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Resumen general

Los nanomateriales manufacturados (por sus siglas en inglés, ENM) han ido en
incremento alrededor del mundo debido a que son materiales con caracteristicas
novedosas que hacen que los productos en donde se utilizan sean mucho mas
eficientes con grandes ventajas. Estas caracteristicas que mejoran los productos
son debido a las propiedades fisicoquimicas de los ENM como su tamano, forma,
area superficial y potencial zeta por mencionar algunas. Debido a este gran avance
de manipular la materia a escalas nanométricas numerosas investigaciones se
enfocan en sintetizar nuevas formas de ENM que tienen gran potencial para ser
introducidas en el mercado. Sin embargo, las investigaciones se enfocan
principalmente en la sintesis y pocos grupos se dedican a investigar los efectos
téxicos que estos pueden ocasionar en la salud humana. Como objetivo de esta
investigacion se utilizaron tres diferentes ENM como las nanoparticulas (NPs) de
didéxido de silicio (SiOz2), diéxido de titanio (TiO2) en forma de nanofibras (NFs) y
amorfas y NPs de indio/dioxido de estafio (ITO). El trabajo de investigacion fue
divido en tres secciones iniciando con el estudio de las propiedades fisicoquimicas
que los diferentes tipos de ENM analizando la capacidad que tienen de interaccionar
con proteinas del medio y si esta interaccién afecta sus propiedades intrinsecas
como la produccion de ROS vy la conjugacion con otros componentes como el rojo
de alizarina (ARS). Ademas, fue evaluada la capacidad que tienen los ENM de ser
internalizados en células epiteliales de pulmon y si la viabilidad de las células se ve
afectada por dicha exposicion a los diferentes tipos de ENM. La segunda parte del
estudio se enfocd en analizar los efectos citotdxicos de los ENM una vez que son
internalizados por células epiteliales de pulmén. Se evalud, la viabilidad de las
células, asi como la granularidad y el tamafo celular la cual se vio afectada por la
exposicién a los diferentes ENM. Debido a que el tamano celular fue afectado por
la exposicion a los ENM se decidd evaluar el citoesqueleto de actina debido a que
es el organelo que da forma y estructura a las células encontrando que es afectado
por los ENM comprometiendo funciones esenciales para las células como la

migracion y el ciclo celular. Ademas, se encontro que las NFs de TiO2 seguido por



las NPs de SiO2 afectan el DNA, proteinas y lipidos. Por otro lado, debido a que se
observé que las NFs de TiO2 son mayormente citotoxicas en comparacion con las
NPs de SiO2 e NPs de ITO y que el citoesqueleto es el principal afectado se decidié
evaluar los efectos citotoxicos de NPs de TiO2 para saber si los dafios ocasionados
al citoesqueleto persisten o son reversibles. Por lo que la tercera parte del estudio
fue enfocada en analizar componentes del citoesqueleto como tubulina y actina
exponiendo células epiteliales de pulmoén a 1 yg/cm? y 10 yg/cm? 24 horas, 24 horas
y 6 dias libres de NPs y 7 dias. Los resultados mostraron que la exposicion a NPs
de TiO2 a los tres diferentes tiempos afecta la estructura del citoesqueleto de
tubulina y actina ademas de alterar la morfologia y la migracion celular. Estas
alteraciones causadas por las NPs de TiO2 comprometieron la expresion de genes
encargados de funciones primordiales de las células de pulmoéon como la
proliferacion (Ki67) y la produccién de la proteina surfactante (SFTPB). Ademas,
también fue analizada la expresion de la metaloproteasa 2 (MMP2) en donde no se
encontraron cambios, resultados que sugieren que el dafio causado por las NPs de
TiO2 es principalmente en citoesqueleto y no en la matriz extracelular. En
conclusion, los tres tipos de ENM no pierden sus propiedades intrinsecas una vez
que interaccionan con componentes biolégicos como las proteinas, ademas, se
encontré que las NFs de TiO2 son mayormente citotoxicas seguido de las NPs de
SiO2 y las NPs de ITO alterando principalmente el citoesqueleto de actina.
Finalmente, los resultados mostraron que los efectos causados al citoesqueleto de
tubulina y actina por NPs de TiO2 no son reversibles por lo que basta una primera

interaccion con las NPs de TiOz para generar dafio que pueda persistir.
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nanomateri

Nada en la vida es para ser temido, es s6lo para ser

comprendido. Ahora es el momento de entender mas, de
modo que podamos temer menos.”
— Marie Curie
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Resumen
La produccion de los nanomateriales manufacturados (ENM) ha alcanzado un
aumento significativo en los ultimos afios a nivel mundial, siendo el diéxido de silicio
(SiO2) y el dioxido de titanio (TiO2) aquellos ENM que encabezan la lista de
produccion a nivel mundial. Sin embargo, se han comenzado a sintetizar nuevos
ENM con caracteristicas novedosas que prometen mejorar los productos ya
existentes en el mercado como lo es en el caso de las nanoparticulas (NPs) de
indio/diéxido de estafo (NPs de ITO). En la presente investigacion, la cual se divide
en tres capitulos, en su primera parte se describe la evaluacion de las
caracteristicas fisicoquimicas de los ENM de las nanoparticulas de diéxido de silicio
(NPs de SiO2), nanofibras (NFs) de TiO2 y las NPs de ITO y su impacto en la
formacion de la proteina corona sobre la internalizacién y la viabilidad de células de
origen epitelial de cancer pulmonar. Ademas, fue evaluada la toxicidad de los
diferentes ENM utilizados en células epiteliales de pulmén a diferentes
concentraciones. Los resultados demostraron que al ser incubados con suero fetal
bovino las NFs de TiO2 poseen mayor capacidad de adsorber proteinas sobre su
superficie seguido por las NPs de SiO2 e NPs de ITO. Posteriormente, con el
objetivo de evaluar la capacidad de conjugacion de los ENM fue analizado el uso
del rojo de alizarina (ARS) mostrando que las proteinas adsorbidas sobre la
superficie de los ENM no afectan dicha conjugacion ni con las propiedades
intrinsecas de los ENM como la produccién de ROS. Por otro lado, los ENM fueron
internalizados por las células epiteliales de pulmén de manera concentracion
dependiente causando mayor toxicidad las NFs de TiO2 seguido por las NPs de
SiO2, sin embargo, con las NPs de ITO no mostraron efectos citotoxicos con las
condiciones utilizadas en este estudio. Basado en los resultados se concluye que
las propiedades intrinsecas de los ENM no se alteran aun siendo recubiertas por la
proteina corona cuyo fendmeno se ha sugerido como una opcién para disminuir los

efectos citotéxicos de los ENM.



1. Introduccién
Actualmente la nanotecnologia ha incrementado rapidamente con el potencial de
ser utilizada en una amplia variedad de aplicaciones de diferentes sectores. La
Union Europea ha definido a los nanomateriales como cualquier material natural,
incidental o manufacturado que contiene al menos el 50% de particulas en un
estado no unido o como agregado o aglomerado en donde una o mas dimensiones
externas estan en el rango de tamafio de 1 nm-100 nm. A estas particulas se les

denomina nanomateriales manufacturados (por sus siglas en inglés, ENM).

Debido a esta particular caracteristica de los ENM sobre su tamano, son utilizados
en diferentes areas como por ejemplo en la industria alimenticia la cual las emplea
para la produccidn de aditivos/suplementos alimenticios y en la produccién de
empaques con propiedades térmicas los cuales alertan a los consumidores cuando
los productos han expirado (Shafig et al., 2020). También son empleadas en la
agricultura para el crecimiento de las plantas y la resistencia al estrés (Zhao et al.,
2020). Ademas, son estudiadas dentro de la medicina para ser utilizadas como
acarreadores de farmacos y recientemente se estudian sus propiedades para ser

una alternativa en terapias no invasivas (Wong et al., 2020).

Ademas, un numero considerable de productos de uso comun contienen ENM. La
mayoria de los productos las contienen son productos para la salud y
acondicionamiento fisico, cerca de 2000 productos, y aproximadamente una sexta
parte de todos los productos caen dentro de la categoria para la casa y el jardin.
Mas de 700 productos son de cuidado personal y cerca de 400 son utilizados en
ropa. Los ENM mas utilizados para estos propédsitos son los ENM de plata,
principalmente por su actividad bactericida seguida por ENM de didxido de titanio
(TiO2) y didxido de silicio (SiOz; http://nanodb.dk/en/).

Los ENM son atractivos para los diferentes sectores debido a sus propiedades
fisicoquimicas como el tamafio primario, tamafio hidrodinamico, forma y potencial
zeta las cuales son caracteristicas que hacen que los productos finales sean
mejores dentro del mercado. Sin embargo, los estudios sobre los ENM han sido

mayormente sobre la busqueda de las aplicaciones desarrollando nuevas formas y



tamanos para darles un uso y poco se ha estudiado sobre los efectos toxicos que

estos puedan llegar a tener en la salud humana.

De acuerdo con la base de datos PubMed los estudios de la ultima década acerca
de los ENM es mayor para encontrar o proponer aplicaciones en comparacion con

estudios relacionados a la toxicidad (Figura 1).

Estudios sobre NPs

5000+
B Aplicaciones
4000+ ! Toxicidad

3000+

2000+

Numero de publicaciones

Figura 1. Estudios publicados en las ultimas dos décadas sobre las aplicaciones y toxicidad
de los ENM. Informacion extraida de https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/.

Estos datos son importantes ya que es claro que las investigaciones sobre NPs
estan principalmente enfocadas en encontrar una aplicacion y desarrollar nuevas

formas, que los dafios que estas puedan ocasionar.

Por otro lado, cabe remarcar que los ENM mas producidos a nivel mundial son de
diéxido de titanio (TiO2) seguidas por diéxido de silicio (SiO2; Gardufio-Balderas et
al., 2015). Ademas, por la busqueda de nuevas formas para las aplicaciones
recientemente se han comenzado a sintetizar combinaciones de ENM como diéxido
de indio/diéxido de estafio (In302/SnO2; ITO) en wuna proporcion 9:1
respectivamente. Por lo que es de gran importancia empezar a estudiar a los ENM
por sus propiedades fisicoquimicas para poder predecir cuales seran los efectos

que estas puedan ocasionar a las personas que se encuentren expuestas a ellas.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/

1.1 Nanoparticulas de diéxido de silicio
El silicio (Si) es uno de los elementos mas abundantes de la Tierra y el silice
cristalino en forma de cuarzo es el mineral mas abundante sobre la corteza terrestre
(Yang et al., 2018). El SiO2 es un oxido metalico del grupo IV el cual se encuentra

naturalmente en forma cristalina y amorfa.

Las propiedades fisicas y quimicas del SiOz2 lo hacen adecuado para muchos usos
por lo que su produccion ha ido en aumento. De acuerdo con la US Geological
Survey en 2017 se estimd una produccion de 273 mil toneladas de SiO2 en todo el

mundo (https://www.usgs.gov/).

La mayoria del SiOz2 utilizado de manera comercial es obtenido de fuentes naturales
y es categorizado en tres tipos por la industria como: arena y grava, cristales de
cuarzo y diatomitas (NTP, 2005).

El SiO2 categorizado como arena ha sido utilizado para diferentes propésitos a
través de la historia, el mas antiguo y principal uso ha sido para la manufacturacion
de cristal por ejemplo las ventanas y la fibra de vidrio, ademas de ser utilizado
también en ceramica. Los cristales de cuarzo han sido utilizados por cientos de afos
en la joyeria, ademas, actualmente es utilizado en la electronica y componentes
Opticos para dispositivos especializados (IARC, 1997). El SiO2 en forma de
diatomitas es principalmente utilizado como relleno para pinturas, papel,

absorbentes de laboratorio y agentes anti aglomerantes (IARC, 1997).

Por otro lado, para aprovechar al maximo las propiedades del SiO2 la
nanotecnologia se ha encargado de sintetizar SiO2 en tamafio nanométrico
produciendo nanoparticulas (NPs) con diferentes formas. Para esto se realizan

diferentes métodos de sintesis dependiendo la forma deseada.

Existen NPs de SiO2 con diferentes formas como las NPs de SiO2 no porosas las
cuales son sintetizadas mediante el método llamado Aerosil en donde las NPs de
SiO2 no porosas se producen a elevadas temperaturas que van de 1000°C a 2500°C
mediante la hidrolisis de SiCls (tetracloruro de silicio). Para sintetizar NPs de SiO2
coloidales se utiliza el proceso sol-gel el cual consiste en un sistema de reacciones

quimicas utilizando amonio como catalizador proceso que resulta en la formacion



controlada de NPs de SiO2 en forma de esferas (Stober et al., 1968). El método de
microemulsiones es ampliamente utilizado para formar NPs de SiO2 porosas ya que
es facil de controlar y consiste en la solubilidad de silicatos utilizando solventes
organicos (Yamauchi et al., 1989). Para la sintesis de NPs de SiO2 amorfas se utiliza
el método de precipitacion y gelificacion. Estos son algunos ejemplos de sintesis de
diferentes formas de NPs de SiOz las cuales se emplean en diferentes productos
como en la industria alimenticia que utiliza las NPs de SiO2 amorfas como agentes
antiaglomerantes y antiespumantes denominadas también como aditivo E551 por la

Union Europea.

Las NPs de SiOz2 de diferentes formas y tamanos estan presentes en los productos
utilizados en la vida cotidiana. Sin embargo, los estudios que respaldan su
seguridad son insuficientes y en algunos casos controvertidos. Por lo que es
importante estudiar los efectos que las NPs de SiO2 puedan tener en la salud

humana con relacion a su forma y tamafo.

1.2 Nanoparticulas de diéxido de titanio

El titanio (Ti) es el noveno elemento mas abundante de la corteza terrestre con una
amplia distribuciéon. Se estima que la concentracién promedio de Ti en la corteza
terrestre es de 4,400 mg/kg. Debido a su gran afinidad con el oxigeno el Ti no existe
en estado metalico en la naturaleza. Existen cuatro diferentes tipos de TiO2 de
manera natural debido a su forma cristalina: rutilo, anatasa, brookita y diéxido de
titanio B. Rutilo y anatasa tienen una forma cristalina tetragonal mientras que la
brookita es ortorrombica y el diéxido de titanio B tiene una forma cristalina
monoclinica la cual consiste en tres ejes, todos ellos son desiguales en longitud. De
estas formas cristalinas solo anatasa y rutilo son econémicamente importantes. De
acuerdo con la US Geological Survey en 2016, se estimd una produccion de
1,730,000 toneladas de TiO2 en todo el mundo (https://www.usgs.gov/).

El TiO2 es manufacturado a partir de un mineral llamado ilmenita para

posteriormente ser utilizado como pigmento blanco por su alto indice de refracciéon



y se emplea en pinturas, recubrimientos, plasticos, papel, tintas, cosméticos y
pastas de dientes (Shi et al., 2013).

El TiO2 es sintetizado por dos diferentes métodos para poder ser utilizado como
pigmento. Uno de estos métodos es el proceso de cloruro en donde el rutilo es
convertido a tetracloruro de titanio que es oxidado a una temperatura de 1000°C y
el TiO2 restante es calcinado para eliminar el cloro residual y cualquier acido
clorhidrico que pueda haberse formado en la reaccion. Otro método de sintesis de
TiO2 es por el proceso de sulfato en donde la ilmenita se hace reaccionar con acido
sulfurico formando hidréxido de titanio el cual es precipitado por hidrolisis filtrado y
calcinado (IARC, 2010).

El TiO2 también es producido en escalas nhanométricas formando NPs de TiOz las
cuales son sintetizadas de diferentes formas como esferas, fibras, tubos, anillos
entre otras muchas formas (Chen & Mao, 2007; Wang et al., 2014). Las diferentes
formas de NPs de TiO2 que son sintetizadas tienen diferentes aplicaciones. Una
caracteristica por las cuales son muy utilizadas las NPs de TiOz2, es por su actividad
fotocatalitica en productos para la filtracion de la luz UV (EPA 2010). Ya que las NPs
de TiOz2 tienen la capacidad de dispersar la luz visible o luz UV dependiendo de su
tamano. Se ha demostrado que NPs de TiO2 con un tamafio promedio de 230 nm
pueden dispersar la luz visible y con un tamano de 60 nm dispersan la luz UV
(Skocaj et al., 2011).

Las NPs de TiO2 han sido utilizadas ampliamente en diferentes productos de uso
comun incluso es utilizado en aditivo para alimentos denominado como E171
ademas, de ser utilizado como excipiente para medicamentos. Sin embargo, nuevas
formas de NPs de TiOz2 siguen apareciendo para ser propuestas como novedosos
materiales dentro del mercado prometiendo mejorar las caracteristicas de los

productos.
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1.3 Nanoparticulas de diéxido de indio/diéxido de estafo
El indio/éxido de estafio (ITO, por sus siglas en inglés) no se encuentra de manera
natural en la Tierra, sin embargo, el indio (In) es el elemento que se encuentra

presente naturalmente en un porcentaje muy pequefio en la corteza terrestre.

ITO es una mezcla solida diéxido de indio (In203) y de 6xido de estafio (SnO2) en

una proporcion de 90% y 10% respectivamente.

La sintesis de ITO es mediante un proceso llamado sinterizado en el cual se utiliza
calor y presion para combinar el 6xido de indio y el 6xido de estano para formar
discos comprimidos llamados objetivos de pulverizacion catodica (Cummings et al.,
2016). El proceso introduce una alta densidad de electrones libres y vacantes de
oxigeno en la estructura cristalina del In203 impartiendo las propiedades

electronicas especificas del ITO (Lison et al., 2009).

Las estadisticas de produccion de ITO no estan publicamente disponibles. Sin
embargo, se tiene el dato de produccion del In20s el cual se estimé para el 2015
una produccion de 755 toneladas a nivel mundial (USGS, 2016). Debido a que la
informacion de la produccion del ITO no esta disponible se estimé que en 2015
existio una produccidon mayor a 500 toneladas por afio. Esto por el alto consumo de
In203 el cual es utilizado para la produccion de ITO registrado por los cinco
principales paises productores de In203 los cuales son, en orden descendiente de

importancia, China, Republica de Corea, Japon, Canada y Francia (USGS, 2016).

ITO es principalmente utilizado en peliculas conductoras transparentes las cuales
se colocan en paneles de vidrio o plastico de dispositivos electronicos como paneles
tactiles, pantallas de plasma, pantallas planas, paneles solares, y sensores de gas
(NTP, 2009).

Resulta de gran importancia conocer los efectos que ITO pueda tener sobre la salud
humana debido a que es un nuevo compuesto que es utilizado en diferentes
dispositivos, a los cuales la mayoria de la poblacién tiene acceso. La exposicién a
ITO ocurre principalmente en entornos ocupacionales donde se produce o procesa
el ITO.
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1.4 Modificaciones en la superficie de las NPs
Debido a la enorme produccién y a su amplio uso de las NPs los humanos nos
encontramos expuestos a las NPs. La exposicion puede ser de varias formas como
por ejemplo por el consumo de medicamentos y productos alimenticios, por medio
de inhalacidon en lugares ocupacionales o por el uso de cosméticos en heridas
abiertas. Al estar expuestos las NPs pueden atravesar los limites celulares e
interactuar con los fluidos biolégicos e incluso llegar a torrente sanguineo e
interactuar con la sangre. Cuando las NPs no tienen ninguna modificacion
superficial se les conoce como NPs pristinas, sin embargo, existen modificaciones

como la formacion de la proteina corona.

a) Proteina corona
Las NPs tienen un area superficial altamente especifica, asi como reactividad
superficial, fuerte interaccion entre particulas, propiedades eléctricas y Opticas,
ademas también tienen propiedades electrocataliticas y fotocataliticas aplicadas
ampliamente en energia y el ambiente (Li et al., 2019), en la comida y medicina
(Chan et al., 2018; Wang et al., 2018). En el campo de la biomedicina las NPs
pueden ser utilizadas como acarreadores de farmacos, vacunas, diagndsticos e
imagenes, sin embargo, aun existen obstaculos dentro de estas aplicaciones

clinicas.

Actualmente se sabe que al momento de que las NPs interaccionan con los fluidos
biologicos estas inmediatamente son recubiertas por biomoléculas como proteinas,
carbohidratos, lipidos entre otros muchos componentes y a este fendmeno se le
conoce como “corona” (Lundgqvist et al., 2011). La formacion de la corona alrededor
de las NPs es modulada por la entrada de las NPs en el cuerpo. La composicion de
la corona depende de las caracteristicas de las NPs como su tamafio, carga
superficial y su morfologia (Monopoli et al., 2011). Todas las biomoléculas
interactuan con la superficie de las NPs compitiendo entre ellas, sin embargo, las
que mayormente interacciona con las NPs son las proteinas debido a su elevada

cantidad en los fluidos por lo que a la corona se le conoce como “proteina corona”.
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La proteina corona se divide en hard-corona y soft-corona. La hard-corona esta
formada por las proteinas que tienen alta afinidad e interacciones fuertes con la
superficie de las NPs. En contraste, la soft-corona involucra a las proteinas que
tienen menor afinidad con la superficie de la NPs presentando una rapida tasa de

intercambio (Figura 2; Pareek et al., 2018).

Las diferencias de las propiedades de las NPs y el ambiente son importantes para
la proteina corona ya que va a interactuar con lo que exista en los fluidos via
adsorcion. Ademas, la proteina corona es compleja y unica para cada NPs tomando
en cuenta también la cantidad de componentes que se encuentren en el medio. Por
lo que es dificil predecir la composicion exacta de la proteina corona (Nguyen &
Lee., 2017).

Por otro lado, se ha propuesto que las NPs recubiertas con la proteina corona sean
utilizadas en la nanomedicina debido a que la toxicidad de las NPs disminuye con
la recubierta (Nguyen & Lee., 2017). Sin embargo, hacen falta mas estudios para
poder entender este fendmeno y poder emplearlo en el campo de la biomedicina

como las investigaciones lo indican.

Hard-corona

Proteinas

Nanoparticula

Soft-corona
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Figura 2. Representacion esquematica de la proteina corona. La superficie de las NPs es
recubierta por proteinas del medio. Las proteinas forman dos capas sobre la superficie de las NPs
conocidas como hard-corona (circulo rojo), que son proteinas con mayor afinidad hacia la superficie
de las NPs. La soft-corona (circulo azul) la componen proteinas que tienen menor afinidad a la
superficie de las NPs y se encuentran en constante dinamismo uniéndose y separandose de las
proteinas que forman la hard-corona.

b) Conjugacioén con rojo de alizarina
Dentro del area de la biomedicina las NPs han tomado un papel importante como
tratamiento para diferentes enfermedades. Sin embargo, se ha demostrado que las
NPs una vez administradas pueden depositarse en diferentes tejidos y provocar
dafos (Janfen et al., 2020).

Para poder conocer la localizacién y el destino de las NPs, existen estudios que se
han enfocado en modificar su superficie utilizando diferentes compuestos
fluorescentes (McCabe-Lankford et al., 2018; Mekuria et al., 2018). Por otro lado,
se ha estudiado la interaccion que tienen las NPs con las células y se ha
cuestionado si las NPs son internadas por las células debido a que los mecanismos

de internalizacion no son del todo claros.

Los métodos utilizados para conocer la localizacion de las NPs dentro de las células
son escasos Yy el mas utilizado es la microscopia electronica de transmision (por sus
siglas en ingles TEM; Srijampa et al., 2020; Palacios-Hernandez et al. 2020). Sin
embargo, existe un método sencillo para poder localizar a las NPs de manera in
vitro realizando una tincién con rojo de alizarina (por sus siglas en ingles ARS),
método por el cual las NPs quedan marcadas y pueden ser observadas mediante

microscopia confocal.

La ARS es una sal monosddica (Figura 3) extraida originalmente de la raiz de la
planta Rubia peregrina que es una especie de liana herbacea perteneciente a la
familia de las rubiaceas. La ARS ha sido ampliamente utilizada para tefir depdsitos
de calcio (Bensimon-Brito et al., 2016; Solomon et al., 2018). Sin embargo,
recientemente se ha utilizado la ARS en NPs de TiO2 para poder detectarlas en
células y saber si son capaces de internalizarse (Thurn et al., 2009; Thurn et al.,

2011). Este tipo de conjugacién entre ARS y NPs solo se ha realizado con NPs de
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TiO2 y no existen estudios en donde se pruebe la ARS con algun otro tipo de NPs

de naturaleza oxido metaloide/metalica como el SiOz e ITO respectivamente.

A B
O OH
X
O

Figura 3. Rojo de alizarina. A) estructura quimica del rojo de alizarina. B) ARS comercial.
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2. Antecedentes
Las interacciones biologicas de las NPs dependen de sus propiedades
fisicoquimicas como se abordd previamente. Algunos estudios se han enfocado en
establecer correlaciones entre las caracteristicas de las NPs y los resultados
biolégicos para poder predecir el comportamiento biolégico de las NPs sin
experimentacion previa (Shaw et al, 2008). Debido a la enorme cantidad de NPs
que existen con propiedades fisicoquimicas diferentes y la complejidad de los
sistemas bioldgicos es un gran reto realizar una correlacion entre las propiedades
fisicoquimicas de las NPs y las respuestas celulares tales como las modificaciones
morfolégicas celulares, la viabilidad de las células, la produccion de especies

reactivas de oxigeno (ROS).

Estudios se han enfocado en investigar los efectos celulares de las NPs recubiertas
con la proteina corona concluyendo que la proteina corona disminuye la
citotoxicidad de las NPs posiblemente porque la proteina corona formada sobre la
superficie de las NPs hace que sean mas biocompatibles con el cuerpo humano
(Wang et al., 2013; Clift et al., 2010; Tedja et al 2012).

Debido a que diferentes tipos de NPs se han propuesto como acarreadores de
farmacos se ha estudiado la importancia de la proteina corona para hacer mas
efectivas a las NPs para cumplir su propdsito como acarreadoras. Por ejemplo, se
ha estudiado la adsorcién de albumina sérica humana y de bovino en NPs de TiO2
y NPs de SiO2 en donde encontraron que las NPs adsorben en diferente cantidad
la albumina, ademas, de que la albumina al interactuar con las NPs de SiO2 y con
NPs de TiOz tiene cambios conformacionales dependiendo de las propiedades
fisicoquimicas de las NPs. Este estudio proporciona un analisis comparativo entre
las diferentes caracteristicas de las NPs y la proteina corona para desarrollar NPs

seguras para su aplicacion como acarreadores de farmacos (Cristian et al., 2019).

Se ha estudiado el efecto que tienen las proteinas séricas sobre el rompimiento de
membrana causado por NPs de SiO2 con un tamaro primario de 55-68 nm en cuatro
diferentes tipos celulares como eritrocitos, linfocitos, melanomas y macréfagos. Se
estudiaron los efectos de las NPs de SiOz2 pristinas y NPs de SiO2 recubiertas con

la proteina corona la cual fue formada con suero fetal bovino (SFB). Los resultados
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mostraron que las NPs de SiO2 desnudas causaron rompimiento de la membrana
celular en comparacion con las NPs de SiOz2 recubiertas con la proteina corona las
cuales interaccionaron con las membranas celulares sin producir rompimiento
debido a la adsorcién de proteinas sobre la superficie de las NPs de SiO2 que son

especificas para las membranas celulares (Shinto et al., 2019).

Por otro lado, se ha estudiado el efecto de las NPs de TiO2 sobre las membranas
celulares. Se ha demostrado que las NPs de TiO:z tienen la capacidad de oxidar
membranas lipidicas determinando la cantidad de malondialdehido de células de
carcinoma cervical (HeLa) con solo 12 horas de exposicion a NPs de TiO2. Sin
embargo, cuando las NPs de TiO2 son recubiertas con SFB formando la proteina

corona la lipoperoxidacion de las membranas disminuye (Runa et al., 2017).

Una de las caracteristicas principales de las NPs de TiO2 es su capacidad
fotocatalitica, razén por la cual se utiliza en pigmentos y cosméticos como se
menciond anteriormente. Esta caracteristica es la responsable de la produccion de
ROS en modelos celulares cuando las NPs de TiO2 son expuestas a luz UV, efecto
ampliamente estudiado. Sin embargo, cuando las NPs de TiO2 son internadas en el
cuerpo estos procesos ocurren en la oscuridad sin exposicion a luz UV. Por lo que
se ha investigado la capacidad de generar ROS de TiO2 grado alimenticio y NPs de
TiO2 demostrando que ambos tipos de TiO2 generan bajos niveles de ROS,
especificamente radical hidroxilo y superéxido, en oscuridad. Ademas, cuando las
NPs de TiO2 son recubiertas con la proteina corona esta es oxidada

desencadenando estrés oxidante en células HelLa (Jayaram et al. 2017).
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3. Justificacion
La nanotecnologia ha ido en incremento en la ultima década desarrollando nuevas
formas y tamafos de ENM a los cuales se les busca una aplicacién para mejorar
las caracteristicas de los productos existentes en el mercado. Esto es muy claro
debido a los estudios que se realizan sobre la sintesis de nuevas formas de ENM
los cuales se enfocan principalmente en proponer nuevas aplicaciones. Sin
embargo, existen estudios los cuales se enfocan en estudiar los efectos toxicos que

los ENM puedan llegar a tener en la salud humana.

Por otro lado, es muy poca la informaciéon que se tiene sobre las propiedades
intrinsecas de los ENM. Ademas, se sabe que los ENM al entrar en contacto con
fluidos biolégicos se forma una cubierta llamada proteina corona la cual ha
comenzado a estudiarse con mayor detalle observando que puede disminuir los
efectos toxicos de los ENM en modelos celulares. Sin embargo, no se han estudiado
las propiedades intrinsecas de los ENM junto con la proteina corona de manera

acelular.

Por lo anterior, es de nuestro interés estudiar las propiedades intrinsecas de los

ENM vy la influencia que tiene la proteina corona sobre ellos.

En esta primera parte del estudio se compararon las propiedades intrinsecas de tres
diferentes tipos de ENM como NPs de SiO2 y NFs de TiOz las cuales se encuentran
en los primeros lugares de produccion a nivel mundial y las NPs de ITO que
comienzan a sintetizarse teniendo un gran impacto en el mercado. Por lo que es
importante realizar estudios sobre sus propiedades fisicoquimicas para poder

predecir sus efectos en sistemas bioldgicos.
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4. Hipétesis
Las propiedades intrinsecas de los ENM se veran afectadas por la formacion de la
proteina corona disminuyendo la produccién de ROS y la capacidad de interaccionar
con otros compuestos como el rojo de alizarina. Ademas, la proteina corona no
impedira que los ENM sean internalizados por las células epiteliales de pulmén y no

afectaran su viabilidad.

5. Objetivo general
-Evaluar las propiedades fisicoquimicas e intrinsecas de los ENM asi como su
capacidad de internarse y su potencial téxico en células epiteliales de pulmon

cuando estan recubiertas con la proteina corona y el rojo de alizarina.

5.1 Objetivos particulares

5.1.1 Propiedades fisicoquimicas e intrinsecas
1. Sintetizar NFs de TiO2 a partir de NPs de TiO2 amorfas.

2. Caracterizar las propiedades fisicoquimicas en suspension de los ENM como el

tamano hidrodinamico, potencial zeta y la polidispersion.
3. Inducir la formacion de proteina corona en ENM mediante incubacion con SFB.

4. Analizar la formacion de la proteina corona en la superficie de los ENM mediante

electroforesis.

5. Cuantificar la produccién de ROS de manera acelular de los ENM pristinos y

recubiertos con la proteina corona.

6. Evaluar el efecto de la formacion de la proteina corona en la conjugacion del rojo

de alizarina con los tres tipos de ENM.

5.1.2 Internalizacion y viabilidad
1. Evaluar la internalizacién de los ENM pristinos y recubiertos con la proteina

corona en células epiteliales de pulmon.

2. Evaluacion de la viabilidad de células epiteliales de pulmdén expuestas a los

diferentes tipos de ENM pristinos y recubiertos con la proteina corona.
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6. Materiales y métodos

6.1 Nanomateriales 6xido metalicos

Se utilizaron tres tipos de ENM con diferente composicion quimica tales como NPs
de SiO2 con un tamafio primario de 10-20 nm (Aldrich Cat. No. 637238), NPs de ITO
con un tamano primario <50 nm (Sigma Aldrich Cat. No. 544876). Ademas, fueron
utilizadas TiO2 NF las cuales no estan disponibles comercialmente y fueron
sintetizadas a partir de NPs de TiO2 amorfas (Sigma Aldrich Cat. No.637254)
mediante un proceso hidrotérmico. Brevemente, se pesaron 0.5 g de NPs de TiOz2
las cuales fueron resuspendidas en 35 mL de una solucion 10 M de NaOH durante
10 minutos. Para dispersar las NPs de TiOz2 la solucién fue ultrasonicada durante 15
minutos en un recipiente de teflon. Posteriormente, la solucion fue puesta en un
contenedor de acero el cual fue sellado completamente y calentado a 200 °C
durante 24 horas. Transcurridas las 24 horas las NPs de TiO2 fueron lavadas
exhaustivamente con agua desionizada y centrifugadas a 3,500 rpm entre cada
lavado. El pH de la solucién fue ajustado a pH 7 mediante lavados con 0.1 M de HCI
centrifugando a 3,500 rpm entre cada lavado. Finalmente, el TiO2 fue calcinado a
700 °C por 30 min., con una rampa de temperatura a una velocidad de 1 °C/minuto
(Hamilton et al., 2009).

6.2 Caracterizacion de ENM

El tamano primario de los ENM fue analizado mediante microscopia electronica de
barrido (SEM, por sus siglas en inglés; JEOL 5800-LV, Japon; QUANTA FEG 3D),
80 000X, 30 KV, 26 pixeles/nm?. El tamafio hidrodinamico y el potencial zeta de los
tres tipos de ENM fue determinado mediante dispersién dinamica de luz (DLS por
sus siglas en inglés; Zetasizer nano-zs90, Malvern Instruments). Brevemente, se
pesé 1 mg de cada tipo de ENM el cual fue resuspendido en 1 mL de diferentes
medios liquidos tales como SFB (Gibco Cat. No. 10438026) medio de cultivo celular
(F12K; Sigma Aldrich Cat. No. N3520) y medio F12K suplementado con 10 % de
SFB. Posteriormente, los ENM fueron resuspendidos en los diferentes medios
liquidos y fueron sonicados durante 30 minutos a 40 Hz. Inmediatamente, las

muestras fueron diluidas en una proporcion 1:100 y el tamafo hidrodinamico y
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potencial zeta fueron analizados. Tres experimentos independientes fueron

realizados.

6.3 Formacion de proteina corona

Para formar la proteina corona en los tres diferentes tipos de ENM se prepard un
stock pesando 1 mg de cada ENM el cual fue resuspendido en 1 mL de SFB. Los
tres diferentes stocks fueron sonicados a temperatura ambiente durante 30 minutos
a 40 Hz (Bransonic 1800H, Emerson Industrial Automation). Posteriormente, los
ENM fueron incubados a 37°C durante 24 horas. La adsorcion de las proteinas
sobre los ENM fue analizada mediante electroforesis considerando como hard-
corona el pellet y soft-corona el sobrenadante. Brevemente, después de la
incubacion con SFB los tubos fueron centrifugados a 2.5 x g durante 5 minutos,
posteriormente, 10 uL de muestra (pellet o del sobrenadante) fue cargada en un gel
de poliacrilamida al 12% corriéndose a 130 mV por 180 minutos. El gel de
poliacrilamida fue tefido con azul brillante de Coomassie G-250 (JT Baker No. Cat.
6104-58-1) durante toda la noche. Finalmente, el gel de poliacrilamida fue destefiido
de acuerdo con Sreeramulu y Singh, 1995 y analizado mediante un

fotodocumentador Gel Doc EZ System (Bio-Rad).

6.4 Produccion de especies reactivas de oxigeno acelular

La produccién de especies reactivas (ROS por sus siglas en inglés) fue determinada
de manera acelular con la finalidad de conocer si los ENM tienen la capacidad de
producir ROS de manera independiente. La técnica se realizé de acuerdo con lo
reportado por Venkatachari en 2005 (Venkatachari et al., 2005) realizando
pequefias modificaciones. Brevemente, 0.5 mL de 1 mM de 2’,7’-diclorofluorescina
diacetato (DCFH-DA; Cayman, No. Cat. 85155) disuelta en alcohol etilico fue
mezclada con 2 mL de 0.01 N NaOH e incubada a temperatura ambiente durante
30 minutos y neutralizada con 10 mL de PBS pH 7.2. Posteriormente, la solucién
fue mantenida en oscuridad a 4°C hasta su uso. Antes de cada analisis 1 uM de
DCFH fue mezclado con peroxidasa de rabano (HRP; Pierce Chemical, IL, U.S.A.)
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en una proporcion de 0.5 unidades de HRP/mL de DCFH. Posteriormente los ENM
fueron resuspendidos de manera independiente en agua desionizada estéril en una
proporcion 1:1. Inmediatamente, 1 uM del complejo DHCF-HRP fue adicionado a
las diferentes concentraciones de los ENM (1, 5, 10, 50, 100 y 200 ug/cm?) en placas
oscuras con fondo transparente de 96 pozos e incubadas durante 30 minutos a
37°C. Finalmente, la placa fue analizada mediante espectrofluorometria (FLx800™
Fluorescence Reader) con una onda de excitacion de 486 nm y una onda de emision

de 530 nm. Tres experimentos independientes fueron realizados.

6.5 Conjugacion con rojo de alizarina y analisis UV/Vis

Los ENM fueron conjugados con ARS como lo reportado por Thurn et al., 2009
realizando pequefas modificaciones. Brevemente, se disolvieron 10 mM de fosfato
disodico (Na2HPO4) en agua destilada, posteriormente, 0.9 mM de ARS fueron
agregados a la solucion de Na2HPO4 y la mezcla fue agitada durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Una vez preparada la ARS, 500 uyM de cada ENM fue
resuspendido en ARS, por separado, e incubados durante 24 y 48 horas.
Finalmente, las muestras fueron analizadas mediante espectrometria UV/Vis
(ultravioletal/visible) realizando barridos de 200-700 nm (EpochTM BioTek
Instruments, Inc.). Este procedimiento se realiz6 con los tres tipos de ENM, pristinas
y con la previa formacion de proteina corona. Tres experimentos independientes

fueron realizados.

6.6 Internalizacion de ENM en células epiteliales de pulmoén

Células epiteliales de pulmon fueron expuestas durante 24 horas a 1 ug/cm?, 10
ug/cm? y 50 ug/cm? de ENM previamente conjugados con ARS. Posteriormente, las
células epiteliales de pulmoén fueron fijadas con paraformadehido al 4% durante 60
minutos y lavadas con PBS 1X. Inmediatamente, las células epiteliales de pulmén
fueron permeabilizadas con PBS-0.5% tritdn durante 8 min y lavadas con PBS 1X
tres veces para retirar el exceso de triton. Posteriormente, las células epiteliales de

pulmén fueron incubadas durante 1 hora con 1% de albumina sérica bovina. Las
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muestras fueron incubadas con Hoechst (Life Technologies, Cat. N0.62249) en una
diluciéon 1:1000 para detectar el nucleo. Finalmente, las células se observaron
mediante  microscopia confocal (Leica TCS-SP8). Tres experimentos

independientes fueron realizados.

6.7 Reduccion de MTT

La viabilidad de células epiteliales de pulmdn fue analizada mediante la reduccion
de 3-(4, 5-dimethyltiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium (MTT). Brevemente, células
epiteliales de pulmon fueron sembradas en placas de 96 pozos en una densidad de
10,000 células por pozo y expuestas a 1, 5, 10, 50, 100 y 200 yg/cm? de cada ENM
durante 24 horas, pristinos y recubiertos con la proteina corona. Posteriormente, el
sobrenadante fue retirado y las células epiteliales de pulmoén fueron lavadas tres
veces con PBS 1X para retirar el exceso de ENM. Inmediatamente, las células
epiteliales de pulmon fueron incubadas con medio F12K suplementado con 10% de
SFB y 0.5 mg/mL de MTT a 37°C durante 2 horas. Transcurrido el tiempo de
incubacion fue retirado el MTT del cultivo celular y los cristales de formazan que se
formaron en la monocapa celular fueron disueltos con 100 pL de isopropanol. El
sobrenadante fue recuperado y centrifugado a 1500 rpm durante 5 minutos con la
finalidad de descartar ENM que puedan interferir con la lectura de la absorbancia.
Finalmente, los sobrenadantes fueron analizados mediante espectrometria a una
longitud de onda de 540 nm (EpochTM BioTek Instruments, Inc.). Tres experimentos

independientes fueron realizados.
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7. Resultados

7.1 Propiedades fisicoquimicas de ENM

Los ENM fueron analizados mediante SEM y los resultados mostraron que las NPs
de SiO2 son amorfas con un tamafio primario >100 nm (Figura 4A). Las NFs de TiOz2
que fueron sintetizadas a partir de las NPs de TiO2 comerciales mostraron una forma
de fibra con una longitud <100 nm (Figura 4B). Finalmente, NPs de ITO fueron
amorfas con un tamafio primario >100 nm (Figura 4C). El tamafo hidrodinamico de
los tres diferentes tipos de ENM fueron analizados en diferentes medios tales como
medio de cultivo F12k, SFB y medio de cultivo F12k suplementado con 10% de SFB
para conocer el tamafio de aglomerados que pueden formar en dichos medios. NPs
de SiO2, NFs de TiO2 y NPs de ITO resuspendidas en medio de cultivo F12k
formaron aglomerados de 444 nm, 722 nm y 586 nm respectivamente (Tabla 1).
Cuando NPs de SiO2, NFs de TiO2 y las NPs de ITO fueron resuspendidas en SFB
formaron aglomerados de 516 nm, 519 nm y 390 nm respectivamente (Tabla 1). Sin
embargo, al ser resuspendidas las NPs de SiO2, NFs de TiO2 y las NPs de ITO en
el medio F12k suplementado con 10% de SFB tuvieron la capacidad de formar
aglomerados de 328 nm, 366 nm y 278 nm respectivamente (Tabla 1; se realizaron
tres experimentos independientes). El potencial zeta de los ENM oscilo entre -6.6 y

-15.2 mV y la polidispersion fue menor a 1.0 para los tres tipos de ENM (Tabla 1).

A)

SiO, NPs ITO NPs

Figura 4. Morfologia de ENM. Tres tipos de NPs fueron analizadas mediante SEM. Imagenes
representativas muestran la morfologia de A) nanoparticulas de didxido de silicio (NPs de SiOz2), B)
nanofibras de didxido de titanio (NFs de TiO2) y C) nanoparticulas de ITO con una forma amorfa, de
fibras y amorfa respectivamente.
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de ENM.

Nanoparticula Medio Tamaio Potencial zeta (mV) Polidispersion (PDI)
hidrodinamico
(nm)
SiO, NPs F12K 4447 + 37.6 -15.2+2.0 0.6+0.1
FBS 516.6 + 74.3 -7.0+£1.0 0.7 £0.01
F12K + 10% FBS 328.6+61.9 -7.3+£0.9 0.7+0.2
TiO,NFs F12K 722.9+446 -10.3+£1.0 0.8 £0.008
FBS 519+ 86.8 -6.6+0.8 0.7 £0.05
F12K + 10% FBS 366.9+72.3 -7.6+0.6 0.9+0.02
ITO NPs F12K 586.1 + 31.1 -8.3+£0.9 0.8+ 0.3
FBS 390.5+60.8 -71.3+0.7 06+01
F12K + 10% FBS 278.6 £31.1 -8.6+1.0 0.6 +0.08

7.2 Patrén de la proteina corona sobre la superficie de ENM

El patrén de bandeo de las proteinas adsorbidas sobre la superficie de los ENM fue
analizado mediante electroforesis después de 24 horas de incubacién considerando
como la hard-corona las proteinas unidas a la superficie de los ENM. El patron de
proteinas adsorbidas por las NPs de SiO2 mostraron un patrén de bandeo entre 200
kDa a 45 kDa. El patrén de bandeo observado de la hard-corona de las NFs de TiOz2
fue encontrado predominantemente entre 80 kDa a 50 kDa. Sin embargo, para las
NPs de ITO se observd un leve patron de bandeo con proteinas de alto peso
molecular indetectables (Figura 5). La soft-corona la cual esta formada por las
proteinas adsorbidas ligeramente a la superficie de los ENM mostraron un patrén
de bandeo similar entre NPs de SiO2 e NPs de ITO entre 70 kDa y 50 kDa mientras
que las NFs de TiO2 mostraron una acumulacién de bandas en este mismo rango
de peso molecular (Figura 5). Con este ensayo nosotros demostramos que los ENM
tienen la capacidad de interaccionar con las proteinas del medio, en este caso con
proteinas del SFB. Ademas, estos resultados sugieren que la hard-corona, la cual
esta formada por proteinas fuertemente unidas a la superficie de los ENM, tiene
diferentes capacidades de adsorcion para cada ENM mostrando mayor afinidad por
las NFs de TiO2 seguido de las NPs de SiO2 y las NPs de ITO. Ademas, se observd

una proteina cerca de los 67 kDa la cual podria ser albumina debido a que es la
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mas abundante en el SFB (concentracion de 2.3 g/mL) detectando una fuerte
afinidad por la superficie de las NFs de TiO2 y NPs de SiO2 (Cristian et al., 2019).

Hard-corona Soft-corona
l\'
SO e FEE
< < b@ 60 Q b@
PM(KDD) oo o g & & &
R R s § S 2
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97 kD —
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Figura 5. Patron de proteinas adsorbidas del suero fetal bovino (SFB) sobre los ENM. Imagen
representativa del patron de bandeo de los ENM incubados durante 24 horas con SFB. Seguido de
la incubacion, los ENM fueron lavados para descartar las proteinas que no estuvieran unidas a su
superficie. Posteriormente, la hard y soft-corona fueron separadas mediante centrifugacién. Las
proteinas colectadas en el sobrenandante son consideradas la soft-corona mientras que las
proteinas colectadas en el pellet son consideradas la hard-corona.

7.3 NFs de TiO2 forma ROS de manera acelular

Para saber si los tres diferentes tipos de ENM forman ROS de manera acelular y si
la proteina corona influye en la formacion de ROS se realizaron ensayos acelulares
con DHCF-HRP como se describe en la seccién 6.4. Como control positivo fue
utilizado H202 y como control negativo se utilizé agua destilada. Los resultados
mostraron que las NPs de SiO2, NFs de TiO2 y NPs de ITO pristinas producen
aproximadamente 50% menos ROS en comparacion con el H202 (Figura 6). Sin
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embargo, lo mas interesante es que las NFs de TiOz al ser recubiertas por la
proteina corona a las concentraciones de 50 pg/cm?, 100 ug/cm? y 200 pg/cm?
produjeron un 89%, 81% y 91% respectivamente en comparacion con las NFs de
TiOz2 pristinas (Figura 6). Estos resultados sugieren que, si bien los ENM de manera
independiente producen ROS, cuando son recubiertos con la proteina corona su
capacidad de producir ROS aumenta. Lo anterior nos indica que al momento de que
las NFs de TiO2 entran en contacto con las proteinas del medio en donde se
encuentren pueden generar mayor toxicidad generando un aumento de oxidantes

en el medio.

Producciéon de ROS acelular por NPs deSiO,
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Figura 6. Produccion de ROS acelular. Capacidad de formar ROS de forma acelular con NPs
pristinas y NPs recubiertas con la proteina corona. NFs de TiO2 a concentraciones elevadas son las
que elevan la produccién de ROS en comparacion con NPs de SiO2 e NPs de ITO. Tres experimentos
fueron realizados. Los datos estan presentados como media * error estandar; ***p<0.001 recubiertas
con SFB vs sin recubrir.
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7.4 ARS tiene la capacidad de unirse a las NPs de SiO2, NFs de TiO2 y NPs de
ITO

Los ENM fueron conjugados con ARS como se indicd en la seccién 6.5 con la
finalidad de marcarlos para poder saber su localizacién dentro de las células. Los
resultados mostraron que las NPs de SiO:2 al ser incubadas durante 24 horas con
ARS alcanzaron una absorbancia de 0.319 (Figura 7Ai). Sin embargo, cuando las
NPs de SiO2 fueron incubadas previamente con SFB para la formacion de la
proteina corona y después conjugadas con ARS la absorbancia fue de 0.242 (Figura
7Aii) disminuyendo la union de NPs de SiO2 con la ARS en un 24.8% (Figura 7Aiii).
Cuando las NPs de SiO2 fueron incubadas durante 48 horas la absorbancia fue de
0.345 (Figura 7Bi). La absorbancia de las NPs de SiO2 con la proteina corona
previamente formada e incubadas 48 horas con ARS tuvieron una absorbancia de
0.238 (Figura 7Bii) lo que indica que la absorbancia disminuy6 en un 29.8%. Para
las NFs de TiO2 incubadas 24 horas con ARS la absorbancia maxima fue de 0.425
(Figura 8Ai). La absorbancia de las NFs de TiO2 con la proteina corona formada y
la incubacion con ARS durante 24 horas fue de 0.337 (Figura 8Aii) disminuyendo la
interaccion NFs de TiO2 y ARS en un 22.3% (Figura 8Aiii). NFs de TiO2 incubadas
durante 48 horas con ARS tuvieron una absorbancia de 0.408 (Figura 8Bi) y las NFs
de TiO2 con la proteina corona previamente formada tuvieron una absorbancia de
0.335 (Figura 8Bii) disminuyendo en un 21.1% su interaccion con la ARS (Figura
8Biii). El mismo comportamiento fue observado cuando las NPs de ITO se incubaron
con ARS durante 24 horas ya que su absorbancia fue de 0.331 (Figura 9Ai). Sin
embargo, cuando las NPs de ITO fueron incubadas previamente con SFB para la
formacion de la proteina corona seguidas por 24 horas de incubacion con ARS la
absorbancia fue de 0.284 (Figura 9Aii) disminuyendo la interaccién en un 14.7%
(Figura 9Aiii). Finalmente, las NPs de ITO incubadas con ARS durante 48 horas
mostraron una absorbancia de 0.320 (Figura 9Bi) y la absorbancia que se obtuvo
con las NPs de ITO previamente incubadas con SFB fue de 0.283 (Figura 9Bii) lo
cual la interaccion de NPs de ITO y ARS disminuyo en un 30.9% (Figura 9Biii). Estos
resultados sugieren si bien los tres tipos de ENM utilizados en este estudio pueden
ser conjugados con ARS y la formacién de la proteina corona en la superficie de los
ENM no impide que pierdan la afinidad con la ARS para poder ser conjugadas.
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Figura 7. Analisis de espectros UV/Vis de NPs de SiO.. La interaccion de NPs de SiO2 con ARS
fue analizada mediante UV/Vis. NPs de SiO2 fueron incubadas con ARS durante A) 24 horas y B) 48
horas. El ensayo se realizé con NPs de SiOz2 sin recubrir y NPs de SiO2 previamente recubiertas con
la proteina corona. Cuatro experimentos independientes fueron realizados. Los datos estan
presentados como media * error estandar; ***p<0.001 recubiertas con SFB vs sin recubrir.
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Figura 8. Analisis de espectros UV/Vis de NFs de TiO: . La interaccion de NFs de TiO2 con ARS
fue analizada mediante UV/Vis. NFs de TiO2 fueron incubadas con ARS durante A) 24 horas y B) 48
horas. El ensayo se realizé con NFs de TiOz2 sin recubrir y NFs de TiO2 previamente recubiertas con
la proteina corona. Cuatro experimentos independientes fueron realizados. Los datos estan
presentados como media * error estandar; ***p<0.001 recubiertas con SFB vs sin recubrir.
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Figura 9. Analisis de espectros UV/Vis de NPs de ITO. La interacciéon de NPs de ITO con ARS
fue analizada mediante UV/Vis. NPs de ITO fueron incubadas con ARS durante A) 24 horas y B) 48
horas. El ensayo se realizé con NPs de ITO sin recubrir e NPs de ITO previamente recubiertas con
la proteina corona. Cuatro experimentos independientes fueron realizados. Los datos estan
presentados como media * error estandar; ***p<0.001 recubiertas con SFB vs sin recubrir.

7.5 ENM poseen la capacidad de internalizarse en células epiteliales de cancer
de pulmén

Células epiteliales de pulmén de la linea A549 fueron expuestas a los diferentes
ENM a concentraciones de 1 ug/cm?, 10 ug/cm? y 50 ug/cm? durante 24 horas con
ENM previamente conjugados con ARS y con ENM recubiertos de la proteina
corona y conjugados con ARS con la finalidad de observar si la recubierta de la
proteina corona influye en la internalizacién de los mismos. Los resultados
mostraron que las células epiteliales de pulmoén expuestas con NPs de SiO2 a
concentraciones de 1 pyg/cm?, 10 ug/cm? y 50 uyg/cm? durante 24 horas tienen la
capacidad de internalizar a las NPs de manera concentracion dependiente y fueron
localizadas dentro del citoplasma de las células epiteliales de pulmén (Figura 10A).
Para las NPs de SiO2 que fueron previamente recubiertas con la proteina corona
las NPs fueron internadas de manera concentraciéon dependiente y localizadas a lo
largo del citoplasma (Figura 10B). TO2 NFs que solo fueron incubadas con ARS
fueron observadas dentro de la célula en el citoplasma (Figura 10A). EI mismo
fendmeno sucedio para las NFs de TiO2 que fueron recubiertas previamente con la

proteina corona ya que se observaron las NFs de TiO2 conjugadas con ARS dentro
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de las células epiteliales de pulmon (Figura 10B). NPs de ITO conjugadas con ARS
fueron localizadas alrededor del nucleo (Figura 10A). Sin embargo, las NPs de ITO
que fueron previamente incubadas con SFB para la formacion de la proteina corona
también fueron internadas por las células epiteliales de pulmon, pero su localizacién
fue a lo largo del citoplasma para las concentraciones de 1 pg/cm? y 50 ug/cm? con
excepcion de la concentraciéon de 10 pg/cm? que se observaron de manera

perinuclear (Figura 10B).

A) Control 1 pg/cm? 10 pg/cm? 50 pg/cm?

NPs de SiO,

NFs de TiO,

NPs de ITO



B) Control 1 pg/cm? 10 ug/cm? 50 ug/cm?

NFsde TiO,  NPs de SiO,

NPs de ITO

Figura 10. Internalizacion de ENM en células epiteliales de pulmén. Imagenes representativas
de células epiteliales de pulmén expuestas a los diferentes ENM a concentraciones de 1 pg/cm? 10
pg/cm?y 50 pg/cm?durante 24 horas. A) Células epiteliales de pulmén expuestas a ENM sin recubrir
y B) recubiertas con la proteina corona. El nucleo de las células fue tefiido con Hoechst el cuél se
muestra en color azul y de color rojo se muestran los ENM conjugados con ARS. Tres experimentos
independientes fueron realizados.

7.6 NPs de SiO2 y NFs de TiO:2 afectan la viabilidad celular

Para conocer si la formacion de la proteina corona influye en la viabilidad de las
células epiteliales de pulmén expuesta a los diferentes tipos de ENM y se realizaron
ensayos de reduccion de MTT como se describe en la seccion 6.7. Células
epiteliales de pulmén fueron expuestas a los diferentes ENM a diferentes
concentraciones sin la formacion de la proteina corona y con la formacién de la
proteina corona. Las células epiteliales de pulmon que fueron expuestas a NPs de
SiO2 pristinas tuvieron un incremento en la reduccion del MTT con las
concentraciones de 50 pg/cm?, 100 pg/cm? y 200 pug/cm? en un 18.02%, 25.5% y

52.8% respectivamente (Figura 11A). Sin embargo, cuando las NPs de SiO2 fueron
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recubiertas previamente con la proteina corona la reduccion del MTT disminuyo con
las concentraciones de 50 pg/cm?, 100 ug/cm? y 200 ug/cm? en un 31.4%, 21.8% y
40.9% respectivamente. La reaccion de oxido reduccién a través de ensayos de
MTT empleando células epiteliales de pulmén expuestas a NFs de TiO2 pristinas
disminuyd con las concentraciones de 10 pg/cm?, 50 yg/cm?, 100 pg/cm? y 200
pg/cm? en un 47.6%, 45.6%, 53.3% y 53.9% respectivamente (Figura 11B). Sin
embargo, cuando las células fueron expuestas a NFs de TiO2 con la formacion de
la proteina corona no se observaron cambios en la reduccién del MTT (Figura 11B).
Finalmente, las células epiteliales de pulmon que fueron expuestas a NPs de ITO
pristinas y con la formacion de la proteina corona no se encontraron cambios en la
reduccion del MTT en comparacion con las células control (Figura 11C). Estos
resultados sugieren que la formacion de la proteina corona posee diferentes
comportamientos dependiendo el tipo de ENM como la producciéon de ROS vy la
conjugacion de ARS, procesos que pueden influir o no en la viabilidad de las células

epiteliales de pulmon.
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Figura 11. Viabilidad de células epiteliales de pulmén expuestas a NPs. Células epiteliales de
pulmén fueron expuestas a ENM sin recubrir y recubiertos con la proteina corona a diferentes
concentraciones. A) NPs de SiO2, B) NFs de TiO2 y C) NPs de ITO. Tres experimentos
independientes fueron realizados. Los datos estan presentados como media  error estandar; *p<0.1;
**p< 0.05; ***p<0.001 vs control.
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8. Discusioén
El uso de los ENM ha incrementado de manera exponencial en la ultima década
aplicando esta novedosa tecnologia en diferentes productos para obtener mejores
resultados y mas beneficios. El incremento de la producciéon de los ENM ha
generado ganancias millonarias a las industrias a nivel mundial debido a que la
produccion de estas es a un bajo costo. Es por esto por lo que se han investigado
exhaustivamente, por parte de la industria y de las academias, la aplicacion de
nuevas formas de ENM. De acuerdo con diferentes bases de datos como Nanowerk
y The Nanodatabase se tienen registradas 148 compafias responsables de
sintetizar diferentes tipos de ENM alrededor del mundo
(https://www.nanowerk.com/) y se han registrado 3050 productos de uso comun que
contienen ENM de diferentes materiales (http://nanodb.dk/en/). Estos datos nos
ayudan a imaginar la gran cantidad de personas que se encuentran expuestas a los
diferentes tipos de ENM que existen actualmente. Sin embargo, los principales
afectados por exposicion a ENM son los trabajadores que se encuentran,
sintetizando, empacando y/o transportando los ENM ya que se encuentran
expuestos por largas jornadas laborales. Ademas, los efectos toxicos que los ENM
pueden ocasionar a la salud humana ha comenzado a estudiarse pocos afios atras
por lo que aun no se tienen respuestas concretas. Poco se sabe sobre los efectos
téxicos que los ENM desencadenan, tampoco se tienen bien establecidos los
mecanismos de accidn una vez internados los ENM en las células. Por otro lado, la
aplicacion de nuevas formas de ENM han representado un reto en la investigacion
sobre su toxicologia debido a que pueden tener nuevas o diferentes implicaciones

en la salud humana comparadas con los ENM convencionales (Som et al., 2013).

Existen estudios que han demostrado que los ENM al momento de tener contacto
con los fluidos bioldgicos son inmediatamente recubiertos por una gran cantidad de
biomoléculas fendmeno al cual se le ha llamado proteina corona (Pareek et al.,
2018). Ademas, la formacion de la proteina corona depende de las propiedades
fisicoquimicas de los ENM como su carga superficial y morfologia (Monopoli et al.,
2011). Por lo anterior, es importante conocer de primera estancia las propiedades
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fisicoquimicas de los ENM para poder predecir los efectos que puedan ocasionar

en la salud humana el cual es uno de los principales objetivos de la nanotoxicologia.

La Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (por sus siglas en
inglés, OECD) encargada de establecer politicas econdmicas y sociales indica que
para poder obtener informacion relevante sobre los efectos toxicos de los ENM es
necesario considerar diferentes parametros entre ellos la morfologia, el tamafio
primario, el tamafo hidrodinamico y el potencial zeta (OECD, 2019). Por lo anterior,
en este trabajo de investigacion nos adherimos a las politicas establecidas por la
OECD para generar informacion confiable que pueda ser considerada en futuros

trabajos de investigacion.

En esta primera parte del trabajo de investigacién el objetivo fue determinar las
propiedades fisicoquimicas de tres diferentes tipos de ENM como NPs de SiO2, NFs
de TiO2y NPs de ITO de manera acelular y evaluar el impacto que tiene la formacion

de la proteina corona en los efectos toxicos que puedan desencadenar.

De acuerdo con lo establecido por la OECD para estudios nanotoxicoldgicos se
analizaron diferentes parametros fisicoquimicos de los ENM como su morfologia, el

tamafio primario, tamafo hidrodinamico y potencial zeta.

Se observo que cuando los tres tipos de ENM fueron resuspendidos en SFB, medio
de cultivo F12k y F12k suplementado con 10% de SFB, de manera independiente,
el tamafo hidrodinamico de las NFs de TiO2 fue mayor, seguido por las NPs de SiO2
y NPs de ITO resultados que se muestran en la tabla 1. Por otro lado, el potencial
zeta de los ENM fue analizado y los valores obtenidos cayeron en el rango de -6.6
mV y -15.2 Mv para los distintos ENM. Los ENM en el rango de -10 mV y +10 mV
son considerados ENM neutrales. Los ENM que tienen una mayor toxicidad tienen
un potencial zeta mayor a +30 mV y son consideradas fuertemente catiénicos y las
ENM con un potencial zeta menor a -30 mV son consideradas fuertemente anionicos
(Clogston and Patri, 2011). Por lo anterior, estos resultados sugieren que los ENM
utilizados en este estudio se pueden considerar neutros al menos en los medios de

resuspension aqui utilizados.
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Ademas, se observé que la hard-corona, la cual esta formada por las proteinas que
se encuentran fuertemente unidas a la superficie de los ENM, tuvo diferentes
capacidades de adsorcion siendo la mas fuerte para las NFs de TiO2 seguido de las
NPs de SiO2 y NPs de ITO. La alta adsorciéon de proteinas es atribuida a la
interaccion entre las proteinas del medio y las cargas electrostaticas de la superficie
de los ENM (Partikel et al., 2019). De acuerdo con la electroforesis realizada, las
proteinas del medio tuvieron mayor afinidad con las NFs de TiO2 en comparaciéon
con las NPs de SiO2 y NPs de ITO debido a la gran cantidad de proteinas
encontradas en la hard-corona. La baja adsorcidén de las proteinas sobre las NPs
de ITO puede explicarse parcialmente por la baja interaccion entre las proteinas del
SFB vy la superficie de las NPs de ITO. Ademas, las interacciones electrostaticas
son determinantes para la formacién de la proteina corona sin importar su tamano,
pero también la baja adsorcion sobre la superficie de las NPs de ITO se puede
explicar por una baja estabilidad de la hard-corona debido a que la interaccion con
la superficie de las NPs de ITO puede inducir alteraciones en las estructuras

secundarias de las proteinas (Marichal et al., 2020).

Uno de los efectos mayormente estudiados sobre la toxicologia de los ENM es la
formacion de ROS de manera in vitro. Sin embargo, existen pocos estudios en
donde se describe de manera intrinseca la formacién de ROS vy si la formacién de

la proteina corona afecta dicha produccién.

Por lo anterior, se realizaron ensayos de detecciéon de ROS mediante la oxidacién
del complejo DCFH-HRP. Los resultados indicaron que los ENM tienen la capacidad
de formar ROS de manera intrinseca siendo las NFs de TiOz2 las que produjeron
mayor cantidad de ROS. Estos resultados concuerdan con estudios previos en
donde demuestran que NPs de TiOz tiene la capacidad de formar ROS de manera
acelular en donde se concluye que dicho fendmeno esta relacionado con el tamano
de las NPs que son de aproximadamente 30 nm (Almquist & Biswas, 2002).
Ademas, existe evidencia en donde demuestran que la produccion de ROS de
manera acelular de NPs de paladio y niquel depende de su tamafo primario y el
area superficial de las NPs (Neubauer et al., 2015). Por otra parte, cuando las NFs

de TiOz2 fueron recubiertas por la proteina corona la formacion de ROS aumento en
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las concentraciones de 50 pg/cm?, 100 ug/cm?y 200 ug/cm?. La habilidad que tienen
los ENM de formar ROS de manera intrinseca es uno de los mecanismos que se
han considerado importantes en los efectos téxicos en lineas celulares. Sin
embargo, se ha propuesto que el recubrimiento de nanoparticulas ya sea con
polimeros como el polietilenglicol o con proteinas se puede inhibir la formacién de
ROS (Escamilla-Rivera et al., 2016; Zakiené and Snitka, 2015). En este estudio
nosotros encontramos un incremento de ROS solo con las NFs de TiO2 a tres
elevadas concentraciones por lo que no podemos asegurar que la formacion de la
proteina corona conduzca a un decremento en la formacion de ROS al menos para
NPs de SiO2, NFs de TiO2y NPs de ITO.

Por otro lado, los ENM fueron conjugados con ARS la cual es una sal sodica soluble
en agua que tiene capacidad de unirse a los iones metalicos ademas de ser
fluorescente (Sangsefedi et al., 2018). Cabe senalar que el uso de ARS solo ha sido
utilizado en NPs de TiO2 debido a que ARS tienen la capacidad de formar uniones
covalentes con el TiO2 (Thurn et al., 2009). En esta investigacién se demostré que
esta misma afinidad se obtuvo con las NPs de SiO2 y NPs de ITO. Sin embargo,
esta afinidad no es la misma para otros 6xidos metalicos como el diéxido de estano
debido a que en nuestro equipo de trabajo se ha estudiado dichas interacciones y

hemos encontrado que la ARS no tiene la capacidad de unirse al didxido de estafio.

Los ENM fueron conjugados con ARS a los cuales previamente les fue formada la
proteina corona mediante incubacion con SFB con la finalidad de elucidar si la
proteina corona influye con la interaccion de los ENM y otros componentes con los
cuales son afines como el caso de la ARS. Los tres diferentes tipos de ENM fueron
incubados con ARS durante 24 y 48 horas y analizados mediante
espectrofotometrias UV/Vis. Los resultados mostraron que 24 horas de incubacion
fueron suficientes para que la ARS se uniera a los diferentes tipos de ENM
recubiertos con la proteina corona y pristinos. Ademas, se observo que la proteina
corona no impidié que los ENM interactuaran con la ARS debido a que en las
espectrofotometrias se obtuvieron resultados similares en comparaciéon con los
ENM pristinos. Estos resultados sugieren que las propiedades intrinsecas de los

ENM aun recubiertos con la proteina corona no se pierden ya que aun recubiertos
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tienen la capacidad de formar ROS y de interaccionar con otros componentes como
ARS. Sin embargo, existen estudios en donde se demuestra y proponen que las
NPs de TiO2 sean recubiertas con proteinas para disminuir su capacidad
fotocatalitica, la cual es la formacion de ROS por la absorcidén de luz UV, y asi
prevenir dafios a biomoléculas (Garvas et al.,, 2015). Ademas, también se ha
propuesto la formacién de la proteina corona para nanoparticulas poliméricas
acarreadoras de farmacos para disminuir su toxicidad y prolongar el tiempo en
torrente sanguineo (Peng et al., 2013). Los resultados aqui obtenidos mostraron lo
contrario por lo que se considera que la formacion de proteina corona no tiene un

efecto protector al menos con los ENM utilizados en este estudio.

Por otro lado, mediante microscopia confocal se estudio la captacién de los ENM
en células epiteliales de pulmdén por medio de la conjugacion con ARS. Se ha
demostrado que la captacion de las NPs de TiO2 conjugadas con ARS se puede
analizar mediante microscopia confocal y citometria de flujo (Thurn et al., 2011). Los
resultados obtenidos demostraron que los tres tipos de ENM recubiertos con y sin
la proteina corona fueron internalizados por las células epiteliales de pulmén ya que
fueron localizadas a lo largo del citoplasma de las células. en el caso de las NPs de
SiO2 y las NPs de ITO y de manera perinuclear en el caso de las NFs de TiO2. Se
sabe que los ENM pueden ser captados dentro de las células mediante diferentes
procesos siendo la endocitosis el principal mecanismo de captacion. La endocitosis
es un proceso celular esencial que conduce a la internalizacion de fluidos del medio
extracelular, la captacion de nutrientes y el reciclado de componentes de la

membrana celular entre otras funciones (Shivas et al., 2010).

La captacion de los tres tipos de ENM utilizados en este estudio pudo deberse a la
interaccion de proteinas unidas en la superficie de los ENM favoreciendo dicho
proceso. Se ha demostrado que la internalizacion de NPs de oro, con tamafios de
20 a 50 nm, recubiertas con la proteina corona favorece su captacién en
comparaciéon con NPs no recubiertas en células MCF-7 debido a la presencia de
numerosos receptores que se encuentran en las membranas de las células los

cuales son afines a las proteinas adsorbidas en la superficie de las NPs de oro
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(Kruszewska et al., 2019). Este mismo fenomeno puede estar sucediendo con los

ENM utilizados en este estudio.

Debido a que se observd que los ENM son capaces de entrar al citoplasma de las
células epiteliales de pulmoén, se decidio evaluar si la viabilidad de las células
disminuia al ser expuestas a dichos ENM por lo que se realizaron ensayos de
reduccién de MTT. Los resultados mostraron que la exposicion a NFs de TiO2 caus6é
mayor toxicidad en comparacion con las NPs de SiO2 y las NPs de ITO cuando no

son recubiertas con la proteina corona.

Sin embargo, cuando los ENM fueron recubiertos con la proteina corona los efectos
fueron mayores con NPs de SiO2 en comparacion con NFs de TiO2 y NPs de ITO.
Estos resultados son similares con estudios previos que han demostrado que NPs
de SiO2 no induce cambios en la viabilidad celular (Voicu et al., 2019). Se mostro
también mayor citotoxicidad con las NFs de TiO2 efecto que ha sido reportado
indicando que las formas fibrosas tienen mayor capacidad de generar citotoxicidad
en comparacion con NPs amorfas (Hamilton et al., 2009; Medina-Reyes et al.,
2015). Sin embargo, cuando NPs de SiO2 y NFs de TiO2 son recubiertas con la
proteina corona los efectos son contrarios probablemente debido a la composicién
de la proteina corona lo cual es aun dificil de predecir (Ruiz et al., 2019). Por otro
lado, en nuestro estudio las NPs de ITO no generaron cambios en la viabilidad

mediante el método de reduccion de MTT.

Sin embargo, se ha reportado citotoxicidad de NPs de ITO por WST-1, método
similar al MTT, en células epiteliales de pulmén (Tabei et al., 2016) mientras que no
se ha reportado citotoxicidad en macrofagos de la linea NR8383 (Lison et al., 2009)
lo cual remarca que la citotoxicidad causada por ENM depende parcialmente del

tipo celular en el cual son internalizados.
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9. Conclusiones

Las propiedades fisicoquimicas de los ENM como el tamafio hidrodinamico,
el potencial zeta, y el indice de polidispersion tienen un comportamiento
similar siendo diferentes los ENM Uunicamente en su composicién y
morfologia. Sin embargo, la capacidad de interaccionar con los componentes
del medio para formar la proteina corona es mayor para las NFs de TiO2
seguido de las NPs de SiO2 y las NPs de ITO efecto que puede deberse al
tamano y la morfologia de cada ENM ya que el TiO2 se encuentra en forma
de fibras a diferencia de SiO2 e ITO que son amorfos.

Las dos propiedades intrinsecas analizadas, es decir, la produccion de ROS
y la conjugacion con ARS, no se afectaron con la formacion de la proteina
corona inducida por la incubacién con SFB para ninguno de los tres tipos de
ENM.

La internalizacion de los tres diferentes ENM no se vio afectada por la
conjugacion con ARS lo que nos indica que aun modificando la superficie de
los ENM aun pueden ser internalizados por las células epiteliales de cancer

de pulmén sin afectar su viabilidad al menos las utilizadas en este estudio.
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Resumen

Debido a la enorme produccién de los ENM el impacto que han tenido sobre la salud
humana resulta alarmante por lo que es importante estudiar los efectos citotdxicos
que estos puedan promover de acuerdo con sus propiedades fisicoquimicas como
tamano y composicion de los mismos para poder predecir o al menos saber los
efectos que se pueden esperar de los nanomateriales manufacturados (ENM). La
agencia internacional para la investigacion del cancer ha clasificado varias
sustancias dentro de ellas se encuentra el dioxido de silicio (SiO2) el cual esta
clasificado en el grupo 3 como no carcinogénico para humanos, el dioxido de titanio
(TiO2) se encuentra clasificado en el grupo 2B como posible carcinbgeno para
humanos al igual que el indio/didxido de estano (ITO). En esta segunda parte de la
investigacion se estudiaron los efectos citotoxicos que generan estos ENM en
células epiteliales de pulmén de la linea A549 expuestas a concentraciones de 1
ug/cm?, 10 pg/cm? y 50 pg/cm? durante 24 horas. Se observo que las NFs de TiO2
a concentraciones elevadas disminuye mas del 50% la viabilidad de las células
epiteliales de pulmon en comparacion con las NPs de SiO2 e NPs de ITO que no
afectaron la viabilidad al menos en las condiciones utilizadas en este estudio.
Ademas, fue evaluada la granularidad y el tamano celular encontrando mayor
afectacion por las NFs de TiO2 seguido de las NPs de ITO resultado que nos llevo
a evaluar el citoesqueleto de actina debido a que este organelo es el que da soporte
y forma a las células. Los resultados muestran un decremento de los
microfilamentos de actina con los tres tipos de ENM. La disminucién de los
microfilamentos de actina afect6 funciones esenciales de la célula como el ciclo y la
migracion celular. Ademas, se observaron alteraciones en biomoléculas como el
DNA, proteinas y lipidos las cuales fueron analizados mediante micro-
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) en células expuestas
a NFs de TiO2 seguido por NPs de SiO2. Por lo anterior, se concluy6 que las NFs
de TiO2 causaron mayor citotoxicidad seguido de las NPs de SiO2 e NPs de ITO lo
cual puede deberse a la forma fibrosa utilizada en este estudio. Las NPs de SiOz e
NPs de ITO presentaron menor citotoxicidad bajo las condiciones utilizadas en este

estudio en donde se utilizaron solo tres concentraciones a tiempos relativamente

50



cortos lo cual puede simular una exposicidon aguda pero no una exposicion cronica

como es la ocupacional.
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1. Introduccion
La nanotecnologia ha tenido un gran avance en diferentes areas produciendo
novedosos ENM para ser aplicados en diferentes productos de uso comun. Sin
embargo, existe preocupacion sobre los efectos téxicos que puedan tener

principalmente sobre los trabajadores.

Existe evidencia que indica que la inhalacion de ENM induce inflamacion lo cual
puede estar relacionada con patologias pulmonares severas incluyendo cancer de
pulmén (Vlachogianni et al., 2013). Segun la Comision Europea, el numero de ENM

utilizados para fines industriales alcanza de 500 a 2000 tipos diferentes.

De acuerdo con la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico
(OCDE) ha enumerado trece tipos de ENM en donde los estudios sobre sus efectos
toxicologicos comprometen la salud humana. Dentro de estos trece tipos de ENM
se encuentran las nanoparticulas de didxido de silicio (NPs de SiO2) y las
nanoparticulas de dioxido de titanio (NPs de TiOz2). Sin embargo, poco se sabe de
los efectos téxicos de las nanoparticulas de indio/diéxido de estafio (NPs de ITO)
por lo que es importante comenzar a investigar si este tipo de ENM causa

alteraciones en la salud humana.

Debido a la gran cantidad de productos en donde son utilizadas las NPs de SiOz2,
NFs de TiO2 e NPs de ITO como se mencioné en el capitulo 1, las formas a la cual
se puede estar expuesto es diversa. Las formas de exposicién a cualquier tipo de
ENM pueden ser de manera directa o indirecta. Las principales personas expuestas
de manera directa son los trabajadores. La exposicion de manera ocupacional a los
ENM se puede producir en el area en donde se sintetizan y son manipulados los
ENM. Ademas, de los lugares en donde se fabrican o se procesan los productos
finales (Ponce, 2013).

Por otra parte, los ENM pueden encontrarse en los ecosistemas por la difusion de
estos siendo descargados directamente en rios o en la atmosfera por las industrias
o ser difundidos de forma indirecta por productos que son utilizados o desechados
en los ecosistemas (RCPE, 2008).
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Los ENM pueden entrar al cuerpo de forma dérmica, oral o inhalatoria siendo esta
ultima la principal via de exposicion a los ENM de manera ocupacional
depositandose en los compartimentos nasofaringeos, regiones traqueobronquiales

y regiones alveolares (Ponce 2013).

Por esta principal via de exposicion los ENM pueden alcanzar diferentes regiones.
Se han realizado estudios en modelos animales en donde demuestran que la
distribucion de las NPs de TiOz2, en el tracto respiratorio depende del tamafio de las
NPs. La principal region de acumulacion de NPs de TiOz2 es la region nasofaringea,
acumulando un 90% de NPs con un tamano de 1 nm seguida por la regién
traqueobronquial con un 10% de las NPs de TiO2 con un tamafo de 1 nm.
Finalmente, en la region alveolar se han registrado NPs de TiO2 con un tamafio de
20 nm en un 50% (Simk¢é & Mattsson, 2010; Figura 1).

\

Region nasofaringea _
90% (1 nm) -

Regién

traqueobronqueal \B/
10% (1 nm) o ! \'4
Regidn alveolar " 7 ,

50% (20 nm)

\ y

Figura 1. Acumulacion de ENM en sistema respiratorio. Debido a que la via inhalatoria es la
principal via de exposicién a los ENM el depésito de estos a lo largo del sistema respiratorio depende
de su tamano.
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Debido a que los diferentes tipos de ENM pueden depositarse en el sistema
respiratorio producen diferentes respuestas toxicolégicas. Cuando los ENM
alcanzan la zona alveolar de los pulmones, estas son internadas por las células

epiteliales de pulmén mediante endocitosis.

1.1 Endocitosis y exocitosis de los ENM
Todos los tipos celulares en el cuerpo utilizan el proceso de endocitosis el cual
depende de energia para poder internalizar iones y biomoléculas (lversen et al.,
2011). En particular, las células internalizan nutrientes y moléculas para obtener
energia e interaccionar con otras células. Las vias de endocitosis estan clasificadas
en endocitosis mediada por clatrina y caveolina, fagocitosis, macropinocitosis y

pinocitosis.

La endocitosis mediada por clatrina (Figura 2A) y caveolina (Figura 2B) indica una
endocitosis mediada por receptores. Algunos tipos celulares utilizan esta via de
endocitosis para internalizar materiales dentro de la nanoescala incluyendo virus y
ENM (Pelkmans et al., 2001; Tomatis et al., 2010). Esta via de endocitosis es la mas
importante para la internalizacion de los ENM dentro de las células debido a que los
ENM son recubiertos con la proteina corona, como se describié en el capitulo 1, y
mediante los receptores de las células y la proteina corona de los ENM es posible
este tipo de endocitosis. Se ha descrito la internalizacion de ENM por medio de esta
via inhibiendo la endocitosis mediada por clatrina y caveolina con inhibidores
especificos lo cual reduce significativamente la internalizacion de ENM (Anderson
et al., 2018).

La via de la fagocitosis (Figura 2C) es utilizada cuando células fagociticas
internalizan material con tamafos mayores a 0.5 ym (Young KD., 2006). Esta via
es dependiente del citoesqueleto de actina. Recientemente se ha demostrado que
células especializadas en este proceso, como los macrofagos, pueden reconocer
diferentes ENM como las NPs de SiO2 y las NPs de TiO2 debido a sus cargas
superficiales (Nakayama M., 2018).
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La via de la macropinocitosis (Figura 2D) es un proceso no especifico para
internalizar fluidos y particulas dentro de las células, mientras que la via de la
pinocitosis absorbe los fluidos bioldgicos del ambiente externo de la célula. Estas
vias de endocitosis son importantes para la internalizacion de los ENM en las células
con tamafos menores a 10 nm (Geiser M., 2010). Los ENM pueden ser
internalizados mediante este proceso sin tener que interactuar con la membrana
celular debido a que el liquido extracelular es internalizado y en el vienen contenidos
los ENM (Adjei et al., 2014).

Una vez internalizados los ENM son eliminados por las células mediante un proceso
llamado exocitosis el cual consiste en la formacion de una vesicula que se fusiona
con la membrana plasmatica de la célula liberando contenido celular al exterior de
la célula (Wu et al., 2014).

Este proceso de exocitosis es esencial para la célula debido a que es utilizado para
diferentes eventos. Por ejemplo, este proceso es utilizado por las neuronas en la
secrecion de transmisores como los neuropéptidos y hormonas como la vasopresina
y oxitocina (Sudhof TC., 2004; Kasai et al., 2012;). Se ha demostrado que mediante
el proceso de exocitosis las células pueden eliminar de su interior los ENM que
fueron primordialmente internalizados (Oh and Park., 2014). Finalmente, los ENM
que son acumulados en los diferentes 6rganos debido a que no pueden ser
metabolizados son eliminados del cuerpo mediante la orina y las heces (Yang et al.,
2014).

Una vez internalizados los ENM pueden causar alteraciones a las células afectando
diversos organelos y biomoléculas que concluyen en la alteracion de diversos

procesos importantes para las células.

Los efectos toxicos causados por los ENM han sido estudiados en diferentes
modelos de manera In vitro e In vivo. Sin embargo, el mecanismo exacto de
toxicidad por ENM es aun desconocido. Existe evidencia de diversos factores que
contribuyen a la toxicidad de los ENM entre los cuales se encuentran la produccion

de ROS, dafo a DNA y desregulacion del ciclo celular (Saifi et al., 2018). Ademas,
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se ha demostrado que el citoesqueleto es uno de los organelos principalmente

afectados por los ENM.

El principal efecto que producen los ENM es la produccion de ROS las tienen un
papel importante en la modulacion de diferentes procesos celulares como la
supervivencia celular, la muerte celular, la diferenciacion y sefalizacion celular
(Touyz RM., 2005). La generacién de ROS por ENM desencadena una secuencia
de eventos patolégicos que incluyen inflamacion, fibrosis, genotoxicidad vy
carcinogeénesis, produccion que es modulada por las propiedades fisicoquimicas de
los ENM como su tamafo, carga, area superficial y estructura quimica (Abdal
Dayem et al., 2017).

A Endocitosis mediada por clatrina B Endocitosis mediada por caveolina
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Figura 2. Tipos de endocitosis de los ENM. A) endocitosis mediada por clatrina, B) endocitosis
mediada por caveolina; C) Fagocitosis y D) Pinocitosis.
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1.2 ENM producen daino a citoesqueleto de actina afectando estructura
y funciones celulares

El citoesqueleto de actina es un sistema complejo de filamentos de actina
organizado en diversos arreglos estructurales por numerosas proteinas accesorias.
El citoesqueleto de actina es la maquinaria principal de las células generadora de
fuerzas de empuje (protrusivas), fuerzas de traccion (contractiles) y fuerzas de
resistencia (contractiles). Este tipo de fuerzas que genera el citoesqueleto de actina
es esencial para funciones celulares como la migracion, la interaccion con el medio,

la forma y las propiedades mecanicas de la superficie celular (Svitkina T., 2018).

El citoesqueleto de actina es muy dinamico ya que consiste en procesos de
polimerizacién y despolimerizacion segun lo requiera la célula. Sin embargo, este
dinamismo que esta perfectamente sincronizado puede alterarse por la exposicion
a ENM. Se ha demostrado que la exposicion a NPs de didéxido de zinc puede
desorganizar los filamentos de actina en células de neuroblastoma de humano
formando aglomerados de actina en la periferia de la célula (Liu et al., 2017). Por
otro lado, se ha demostrado que la exposicion a NPs de plata afecta el citoesqueleto
de actina en células endoteliales afectando la elasticidad celular, caracteristica que
esta estrechamente relacionada con la morfologia celular, alterando la produccion

de oxido nitrico y prostaglandinas (Kolodziejczyk et al., 2018).

El citoesqueleto de actina también esta involucrado en la migracidn celular proceso
que incluye cuatro pasos. Primero, en respuesta a sefales del medio junto con las
proteinas de adhesion que se encuentran en la matriz extracelular forman una
protuberancia llamada lamelipodio. En segundo lugar, se forman nuevas
adherencias focales en la parte frontal de la célula que se encuentra en movimiento
para fortalecer su union a la matriz extracelular. El tercer paso, consiste en aumentar
la fuerza de retraccion para despegar la parte trasera, de la célula en movimiento,
de la matriz extracelular. El cuarto paso consiste desunir las adherencias focales de
la parte posterior de la célula para permitir que el cuerpo de la célula avance. En
este proceso el citoesqueleto de actina juega un papel importante ya que se somete
a un proceso de polimerizacion y despolimerizacién durante el movimiento celular,

regulando la formacién de los lamelipodios. Participa también en el ensamblaje y
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desensamblaje de las adhesiones focales y la organizaciéon de los filamentos
contractiles (Gerthoffer WT., 2008; Pollard and Cooper., 2009; Cleary et al., 2014).
Por lo que las alteraciones en el citoesqueleto de actina inhiben la migracion y

adhesion celular (Figura 3).
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Figura 3. Esquema representativo de la migracién celular. La migracion celular depende
principalmente del citoesqueleto de actina. Los lamelipodios y las adhesiones focales se encuentran
en frente de la célula en movimiento. En el lamelipodio se encuentran adhesiones focales y una gran
concentracién de filamentos de actina los cuales con los encargados de ejercer la fuerza de traccién.
La fuerza de traccion también es llevada a cabo por los filamentos de actina que se encuentran a lo
largo de la célula. Las adhesiones focales traseras se desmontan para permitir la retraccién de las
células.

Sin embargo, este proceso también es afectado por los ENM. Se ha reportado que
la exposicion a nanovarillas de oro desorganiza los filamentos de actina y disminuye
la expresion de proteinas de adhesién como N-caderina y zonula occlundens 2,
alteraciones que causan un decremento en la migracién celular en células de cancer
cervical y mama (HeLa y MCF-7 respectivamente; Wu et al., 2018). Otro tipo celular
como los queratinocitos de humano son afectados de manera similar en donde NPs
de SiO2 suprime de manera significante la adhesion celular de la fibronectina
disminuyendo ademas la migracion celular (Wang et al., 2012). También se ha

estudiado el efecto que tienen NPs de oro en células de préostata y de pulmdn,
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ambas lineas celulares de humano, encontrando que la migracion celular de ambas
lineas disminuyd, pero la adhesion celular no se vio afectada (Shahhoseini et al.,
2019).

Los efectos que se tienen sobre el citoesqueleto de actina afectan otras funciones
importantes para la célula. Ademas, estas alteraciones dependen de las
propiedades fisicoquimicas de las NPs y de la linea celular estudiada. Es importante
analizar el citoesqueleto de actina debido a que los estudios se enfocan
principalmente en la alteracion de las funciones y solo se menciona que el
citoesqueleto de actina esta relaciona y no se considera un marcador de toxicidad

de los ENM teniendo mucha importancia sus alteraciones.

1.3 Alteraciones del ciclo celular por ENM

El ciclo celular es el responsable de regular diferentes procesos en la célula para
que sea posible la division celular. Este proceso esta estrictamente regulado por
diferentes puntos de control que regulan la progresion a través de diferentes fases
del ciclo celular (Dai et al., 2018). El ciclo celular se divide en cuatro fases las cuales
son G1, S, G2 y M (Figura 4). Después de la division celular las células hijas pasan
por un periodo de crecimiento en donde las macromoléculas incluidas las proteinas,
el RNA y la membrana son sintetizadas, a este proceso se le conoce como G1.
Posteriormente, las células pasan por un periodo de sintesis de DNA proceso al
cual se le conoce como fase S. Después de la fase S las células pasan por una
segunda fase de crecimiento llamada G2 para después someterse a la fase de
mitosis, fase M, en la cual el material genético se divide por igual en dos células
hijas (Poon., 2016).
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Figura 4. Ciclo celular. Esquema que representa las cuatro fases del ciclo celular.

Los procesos que ocurren durante el ciclo celular son importantes ya que de ellos
depende la proliferacion celular. Sin embargo, cuando las células son expuestas a
los ENM estos procesos son alterados provocando un bloqueo en la proliferaciéon
celular. De esta manera la nanomedicina ha propuesto diferentes alternativas para
el tratamiento del cancer con el uso de los ENM. Los principales ENM utilizados
para este proposito son las NPs de oro y plata las cuales han sido comparadas para
probar su efectividad en diferentes lineas celulares cancerosas causando apoptosis
por dano a DNA, ademas, de arrestar a las células en fase S y alterar la expresién
de genes reguladores del ciclo celular como las ciclinas (Hembram et al., 2019;
Kabirian-Dehkordi et al., 2019).

Por otro lado, la poblacion se encuentra expuesta a diferentes tipos de ENM y como
se menciond anteriormente los ENM pueden depositarse en diferentes partes del
cuerpo lo cual puede ocasionar alteraciones al ciclo celular en células de diferentes

tejidos en donde los ENM se depositen.

Se ha demostrado que NPs de TiOz2 recubiertas de SiO2 causan arresto en la fase
S en células epiteliales de pulmén (Bengalli et al., 2019). Sin embargo, también han

sido reportadas alteraciones en la fase G2/M en células alveolares de humano
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expuestas a NPs de TiOz (Kansara et al., 2015). Este tipo de alteraciones en el ciclo
celular se ha observado también con la exposicion a diferentes ENM como NPs de
zinc y cobre aumentando la fase S y disminuyendo la fase G2/M en células
epiteliales de pulmén (Tolliver et al., 2020). Las alteraciones en el ciclo celular
pueden ocurrir en cualquier fase del ciclo celular dependiendo de la linea celular y
el tipo de ENM al cual este expuesta (Huang et al., 2017; Gao et al., 2015; Luo et
al., 2014).

El estudio del ciclo celular es importante debido a que si este proceso es alterado
las células pueden ser llevadas a apoptosis y no cumplir sus funciones en los
diferentes tejidos. Ademas, las alteraciones en el ciclo celular nos dan un panorama
general si los ENM causan dafio a DNA lo cual puede concluir en eventos

carcinogeénicos.
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2. Antecedentes

Se han realizado estudios en donde se describen los mecanismos por los cuales
diferentes tipos de ENM pueden se internalizados en las células. Una de estas vias
de internalizacidon es mediante fagocitosis/endocitosis. La endocitosis mediada por
receptores es una de las vias debido a que la membrana celular contiene una gran
cantidad de receptores los cuales son especificos para desencadenar vias de
sefalizacion. Y como se estudié en el capitulo pasado los ENM son recubiertas por
proteinas las cuales son reconocidas por las células. Una de las sefales que
desencadena es la endocitosis mediada por clatrina, proceso que invagina a los
ENM en endosomas (Singh et al 2016).

Debido a que las NPs de SiO2 se encuentra en los primeros lugares de produccion
a nivel mundial se han realizado estudios acerca de su toxicidad. Por ejemplo, se
ha demostrado que las NPs de SiO2 causan alteraciones en hepatocitos de humano
disminuyendo la viabilidad celular. Ademas, las NPs de SiO2 retrasan las fases Sy
G2/M del ciclo celular induciendo dafio a DNA de los hepatocitos. En este estudio
también observaron que las NPs de SiO2 inducen apoptosis la cual fue mediada por
el dafno a mitocondria debido a la liberacion de proteinas pro-apoptoticas. Estos
resultados demuestran el grado de toxicidad de las NPs de SiOz2 lo cual es de suma
importancia tomar en cuenta debido a su amplio uso en productos de uso comun
(Yang et al., 2019).

Por otro lado, se han estudiado los efectos que tienen diferentes formas de NPs de
SiO2 como las amorfas (NPs de SiO2) y mesoporosas (MNPs de SiO2) en células
epiteliales de pulmdn encontrando que la forma influye en el grado de toxicidad. Por
ejemplo, en este estudio encontraron que las mNPs de SiO2 son menos toxicas en
comparaciéon con las NPs de SiO2 sin embargo los dos tipos de NPs tienen la
capacidad de acumularse en el reticulo endoplasmico incrementando los
marcadores de estrés seguido por un proceso apoptético. Poco se sabe sobre el
mecanismo exacto por el cual las NPs de SiO2z inducen apoptosis por lo que hacen
falta mas estudios para elucidarlo. Sin embargo, es claro que la morfologia de las

NPs influye en los procesos citotéxicos (Wu et al., 2019)
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Se han estudiado los efectos de las NPs de TiOz en células epiteliales de pulmén
de la linea A549 en donde analizan la interaccion que tienen dichas NPs con los
fosfatos de las células. Mediante analisis de fosfoprotebmica se analizaron los
fosfopétidos de las células A549 que fueron expuestas a NPs de TiO2. Los
resultados reportados fueron que las NPs de TiO2 con un tamafio de 21 nm afectan
procesos importantes como apoptosis, ciclo celular y la respuesta al dafio a DNA
analizando TP53 asi como procesos inflamatorios. Estos analisis fueron realizados
con la finalidad de elucidar un poco en donde comienza la cascada de sefalizacion
que generan las NPs de TiO2 para afectar diferentes procesos (Biola-Clier et al.,
2020).

Por otro lado, se han estudiado los efectos que ocasiona la exposicion de NPs de
TiO2 sobre la morfologia celular y sus caracteristicas mecanicas de células MCF-7.
En este estudio se demostré que las NPs de TiO2 ocasionan significantes
alteraciones en el citoesqueleto de actina teniendo a demas alteraciones en las
membranas celulares efectos que fueron analizados mediante microscopia de

fuerza atomica (Cascione et al., 2019).

Efectos similares se han encontrado en células A549 expuestas a NPs de ITO. Los
resultados que demostraron en este estudio fueron que NPs de ITO tiene baja
citoxicidad en células A549 aun cuando las NPs de ITO son internadas por las
células. Sin embargo, se demostré que el estrés oxidante incrementa en las células
A549 expuestas a NPs de ITO en comparacion con las células control. Ademas, se
observé que las NPs de ITO inducen dafio a DNA (Tabei et al., 2015)

63



3. Justificacion
Debido a que los ENM son utilizados en diferentes productos por sus propiedades
fisicoquimicas su produccién ha ido en aumento con el paso de los afios
sintetizando nuevas formas para sus diversas aplicaciones. Ademas, NPs de SiO2
y NFs de TiO2 son las mas producidas a nivel mundial y las NPs de ITO estan
emergiendo y produciéndose cada vez en mayor cantidad por sus propiedades

fisicoquimicas que son muy prometedoras dentro del mercado.

Existen tres vias de exposicion por las cuales los diferentes tipos de NPs pueden
entrar al cuerpo humano como la via dérmica, la via oral y la via inhalatoria siendo

esta ultima la principal via de exposicidon de manera ocupacional.

Por lo que es importante conocer los efectos téxicos que los ENM puedan ocasionar
en el tracto respiratorio. Debido a esto se utilizaron células epiteliales de pulmon
para evaluar los efectos de los tres diferentes tipos de ENM considerando sus

propiedades fisicoquimicas como sus componentes y la morfologia.

Por lo anterior es de nuestro interés comparar los efectos citotdxicos que ocasionan
tres diferentes tipos de ENM como las NPs de SiO2, NFs de TiO2 e NPs de ITO en

células epiteliales de pulmon.

En esta segunda parte del estudio nos enfocamos en analizar los efectos que tienen
los ENM sobre los principales componentes celulares como el citoesqueleto, DNA,
proteinas vy lipidos. Ademas, también nos centramos en analizar las funciones de

las células epiteliales de pulmdn como su ciclo celular y la capacidad de migracion.
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4. Hipétesis
Células epiteliales de pulmoén expuestas a NPs de SiO2, NFs de TiO2 y a NPs de
ITO tendran alteraciones estructurales del citoesqueleto de actina la cual afectara
la migracion celular. Ademas, dicha exposicion alterara la distribucion de fases de
su ciclo celular y afectara a las principales biomoléculas como DNA, proteinas y

lipidos.

5. Objetivo general
-Comparar los efectos citotoxicos de las células epiteliales de pulmon expuestas a
tres diferentes tipos de ENM como NPs de SiO2, NFs de TiO2 y NPs de ITO.

5.1 Objetivos particulares

1. Analizar mediante FTIR el espectro de los ENM en seco y en solucion salina.

2. Exponer las células epiteliales de pulmén a los ENM a concentraciones de 1

pg/cm?, 10 pg/cm? y 50 pg/cm? durante 24 h.

3. Cuantificacion de la viabilidad de células epiteliales de pulmon expuestas a los
diferentes tipos de ENM.

4. Evaluar la granularidad y el tamano de células epiteliales de pulmdn cuando son

expuestas a los ENM.

5. Evaluar la integridad el citoesqueleto de actina de células epiteliales de pulmdn

expuestas a los ENM.

6. Evaluar la distribucion de las fases del ciclo celular de células epiteliales de

pulmon expuestas a los tres tipos de ENM.
7. Cuantificar la migracion de células epiteliales de pulmén expuestas a los ENM.

8. Analizar el dafio a DNA, proteinas y lipidos de las células epiteliales de pulmoén

expuestas a los diferentes ENM mediante FTIR.
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6. Materiales y Métodos

6.1 Caracterizaciéon de ENM mediante FTIR

Los ENM utilizados en este estudio fueron NPs de SiO2, NFs de TiO2 e NPs de ITO
los cuales se analizaron mediante espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (por sus siglas en ingles FTIR) para conocer el espectro de cada ENM
utilizando un espectrometro Jasco FT/IR-6600 (Jasco Corporation, Tokyo Japan) en
el modo ATR-FTIR. Brevemente, una pequeia muestra de polvo de cada ENM fue
depositada sobre la superficie del cristal ATR-FTIR para su analisis en seco.
Adicionalmente, se analiz6é el espectro de cada ENM resuspendidos en solucion
salina preparando previamente un stock de 1 mg de cada ENM en 1 mL de solucion
salina (0.9% NaCl). Posteriormente, 3 pL del stock fueron depositados sobre el
cristal ATR-FTIR dejando secar a temperatura ambiente durante 12 minutos para

su posterior analisis.

6.2 ENM y tratamientos en células epiteliales de pulmoén

Los ENM fueron caracterizados conociendo sus propiedades fisicoquimicas como
el tamano primario, el tamafo hidrodinamico, el potencial zeta y su polidispersiéon
en los diferentes medios de suspensiéon (Capitulo 1). Células epiteliales de pulmon
fueron expuestas a 1 yg/cm?, 10 yg/cm? y 50 yg/cm? durante 24 horas. Brevemente,
células epiteliales de pulmon, de la linea A549, fueron adquiridas de American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA) las cuales fueron cultivadas con medio
F12k suplementado con 10% de SFB incubadas a una atmosfera de 95% de
humedad relativa a una temperatura de 37°C y 5% de CO2. Una vez alcanzado el
80% de confluencia las células epiteliales de pulmén fueron despegadas con
tripsina-EDTA (In Vitro S.A., Cat. No. EN-008, México) y resembradas en placas de
21 cm?. Para la exposicion a ENM se prepard un stock para cada tipo de ENM.
Brevemente, se pesé 1 mg de NPs de SiO2, NFs de TiO2 y NPs de ITO las cuales
fueron resuspendidas en 1 mL de medio F12k suplementado con 10% de SFB. Una
vez preparado el stock, fue sonicado durante 30 minutos a 40 Hz y se utilizaron
concentraciones finales de 1 pg/cm?, 10 yg/cm?y 50 pug/cm? de los ENM. Las células

epiteliales de pulmon fueron expuestas a los tres tipos de ENM durante 24 horas.
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6.3 Viabilidad celular

La viabilidad de las células epiteliales de pulmon fue determinada mediante la
exclusiéon de azul tripano. Brevemente, células epiteliales de pulmén fueron
sembradas en placas de 21 cm? y expuestas a los ENM durante 24 horas como se
indica en la seccion anterior. Posteriormente, las células que fueron expuestas a los
ENM fueron despegadas y centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos.
Inmediatamente, fue retirado el sobrenadante y sustituido por medio F12k
suplementado con 10% de SFB. De manera independiente fue preparada una
solucion de medio de cultivo con azul tripano en una proporcion 1:8. Posteriormente,
10 pL de la suspension celular fueron adicionados a la mezcla de azul tripano
resuspendiendo uniformemente. Finalmente fueron tomados 10 ulLde las células
resuspendidas en azul tripano y las células vivas fueron contadas en camara de

Neubauer. Tres experimentos independientes fueron realizados.

6.4 Granularidad y tamaino celular

La granularidad y el tamafo celular de células epiteliales de pulmoén expuestas a los
ENM fueron determinados mediante citometria de flujo. Brevemente, el tamafio
celular y la granularidad de las células epiteliales de pulmdn expuestas a los ENM
a concentraciones de 1 pg/cm?, 10 ug/cm? y 50 ug/cm? durante 24 horas fueron
lavadas con HBSS 1X para retirar el exceso de ENM. Posteriormente las células
epiteliales de pulmon fueron despegadas con tripsina-EDTA y centrifugadas a 1500
rom durante 5 minutos. Inmediatamente, el sobrenadante fue desechado y las
células epiteliales de pulmoén fueron incubadas en alcohol etilico frio al 70% vy
centrifugadas nuevamente a 1500 rpm durante 5 minutos. Finalmente, el
sobrenadante fue desechado y las células epiteliales de pulmon fueron
resuspendidas en FACS Flow (BD Biosciences, Cat. No. 342003) analizando 10,000
eventos utilizando un citbmetro (BD FACSCalibur). Tres experimentos

independientes fueron realizados.
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6.5 Inmunofluorescencia de actina

Células epiteliales de pulmén fueron sembradas sobre cubreobjetos en placas de
10 cm? en una densidad de 200,000 células, posteriormente fueron expuestas a los
diferentes ENM a concentraciones de 1 ug/cm?, 10 ug/cm?y 50 ug/cm? durante 24
horas. Una vez transcurridas las 24 horas de exposicion las células epiteliales de
pulmén fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante 1 hora y lavadas con
PBS tres veces durante 5 minutos. Inmediatamente, las muestras fueron incubadas
con acetona fria durante 5 minutos para su permeabilizacién y lavadas con PBS tres
veces mas. Posteriormente, las células epiteliales de pulmon fueron incubadas con
1% de albumina sérica bovina durante 1 hora. Para la inmunodeteccion anti-actina
las células epiteliales de pulmén de los tres diferentes tratamientos fueron
incubadas con faloidina rodaminada (Sigma-Aldrich, Cat. No. P-1951) en una
dilucion 1:1000 e incubadas con Hoechst (Life Technologies, Cat. N0.62249) en una
diluciéon 1:1000 para detectar el nucleo. Todas las muestras fueron incubadas
durante 60 minutos a 37°C en obscuridad. Transcurrido el tiempo de incubacion las
muestras fueron lavadas tres veces con PBS-1% tritdn, seguido por dos lavados
con PBS y finalmente lavadas dos veces con agua destilada. Las muestras fueron
analizadas mediante microscopia confocal (Leica TCS-SP8) y la fluorescencia fue
cuantificada utilizando el software LASX Life Science (Leica). La fluorescencia de
las muestras control fue considerada como la fluorescencia basal para cada

proteina. Tres experimentos independientes fueron realizados.

6.6 Ciclo de celular de células epiteliales de pulmén

Para evaluar la distribucion del ciclo celular células epiteliales de pulmén fueron
expuestas a los tres diferentes ENM durante 24 horas e incubadas con 0.8 mM de
hidroxiurea durante 24 horas para sincronizar a las células en fase GO0/G1.
Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS y fijadas con etanol frio al 70%.
El DNA fue tenido con 50 yM de ioduro de propidio (Sigma-Aldrich, Cat. No. 25535-
16-4) conteniendo 0.1 mg/mL de RNAsa (Sigma-Aldrich, Cat. No. 9001-99-4) a 37°C

durante 15 minutos. Finalmente, las muestras fueron analizadas mediante
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citometria de flujo en donde fueron analizados 10,000 eventos. Tres experimentos

independientes fueron realizados.

6.7 Ensayo de migracion

La migraciéon de células epiteliales de pulmén expuestas a los ENM a diferentes
concentraciones fue determinada mediante el ensayo de la herida. Brevemente,
células epiteliales de pulmén fueron sembradas en placas de 12 pozos a una
densidad de 200,000 células por pozo y expuestas a los ENM. Una vez confluentes,
la monocapa de células fue rayada con ayuda de una punta de micropipeta.
Inmediatamente, el medio de cultivo fue retirado y la monocapa de células fue
lavada con PBS tres veces para remover las células que fueron despegadas.
Inmediatamente, fue adicionado medio de cultivo F12k suplementado con 10% de
SFB fresco al cual se le adicionaron 10 uM de inhibidor de proliferacion citosina [3-
D-arabinofuranésido (Ara-C., Sigma Aldrich Cat. No. C6645) para detectar la
migracion celular evitando la proliferacion. La migracion celular fue monitoreada a
distintos tiempos 0, 3, 6, 12 y 24 horas utilizando un microscopio invertido Leica DM
IL LED con una amplificacion de 4X. Finalmente, el area de migracion celular fue
cuantificada usando el software Imaged (disponible en https://imagej.nih.gov/ij/).

Tres experimentos independientes fueron realizados.

6.8 Huellas moleculares de DNA, proteinas y lipidos de células epiteliales de
pulmén expuestas a ENM

Las huellas moleculares de células expuestas a ENM fueron detectadas mediante
FTIR dentro del rango de espectro de 4000-400cm-'. Brevemente, células epiteliales
de pulmodn fueron expuestas a los diferentes ENM como se indica en la seccion 6.2.
Una vez cumplido el tiempo de exposicion, las células epiteliales de pulmon fueron
colectadas y lavadas dos veces con PBS para finalmente ser resuspendidas en
solucion salina (0.9% NaCl). Posteriormente, 4 L de la suspension celular fueron

depositados sobre el cristal ATR-FTIR para su analisis. Los espectros fueron
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normalizados utilizando el software UNSCRAMBLER X10.3 CAMO como lo

reportado anteriormente (Vazquez-Zapien et al., 2016).

6.9 Analisis estadistico

Para la comparacion estadistica, los datos fueron presentados como
meanztstandard error (*p<0.1; **p< 0.05; ***p<0.001) de al menos tres experimentos
independientes los cuales fueron analizados mediante el software GraphPad Prism
(GraphPad Software, San Diego, CA).
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7. Resultados

7.1 Propiedades fisicoquimicas de ENM

NPs de SiO2, NFs de TiO2 y NPs de ITO anteriormente fueron caracterizadas
mostrando un tamano primario de >100 nm, <100 nm y >100 nm respectivamente.
NPs de SiO2, NFs de TiO2 e NPs de ITO resuspendidas en medio de cultivo F12k
formaron aglomerados de 444 nm, 722 nm y 586 nm respectivamente con un
potencial zeta de entre -6.6 y -15.2 mV y la polidispersion fue menor a 1.0 para los
tres tipos de NPs (Ver tabla 1, Capitulo 1). Los espectros de FTIR de cada ENM en
seco fueron analizados (Figura 5A). El espectro para las NPs de SiO2 fue detectado
dentro de la region de 600-1450 cm™' (Figura 5Ai), para las NFs de TiOz2 el espectro
fue localizado dentro de la regién de 400-1200 cm-"' (Figura 5Aii). Para las NPs de
ITO el espectro de SnO: fue localizado en la region de 620 cm-! y para In203 fue
localizado dentro de la region 433-592 cm-' (Figura 5Aiii). Los espectros de FTIR de
los ENM resuspendidos en solucion salina fueron analizados y no se encontraron
interferencias en comparacién con los espectros de los ENM en polvo (Figura 5Bi,

71



A) i FTIR de NPs de SiO, B) i FTIR de NPs de SiO; en solucién salina
0.4+ 0.41
0.3 0.3
8 .'g 0.2+
= 0.2 c

0.1 0.14 ;‘\

0.0

YT 3000 2000 7000 4000 3000 2000 1000
Wavenumber (cm-1) Wavenumber (cm-1)
ii FTIR de NFs de TiO, ii FTIR de NFs de TiO, en solucién salina
0.4 0.4
0.3 0.3
%]
é 0.2 2 02
0.1 0.1
0.0 - r T 0.0 T y \
4000 3000 2000 1000 4000 3000 2000 1000
Wavenumber (cm-1) Wavenumber (cm-1)
il | FTIR de NPs de ITO iil FTIR de NPs de ITO en solucién salina
0.44 0.44
0.34 0.34
"] ]
0.24 2 .24
2 g 02
0.14 0.14
0.04 v T r 0.0 — . 4 T
4000 3000 2000 1000 4000 3000 2000 1000
Wavenumber (cm-1) Wavenumber (cm-1)

Figura 5. Caracterizacion de ENM. Espectros de FTIR de los ENM. A) Espectros de los ENM en
polvo y B) espectros de los ENM resuspendidos en solucion salina. Tres experimentos
independientes fueron realizados.

7.2 Viabilidad celular

La viabilidad celular fue determinada mediante exclusion de azul tripano. Los
resultados mostraron que las células epiteliales de pulmén expuestas a NPs de
SiO2 no mostraron cambios en la viabilidad celular comparada con las células
control (Figura 6A). Sin embargo, cuando las células epiteliales de pulmoén fueron
expuestas a NFs de TiO2 la viabilidad disminuyé de manera concentracion
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dependiente (Figura 6B). NPs de ITO no causaron un decremento en la viabilidad,
sin embargo, con las concentraciones de 1 pyg/cm? y 10 ug/cm? aparentemente las

células aumentaron su numero lo que sugiere que posiblemente las células

proliferaron aun mas (Figura 6C).
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Figura 6. Viabilidad de células epiteliales de pulmén. Células epiteliales de pulmén fueron
expuestas a los tres diferentes tipos de ENM durante 24 horas. Los resultados muestran que las NFs
de TiO2 causaron un decremento significativo a partir de la concentraciéon mas baja en comparacion
con las células control. NPs de SiO2 y NPs de ITO no alteraron la viabilidad celular. Tres
experimentos independientes fueron realizados. Los datos estan presentados como media £ error
estandar; *p<0.1; **p< 0.05; ***p<0.001 vs control.

7.3 ENM causan cambios en la granularidad y el tamano celular

Las células epiteliales de pulmén que fueron expuestas a los diferentes tipos de
ENM a diferentes concentraciones durante 24 horas, como se indica en la seccion
5.1, tuvieron cambios en la granularidad y el tamafno celular (Figura 7A). NPs de
SiO2 no causaron cambios en la granularidad de las células epiteliales de pulmén
ya que los valores se mantuvieron similares a las células control (Figura 7B). Sin
embargo, el tamano celular disminuyé en un 10.56% con la concentracion de 50
ug/cm? (Figura 7B). Las células epiteliales de pulmén que fueron expuestas a NFs
de TiO2 aumentaron su granularidad a las concentraciones de 10 pg/cm? y 50
hg/cm? en un 17.21% y 18.6% respectivamente (Figura 7B). Ademas, el tamaiio
celular de las células epiteliales de pulmdn expuestas a NFs de TiO2 disminuy6 a
las concentraciones de 10 pg/cm? y 50 pg/cm? en un 28.29% y 54.56%
respectivamente (Figura 7B). La granularidad de las células expuestas NPs de ITO
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aumentd en un 2.7% en comparacidon con las células control y el tamafio celular
disminuyd con las concentraciones de 10 pg/cm? y 50 pg/cm? en un 10.01% vy
21.64% respectivamente (Figura 7B). Estos resultados sugieren que el aumento de
granularidad es debido a la internalizacion de los diferentes tipos de ENM. Sin
embargo, la disminucién del tamafio puede referirse a que dicha internalizacién este
afectando estructuras importantes como el citoesqueleto teniendo como

consecuencia una pérdida en la morfologia y tamano celular.
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Figura 7. Tamafo y granularidad de células epiteliales de pulmén. A) Dot plot representativo de
forward scatter (FSC-H; tamano celular) vs side scatter (SSCH; granularidad) por citometria de flujo
de células epiteliales de pulmén expuestas a ENM durante 24 horas. B) cuantificacion del tamafo
celular y la granularidad. Tres experimentos independientes fueron realizados. Los datos estan
presentados como media * error estandar; *p<0.1; **p< 0.05; ***p<0.001 vs control.

7.4 El citoesqueleto de actina es afectado por los ENM

Debido a que los resultados de tamaro celular no indicaron en que habia una
disminucioén la siguiente pregunta fue saber si el citoesqueleto de las células era
afectado por los tres diferentes tipos de ENM. Para responder lo anterior se
realizaron inmunofluorescencias anti-actina para conocer si dicho organelo que da
forma y soporte a las células era afectado. Los resultados de las
inmunofluorescencias mostraron que las células epiteliales de pulmoén expuestas a
los diferentes ENM disminuyen la cantidad de tincion positiva para actina con los
tres diferentes tratamientos. Ademas, se logra observar que la cantidad de
microfilamentos formados por la proteina actina disminuye de manera
concentracion dependiente (Figura 8A). Posteriormente, se realizé la cuantificacion
de la fluorescencia de las diferentes muestras obtenidas con los distintos
tratamientos. La fluorescencia de las células epiteliales de pulmon expuestas a NPs
de SiO2 a concentraciones de 1 pug/cm?,10 pug/cm? y 50 pg/cm? disminuyo en un
49.2%, 60.8% y 73.5% respectivamente. Por otro lado, la fluorescencia de células

epiteliales de pulmoén expuestas a NFs de TiOz disminuy6 en un 22.4%, 45.6% vy
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57.3% a las concentraciones de 1 ug/cm?,10 pug/cm? y 50 ug/cm? respectivamente.
Las células expuestas a NPs de ITO disminuyeron la fluorescencia de actina en un
39.7%, 55.8% y 56.9% a las concentraciones de 1 ug/cm?, 10 ug/cm? y 50 ug/cm?

respectivamente (Figura 8B).
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Figura 8. Desorganizacion del citoesqueleto de actina inducido por ENM. Células epiteliales de
pulmoén fueron expuestas a 1 pg/cm?, 10 pyg/cm? y 50 ug/cm? de ENM durante 24 horas. A) El
citoesqueleto de actina fue analizado mediante inmunofluorescencias (tincion roja) y el nucleo fue
detectado con Hoechst (tincién azul) usando microscopia confocal. B) Cuantificacion de la
fluorescencia. Tres experimentos independientes fueron realizados. Los datos estan presentados
como media % error estandar; **p< 0.05; ***p<0.001 vs control.

7.5 Disminucion de la fase G1 causada por los tres tipos de ENM y
acumulacion de la fase G2/M en células expuestas a NFs de TiO2y NPs de ITO
Las alteraciones de la red del citoesqueleto pueden provocar cambios en la
distribucion de las fases del ciclo celular. Los resultados mostraron que las células
epiteliales de pulmon expuestas a 10 pg/cm? de NPs de SiO2 tuvieron una
disminucién del 6.68% la fase G1 (Figura 9A). Las concentraciones de 1 ug/cm?y
10 pg/cm? de NPs de TiO2 disminuyeron la distribuciéon de la fase G1 un 9.1% y
12.7% respectivamente (Figura 9B). La distribucion de las fases del ciclo celular de
las células epiteliales de pulmdn expuestas a la concentracion mas alta de NFs de
TiO2 no pudo ser determinada. La concentracién mas alta de NPs de ITO indujo una
disminucién del 10.27% en la fase G1 (Figura 9C). La distribucion de la fase G2/M

no fue alterada por la exposicion a NPs de SiO2. La exposicion a 1 ug/cm? y 10
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ug/cm? de NFs de TiO2 caus6 un aumento en la fase G2/M de 59.9% y 77.89%
respectivamente, pero no fue posible determinar la distribucion del ciclo celular en
las células expuestas a la concentracion mas alta. Las ITO NP causaron un aumento
del 63,69% en la fase G2/M a la concentracion mas alta (Figura 9C). NPs de SiOz,

NFs de TiO2 y NPs de ITO no causaron alteraciones en la fase S del ciclo celular.

A) Distribucion del ciclo celular B) Distribucion del ciclo celular C) Distribucién del ciclo celular
expuestas a SiO, NPs expuestas a TiO, NFs expuestas a ITO NPs
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Figura 9. Alteraciones en la distribucion del ciclo celular de células epiteliales de pulmén
expuestas a ENM. Células epiteliales de pulmén fueron expuestas a los diferentes tipos de ENM y
privadas de SFB durante 24 horas seguido de la sincronizacién de G1/S usando hidroxiurea. La
distribucion del ciclo celular fue analizada mediante citometria de flujo. La fase G1(barra blanca) fue
afectada con la exposicion a los tres diferentes tipos de ENM mientras que la fase G2/M (barra negra)
solo fue alterada por la exposicién a NFs de TiO2 e NPs de ITO. Los ENM no afectaron la fase S
(barra gris). Tres experimentos independientes fueron realizados. Los datos estan presentados como
media + error estandar; **p< 0.05; ***p<0.001 vs control.

7.6 La migracion celular disminuye por la exposicion a ENM

Debido a que observamos que los tres diferentes tipos de ENM causan dafo en uno
de los principales componentes del citoesqueleto como lo es la actina se decidio
investigar si este dafio afectaba la migracion celular, proceso crucial para las células
epiteliales de pulmén. Por lo anterior, se realizaron ensayos de migracion mediante
el ensayo de la herida como se indica en la seccion 5.5. La migracién de las células
epiteliales de pulmdn expuestas a los tres tipos de ENM a concentraciones de 1
pg/cm?, 10 pg/cm? y 50 pg/cm? durante 24 horas fue monitoreada a diferentes
tiempos, 0 horas, 3 horas, 6 horas, 12 horas y 24 horas (Figura 10A, 11Ay 12A). La
cuantificacion de la migracion fue obtenida midiendo el area cubierta por las células
con el programa ImageJ. Se observé que la migracion de las células epiteliales de
pulmén expuestas a 1 ug/cm? y 10 ug/cm? de NPs de SiO2 comenzé a partir de las

6 horas a diferencia de las células expuestas a 50 yg/cm? que la migracién inicio a
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las 12 horas (Figura 10B). Ademas, se observé que la migracion a las 24 horas de
las células expuestas a 1 pg/cm?, 10 yg/cm? y 50 pg/cm? disminuyo en un 51.6%,
68% y 66.6% respectivamente (Figura 10B). Por otro lado, las células epiteliales de
pulmoén que fueron expuestas a NFs de TiO2 a concentraciones de 1 ug/cm?, 10
pg/cm? y 50 ug/cm? la migracion celular disminuyo a las 24 horas en un 8.8%, 44.2%
y 44.9% respectivamente (Figura 11B). La migracién de las células epiteliales de
pulmén que fueron expuestas a NPs de ITO iniciaron la migracion a las 6 horas y a
las 24 horas la migracion disminuyo en un 21.5%, 16.7% y 21.3% para las
concentraciones de 1 yg/cm?, 10 ug/cm? y 50 ug/cm? respectivamente (Figura 12B).
Estos resultados sugieren que los diferentes tipos de ENM causan dafio al
citoesqueleto de actina teniendo como consecuencia una disminucion en la

migracion.
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Figura 10. Migracion de células expuestas a NPs de SiO,. Células epiteliales de pulmén fueron
expuestas a NPs de SiO2 durante 24 horas donde ese observé A) la migracion celular, ademas, se
realizé la B) cuantificacion de la misma con ayuda del programa Imaged. Tres experimentos
independientes fueron realizados. Los datos estan presentados como media + error estandar,
***p<0.001 vs control.
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Figura 11. Migracion de células expuestas a NFs de TiO.. Células epiteliales de pulmén fueron
expuestas a NPs de SiO2 durante 24 horas donde ese observé A) la migracion celular, ademas, se
realizé la B) cuantificacion de la misma con ayuda del programa Imaged. Tres experimentos
independientes fueron realizados. Los datos estan presentados como media + error estandar,

***p<0.001 vs control.
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Figura 12. Migracion de células expuestas a NPs de SiO,. Células epiteliales de pulmén fueron
expuestas a NPs de ITO durante 24 horas donde ese observé A) la migracién celular, ademas, se
realizd la B) cuantificacion de la misma con ayuda del programa ImageJ. Tres experimentos
independientes fueron realizados. Los datos estan presentados como media * error estandar,
***p<0.001 vs control.

7.7 NFs de TiO2 promueven el aumento de alteraciones moleculares del DNA,
proteinas y lipidos en comparacion con las NPs de SiO: e ITO.

Los efectos de los ENM sobre el DNA, proteinas y lipidos de células epiteliales de
pulmén fueron analizados mediante espectroscopia FTIR. La regién del espectro
para el DNA es de 600-1700 cm™', la region de las amidas | y Il es de 1500-1700
cm™' que corresponde al espectro de las proteinas y el espectro que va de 2500-
3000 cm para los lipidos. Los espectros especificos de los acidos nucleicos
considerados en este estudio fueron los estiramientos simétricos del PO2 en 1080
cm™ y los estiramientos asimétricos del PO2 en 1240 cm™ (Talari et al., 2017). Las
NPs de SiO:2 a las concentraciones de 1 pg/cm? y 50 pg/cm? indujeron un ligero
incremento en la absorbancia del espectro en 1080 cm™ que corresponde al
estiramiento simétrico del PO2 y la concentracion de 10 pg/cm?2 causé un ligero
decremento en esta misma regién (Figura 13Ai). Los espectros de la region en 1240
cm™ que corresponden a los estiramientos asimétricos del PO2 se observé un
efecto similar, con la concentracion de 1 pg/cm? se observo un incremento y con la
concentracion de 50 pug/cm? fue detectado un claro decremento. En la absorbancia
del espectro en 1080 cm™! las NFs de TiO2 a la concentracion de 1 pyg/cm? y 10
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pg/cm? tuvieron un ligero decremento, sin embargo, el decremento fue mayor con
la concentracion de 50 pug/cm? (Figura 13Aii). Este mismo efecto se observo para la
regiéon de 1240 cm-'. Para las NPs de ITO no se observaron cambios en la
absorbancia (Figura 13Aiii). La region espectral de 1500-1700 cm™! es la region de
la amida | y la amida Il que corresponden a los enlaces quimicos relacionados a las
estructuras secundarias de las proteinas (Talari et al., 2017). La region especifica
dentro de este espectro para la amida | es 1650 cm™' que corresponden a los
enlaces C=0y la region de 1546 cm' es para la amida |l que esta relacionada a las
a-hélices, a los enlaces N-H y C-N relacionados también a las estructuras
secundarias de las proteinas. Las NPs de SiO2 a la concentracion de 1 pg/cm?
causaron un incremento en la region de la amida | y Il. Sin embargo, con las
concentraciones de 10 yg/cm?y 50 ug/cm? la absorbancia presenté un decremento
(Figura 13Bi). La NFs de TiO2 causaron un decremento en las regiones de la amida
I y Il de manera concentracién dependiente (Figura 13Bii). NPs de ITO promovio el
aumento la absorbancia de las dos regiones de las amidas con la concentracion de
10 pg/cm? (Figura 13Biii). La region del espectro que involucra los enlaces de los
lipidos es de 2500-3000 cm™. En este estudio se consideraron las siguientes
regiones del espectro: 2850 cm™' asociado a los estiramientos simétricos de CH2 de
los lipidos, 2870 cm-! para los estiramientos simétricos de CHs, 2920 cm™' para
estiramientos asimétricos y 2952 cm™' para los estiramientos asimétricos de los
lipidos (Talari et al., 2017). La exposicién a NPs de SiO2 causé un ligero incremento
para las diferentes regiones mencionadas anteriormente con la concentracion de 1
ug/cm?. Sin embargo, para las concentraciones de 10 pg/cm? y 50 pg/cm? se
observd un decremento en la absorbancia (Figura 13Ci). Los espectros de las
células que fueron expuestas a NFs de TiO2 a 1 pyg/cm?, 10 ug/cm? y 50 pg/cm?
tuvieron un decremento para las cuatro regiones especificadas anteriormente
(Figura 13Cii). Las NPs de ITO causaron un incremento en el espectro a la
concentracion de 1 ug/cm? para las cuatro regiones del espectro, sin embargo, las

concentraciones de 10 pg/cm? y 50 ug/cm? no causaron alteraciones (Figura 13Ciii).
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C)

| Region de lipidos de células epiteliales de
pulmén expuestas a SiO, NPs
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Figura 13. Huellas moleculares de DNA, proteinas y lipidos en células epiteliales de pulmén
expuestas ENM. Células epiteliales de pulmén fueron expuesta los diferentes tipos de ENM a
concentraciones de 1 ug/cm?, 10 pg/cm? y 50 ug/cm? durante 24 horas. Se analizaron los espectros

del A) DNA, B) proteinas y C) lipidos.

87



8. Discusioén
En este estudio se demostré6 que las NFs de TiO2 causaron mayores efectos
citotéxicos en comparacién con las NPs de SiO2 y NPs de ITO. Se decidio trabajar
con estos tres tipos de ENM para comparar los efectos que pueden ocasionar
debido a que NPs de SiO2 y NPs de TiO2 son las mas producidas a nivel mundial y
las NPs de ITO comienzan a producirse en elevadas cantidades por su alta

demanda en el mercado, datos que se comentan en el capitulo 1 de esta tesis.

La principal via de exposicion a los ENM es la via inhalatoria en los ambientes
ocupacionales por lo que los pulmones son los principales afectados. Debido a esto,
el presente estudio fue enfocado en conocer los efectos que ocasionan los ENM en
células epiteliales de pulmon las cuales son las principales células en donde se
acumulan dichos ENM. También se ha demostrado que el tamaino de los ENM
influye en el depdsito de los mismos en el tracto respiratorio. Por ejemplo, se sabe
que NPs de TiO2 con un tamafo de 1 nm se depositan en un 90% en la regién
nasofaringea y un 10 % en la region traqueobronquial. Sin embargo, cuando las
NPs de TiOz2 tienen un tamafio de 20 nm el 50% de las NPs son depositadas en la
region alveolar (Simko et al., 2010). Otro estudio indica que el 80% de NPs de oro
con un tamafo de 20 nm es depositado en la region alveolar en ratas instiladas via
intratraqueal (Kreyling et al., 2018). Debido a esto es importante conocer el tamafio
que los ENM forman cuando entran en contacto con los fluidos localizados dentro
del cuerpo humano para poder predecir en donde pueden acumularse mayormente.
Ademas, la principal via de exposicion es la via inhalatoria por lo que los pulmones

son los principales afectados.

Por lo anterior, en este estudio fueron analizados los efectos que tienen en células
epiteliales de pulmoén los ENM tales como NPs de SiO2, NFs de TiO2y NPs de ITO
las cuales tienen un tamano de 20 nm, 1 ym y >20 nm respectivamente, las cuales
fueron caracterizadas sus propiedades fisicoquimicas como la forma, tamafio

hidrodinamico y potencial zeta en el capitulo 1.

En este capitulo los ENM fueron analizados mediante FTIR para conocer sus
huellas moleculares. La huella molecular de las NPs de SiO2 se encontré dentro de

la region de 600-1450 cm-', para las NFs de TiO2 la region representativa del titanio
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se localizé de 400-1200 cm-'. Estos resultados corresponden de acuerdo con lo
previamente reportado (Metin et al., 2011; Grassian et al., 2007). Para las NPs de
ITO las regiones importantes fueron dos, para el SnO:2 localizado en la regién 620
cm™' y para el In203 localizado en la region 433-592 cm™ (Felcia et al., 2017;
Thirumoorthi et al., 2016).

En este estudio observamos que la viabilidad de las células epiteliales de pulmén
fue mayormente afectada por las NFs de TiO2 en comparacién con las NPs de SiO2
y las NPs de ITO. Estos efectos coinciden con estudios previos que han demostrado
que las NPs de SiO2 no inducen cambios en la viabilidad celular (Voicu et al., 2019).
La elevada toxicidad inducida por las NFs de TiO2 que observamos se esperaba
debido a la forma de fibras las cuales se ha reportado tienen una elevada toxicidad
en comparacion con las NPs amorfas (Vranic et al., 2017; Tilton et al., 2014; Allegri
et al., 2016; Hamilton et al., 2009). Por otro lado, la toxicidad de las NPs de ITO es
incierta. Sin embargo, existe un reporte en donde se ha demostrado un decremento
en la viabilidad celular en células epiteliales de pulmén determinado mediante WST-

1 el cual es un método similar a la reducciéon de MTT (Tabei et al., 2016).

Por otro lado, se analiz6 la granularidad y el tamafio de las células epiteliales de
pulmén y si estos parametros morfolégicos de las células eran alterados por los
ENM usados en este estudio. Los resultados obtenidos mostraron que nuevamente
las NFs de TiO2 afectaron la granularidad y el tamano de las células epiteliales de
pulmon. Esto puede deberse a la captacion de los ENM la cual se logra por las
caracteristicas fisicoquimicas de las NPs. Se ha reportado que la granularidad de
macréfagos aumenta cuando son expuestos a NPs de cobre el cual se atribuye a la

cantidad acumulada de NPs dentro de los macréfagos (Das et al., 2019).

Debido a que se observaron cambios en el tamafo celular decidimos investigar si
el citoesqueleto era afectado por los ENM, ya que es el organelo que da estructura
y soporte a las células. En este estudio nos enfocamos principalmente en analizar
la integridad del citoesqueleto de actina debido a que es el principal componente
encargado de dar estructura y forma a las células (Bruckner et al.,, 2019). Los

resultados obtenidos mostraron que NPs de SiO2, NFs de TiO2 y NPs de ITO
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disminuyeron la cantidad de microfilamentos formados por la proteina actina de

manera concentracion dependiente.

Las alteraciones del citoesqueleto encontradas en este estudio son similares con
estudios previos en donde las NPs tienen la capacidad de inducir alteraciones sobre
el citoesqueleto de actina y tubulina en diferentes tipos celulares como células
endoteliales, fibroblastos, células inmunes, células madre y adipocitos

(Ispanixtlahuatl-Meraz et al. 2017).

Sin embargo, la pregunta siguiente que debe de abordarse es si la arquitectura del
citoesqueleto de las células expuestas a ENM se puede recuperar durante una
exposicion aguda y si la despolimerizacion del citoesqueleto puede provocar

alteraciones en la fisiologia celular como la fagocitosis o el trafico vesicular.

Los efectos que causan los ENM al citoesqueleto pueden conducir a alteraciones
en las fases del ciclo celular. Debido a esto, fueron analizadas las fases G1, S y
G2/M de las células epiteliales de pulmoén expuestas a los diferentes tipos de ENM
encontrando que fueron alteradas la distribucion de la fase G1 y G2/M. Sin embargo,

no se encontraron alteraciones en la fase S.

La disminucion en la fase G1 acompanada del aumento de la fase G2/M podria
explicarse por la activacién de los checkpoints del dafio al DNA en la fase G1 vy la
activacion de la mitosis a través de la acumulacion de la fase G2 (Murray et al.,
2018). Efectos similares sobre el ciclo celular han sido reportados con otros tipos de
ENM. Por ejemplo, el 6xido de aluminio altera la progresion del ciclo celular con la
sobreregulacion de los genes EGR1, E2F1 y CCND1 los cuales estan involucrados

en el ciclo celular en células mesenquimales (Periasamy et al., 2016).

Ademas, se han realizado estudios que concuerdan con los resultados obtenidos
en donde NPs de 6xido de niquel inducen un decremento en la fase G1 del ciclo
celular de células A549 y células BEAS-2B, sin embargo, también hubo un aumento
en la fase G2/M en las células A549 y un decremento de esta fase en las células
BEAS-2B. Esto puede ser explicado por la diferencia en la respuesta al dafo al DNA
entre las lineas celulares y también sefiala que las NPs tienen un efecto en la

regulacion del ciclo celular (Capasso et al., 2014).
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Como se mencion6 anteriormente el dafio al citoesqueleto puede tener efectos
sobre la migracion celular. Por lo que se realizaron ensayos de migracion con

células epiteliales de pulmoén expuestas a los diferentes tipos de ENM.

Los resultados mostraron un decremento en la migracion celular principalmente con
la exposicion de las NPs de SiO2 y las NFs de TiO2. Sin embargo, NPs de ITO
decrementd la migracion de las células epiteliales de pulmén en menor proporcién
en comparacion con las NPs de SiO2 y NFs de TiO2. Estos resultados sugieren que
la alteracion del citoesqueleto no impacta directamente sobre la migracion celular
debido a que se observé que las NPs de ITO disminuyeron la cantidad de actina
presente en las células de la misma manera que lo hacen las NPs de SiO2 y NFs de
TiO2 pero tienen un impacto limitado sobre la migraciéon. Estos resultados son
similares con la literatura en donde NPs de SiO2 inducen un decremento en la
migracion celular efecto que fue explicado por la interferencia fisica entre las NPs
de SiO2 y el proceso de polimerizaciéon y despolimerizacion del citoesqueleto de
tubulina (Gonzalez et al., 2015).

Finalmente fueron evaluados los efectos de los ENM sobre el DNA, proteinas y
lipidos de células epiteliales de pulmén mediante espectroscopia FTIR analizando
las regiones del espectro correspondientes a dichas biomoléculas. Las alteraciones
sobre las huellas moleculares evaluadas mediante FTIR son consistentes con
estudios previos que reportan un mayor efecto en fibroblastos de humano expuestos
NPs de TiO2 usando NPs con un tamafo de 20 nm (Zhang et al., 2011). Las
alteraciones a nivel molecular podrian ser atribuida a la produccion de ROS por los
ENM. Se sabe que las NFs de TiO2 producen ROS y que las NPs de SiO2 causan
citotoxicidad y apoptosis en células epiteliales de pulmdén humano a través de la
produccion de ROS (Ahamed, 2013; Voicu et al., 2015).

Los cambios observados en las regiones del espectro para las proteinas, 1500-
1700cm', de células epiteliales de pulmon expuestas a NFs de TiO2 son
consistentes con los cambios en el citoesqueleto de actina previamente estudiados
con NPs de TiO2 (Mao et al., 2015) afectando también el ciclo y la migracion celular

resultados demostrados en este trabajo.
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9. Conclusiones

Las NFs de TiO2 causaron mayor citotoxicidad disminuyendo la viabilidad de
las células epiteliales de pulmon con las tres concentraciones utilizadas en
comparacién con las NPs de SiO2y NPs de ITO.

Las NFs de TiOz incrementaron la granularidad y disminuyeron el tamafio de
células epiteliales de pulmon, seguido por las NPs de ITO y las NPs de SiOo.
Los ENM causaron alteraciones en el citoesqueleto de actina de células
epiteliales de pulmén disminuyendo el numero de filamentos con las tres
concentraciones utilizadas.

Las fases del ciclo celular fueron alteradas por las NFs de TiO2 causando en
la poblacion celular un decremento en la fase G1 y un aumento en la fase
G2/M. Las NPs de ITO causaron alteraciones en la fase G1 y G2/M con la
concentracion mas elevada y las NPs de SiOz solo alteraron la fase G1 a la
concentracion mas elevada.

Las NPs de SiO2 causaron mayor alteracion en la migracion celular 24 horas
posteriores a la exposicion de dichas NPs seguido por las NFs de TiOz y las
NPs de ITO.

Las NFs de TiO2 causaron mayor dafio en las proteinas, DNA y lipidos
seguido por las NPs de SiO2 e ITO de las células epiteliales de pulmon.

En general las NFs de TiO2 causaron mayor citotoxicidad seguido por las
NPs de SiO2 que causaron un grado intermedio de alteraciones y las NPs de
ITO tuvieron efectos celulares y moleculares limitados. Esto puede deberse
a la morfologia de las NPs utilizadas en este estudio en donde se demuestra
que la forma de fibras tiene mayor efecto citotoxico en comparacion con
formas amorfas influyendo también el componente del que estén hechas las
NPs.
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Resumen

La exposicion a las nanoparticulas de dioxido de titanio (NPs de TiO2) inducen
diferentes alteraciones celulares que sugieren cambios en la organizacion del
citoesqueleto. Una vez que las NPs de TiO2 son internadas por las células la
desorganizacién del citoesqueleto es la principal alteracién observada, sin embargo,
el citoesqueleto no es considerado como un marcador de dano celular. En esta
tercera parte de la investigacion se tuvo como objetivo investigar las alteraciones
del citoesqueleto y el impacto que tiene sobre la migracion celular inducida por una
exposicion aguda (24 horas) a NPs de TiO2 y la capacidad que tiene de recuperarse
después de 6 dias libres de NPs de TiO2 modelo que permite saber si el dafio al
citoesqueleto es reversible. Para responder lo anterior se utilizaron células
epiteliales de pulmon las cuales fueron expuestas a 1 uyg/cm? y 10 pyg/cm?. Los
resultados obtenidos indicaron que la exposicién a NPs de TiO2 durante 24 horas,
24 horas y 6 dias libres de NPs y 7 dias inducen un decremento en la polimerizacion
en la tubulina y actina. Ademas, como consecuencia a la despolimerizacién de
tubulina y actina la migracién celular disminuyo con la exposicion a NPs de TiO2
durante 24 horas y 6 dias libres de NPs al igual que la exposicion prolongada de 7
dias. Por otro lado, se evalud la expresion de genes que estan relacionados con las
funciones primordiales de las células epiteliales de pulmén como Ki67, proteina
surfactante B (SFTPB) y la matriz metaloproteasa 2 (MMP2). Los resultados
mostraron que Ki67 es sobreexpresado en células expuestas durante 24 horas a la
concentracion mas alta, mientras que las células expuestas durante 24 horas y 6
dias libres de NPs Ki67 es subexpresado. La expresion de la proteina SFTPB es
subexpresada en células expuestas durante 24 horas y 7 dias. Sin embargo, la
expresion le MMP2 se mantuvo sin cambios para los tres tratamientos. En
conclusioén, la exposicion a NPs de TiO2 afecta el citoesqueleto disminuyendo el
numero de microfilamentos y microtubulos de las células epiteliales de cancer de
pulmén de la linea A549 de manera irreversible, sin embargo, este dafo no es

acumulativo.
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1. Introduccién
Las nanoparticulas de didxido de titanio (NPs de TiO2) son las mas producidas a
nivel mundial (Gardufio-Balderas et al., 2015) debido a su amplio espectro de
aplicaciones las cuales incluyen cosméticos, alimentos, farmacéuticos,
purificadores de agua y almacenadores de energia. Segun U.S Geological Survey

pronostica que el consumo mundial de TiO2 aumentara un 4% por afio hasta el 2025.

Ademas, el TiO2 ha sido clasificado por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC) en el grupo 2B como posible carcinégeno para
humanos y como potencial carcindgeno ocupacional por el Instituto Nacional de
Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH).

Los humanos estan expuestos a las NPs de TiO2 por diferentes rutas tales como la
via oral, mediante el contacto dermal y mediante inhalacion (Oberddrster et al.,
2005). La inhalacién de las NPs de TiO2 es la principal via de exposicion en
ambientes ocupacionales siendo como consecuencia el tracto respiratorio el

principal afectado (Zhang et al., 2015).

Las NPs de TiO2 pueden alcanzar la regién alveolar y ser depositadas en células
epiteliales alveolares (Warheit et al., 2015). EI mecanismo de la toxicidad celular
involucra al estrés oxidante, daino a DNA y a las respuestas inflamatorias entre
otras. Sin embargo, algunas otras alteraciones celulares han sido poco estudiadas.
Por ejemplo, el dafio estructural no es considerado como un marcador de
citotoxicidad, pero la desorganizacién del citoesqueleto es uno de los mecanismos
de dafno celular causado por la internalizacion de 6xidos metalicos, nanoparticulas
organicas y con base de carbdén en células epiteliales y endoteliales, fibroblastos,
adipocitos, células inmunes, células cerebrales y células madre (Ispanixtlahuatl-
Meraz et al, 2018). Entre estos tipos celulares las células epiteliales de pulmén son

uno de los principales blancos por la exposicién inhalatoria.

La desorganizacion del citoesqueleto inducida por las NPs de TiO2 no esta del todo
elucidada en tejidos de pulmdn, sin embargo, existe evidencia de la desregulacién
de genes en células bronquiales (Thai et al., 2015), alteraciones relacionadas al

citoesqueleto en pulmones de ratén (Li et al., 2013), desregulacion de la expresiéon
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de alfa actina en fibroblastos de ratén (Armand et al., 2013) y el decremento en la

tubulina y actina en macréfagos humanos (Sund et al., 2014).

El citoesqueleto es la principal estructura celular mecanica que comprende a una
red de microtubulos (tubulina), flamentos intermedios (vimentina) y microfilamentos
(actina) los cuales son importantes para la morfologia celular (Paluch & Heisenberg,
2009) division celular (Forth & Kapoor, et al 2017), uniones adherentes (van Buul &
Timmerman, 2016) y la migracién celular (Sun & Zaman, 2017; Tang & Gerlach,
2017).

La migracién celular es necesaria para la reparacion de tejidos en células alveolares
de tipo Il en el pulmén y depende en parte de la arquitectura del citoesqueleto
(Flozak et al., 2010). Sin embargo, no todas las NPs tienen influencia sobre la red
del citoesqueleto como las Prussian blue NPs que no tienen efecto sobre la
migracion de células mesenquimales (Wen et al., 2018). Sin embargo, se ha
demostrado también que las NPs de oro inducen desorganizacion del citoesqueleto
de actina y decrementan la migracion celular un 35% en células cervicales de cancer
(Wu et al., 2018).

También se ha demostrado que NPs de fulereno inducen un decremento en la
expresion de F-actina, ademas, de disminuir la migracion entre un 20-40% en
células de mama MDA-MB-231 (Qin et al., 2018). Por otro lado, NPs de oro retardan

la migracién en células cancerosas de mama MCF-7 (Pitchaimani et al., 2017).

Para propdsitos de la nanomedicina algunas alteraciones inducidas por las NPs
tienen aplicaciones para el tratamiento del cancer especialmente para los tipos de
tumores con gran capacidad de migracién que conducen a la metastasis. Sin
embargo, como se menciono anteriormente, en términos de exposicion inhalatoria,
la desorganizacién del citoesqueleto y la disminucion de la migracion celular
causada por la inhalacién de NPs en ambientes ocupacionales podrian tener un
impacto en la homeostasis de los tejidos y la reparacion pulmonar. El citoesqueleto
es una red estable que sufre desorganizaciones irreversibles en condiciones

celulares graves, como la apoptosis (Povea-Cabello et al., 2017).
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Por otro lado, las alteraciones del citoesqueleto podrian tener un impacto en las
funciones celulares como en la expresién de genes involucrados en la proliferacion
celular como Ki67, en la producciéon de la proteina surfactante encargada de dar
tensién a los pulmones como la proteina surfactante B (SFTPB) y la metaloproteasa
2 (MMP2) encargada de la homeostasis de la matriz extracelular y transduccién de

sefales.

Sin embargo, todos los estudios que se han publicado hasta ahora han demostrado
que la exposicion a NPs de TiO2 podria desregular la expresién de las proteinas del
citoesqueleto (Chézeau et al., 2019) e inducir la despolimerizacién después de 24
horas de exposicion en otros tipos celulares, pero no se ha demostrado si las células
se recuperan de estas alteraciones. Esto es importante debido a que las células que
sean expuestas a NPs de TiO2 podran tener un desarreglo del citoesqueleto y
disminuir la capacidad de migracion para enfrentar las infecciones respiratorias y

poder reparar el dafio pulmonar.

1.2 Citoesqueleto
Los organismos que se encuentran en los tres dominios, Archea, Bacteria y
Eukarya, dependen de proteinas poliméricas para formar un citoesqueleto el cual
les ayuda a establecer sus formas, mantener su integridad mecanica, dividirse y en
muchos casos también ayuda a la movilidad. Los eucariontes tienen los
citoesqueletos mas complejos que estan formados por filamentos de actina,

filamentos intermedios y microtubulos.

Los filamentos de actina estan concentrados en la periferia de la célula en la corteza
subyacente a la membrana plasmatica en paquetes llamados fibras de estrés las
cuales estan ancladas a los sitios de adhesion de la membrana plasmatica (Svitkina
T., 2018). Los filamentos de actina también conocidos como microfilamentos son
polimeros de la proteina actina y son estructuras flexibles con un diametro de
aproximadamente 7 nm los cuales se organizan en paquetes lineales, redes

bidimensionales y geles tridimensionales (Figura 1A).
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Los filamentos intermedios forman una red compleja concentrada en la regién
perinuclear lugar de donde se extienden hacia la superficie celular, donde se
encuentran anclados a uniones intercelulares llamadas desmosomas y las uniones
célula-matriz extracelular llamadas hemidesmosomas (Jones et al., 2017). Los
filamentos intermedios son fibras en forma de cuerda con un diametro de
aproximadamente 10 nm. Los filamentos intermedios son muy flexibles y tienen gran
resistencia a la fuerza de traccion, esta estructura puede deformarse con el estrés

mecanico de las células, pero no se rompe (Figura 1B)

Los microtubulos son las estructuras mas grandes del citoesqueleto los cuales
forman una red que va desde el centrosoma o centro organizador de microtubulos
hasta la membrana de la célula. Los microtubulos son cilindros huecos hechos de
la proteina tubulina. Los microtubulos son largos y rectos normalmente tienen un
extremo conectado a un solo centro organizador de microtubulos Ilamado
centrosoma y tienen un diametro de 25 nm. Los microtubulos son mas rigidos que

los filamentos de actina y pueden romperse cuando son estirados (Figura 1C).
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Figura 1. Componentes del citoesqueleto. Esquema representativo de la distribucién celular de
A) actina, B) filamentos intermedios y C) microtubulos.
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a) Filamentos de actina
La actina es una de las proteinas que mayormente abundan en las células la cual
esta altamente conservada en todos los reinos. En los mamiferos la actina es
representada por seis diferentes isoformas que son codificadas por diferentes genes
y se expresen en diferentes tejidos y 6rganos de todo el cuerpo (Vandekerckhove
et al., 1978).

Las funciones de la actina son llevadas a cabo debido a su capacidad de
interacciones con otras moléculas de actina para formar polimeros dinamicos
llamados filamentos de actina que forman parte del citoesqueleto en las células.
Existe un equilibrio constante entre la actina monomérica, G-actina, y la filamentosa,
F-actina, para lograr diferentes funciones en todo el cuerpo como dar forma a la
célula, ayudar al movimiento celular y también lleva a cabo procesos importantes
como la embriogénesis la integridad de los tejidos division celular y contractilidad a

células de todo tipo, musculares y no musculares (Kashina., 2020).

Ademas de su funcion en el citoplasma de la célula, la actina también se encuentra
en el nucleo en donde se ha demostrado que regula directamente la transcripcion y
participa también en el posicionamiento de los cromosomas y reparacion del DNA
(Kristo et al., 2016; Virtanen and Vartiainen., 2017).

b) Filamentos intermedios
Los filamentos intermedios han sido agrupados en seis familias clasificadas en tipo
I: queratinas acidas, tipo Il: basicas, tipo lll: vimentina, desmina y GFAP, tipo IV:
neurofilamentos, nestina y sinemina, tipo V: laminina y tipo VI: faquinina y filensina
(Sanghvi-Shah and Weber., 2017). Los filamentos intermedios como las queratinas
y los neurofilamentos son producidos de forma especifica para cada tipo de célula.
Estas estructuras estan involucradas en dar forma a las células, ayudan al correcto
posicionamiento de los organelos, ademas de estar involucrados en el contacto

célula-célula y célula-matriz (Moujaber and Stochaj., 2020).

Los filamentos intermedios juegan un papel importante en la arquitectura de las

células ya que a lo largo del desarrollo las células estan sometidas a una serie de

106



fuerzas. Estas interacciones fisicas son iniciadas por diferentes factores que no solo
incluyen al ambiente en donde se encuentran, sino que también influyen las células
que las rodean y la matriz extracelular. Para mantener la integridad celular de la
fuerza ejercida las células deben de evitar la ruptura y permanecer adherentes entre
si. Esto es posible gracias a los filamentos intermedios, ya que tienen la
caracteristica de proporcionar la resistencia mecanica a las células (Sanghvi-Shah
and Weber., 2017).

Los filamentos intermedios son importantes en los epitelios de los bronquiolos y
alveolos. En tejidos normales de pulmoén las células epiteliales bronquiales expresan
principalmente queratina y vimentina. Cuando las células pulmonares se encuentran
en condiciones de estrés como la respiracién cortada o en condiciones de hipoxia
los filamentos intermedios pueden reorganizarse o degradarse. Como mecanismo
de defensa ciertas proteinas son fosforiladas lo cual facilita la reorganizacion de la

queratina para mantener la integridad celular (Yi and Ku., 2013).

c) Microtubulos
Los microtubulos estan formados por a y [ tubulina y tienen una funcién
organizadora muy importante en todas las células eucariotas ya que tienen la
capacidad de despolimerizarse y polimerizarse rapidamente. Ademas, los
microtubulos crecen rapidamente de una pequefa estructura cerca del centro de la
célula llamada centrosoma extendiéndose hacia la periferia de la célula creando un
sistema de pistas en todo el citoplasma capaces de trasportar vesiculas, organulos,

y otros componentes celulares.

Los microtubulos también son necesarios para la migracién celular, asi como para
el mantenimiento de la polaridad celular. La organizacién, el crecimiento, la
agrupacion, la contraccion o el colapso de los microtubulos esta controlada por
varias vias de sefalizacién (Roostalu., 2017; Stanganello et al., 2019). Se ha
demostrado que los microtubulos también tienen una funcidén protectora contra la

permeabilizacion de células endoteliales de pulmén (Karki et al., 2017).
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Los microtubulos son capaces de formar estructuras estables como cilios y flagelos
en células eucariotas. Estas estructuras se extienden desde la superficie de las
células y son utilizadas para barrer el liquido que pueda encontrarse en la superficie
celular. Los cilios basicamente estan formados por un haz de microtubulos

altamente organizado y estable.

El epitelio de las vias respiratorias esta compuesto de cuatro tipos celulares que
recubren una membrana basal, las cuales son células ciliadas, secretoras,
intermedias no diferenciadas y células basales (Crystal et al., 2008). Las células
basales funcionan como células madre y responden a la senescencia y lesiones
celulares. Estas células generan células intermedias no diferenciadas que luego son
diferenciadas en células ciliadas y secretoras. Las células ciliadas y secretoras son
la primera linea de defensa contra agentes patdgenos y particulas que puedan ser
inhalados (Tilley et al., 2015). Debido a estas estos tipos celulares en especial las
células ciliadas los microtubulos tienen una funcion importante en la defensa contra

agentes externos que puedan ser inhalados.

1.3. Enfermedades pulmonares asociadas a citoesqueleto
Alteraciones en el citoesqueleto pueden estar asociadas a enfermedades como la
fibrosis quistica, enfermedad pulmonar que depende de varios factores como un
incremento en la actividad de RhoA, GTPasa involucrada en la remodelacion del
citoesqueleto, formacion de fibras de estrés de actina, alteraciones en marcadores
de transicion epitelio mesénquima como E-caderina, a actina de musculo liso y

vimentina (Corvol et al., 2018).

Por otro lado, se ha demostrado que alteraciones en las uniones adherentes,
citoesqueleto de actina y microtubulos conduce a la permeabilidad de células
endoteliales pulmonares efecto asociado al sindrome de dificultad respiratoria agua

causado por la inhalacién del humo de tabaco (Rounds and Lu., 2017).

La fibrosis pulmonar idiopatica es una enfermedad progresiva que se debe a la gran
cantidad de colageno depositada en el intersticio alveolar y es considerada la

enfermedad pulmonar mas agresiva. Sin embargo, el citoesqueleto juega un papel
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importante en esta enfermedad debido a que se ha demostrado que el citoesqueleto
de actina es modificado produciendo cambios morfoldgicos en células epiteliales de

pulmén, asi como la disminucion de filamentos de actina (Goldmann et al., 2018).

La alteracion de los filamentos intermedios también esta relacionada con
enfermedades pulmonares. Se ha observados que en pacientes con
adenocarcinoma de pulmon los niveles de queratina 8 incrementan en suero, lo cual
esta relacionado con tumores altamente invasivos disminuyendo el tiempo de vida
de los pacientes por lo que elevados niveles de queratina 8 en suero se utiliza como
un marcador de cancer de pulmén (Fukunaga et al.,, 2002; Ishii et al., 2008).
También se ha observado que la desregulacion de la expresion de vimentina esta
relacionada con la transicion epitelio mesénquima de células de carcinoma de
pulmon (Zeisberg and Neilson., 2009). Los carcinomas de pulmon de células no
pequefas representan cerca del 80% de los tipos de cancer de pulmén y tienen
como caracteristica la formacion de tumores altamente invasivos los cuales estan

relacionados con una alta expresion de vimentina (Dauphin et al., 2013).

En las vias respiratorias las células ciliadas, actuan en conjunto con el moco
generado por las células secretoras limpiando las vias respiratorias de particulas y
patdgenos inhalados. Se ha demostrado que la desorganizacion en los microtubulos
en este tipo celular esta asociada a la discinesia ciliar causando congestion nasal,
sinusitis cronica, infecciones del tracto respiratorio recurrentes y desordenes

respiratorios neonatales (Tilley et al., 2015).

Como se menciond al inicio del capitulo los ENM pueden interaccionar con los
diferentes componentes del citoesqueleto alterando su estructura la cual puede
concluir en diferentes enfermedades respiratorias como se abordé anteriormente
debido a que la principal via de exposicion es la via inhalatoria. Por lo que es
importante estudiar los efectos que tienen los ENM sobre los componentes del

citoesqueleto ya estos tienen una funcién importante para la homeostasis pulmonar.
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2. Antecedentes

Se ha estudiado el efecto que tienen las NPs de hierro (IONPs) las cuales son
ampliamente utilizadas con enfoques terapéuticos y médicos. Sin embargo, poco se
conoce sobre el destino de estas NPs y los efectos que se puedan tener una vez
dentro del cuerpo humano. En este estudio se demostré que las IONPs tienen la
capacidad de internalizarse en células de glioma y astrocitos ocasionando un
desarreglo en el citoesqueleto de actina, ademas, de desestabilizar los microtubulos
de tubulina teniendo como consecuencia alteraciones en el trafico vesicular
(Willmann & Dringen., 2018).

Por otro lado, también se han realizado estudios de protedmica en donde analizan
los efectos de las IONPs sobre diferentes tejidos como higado, pulmén y cerebro
analizando 1565, 1135 y 1161 proteinas respectivamente. Los resultados de las
proteinas analizadas en este estudio indican que las IONPs tienen la capacidad de
alterarlas. Las proteinas que fueron desreguladas por las IONPs estan involucradas
en la remodelacién del citoesqueleto, el metabolismo celular, el sistema inmune,
procesos inflamatorios, respuesta al estrés oxidante, angiogénesis y enfermedades

neurodegenerativas (Askri et al., 2019)

Se ha demostrado que las NPs de TiO2 causan alteraciones estructurales en células
de neuroblastoma encontrando que las NPs de TiO2 no afectan la viabilidad celular
en este tipo celular. Sin embargo, las NPs de TiOz2 causan alteraciones estructurales
en los microtubulos de los neuroblastomas tales como desorganizacién, retraccion
y decremento en la cantidad de estos. Ademas, algo interesante es que las NPs de
TiO2 no causaron cambios en la expresion de a y B tubulina. Sin embargo, la
inestabilidad de los microtubulos causada por las NPs de TiO2 contribuye a la
neurotoxicidad de dichas NPs (Mao et al., 2015)

El efecto que tienen las NPs de TiO2 sobre las estructuras del citoesqueleto de
tubulina también ha sido analizado de manera acelular. En este estudio analizaron
los efectos de las NPs de TiO2 sobre el proceso de polimerizacion y
despolimerizacién de dichas estructuras. Los hallazgos de este estudio fueron que
las NPs de TiO2 generan cambios conformacionales significativos en la tubulina

afectando su polimerizacion y disminuyendo la polimerizacion. Esto es importante
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ya que los microtubulos son estructuras formadas por la tubulina los cuales tienen
diferentes funciones como el transporte celular la motilidad de las células y la mitosis
(Gheshlaghi et al., 2008).
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3. Justificacion
Debido a que las NPs de TiO2 son las mayormente producidas a nivel mundial por
sus excepcionales propiedades fisicoquimicas las cuales tienen la capacidad de
conferir novedosas caracteristicas a productos de uso comun, es importante

conocer los efectos que estan puedan causar.

Se sabe que las NPs de TiO2 producen alteraciones en diferentes lineas celulares
como la produccion de ROS, teniendo como consecuencia un desbalance en el
estrés oxidante, también se ha demostrado que puede causar dafio a DNA y
mediante estudios protedmicos se ha analizado que puede desregular diferentes

proteinas las cuales estan relacionadas principalmente con el citoesqueleto.

Existen estudios los cuales demuestran que las NPs de TiO2 pueden ser internadas
por diferentes tipos celulares. Sin embargo, una vez dentro de los sistemas
bioldgicos estas pueden alterar la morfologia de las células alterando principalmente
el citoesqueleto de actina y tubulina, componentes principales del citoesqueleto que
son los encargados de procesos esenciales de las células como mantener la

morfologia y la divisiéon celular.

Los estudios toxicoldgicos de las NPs de TiO2 se enfocan principalmente en elucidar
procesos que sean marcadores de citotoxicidad como decremento de la viabilidad,
dafio a DNA y la apoptosis. Sin embargo, el dafo estructural del citoesqueleto es
estudiado de manera secundaria, debido a que estas alteraciones no son
consideradas como marcadores de citotoxicidad. Por lo que las alteraciones
causadas por las NPs de TiO:2 al citoesqueleto estan poco estudiadas siendo un
organelo esencial para la sobrevivencia de la célula. Ademas, los estudios
realizados muestran solo los efectos de las NPs en exposiciones agudas, sin

conocer si dichas alteraciones al citoesqueleto pueden ser reversibles.

Por lo anterior, en esta tercera parte de la investigacion decidimos enfocarnos en
las alteraciones que causan las NPs de TiO2 sobre el citoesqueleto de actina y
tubulina, debido a que en los resultados previos encontramos que las NPs de TiOz2
son las que tienen mayor impacto sobre las células epiteliales de pulmoén. Y si las
células pueden recuperarse del dafio causado por las NPs de TiO2.
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4. Hipétesis
Células epiteliales de pulmdn expuestas a NPs de TiO2 sufren alteraciones en el
citoesqueleto de tubulina y actina el cual esta relacionado con la disminucion de la
migracion celular. Ademas, las NPs de TiO2 afectan la expresion de genes que estan

involucrados en funciones primordiales de las células pulmonares.

5. Objetivo general
-Evaluar las alteraciones del citoesqueleto de tubulina y actina de células epiteliales
de pulmén expuestas a NPs de TiO2 y la capacidad de dichas células para

recuperarse del dafio estructural.

5.1 Objetivos particulares
1. Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de las NPs de TiO2 como su tamafio

hidrodinamico, potencial zeta e indice de polidispersion.

2. Exponer a NPs de TiOz células epiteliales de pulmdén a concentraciones de 1

ug/cm? y 10 pg/cm? a diferentes tiempos.

3. Analizar la ultraestructura de las células epiteliales de pulmon expuestas a NPs

de TiO2 a diferentes tiempos.
4. Evaluar la viabilidad de células epiteliales de pulmédn expuestas a NPs de TiO2.

5. Evaluar la integridad del citoesqueleto de tubulina y actina de células epiteliales

de pulmdén mediante inmunofluorescencias.
6. Evaluar la cantidad de tubulina y actina mediante western blot.

7. Analizar el tamafo celular y la granularidad de células epiteliales de pulmédn

expuestas a NPs de TiOo.
8. Evaluar la migracion de células epiteliales de pulmoén expuestas a NPs de TiO2.

9. Evaluar la capacidad del citoesqueleto de recuperarse de las alteraciones
inducidas por la exposicién a NPs de TiOz2.

10. Evaluar la expresion de las proteinas Ki67, SFTPB y MMP2 de las células
epiteliales de pulmén expuestas a NPs de TiO2.
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6. Materiales y métodos
6.1 Caracterizacion de nanoparticulas de didxido de titanio

NPs de TiO2 (<25 nm tamaino de nanoparticula) fueron adquiridas de Sigma Aldrich
(Cat. No. 637254), el tamano primario fue analizado mediante microscopia
electronica de barrido, SEM por sus siglas en inglés, utilizando un microscépio
electrénico de barrido (JEOL 5800-LV, Japon; QUANTA FEG 3D), 80 000X, 30 KV,
26 pixeles/nm?. Las imagenes de los aglomerados de las NPs de TiO2 fueron
tomadas mediante microscopia electronica de transmision, TEM, por sus siglas en
inglés utilizando un microscopio electrénico de transmision (JEOL JEM 1010, Japdn)
Brevemente, las NPs de TiO2 fueron resuspendidas en medio F12K (In Vitro S.A,,
Cat. No. ME-038, México) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB,
Biowest, Cat. No. US1520). Para analizar el tamafio hidrodinamico y el potencial
zeta un stock fue preparado con 1 mg de NPs de TiOz2 el cual fue resuspendido en
1 mL de medio F12K suplementado con 10% de SFB. Posteriormente, el stock fue
sonicado a 40 Hz durante 30 min con la finalidad de dispersar las NPs de TiO-.
Finalmente, se realiz6é una dilucion 1:100 con medio F12K suplementado con 10%
de SFB y la muestra fue analizada mediante dispersion dinamica de luz (DLS, por

sus siglas en inglés) utilizando un Zeta Plus Analyzer (Brookhaven, USA).

6.2 Cultivo celular y exposicidon a nanoparticulas de diéxido de titanio

Células epiteliales de pulmoén, de la linea A549, fueron adquiridas de American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA) las cuales fueron cultivadas con medio
F12k suplementado con 10% de SFB incubadas a una atmosfera de 95% de
humedad relativa a una temperatura de 37°C y 5% de CO2. Una vez alcanzado el
80% de confluencia las células epiteliales de pulmoén fueron despegadas con
tripsina-EDTA (In Vitro S.A., Cat. No. EN-008, México) y resembradas en placas de
21 cm?. Para la exposicion a NPs de TiOz2 se prepar6 un stock. Brevemente, se pesé
1 mg de NPs de TiOz2 el cual fue resuspendido en 1 mL de medio F12k suplementado
con 10% de SFB. Una vez preparado el stock fue sonicado durante 30 minutos a 40
Hz y se utilizaron concentraciones finales de 1 ug/cm?y 10 ug/cm?de NPs de TiOz.

Para la exposicion a NPs de TiO2 fueron disefados tres modelos: A) células

114



epiteliales de pulmdn expuestas durante 24 horas, B) células epiteliales de pulmén
expuestas durante 24 horas y 6 dias libres de NPs de TiO2 y C) células epiteliales

de pulmén expuestas durante 7 dias (Figura 2).

A) Inicio Analisis
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— 00000 —=
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Células epiteliales de pulmén

7 dias de exposicion a TiO, NPs |

Figura 2. Disefio experimental. Células epiteliales de pulmén fueron expuestas a NPs de TiO2 a
diferentes tiempos A) 24 horas, B) 24 horas de exposicién y 6 dias libres de NPs y C) 7 dias
continuos.

6.3 Analisis de la ultraestructura de células epiteliales de pulmén

La ultraestructura de las células epiteliales de pulmén fue analizada mediante
espectroscopia electronica de transmision (por sus siglas en inglés, TEM).
Brevemente, células epiteliales de pulmon fueron expuestas a 1 ug/cm?y 10 pg/cm?
por 24 horas, 24 horas de exposicion y 6 dias libres de NPs y 7 dias. Posteriormente,
las células epiteliales de pulmén fueron fijadas con 2.5% de glutaraldehido-
formaldehido en HPBS durante 1 hora. Una segunda fijacion fue realizada en 2%
de OsOs4 (1:1 en HPBS) durante 1 hora. Las células epiteliales de pulmén fueron
gradualmente deshidratadas con etanol y embebidas en resina epoxica (Epon 812,

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,USA). Secciones ultrafinas fueron tefidas con citrato
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de plomo y acetato de uranilo alcohdlico. Finalmente, las muestras fueron

analizadas in un microscopio Carl Zeiss, Auriga Model, SmartSEM Software.

6.4 Viabilidad celular

Células epiteliales de cancer de pulmén de la linea A549 fueron sembradas en
placas de 21 cm? y expuestas a 1 pyg/cm? y 10 pyg/cm? de NPs de TiO2 a tres
diferentes tipos a) 24 horas, b) 24 horas de exposicion y 6 dias libres de NPsy c) 7
dias continuos. Brevemente, células epiteliales de pulmdn fueron expuestas a las
diferentes concentraciones de NPs de TiOz2 y los diferentes tiempos como arriba se
explica. Una vez transcurridos los tiempos de exposicion las células epiteliales de
pulmén fueron despegadas y centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos. El
sobrenadante fue desechado y las células fueron resuspendidas en medio F12k
suplementado con 10% de SFB. Posteriormente, se realizé6 una mezcla de medio
F12k suplementado con 10% de SFB y azul de tripano en una en una proporcion
10:80. Finalmente, 10 pL de la suspensién celular fueron adicionados a la mezcla
descrita previamente y la proporcion de células vivas fueron contadas con una

camara de Neubauer. Tres experimentos independientes fueron realizados.

6.5 Inmunofluorescencia de tubulina y actina

Células epiteliales de pulmén fueron sembradas sobre cubreobjetos en una
densidad de 200,000 células y expuestas con NPs de TiO2 como se describe en la
seccion 5.2. Posteriormente, las células epiteliales de pulmén fueron fijadas con
paraformaldehido durante 1 hora y lavadas con PBS tres veces para quitar el exceso
de fijador. Las muestras fueron incubadas con acetona fria durante 5 minutos para
la permeabilizacion y lavadas con PBS. Una vez fijadas y permeabilizadas las
células epiteliales de pulmon fueron incubadas con 1% de albumina sérica bovina
durante 1 hora. Para la inmunodeteccion anti tubulina las células epiteliales de
pulmén fueron incubadas con Alexa Fluor 488-conjugated antibody with a/f tubulin
(Life Technologies, Cat. No. 322588) en wuna dilucion 1:1000. Para la

inmunodeteccion anti actina las células epiteliales de pulmén fueron incubadas con
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faloidina rodaminada (Sigma-Aldrich, Cat. No. P-1951) en una dilucion 1:1000.
Ademas, todas las muestras fueron incubadas con Hoechst (Life Technologies, Cat.
No0.62249) en una dilucion 1:1000 para detectar el nucleo. Todas las muestras
fueron incubadas durante 60 minutos a 37°C en obscuridad. Transcurrido el tiempo
de incubacion las muestras fueron lavadas tres veces con PBS-1% triton, seguido
por dos lavados con PBS y finalmente lavadas dos veces con agua destilada. Las
muestras fueron analizadas mediante microscopia confocal (Leica TCS-SP8) y la
fluorescencia fue cuantificada utilizando el software LASX Life Science (Leica). La
fluorescencia de las muestras control fue considerada como la fluorescencia basal

para cada proteina. Tres experimentos independientes fueron realizados.

6.6 Western blot de tubulina y actina

Células epiteliales de pulmén fueron expuestas como se describe en la seccién 5.2.
Transcurridos los tiempos de exposicidon las células epiteliales de pulmon fueron
lisadas con buffer de lisis (HEPES-KOH 50 Mm pH 7.5, NaCl 140 mM, EDTA 1 mM
pH 8, Triton X-100 1% Sodium deoxycholate 0.1% SDS 0.1%) adicionando un
inhibidor de proteasa (Thermo Fisher Cat. No. 78415), el procedimiento fue
realizado a 4°C durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo de lisis, las muestras
fueron centrifugadas a 10,000 rpm durante 10 minutos recuperando los
sobrenadantes. Finalmente, la cantidad de proteina fue cuantificada por el método
de Lowry (Lowry et al., 1951). Para el Western blot se utilizaron 20 ug de proteinas
totales las cuales fueron cargadas en geles de poliacrilamida al 10% siendo
separadas por peso molecular mediante electroforesis. Posteriormente, las
proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa la cual fue incubada
con leche libre de grasas al 5% diluida en PBS-Tween al 0.5%. Las membranas
fueron incubadas con anti-alpha tubulin antibody (Cat. No Ab7291, ABCAM) a una
dilucion de 1:5000 y con B-actin (la cual fue donada por el Centro de Investigacion
y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional) a una dilucién 1:1000.
Anti-GAPDH (Cat. No. Sc32233, Santa Cruz) fue utilizado como control de carga a
una dilucién de 1:3000. Todas las membranas fueron incubadas durante 60 minutos

a 37°C. Posteriormente, las membranas se incubaron con anticuerpo secundario
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anti-mouse (Cat. NXA931 GE-Healthcare) y proteina de precision Strept-Tactin-
HRP Conjugate (Cat. No. 161-0381) durante 60 minutos a 37°C. Finalmente, la
expresion de las proteinas fue cuantificada mediante densitometrias con el software
Imaged (disponible en https://imagej.nih.goV/ij/). Tres experimentos independientes

fueron realizados.

6.7 Tamano celular y granularidad

Para determinar el tamafo celular y la granularidad de las células epiteliales de
pulmén expuestas a los diferentes tratamientos, se lavaron los cultivos celulares con
HBSS 1X para posteriormente ser despegadas con tripsina-EDTA y centrifugadas
a 1500 rpm durante 5 minutos. Inmediatamente, el sobrenadante fue desechado y
las células epiteliales de pulmdn fueron incubadas en alcohol etilico frio al 70% vy
centrifugadas nuevamente a 1500 rpm durante 5 minutos. Posteriormente, el
sobrenadante fue desechado y las células epiteliales de pulmon fueron
resuspendidas en FACS Flow (BD Biosciences, Cat. No. 342003) y 10,000 células
fueron analizadas mediante citometria de flujo (BD FACSCalibur). Tres

experimentos independientes fueron realizados.

6.8 Migracion celular

La migracion celular fue determinada mediante el ensayo de la herida. Brevemente,
células epiteliales de pulmén fueron expuestas a los diferentes tratamientos de NPs
de TiO2 como se detallé en la seccion 5.2 y fueron sembradas en placas de 12 pozos
en una densidad de 200,000 células por pozo. Posteriormente, la monocapa de
células fue rayada con ayuda de una punta de micropipeta. Inmediatamente, el
medio de cultivo fue retirado y la monocapa de células fue lavada con PBS tres
veces para remover las células que fueron despegadas con la punta de micropipeta.
Consecutivamente, fue adicionado medio de cultivo F12K suplementado con SFB
al cual le fue adicionado 10 uM de inhibidor de proliferacion citosina B-D-
arabinofuranésido (Ara-C., Sigma Aldrich Cat. No. C6645) para detectar solo

migracion celular evitando la proliferacién. La migracion celular fue monitoreada a
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distintos tiempos 0, 3, 6, 12 y 24 horas utilizando un microscopio invertido Leica DM
IL LED con una amplificacion de 4X. Finalmente, el area de migracion celular fue
cuantificada usando el software Imaged. Tres experimentos independientes fueron

realizados.

6.9 Expresion de los genes Ki67, SFTPB y MMP2

La extraccion del RNA fue realizada de acuerdo con el protocolo establecido por
Trizol (Thermo-Fisher 15596026). La cantidad de RNA fue verificada a través de
electroforesis y la concentracion fue cuantificada mediante espectrofotometria
(Epoch, Biotek). La expresion de Ki67, SFTPB, MMP2 y actina fueron evaluados
mediante reaccidén en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (por sus
siglas en ingles RT-PCR). Los productos de amplificacién fueron resueltos mediante
electroforesis de agarosa al 1%. Posteriormente, las bandas fueron analizadas
mediante el equipo de fotodocumentacién (Gel Doc EZ System, Bio-Rad) a través
del cual la expresion del mRNA fue evaluada. La expresion fue cuantificada
mediante densitometria utilizando el software ImageJ. Las secuencias de los
primers estan presentadas en la tabla 1. Tres experimentos independientes fueron

realizados.

Tabla 1. Secuencias de primers, Tm y tamaio del producto para el analisis de la

expresion
Tamano
Gen Secuencia del primer 5’ 3’ ™ del
producto
_ Forward: GTCCATAAAGACCTTTTCAGCCA
Ki67 Reverse: ATGTCCTCGTTTCCGATTATAGC 57°C 90pb
Forward: GCAACGTCCTCCCCTTGAAG
SFTPB  Reverse: AGTCAGTCTGGTTCTGGAAGTAG 57°C  99pb
Forward: GCCCAAGAATAGATGCTGACTG
MMP2  Reverse: TGAAAGGAGAAGAGCCTGAAGTG 57°C  160pb
_ Forward: CTGTATTCCCCTCCATCGTG
Actina Reverse: CTTCTCCATGTCGTCCCAGT 57°C  178pb
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6.10 Analisis estadistico

Para la comparacion estadistica, los datos fueron presentados como
meanztstandard error de al menos tres experimentos independientes los cuales
fueron analizados mediante el software GraphPad Prism (GraphPad Software, San
Diego, CA).
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7. Resultados

7.1 Caracterizacion de las NPs de TiO2

Las NPs de TiOz2 fueron analizadas mediante SEM y mostraron un tamafio primario
menor a 100 nm con una forma amorfa (Figura 3A). Las NPs de TiO2 que fueron
resuspendidas en medio F12k suplementado con 10% de SFB fueron analizadas
mediante TEM las cuales formaron aglomerados mayores a 100 mn (Figura 3B). El
tamano hidrodinamico de las NPs de TiO2 resuspendidas en medio F12k
suplementado con 10% de SFB que analizado mediante DLS mostré un tamario de
particula de 385+62 nm con un potencial zeta de -9.57+1.68 mV (Tabla 2).
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Figura 3. Morfologia de NPs de TiO,. A) microscopia electrénica de barrido (SEM) de NPs de TiO2
muestra una forma amorfa. B) Microscopia electrénica de transmisién (TEM) de aglomerados de
NPs de TiO2 dispersados en medio de cultivo suplementado con 10% de SFB.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de aglomerados de TiO, NPs en medio
de cultivo celular

Tamaio hidrodinamico Potencial zeta (mV)
(nm)
F12K suplementado
con 10% FBS 385+ 62 -9.57 + 1.68
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7.2 Ultraestructura de células epiteliales de pulmén expuestas a NPs de TiO:2

Las células control mostraron una envoltura nuclear regular, crestas mitocondriales
preservadas, cuerpos lamelares y cuerpos multivesiculares. Las células expuestas
a 1 yg/cm? durante 24 horas fueron observados varios aglomerados de NPs de TiO2
en el citoplasma de las células mientras que las células expuestas a 10 ug/cm? de
NPs de TiOz2 tuvieron aglomerados de mayor tamafio dentro del citoplasma (Figura
4). Células epiteliales de pulmoén expuestas a 1 yg/cm?y 10 pg/cm? durante 24 horas
y 6 dias libres de NPs mostraron pocos aglomerados dentro del citoplasma (Figura
4). En las células epiteliales de pulmon expuestas a 1 ug/cm? y 10 yg/cm? de NPs
de TiO2 durante 7 dias se observé gran cantidad de NPs de TiOz2 internadas que las
células que fueron expuestas durante 24 horas y las células que fueron expuestas
durante 24 horas y 6 dias libres de NPs (Figura 4). Ademas, se observd una
disrupcién de crestas mitocondriales en las células epiteliales de pulmén expuestas

a los diferentes tratamientos.
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Figura 4. Internalizaciéon de NPs de TiO: en células epiteliales de pulmén. Células epiteliales de
pulmoén fueron expuestas a 1 pg/cm? y 10 pg/cm? de NPs de TiO2 durante 24 horas, 24 horas y 6
dias libres de NPs y 7 dias y su ultraestructura fue analizada. ES: espacio extracelular; M:
mitocondria; N: nudcleo; CL: cuerpo lamelar; NPs: nanoparticulas; P: peroxisoma; CMV: cuerpo
multivesicular. Magnificaciéon 16 K.

7.3 NPs de TiO2 no afectan la viabilidad de células epiteliales de pulmén

La viabilidad celular fue determinada mediante la exclusién de azul tripano. Los
resultados mostraron que las células epiteliales de pulmon expuestas a 1 pg/cm? y
10 pg/cm? de NPs de TiO2 durante 24 horas no disminuyeron su viabilidad celular
(Figura 5A). Las células epiteliales de pulmdn expuestas durante 24 horas y 6 dias
libres de NPs a concentraciones de 1 pug/cm? y 10 yg/cm? de NPs de TiO2 no
mostraron un decremento en la viabilidad celular al igual que las células expuestas

durante 24 horas (Figura 5B). Sin embargo, las células epiteliales de pulmén que
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fueron expuestas durante 7 dias la viabilidad celular disminuyo6 con la concentracion

de 10 yg/cm? de NPs de TiO2 en comparacion con el control (Figura 5C).
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Figura 5. Viabilidad celular de células epiteliales de pulmén expuestas a NPs de TiO,. Células
epiteliales de pulmon fueron expuestas a NPs de TiO:z a los diferentes tiempos y recolectadas para
determinar la viabilidad mediante exclusion de azul tripano. Tres experimentos independientes
fueron realizados. Los datos estan presentados como media * error estandar, **p<0.01 vs control.

7.4 NPs de TiO:2 afecta la polimerizacion de tubulina y actina de células
epiteliales de pulmén de manera irreversible

El citoesqueleto de células epiteliales de pulmdn expuestas a NPs de TiO2 fue
analizado mediante inmunofluorescencia y los resultados mostraron que el
citoesqueleto de tubulina y actina se ve afectado de manera irreversible con las
concentraciones de 1 pyg/cm? y 10 pug/cm? de NPs de TiO2 a los tres diferentes
tiempos (Figura 5A-C). Para determinar la localizacién de las NPs de TiO2 dentro
de la célula fue utilizada la reflexidn confocal y los resultados mostraron que las NPs
de TiO2 se encuentran localizadas alrededor del nucleo (Figura 6A-C).
Especificamente las células epiteliales de pulmén que fueron expuestas a 10 pg/cm?
de NPs de TiO2 durante 24 horas tuvieron un decremento del 20.2% en la
sefnalizacion de tubulina (Figura 6D) y 25.1% en la de actina (Figura 6E). Células
epiteliales de pulmdn expuestas durante 24 horas y 6 dias libres de NPs tuvieron un
decremento del 26.6% en la presencia de tubulina (Figura 6D) y del 21.3% en la de
actina (Figura 6E). Células epiteliales de pulmoén expuestas a 1 ug/cm? y 10 yg/cm?
durante 7 dias la cantidad de tubulina disminuyd en un 22.4% y 30.7% (Figura 6D)
respectivamente. El mismo efecto fue observado con la cantidad de actina la cual

disminuyo 28.7% y 46.2% en células epiteliales de pulmon expuestas a 1 ug/cm? y
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10 pug/cm? de NPs de TiO2 (Figura 6E) respectivamente. Estos resultados sugieren
que el citoesqueleto de células epiteliales de pulmén expuestas a NPs de TiO2
durante 24 horas generan dafo al citoesqueleto de tubulina y actina sin que pueda

recuperarse si se retiran las NPs de TiOz2 del cultivo celular.
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C) Ntcleo Microtubulos Microfilamentos Reflexion
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Figura 6. Disminuciéon de tubulina y actina en células epiteliales de pulmén. A-C) El
citoesqueleto fue analizado mediante inmunofluorescencias (anti-tubulina mostrado en color verde,
anti-actina color rojo y los nucleos tefiidos con Hoechst mostrados en color azul) usando microscopia
confocal. La cuantificacion de la fluorescencia de D) tubulina y E) actina estan presentadas como
media + error estandar, ***p<0.001 vs control. Tres experimentos independientes fueron realizados.
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7.5 NPs de TiO: afecta la expresiéon de actina a los 7 dias de exposicion en
elevadas concentraciones

Debido a que observamos que el citoesqueleto de células epiteliales de pulmon fue
afectado por la exposicion a 1 pg/cm? y 10 ug/cm? de NPs de TiO2 durante 24 horas,
24 horas y 6 dias libres de NPs y 7 dias, decidimos investigar si el dafio que
causaban las NPs de TiOz2 era a nivel de proteina. Por lo que realizamos ensayos
de Western blot para observar la expresion de tubulina y actina (Figura 7A). Los
resultados mostraron que la expresion de tubulina disminuye un 77.7% cuando las
células epiteliales de pulmdn son expuestas a 10 pg/cm? de NPs de TiO2 durante 7
dias (Figura 7B). Sin embargo, no se encontraron cambios en la expresion de actina
en células epiteliales de pulmon expuestas a 1 pg/cm?y 10 ug/cm?de NPs de TiO2
durante 24 horas, 24 horas y 6 dias libres de NPs y 7 dias (Figura 7C).
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B) Expresion de tubulina
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Figura 7. Expresién de tubulina y actina de células epiteliales de pulmén expuestas a NPs de
TiO2. A) Presencia de tubulina y actina analizada mediante western blot usando GDAPH como
control de expresion en todos los tratamientos. La densitometria de B) tubulina y C) actina fue
realizada mediante ImageJ. Tres experimentos independientes fueron realizados. Los datos estan
presentados como media % error estandar, *p<0.05 vs control.
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7.6 El tamanio y la granularidad celular son afectados por las NPs de TiO2

El tamano celular (forward scatter) y la granularidad celular (side scatter) fueron
analizados para investigar si las NPs de TiO2 afectan estos parametros celulares
(Figura 8A). Células epiteliales de pulmén que fueron expuestas a 1 pg/cm?de NPs
de TiO2 durante 24 horas no presentaron cambios en el tamafo celular. Sin
embargo, cuando las células epiteliales de pulmon fueron expuestas a 10 ug/cm?de
NPs de TiOz2 el tamafio celular disminuyé en un 20.4% (Figura 8B). Las células
epiteliales de pulmén que fueron expuestas a 1 ug/cm?y 10 ug/cm?de NPs de TiO2
durante 24 horas y 6 dias libres de NPs no mostraron cambios en el tamafio celular
(Figura 7B). El tamario celular de las células que fueron expuestas a 1 ug/cm?y10
ug/cm? de NPs de TiO2 durante 7 dias fue reducido en un 7.17% y 16.97%
respectivamente (Figura 7B). La granularidad de las células epiteliales de pulmén
expuestas a 10 pug/cm? de NPs de TiO2 durante 24 horas incrementé un 90.5%
(Figura 8B). Sin embargo, la granularidad de células epiteliales de pulmén
expuestas a 1 yg/cm?de y 10 ug/cm? de NPs de TiO2 durante 24 horas y 6 dias
libres de NPs aumentd un 6.77% u 19. 73% respectivamente. La exposicion a 1
ug/cm?de y 10 ug/cm?de NPs de TiO2 durante 7 dias incremento la granularidad de
las células epiteliales de pulmén en un 14.66% y 71.63% respectivamente (Figura
8B). Las células epiteliales de pulmon que fueron expuestas a 10 uyg/cm?de NPs de
TiO2 durante 24 horas tuvieron un gran incremento en la granularidad en
comparacion con las células epiteliales de pulmén que fueron expuestas a la misma
concentracion durante 24 horas y 6 dias libres de nanoparticulas lo cual sugiere que
las NPs de TiO2 pueden estar liberandose del interior de las células epiteliales de
pulmén. Otro resultado interesante es el cambio de granularidad de las células
epiteliales de pulmén expuestas durante 24 horas y 7 dias mostrando un
comportamiento similar lo cual puede indicar que las células epiteliales de pulmén

pueden alcanzar una capacidad maxima de internalizacién de NPs de TiOo.
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Figura 8. Decremento en el tamaio celular e incremento en la granularidad de células
epiteliales de pulmén expuestas a NPs de TiO2. A) Dot plots representativos de forward scatter
(FSC-H; tamario celular) vs side scatter (SSC-H; granularidad) fueron realizados mediante citometria
de flujo. B) Cuantificacién de las poblaciones celulares de los diferentes parametros. El tamafio
celular fue dividido en tres tipos, Tamafo grande (barras negras), tamafio normal (barras grises) y
tamafio pequefio (barras blancas). La granularidad fue dividida en granularidad normal (barras
grises) e incremento de granularidad (barras negras). Se analizaron 10,000 eventos de al menos tres

experimentos independientes. Los datos estan presentados como media + error estandar,**p<0.05;
***p<0.001 vs control.
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7.7 NPs de TiO2 disminuye la migracién celular

La migracion de las células epiteliales de pulmén que fueron expuestas a NPs de
TiO2 durante 24 horas, 24 horas y 6 dias libres de NPs y 7 dias al igual que las
células control comenzo a partir de las 6 horas (Figura 9A-C). La migracion celular
fue monitoreada a diferentes tiempos 0, 3, 6, 12 y 24 horas y el area de migracion
fue cuantificada. Los resultados muestran que la migracién celular disminuyé a las
12 horas de exposicion a NPs de TiO2 a los diferentes tiempos, sin embargo,
aparentemente fue recuperada a las 24 horas (Figura 9D). Células epiteliales de
pulmén que fueron expuestas durante 24 horas a NPs de TiO2 no mostraron
cambios en la migracion celular ya que migraron de forma similar a las células
control. La migracion de las células epiteliales de pulmén que fueron expuestas a 1
pug/cm? y 10 ug/cm? de NPs de TiO2 durante 24 horas y 6 dias libres de NPs
disminuy6 en un 40.7% y 59.2% respectivamente (Figura 9D). La exposicién a 1
pg/cm? de NPs de TiO2 durante 7 dias no afecto la migracion de las células
epiteliales de pulmén. Sin embargo, la exposicién a 10 yg/cm? de NPs de TiO2
durante 7 dias disminuyd la migracion celular en un 65.5% (Figura 9D). Estos
resultados sugieren que la exposicion prolongada a NPs de TiO2 afecta la estructura
del citoesqueleto teniendo como consecuencia un decremento en la migracion
celular. Los resultados también sugieren, que una sola exposicion de 24 horas y 6
dias libres de NPs es suficiente para que el dano causado por las NPs de TiO2 sea

irreversible en las células epiteliales de pulmén.
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Oh 3h 6h 12h 24 h

Control

NPs de TiO,
1 ug/cm?

10 pg/cm?

Migracion posterior a 24 horas de
exposicion seguido de 6 dias libres de NPs

12 h 24 h

0
N’

Control

NPs de TiO,
1 pg/cm?

10 ug/cm?

133



C) Migracion posterior a 7 dias de exposicidon
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Figura 9. Decremento de la migracion celular después de la exposicion a NPs de TiO;. A-C)
Imagenes representativas del ensayo de migracion de células expuestas a NPs de TiO2. El ensayo
de migracion fue monitoreado durante 0 horas, 3 horas, 6 horas, 12 horas y 24 horas. Las imagenes
fueron tomadas usando un microscopio invertido Leica DM IL LED (4X magnificacion). D)
cuantificacion de la migracion. Tres experimentos independientes fueron realizados. Los datos estan
presentados como media * error estandar. Lineas rojas ##p<0.01 vs Ct (12 horas); ##p<0.001 vs
Ct (12 horas); **p<0.01 vs Ct (24 horas) ***p<0.001 vs Ct (24 h); Lineas azules: ##p<0.01 vs Ct (12
h), #####p<0.001 vs Ct (12 h), **p<0.01 vs Ct (24 h), ***p<0.001 vs Ct (24 h); Lineas verdes: #p<0.05
vs Ct (12 h), ***p<0.001 vs Ct (24 h).
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7.8 La expresion de Ki67 y SFTPB incrementa después de la exposicion a NPs
de TiO2

Las bandas de cada gen fueron detectadas con geles de agarosa al 1% y se observo
que la expresion de Ki67 incremento un 20% después de la exposicion a 10 pg/cm?
durante 24 horas y 25.8% después de la exposicién a 1 uyg/cm?y 10 ug/cm? durante
24 horas y 6 dias libres de NPs. La expresiéon de Ki67 no fue afectada después de
la exposicion de 7 dias (Figura 10A). Adicionalmente, la expresion de SFTPB
incrementd un 53% después de la exposicion a 1 pg/cm? de NPs de TiO2 durante
24 horas, sin embargo, la expresion no fue afectada en las células epiteliales de
pulmon expuestas durante 24 horas y 6 dias libres de NPs. Las células epiteliales
de pulmoén expuestas a 10 pug/cm? durante 7 dias incremento la expresion en un
59% (Figura 10B). Finalmente, las NPs de TiO2 no afectaron la expresion de MMP2

en ningun tratamiento (Figura 10C).

g Expresion de Ki67 Expresion de SFTPB

-% 2.0 20-

S .

5 E 2

g s S g 157

© s £

g 10 2 4

K] ] g

(7] 7]

é 05 g"m" 0.5 ‘ \ | |

— >

@ w

2 0

& 0.0 . oo > § y N y \ >

“ 00(,\7‘5\ ) * (;0&0\ " © (Pé’n\ ) © Gé&o . * (‘n(\'éu i * ano".u ) *
24 horas 24 horas y 6 dias 7 dias 24 horas 24 horas y 6 dias 7 dias

libres de NPs libres de NPs

C

Expresion de MMP2

>
& Ly o ‘.‘o‘ N K
& &
< (9

24 horas 24 horas y 6 dias 7 dias
libres de NPs

2.0

1.5

1.

N
& N
o(‘
<

Expresion relativade MMP2/Actina “=

Figura 10. Las NPs de TiO; afectan la expresiéon de Ki67 y SFTPB sin alterar la expresion de
MMP2. Células epiteliales de pulmon fueron expuestas a 1 ug/cm2y 10 uyg/cm? de NPs de TiO2
durante 24 horas, 24 horas y 6 dias libres de NPs y 7 dias y la expresién de los genes A) Ki67, B)
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SFTPB y C) MMP2 fueron analizadas. Los valores de expresion relativa se encuentran normalizados
con respecto al gen de carga que fue actina. Tres experimentos independientes fueron realizados.
Los datos estan presentados como media % error estandar. *p<0.05; **p<0.01.
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8. Discusioén
Se ha demostrado que el TiOz inducen la formacién de tumores en pulmones de
ratas por lo que la IARC lo ha clasificado en el grupo 2B como posible carcinbgeno
para humanos (Lee et al., 1985). Esto ha llevado a una investigacion en la que se
han analizado los efectos en los pulmones y es importante utilizar concentraciones
adecuadas para estudios in vitro. Las estimaciones de la retencion alveolar
utilizando modelos de dosimetria pulmonar para NPs de TiO2 en un tiempo de vida
laboral sugieren que la inhalacion de 0.1 a 1 mg/m?3 en entornos ocupacionales
podria estudiarse utilizando sistemas in vitro que oscilan entre 30 ug/mL y 400
ug/mL (Gangwal et al., 2011). Con base en lo anterior, utilizamos 7 ug/mL (1 ug/cm?)
y 70 ug/mL (10 pg/cm?) que cae en concentraciones relevantes relacionadas con la

exposicién ocupacional.

Los efectos adversos de los NP se atribuyen parcialmente a sus propiedades
fisicoquimicas, como el tamafo, la forma y la forma cristalina. El valor obtenido en
nuestro estudio para el potencial zeta (-9.57 mV) se considera como una carga
neutra y se ha reportado que las NPs con potencial zeta negativo o neutro pueden
causar dafio limitado a la membrana celular (Clogston & Patri, 2011). Esto sugiere
que la toxicidad de las NPs de TiO2 mostradas en este estudio tiene baja asociacion

con la disrupcion de las membranas celulares.

Las NPs por definicion tienen un tamafo inferior a 100 nm y las NPs dispersas en
suspensiones liquidas de 100 nm se consideran aglomerados (Schneider et al.,

2013) y el tamafio depende del medio de dispersion (Magdolenova et al., 2012).

En este estudio se utilizaron NPs de TiO2 amorfas las cuales formaron aglomerados
de 385 nm en medio de cultivo F12k y los efectos encontrados en este estudio
pueden atribuirse al tamafo de los aglomerados. Los aglomerados mas pequefios
pueden ser internalizados por la via de endocitosis mediada por el receptor de
clatrina (Magdolenova et al., 2012) o endocitosis, mientras que los aglomerados
mas grandes pueden ser internalizados mediante macropinocitosis (Murugan et al.,
2015).
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La internalizacion de las NPs de TiO2 fue observada mediante TEM mostrando la
captacion de las NPs de TiO2 de una manera concentracion dependiente en el
citoplasma de las células expuestas durante 24 horas y 7 dias. Ademas, en el
analisis mediante el TEM no se observaron evidencias de alteraciones en los
cuerpos lamelares con las NPs de TiO2 al menos en los tiempos aqui utilizados. Sin
embargo, se ha demostrado que otro tipo de NPs tales como las nanoparticulas de
oxido de hierro superparamagnético recubiertas de silicio (SiO2-SPIONs) tienen la
capacidad de generar dafno en los cuerpos lamelares de las células epiteliales de
pulmon (Kononenko et al., 2017). Por otro lado, se observaron alteraciones en las
crestas mitocondriales en las células epiteliales de pulmdén expuestas a NPs de
TiO2. Se ha demostrado en otros estudios que las NPs de TiO2 generan alteraciones
morfolégicas en las mitocondrias tales como la disrupcion de las membranas
mitocondriales externas e internas dafo que afecta a las proteinas relacionadas con

la cadena respiratoria (Yu et al., 2015)

Por otro lado, el incremento de la granularidad que mostraron las células epiteliales
de pulmén después de 24 horas de exposicion podria ser atribuido a la
internalizaciéon de las NPs de TiO2 pero también a la alteracion del contenido de
organelos (Ghasempour et al.,, 2015; Ali et al., 2018). El decremento de la
granularidad después de 6 dias post exposicion sin NPs de TiO2 sugiere la
exocitosis de dichas NPs proceso que se ha reportado en células A549 expuestas
a NPs poliméricas en las cuales ocurre la exocitosis de dichas NPs (Adinolfi et al.,
2018). De hecho, las células A549 tienen activo el proceso de exocitosis debido a
la liberacion de la proteina surfactante la cual es la encargada de dar tension a los

pulmones para evitar el colapso. (Khan et al., 2018).

En este estudio se demostré que las NPs de TiO2 tienen la capacidad de disminuir
la cantidad de tubulina y actina de manera irreversible después de 6 dias libres de
NPs de TiO2. Por lo que sospechamos que las células desarrollan una respuesta
adaptativa contra la desorganizacion del citoesqueleto debido a que la presencia de
las proteinas no sigui6 disminuyendo después de 7 dias continuos de exposicion.

La disminucion de la fluorescencia de tubulina y la actina sin alteraciones en la

expresion de las proteinas puede deberse probablemente al proceso de
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despolimerizacion inducido por NPs de TiOz2, con la excepcion de tubulina en la
concentracion mas alta después de 7 dias de exposicion. De acuerdo con los
resultados obtenidos, las NPs de TiOz se internalizan en las células epiteliales del
pulmon despolimerizando la red del citoesqueleto, lo que podria tener un impacto
en la integridad de la funcion de los alvéolos, por ejemplo, en las proteinas
tensioactivas como el surfactante, es necesaria la red del citoesqueleto debido a
que esta proteina es liberada mediante vesiculas, ademas, de que también es
importante para la respuesta inmune (Madsen et al., 2000; Kingma & Whitsett,
2006). Ademas, es importante mencionar que en los estudios en donde se describen
las alteraciones del citoesqueleto en diferentes tipos celulares, la recuperacion del
citoesqueleto no se ha abordado anteriormente. En este estudio se ha demostrado
que las alteraciones del citoesqueleto son irreversibles al menos en las células
epiteliales de pulmén, sin embargo, no pudimos extrapolar este hallazgo a otros

tipos celulares.

Algunos otros tipos de NPs han mostrado efectos adversos en el citoesqueleto, por
ejemplo, las NPs de SiO2 afectan principalmente en la red de tubulina de las células
epiteliales de pulmén (Gonzalez et al., 2015), mientras que las NPs de oro y plata
reducen la migracién celular en fibroblastos (Vieira et al., 2017). Por otro lado, se
observd que las NPs de TiO2 estaban presentes en el citoplasma de las células
epiteliales de pulmdn aun después de 6 dias libres de NPs lo que sugiere que las
NPs de TiO2 son retenidas durante la division celular y esta acumulacion podria

estar asociada con el dano irreversible del citoesqueleto.

Cuando las células epiteliales de pulmén fueron expuestas durante 7 dias las NPs
de TiO2 se observd una disminucion de actina y un decremento en la migracion
celular a concentraciones elevadas. Este mismo efecto se observo con la exposicion
a concentraciones bajas disminuyendo la cantidad de actina en igual proporcion que
en concentraciones elevadas, pero disminuyendo en menor proporcién la migracion
celular. Esto sugiere que una exposicion a bajas concentraciones de TiO2 NP podria
tener un mayor impacto en el citoesqueleto y un bajo impacto en la migracion
celular, pero una alta exposicion a NPs de TiO2 afecta tanto al citoesqueleto como

a la migracion celular.
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La despolimerizacion del citoesqueleto inducida por diferentes tipos de NPs puede
tener una aplicacion antineoplasica por lo que algunas drogas aprobadas por la FDA
ejercen citotoxicidad en células cancerosas al estabilizar o desestabilizar los
microtubulos (Steinmetz & Prota., 2018) mientras que novedosas terapias
enfocadas en combatir el cancer de mama proponen la despolimerizacion de la
tubulina, ademas de inhibir la migracién celular, sin embargo estas terapias van
acompafadas de un alta citotoxicidad (van Vuuren et al., 2019). En esta tercera
parte del estudio se encontré que la tubulina y la actina son afectadas por las NPs
de TiO2 sin comprometer la viabilidad celular. Esto puede explicar que, durante la
exposicion inhalatoria, la funciéon pulmonar y la reparacion de tejidos podrian verse

afectadas y tener consecuencias severas.

Adicionalmente, se analizé la expresion de genes involucrados en la funcion epitelial
de los pulmones incluyendo Ki67 que indica el estado de proliferacion de las células
y el incremento en esta expresion es un indicativo de un aumento en la actividad
mitética. Por otro lado, se analizé la transcripcion del gen SFTPB que es un
componente del surfactante pulmonar que mantienen la tension superficial de los
pulmones en la interfaz aire-liquido y la disminucion de la transcripcion de este gen
esta relacionada con el deterioro pulmonar. Por otro lado, se analizé el MMP2 el
cual esta a cargo de la homeostasis de la matriz extracelular y la transduccion de

sefales y la desregulacién de este gen compromete la integridad del tejido.

Los resultados obtenidos muestran un incremento en la expresion de mRNA de Ki67
cuando las células son expuestas a elevadas concentraciones de NPs de TiO2
durante 24 horas y también en las células expuestas a las dos concentraciones
utilizadas durante 24 horas y 6 dias libres de NPs, El aumento en la proliferacion
celular concuerda con algunos estudios en donde este es el principal efecto causado
por NPs de 6xido de cobre en tejido pulmonar (Costa et al., 2018). La exposicién
cronica a NPs de TiO2 en células epiteliales de pulmén activan la via de P53 que
hace lenta la progresion del ciclo celular reduciendo la proliferacién celular (Armand
etal., 2016). Con base en los resultados se sugiere que la exposicion a NPs de TiO2
podria estar involucrada en alteraciones de la proliferacion celular. La expresion de

aumentd a las bajas concentraciones en tiempos de exposicion prolongados. Los
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resultados tienen una interpretacion limitada, pero coinciden con la sobreexpresion
en la proteina surfactante de lavados bronqueoalveolares y suero reportado en ratas
expuestas a NPs de TiO2 (Okada et al., 2019). La expresién del mRNA MMP2 no
fue afectada por la exposicion a NPs de TiO2 esto puede deberse a que la

exposicion tiene mayor impacto en el citoplasma que en la matriz extracelular.
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9. Conclusiones

Las NPs de TiO2 con un tamano primario de 25 nm tienen la capacidad de
formar aglomerados de 385 nm en medio de cultivo celular suplementado
con 10% de SFB, tamafio que puede ser internalizado por las células
epiteliales de pulmon.

Las células epiteliales de pulmoén tienen la capacidad de internalizar a las
NPs de TiOz2 las cuales se depositaron en el citoplasma de las células de
manera concentracion dependiente. Ademas, causaron alteraciones
morfolégicas en las crestas mitocondriales con los diferentes tratamientos
utilizados.

Las NPs de TiO2 disminuyeron la viabilidad celular con la concentracién mas
elevada a los 7 dias de exposicion, sin embargo, la viabilidad de células
expuestas durante 24 horas al igual que las células expuestas durante 24
horas y 6 dias libres de NPs de TiOx.

Las NPs de TiO2 causan mayor disminucion en la polimerizacion de actina
seguida por la tubulina. La exposicion continua a NPs de TiO2 no induce una
despolimerizacion acumulativa en las proteinas del citoesqueleto estudiadas
lo cual puede estar atribuido a una respuesta adaptativa.

La cantidad de tubulina disminuyo en células epiteliales de pulmon expuestas
durante 7 dias a 10 uyg/cm? de NPs de TiOz, sin embargo, no se observaron
cambios en la presencia de actina analizadas por Western Blot.

La morfologia de las células epiteliales de pulmén fue alterada por la
exposicion a las NPs de TiO2 causando una disminucion en el tamafio celular
y un aumento en la granularidad a los diferentes tiempos de exposicién.

La migracién de las células epiteliales de pulmén disminuyo de manera
significativa después de 24 horas de exposicion lo que significa que las
alteraciones en la migracion celular podrian ser una respuesta tardia de una
exposicion a NPs de TiOo.

La expresion de los genes Ki67 y SFTPB incremento a partir de las 24
horas de exposicion a NPs de TiOz2. Sin embargo, la exposiciéon a dichas
NPs no afecto la expresion de MMP2.
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SUMMARY

Cytoskeleton remodeling is necessary for capacitation and the acrosome reaction in
spermatozoa. F-actin is located in the acrosome and equatorial region during capacitation,
but is relocated in the post-acrosomal region during the acrosome reaction in spermatozoa
from bull, rat, mice, and guinea pig. Actin polymerization and relocalization are generally
regulated by small GTPases that activate Wasp protein, which coordinates with Arp2/3,
profilin |, and profilin Il to complete cytoskeletal remodeling. This sequence of events is not
completely described in spermatozoa, though. Therefore, the aim of this study was to
determine if Wasp interacts with small GTPases (RhoA, RhoB, and Cdc42) and proteins
(Arp2/3, profilin I, and profilin Il) that co-localize with F-actin during capacitation and the
acrosome reaction in English guinea pig spermatozoa obtained from the vas deferens. The
spermatozoa were capacitated in cakium-free medium, incubated with an activator or an
inhibitor of GTPases, and then induced to acrosome react using calcium. The distribution
pattemns of F-actin were compared to the patterns of Wasp and its putative interaction
partners: Wasp and RhoB, but not RhoA or Cdc42, localization overlap with F-actin during
capacitation and the acrosome reaction. Activation of small GTPases localized RhoB to the
post-acrosomal region whereas their inhibition prevented acrosome exocytosis. Arp2/3 and
profilin Il appear to interact with Wasp in the post-acrosomal region and flagellum, while
profilin | and Wasp could be found in the equatorial region. Thus, Wasp and F-actin
distribution overlap during capacitation and acrosome reaction, and small GTPases play
an important role in cytoskeleton remodeling during these processes in spermatozoa.

Mol. Reprod. Dev. 2016. © 2016 Wiley Periodicals, Inc.

Received 25 January 2016; Accepted 7 May 2016

MRBD

*Comesponding author:
Unidad de Biomedicina
Facultad de Estudios Superiores tacala
Universidad Nacional Autsnoma de
México
Av. de Los Bamios 1
Los Reyes [ztacala, Tlalnepanta 54090
Estado de México, México.
E-mail irasemachinno@gmail.com
"Posthumous authorship.

Grant sponsor: National Coundl of
Sdence and T 3
Grant number. CONACyT 166727
Published online in Wiley Online Library
(wileyonlindibrary.com).
DOI 10.1002/mrd.22657

Abbreviations: C3EXO,C3 yme; F-actin, fik

actin; LPA, lysophos phatidic acid 1-acyl-glycerol 3-phosphate; Wasp, Wiskott Aldrich syndrome protein

152



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

Activation and Inhibition of Small GTPases
Spermatozoa from vas deferens were collected and
washed insaline solution, then 1 x 10 cells were incubated
for 45 min at 37°C in 1 mL of calcium-free Tyrode medium
(116.7 mM NaCl, 2.8mM KCI, 0.36 mM NaH.PO, e H;O,
0.49 mM MgCl; e 6H,0, 11.9 mM NaHCO,, 0.25 mM pyru-
vate, 20mM lactic acid and 5.56 mM glucose, pH 7.6)
(Rogers and Yanagimachi, 1975). 400U of streptolysin-
O were immediately added to the medium (Hernandez-
Gonzalez et al., 2000), and incubated at 37°C for 15min.
Then, LPA (Sigma—Aldrich) or toxin C3 EXO (Calbiochem,
San Diego, CA) were added for a final concentration of
50 uM each, followed by incubation at 37°C for 30 min. The
acrosome reaction was immediately elicited by adding a
calcium solution for a final concentration of 2 mM. The total
time of processing samples from the start of capacitation to
the acrosome reaction was 90 min. All spermatozoa sam-
ples were fixed, stained for F-actin or Wasp, RhoA, RhoB,
or Cdc42, and quantified by distribution pattern as above.

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

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

Statistical Analysis

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

Mol. Reprod. Dev. (2016)
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compared by two-way analysis of variance (ANOVA) fol-
lowed by Bonferroni post-test. Differences at *P < 0.05
were considered significant.
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6286 leading to a highly dedifferentiated and fibrotic

tumor formation in a xenograft model

Estefany |. Medina-Reyes, &+ Norma L. Delgado-Buenrostro, ©°

Alejandro Déciga-Alcaraz, 1° Verénica Freyre-Fonseca, (D2 José O. Flores-Flores,”
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The syrthesis of novel nanofibers has increased due to their broad spectrum of applications which have
raised also the concemn of toxicity mediated by inhalation. Titanium dioxide (TiO,). classified as a possible
cacinogen to humans by the International Agency for Research on Cancer regardess of size and shape, is
being manufactured as nanofibers for waste water cleaning extraction of enhanced miRNAs, glucose quan-
tification and other devices. Toxicological studies of TiO; nanofibers have shown their capability to induce
sustained inflammation, frustrated phagocytosis, and lysosomal disruption, but the capability to acquire or
erhance aggressive characteristics, including angiogenesis, fibrosis or epithelial mesenchymal transition
(EMT) has not been investigated. In this study. we synthetized TiO» nanofibers (anatase phase: 615 + 4.9 nm
width and 31 * 0.2 um length) to expose morolayers of lung epithelial cells (1 and 10 pg cm™) for7 days,
and angiogenesis, fibrosis, EMT markers, genomic instability and cisplatin sensitivity were measured. Then
those cells were harvested and injected subcutaneously in a xenograt mouse model for tumor develop-
ment. After 11 weeks, the same markers were measured in the tumors. The monolayers exposed to TiO>
nanofibers induced angiogenic, fibrotic and EMT markers, genomic instability and loss of cisplatin sensitivity.
The tumors developed from exposed cells to TiO; nanofibers were also positive for the same markers, and
moreover, dedifferentiation the remarkable presence of engthrocytes and loss of cisplatin sensitivity were
higher, which suggests that TiO, nanofibers enhance the aggressive tumor phenotype in lung epithelial cells.

Environmental significance
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ulwuhpbwmbmh-lmﬂ'd.heodgh&yddiumdthonlhe ion that lung ad: i cells exposed to
TiO; nanofibers enh d tumor includi i kers and g ic instability, and these cells can even acquire a more aggressive
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phenotype when grown in a xenograft nude mouse model.
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Abstract

Food-grade titanium dioxide labeled as E171 has been approved for human consump-
tion by the Food and Drug Administration (USA) and by the European Union for five
decades. However, titanium dioxide has been classified as a possible carcinogen for
humans by the International Agency of Research in Cancer raising concerns of its oral
intake and the translocation to bloodstream, which could disturb barriers such as the
blood-testis barrier. There is evidence that titanium dioxide by intragastric/
intraperitoneal/intravenous administration induced alterations on testosterone levels,
testicular function and architecture, but studies of the E171 effects on the testicle
structure and blood-testis barrier are limited. E171 is contained not only in foods in
liquid matrix but also in solid ones, which can exert different biological effects. We
aimed to compare the effects of E171 consumption in a solid matrix (0.1%, 0.5%
and 1% in pellets) and liquid suspension (5 mg/kg body weight) on testis structure,
inflammation infiltrate and blood-testis barrier disruption of male BALB/c mice.
Results showed that none of the administration routes had influence on body weight
but an increase in germ cell sloughing and the infiltrate of inflammatory cells in sem-
iniferous tubules, together with disruption of the blood-testis barrier were similar in
testis of both groups even if the dose received in mice in liquid matrix was 136 or
260 times lower than the dose reached by oral intake in solid E171 pellets in 0.5%
E171 and 1% E171, respectively. This study highlights the attention on matrix food
containing E171 and possible adverse effects on testis when E171 is consumed in a
liquid matrix.

KEYWORDS

blood-testis barrier, cell sloughing E171, epithelium detachment, seminiferous tubules, titanium
dioxide food grade
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The daily dose reached by the consumption of re-baked pellets con-
taining 0.1% E171, 0.5% E171 and 1% E171 was 102, 482 and
1379 mg/kg bw, respectively, while the dose administered daily by
intragastric gavage was 5 mg/kg bw. The E171 administration in the
re-baked pellets (solid matrix) and by intragastric gavage (liquid matrix)
had no influence on the body weight of mice during the study. Inter-
estingly, regardless of the dose reached, both types of E171 adminis-
tration, the oral consumption at doses of 682 and 1379 mg/kg bw or
the intragastric administration of 5 mg/kg bw, induced germ cell
sloughing and increased MHC-II expression, which demonstrated
inflammatory cell infiltration in the testis. The decrease of N-cadherin
and collagen type | was also found in both types of administration
indicating disruption of the blood-testis barrier (effects summarized in
Table 4). This means that similar effects in the testis that were reached
in spite of the solid matrix were 136 times higher than the liquid
matrix.

This study highlights the importance of the matrix of E171 con-
sumption, and liquid foods might have greater biological effects than
expected. Finally, as children have a higher E171 consumption, this
could lead to longer E171 exposure, which could affect spermatozoa
function or fertility during adulthood.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The increasing of possible ad effects on human health derived from occupational engineered na-
Engineered nanomaterials ials (ENMs) exp is an issue addressed by entities related to provide guidelines and/or protocols for
Regulatory agencies ENMs Iation. Here we analysed 17 entities from America, Europe and Asia, and some of these entities

Nanotoxicology

provide hmns of exposure extrapolated from the non-nanosized counterparts of ENMs. The international
Occupational exposure limits

landscape shows that recommendations are mostly made for metal oxide based ENMs and tonnage is one of the
main criteria for ENMs registration, however, sub-nanometric ENMs are emerging and perhaps a novel category
of ENMs will appear soon. We identify that besides the lack of epidemiological evidence of ENMs toxicity in
humans and difficulties in analysing the toxicological data derived from expenmcmal modcls. the lack of in-
formation on airbome concentrations of ENMs in occupational settings is an imp li to imp the
experimental designs. The development of regulations related to ENMs exposure would lead to provide safer
work places for ENMs production without delaying the nanotechnology progress but will also help to protect the
environment by taking opportune and correct measures for nanowaste, considering that this could be a great

environmental problem in the coming future.

1. Introduction

z, 1

Nanomaterials are natural, inci or factured particles
with at least one dimension sized in nanometric scale between 1 and
100 nm in an unbound state or as an aggregate/agglomerate and where,
50 % or more of the particles are in the nanometric distribution, ac-
cording to the definition adopted by the European Commission (2017)
(EU; https://ec.europa.eu/environment/chemicals/nanotech/faq/
definition_enhtm; a number of definitions are already collected by
Garduno-Balderas et al., 2015). ENMs applications have exceeded ex-
pectations of technology innovation in a broad spectrum of fields in-
cluding biomedicine, food industry, agriculture, wearable electronics,
waste water treatment, fuel industry, longer lasting batteries and
electronic components in satellites and aircraft (Mirri et al, 2016;
Medina-Reyes et al., 2017; Bishoge et al, 2018; Jayathilaka et al.,
2019). However, the main concem of ENMs exposure is the potential
hazard for workers in occupational settings and through foods, personal
care products and medicines containing ENMs for consumers, however

even if the safety is still uncertain, the research of novel applications of
ENMs is increasing. Furthermore, prediction of ENMs toxicity is still
unreachable since risk assessment used for other chemicals is not ap-
plicable to ENMs but still efforts for prediction of toxicity are being
developed (Choi et al., 2018; Jha et al., 2018; Loret et al., 2018).
According to PubMed database, over 25,000 papers published are
linked to ENMs applications while less than 3 % are related to ENMs
occupational safety (Fig. 1). However, it has been well described that
nanoparticles induce toxicity at subcellular, cellular, tissue and organ
level in diverse experimental models. For instance, after exposure to
nanoparticles by inhalation these are d d in the deep lung (Okada
et al, 2019; Lee et al., 2019) while microparticles are retained in the
bronchial area (El-Sherbiny et al, 2015). In order to dear the airways,
the nanoparticles are carried to the blood-stream and consequently are
deposited in other organs such as liver, spleen and has been described
to reach the brain, testis and embryo since nanoparticles are able to
cross the blood-brain barrier, the blood-testis barrier and placenta
(Larson et al., 2014; Wang et al., 2018). Additionally, at cellular level
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Benefits of regulating ENMs limits of exposure in
occupational settings

Fig. 4. Benefits of regulating exposure to ENMs. Regulations conceming to
ENMs exposure in occupational settings would reduce the health risk of per-
sonnel exposed to ENMs providing at the same time, safer workplaces. In ad-
dition, it would help for selecting safer ENMs for production and for making
nanowaste estimation. Later, it could contribute to decrease the health expenses
for ies and g

TSCA according to the EPA. Some important criteria to register novel
ENMs include tonnage, physicochemical properties, production vo-
lume, exposure information, and available health and safety data. In
addition, based on the information delivered by 17 entities analysed
here, we identified that there are some entities that do not establish
limits of exposure of ENMs but consider the bulk material as a reference
for recommendations. For instance, limits of exposure recommended
for titanium dioxide, are based on limits established for microsized or
fine particles according to ACGIH (USA), NEDO (Japan), NIOSH (USA)
and the SE (Mexico). These limits might be applicable to nanosized
titanium dioxide manufactured nowadays. In general terms, the metal
oxide ENMs and carbon based ENMs are the most advanced in temms of
limits of exposure.

We identified possible key points for regulation that include, 1) to
uniform the criteria for registration. In this regard, perhaps an ex-
haustive physicochemical characterization plus tonnage might be con-
sidered together. 2) Priority for the potential ENMs to be produced at
industrial scale, for instance, all types of carbon based ENMs, any type
of ENMs shaped as fibers. 3) To encourage occupational settings to
measure airbome ENMs in the occupational settings and make public
this information. This information will also be necessary for toxicolo-
gists in order to improve experimental designs. 4) To speculate about
safety of future ENMs for instance, sub-nanometric ENMs, which are
already under development, at least gold and graphene (Alves et al.,
2011; Sakaguchi et al, 2014). In addition, the benefits of regulating
ENMs in occupational settings could impact three important sectors
induding industrial economy, occupational health and environmental
safety (Fig. 4).
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Air Liquid Interface (ALI) system has emerged as a useful tool for toxicity evaluation of ials related to

Air liquid Interface system inhalation since the system mimics the aerosol exp: ‘We compared the biological resp of lung epithelial

TiOz nanofibers cells exposed to titanium dioxide (TiO,) nanofibers and nanoparticles in ALI and submerged cell cultures sys-

DNA damage tems. Cells were exposed to 2 and 10 yg/cm? for 24 h, 48 h and 72 h and LDH release, TiO, internalization, DNA-

;:?s’ m” double strand breaks (DSBs) and ROS production were assessed. LDH release was similar in both systems and

Cytotoxicity particles had higher cytoplasmic uptake in submerged systems. Both TiO: types were located in the cytoplasm
but nanofibers had nuclear uptake regardless to the system tested. Cells exposed to TiO, nanofibers had higher
DSBs in the ALI system than in submerged cell cultures but cells exposed to TiO, nanoparticles had similar DSBs
in both systems. ROS production was higher in cells exposed to TiO, nanofibers compared to cells exposed to
TlO, nanopamcles In conclusion, cytotoxicity of lung epithelial cells was similar in ALI or submerged cell

b cells exposed to TiO, nanofibers displayed higher toxicity than cells exposed to TiO, nano-

panicls.

1. Introduction ALl is that nanoparticles interact with cell culture medium components

and agglomerate in submerged cell cultures while in ALI, nanoparticles

Inhalation and respiratory toxicology of particles has been dealing
with the fact that lung epithelium is operating at air-liquid interface
and exposure to particles occur as via aerosols interacting via lung
surfactant. However, these conditions are not entirely realistic in tra-
ditional submerged cell cultures, in which particles are immersed in a
relatively large volume of liquid cell culture medium while in the air
liquid interface (ALI) system the nanoparticles exposure occurs through
an aerosol resulting in a more realistic physiology. In ALI system, cells
are in contact with a gas phase on the apical side and with an aqueous
phase in the basolateral side simulating the lung physiological condi-
tions. One of the main differences between submerged cell cultures and

are delivered as an aerosol with low degree of agglomeration (Lacroix
et al., 2018) and this is important because agglomerate state impacts
biological effects, for instance agglomerates with higher size are in-
ternalized by macropinocytosis and cause less toxicity than smaller
agglomerates, which in addition are internalized by other cell uptake
mechanisms such as clathrin or caveolin-mediated internalization and
pinocytosis clathrin-mediated (Wojcieszek et al., 2019; Xia et al., 2019;
Gutierrez et al., 2015; Huerta-Garcia et al., 2015; Thumn et al., 2011).
The particle shape also impacts on biological responses, for instance,
amorphous or spherical particles display lower toxicity compared with
their fibrous counterparts with same chemical composition (Abdelgied
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4. Discussion

Submerged cell cultures have been used extensively for in vitro
toxicology. Recently, ALl model has emerged as a closer physiological
system that mimics exposure in gaseous and liquid phases. We found
that exposure to TiO, nanofibers and nanoparticles displays similar
toxicity both the ALI and submerged cell cultures, at least for the
parameters assessed in this study using lung epithelial AS49 cells.
Additionally, we detected for the first time that TiO, nanofibers were
located into the nucleus in cells exposed by ALl or submerged cell
cultures.

Data obtained by using an ALI exposure system might represent a
more realistic evidence of effects of TiO, particles exposure, however,
comparison of toxicity induced by TiO, nanofibers and nanoparticles
exposed in ALI and submerged cell cultures was not utterly different.
The most important difference between the systems was the particle
deposition. We found that less particle deposits were located into the
cytoplasm of cells exposed through ALI compared with submerged cell
cultures regardless of the type of TiO,. However, higher particle uptake
in submerged cell cultures was not related to higher cytotoxicity or
DNA damage. Indeed, no cytotoxicity was detected in cells exposed to
TiO, nanoparticles in both ALI and submerged cell cultures in spite of
the high particle accumulation in cells exposed through submerged cell
cultures.

Toxic effects induced by nano-sized particles are associated with
their physicochemical characteristics such as hydrodynamic size, zeta
potential, protein corona and surface charge among others, and those
characteristics are strongly related to the interaction between the par-
ticle and dispersion media (Frohlich, 2012; Bhattacharjee et al., 2013).
In this study we evaluated the hydrodynamic size and zeta potential of
TiO, nanofibers and TiO, nanoparticles dispersed in cell culture
medium and ultrapure water. For both shapes of particles, the hydro-
dynamic size was higher in cell culture medium compared with ultra-
pure water, which could be attributed to the interaction between the
particles and proteins contained in the medium (Ritz et al., 2015). We
suggest that this protein interaction, which occurs in submerged cell
cultures only helped for particle uptake and could even decrease their
toxicity.

In terms of biological response, TiO, nanofibers display higher
toxicity than nanoparticles regardless to exposure method. If ALI re-
presents a more physiological model, it would be possible two sce-
narios: 1) that submerged cell cultures overestimate the cytotoxicity for
TiO; particles and perhaps for other shapes of nano-sized particles and
this overestimation could be related to a higher particle deposition; and
2) that particle interaction with proteins and cell culture medium
components dismiss the cytotoxicity for TiO, particles. Regarding to
this, we found that a higher rate of TiO nanofibers uptake in sub-
merged cell cultures did not correlate with higher cytotoxicity, indeed
lower nanofiber deposits were detected in cells exposed by ALI and
higher LDH release and DNA damage were found. Differences in toxi-
city of cells exposed to nano-sized particles using ALI and submerged
cell cultures have been reported by others. For instance, lung adeno-
carcinoma cells exposed to silica nanoparticles showed higher cyto-
toxicity (LDH and IL-8 release were 2-fold and 3.9-fold higher) in
submerged cell cultures even if cells were treated with a lower con-
centration of silica nanoparticles compared to ALI (Panas et al., 2014).
Oppositely, lung adenocarcinoma cells exposed to zinc nanoparticles in
ALI showed higher inflammatory markers (IL-8 release and IL-6) than
submerged cell cultures (Lenz et al., 2013).

On another hand, we demonstrated by orthogonal images that cells
exposed to TiO, nanofibers in ALI or submerged cell cultures showed
particles into the nucleus while cells exposed to TiO, nanoparticles
showed nearby and perinuclear particles. This is the first time that TiO,
nanofibers are shown into the nucleus. The fibers used in this study had
3 um length at maximum as dry material and we suggest that shorter
nanofibers or nano-sized particles that are not uptake by vesicles it

Toxicology in Vitro 65 (2020) 104798

might be possible to reach the nucleus. By contrast, TiO, nanoparticles
internalized by endocytosis, pinocytosis and clathrin-mediated among
others might avoid nuclear entry. Further analysis to explore nuclear
location of other type of fibers, mechanism of nuclear entrance and
nuclear disturbances need to be performed. However, the higher DNA
damage found in cells exposed to TiO, nanofibers could be attributed to
the nuclear location in spite of low cell uptake by ALI exposure.

On the other hand, the results from this study might be restricted to
lung epithelial transformed cells and a different outcome could be
found in other cell linages, for instance primary human bronchial epi-
thelial cells because this cell line drives to a mucociliary phenotype,
which is even a more realistic in vitro system representative of the in
vivo airways.

5. Conclusions

Cytotoxicity of TiO, nanofibers and nanoparticles was similar in
lung epithelial cells exposed in ALI and submerged cell cultures. The
TiO; nanofibers and nanoparticles had predc cytoplasmic loca-
tion and the uptake was higher in submerged cell cultures than in ALI
system. Only TiO, nanofibers were located into the nucleus regardless
to the system of exposure. We expected higher cytotoxicity in cells with
larger uptake, however, TiO, nanofibers had low uptake and high
toxicity in ALI system, while larger TiO, nanofibers internalization in
submerged cell cultures had lower cytotoxicity. As we hypothesized,
TiO, nanofibers showed higher cytotoxicity than TiO, nanoparticles
regardless to the ALl or submerged cells cultures. Finally, ALI or sub-
merged cells cultures seem suitable for TiO, nanofibers or TiO; nano-
particles cytotoxicity testing.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Exposure to TiO, NPs induces several cellular alterations after NPs uptake including disruption of cytoskeleton
Cytaskeleton that is crucial for lung physiology but is not considered as a footprint of cell damage. We aimed to investigate
T‘"{“"“ cytoskeleton disturbances and the impact on cell migration induced by an acute TiO, NPs exposure (24 h) and
1“_‘“"‘ Fr n the recovery capability after 6 days of NPs-free t which allowed i igating if cytoskel

"m“fm e Demoperticies was reversible. Exposure to TiO, NPs (10 pg/cm ?) for 24 h induced a decrease 20.2% md 25.1% in tubulin and
Cell migration

actin polymerization. Exposure to TiO, NPs (10 pg/cm?) for 24 h followed by 6 days of NPs-free had a decrease
0f 26.6% and 21.3% in tubulin and actin polymerization, respectively. The sustained exposure for 7 days to 1 pg/
cm” and 10 pg/cm” induced a decrease of 22.4% and 30.7% of tubulin polymerization respectively, and 28.7%
and 46.2% in actin poly izaton. In addition, 24 h followed 6 days of NPs-free exposure of TiO, NPs (1 pg/cm®
and 10 pg/cm?) decreased cell migration 40.7% and 59.2%, respectively. Cells exposed (10 pg/cm?) for 7 days
had a decrease of 65.5% in cell migration. Ki67, protein surfactant B (SFTPB) and matrix metalloprotease 2
(MMP2) were analyzed as genes related to lung epithelial function. The results showed a 20% of Ki67 upre-
gulation in cells exposed for 24 h to 10 pg/cm” TiO, NPs while a downregulation of 20% and 25.8% in cells
exposed to 1 pg/cm?and 10 pg/cm? for 24 h followed by 6 days of NPs-free exposure. Exposure to 1 pg/cm® and
10 pg/em? for 24 hand 7 d-ays upregulates SFTPB expression in 53% and 59% respectively, MMP2 expression
remain unch d. In p of TiO, NPs affected cytoskel of lung epithelial cells irreversibly
but this damage was not cumulative.

1. Introduction on human health, specifically those related to occupational exposure.
Titanium dioxide nanoparticles (TiO, NPs) are one of the most en-

The worldwide production of engineered nanomaterials (particle gineered nanomaterials synthetized [1] due to its wide spectrum of
size < 100 nm) has highlighted the attention of possible adverse effects applications, which includes cosmetics, foods, pharmaceuticals, water

* Corresponding author. Laboratorio de Carcinogénesis y Toxicologia, Unidad de Biomedicina, Facultad de Estudios Superiores I la, Universidad Nacional
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Abstract: Some studies have shown that silicon dioxide nanoparticles (SiO,-NPs) can reach different
regions of the brain and cause toxicity; however, the consequences of SiO,-NPs exposure on the diverse
brain cell lineages is limited. We aimed to investigate the neurotoxic effects of SiO,-NP (0-100 ug/mL)
on rat astrocyte-rich cultures or neuron-rich cultures using scanning electron microscopy, Attenuated
Total Reflection-Fourier Transform Infrared spectroscopy (ATR-FTIR), FTIR microspectroscopy
mapping (IQ mapping), and cell viability tests. SiO,-NPs were amorphous particles and aggregated
in saline and culture media. Both astrocytes and neurons treated with SiO,-NPs showed alterations
in cell morphology and changes in the IR spectral regions corresponding to nucleic acids, proteins,
and lipids. The analysis by the second derivative revealed a significant decrease in the signal of the
amide I (a-helix, parallel B-strand, and random coil) at the concentration of 10 ug/mL in astrocytes
but not in neurons. IQ mapping confirmed changes in nucleic acids, proteins, and lipids in astrocytes;
cell death was higher in astrocytes than in neurons (10-100 ug/mL). We conclude that astrocytes were
more vulnerable than neurons to SiO,-NPs toxicity. Therefore, the evaluation of human exposure to
Si0,-NPs and possible neurotoxic effects must be followed up.

Keywords: cerebellar granule neurons; nanoparticle exposure; neurotoxic effects; secondary
astrocytes; silicon dioxide

1. Introduction

Silicon dioxide (Si0;), labeled as E551 in Europe, has been authorized as a food additive for more
than two decades. However, as nanotechnology develops, the use of SiO; in nanometric size has
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The Organisation for Economic Co-operation and Development has listed thirteen engineered nanomaterials
Protein adsorption (ENM) in order to investigate their toxicity on human health. Silicon dioxide (SiO;) and titanium dioxide (TiO;)
Nanomaterials are included on that list and we added indium tin oxide (ITO) nanoparticles (NPs) to our study, which is not
Todely listed on OECD suggested ENM to be investigated, however ITO NPs has a high potential of industrial pro-
Incium tinjox e duction. We evaluate the physicochemical properties of $i0; NPs (10—20 nm), TiO, nanofibers (NFs; 3 pm

Fiwcochumical e length) and ITO NPs (< 50 nm) and the impact of protein<corona formation on cell intemnalization. Then, we

evaluated the toxicity of uncoated ENM on human lung epithelial cells exposed to 10 and 50 pug/cm? for 24 h.
TiO, NFs showed the highest capability to adsorb proteins onto the particle surface followed by SiO, NPs and
ITO NPs after acellular incubation with fetal bovine serum. The protein adsorption had no impact on Alizarin
Red S conjugation, intrinsic properties for reactive oxygen (ROS) formation or cell uptake for all types of ENM.
Moreover, TiO, NFs induced highest cell alterations in human lung epithelial cells exposed to 10 and 50 pg/cm?
while ITO NPs induced moderated cy! dcity and SiO, NPs caused even lower cytotoxicity under the same
conditions. DNA, proteins and lipids were mainly affected by TiO, NFs followed by SiO, NPs with taxic effects in
protein and lipids while limited variations were detected after exposure to ITO NPs on spectra analyzed by
Fourier Transf Infrared Sp py.

1. Introduction potential risk for personnel through engineered nanomaterials (ENM)
inhalation in occupational settings. By definition, ENM is an in-

Nanotechnology has improved biotechnology and biomedicine tentionally produced material containing nanoparticles sized below 100
without doubts, however there are some concerns regarding to nm (NPs; Garduno-Balderas et al., 2015). The evidence indicates that
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in toxicity of these ENM after inhalation, for instance, the role of
coating of abundant proteins in bloodstream (albumin, apolipoproteins,
immunoglobulins) and lung surfactant, as a critical component in lung
fluids.

5. Conclusion

The surface of TiO, NFs adsorbed higher amount of proteins than
SiO, NPs and limited adsorption was detected on ITO NPs. Proteins
adsorbed onto TiO, NFs displayed a pattern between 66 kDa and 45
kDa, while SiO, NPs had a broad protein pattern adsorption from 100
kDa to 50 kDa and ITO NPs had a limited pattern of adsorbed proteins
on 60 kDa. However, in spite of the differences between physico-
chemical properties of ENM and the amount of protein adsorbed onto
the ENM surface, the FBS coating slightly decreased the ARSconjuga-
tion and ARS-derived fluorescence was detected into the cells after
exposure to all types of ENM. The coating of all ENM tested in this study
had limited influence on intrinsic ROS generation. The intrinsic MTT
reduction ability increased of all ENM tested in this study induced an
increase of 50 % above 106 pg/mL but no differences between uncoated
and coated ENM were detected. The toxicological effects of uncoated
ENM on lung epithelial cells were evaluated and we found that TiO, NF
induce higher toxicity than SiO, NPs and ITO NPs. TiO, NFs induced
the most evident cellular alterations on cell viability, granularity, cell
size, cell cyde distribution, and molecular fingerprints of DNA, proteins
and lipids. Overall, SiO, NPs induced intermediate degree of alterations
and ITO NPs had limited cellular and molecular effects. High detection
of proteins adsorbed onto TiO, NFs correlated with severe cytotoxicity
while low detection of protein-corona formation of ITO NPs was asso-
ciated with limited toxicity effects in lung epithelial cells. Finally, ac-
cording to the two-way ANOVA and Tukey’s multiple comparisons
among ENM at the highest concentration in the in vitro studies, the
rankin‘g of toxicity is TiO, NFs > ITO NPs > SiO, NPs, exdudiqg the
molecular fingerprints of DNA, proteins and lipids of cells.
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