inferior izquierda
hasta la fase XII (Duracién 35-40 dias). II- En color rojo se muestra el desarrollo morfolégico y nuclear de las Sg,
cuyo proceso mitdtico dura aproximadamente 12-13 dias. En color naranja se muestra el desarrollo morfolégico y
nuclear de los Sc, cuyo proceso meiético dura aproximadamente 12-13 dias, culminando en dos divisiones
meidticas y la generacion de la célula haploide (Mi). El proceso de espermiogénesis de las Sd, sefialado en color
azul, atraviesa los procesos de diferenciacion morfolégicos y nucleares, nombrados con base en el cambio
intracelular en la CG, segun la fase; Comenzando por la fase golgi, capuchon, acrosomal y finalmente maduracion.



1.6 Anatomia e histologia de epididimo

El epididimo es un 6rgano en forma de coma, conformado por un solo tubo contorneado cuyo
tamafo en el raton es de 1 m, delimitado por una capsula fibrosa formando un saco escrotal
de 2-2.5 cm, delimitado en Fig 8, A. El epididimo esta apoyado sobre el borde posteromedial
del mediastino del testiculo, se encuentra unido por un ligamento superior y uno inferior, como
se ve en Fig. 8, B. La parte adyacente en donde conecta el epididimo con el testiculo en el polo
superior se denomina caput del epididimo, termina en la region curveada en forma de embudo
como se observa en la Fig. 8, C (Robaire & Hinton, 2015). La region corpus se distingue por
ser la zona del epididimo mas delgada y que recorre la zona caudolateral del testiculo, termina
en donde se engrosa el saco del epididimo, comenzando el polo inferior. La ultima region del
epididimo es la cauda, mas distal a la conexién con testiculo ubicada en el polo inferior, se
muestra el epididimo extendido en la Fig. 8, C. El epididimo es el 6rgano en donde el
espermatozoide termina de desarrollarse una vez fuera del testiculo, proceso llamado
maduracion. Después de atravesar la rete testis, el Sz es infértil y este no presenta el perfil de
proteinas membranales adecuado como para fecundar al oocito o activar la hipermotilidad
dentro del tracto femenino (De Grava Kempinas et al., 2014). Estas capacidades solo las
obtiene después de atravesar el caput y corpus del epididimo, donde se agregan, retiran y
modifican proteinas del espermatozoide (Martin-De Leon, 2015). Este se encuentra
diferenciado segun la localizacibn mas proximal o distal a la zona de la rete testis del testiculo.
La 6ptima funcion de cada seccion del epididimo favorece la obtencion de todas las condiciones
de quimioatraccién y unién al 6ocito que las células germinales necesitan. La modificacién
membranal se da en la regidon caput y corpus, en la zona cauda se almacenan los
espermatozoides ya formados (Cooper et al., 2011). El epitelio epididimal conformado por
células basales, principales, claras, halo, apicales o dendriticas reaccionan a los componentes
de la luz de los TS (Gregory et al., 2014). Las células varian en proporcién dependiendo la
region del epididimo como se observa en la Fig. 8, D y en conjunto mantienen la homeostasis
inmunoldgica y la correcta maduracioén espermatica (Guiton et al., 2013).
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Fig. 8. Anatomia e histologia de epididimo: A) Epididimo color blanco rosaceo, por encima de testiculo, desde
polo inferior hasta polo superior B) Epididimo separado de testiculo y extendido C) diferentes secciones
histolégicamente identificables de epididimo (color rojo obscuro); de manera histolégica se divide en zona caput
(morado), regién corpus (azul) y cauda (rojo). (National Toxicology Project).



1.7 Efectos de NP de di6xido de titanio en 6rganos del desarrollo espermatico

La administracion a dosis unica de NPs de TiOz2 via intravenosa a dosis menores de 10 mg/kg,
ha comprobado no tener alteraciones en testiculos (Miura et al., 2017), sin embargo, a dosis
de 50 mg/kg, genera acumulacion en testiculo junto con decremento en testosterona y dafio a
DNA (Meena et al., 2015). Inyecciones intraperitoneales, en repeticiones de tres generan
alteraciones flagelares y acrosomales, asi como un aumento en el perfil inflamatorio,
acompafado por un aumento en citocinas proinflamatorias. Estos efectos pueden visualizarse
histol6égicamente evidenciado por un aumento en el grosor y células del parénquima testicular,
teniendo en cuenta que este tipo de administracion evita la absorcion intestinal. El efecto de
las NPs como causantes de estos efectos se confirmaron al observarse las particulas por TEM
en tejido escrotal (Smith et al., 2015). Con dosis de 50 mg/kg y 250 mg/kg de manera oral las
NPs de TiO2 generan disminucion de testosterona sérica y descamacion de células germinales
(Jia et al., 2014; Shanin et al., 2017). Ademas de presentar a dosis de 50 mg/kg disminucion
de la actividad proliferativa y de diferenciacion en las células de epitelio germinal
(Sharafutdinova et al., 2018). Las NPs de TiO2 a dosis mayores a 50 mg/kg durante por lo
menos 1 semana, se han utilizado como modelo de dafio testicular asociado a estrés oxidativo,
gue puede generar dafio a material genético y apoptosis por estrés oxidativo; aunque dosis
orales unicas aun siendo de 5g/kg no generan efectos adversos observables después de dos
semanas (Wang et al., 2007). Los efectos toxicos testiculares de las NPs de TiO2 se ven
aminorados por la administracion paralela de sustancias antioxidantes (Orazizadeh et al., 2016;
Khorsandi et al., 2017; Morgan et al., 2017; Shanin et al., 2017; Elnagar et al., 2018). Efectos
histopatolégicos de las NPs de TiO2 como la descamacion de células germinales se relaciona
a una disminucién en la cantidad de espermatozoides. El dafio a nivel histolégico mostrado en
la figura 9 por estrés oxidativo, puede presentarse en administraciones con dosis de 5y 10
mg/kg de NPs de TiO2z en hidroxipropilmetilcelulosa por méas de 60 dias (Gao et al., 2013; Hong
et al., 2015) o PBS/Twin 80 por mas de 28 dias (Song et al., 2017) e incluso 2.5 mg/kg durante
90 dias (El-Missiry et al., 2017). La mayoria de los estudios que evaltan los efectos del TiO2
no utilizan la forma de grado alimenticio y la matriz de dispersion usada es en medio liquido. El
Unico estudio donde se evalla el TiO2 en una matriz sélida, no indica qué tipo de TiO2 se ocupa
ni la caracterizacion de éste, aunque también presenta alteraciones histopatolégicas en
testiculo (Nabela et al., 2010). Afectaciones histopatol6gicas similares a las generadas por las
NPs de TiO2 asociadas a dafio en BHT se presentan con otros controles positivos como la
administracién de Cadmio (Cd) o material particulado (PMs) que se relacionan con disminucién
en la calidad y cantidad de espermatozoides formados como se observa en la Fig 9 (Gao et al.,
2013; Orazizadeh et al., 2014; Fashui et al., 2016; Squadrito et al., 2016; Liu et al., 2017). Las
microparticulas o NPs de TiO:z pueden llegar a testiculos y afectar la integridad de la BHT (Cao
etal., 2017). El dafio en testiculo y epididimo puede ser también indirecto debido a la afectacion
de higado o rifilones, que se asocian a infertilidad cuando éstos presenta estados patologicos
(Wang et al., 2007). La disrupcion endocrina, la sintesis de factores proinflamatorios, el proceso
inflamatorio y el estrés oxidativo asociado a este o a cuando las particulas son endocitadas por
las células pueden ser causa de dafio histologico (Creasy et al., 2012). La correcta
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comunicacion celular es vital para mantener el correcto desarrollo espermatogénico, equilibrio
gue se pierde al presentarse procesos inflamatorios. Las NPs de TiO2 también son capaces de
generar activacion inmunoldgica, evidenciada histoldgicamente con la presencia de infiltrado
de células inflamatorias (Pandey et al., 2018). La activacion de procesos inflamatorios se
evidencia ante el aumento de la expresion de moléculas TLR 3y 4, asociados a la identificacidon
de particulas ajenas al individuo o censando productos de estrés oxidativo, ademas de otras
citocinas proinflamatorias e infiltrado de células inflamatorias, como consecuencia de la
administracion intragastrica (IG) de NPs de TiOz (Hong et al, 2015). Las nanoparticulas
metalicas y de 6xidos metalicos son capaces de generar estrés oxidativo al ser internalizadas.
Estas agresiones repercuten en las células germinales, cuya disminucion correlaciona con las
bajas cantidades de espermatozoides y altas cantidades de espermatozoides con alteraciones
morfolégicas tras la exposicion a NPs de TiO2. En epididimo es posible encontrar menor
cantidad de espermatozoides dentro del lumen de este 6rgano cuando existe afectacion en
espermatogénesis (Creasy et al., 2012). El dafio al epitelio epididimal depende de la cantidad
de particulas, aumentando la cantidad de rupturas del epitelio, dafio nuclear y a mas grandes
cantidades de NPs de TiO2 (De Grava Kempinas et al., 2014). Las alteraciones en aparato
reproductivo por NPs son capaces de impedir que se lleven a cabo las modificaciones
membranales y la activacion de hipermotilidad en espermatozoides (Brohi et al., 2017).
A) B) Q) D)

Squadrito et al., 2016 Gaoetal., 2013 Fashuiet al., 2016 Orazizadeh et al., 2014

Control

Administracion
via oral

Cdcl, NP 5-6 nm NP 5-6 nm NP Sigma

Modelo animal C57 BL/6) cD1 Control ICR Control regiér Naval Medical
y de 2mg/kg region 5mg/kg Research Institute
administracion SSF 5 mg/kg Hidroxipropilmeti 300 mg/kg
14 dias Hidroxipropilmeti celulosa MiliQ
celulosa 60 dias 35dias
90 dias
Desprendimiento - Desprendimiento Desprendimiento
. o Vacuolizaciones o .
Alteraciones epitelial - epitelial epitelial
i dgi Desorganizacion Descamacion Desorganizacion Desorganizacion
histologicas aniz germinal aniz aniz
epitelio epitelio epitelio
Extravasacion Infiltrado Vacuolizacion
inflamatorio Descamacion

germinal
Fig. 9. Alteraciones histol6gicas testiculares por compuestos téxicos: A) Muestra alteraciones histologicas
relacionadas al dafio de la BHT inducidas por Cd; B), C) y D) muestran alteraciones histol6gicas causadas por
NPs de TiOo.
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TABLA 1. RESUMEN DE ESTUDIOS DE LOS EFECTOS DEL DIOXIDO DE TITANIO EN TESTICULOS DE ROEDORES

Particulas Vehiculo y Caracterizacion Dosis Ruta de Modelo Hallazgos Cantidad de disminucién Descripcién Referencia
usadas método de administracion en testosterona sérica histolégica
dispersién para
administracion
in vivo
Nanoparticulas 3g de TiO2 Microscopia Dosis Unica  Administracion Ratones Sin  alteracion en No datos Sin datos Wang et
de diéxido de fueron electrénica de de 5 g/kgpc intragéstrica en CD-1 testiculos. al., 2007.
titanio dispersados en  transmision y Yy muestreo  un minuto. macho
12 mL de 0.5%  técnica de  después de
(Hangzhou piv fluorescencia  de  dos
Dayang hydroxipropilmeti  rayos X semanas
Nanotechnology Icelglosa,
Co. Ltd) sonicadas  por | pg tamafios
15'2FJ ) min Y observados por
mecanicamente coinciden con los
vibradas por 2 0 {3mafios
3 minutos. i
Tamafio: 25 nm, nominales.
80 nmy
particulas finas
de 155 nm
Di6xido de Sin datos Sin datos Sin datos. El estudio indica  Ratas Anorexia, heces  Disminucién de  Espermatogénesis y  Nabela et
titanio (Sigma que “...grupos albinas blancas, disminucién  testosterona de 1.92 + 0.71  congestion de vaso  al., 2010.
Aldrich) Estudio de alimentados con  macho en el peso corporal, ng/mL a 0.62 + 0.21 y a  sanguineo.
65 dias. raciones (180-2009) disminucion en el 0573 + 0.33 ng/mL con
conteniendo 1% conteo espermatico, tratamientos de 1% y 2%,
y 2% de TiOY" viabilidad, y motilidad. respectivamente. La
pero no es claro Aumento en las testosterona disminuyo
si esta contenido anormalidades 32% y 30% con los
en la comida. espermaticas. tratamientos de 1% y 2%
respectivamente.
Nanoparticulas Hydroxipropilmet Caracterizacion 25,5y 10 Administracion Ratones Incremento en Disminucion de Rupturas Gao et al.,
de diéxido de ilcelulosa usada  descrita en otro mg/kgpe por intragéstrica macho CD- contenido de titanio en testosterona de 103 + 5.16  espermaticas, 2013.
titanio para dispersion estudio 90 dias. 1(5 testiculos, disminucién ng/dL a 92 +4.6, 81 + 4.05 rarefaccion y
sintetizadas por  con agua previamente semanas en conteo y motilidad y 73 £3.67 ng/dL con apoptosis de células
hidrélisis de desionizada y publicado. Tamafio de edad) espermatica tratamientos de 2.5, 5y 10  de sertoli, necrosis de
tetrabutoxido de  agua destilada  hidrodindmico  de mg/kgpc respectivamente. tibulos  seminiferos.
titanio. después de 12 h aglomerados fue de Disminucion del
y 24 de 294 nm, potencial grosor de la lamina
incubacion. zeta después de 12 germinativa,
horas fue de 7.57 T vacuolizacion y
mV. Para particulas Disminucion de arreglo irregular de
. testosterona de 8%, 22% y . .
de 5-6 nm el area X células de sertoli de
de superficie fue de 30 % con tratamientos de los tabulos
174.8m?/g. 25 5y 10 mgkGee o oineros,
respectivamente. Todos los
tratamientos mostraron
diferencias.
Nanoparticulas Nanoparticulas Imagenes de 10, 50 or  Administracion Ratones La dosis mas alta Testosterona disminuyo de  Vacuolas en tdbulos Jia et al,
de dioxido de  fueron aglomerados 250 oral Kunming disminuyo el peso alrededor de 1.7 ng/uL a  seminiferos de  2014.
titanio (Sigma  dipersadas en  obtenidas por  mg/kgpc al macho (3 corporal. Cambios en 0.8, 0.7 and 0.6 ng/uL con  ratones tratados con
Aldrich) PBS (pH 7.4) con microscopia semanas la morfologia  tratamientos de 10, 50 y 250 50 y 250 mg/kg/dia de
0.5% Tween 80y electronica de dia que de edad) espermatica en las mg/kgpe. Solo tratamientos nano-TiOa.
preparadas con  transmision termino tras dos dosis mas altas. de 50 y 250 mglkg Disminucién en hileras
ultrasonicacion 42 dias Disminucion en la  mostraron diferencias  de células
por 30 min. consecutivo expresion de P450-17  significativas con espermatogénicas
s y 17B-HSD, aumento reducciones de 59% y 64%, fueron observadas en
en la expresion de respectivamente. la dosis mayor de 250
CyP19. mg/kg/dia.
Nanoparticulas El stock de 2 Sin datos 300 Administracion Ratones Disminucién en peso Disminucion de la Incremento en Orazizadeh
de diéxido de  mg/mL fue mg/kgpe por  intragastrica machos de testiculos, conteoy  testosterona de alrededor  desprendimiento, etal., 2016.
titanio (Sigma) preparado en 35 dias adultos del motilidad esperméatica. de 3ng/mL a0.5ng/mLcon  descamacion y
agua Milli-Q y Instituto de Incremento en tratamientos de  vacuolizacién de los
sonicada a 4°C investigaci6  anormalidad 300mg/kgpe. Disminucion de  tdbulos seminiferos y
10 min. Este n médica espermatica. la testosterona del 83.3%  puntuacién de
stock fue usado naval con tratamiento de  Johnsen's disminuida.
para 300mg/kgpe.
experimentacion (6-8
diluida  usando semanas
agua Milli-Q de edad,
(solucion estable 25-30g)
por 7 dias).
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Nanoparticulas Polvo de TiO»- Caracterizacion 25,5,y10  Administracion Ratones Disminucién en  Sin datos Degeneracion de Hongetal,
de diéxido de  NPsfue disperse  realizada en otro  mg/kgpc por  intragastrica macho ICR consumo de comida y epitelio de tGbulos  2015.
titanio en la superficies estudio 60 dias. (5 semanas agua, incremento en seminiferos,
sintetizadas por  de 0.5% p/v en previamente de edad) espermatozoides disminucién de células
hidrélisis de  solucién de publicado. anormales, diminucién de leydig y aumento
tetrabutoxido de Hydroxipropilmet en peso testicular e de anormalidades
titanio. ilcelulultrasonica incremento en estrés espermaticas.
da por 30 min y oxidativo en testiculos.
mecénicamente
vibrada por 5
minutos.
Nanoparticulas TiO2 1M in PBS Los TiO2-NP (50 ug 5, 25, y 50  Inyecci6n Ratas Acumulacién de titanio  El nivel de testosterona  Disrrupcion de los Meena et
de didxido de / ml) se disolvieron  mg/kgow intravenosa Wistar en los testiculos, dafio  sérica disminuy6 en el tdbulos e inflamacién  al., 2015.
titanio (Sigma- en agua destiladay  unavezala macho en e ADN de en las células
Aldrich, USA) se sometieron a  semana por espermatozoides. grupo de 50 mg/kgpC (492 testiculares.
Sin datos en el ultrasonicasiép 30 dias. (8 semanas +0,37ng/ mgfie proteina)
método de durante 10 minutos de edad en comparaciéon con el
dispersion para ok?tlener una grupo de control (7,44 +
suspension 0,62). Esta es una
homogénea para reduccién del 34%. No hubo
determinar el diferencias significativas en
tamafio de las el nivel de esperma de
particulas, la testosterona entre los
morfologia y la grupos de 5y 25 mg / kg y
distribucion de los grupos de control.
tamafios mediante
microscopia
electrénica de
transmision y
difraccién de rayos
X.
Nanoparticulas PBS Imagenes de Tres Inyeccién Ratones Perfil inflamatorio, Sin datos Pérdida de células Smithetal.,
de didxido de aglomerados inyecciones intraperitoneal machos anomalias germinales en los  2015.
titanio hidrodinamicos de 25 vy cruzados espermaticas y tibulos seminiferos y
sintetizadas tomados por 5 mg/kgpe, de cepas produccién de ROS en aumento de los
mediante Sin datos en microscopia Sacrificios espermatozoides. espacios intersticiales
proceso de . electrénica de a corto ICRy en el parénquima.
deposicion TEEED KE transmision. (24h, 48h y i4
- dispersion ’ C57BL/6 Deteccion de
quimica de 120h) y particulas
vapor utilizando largo (3-6meses  Sospechosas de ser
tetraisoprop6xid tiempo (1, de edad) tejido escrotal adiposo
0 de titanio. 2, 3 05 de TiO2 NP.
semanas).
Tamanfo:
50 +8 nm
Nanoparticulas El stock de 10 Microscopia de 75, 150 y  Administracion Ratones Disminucién del La testosterona disminuyd Se produjeron Khorsandi
de didxido de mg / ml se fuerzaatémicapara 300 intragéastrica machos conteo y motilidad de 3ng/mg a alrededor de  cambios etal., 2016.
titanio (Sigma) prepar6 en  distribucién de  mg/kgpc por adultos del  espermética. TGbulos 25, 1.7 y 05 en degenerativos en las
albtmina de tamafio y uso del 35 dias. Instituto positivos a apoptosis. tratamientos de 75, 150 y  células  germinales,
Tamafio: 20-30 suero bovinoyse  mismo material Médico 300 mg/kgpe que van desde la
nm sonicé a 4° C. para Naval de respectivamente. Solo los  pérdida de
Este material se  experimentacion Investigacio tratamientos de 100 y 300  espermatides
us6 para la  conanimales. n (NMRI) mg/kgpe mostraron  alargadas, la
experimentacion diferencias  significativas ~ desorganizacion  de
con animales (6-8 con reducciones de 43 y las capas de células
utilizando agua semanas 70% respectivamente. Esto  germinales y el
Milli-Q como de edad) fue lo mismo para los  desprendimiento vy
vehiculo. testiculos. desprendimiento a la
vacuolizacion de los
(Solucién estable tabulos  seminiferos
durante 7 dias). que contribuyen a la
atrofia.
Nanoparticulas Ultrasonicasion La forma y el 25 5y 10 Administracion Ratas Aumento del  Sin datos Nucleos picnéticos y  El-Missiry
de didxido de por 15 min en tamafio fueron mg / kg de oral (agua de Wistar contenido de titanio al degeneracion del etal., 2017.
titanio Anatasa  agua bebible. determinados  por peso beber) macho aumentar la dosis de epitelio seminifero con
(637254) TEM. El tamafio era  corporal por exposicion. Anomalias espacios vacuolares.
proporcionada inferior a 25 nm. dia durante adultas espermaticas, Destruccion
por Sigma tres meses. (146 +2 g) disminucion de la deformidad de células
Chemical Co. testosterona  sérica, intersticiales 'y de
Otro grupo hormona luteinizante, Leydig.
recibié 5 hormona folicular
ma/kgpc/dia estimulante y
durante dehidroepiandrosteron
cinco a. Apoptosis
meses. espermatozoides.
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Diéxido de Esterilizacion de Sin datos 01,1, 20 Inyeccién Ratones Funcién testicular, Sin datos Sin datos Miura et al.,
titanio NP mediante 10 mg/kgpe  intravenosa C57BL/6J reduccion en el 2017.
esterilizador de unavezala macho movimiento de los
(Aeroxide-P25) calor seco a semana por espermatozoides, sin
de Sigma- 180°C durante 1 4 semanas cambios en los niveles
Aldrich hr 2 mg de NP plasmaticos de
suspendidos en hormonas.
2 ml de fosfato
de ) ”disodio. No hay contenido
Sonicacion  en detectable de Ti en los
bafio de agua testiculos. S6lo  se
dgrante 30 observaron trazas.
minutos.
Nanoparticulas Sin datos Sin datos 100 Administracion Ratas Anormalidades La testosterona sérica Edema y  Morgan et
de didxido de mg/kgpe intragastrica albinas espermaticas y  disminuyé de 2.40 a 0.94 desprendimiento de al., 2017.
titanio diario por 8 macho apoptosis en tubulos  ng/ml en ratas expuestas, lo  células germinales
semanas seminiferos. que representa un 39%  con picnosis de capas
menos que el grupo control.  espermatogoniales.
Nanoparticulas Suspendido en Sin datos 50 Administracion Ratas Alteracion de los Disminucién de  Anomalias del epitelio Shahin et
de dioxido de solucién  salina, mg/kgpc/dia intragéastrica Wistar niveles de glutation y  testosterona sérica en un seminifero y al., 2017.
titanio (Sigma- dispersado  por porl,2y3 macho apoptosis en 37.5%,57.1%y 73%enl,2 engrosamiento del
Aldrich, EE. vibracion semanas. adultas testiculos. Lesién y 3 semanas de exposicion parénquima.
uu.) ultrasénica ) (180-220 g, testicular medida @ TiO2, respectivamente.
durante 15 min 6-7 como actividad de la
ZZ”;Z';Z? fosfatasa acida.
(99.7% anatasa,
tamafio de
particula <25
nm).
Nanoparticulas Dispersado en  Microscopio de 0,10, 50y Administracion Ratones Malformacion de los  Sin datos Reduccion del nimero  Song et al.,
de dioxido de PBS(pH7,4)con transmision por 100 intragéastrica ICR macho  espermatozoides. de células germinales, 2017.
titanio Tween 80 al electrones. Las  mg/kgpe (6 semanas  Aumento de la tasa de desalineacion de la
(Shanghai 0,5% y 30 min particulas tenfan  diariamente de edad) micronicleos en las esferospermia y
Jingchun ultrasonicado. forma rabditiforme,  durante 28 células espermaticas. vacuolizacion de
Reagent) el diametro era de dias, los Acumulacion reactiva células
aproximadamente animales se de oxigeno y espermatogénicas en
Tamafio: 5-10 10 nm. mantuviero disminucion de la los tejidos testiculares.
nm n en actividad del
ayunas 4 superéxido dismutasa.
horas antes
y después
de la
administrac
ion.
Nanoparticulas Goma acacia en Sin datos 1200mg/kg Administracion Ratas Dafio en el ADN de los La testosterona disminuyd Marcada Elnagar et
de didxido de  solucién al 5%. pc diarios intragastrica albinas testiculos. de 23.8 + 8.8 en el grupo  desorganizacion de  al., 2018.
titanio (Titanos, No hay datos durante 12 macho control a 0.38 + 0.0 nmol/L células
China) sobre el método semanas. (150-200 g) en el grupo tratado. La  espermatogénicas,
dimensionadas de dispersion. testosterona disminuyé  desprendimiento  de
a 21 nm segln 98.41%. epitelio en tGbulos
la  descripcion seminiferos.
del fabricante Inflamacion y
deposicion de
colageno.
Di6xido de  Dispersas en Sin datos 50 mg/kgpe  Administracion Ratas Cambios morfol6gicos Sin datos Desprendimiento de  Sharafutdin
titanio forma  agua destiladay por 14y 30 oral Wistar en los testiculos. epitelio y ovaetal,
Rutilo Tamarfio: ultrasonicadas dias. adultas Actividad proliferativa desprendimiento de  2018.
40-60 nm) macho de la alteracion de las células espermaticas.
(170-210 g) células espermaticas

y disminucién del
potencial de
diferenciacion.

PBS: Buffer de sales de fosfato. TEM: Microscopia electrénica de transmisién. ROS: Especies reactivas de oxigeno

14




2- JUSTIFICACION

La ingesta de didéxido de titanio grado alimenticio E171 ha sido considerada segura, sin
embargo la presencia de una fraccion nanométrica y la ausencia de datos de consumo de E171
en una matriz solida, han sido motivantes para evaluar su seguridad en érganos del desarrollo
esperméatico. Los datos de toxicidad en drganos reproductivos son relevantes para la
reevaluacion de la regulacion de E171.
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3- HIPOTESIS

Si se alimentan a ratones durante 7 semanas con una dieta de alimento adicionada con E171,
se observaran efectos toxicos a nivel histologico en érganos encargados del desarrollo
espermaético. El dafio en testiculo asociado a procesos inflamatorios y dafio a BHT en testiculo.
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4- OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar en testiculos y epididimos, 6rganos encargados del desarrollo espermatico de ratones
BALB/c el efecto a nivel histologico de la alimentacion con pellets adicionados con cantidades
de 0.1, 0.5y 1% de E171 después de 7 semanas.

4.2 Objetivos particulares

* Preparar con alimento para roedores ENVIGO pellets re-horneados sin E171 y con
proporciones de 0.1, 0.5y 1% de E171 respecto al peso del alimento, para administrar
de forma ad libitum a ratones BALB/c machos durante 7 semanas.

» Caracterizar el tamafio y forma de las particulas que componen el E171 en forma de
polvo, mediante microscopia electronica de barrido.

» Caracterizar el tamafio hidrodinamico, potencial Z e indice de polidispercién, del
alimento con E171, disperso en liquido gastrico simulado y fluido intestinal simulado.

« Cuantificar alteraciones histologicas en cortes transversales de testiculo como
desprendimiento de epitelio germinal, descamacion de células germinales en tabulos
seminiferos y cantidad de células del parénquima en los testiculos de ratones con dieta
control y con proporciones de 0.1, 0.5y 1% de E171.

« Valorar el proceso inflamatorio mediante inmunodeteccion de MHC I, en testiculos de
ratones con dieta control y de proporciones de 0.1, 0.5y 1% de E171.

« Evaluar la integridad de la BHT mediante inmunodeteccién de N-cadherina y colageno |
en cortes transversales de testiculos de ratones con dieta control y con proporciones de
0.1, 0.5y 1% de E171, como mecanismo del desarrollo espermatico.

» Evaluar la composicion de colageno mediante cuantificacion de hidroxiprolina en
testiculos de ratones con dieta control y proporciones de 0.1, 0.5y 1% de E171.

» Evaluar histolégicamente los epididimos de ratones control y con dieta de 0.1, 0.5y 1%
de E171.
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5- MATERIALES Y METODOS

5.1- Preparacion de alimento de raton con E171y medicion de dureza. Utilizando Alimento
Envigo, Teklad Global Rodent Diets 2016 (16.4% proteina, 4% grasa, <20mg/kg de Isoflavona)
preparar 4 tandas de 200g de alimento para cada tipo de dieta. Moler el alimento, agregar un
volumen proporcional de agua pura y mezclar de manera uniforme. Moldear de forma cilindrica
con radio de 1 cm y compactar al maximo sin dejar burbujas de aire, moldeados los pellets
hornear a 65°C durante dos dias y guardar de manera hermética hasta su distribucion. Para
los pellets al 0.1% de E171 pesar 0.2g de E171 y 199.8 g de alimento, para los pellets de 0.5%
de E171 pesar 1g de E171y 199 g de alimento y para los pellets de E171 al 1% pesar 2g de
E171 y 198 g de alimento, mezclando siempre el alimento seco con el polvo de E171 hasta
evitar la presencia de grumos de polvo blanco, tal como se realiza en la industria alimenticia;
posteriormente seguir el mismo procedimiento que para los pellets control. Para la medicion de
dureza de los pellets comerciales y preparados utilizar Tablet Hardness Tester (VK200 Varian
Benchsaver Series) y realizar la medicion de al menos 7 pellets.

5.2- Caracterizacién de tamafio y morfologia de E171. La micrografia que muestra el tamafio
primario de las particulas de E171 fue obtenido mediante microscopia electrénica de barrido o
Scanning Electron Microscopy SEM-JEOL 5800-LV, Japo6n, usando una magnificacion de
5000X y aceleracion de electron de 15 KV.

5.3- Caracterizacion de alimento con E171 disperso en fluidos gastrointestinales
simulados. Para la preparacion del 4cido gastrico simulado afiadir 2.91 g de HCl y 2 g NaCl
(Sigma Aldrich) a 1 L de agua destilada y ajustando el pH a 1.1. Para preparar el fluido intestinal
simulado, afiadir 6.8 g de KH2PO4y 0.89 g de NaOH a 1 L de agua destilada y ajustar el pH a
6.8. Para medir el tamafio hidrodinamico de la comida adicionada con E171 dispersar en 1 mL
del liquido simulado, 1 mg del homogenizado de cada tipo de alimento (0.1, 0.5 y 1%).
Determinar el tamafio hidrodinamico, el potencial zeta y el indice de polidispersién usando un
Zetasizer NANO ZS (Malvern instruments, UK). En todas las mediciones sonicar previamente
a 60Hz por 30 minutos y cada medicién realizarla por triplicado.
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5.4. Condiciones y comportamiento de los ratones tratados con E171. Separar 4 ratones
(Mus musculus), BALB/c por jaula, con acceso de forma ad-libitum a agua potable, alimento
control y con E171. Mantener en camas limpias, condiciones de luz/oscuridad 12 x 12 h,
temperatura controlada de 18-26°C y una humedad relativa de 40-70 %. Las consideraciones
bioéticas para el cuidado de los animales fueron basadas en la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999. En cumplimiento del punto 4.5.1 de dicha norma, todos los animales que se
acompafaron de un certificado estableciendo las condiciones de salud y calidad en la que se
produjeron, criaron y mantuvieron hasta antes de su empleo. Las jaulas de tamafio 40 X 15 cm
y area de 600 cm? cumplieron el espacio establecido por la Norma, que indica un minimo de
75 cm? por ratén con peso de entre 15 a 25 g, lo que permitié que no mostraran su capacidad
territorial debido a que contaban con el espacio suficiente, durante el estudio observar los
cambios en el comportamiento, enfermedad, heridas o muerte.

5.4.1- Modelo experimental de dieta de alimentacién con E171. Mantener 16 ratones
BALB/c de 5 semanas de edad (35 dias), de manera aleatoria se separaron en 4 lotes de 4
ratones (n=4), mantenidos con agua y alimentacién ad libitum durante todo el tratamiento. Se
formaron lotes control y tratados con 0.1%, 0.5% y 1% de E171 en la comida, durante 7
semanas, para lo cual se preparé alimento con 0.1%, 0.5%, 1% en peso de E171 afiadido antes
de cocinar. Se pesaron a los ratones y la cantidad de alimento consumido semanalmente. Al
concluirse los tiempos de administracion se sacrificaron los ratones obteniendo y pesando los
testiculos y epididimos de cada ratdn, para continuar con los procesamientos indicados en el
esbozo de trabajo mostrado en la Fig. 10.

Ratones BALB/c
5 semanas de edad

Preparacion de 1 ] ] ]

pellets con Control 0.1% 0.5% 1%
E171 l | [ I

Medicion de
dureza

7 semanas

Conteo desprendimiento ~,  obtencion de:
epitelial A\

Testiculo

| Epididimo |

| Cauda| | Caput |

Conteo descamacion IF de MHC II

Conteo células del
parénguima

— IHQ de N-cadherina H&E
Cuantificacion

de
hidroxiprolina

IHQ de colageno

Cuantificaciéon de
alteraciones histoldgicas

Fig. 10 Esquema del modelo experimental. Se muestran los diferentes grupos de administracién, el
procesamiento de las muestras y andlisis realizados.
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5.5- Procesamiento histologico. Utilizar el testiculo y epididimo izquierdo para fijacion en
paraformaldehido al 4% y solucion de Bouin durante 18 h, enseguida deshidratar los 6rganos
mediante un carril de alcohol a concentracion creciente comenzando con 80%, 90%, 96% y
100% permitiendo la difusion por un tiempo minimo de 60 min. Para el método de aclaracion
utilizar una mezcla 1:1 de alcohol 100%-butanol durante 1 h seguido de butanol durante 24 h.
Posterior a la aclaracion dejar en parafina | durante 12 h, parafina Il 1 h, con lo cual se procede
a incluir los o6rganos en parafina a 58°C, vaciar en recipientes metélicos y ubicar la posicion
anatomica para realizar los cortes histolégicos. Realizar los cortes histoldégicos mediante
micrétomo Leica RM2125 RTS®, obtener cortes con un grosor de 5 ym adheridos a
portaobjetos lisinizados secados a 40°C.

5.5.1- Histologia con tincion Hematoxilina y Eosina (H&E) en 6rganos del desarrollo
espermatico. En testiculos y epididimos realizar cortes de 5 ym de grosor del tejido en
parafina. Desparafinar a 58°C durante 1 h y rehidratar utilizando Xilol | durante 4 min, Xilol Il
por 4 min, Alcohol-Xilol por 1 min, carril de concentracion decreciente de etanol; enjuagar en
etanol a porcentajes de 100%, 90%, 80% y 70% durante 2 min cada uno. Enjuagaron en agua
de grifo las muestras durante 3 min, sumergir en hematoxilina por 3 min y observar al
microscopio la correcta tincion nuclear para posteriormente enjuagar en agua corriente durante
5 min, alcohol acido por 15 segundos, enjuagar en agua corriente durante 1 min, sumergir en
eosina 4 min y revisar la correcta tincién citoplasmatica. Enjuagar con agua corriente 3 min 'y
realizar la posterior deshidratacién utilizando etanol a concentracion creciente comenzando con
70%, 80%, 90% y 100%, Alcohol-Xilol 3 min, Xilol I 5 min y Xilol Il 5 min para finalmente
conservar las muestras de manera permanente con Entellan®.

5.5.2- Histologia con tincién Tricrémica de Masson en o6rganos del desarrollo
espermatico. Rehidratar los cortes de testiculo de 5 ym de grosor utilizando enjuagues en Xilol
| durante 4 min, en Xilol Il por 4 min, después Alcohol-Xilol por 1 min y etanol a concentraciones
decrecientes comenzando con 100%, 90%, 80%, 70% durante 5 min cada uno, posteriormente
se enjuago en agua 3 min, solucién Bouin a 56°C 1 h, enjuagar con agua corriente 5 min, tefiir
sumergiendo en Hematoxilina de Weigert 5 min, posteriormente enjuagar en agua corriente
durante 5 min, proseguir la tincion con Rojo escarlata durante 1 min, enjuagar 5 min con agua
corriente, continuar con &cido fosfotungstico/ fosfomolibdico por 3 min, tefiir con azul anilina
por 3 min, &cido acético glacial durante 1 min y concluir con la deshidratacion mediante etanol
de concentracion creciente comenzando con 70%, 80%, 90% y 100%, Alcohol-Xilol 3 min, Xilol
| durante 5 min y Xilol Il durante 5 min para finalmente conservar las muestras de manera
permanente con Entellan®.

20



5.6- Analisis histolégico mediante cuantificacion de alteraciones tisulares. De cada
testiculo obtener al menos tres secciones transversales completas. El criterio de inclusion es
identificar de manera repetida la misma arquitectura celular en las diferentes secciones,
verificando asi que las alteraciones morfolégicas fueran inherentes al tejido y no a algun
artefacto histoldgico. Las alteraciones histoldgicas presentes en los tibulos seminiferos fueron
el desprendimiento epitelial, caracterizado por la separacién de parte del epitelio germinal de
la base del tubulo seminifero, manteniendo las espermatogonias en la membrana basal,
ademas de la descamacion de células germinales, caracterizado por la pérdida de grupos o
hileras de células germinales en cualquier etapa de desarrollo. Para cuantificar se tomaron
fotos con aumento de 40X y se evaluaron las alteraciones dentro de los tubulos seminiferos
completos. Cuantificar el porcentaje de alteraciones presentes en la cantidad total de tubulos
en 8 fotos, cuantificacion realizada por triplicado para cada individuo, tomando en total 24 fotos
por raton. Determinar el nUmero de células en el parénquima mediante la cuantificacién de los
nacleos presentes en 50 fotos al 100X de parénquimas delimitados por tres tabulos seminiferos
completos sin considerar capilares sanguineos.

5.7- Evaluacion de proceso inflamatorio por deteccién de la expresién de MHC II.
Mediante inmunofluorescencia evaluar la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad
I, MHC Il al ser identificado en secciones de 3 ym de grosor. Para identificar al epitope
correspondiente a MHC-II, rehidratar las secciones de testiculos utilizando Xilol | durante 3 min,
Xilol 1l por 3 min, Alcohol-Xilol por 1 min, etanol con concentracion decreciente de comenzando
con 100%, 90%, 80% y 70% 2 min cada uno. En lavadar con agua corriente por 2 min, PBS 5
min. Recuperar los antigenos por calor en olla de presion con buffer de EDTA alcalino (DIVA)
para posteriormente permeabilizar con PBS-Triton 0.5% durante 10 min y bloquear con BSA
1% durante 2 h. Tras tres lavados con PBS durante 5 min, incubar con el anticuerpo primario
acoplado a fluroforo (MHC I, dilucion 1:200, Biolegend, Cat. 107606). Finalmente, lavar las
muestras 5 min con PBS y montar con Entellan® para su preservacion y analisis mediante
microscopia confocal de campo claro (Confocal Microscope Leica TCS SP8, Germany).

5.8- Integridad de BHT al evaluar la expresion N-cadherina y colageno |. Mediante
inmunohistoquimica evaluar la expresién de N-cadherina y COL1AL. Rehidratar secciones de
3 um de grosor utilizando Xilol | durante 3 min, Xilol Il 3 min, Alcohol-Xilol 1 min, carril de
concentracion decreciente de alcohol comenzando con 100%, 90%, 80%, 70% 2 min cada uno.
Enseguida lavar las muestras con agua corriente durante 2 min y enjuagar con PBS 5 minutos.
Recuperar antigenos por calor en olla de presion con buffer de EDTA alcalino durante 30 min,
para posteriormente permeabilizar con PBS-Triton 0.5% durante 10 minutos y bloquear con
BSA 1% durante 2 h. En seguida lavar las muestras 3 veces con PBS por 5 min y
posteriormente incubar con el anticuerpo primario (N-cadherina, dilucién 1:350, BioLegend,
Cat. 844702) y (COL1A1, dilucién 1:500, Boster, Cat. PA2140-2). Realizar el revelado con la
mezcla de diaminobenzidina 1:20 v/v, H202 3% y PBS volumen final 1mL, durante 5 min.
Realizar tres experimentos independientes y los controles negativos se realizaron excluyendo
el anticuerpo primario.
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5.9- Cuantificacion de hidroxiprolina asociada sintesis de colageno. Suspender tres
secciones transversales de testiculo en 50 pL de HCI concentrado (~12M) usando un criovial el
tejido fue hidrolizado a 120°C por 1 h. Enseguida centrifugar los crioviales a 10,000 g por 3 min 'y
utilizar el sobrenadante para la cuantificacion de la hidroxiprolina mediante el KIT Biovision K555.
Realizar una curva de concentracién conocida de hidroxiprolina e incubar a 60°C por 90 min tanto
la muestra para la curva como las muestras. Determinar la absorbancia con el EPOCH a una
longitud de onda de 560 nm.

5.10- Anédlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos del monitoreo de los ratones graficar utilizando el
software Prism 6 (GraphPad), los analisis cuantitativos de alteraciones histoldgicas, el conteo
de células del parénquima, las semicuantificaciones de las inmunohistoquimicas y la
cuantificacion de hidroxiprolina entre los diferentes grupos. Como los andlisis presentaron una
distribucién normal, comparar utilizando andlisis de varianza ANOVA de una via, mostrando las
barras de media + error estandar. Realizar la prueba de comparaciones multiples Dunnet para
determinar diferencias entre medias. Las diferencias significativas entre los tratamientos y los
controles se consideraron con un significancia estadistica igual o menor de *p<0.05.
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6. RESULTADOS

6.1- Apariencia del alimento sin y con E171: El color de los pellets comerciales muestran su
color café claro caracteristico. En el pellet control se puede observar el efecto que genera el
re-horneado y como el E171 es capaz de brindar un color blanco directamente proporcional a
la cantidad agregada aumentando el color blanco conforme aumenta la cantidad de E171 como
se observa en la Fig. 11.
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Pellet comercial Control 0.1%  0.5% 1%
(Envigo) E171

Fig. 11. Tamafio, formay color de alimento preparado sin y con E171. Apariencia de pellet comercial, color
café del pellet control evidenciando el proceso de re-horneado y pellets preparados con 0.1%, 0.5% y 1% de E171
adicionado muestran efecto concentracion dependiente del E171 en el color blanco del pellet.

6.2- Valoracion de la dureza de pellets sin y con E171: Los resultados mostraron que la
dureza del alimento preparado disminuye al ser agregado el E171, en cantidades de 0.1, 0.5y
1% la dureza disminuye significativamente mas de una cuarta parte respecto al pellet comercial,
es decir mas de cinco pascales. Solo la dureza de los pellets de 1%, disminuyen su dureza de
manera significativa respecto al pellet control re-horneado observado en Graf. 1.
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Graf. 1. Dureza de pellets medida en pascales: Medicion de n<7, Los datos se expresan como media + error
estandar de al menos tres experimentos independientes, se muestra error estandar +, disminucion significativa de
dureza en *= p<0.05 vs Pellet comercial, ** p<0.01 vs Pellet comercial, *p<0.05 Dunnett vs Control.
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6.3- Caracterizacion del tamafio y forma del polvo seco de E171 mediante microscopia
electronica de barrido: La imagen de microscopia electronica de barrido muéstralos
agregados de tamafio micrométrico en la Fig. 12, Ay los diferentes tamafos de las particulas
de E171 que poseen un tamarfio por debajo y por encima de los 100 nm y generan agregados
por encima del tamafio nanométrico o micrométrico con morfologia amorfa, como se observa
en ambos paneles de la Fig. 12, B.

A

Fig. 12. Microscopia electrénica de barrido de E171 evaluando tamafio y morfologia en su forma seca: A)
Agregado micrométrico de particulas de E171 observadas por microscopia electronica de barrido (SEM por sus
siglas en ingles).B) Observacion de particulas de tamafio por encima y por debajo de los 100 nm y morfologia
primaria amorfa de particulas de E171
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6.4- Caracterizacion del alimento siny con E171 en medios gastrointestinales simulados:
Disperso el alimento sin E171 y con E171 en fluido géastrico simulado (FGS) y fluido intestinal
simulado (FIS) se midi6é por medio de dispersiéon de luz el tamafio de los agregados que estos
generan en cada fluido. Los tamarfos de agregados representados en la Fig. 14, A, determinan
el tamafio hidrodinamico del alimento sin y con E171 en los fluidos simulados. Los tamafios de
agregados son mayores en ambos fluidos cuando no hay particulas de E171. La presencia de
E171 genera agregados que van desde los 273 nm a 671 nm en FGS y de los 306 nm a 601
nm en FIS siendo ligeramente mas pequeios los agregados en fluido intestinal, excepto en
0.5% Fig. 13 B. El potencial Zeta para los agregados en FGS determiné particulas con carga
positiva asociadas a pH acido y de particulas con carga negativa en FIS asociado a pH basico
como se ve en la Fig. 13, B. El qué tan variadas son las particulas se determina mediante el
indice de polidispersion, que determina un mismo tamafio entre particulas mientras mas
cercano sea a cero. Los indices de polidispersion de cada alimento muestran un
comportamiento similar entre agregados de particulas aun en FIS o FIG, valores cercanos a
0.5, indican que hay variacion en el tamafio de las particulas que lo componen.
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Fluido gastrico simulado (FGS) Fluido Intestinal simulado (FIS)
Control 0.1% 0.5% 1% Control 0.1% 0.5% 1%

Potencial Zeta | 9.0+24 | 6.8340.9 | 6-2641.5 | 7.15¢1.1 6504 | -5.06:0.5 | -5.9+06 | -5.741.1
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Fig. 13. Determinacion de la distribucidon de tamafios de agregados en fluido gastrico simulado (FGS) y
fluido intestinal simulado (FIS): A) Datos del rango de tamafios nanometricos de los agregados
hidrodinamicos del alimento y el alimento con E171 en FGS y FSI. B) Potencial Zeta e indice de polidispersion
obtenidas por dispersion dinamica de luz del alimento con E171 a 0.1%, 0.5%, 1% del peso del alimento en
fluido géastrico simulado y fluido intestinal simulado Representacion del rango de tamafios hidrodinamicos
encontrados en cada una de las diferentes muestras de E171 de la tabla.
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6.5- Valoracion del consumo semanal de alimento por animal durante el tratamiento: La
cantidad de alimento ingerida se midi6 pesando la diferencia entre cantidad de alimento
agregado y sobrante, de manera semanal observada en la Graf. 2. Entre los diferentes grupos
el consumo de alimento con E171 no fue significativamente diferente entre todas las dietas
respecto al grupo control excepto los de dieta a 0.1% durante casi todas las semanas. Los
valores en peso de dieta control fueron variando de 22.6g a 27.8g en los ratones control, de
16.2g a 21.49g en los ratones alimentados con 0.1% de E171, de 21.68g a 25.99 en los ratones
alimentados con 0.1% de E171 y de 21.2g a 25.89 en los ratones alimentados con 1% de E171.
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Graf. 2. Monitoreo del alimento consumido semanalmente por los ratones alimentados con E171:
Mediciones del peso semanal del alimento consumido por los diferentes grupos, n=1, disminucion significativa
en *** p<0.001 vs Control, Dunnett.

6.6- Monitoreo semanal de los pesos de animales alimentados con E171: Los pesos de los
animales de manera semanal muestran un aumento de peso sin cambios significativos entre
tratamientos y controles, resultados observados en la Graf. 3. Mostrando un aumento de peso
progresivo desde los 21-24 g hasta los 27-29 g durante las siete semanas.
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Graf. 3. Monitoreo del peso corporal de animales que consumieron alimento con E171: A) Peso semanal
promedio por ratén durante las siete semanas de dieta. Prueba de Dunnet para observar diferencia entre medias.

26



6.7- Estimacion de dosis semanal consumida durante el estudio: Con base en la cantidad
de alimento consumido y la cantidad proporcional de E171, se calculo la dosis semanal de cada
grupo de dieta. Estimandose cantidades entre 0.08-0.11g/kgpc al dia para los ratones con dieta
al 0.1%, entre 0.63 y 0.883 g/kgpc al dia para aquellos con dieta de 0.5% y entre 1.11-1.67
g/kgpc al dia para los de dieta al 1% como se observa en la Graf. 4. Siendo asi el grupo de 0.1%
el que menos consume y siendo la dosis de los grupos de 0.5% y 1%, 5y 10 veces mayor que
los de 0.1% respectivamente.

Dosis semanales

= 0.1%
-+ 0.5%
- 1%

2.04

-
[4,]

E171 (g/Kg pe)
P

\ .
0.5

S - a

0.0 r T T T T T J

0 1 2 3 4 5 6 7

Semanas

Graf 4. Dosis de consumo estimadas semanalmente: Estimacion con base en peso y consumo de alimento
semanal. Color naranja 0.1%, color morado 0.5% y color verde 1%.

6.8- Evaluaciéon del peso de 6rganos: Se determind el peso porcentual de los testiculos
recién obtenidos con respecto al peso corporal, no se encuentran diferencias dentro de los
rangos obtenidos. Un rango entre 0.34% y 0.45% para los ratones control, entre 0.32% y 0.39%
para los ratones con 0.1%, entre 0.35% y 0.41% para los ratones con 0.5% y entre 0.36% y
0.41% para los ratones con 1%, lo resultados se muestran en la Graf 5. El peso porcentual con
respecto al peso corporal de los epididimos recién obtenidos se encuentra en un rango entre
0.15% y 0.18% para los ratones control, entre 0.11% y 0.21% para los ratones con 0.1%, entre
0.13% y 0.18% para los ratones con 0.5% y entre 0.13% y 0.17% para los ratones con 1%,
valores mostrados en la Graf. 6. No se muestran cambios significativos en el peso de los
organos reproductivos como consecuencia de la dieta a las diferentes cantidades de E171.

A B Peso epididimos
Peso de testiculos 0.25+
0.5
0.201
0.4 _
S < -
= - o ——
503 % 0.15
§ 5
8 02 £ 0.10
s g
0.1 0.054
Control 0.1% 0.5% 1%
E171 0.00- T T
-~ B . Control 0.1% 0.5% 1%
Graf 5y o. resus ue tesucuius y epiulunnus. A) oraf 5: Peso E171 as

entre los grupos con diferentes dietas. B) Graf 6: Peso de epidiaimos no muestran airerencias significatuvas entre
los grupos con diferentes dietas. Los datos se expresan como media + error estandar de al menos cuatro
experimentos independientes, prueba de Dunnet para observar diferencia entre medias.
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6.9- Desprendimiento de epitelio germinal como efecto de alimentacion con E171: De
cada testiculo se obtuvieron al menos tres secciones de cortes histologicos transversales
completos, evidenciando que la morfologia es inherente a las condiciones del tejido al repetirse
la misma arquitectura en todas las secciones. El desprendimiento germinal es la separacion
del epitelio germinal de la membrana basal (MB) de los TS. En la Fig. 14, A, los asteriscos
indican la zona con desprendimiento de epitelio germinal a la MB. Para evaluar el porcentaje
del desprendimiento epitelial y descamacion de células germinales entre los diferentes grupos
de dieta, se contaron las alteraciones histolégicas presentadas en la Tabla 2. El andlisis
estadistico se realiz6 en mas del 60% del area de la seccion transversal. Se muestran
diferencias significativas de desprendimiento de epitelio germinal entre los ratones control y
todos los grupos con dieta de E171 indicadas en la Fig. 14, B.
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Fig. 14. Determinacién y cuantificacién del desprendimiento del epitelio germinal de tibulos seminiferos:
A) Histologia de control muestra la arquitectura integra del epitelio germinal en testiculo, con asteriscos (*) en
0.1%, 0.5% y 1% la flecha ubica la zona de desprendimiento del epitelio germinal de la MB B) Cuantificacion en
porcentaje del desprendimiento epitelial realizada en tres laminillas por ratén y 4 ratones por tratamiento, datos
muestran media + error estandar, aumento significativo en * p<0.05 vs control, ***p<0.001 vs control. Prueba de
Dunnet para observar diferencia entre medias.
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6.10- Descamacion de células germinales como efecto de altas cantidades de E171: El
conteo de tubulos con descamacion se hizo paralelo al conteo de desprendimiento de epitelio,
determinando como descamacion a la pérdida de grupos o capas de células germinales en una
0 mas de sus etapas. Los cuadrados con lineas punteadas indican las zonas de zoom de areas
representativas en donde se encuentra la descamacion de células germinales, sefialados en la
Fig. 15, A, con un aumento de 10X. La descamacion es significativamente mayor en los ratones
con dieta de 1% respecto al control aumentando mas de 10%, como se muestra en la Fig. 15,
B, y presentando perdida de Sd, Sc e incluso Sg, tal como se ve en los rectangulos rojos del
ZOOM en lafigura 15, A.
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Fig. 15. Determinacion y cuantificacion de la descamacién de células germinales de descamacion del
epitelio germinal: Histologia de grupos control y 0.1% muestran tubulos seminiferos con epitelio germinal integro;
0.5% y 1% muestras TS con descamacion sefialados con asteriscos (*), aumento 10X. Zoom muestra las zonas
delimitadas con los recuadros punteados negros. Se indican las zonas con descamacion de células germinales
sefialadas con recuadros rojos. B) Cuantificacion en porcentaje de TS con descamacion de células germinales,
realizada en tres laminillas por ratdn y 4 ratones por tratamiento, datos muestran media + error estandar, aumento
significativo en * p<0.05 vs control, *** p<0.001 vs control. Prueba de Dunnet para observar diferencia entre
medias.
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o Conteo de tibulos seminiferos y alteraciones histolégicas.

Dieta |TS Desprendimiento | Descamacién Total | Desprendimiento | Descamacion
normales | epitelial germinal TS % %
Ct | 22 7 0 29 24.13 0
28 13 0 41 31.70 0
20 9 0 29 31.03 0
CTll 22 9 0 31 29.03 0
22 5 0 27 18.51 0
26 6 0 32 18.75 0
Ct il 43 7 0 50 14 0
38 8 1 47 17.02 2.12
42 4 1 47 8.51 2.12
CtIV 22 4 1 27 14.81 3.70
23 5 1 29 17.24 3.44
27 8 1 36 22.22 2.77
0.1% | 22 18 0 40 45 0
24 18 0 42 42.85 0
21 18 0 39 46.15 0
0.1%1 11 17 0 28 60.71 0
13 19 0 32 59.37 0
14 15 0 29 51.72 0
0.1% Il 35 18 0 53 33.96 0
34 18 1 53 33.96 1.88
36 20 2 58 34.48 3.44
0.1% IV 22 13 2 37 35.13 5.40
23 12 1 36 33.33 2.77
32 14 0 46 30.43 0
0.5% I 14 26 1 41 63.41 2.43
9 19 1 29 65.51 3.44
5 20 1 26 76.92 3.84
0.5% I 16 6 6 28 21.42 21.42
17 5 2 24 20.83 8.33
13 8 3 24 33.33 12.5
0.5% Il 27 10 0 37 27.02 0
22 13 1 36 36.11 2.77
20 9 2 31 29.03 6.45
0.5% IV 28 11 1 40 27.5 25
19 15 2 36 41.66 5.55
29 15 0 44 34.09 0
1% | 13 10 5 28 35.71 17.85
11 10 6 27 37.03 22.22
18 9 5 32 28.12 15.62
1% Il 18 11 7 36 30.55 19.44
20 10 3 33 30.30 9.09
14 10 3 27 37.03 11.11
1% 111 10 18 5 33 54.54 15.15
10 15 6 31 48.38 19.35
5 12 8 25 48 32
1% IV 10 22 5 37 59.45 13.51
10 19 6 35 54.28 17.14
17 16 4 37 43.24 10.81

TS: Tlbulos seminiferos

Tabla 2. Tabla de cuantificacion de alteraciones histolégicas en TS: Evaluacion de tdbulos seminiferos en
mas del 60% del area testicular de secciones transversales completas.




6.11- Evaluacion de la distribucién de parénquima testicular: La tincion Tricromica de
Masson permite diferenciar células del parénquima de los demas tipos de células dentro de los
TS, evidenciado por un aumento en el grosor del parénquima (Fig. 16. A). El aumento en el
grosor del parénquima evidenciado por un mayor marcaje de las zonas azules es un posible
indicativo de infiltracion celular a causa de un proceso inflamatorio y mayor presencia de
colageno. Al realizar el conteo de células del parénquima, se cuantificaron Unicamente las
regiones del parénquima que estuvieran rodeados por tres tabulos seminiferos, tal como se
puede observar en las regiones encerradas por los triangulos con lineas punteadas (Fig. 16.
B). Se realiz6 el conteo sin considerar a las células que componen los vasos sanguineos.
Unicamente el grupo correspondiente a la dieta de 1% demostré un aumento significativo de
células en esta region (Fig. 16. C).
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Fig. 16. Valoracion del aumento en el grosor del parénquimay cantidad de células: A) Las zonas donde se
localiza el aumento en el grosor del parénquima se sefiala con la cruz amarilla en 0.5% y 1%. B) Se muestra
parénquima con aumento de 100X, la seccién punteada entre tres tibulos seminiferos delimitan la zona de
conteo. C) Conteo de células germinales de tres secciones de raton por dieta, los datos se expresan como media
+ error estandar de al menos cuatro ratones, datos muestran media + error estandar, aumento significativo ***
p<0.001 vs control. Prueba de Dunnet para observar diferencia entre medias.

6.12- Evaluacién de proceso inflamatorio al detectar la expresion de MHC Il en tejido
testicular: El marcaje de MHC Il permite marcar diferentes tipos de células inmunes, tales
como macréfagos, células dendriticas o linfocitos. Este tipo de células se encuentran de
manera comun en el parénquima testicular tal como se puede observar en la Fig. 17, A, con su
delimitacién celular bien marcada en las imagenes de Nomarsky. La cuantificacion en unidades
arbitrarias de la expresion de MHC Il en el grupo con dieta, no demuestra un aumento de
fluorescencia como se observa en la Fig. 17, B, sin embargo, se observa un marcaje en las
células del epitelio germinal. Los grupos con dieta de 0.5% y 1% muestran aumento significativo
del marcaje con MHC Il ademas de su presencia dentro de los tubulos seminiferos.
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Fig. 17. Inmunodeteccién y cuantificacién de la expresién de MHC Il: A) Imagenes respresentativas del
inmunomarcaje contra MHC Il a un aumento de 10 y 40X evaluado por microscopia confocal mostrando contraste
de fases, Nomarsky evidenciando la delimitacién de las células marcadas. B) Cuantificacion de fluorescencia en
unidades arbitrarias, alteraciones significativas en la expresiéon de MHC Il. Los datos se expresan como media +
error estandar de tres experimentos independientes de cuatro ratones por tratamiento, alteraciones significativas
en *** ys Control p<0.001. Prueba de Dunnet para observar diferencia entre medias.

6.13- Integridad de BHT evidenciada por la expresion de N-cadherina: La deteccién de N-
cadherina permite identificar la zona donde se encuentra la barrera hematotesticular, marcada
en la membrana basal del tdbulo seminifero, como se ve en el control mediante el
inmunomarcaje por diaminobenzidina tanto en la zona de los tubulos como del parénquima, de
toda la seccion testicular del control y de los tratados (Fig. 18, A). Al cuantificar el
inmunomarcaje de la expresion de N-cadherina con dieta al 0.1% disminuye a un 91.9%
respecto al control, como se muestra en la Fig. 18, B. El marcaje disminuye de manera
generalizada en las secciones testiculares de los grupos con dieta de 0.5% y 1% disminuye a

un 76.1% vy 65.2%, respectivamente comparando con el control mostrado en la Fig. 18, A.
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Fig. 18. Inmunodeteccion y cuantificacion de la expresién de N-cadherina en tabulos seminiferos: A)
Revelado de N-cadherina detectado especificamente por inmunohistoquimica y revelado por diaminobenzidina,
expresion color café disminuye en los ratones tratados con E171. B) Cuantificacién de inmunodeteccién por
porcentaje de grises, alteraciones significativas en la expresion de N-cadherina de los ratones tratados. Los datos
se expresan como media * error estdndar de tres experimentos independientes de cuatro ratones por tratamiento,
*** ys Control p<0.001. Prueba de Dunnet para observar diferencia entre medias.

6.14- Disminucion en la expresion de colageno | y en la concentracion de hidroxiprolina
como efecto de la alimentacion con E171: La deteccidn de colageno se localizé dentro de
los tubulos, asi como en el parénquima tal como se observa en los ratones control, el marcaje
se mantiene en el grupo de dieta a 0.1%; mientras que en los grupos de dieta a 0.5% y 1% el
marcaje disminuye, especialmente en los ratones con 1% (Fig. 19, A). La cuantificacion de la
inmunodeteccion de expresidn coladgeno disminuye significativamente de manera generalizada
en las secciones testiculares de los grupos con dieta con 0.1% a un 69.7%, con 0.5% a 72.3%
y con 1% a 75.5%, todas respecto al control mostradas en la Fig. 19, B. La cuantificacién de
hidroxiprolina de las secciones de testiculo para el control y con dieta de 0.1% es de 9.7 yM y
8.7 UM respectivamente. Las secciones testiculares de los grupos con dieta con 0.5% y 1%
disminuyeron significativamente a un 8 uM y 8.3 uM respecto al control mostradas en la Fig.

19, C.
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Fig. 19. Inmunodeteccién y cuantificacion de la expresion de coldgeno | e hidroxiprolina en testiculo: A)
Revelado de colageno | detectado especificamente por Inmunohistoquimica y revelado por diaminobenzidina,
expresion color café disminuye en los ratones tratados con E171. B) Cuantificacion de inmunodeteccién por
porcentaje de grises, alteraciones significativas en la expresion de colageno | de los ratones tratados con E171,
*** ys Control p<0.001. C) La concentracion de hidroxiprolina disminuye de manera significativa en ratones
alimentados con 0.5% y 1%, ** vs Control p<0.01, * vs Control p<0.05. Los datos se expresan como media + error
estandar de tres experimentos independientes de cuatro ratones por tratamiento. Prueba de Dunnet para observar
diferencia entre medias
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6.15- Valoracién histolégica del epitelio de zona caput de epididimo: En la Fig. 20, se
observa el epitelio normal del epididimo en la regién caput de los ratones control y 1%. Se
observo de manera generalizada en toda la region caput un aumento de vacuolas intracelulares
ademas de aumento en la desorganizacion entre las células del epitelio epididimal de la region
caput de ratones con dieta de 0.5y 1%.

Control

/ Al 7 L
[ s LAN s * % :‘
Fig. 20. Valoracidn histologica del epitelio de zona caput de epididimo: Las flechas sefialan el epitelio
epididimal de la regién caput con vacuolizacion; la estrella muestra zona de ruptura del epitelio

6.16- Valoracion de la interaccion entre espermatozoides y epitelio de zona cauda de
epididimo: En la Fig. 21 se muestra la membrana basal de color morado y los espermatozoides
sefialados con flechas. El epitelio normal del epididimo en la regién cauda de los ratones se
observa en el control y 0.1% sin alteraciones considerables dentro de las células. Como efecto
de la dieta con 0.5% y 1% se observa una disminucién generalizada en la pérdida de interaccion
entre los espermatozoides almacenados en esta zona y el epitelio caudal del epididimo.
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Fig. 21. Valoracidn de la interaccion entre espermatozoides y epitelio de zona cauda de epididimo: El

epitelio epididimal se muestra alineado de color morado, Las flechas muestran espermatozoides, el (/) indica la
zona de separacion.
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7- DISCUSION DE RESULTADOS

El TiO2 grado alimenticio o E171, es un aditivo alimenticio sin valor nutricional del cual no se
tiene estimaciones de consumo de la poblacién mexicana. Las afectaciones a nivel respiratorio
han generado la incertidumbre de si la exposicion via oral es capaz de generar efectos
adversos. El principal objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del E171 administrado en
una matriz sélida como generalmente se encuentra en productos alimenticios solidos, a
diferencia de la mayoria de los trabajos reportados que evalian NPs de TiOz2y no E171 ademas
de ser administradas en matrices liquidas. El efecto de éstas en el organismo depende de la
forma en la que se dispersen en la matriz extracelular o membrana de la célula y se transloquen
dentro de las células de los érganos (DelLoid et al., 2017; Sohal et al., 2018). Por lo que el papel
de la matriz que acompafia al E171 en la ingesta oral es importante ya que determina la
distribucion de estas particulas y que puedan o no ser absorbidas a circulacion sistémica.
Para determinar como actian en el medio liquido donde las particulas podrian estar presentes
fisiologicamente, se mide el tamafio de particulas y de los agregados. La distribucién de las
particulas de E171 en los medios gastrointestinales y el tejido adyacente, depende de su estado
de agregacion (Vishwakarma et al., 2010). Los tamafios hidrodindmicos de los agregados
cambian dependiendo del pH del medio. Otro factor que determina el tamafio de los agregados,
es la interaccion con proteinas como la albimina o muchas otras proteinas como las que
contiene el SFB generan agregados de diferentes tamafios. Para el E171 es mayor la
distribucion cuando es menor el tamafo del agregado, por ejemplo en medio rico en nutrientes
y biomoléculas como las del cultivo con SFB (Freyre-Fonseca et al., 2016).

La corona que se forma alrededor de las particulas de E171 al estar presentes biomoléculas,
generan una mayor dispersion de particulas, respecto a solo la presencia de iones en solucion.
Similar a como podria encontrarse en otros alimentos, las particulas de E171 en este estudio
tienen una corona compuesta por las biomoléculas del alimento para roedores ENVIGO. La
corona de fibra de cereales, proteinas y lipidos, proveniente del alimento debe de considerarse
en este estudio, al momento de tener en cuenta sus efectos. La presencia de la corona permite
la union de otras biomoléculas presentes en las diferentes mucosas gastrointestinales y sus
ambientes fisicoquimicos particulares, formando asi la biocorona (Neagu et al., 2017). La
simulacién del alimento con E171 nos permite determinar el comportamiento de las moléculas
dentro de ambientes fisiol6gicos cercano a como se encuentra en un individuo. Se sabe cémo
pueden aglomerarse y variar de tamafo las particulas de E171, tras la formacion de la
biocorona por fluidos salivales, gastricos e intestinales (Stippler et al., 2014). Encontrandose
entre tamafos hidrodinamicos de 150 hasta 2000 nm, siendo el tamafio principal de 200 nm
hasta después de 1 hora en saliva. En fluidos géastricos puede tener un tamafio hidrodinamico
desde 120 hasta 3000 nm, con una mayor cantidad de particulas de tamafio entre 150 y 200
nm hasta después de 8 horas, este Ultimo rango de tamafios similares a los reportados en este
trabajo. Mientras en fluidos intestinales se pueden encontrar tamafios desde 150 hasta 2000
nm, con tamarfios principales de particulas entre 200 y 300 nm después de 8 horas, diferente
al rango de tamafo encontrados en este trabajo de 300 a 600 nm (Sohal et al., 2018). Los
tamafnos determinados de los agregados de alimento con E171, entran dentro del rango de
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tamanos de particulas de cdmo se puede encontrar el TiO2 grado alimenticio. Esta dispersion
de tamafios se determina a partir de la medicion del tamafio hidrodinamico y del potencial Z,
condiciones determinantes implicadas en la capacidad de las particulas de precipitarse o
dispersarse en el organismo. El potencial Zeta determiné que las particulas de E171 en todos
los fluidos son inestables y tenderan a precipitar en el medio donde se encuentran. Mientras
qgue el indice de polidispersién determina que hay una gran variedad de tamafos entre las
particulas de E171 y no son particulas de un solo tamafo. La manera en la que actuan las
particulas de E171 con las células se ve aumentada cuando estas son mas pequefias y
dispersas (Zhang et al., 2014; OECD 2015; Avramescu et al., 2017, Sohal et al., 2018).

El alimento preparado disminuyo su dureza, factor a considerar al momento de relacionar la
cantidad de comida ingerida. Acorde a la concentracion de E171 afiadido en el alimento, con
cantidades a proporciones de 0.1 y 0.5% de E171 afadido, los pellets presentaron una
disminucién significativa en la dureza, siendo mayor la diferencia en el alimento preparado a
1% de E171. Es decir la cantidad a la que lo limita la regulacion de la FDA. Solo el grupo de
0.1% registr6 un menor consumo de alimento en este grupo, aunque el peso de los ratones de
este grupo no cambio de manera significativa. Por lo cual no se puede relacionar la cantidad
de E171 respecto a la cantidad de alimento consumido. Solo el grupo de dieta a 0.5% de E171,
presento un aumento significativo en el peso adquirido al final del estudio.

La mayoria de los estudios que evaltan el efecto de las nanoparticulas de TiOz en testiculos
de manera IG, ocupan medios acuosos para dispersar las particulas al administrarse via oral
(Wang et al., 2007; Gao et al., 2013; Jia et al., 2014; Meena et al., 2015; Smith et al., 2015;
Orazizadeh et al., 2016; Shanin et al., 2017; Miura et al., 2017; Khorsandi et al., 2017; Morgan
et al., 2017; Shanin et al., 2017; Song et al., 2017; El-Missiry et al., 2017; Sharafutdinova et al.,
2018; Elnagar et al., 2018), haciendo a este trabajo diferente al administrar al E171 en la matriz
sélida de los pellets y caracterizando tanto el E171, como el alimento con E171. El medio
acuoso no representa la forma en la que se encuentra normalmente el E171 en la mayoria de
los productos alimenticios solidos pero representa la fraccion como se encuentra en los fluidos
fisioldgicos (Sohal et al., 2018).

Las cantidades de E171 que los ratones consumen se estimaron con base en la cantidad
semanal de alimento consumido por ratén alimento. Semanalmente el consumo con dieta y
teniendo en cuenta sus pesos semanales se estimaron dosis para la dieta de 0.1% que van de
16.28 a 21.48 g de alimento y una dosis de entre 85-115 mg/kg peso/dia, con dieta de 0.5% de
21.76 a 25.98 g de alimento con una dosis de entre 630-830 mg/kg peso/dia y con dieta de
1% de 21.20 a 25.8 g de alimento con una dosis de entre 1110-1670 mg/kg peso/dia. El régimen
de dieta mas cercano al consumo estimado de E171 diario en humanos es el de 0.1% que
supera de ocho a once veces la dosis estimada de consumo para el humano que es de hasta
10.4 mg/kg y el de 1% supera 100 veces estas cantidades estimadas. Se debe considerar
también que el metabolismo del raton es mucho mas rapido, razoén por la que al comparar los
datos se debe de tener en consideracion una mayor dosis en el raton para igualarla la
permanencia de las particulas en el organismo del humano. Organos con endotelio frenestrado
discontinuo, permiten el paso de particulas de un tamafio entre 75y 200 nm. Organos con una
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amplia distribucion de tejido linfatico como higado, bazo y medula 6sea, son érganos con este
tipo de endotelio y también a los que en mayor cantidad llegan las particulas de TiOx2.

El peso de testiculos y epididimos en ningun grupo tuvo cambios significativos tras siete
semanas de alimentacion con E171 entre los diferentes grupos y el control, acorde al tiempo
de alimentacién de 7 semanas. Mostrando asi que no se presentan alteraciones significativas
en estos 6rganos a estas cantidades y tiempo, como para generar una disminucion o aumento
de peso en testiculos o epididimos.

Si el alimento favorece la dispersion de las particulas de E171, estas pueden llegar y
acumularse en testiculos que poseen circulacion sanguinea y linfatica. Se sabe que una vez
disponible la internalizacion puede llevarse a cabo por procesos de fagocitosis en diferentes
tipos de células e intracelularmente llevar a cabo su efecto patologico. Debido al efecto de las
particulas oxido metalicas en organismos biolégicos de generar especies reactivas de oxigeno
(Dayem et al.,, 2017). Se debe de enfatizar que es complicado confirmar que los efectos
observados en el presente trabajo sean a causa del E171 acumulado en testiculos, ya que no
se determino la presencia de Ti en el tejido. Sin embargo, fracciones nanométricas de TiO2z en
testiculos y en tejido escrotal adyacente se han detectado por espectrometria (Smith et al.,
2015). En caso de que las particulas de E171 lleguen de manera paracelular dentro de los
tubulos seminiferos, estas podrian interactuar con los componentes intercelulares que
conforman la BHT entre células de Sertoli y Sertoli. Las particulas a escala nanométrica son
de por si, capaces de separar las interacciones que se dan entre la unién de dos proteinas de
N-cadherina (Setyawati et al., 2013). Razon por la cual se sospechd desde un principio en la
posible afectacién de la BHT. Para evaluar el posible efecto del E171 en componentes
testiculares, se procesaron de manera cuidadosa los testiculos de ratén para ser evaluados
histol6gicamente segun su posicionamiento anatomico. La viabilidad del andlisis depende de
obtener cortes ideales para analizar la mayor cantidad de tibulos seminiferos transversalmente
para su andlisis (Lanning et al., 2002); National Toxicology Project). En los cortes transversales
de testiculo se cuantificaron todos los tubulos seminiferos evaluados de la muestra
representativa. Las micrografias evalian un minimo de 60% del area total de toda la seccion
completa del testiculo y unicamente se consideraron en el conteo los tubulos completos. Se
identificaron en todos los ratones alimentados con E171, tubulos con desprendimiento del
epitelio germinal y se cuantificaron porcentualmente respecto a los tibulos cuantificados. Este
desprendimiento epitelial se caracteriza por la separaciéon de las células de sertoli que
sostenien a espermatides y espermatocitos del resto de estructuras unidas a la membrana
basal, manteniéndose unidas las espermatogonias (Thakur et al., 2014). Este efecto es similar
al que presenta el modelo de dafio a BHT inducido por la alimentacion con cadmio, siendo
probable que esta estructura esté implicada en la fragilidad tisular (Squadrito et al., 2016). Sin
embargo, la forma en la que las particulas, en especial a tamafio nanométrico puedan estar
generando este proceso de dafio a BHT aun no esta claro. Algunos efectos reportados por
estas pueden ser fisicos, interactuando y separando la unién de proteinas membranales
(Setyawati et al., 2013) o quimicos, con la formaciéon de ROS por su capacidad de alteracion
guimica a biomoléculas, especialmente al material genético. Bien el E171 puedes estar
afectando de manera indirecta a otros tipos de células o sistemas que puedan generar

39



compromiso para la BHT (Fu et al.2014). El desprendimiento germinal y aun mas la
descamacion pueden estar relacionadas a una disminucién en la cantidad de espermatozoides
liberados y formados de manera correcta, al no permitir que se desarrolle la espermatogénesis
de forma completa (Creasy et al., 2003). El desprendimiento epitelial se ve aumentado en los
testiculos de todos los ratones alimentados con E171. La descamaciéon germinal es una de las
evidencias histolégicas que implica el desarrollo incompleto de las células germinales y tuvo
un aumento significativo en los ratones alimentados con 1% de E171. Consecuentemente
menores numeros de espermatozoides y una mayor cantidad de anormalidades morfoldgicas
pueden ser encontrados como causa de este efecto. De manera similar en los grupos con dieta
de 0.5 y 1% mediante tincion de tricromica de Masson fue posible observar un aparente
engrosamineto de parénquima. El engrosamiento de los componentes de colagéno presentes
en el parénguima testicular se asocia a una pérdida de la capacidad epitelial de sostener, nutrir
y permitir el desarrollo de los espermatozoides (Zhu et al., 2015). Elinfiltrado en el parénquima
acompafado por un aumento en la cantidad de células (Smith et al., 2015) macréfagas y de
regulacién inmune pueden generar desregulacion de la capacidad esteroidogénica (Zhu et al.,
2015).

El conteo de las células presentes en el parénquima se delimité a zonas caracteristicas, donde
se encontraban integros tres tubulos seminiferos recubriendo y no cuatro 0 mas, para
homogenizar el andlisis de los datos. El promedio de células por campo contados fue mayor
unicamente en el parénquima testicular de los ratones alimentados con 1% de E171. Con estos
resultados se tenia la sospecha de un posible proceso de inflamacion causado por la dieta con
E171, por lo que se evalud la expresion de MHC Il con la finalidad de identificar de manera
selectiva la presencia de células inmunes presentes en el parénquima (Neefjes et al., 2011). El
marcaje positivo de inmunofluorescencia para este complejo fue ubicado Unicamente en
algunas células dentro del parénquima testicular en los controles, correspondiente a la
presencia de macréfagos testiculares, linfocitos o células dendriticas de manera normal.
Aungue la cuantificacion de fluorescencia en los testiculos de los ratones con dieta de 0.1%
fue ligeramente menor a los controles, se observa un ligero marcaje no solo en el parénquima
si no en células dentro de los tubulos. Fuera de las células inmunes que de forma basal
expresan MHC I, otros tipos de células expresan este Unicamente bajo estimulos inflamatorios.
Las cantidades de fluorescencia en los testiculos de ratones con dietas de 0.5 y 1% fue
significativamente mayor, ademas de presentar marcaje por parte de células del epitelio
seminifero, confirmando la presencia de un proceso inflamatorio. El aumento en la expresion
de MHC Il como efecto de la exposicion a E171 se ha demostrado con base en la cuantificacion
de una mayor cantidad de células dendriticas en las placas de Peyer (Bettini et al., 2017). Los
procesos inflamatorios en testiculos donde interviene la accién de TNF se presenta junto con
infiltrado celular y disminucion de la fertilidad (Hong et al., 2016). Inflamacion en los tejidos
permite la mayor permeabilidad y pasaje de componentes provenientes de circulacion
sanqgguinea. Organos con barreras fisicas siempre cerradas son de interés para la evaluacion
de la llegada y efecto de las particulas de dioxido de titanio. La exposicion de las particulas en
medio de cultivo con tamafos de particulas nanométricos, son capaces de ser endocitadas por
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células de o6rganos con barreras fisicas como la hematoencefalica (Disdier et al., 2017) y
hematoplacentaria (Kreyling et al, 2017) generando alteraciones particulares en cada érgano.

El dafio a la BHT se evidencia con la disminucion significativa de los complejos
cadherina/catenina por procesos de endocitosis de N-cadherina lo que genera la disminucién
de su presencia en testiculos y con esto se presenta la fragilidad del tejido con BHT. En las
determinaciones inmunohistoquimicas de N-cadherina se puede observar su presencia
principalmente en el parénquima testicular y muy poco en la zona de la membrana basal de los
tubulos seminiferos. El marcaje para N-cadherina resulta significativamente menor en los
testiculos de ratones alimentados con dieta de E171 al 0.5 y 1%. Sospechandose de esta
manera de una posible regulacion negativa de N-cadherina (Setyawati et al., 2013), que podria
estar implicada en una BHT suboptima. La pérdida de uniones celulares entre las células del
epitelio germinal, puede generar la separacion de las células antes de tiempo. La separacion
de uniones celulares en epitelio seminifero tiene como consecuencia un desarrollo incompleto
y con esto una ausencia de funcionabilidad de los espermatozoides al interrumpirse el proceso
de espermatogénesis. Ademas de la testosterona producida por las células de Leydig, y los
factores de las células inmunes, los componentes de la matriz extracelular también estan
implicados en la regulacion de la espermatogénesis (Creasy, 2003). Uno de los componentes
de la matriz extracelular implicado en la regulacion de la espermatogénesis es el colageno. El
colageno mantiene unidos componentes celulares y sefaliza, principalmente para las células
mas cercanas a donde se encuentra esta como las espermatogonias (Shayakhmetova et al.,
2013). Los resultados aqui presentes evidencian la disminucién en la deteccion de colageno
principalmente de las células germinales y células del parénquima, en los ratones con dosis de
0.5 y 1%. Las espermatogonias pueden permanecer arrestadas en fase S del ciclo celular
cuando existe una disminucion en la expresiéon de coldgeno, ademés de no poder llegar a la
fase meidtica (He et al., 2005). La determinacion de hidroxiprolina muestra una disminucién en
los grupos con dieta al 0.5 y 1%. El paso de prolina a hidroxiprolina es un proceso
postraduccional que puede verse afectado al existir estrés oxidativo. Al verse disminuida la
hidroxiprolina la composicion de los epitopes reconocidos por el anticuerpo pueden cambiar.
Este mismo cambio en la proporcién de los aminoacidos puede generar que la accion normal
del colageno se altere y su accién reguladora se vea afectada (Shayakhmetova et al., 2013).
En conjunto los marcadores evaluados y la evidencia histolégica hace pensar que el desarrollo
espermatico puede ser subOptimo, principalmente en los grupos que presentan
desprendimiento epitelial, descamacion germinal, inflamacion, evidenciado por un aumento de
las células parenquimales y la expression de MHC Il, asi como disminucién de N-cadherina y
colageno, implicadas directamente en la regulacion de la espermatogénesis (Yan Cheng et al.,
2012). El epididimo que permite la funcionalidad de los espermatozoides resulta de interés
evaluatorio, debido a la presencia de células germinales inmaduras y de que el epididimo recibe
losm componentes de excrecion de los tubulos seminiferos, entre ellos las particulas de E171
si es que son excretadas de esta forma. Para la maduracion de los espermatozoides el
epididimo es el 6rgano encargado y es uno de los drganos que recientemente ha recibido
atencion por su alta cantidad de tejido linfatico y sus caracteristicas inmunoprivilegiadas,
similares a las presentes en testiculo (Gregory et al., 2014). Uno de los efectos de la dieta de
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E171 observado en este estudio es la presencia de vacuolizaciones en la regién caput del
epididimo. Este tipo de estructuras intracelulares estan relacionadas a procesos de
fosfolipidosis. Cabe resaltar que estos efectos se ven generalizados a lo largo de todo el epitelio
presente tanto de area caput como cauda. La fosofolipidosis es un aumento en la cantidad de
fosfolipidos o cuerpos lamelares (Rudmann et al., 2004). Un aumento de fosfolipidos aumenta
por la cantidad de lipidos que requiere la célula y esto se ve favorecido ante procesos de
endocitosis de particulas extrafias. La presencia de estos cuerpos aunque no es letal para la
célula es un indicativo de que procesos celulares que pueden verse alterados. En el caso de
epididimo a la altura caput, alteraciones en epididimosomas podria favorecer que no se lleven
a cabo la maduracion adecuada de los espermatozoides (Creasy et al., 2012). A la altura de la
cauda también se presenta un efecto como consecuencia de las particulas de E171, la
disminucién de prolongaciones celulares que interactien con espermatozoides. Efectos
similares en prolongaciones celulares de epitelio colonico han sido observados como efecto de
la presencia de particulas de diéxido de titanio (Brun et al., 2014). Como forma de explicar el
dafio celular hace falta indicar si la presencia de estas vacuolas dentro de la célula puede
aumentar al aumentar el estrés oxidativo. La pérdida de contacto del epitelio de la regién cauda
con espermatozoides es un indicativo de alteracion de las estructuras celulares epiteliales.
Estas observaciones en 6rganos del desarrollo espermatico pueden ser factores que estén
implicados en la disminucién capacidad fertilizante de los espermatozoides (Lanning et al.,
2002). Para favorecer la informacion obtenida es posible la proyeccion de estudios que evallen
la reprotoxicidad del E171 en varias generaciones, con los individuos necesarios y por el tiempo
mas cercano al de una exposicion crénica. Cabe preguntar si la cantidad de E171 ingerida por
un individuo es necesaria para tener el efecto observado, por ejemplo en personas con dieta
alta o que Unicamente consume productos con E171. Sin embargo la falta de estudios que
evallen la cantidad y el tipo de particulas que conforma el E171 en alimentos de consumo
mexicano no estan disponibles. Por la ausencia de estos datos no se puede tener una
estimacion aproximada de la cantidad de E171 ingerida por la poblacion mexicana.
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8. CONCLUSIONES

En conclusion, la alimentacion con E171 en una matriz solida tuvo como efecto alteraciones
histolégicas a nivel testicular como desprendimiento del epitelio germinal de manera
significativa en todos los ratones alimentados con E171 y descamacion de células germinales
en ratones con dieta de E171 a 1%. Se encontr6 un aumento significativo de células del
parénquima a la mas alta cantidad de E171, un aumento en la expresion de MHC I,
evidenciando proceso de inflamacion en ratones con dieta de 0.5% y 1% de E171, en estos
Mismos grupos se encontrd disminucion en la concentracion de hidroxiprolina. La integridad de
la barrera hematotesticular se vio comprometida por la diminucion de N-cadherina y colageno
I, en todos los grupos con dieta de E171. En epitelio epididimal de la region caput, tras la
alimentacion con dieta de 0.5% y 1% de E171, se encuentran un aumento de vacuolas y
desorganizacion o destruccién del epitelio. En epitelio epididimal de la region cauda, se observa
una disminucion en la interaccion entre espermatozoides de esa zona y el epitelio, tras la
alimentacion con dieta de 0.5% y 1% de E171. Estas alteraciones en testiculo y epididimo
podrian llegar a afectar la calidad en la integridad de los espermatozoides.
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