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Abreviaturas

NMs — Nanomateriales

NPs — Nanoparticulas

SFBCOM — Suero fetal bovino comercial
SFBSY — Suero fetal bovino libre de vesiculas
F-12K — Kaighn's Nutrient Mixture F-12

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium
A549 — Neumocitos tipo |l

RAW 264.7 — Monocitos

SnO:2 — Didxido de estafio

SnO2 NPs— Nanoparticulas de diéxido de estafo
TiO2 — Dioxido de titanio

TiO2 NPs— Nanoparticulas de diéxido de titanio
ROS - Especies reactivas de oxigeno

nm — nandmetros

mV — milivolts

Mg — microgramos

ML — microlitros

MM — micrometros

MM — micromolar

FTIR - espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier



Resumen

Introduccion: El pulmon es un 6rgano que dia a dia esta en constante dafio por la
inhalacion de agentes exdgenos sin embargo, el pulmon tiene la capacidad de
contener a los agentes exdgenos para posteriormente degradarlos o eliminarlos;
esto basicamente consiste en una barrera inmovil conformada por células epiteliales
y una barrera movil que incluye a células del sistema inmune; mas especificamente,
por neumocitos tipo Il y monocitos, respectivamente. Sin embargo, la inhalacion de
nanoparticulas (NPs) representa un problema grave de salud industrial porque
dificilmente estas NPs pueden ser degradadas o eliminadas. Actualmente existen
pocos estudios de toxicidad donde se evaluen los dafios de NPs sobre dos tipos
celulares bajo las mismas condiciones de exposicion. Aunado a esto, la evidencia
de la toxicidad de NPs se ha enfocado en alteraciones moleculares y no en dafios
estructurales. Por lo tanto, en este trabajo se compararon las alteraciones en
neumocitos tipo Il y monocitos producidas por la exposicion a SnO2 NPs 'y TiO2 NPs
bajo las mismas condiciones de exposicion y tiempo. Debido a que ambas NPs son
de diferentes compuestos, nuestra hipétesis fue que ambas NPs formarian
agregados de diferentes tamafos en suspension y diferente potencial zeta y
ademas serian amorfas. Por otro lado, los neumocitos tipo Il y monocitos tendrian
la capacidad de internalizar las NPs en su citoplasma, pero con diferente tasa de
internalizacién, siendo mayor para el caso de los monocitos, por lo que la
granularidad, cambios en el patron de lipidos, proteinas, acidos nucleicos y
alteracion en el citoesqueleto, seria mayormente afectada en monocitos que en
neumocitos tipo Il. Materiales y método: Se realiz6 la caracterizacion de las SnO>
NPs (Sigma Aldrich, 549657-5G) y TiO2 NPs (Sigma Aldrich, 637254-50G) para
conocer su forma, potencial zeta y tamafno de aglomerados en suspension. Por otro
lado, se realizd el cultivo de neumocitos tipo Il (ATCC, CCL-185) y monocitos
(ATCC, TIB-71) en medio F-12K y DMEM, respectivamente, ambos medios
suplementados con 20% de suero fetal bovino libre de vesiculas extracelulares
(SFBSY). Posteriormente, ambos tipos celulares fueron expuestos a 1, 10 6 50
ug/cm? de SnO2 NPs 6 TiO2 NPs durante 24 h para evaluar la viabilidad, morfologia,
granularidad, ultraestructura celular, patrén biomolecular y arreglo del citoesqueleto.



Ademas en los monocitos se evaluo la posible activacion y produccion de citocinas.
Como control positivo se utilizo el estimulo con LPS (1ug/mL) Resultados: Ambas
NPs fueron amorfas, presentando potencial zeta de -8.41 +0.55 mV y tamafo
hidrodinamico de 248.19 +13.38 nm en medio F-12K mientras que en medio DMEM
presentaron potencial ¢ de -8.79 £1.15 y tamafio hidrodinamico de 193.17 £4.36 nm.
Las TiO2 NPs tuvieron un potencial zeta de -9.69 +0.46 mV y tamafo hidrodinamico
de 427.73 £1.73 nm en medio F-12K mientras que en medio DMEM presentaron
potencial zeta ¢ de -9.69 +0.46 y tamafo hidrodinamico de 426.27 +27.33 nm. Por
otro lado, ninguna de las NPs disminuyo6 drasticamente la viabilidad ni alteraron la
morfologia, pero la granularidad fue 23.42 £1.98 % (con SnO2) y 28.47 £3.59 % (con
TiO2) mayor en monocitos que en neumocitos tipo I, donde las TiO2 NPs causaron
mayor incremento de granularidad que las SnOz NPs. Asi mismo, de las
biomoléculas evaluadas, se observaron cambios en el patron de acidos nucleicos
con ambas NPs y en ambos tipos celulares; de igual manera las SnO2 NPs y TiO>
NPs alteraron solo los filamentos de actina en neumocitos tipo Il, mientras que, en
monocitos, las SnO2 NPs alteraron filamentos de actina y las TiO2 NPs
desorganizaron microtubulos y filamentos de actina. Finalmente, la exposicion de
monocitos a ambas NPs no indujo la activacion de monocitos ni un ambiente
proinflamatorio, pero si se generaron enormes vacuolas que abarcaban gran area
del citoplasma. Conclusiones: Los monocitos fueron las células mas susceptibles,
debido a que tienen una mayor capacidad para internalizar a las NPs. Las
alteraciones en el patrén de acidos nucleicos y principalmente en el citoesqueleto
pueden tener importantes implicaciones en el sistema respiratorio, ya que los
monocitos son células méviles de defensa, por lo que una constante exposicion a
NPs puede conducir a una parcial supresion del sistema inmune que lo haga mas

vulnerable a otras enfermedades respiratorias.



Abstract

The lung is an organ that is constantly damaged every day by the inhalation of
exogenous agents; However, the lung can internalize exogenous agents to later
degrade or eliminate them; This basically consists of an immobile barrier made up
of epithelial cells, and a mobile barrier that includes cells of the immune system;
more specifically, by type Il pneumocytes and monocytes, respectively. However,
the inhalation of nanoparticles (NPs) represents a serious industrial health problem
because these NPs can hardly be degraded or eliminated. Currently there are few
toxicity studies evaluating the damage of NPs on two cell types under the same
exposure conditions. In addition to this, the evidence for the toxicity of NPs has
focused on molecular alterations and not on structural damage. Therefore, in this
work the alterations in type Il pneumocytes and monocytes produced by exposure
to SnO2 NPs and TiO2 NPs under the same exposure conditions and time were
compared. Because both NPs are of different compounds, our hypothesis was that
both NPs would form aggregates of different sizes in suspension and different zeta
potentials and would also be amorphous. On the other hand, type Il pneumocytes
and monocytes would have the ability to internalize NPs in their cytoplasm, but with
a different rate of internalization, being higher in the case of monocytes, so
granularity, changes in the lipid pattern, proteins, nucleic acids and alteration in the
cytoskeleton will be more affected in monocytes than in type Il pneumocytes.
Materials and method: SnO> NPs (Sigma Aldrich, 549657-5G) and TiO2> NPs
(Sigma Aldrich, 637254-50G) characterization was carried out to know their shape,
zeta potential and size of agglomerates in suspension. On the other hand, type Il
pneumocytes (ATCC, CCL-185) and monocytes (ATCC, TIB-71) were cultured in
F-12K medium and DMEM, respectively, both mediums supplemented with 20%
extracellular vesicle-free fetal bovine serum (SFBSY). Subsequently, both cell types
were exposed to 1, 10 or 50ug/cm? of SnO2 NPs or TiO2 NPs for 24 h to evaluate
viability, morphology, granularity, cell ultrastructure, biomolecular pattern and
cytoskeleton arrangement. In the case of monocytes, the possible activation and
production of cytokines were also evaluated. As a positive control, the stimulus with
LPS (1pug/mL) was used. Results: Both NPs were amorphous, presenting zeta



potential of -8.41 £ 0.55 mV and hydrodynamic size of 248.19 + 13.38 nm in F-12K
medium while in DMEM medium they presented potential ¢ of -8.79 + 1.15 and
hydrodynamic size of 193.17 £ 4.36 nm. The TiO2 NPs had a zeta potential of -9.69
+ 0.46 mV and hydrodynamic size of 427.73 £ 1.73 nm in F-12K medium while in
DMEM medium they presented zeta potential ¢ of -9.69 + 0.46 and hydrodynamic
size of 426.27 + 27.33 nm. On the other hand, both NPs did not drastically decrease
viability or alter morphology, but the granularity was 23.42 £1.98 % (with SnO.) and
28.47 £3.59 % (with TiO2) greater in monocytes than in type Il pneumocytes, where
TiO2 NPs caused a greater increase in granularity than SnO2 NPs. Likewise, of the
biomolecules evaluated, changes were observed in the nucleic acid pattern with both
NPs and in both cell types; Similarly, SnO> NPs and TiO2 NPs altered only actin
filaments in type Il pneumocytes, while, in monocytes, SnO> NPs altered actin
filaments and TiO2 NPs disorganized microtubules and actin filaments. Finally, the
exposure of monocytes to both NPs did not induce the activation of monocytes or a
pro-inflammatory environment, but it did generate huge vacuoles that covered a
large area of the cytoplasm. Conclusions: Monocytes were the most susceptible
cells, because they have a greater capacity to internalize NPs. Alterations in the
nucleic acid pattern and mainly in the cytoskeleton, this can have important
implications in the respiratory system, since monocytes are mobile defense cells, so
that a constant exposure to NPs can lead to a partial suppression of the system.

immune that makes you more vulnerable to other respiratory diseases.



1. Introduccién

1.1 El sistema respiratorio

El sistema respiratorio, es un sistema indispensable para realizar el
intercambio gaseoso a través de la inhalacion de oxigeno (O2) y exhalacidon de
diéxido de carbono (CO2); en general, este sistema esta conformado por la nariz,
laringe, traquea, diafragma y los pulmones (Haddad & Sharma, 2020).

Este proceso de intercambio gaseoso es relativamente sencillo cuando el O>
llega a los alveolos, el Oz pasa al torrente sanguineo a través de los capilares y es
reclutado por los eritrocitos con ayuda de la hemoglobina; posteriormente la sangre
rica en O fluye de regreso al corazén, que a su vez la bombea a través de las
arterias para que llegue a los diferentes tejidos. Una vez que llegan los eritrocitos a
los tejidos, la molécula de Oz se libera de la hemoglobina y el Oz se traslada a la
células. Por otro lado, el CO2 producido por las células se va hacia los capilares,
donde la mayor parte se disuelve en el plasma sanguineo. Después, la sangre rica
en CO: regresa al corazdn a través de las venas y posteriormente se bombea a los
pulmones, donde el CO, pasa a los alveolos para ser expulsado.

Todo este proceso ocurre en milisegundos donde el sistema respiratorio
trabaja de manera coordinada e involuntaria; se calcula que para lograr una
respiracion exitosa el pulmon utiliza aproximadamente 40 diferentes tipos de células
residentes, algunas de estas células se encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1.- Algunos tipos celulares que conforman el pulmén. Se calcula que aproximadamente en el pulmon
hay mas de 40 tipos celulares diferentes que participan en la respiracion pulmonar, cada una de ellas con sus funciones
especificas.

Tipo celular Funcién Referencia
Delimitar y formar una barrera entre el
Células epiteliales espacio pulmonar y el torrente Edelblum & Turner, 2015
sanguineo

Segregar surfactante para recubrir la
superficie interna del alvéolo
Producir saliva en el pulmén para
mantener humectado el tejido

Células del tejido conectivo Soporte estructural a todos los demas M -
L o -~ . archiori, 2014
intersticial componentes anatémicos del pulmén
Formar redes en forma de tubos y
rodear al lumen a través del cual pasa

Células alveolares Carel, 1998

Células de las glandulas salivales Ligtenberg & Veerman, 2014

Células que componen los vasos Romereim & Cupp, 2018

sanguineos
la sangre
Células hematobovéticas Diferenciacion celular para mantener
poy y todas las caracteristicas celulares y Denner et al. 2010

linfoides . .
funcionales necesarias de la sangre

Formar una capa muy delgada que

Thrall, 2018
cubre a los pulmones

Células de la pleura
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Ademas, al realizar el intercambio gaseoso no solo inhalamos oxigeno, si no
también uno puede respirar agentes exdégenos como otros gases, bacterias, virus,
polen, particulas, etc. Estos agentes exdgenos van a causar alteraciones en los
pulmones, sin embargo, el sistema puede presentar diferentes mecanismos de
defensa para contrarrestar el dafio que se este causando.

De manera natural el sistema respiratorio cuenta con células especializadas
que van a actuar cuando algun agente exdgeno entre al sistema respiratorio, un
ejemplo de estas células son los neumocitos tipo Il que tienen la capacidad de
endocitar en vesiculas a bacterias como Pseudomona aeruginosa o Klebsiella
pneumoniae sin embargd los neumocitos tipo Il no son capaces de degradar a estos
organismos, por lo tanto, solo las almacenan en su citoplasma para evitar que dafe
a otro tipo de células (Chi et al. 1991; de Astorza et al. 2004).

Otro tipo de célula especializada que se encuentra en el pulmoén son los
monocitos, los cuales tienen la capacidad de internalizar y degradar a diferentes
bacterias y hongos como Listeria monocytogenes (Narni-Mancinelli et al. 2011),
Escherichia coli (Li et al. 2021), Aspergillus, Cryptococcus, Candida (Heung, 2020).

Por lo tanto, los neumocitos tipo Il y los monocitos juegan un papel muy
importante cuando agentes exdgenos ingresan al pulmon, y basicamente
podriamos mencionar que el pulmén cuenta con dos barreras principales: la barrera

inmovil y la barrera movil.

1.2 La barrera inmévil y mévil del pulmén

En la region alveolar de los pulmones, que es la regidn mas profunda
podemos encontrar diferentes tipos celulares como fibroblastos, neumocitos tipo |,
células endoteliales, neumocitos tipo Il y células del sistema inmune como
monocitos y macréfagos. De este conjunto y de otro tipo de células se forman dos
tipos de barreras: la barrera inmévil compuesta por fibroblastos, neumocitos tipo I,
células endoteliales, neumocitos tipo Il, entre otras; y la barrera movil compuesta
por monocitos, macréfagos y otras células del sistema inmune. La funcidn

estructural de la barrera inmévil es actuar como barrera fisica que proteja el tejido
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subepitelial (Brune et al. 2015). Se caracteriza por secretar enzimas contra bacterias
gram-positivas y gram-negativas (Ellison & Giehl, 1991), inhibidores de proteasas
como el inhibidor de serina proteasa, inhibidor de proteasa de leucocitos secretores
y elafina, los cuales reducen los efectos de las proteasas que son producidas por
los patogenos (Ibrahim et al. 2002). Ademas, en la barrera inmévil también se
secretan péptidos antimicrobianos de superficie como las B-defensinas que
protegen aun mas contra numerosos patégenos, incluidos bacterias y virus (McCray
& Bentley, 1997).

Basicamente la barrera inmévil evita que cualquier agente exdégeno pueda
llegar al tejido subepitelial; por lo que algun dafio en esta barrera inmévil puede
conducir a infecciones bacterianas, fibrosis quistica (Livraghi & Randell, 2007),
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) (Jansen et al. 1995; Bhowmik et
al. 2009) y discinesia ciliar (Boon et al. 2013; Boon et al. 2014).

Por otro lado, la barrera movil consiste en un arsenal de células del sistema
inmune que detectan de inmediato el ingreso de agentes exdgenos al tejido
pulmonar (Chaudhuri & Sabroe, 2008; Hiemstra et al. 2015) y desencadenan una
respuesta pro-inflamatoria o anti-inflamatoria a través de quimioatrayentes
mediadores lipidicos, factores de complemento o citocinas (Gerard & Rollins, 2001;
Owen, 2001; Sabroe et al. 2002; Panina-Bordignon & D'Ambrosio, 2003).

Para darnos una mejor idea de como se encuentra la barrera mévil e inmovil

podemos observar en el Esquema 1.
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Esquema 1.- Tipos celulares presentes en el pulmon. El pulmén esta organizado en la zona proximal y distal, a
lo largo de estas dos zonas los tipos celulares presentes van cambiando. En los alveolos podemos encontrar a la barrera
movil e inmdvil y también se sefialan a las NPs que es la zona en donde se pueden depositar. EMC= matriz extracelular
(Imagen modificada de Altorki et al. 2019).

Nosotros nos enfocamos a los neumocitos tipo |l que precisamente son parte
de la barrera inmovil y que tienen como funciones principales: 1) sintesis y secrecién
de las moléculas tensoactivas; 2) metabolismo xenobidtico; 3) movimiento
transepitelial del agua y 4) regeneracién del epitelio pulmonar después de alguna
lesion. También los neumocitos tipo |l poseen en su superficie microvellosidades y
su citoplasma es rico en organelos como reticulo endoplasmico rugoso, ribosomas

libres, mitocondria, lisosomas, cuerpos multivesiculares y aparato de Golgi. Un
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caracteristica especial son los cuerpos lamelares que miden entre 0.2 y 2um de
diametro y que comprenden el 25% del citoplasma de los neumocitos tipo Il
(Morgenroth & Ebsen, 2008). Esos cuerpos lamelares en su mayoria contienen
surfactante, una mezcla de fosfolipidos (principalmente dipalmitoilfosfatidilcolina
[DPPC]) y carbohidratos que constituyen el 90%, mientras que el porcentaje
restante corresponde a proteinas surfactantes (SP-A, SP-B, SP-C y SP-D). Cuando
se libera el surfactante del neumocitos tipo Il, se produce una monocapa que
recubre la superficie alveolar interna, con una fase acuosa inferior y una fase lipidica
superficial (Lowe & Anderson, 2015). Esto ayuda a reducir la tension superficial en
el pulmén, previniendo el colapso alveolar durante la exhalacion, manteniendo asi
la capacidad residual funcional y mejorando la distensibilidad del pulmén (Gien &
Kinsella, 2017).

Ahora bien, cuando el epitelio alveolar se expone a ciertos agentes exdgenos
y el epitelio de los neumocitos tipo | se dana, los neumocitos tipo Il pueden
diferenciarse y servir como precursores de los neumocitos tipo | para poder reparar
el dafo epitelial. En el caso de los monocitos que forman a la barrera mévil, este
tipo de células se encuentran en los pulmones desde la etapa embrionaria (células
residentes) o diferenciarse a partir de células madre pluripotentes de la médula 6sea
y llegar al pulmén por medio del torrente sanguineo.

Dentro de las principales funciones de los monocitos es eliminar el exceso de
surfactante a través de lisosomas y secretar gran cantidad de enzimas, como
colagenasas, elastasas e hidrolasas acidas. Ademas, estas células presentan una
gran movilidad ya que pueden remodelar facilmente su adherencia celular, esto les
ayuda para fungir como sensadoras tisulares y ante un agente exdgeno o algun
dano tisular, llevar a cabo la fagocitosis. El movimiento de los monocitos esta
basado en el principio de la quimiotaxis, un fendbmeno donde las células tienden a
moverse en una direccion determinada por la influencia de estimulos quimicos, en
este caso estos estimulos pueden ser producidos por alguna bacteria o por células
que se encuentran en el sitio de alguna lesidén o alguna invasion (Shereck et al.
2012).
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Por consiguiente, los neumocitos tipo Il y monocitos tienen diferentes
funciones sin embargo sus papeles en el pulmén son complementarios y esto da
pauta a que se mantenga la integridad del pulmon.

Un area donde se ha estudiado poco la respuesta de la barrera inmovil y
movil es en la nanotoxicologia, es decir; la exposicion de tipos celulares que
conformen a las dos barreras ante el estimulo a NPs; esto resulta ser muy
interesante porque cada dia la exposicion de los humanos a las NPs por via

inhalatoria ha ido incrementando.

1.3 El mundo de las NPs y sus efectos en las células

De acuerdo con la Comision Europea las NPs y los nanomateriales estan
muy relacionados ya que las NPs son particulas que en alguna de sus dimensiones
tiene un tamafno de 1 a 100 nm; mientras que un nanomaterial puede ser de origen
natural, incidental o manufacturado, pero necesariamente debe de contener NPs, al
menos el 50% de su volumen, no importando si las NPs se encuentran en un estado
libre, agregado o aglomerado (Comision Europea, 2011). Sin embargo,
dependiendo de la organizacion que uno consulte, la definicibn de NPs y
nanomaterial puede variar.

También la clasificacion de las NPs y nanomateriales puede varias segun el
autor o dependiendo del area de interés (Esquema 2), sin embargo, las mas
utilizadas es la clasificacion por su dimension reflejado en si son de 0 (puntos
cuanticos), 1 (nanovarillas), 2 (grafeno) o 3 dimensiones (fulerenos); o por su
composicién ya sea que estén formadas por carbon (nanotubos de carbon), con
base en polimeros o lipidos (NPs organicas), metales (oro, plata), metaloides
(silicio) u oxidos metalicos (dioxido de titanio y dioxido de estafo) (Malakar et al.
2020).
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Clasificacion

de NPs
‘ Dimension Morfologia Composicion Estado
|
L pOSI1020 ,3D Esferas, laminas, Constituyente simple, L Disperso,
Esferas, nanofibras, tubos, cintas, composite, suspension,

Iaminas, pilares, amorfas | inorganico, organico aglomerado
respectivamente \ |

J

Esquema 2.- Clasificacion de NPs dependiendo de su estudio. Estas son algunos tipos de clasificacion de NPs
basados en su dimensién, morfologia, composicién y estado, sin embargo, dependiendo del auto es la clasificacion que uno
puede encontrar (Imagen modificada de Saleh et al. 2020).

Cada una de las NPs antes mencionadas tienen diferentes aplicaciones y por
lo tanto el humano esta expuesto por diferentes vias que son por ingestion,
penetracion a través de la piel, inyeccidén o por via inhalatoria. Esta ultima via es la
ruta principal de exposicion, debido a que las NPs facilmente se suspenden en el
aire (Malakar et al. 2020) y en los ambientes ocupacionales donde se sintetiza,
almacena, se aplican y se transportan las NPs, los trabajadores estan expuestos
principalmente por via inhalatoria ya que en muchas ocasiones el material de
seguridad que se les brinda no es el adecuado debido a que las NPs son menores
a 100nm, por lo que las NPs facilmente pueden atravesar un cubrebocas comun o
también un respirador desechable para particulas N100, 8233.

El depdsito de NPs depende de su tamafio, ya que particulas grandes se van
a alojar al principio de las vias respiratorias mientras que las de menor tamafo
pueden llegar hasta la zona de los alveolos. Sea donde sea el depdsito de NPs,
siempre va a existir una interaccion entre las NPs y las células que conformar a esa
region del sistema respiratorio. Se ha reportado que diferentes tipos de NPs
principalmente generan estrés oxidativo, genotoxicidad, lipoperoxidacion vy
liberacion de moléculas que inducen inflamacion tisular y esto se ve reflejado en
asma, neumoconiosis y fibrosis pulmonar (Li et al. 2010).

A nosotros nos interesa la regidn alveolar porque es la region precisamente

en donde se realiza el intercambio gaseoso y es en donde pueden llegar las NPs
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mas pequenas, de las cuales se ha reportado que entre mas pequefas sean las
NPs mas toxicidad pueden presentar.

Algo muy importante de mencionar es que las células que conforman a la
barrera inmévil y mévil son capaces de internalizar NPs en su citoplasma.

Cuando las NPs son internalizadas, las funciones antes mencionadas de los
neumocitos tipo Il y los monocitos pueden ser alteradas, debido a que las NPs
pueden interaccionar con los componentes biologicos y no pueden ser degradadas
debido a que son materiales solidos e insolubles.

La inhalacién de NPs es un problema de salud ocupacional y dos NPs que
han llamado la atencién son las NPs de diéxido de titanio (TiO2 NPs) y dioxido de
estafio (SnO2 NPs) ya que estas NPs tienen propiedades fisicoquimicas muy
similares y se emplean en el campo de energias renovables y purificacion de aguas
residuales.

En el caso de las TiO2 NPs, estas han sido estudiadas desde la década de
los 60, sin embargo, su utilizacion y demanda ha ido incrementando con el paso de
los afios y actualmente en uno de los nanomateriales mas producidos a nivel
mundial, incluso esta clasificado por la IARC como posible cancerigeno para
humanos. Para las SnO2 NPs, la toxicidad aun no es muy conocida y aun no hay
suficientes estudios que evaluen sus efectos en células humanas, pero algo muy
interesante es que la industria ha propuesto a las SnO2 NPs como un material
semiconductor que puede ser aprovechado de mejor manera y junto con otros
materiales para mejorar el resultado de cierto producto, por lo que las SnO2 NPs se
consideran como NPs emergentes.

Las SnO2 NPs y TiO2 NPs comparten algunas propiedades fisicoquimicas

gue se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2.- Tabla comparativa de las propiedades fisicas y quimicas del diéxido de estario y diéxido de titanio.
Aunque el SnO2y TiO2 son extraidos de diferente mineral y su composicion quimica es diferente, tienen propiedades quimicas

muy similares.

Dioxido de estaiio (SnO;)

Dioxido de titanio (TiO,)

CAS

CID PubChem
Otros nombres

Composicion quimica

18282-10-5

29011

Oxido de estafo (IV), 6xido
estannico, casiterita

Estano (78.76%) Oxigeno (21.21%)

1317-80-2
26042

Oxido de titanio (IV), titania, aditivo
E171

Titanio (59.93%) Oxigeno (40.55)

Principal fuente de extraccion Casiterita limenita
Peso molecular 150.71 g/mol 79.87 g/mol
Densidad 25°C 6.95 g/mL 3.9 g/mL
Solubilidad Acido sulfarico y acido clorhidrico é‘é‘g‘c’, ng’m"fé’ngg'::;’:ﬂ%‘g
Punto de fusion 1630°C 1830°C
Punto de ebullicion 1800-1900°C 2500°C

Fase cristalina

Cubica (alfa), tetragonal (beta)y
ortorrémbica (gama)

Anatasa, rutilo y broquita

Band gap 36eV 3.2eV
Estado de oxidacion +4 +4
Tipo de conductor n n
Degradacion de colorantes Azul de metileno, naranja de metiloy | Azulde metileno, naranja de metiloy

negrode eriocromo T

indice de refraccion

2.0

negro de eriocromo T

La similitud entre algunas propiedades fisicoquimicas nos hace pensar que
por esta razén es que se proponen que ambas NPs sean aplicadas en los
nanomateriales para un mejor aprovechamiento de estas.

Se han realizado diferentes estudios para evaluar la toxicidad de SnO> NPs
y TiO2 NPs, sin embargo, en la mayoria, la toxicidad se evalua soélo en un tipo celular
y en concentraciones que no se asemejan a las concentraciones reales a las que
un humano estaria expuesto. Por lo tanto, los diferentes estudios no son
comparables y no se puede concluir si ciertas NPs son toxicas o no.

Sin embargo, vamos a mencionar algunos articulos donde precisamente
comparan la toxicidad de cierta NP sobre monocitos y neumocitos tipo Il. Por
ejemplo, en el 2008 se compararon los efectos de NPs de éxido de zinc en

monocitos y neumaocitos tipo Il, encontraron que a una concentracién de 25 yg/mL
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se activa TNF-a y HO-1 (Xia et al. 2008). Asi mismo, estas NPs causan una mayor
generacion de especies reactivas de oxigeno en la concentracion de 20 ug/mL
(Heng et al. 2011).

También otro trabajo, encontré que cuando estos dos tipos de células son
expuestas a particulas derivadas de la combustion de gas se produce dafio a DNA,
sin embargo, quienes sufren mas dafio en el material genético son los monocitos en
comparacion con los neumocitos tipo Il (Durga et al. 2014 ). Es importante mencionar
es que en monocitos se induce la respuesta antioxidante a través de la expresion
de y-GCLC y HO-1 cuando son expuestas a NPs de dioxido de silicio (Panas et al.
2012).

Estos antecedentes donde comparan la toxicidad de cierta NPs en ambos
tipos celulares nos hace pensar que los monocitos pueden ser mas susceptibles
que los neumocitos tipo Il, sin embargo, no hay evidencia que respalde esta
hipdtesis. Ademas, nosotros realizamos la evaluacidn bajo las mismas condiciones
de exposicion y con concentraciones consideradas no toxicas lo cual nos ayuda a
poder tener una mejor perspectiva del comportamiento de estos dos tipos celulares
y también enfocandonos en aspectos biomoleculares y estructurales, como son los

lipidos, proteinas, acidos nucleicos y el citoesqueleto.
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2. Justificacion

La barrera inmoévil y movil del pulmén estan diariamente en constante
actividad para poder mantener la fisiologia y homeostasis, las cuales pueden ser
alteradas por la entrada de agentes exdgenos.

Dos tipos de células que conforman a la barrera inmovil y movil son los
neumocitos tipo Il y los monocitos respectivamente, ambos tipos de células tienen
la capacidad de internalizar agentes exdgenos, como bacterias, virus y polen.

Sin embargo, los estudios aun no son suficientes sobre la internalizacion y
efectos de las NPs en neumocitos tipo Il y monocitos, ademas de que los estudios
existentes utilizan elevadas concentraciones de NPs y no comparan un mismo tipo
de NP sobre diferentes tipos celulares.

Lo especifico de este trabajo radica en que utilizamos SnO2 NPs, un material
emergente en el campo de la nanotecnologia y las TiO2 NPs, que ha sido
ampliamente estudiado, pero del que aun se sigue investigando su toxicidad para
determinar si las TiO2 NPs son carcindgenas para humanos.

Ademas, en este trabajo las células fueron expuestas a las mismas
concentraciones y tiempo de exposicion.

Es importante mencionar también que en este estudio se observo la
internalizacidon de las SnO2 NPs en neumocitos tipo Il y monocitos (anteriormente
no reportado) y se realizé la evaluacion del perfil biomolecular con respecto a
lipidos, proteinas y acidos nucleicos; ademas evaluamos el perfil estructural del
citoesqueleto de estas células, aspectos que posiblemente son alterados por las
NPs pero de lo que aun no se tiene suficiente evidencia.
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3. Hipotesis

Las concentraciones utilizadas de NPs no disminuiran la viabilidad celular.
Asi mismo, las NPs seran internalizadas por los neumocitos tipo Il y monocitos
causando el aumento en la granularidad de ambos tipos celulares, pero debido a la
capacidad fagocitica de los monocitos, la granularidad sera mayor en este tipo de
células.

La internalizacién de las NPs desencadenara estrés celular reflejada en la
disminucién de la absorbancia de lipidos, proteinas y acidos nucleicos; esta
condicion de estrés también disminuira la fluorescencia de filamentos de actina y
microtubulos y estos resultados seran mas evidentes con las TiO2 NPs.

En el caso de los monocitos la exposicion a NPs incrementara los
marcadores de activacion de superficie como CD80, CD86 y MHCII, asi como la
liberacion de citocinas pro-inflamatorias e inflamatorias como IL-6, INF-y e IL-7.

Todos estos resultados seran mas evidentes por la exposicion a TiO2 NPs
con respecto a las SnO2 NPs.

4. Objetivo

4.1 Objetivo general

Comparar las alteraciones estructurales y biomoleculares de neumocitos tipo
Il y monocitos expuestos a nanoparticulas de didéxido de estaio y nanoparticulas de
diéxido de titanio.

4.2 Objetivos particulares

e Describir la forma de las nanoparticulas, potencial zeta, diametro
hidrodinamico en medio de cultivo y espectro infrarrojo de emision

e Evaluar la viabilidad de neumocitos tipo Il y monocitos expuestos a 1, 10 y
50 ug/cm? de nanoparticulas de dioxido de estafio (SnO2 NPs) 6
nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2 NPs)
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e Describir la morfologia celular de neumocitos tipo |l y monocitos, asi como
observar la presencia de las NPs en el cultivo

e Medir la internalizacion y cuantificar la granularidad de neumocitos tipo Il y
monocitos expuestos a SnO2 NPs y TiO2 NPs

e Evaluar la absorbancia de lipidos, proteinas y acidos nucleicos de
neumocitos tipo Il y monocitos expuestos a SnO2 NPs y TiO2 NPs

e Observar el arreglo del citoesqueleto en la parte basal y apical de neumocitos
tipo 1l y monocitos expuestos a SnO2 NPs y TiO2 NPs

e Analizar la activacién de monocitos expuestos a SnO2 NPs y TiO2 NPs.

e Evaluar la produccion de citocinas en monocitos expuestos a SnO2> NPs y
TiO2NPs

5. Materiales y método

5.1 Caracterizacion de las SnO2 NPs y TiO2 NPs

Las SnO2> NPs (Sigma Aldrich, No. de catalogo 549657-5G) y TiO2 NPs
(Sigma Aldrich, No. de catalogo 637254-50G) fueron caracterizadas para conocer
su tamafio primario y forma a través de microscopia electronica de barrido (SEM -
por sus siglas en inglés), para lo cual se colocé una pizca de ambas NPs en dos
portaobjetos para tomar las imagenes en el aparato JEOL 5800 (LV Japodn) a un
voltaje de 15 kV, magnificacion de 5000X y resolucién de 26 pixeles/nm?.

Para conocer el tamafo hidrodinamico que forman las NPs en suspension,
asi como la carga neta de las NPs (potencial zeta), las SnO2 NPs y TiO2 NPs fueron
suspendidas en medio F-12K+20% SFBSY o DMEM+20% SFBSY y sonicadas a 40
KHz por 30 min para realizar las lecturas subsecuentes en el aparato Zetasizer
Nano-Z2S90.

Ademas, la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) se
utilizé para observar el patréon de difraccion de las NPs, en el espectrometro Jasco
FT/IR-6600 (Jasco Corporation, Tokio Japén) en el modo de muestreo ATR-FTIR.
Para lo cual se depositdé una muestra de polvo seco de cada NP sobre la superficie
del cristal ATR. Ademas, las NPs se suspendieron en 1 mL de solucion salina (NaCl
al 0,9%) y se secaron a temperatura ambiente durante 12 min antes de la lectura
por FTIR.
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5.2 Cultivo celular y establecimiento de las condiciones de
exposicion

Los neumocitos tipo Il (células A549) (ATCC, No. de catalogo CCL-185)
fueron cultivadas en medio F-12K (In Vitro, No. de catalogo ME-038). Por otro lado,
los monocitos (células RAW 264.7) fueron donados por la Dra. Leticia Moreno
Fierros de la FES lztacala y cultivadas en medio DMEM (ThermoFisher, No. de
catalogo 11995065). Ambos cultivos fueron suplementados con 20% de SFB®Y, 1%
de antibidtico-antimicético (InVitro, No. de catalogo A-07) y mantenidas a 37°C con
5% de CO- para mantener el pH 6ptimo. Cuando las células alcanzaron el 90% de
confluencia, los neumocitos tipo Il fueron despegados con solucién de tripsina
(InVitro, No. de catalogo EN-008); mientras que los monocitos fueron despegados
con ayuda de un “scrapper’. Ambas suspensiones de células fueron centrifugadas
a 1500 rpm por 5 min y se realizd el conteo de células totales en camara de
Neubauer con solucion de azul de tripano al 0.4% (InVitro, No. de catalogo SR-15).

Para establecer las concentraciones de NPs para la exposicion in vitro nos
basamos en Gangwall y colaboradores (2011), donde reportan que la exposicién de
células a 40.6 pg/cm? de NPs (de 100 nm de diametro) durante 24 h, es equivalente
a la exposiciéon ocupacional de un trabajador durante 45 afos. Por lo tanto,
basandonos en la ficha técnica de las NPs, las particulas utilizadas fueron menores
a 100 nm, por consiguiente, decidimos utilizar las concentraciones de 1, 10 y 50
ug/cm? realizandose la exposicion durante 24 h la cual simula una exposicién
ocupacional aguda. Para realizar la exposicion in vitro, se pes6 1 mg de NPs las
cuales fueron esterilizadas a 120°C por 20 min. Subsecuentemente, las NPs fueron
suspendidas en 1 mL de F-12K+20% SFBSY o DMEM+20% FBSY-CENT (seguin fuera
el caso) y sonicadas a 40 kHz por 30 min. La cantidad requerida de NPs
(dependiendo del area de las cajas de cultivo) fue tomada de las soluciones stock
para llevar a cabo la exposicion de las células a las concentraciones antes
mencionadas. La exposicion de las células a NPs se realizé a 37°C con 5% CO:
durante 24 h.
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5.3 Viabilidad celular

La viabilidad celular se realizé por dos métodos, el primero consistido por
exclusion de azul de tripano, donde en placa de 12 pozos, se sembraron 100,000
células y cultivadas por 24 h para posteriormente ser expuestas a SnO2 NPs 6 TiO>
NPs por 24 h. Después de la incubacion, las células fueron incubadas con solucion
de azul de tripano y tripsina (dilucion 1:10) para despegar las células. El conteo de
células no tefidas (células viables) y células tefidas (no viables) se realizé en los
cuatro cuadrantes de la camara de Neubauer. Para calcular el porcentaje de células
viables, se utilizé la férmula propuesta por Strober et al. (2001).

Por otro lado, otro método empleado para evaluar la viabilidad fue por
reduccion de MTT, donde se sembraron 20,000 monocitos en cada pozo de una
placa de 96 pozos con 100 yL de medio completo durante 24 h. Enseguida el medio
de cultivo fue retirado y las células fueron lavadas una vez con 100 pL de PBS 1X
estéril por cada pozo, posteriormente las células fueron expuestas a 0, 1, 10 y 50
SnO2 NPs y TiO2 NPs por 24 h. Después el sobrenadante fue retirado y las células
fueron incubadas con el reactivo de MTT durante 2.5 h. Posteriormente el
sobrenadante fue desechado y los cristales de formazan fueron disueltos en 200 pL
de isopropanol, enseguida se resuspendio la solucion y los sobrenadantes fueron
colocados en tubos de 200 uL para ser centrifugados a 1500 rpm. Después, el pellet
de NPs fue descartado y 100 pL del sobrenadante fue colocado en una nueva placa
de 96 pozos que fue leida a 750 nm en el sistema de espectrofotometro BioTek

Epoch Multi-Volumen.

54 Ultraestructura celular

Se sembraron 500,000 células las cuales fueron expuestas a SnO2 NPs y
TiO2 NPs por 24 h. Después, las células fijadas con 2.5% de glutaraldehido-
formaldehido en PBS por 1 h. Enseguida se realizé una segunda fijacion con 2% de
tetradxido de osmio (0204) (1:1 en PBS) por 1 h. Después, las células fueron
deshidratadas con diferentes concentraciones de etanol (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80y 90%) y embebidas en resina epoxica, cada intervalo por 10 min.

Después las células fueron infiltradas en una mezcla de etanol absoluto y
resina epoxica (Epon 812, Sigma Aldrich). Ultrasecciones de 70nm fueron tefidas
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con citrato de plomo y acetato de uranilo alcohdlico y observadas en el microscopio
Car Zeiss, modelo Auriga y procesadas en el software SmartSEM.

5.5 Granularidad celular

En cajas de 21 cm? se sembraron 500,000 células las cuales fueron
cultivadas por 24 h y expuestas a SnO2 NPs y TiO2 NPs por 24 h. Después las
células fueron despegadas y centrifugadas a 1500 rpm por 5 min para ser fijadas en
alcohol etilico al 70% por 24 h. Para la lectura de las células, las células fueron
suspendidas en 1 mL de Fasc Flow (BD Biosciences, No. de catalogo 342003) en
tubos BD Falcon. Se realiz6 la lectura de 10,000 eventos en el citometro de flujo
(BD FASCalibur). Los datos fueron presentados en histogramas; el detector de
dispersion frontal (forward-scattered light — FSC, por sus siglas en inglés)
correspondio al tamafio celular mientras que detector de dispersion lateral (side-
scattered light — SSC, por sus siglas en inglés) represent6 a la granularidad celular.

5.6 Patréon molecular

Las huellas dactilares moleculares de las células expuestas a las NPs se
realizaron mediante FTIR en el rango espectral 4000-400 cm™'. Después de la
exposicidon a NPs, las células se recolectaron y lavaron dos veces y se suspendieron
en solucién salina. Luego, se depositaron 4 uL de suspension celular sobre el cristal
ATR-FTIR. El espectro derivado de 240 adquisiciones de datos y absorbancia de
bandas espectrales se expresé como longitud de onda cm™'.

5.7 Arreglo del citoesqueleto apical y basal

Se coloco un cubreobjetos estéril en cada pozo de una placa de 12 pozos y
se sembraron 100,000 células las cuales fueron expuestas a SnO2NPs y TiO2 NPs
por 24 h. Posteriormente las células fueron fijadas con paraformaldehido 4% por 2
h, permeabilizadas con acetona fria por 5 min y bloqueadas con albumina sérica
(1%) a 37°C por 1.5 h. Después, las células fueron incubadas con el anticuerpo
monoclonal a-tubulina (ThermoFisher, No. de catalogo 322588, diluciéon 1:200 en
PBS) y faloidina rodaminada (Molecular Probes, No. de catalogo R415, dilucion
1:200 en PBS) a 37°C por 2 h. El nucleo fue tefido con el fluorocromo Hoechst
(Thermo Scientific, No. de catalogo 62249, dilucion 1:1500 en PBS). Después de

cada incubacion con los anticuerpos, las muestras fueron extraidas tres veces con
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PBS-tritdn (0.5%). Finalmente, las células fueron montadas en un portaobjetos con
solucion de PBS-glicerol (solucién 1:3) y sellados con barniz de ufias. Las imagenes
fueron adquiridas en el microscopio Leica TCS SP8 y se mostraron las imagenes

mas representativas de tres experimentos independientes.

5.8 Localizacion de vacuolas
Se colocd un cubreobjetos estéril en cada pozo de una placa de 12 pozos donde se
sembraron 150,000 células, las cuales fueron expuestas a SnO2 NPs y TiO2 NPs por
24 h. Posteriormente las células fueron fijadas con paraformaldehido 4% por 2 h,
permeabilizadas con acetona fria por 5 min y bloqueadas con albumina sérica (1%)
a 37°C por 1.5 h. Después, las células fueron incubadas con el anticuerpo
monoclonal a-tubulina (ThermoFisher, No. de catalogo 322588, dilucion 1:200 en
PBS) y faloidina rodaminada (Molecular Probes, No. de catalogo R415, dilucion
1:200 en PBS) a 37°C por 2 h. El nucleo fue tefiido con el fluorocromo Hoechst
(Thermo Scientific, No. de catalogo 62249, dilucién 1:1500 en PBS).

Después de cada incubacion con los anticuerpos, las muestras fueron
lavadas tres veces con PBS-triton (0.5%). Finalmente, las células fueron montadas
en un portaobjetos con solucién de PBS-glicerol (solucién 1:3) y sellados con barniz
de uias. Las imagenes fueron adquiridas en el microscopio Leica TCS SP8; en cada
muestra se realizé un aumento de 4X a partir de aumento de 63X. Se mostraron las

imagenes mas representativas de tres experimentos independientes.

5.9 Activacion de monocitos
Se sembraron 500,000 células las cuales fueron expuestas a 50 ug/cm? de
SnO2 NPs 6 50 ug/cm? TiO2 NPs por 24 h. Después de los tratamientos, los
sobrenadantes fueron recuperados y almacenados a 4°C. Por otro lado, las células
fueron extraidas constantemente con PBS, despegadas y centrifugadas a 1500 rpm
por 5 min. Las células fueron bloqueadas a 4°C con el anticuerpo anti-ratén CD16/32
(Biolegend, No. de catalogo 101302), dilucion 1:100 en PBS con albumina por 15
min. Después las células fueron fijadas con paraformaldehido por 20 min y
centrifugadas a 1500 rpm por 5 min. El sobrenadante fue desechado y las células
fueron incubadas con los anticuerpos anti-CD11b-FITC, CD86-PE, CD80—(PE-
Cy5), MHCII-Cy5, dilucion 1:100 para todos los anticuerpos. Para la lectura, las
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muestras fueron suspendidas en 1 mL de Fasc Flow (BD Biosciences, No. de
catalogo 342003) en tubos BD Falcon llevandose a cabo la lectura de 10,000

eventos en el citometro de flujo (BD FASCalibur).

5.10 Produccién de citocinas

Los sobrenadantes previamente almacenados fueron utilizados para realizar
la cuantificacion de citocinas por medio del kit BD Cytometric Bead Array (CBA)
Mouse Th1/Th2/Th17 (BD Bioscience, No. de catalogo 560485), de acuerdo con las
indicaciones del fabricante y realizando las siguientes modificaciones: todos los
pasos fueron realizados en microtubos, donde la curva estandar se realizé a partir
de la concentracion de 5 pg/mL para determinar las concentraciones de citocinas
por debajo de la curva recomendada por el fabricante. Las intensidades de
fluorescencia se midieron utilizando un citometro FASCalibur y el software CB BDA.

5.11 Analisis estadistico

Para todos los experimentos al menos se realizaron tres experimentos
independientes y se llevd a cabo el analisis estadistico con ANOVA con la prueba
de Bonferroni. Los datos p<0.05 fueron considerados significativamente diferentes
y fueron plasmados en graficas de barras con desviacién estandar en el programa
GraphPad Prism 6. Ademas en los datos cuantitativos los resultados con diferencia
significativa fueron descritos con sus valores y grados de libertad.

6. Resultados

6.1 Caracterizacion de las NPs

La ficha técnica de las NPs menciona que son menores a 100 nm, pero
nosotros decidimos corroborar esta informacion por microscopia electronica de
barrido, donde efectivamente se observé que las NPs fueron amorfas y menores a
100 nm de diametro. Asi mismo por medio de FTIR se registr6 una absorbancia
entre 400 y 800 cm™" que corresponde a la unién de O-Sn-O, por lo que las NPs no
presentaban otros elementos; en el caso de las TiO2 NPs se registraron dos picos
de absorbancia, uno aproximadamente en 500 cm™' que corresponde a la union
entre O-Ti-O y otro aproximadamente en 3300 cm™" que es del grupo OH.

Por otro lado, al suspender las SnO2 NPs y TiO2 NPs en medio F-12K

suplementado con 20% de SFBSY las NPs formaron tamarios cercanos a 250 nm y
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420 nm respectivamente, dando como resultado el potencial zeta de -9 mV. Sin
embargo, cuando las SnO2 NPs y TiO2 NPs fueron suspendidas en medio DMEM
suplementado con 20% de SFBSY, el tamario de los aglomerados fue ~200 nm y

~400 nm respectivamente, con potencial zeta similar a -9 mV.
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Fig. 1.- Ambas NPs fueron amorfas y menores a 100 nm, sin embargo, las TiO, NPs formaron
aglomerados mas grandes en suspension. Microscopia electronica de barrido (SEM) de A) SnO2 NPs y B)
TiO2 NPs donde se observa que las NPs son amorfas y menores a 100nm. C) Absorbancia del polvo de SnO-
y D) TiO; en el rango de 400 a 4,000 cm™'. E) Tamafrio de aglomerados y potencial zeta de SnO2 NPs y F) TiO;
NPs suspendidas y sonicadas a 40 Hz por 30 min en medio F-12K+20% SFBSY y DMEM+20% SFBSV. Se
muestran las imagenes representativas. n=3. Barra de escala=100 nm.
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6.2 Viabilidad celular

El tratamiento de neumocitos tipo Il a SnO2 NPs y TiO2 NPs (1, 10 y 50
ug/cm?) no redujo la viabilidad celular a las 24 h. Para el caso de los monocitos, solo
las TiO2 NPs disminuyeron la viabilidad celular al 94.07 +2.72% obteniéndose

diferencias significativas comparado contra el grupo control.

Tabla 3.- Viabilidad celular de neumocitos tipo Il y monocitos expuestos a SnO; NPs y TiO2 NPs.
La viabilidad se evalué por el método de reduccion de MTT y exclusion de azul de tripano, para el caso del
primero método los datos fueron normalizados con respecto al grupo control. Sélo se encontraron diferencias
significativas en el caso de monocitos expuestos a 50 pg/cm? de TiO, NPs. Como control positivo se utilizé LPS,
sin embargo, este estimulo tampoco redujo la viabilidad celular. Se muestran los resultados en porcentaje junto
con la desviacion estandar. n=3. *p<0.05 Vs Ct.

Neumocitos tipo Il

Sno, NPs Tio, NPs
Ct 1 pglem? 10 pg/em? 50 pglcm? LPS Ct 1 pglem? 10 pg/em? 50 pg/cm? LPS
Reduccién de MTT 100 98.740.8 100.3+1.8 1018439  103.3+2.9 100 1080463 1092471  105.1#17  101.3t34
Método de exclusion g 3, 5 99.4+0.3 98.2+0.3 98.4+0.3 99.3+0.4 98.7412 97.7+19 98.0+2.1 94.8+0.7 955437
de azul de tripano
Monocitos
Sno, NPs Tio, NPs
Ct 1 pglem? 10 pg/em? 50 pglcm? LPS Ct 1 pglem? 10 pg/em? 50 pg/cm? LPS
Reduccién de MTT 100.0 97.842.0 106429  108.0459  104.8+5.0 100 1128464  1153:83 1097428  102.246.0
Método de exclusién o5 7, 7 99.2+0.3 98.4:0.9 97.4412 97.1£2.1 99.1:0.3 97.841.7 98.0+12  941:27*  97.8419
de azul de tripano

<005 vs Ct

6.3 Morfologia celular y presencia de las SnO2 NPs y TiO2 NPs en

el cultivo

Los neumocitos tipo |l se observaron como células ovaladas y alargadas a
través del microscopio de campo claro (Fig. 2A); mientras que las NPs se
observaron puntos negros en el cultivo celular.

Por otro lado, los monocitos son células mas pequefias de forma ovalada que
tienden a formar especies de racimos en cultivo celular; y de la misma manera las
NPs se observaron como puntos negros (Fig. 2B). Para el caso de las células
tratadas con LPS, la morfologia celular se observo aparentemente igual que las

células sin tratamiento.
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Fig. 2.- Imagenes del cultivo de neumocitos tipo Il y monocitos expuestos a SnO; NPs y TiO» NPs. Imagenes
de campo claro de neumocitos tipo |l y monocitos expuestos a 0 (Ct), 1, 10 y 50 ug/cm? SnO2 NPs y TiO, NPs
durante 24 h. Como control positivo se utilizé LPS. Ambos tipos de NPs se observan como puntos negros dentro
del cultivo celular. Se muestran las imagenes mas representativas de tres experimentos independientes. Barra
de escala: 100 pm.

6.4 Ultraestructura celular

Debido a la electrodensidad que presentan las NPs fue posible observarlas
por diferentes técnicas de microscopia, por ejemplo, por microscopia electrénica de
transmision donde las NPs se pueden observar en aglomerados y como puntos
negros con un fuerte contraste.

Cuando se realizé la toma de imagenes del grupo sin tratamiento, en los
neumocitos tipo Il se observo el nucleo bien definido y la presencia de organelos
como mitocondrias, vesiculas, lisosomas ademas de filamentos de actina y
microtubulos, entre otros. Cuando las células fueron expuestas a SnO2 NPsy a TiO2

NPs, algunas NPs se observaron libres en el citoplasma o dentro de vesiculas y
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endosomas; incluso cerca del aparato de Golgi y del nucleo pero no dentro del
nucleo. Algo interesante fue que en la concentracion de 50 pug/cm? de TiO2 NPs se
observo gran cantidad de NPs en el citoplasma, incluso regiones del citoplasma con
menos electrodensidad. Con el tratamiento de LPS, no se observo alteraciones en
la ultraestructura de neumocitos tipo Il y fue posible identificar al nucleo y organelos
como mitocondrias, vesiculas, lisosomas, filamentos de actina, microtubulos vy
cuerpos lamelares, estos ultimos caracteristicos de este tipo de células (Fig. 3A).

En monocitos sin exposicion, nuevamente se observé el nucleo bien definido
y la presencia de microtubulos, endosomas, mitocondrias y lisosomas. Mientras que
en las células tratadas, las NPs se observaron en el citoplasma, sin embargo, desde
la concentracion de 10 ug/cm? se observd gran cantidad de NPs dentro de las
células e inmersas en vesiculas, este mismo resultado se observdé con la
concentracion de 50 pug/cm?. Por otro lado, los monocitos que fueron expuestos a
LPS, presentaron gran cantidad de vesiculas en su interior (Fig. 3B).

A SnO, NPs
Ct 1pg/cm? 10ug/cm?

LPS

T «'MT 4
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14,510
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Fig. 3.- Localizacion de SnO; NPs y TiO; NPs en neumocitos tipo Il y monocitos. Imagenes de microscopia
de transmision de neumocitos tipo Il y monocitos expuestos a SnO, NPs, TiO; NPs y LPS por 24 h.
C=citoplasma, M=mitocondria, ES=espacio extracelular, E=endosoma, LB=cuerpo lamelar, N=nucleo,
AF=filamentos de actina, MT=microtubulos, L=lisosoma, EC=citoplasma vacio, REL: reticulo endoplasmico liso,
RER: reticulo endoplasmico rugoso, EC: eurocromatina, HC: heterocromatina, VDA: vesiculas derivadas de
autofagia. Las flechas verdes sefialan a las NPs no internalizadas, las flechas azules sefialan a las NPs dentro
del citoplasma. Se muestran las imagenes representativas de tres experimentos independientes.

6.5 Granularidad celular

La granularidad se midié por medio de citometria de flujo donde el eje “X”
(FSC-H) represento el tamarfo celular mientras que el eje “Y” (SSC-H) indico la
granularidad celular. También se delimitd la granularidad basal con una linea roja 'y
se observé que cuando los neumocitos tipo Il fueron tratados con 50 yg/cm? SnO;
NPs, cierta poblacion celular de desplazé hacia la parte superior indicando que parte
de las células incrementaron su granularidad. Para los neumocitos tipo |l expuestos
a TiO2 NPs la poblacion se desplazé hacia la parte superior a partir de la
concentracion de 50 pyg/cm? de NPs. En el tratamiento con LPS, la poblacion se
comport6é de manera similar al grupo control (Fig. 4A)

En monocitos, la poblacion se desplazé hacia la parte superior y fue mas
evidente en la concentracion de 50 pug/cm? de SnO2 NPs, pero con las TiO2 NPs la
poblacion se desplazé desde la concentracion de 1 ug/cm?. En los tratamientos con
LPS, a diferencia de los neumocitos tipo I, la poblacién de monocitos se desplazé
hacia la parte superior (Fig. 4B).

32



A SnO, NPs LPS
Ct 1 pglem? 10 pg/cm? 50 pg/cm? 1 pg/mL
I a0
—] 200 3
° g
=
=
n W F8C-He
(<] -
.%' TiO,NPs LPS
g Ct 1 pglem? 10 pg/cm? 50 pg/cm? 1 pg/mL
= "] "] "] w{T "
o ¥
=z w00 w00 o0 s00 000
. Y o P ki
£~ i " i i
200 8 200 S e 200
. o Feck o o .
20 00 w0 40 o w0 00 00 e "
FSCHz FSC-Helght FSCH: FSC-Holght FSCHE FSC Height
B SnO, NPs
Ct 1 pg/em? 10 pg/ecm? 50 pg/cm?
" " " "
w00 w00 w0 oo ]
= . } o }
2 # # # #
200 g !w” T 200 g e 201 et
P Awﬁ‘&‘ g
o o ° o
] o 0 o o mo o 0 e e wme w e e o 0 w0 o e
8 FSCH FSC-Hetght FSCH: FSC.Huight FSCHE FSC Huight FSCHE FSC Height
H Tio,NPs
c
§ Ct 1 pglcm? 10 ug/cm? 50 pg/cm?
w - w w w % S
w00 ™ "o 00
} Fow b - i
ﬁ» 400 a - a w ; ;
va
o . o ° o

200 400 600 800 K
FSCHE FSC Height

°

200 400 60 800 K
FSCAE: FSC Hught

Fig. 4.- Do plots de granularidad de neumocitos tipo Il y monocitos expuestos a SnO; NPs y TiO> NPs.
El limite de granularidad basal para neumocitos tipo Il y monocitos se ubicé en 400 unidades SSC-H (eje de las
Y) y se delimitdé con una linea roja para su mejor ubicacion. Cualquier célula superior a este limite fue
considerada como una célula con mayor granularidad que las células control. En cada muestra se realizé la
lectura de 10,000 eventos. Se muestran los plots mas representativos de tres experimentos independientes.

Posteriormente en el citdmetro de flujo se realiz6 la cuantificacion en
porcentaje de la poblacidon que presenté mayor granularidad que los grupos control.
En este trabajo los neumocitos tipo Il sin exposicion a NPs presentaron una
granularidad de 0.27+0.28 la cual incremento 7.95 £ 1.72 % por la exposicion a 50
ug/cm? de SnO2 NPs (Fig. 5C). Sin embargo, al exponer este mismo tipo de células
a TiO2 NPs la granularidad increment6 39.47 £ 1.56 % a partir de la concentracion
de 10 pg/cm? (Fig. 5D).
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En los monocitos, la granularidad incrementé a 31.37 + 0.98 % por la
exposicion a 50 pg/cm? de SnO2 NPs (Fig. 5E) y un 67.93 + 3.23 % por la exposicion
a TiO2 NPs a partir de 10 pg/cm? (Fig. 5F).

En los “do plots” de la Fig. 4B la poblacion de monocitos tratados con LPS se
desplazé hacia la parte superior, lo que caus6 el aumento en la granularidad de los
monocitos (Fig. 5E y 5F).
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Fig. 5.- Cuantificacion de la granularidad de neumocitos tipo Il y monocitos expuestos a SnO2 NPs y TiO;
NPs. Los porcentajes obtenidos en las regiones de granularidad normal y alta granularidad de la figura 4 se
tomaron para realizar la grafica de barras de las poblaciones de neumocitos tipo Il y monocitos tomando en
cuenta que en cada muestra se leyeron 10,000 eventos en el aparato BD FACSCalibur. Se muestran los
resultados de tres experimentos independientes y en porcentaje. **** p<0.0001 vs Ct, ++++p<0.0001 vs 10 y 50
ug/cm? de TiO, NPs.

6.6 Patrén de lipidos, proteinas y acidos nucleicos de neumocitos
tipo Il y monocitos ante la exposicion a SnO2 NPs y TiO2 NPs

El espectro de absorbancia de lipidos, proteinas y acidos nucleicos se realizo
en ambos tipos celulares, donde se observd que en neumocitos tipo Il y monocitos
el area que tuvo una menor absorbancia con respecto al grupo control fue el patrén

de acidos nucleicos, lo cual ocurrié con ambos tipos de NPs (Fig. 6A-6D).
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Interesantemente, en monocitos expuestos a TiO2 NPs, la regién de enlaces de
hidrogeno, grado en proteinas y cambios conformacionales en proteinas disminuy6
con respecto al grupo control y sélo ocurrié en la concentracion de 50 ug/cm? (Fig.
6D).
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Fig. 6.- Patron biomolecular de lipidos, proteinas y dcidos nucleicos de neumocitos tipo Il y monocitos
expuestos a SnO2 NPs y TiO; NPs. Las células una vez expuestas a la NPs se realizo el patron biomolecular
de lipidos los cuales fueron analizados de 1451 a 1399 cm™, uniones de hidrégeno y grado en proteinas de
3067 a 3294 cm™', cambios conformacionales en proteinas de 1652 a 1545 cm™ y cambios en &cidos nucleicos
de 1300 a 1000 cm™'. Los espectros son los representativos de tres experimentos independientes. Control, linea
negra, 1 pg/cm? de NPs: linea roja, 10 ug/cm? de NPs: linea verde, 50 pg/cm? de NPs: linea azul; LPS
(lipopolisacarido): linea gris punteada.

6.7 Arreglo del citoesqueleto

En este trabajo decidimos observar el arreglo del citoesqueleto en la parte
apical y basal de ambos tipos celulares, debido a que la zona apical es el primer
contacto que existe entre las NPs y célula mientas que el lado basal es donde las
células estan adheridas a la placa de cultivo. A diferencia de las imagenes de campo
claro o de electronica de transmision donde las NPs se observaban como puntos

negros, en la microscopia confocal las NPs se observaron como puntos blancos. En
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neumocitos tipo Il, ambas NPs se observaron mas en la parte apical sin embargo,
algunas NPs fueron observadas en la zona basal (Fig. 7A).

En monocitos, la mayoria de las SnO2 NPs se observaron sedimentadas en
la zona de la placa de cultivo, a diferencia de las TiO2 NPs, las cuales se localizaron
en la parte apical, cerca de las células y muy pocas NPs sedimentadas (Fig. 7B).

Cuando se realizé la cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia,
ambas NPs no causaron alteraciones en los microtubulos de neumocitos tipo Il (Fig.
7C), pero la intensidad de filamentos de actina se afect6 cuando los neumocitos tipo
Il fueron tratados con TiO2 NPs (Fig. 7D).

En monocitos los cambios fueron mas evidentes ya que la intensidad de
fluorescencia de microtubulos disminuy6 ante la exposicién a TiO2 NPs (Fig. 7E) y
en el caso de los filamentos de actina se disminuy6 su intensidad de fluorescencia

cuando fueron expuestos a SnO2 NPs y TiO2 NPs (Fig. 7F).
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Fig. 7.- Arreglo y cuantificacion del citoesqueleto de neumocitos tipo Il y monocitos expuestos a SnO;
NPs y TiO2 NPs. Los neumocitos tipo Il y los monocitos fueron tratados con las NPs y posteriormente el arreglo
del citoesqueleto fue analizado por inmunofluorescencia (nucleo se observa en azul, filamentos de actina en
rojo y microtubulos en verde) usando microscopia confocal, se realizé la toma de imagenes desde la zona apical
y basal de las células. El estimulo con LPS (1 pg/mL) por 24 h fue usado como control positivo. En el caso de
la cuantificacion se realizé con la intensidad media de fluorescencia obtenida en cada imagen, los resultados
se muestran con su desviacion estandar. En las imagenes de microscopia se muestran las imagenes mas
representativas de tres experimentos independientes, mientras que en la cuantificacion de fluorescencia se
tomé en cuenta diez valores por tratamiento. **** p<0.0001, *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05 vs Ct.

6.8 Localizacion de vacuolas

Algo muy interesante que se observo fue la generacion de vacuolas en el
citoplasma de los monocitos que se generaron en la concentracién de 50 ug/cm?
con ambos tipos de NPs; estas estructuras ocuparon gran area del citoplasma e
incluso el nucleo de los monocitos se vio desplazado a la orilla de las células.
Cuando se realizé el contraste de fases o mejor conocido como Nomarski, se
observé que las NPs localizaban con el area ausente de fluorescencia, lo cual fue

corroborado con el sobrelapamiento de imagenes (MERGE) (Fig. 8).
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Fig. 8.- Generacion de vacuolas en monocitos por la exposicion a SnO2 NPs y TiO; NPs. Los monocitos
fueron expuestos a 50 pg/cm? de SnO, NPs, TiO, NPs y LPS por 24 h. Posteriormente el arreglo del
citoesqueleto fue analizado por inmunofluorescencia (nucleo se observa en azul, filamentos de actina en rojo y
microtubulos en verde) usando microscopia confocal. La imagen original fue tomada a 63X sin embargo,
después se le hizo una acercamiento 4X, las imagenes superiores son las imagenes de fluorescencia, en las
imagenes de en medio son las células con la técnica de Nomarski para poder observar a las NPs, mientras en
la fila inferior se observa el sobrelapamiento de las imagenes. Las lineas punteadas indican el perimetro de las
vacuolas generadas en el citoplasma celular. Se muestran las imagenes mas representativas. n=3.
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6.9 Activacion y citocinas liberadas por monocitos

La exposicion de monocitos a SnO2 NPs y TiO2 NPs incremento6 ligeramente
la sobreexpresiéon de CD86 en 1.41 £ 0.49 unidades y 5.51 + 0.42 unidades
respectivamente con respecto al grupo control; mientras que expresion de CD80
incrementd solo con las TiO2 NPs en 4.0 £ 0.87 unidades (Fig. 9A). En las citocinas
solo se pudo cuantificar la sefial de IL-10 e IL-6 pero no existieron diferencias
significativas debido a la desviacién estandar de los resultados, pero al parecer
existe un tendencia a aumentar la sefal de estas dos moléculas cuando los

monocitos son expuestos a SnO2 NPs y TiO2 NPs (Fig. 9B).
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Fig. 9.- Marcadores de superficie en monocitos y liberacion de citocinas por la exposicion a SnO; NPs y
TiO; NPs. Los monocitos fueron expuestos a 50 ug/cm? de SnO, NPs o TiO2 NPs por 24 h donde la expresion
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cuantificacion. n=3. IMF= Intensidad media de fluorescencia. Por otro lado, la liberacién de citocinas fue
analizada en los sobrenadantes de los cultivo celulares previamente expuestos a las NPs. n=3. Los datos son
expresados en unidades relativas. *p<0.05 vs grupo control.
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7. Discusién

En este trabajo suplementamos los medios de cultivo con suero fetal bovino
libre de vesiculas debido a que el SFB contiene diferentes tipos de RNA que pueden
alterar cascadas de sefializacion en las células de cultivo (Wei et al. 2016) por lo
que nosotros eliminamos los RNA’s y vesiculas extracelulares a través de la
ultracentrifugacion a 200,000 x g (42,236 rpm) a 4°C durante 16 h (Xiao et al. 2014)
y ademas se filtro el SFB a través de poros de 20 ym.

Una de las desventajas de cultivar células con 10% de SFBSY es que se
puede alterar la morfologia y crecimiento de células de glioblastoma humano (U87),
células embrionarias de riidbn humano (293t), células Hela, células de
neuroblastoma humano (SH-SY5Y) y células de neuroblastoma de raton (N2a)
(Eitan et al. 2015) incluso también la migracion de neumocitos tipo Il puede ser
afectada (Shelke et al. 2014). Por lo tanto, nosotros suplementamos los medios de
cultivo con el 20% de SFBSY esperando a que el crecimiento de las células fuera
optimo.

Ahora bien, debido a que las NPs son sdlidas, insolubles y poseen una carga
neta en su superficie, es importante conocer sus propiedades, tales como su forma,
tamafo, carga superficial en suspension y el tamafio de los aglomerados que
pueden formar cuando estan en contacto con algun tipo de fluido, por lo tanto
nosotros por medio de microscopia electrénica de barrido observamos que las SnO>
NPs y TiO2 NPs no presentaron ni una forma ni tamafio homogéneo, es decir las
NPs fueron amorfas y de amplio rango de tamano, pero menores a 100 nm, por lo
que se consideraron como NPs ya que en algunas de sus dimensiones estuvieron
en el rango de entre 1 y 100 nm. Ahora bien, cuando se realizo el perfil de las NPs
por FTIR, en el caso del SnO; se observé un pico entre el rango de 800 y 400 cm™’
correspondiente a la union entre las dos moléculas de oxigeno y la molécula de
estano, por lo que descartamos que hubiera contaminacion por otros metales. En el
caso de TiO; se registraron las bandas, una en 500 cm™! que corresponde a la unién
entre las dos moléculas de oxigeno y la molécula de titanio y otro aproximadamente
en 3300 cm™" que es del grupo OH, por lo que esto refleja que el polvo presentaba

humedad y por eso registraron grupos OH. Por la técnica de dispersién de luz
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observamos que el tamarno primario de las SnO2 NPs y TiO2 NPs se pierde cuando
estas son suspendidas en los medios de cultivo suplementados con el 20% de
SFB®Y; en los resultados obtenidos, las SnO2 NPs suspendidas en medio F-
12K+SFBSY formaron aglomerados mas grandes que en el medio DMEM+SFBSY
esto pudo deberse a que los componentes propios del medio F-12K y DMEM son
diferentes e influyo en la interaccion entre biomoléculas y SnO2 NPs.

Por otro lado, los aglomerados de las TiO2 NPs en ambos tipos de medio de
cultivo fueron similares, esto nos quiere decir que la diferente composicion de
biomoléculas de ambos medios de cultivo no influyé en la diferencia de tamarfio de
los aglomerados de las TiO2 NPs. Ahora bien, los aglomerados de las SnO2 NPs en
suspension fueron menores que las de TiO2 NPs, posiblemente por la poca
interaccidn entre biomoléculas, ademas el peso molecular (150,71 g/mol) y la
densidad (6,95 g/cm?®) del compuesto de SnO2 es mas alto que el del TiO2 (peso
molecular 79.866 g/mol y densidad de 4.23 g/cm?) por lo que esto pudo influenciar
en que las SnO2> NPs se precipitan mas rapido y no puede existir una gran
interaccion entre biomoléculas-SnO2 NPs.

De acuerdo con Gangwall y colaboradores (2011) la exposicidon de células a
40.6 ug/cm? de NPs por 24 h, simula la exposicion de trabajadores que estuvieron
expuestos a las NPs durante o menos de 45 afos. Nosotros no encontramos
disminucién de la viabilidad celular salvo la concentracion de 50 pug/cm? de TiO2 NPs
donde se redujo la viabilidad de monocitos en un 5%; es importante sefalar este
resultado debido a que existié integridad celular, sin embargo no se descarté que
aun en concentraciones no téxicas, las células podian sufrir alteraciones.
Desafortunadamente, la evidencia sobre la susceptibilidad entre neumocitos tipo |l
y monocitos a un tipo de NP no es clara, ya que un trabajo reporta que la viabilidad
de monocitos y neumocitos tipo |l expuestos a particulas derivadas de la combustién
disminuye de manera similar a partir de la concentracion de 50 pg/mL (Durga et al.
2014) y también cuando se exponen a esferas de SiO», Fe>O3 y TiO2 (Panas et al.
2013). En este trabajo la viabilidad de monocitos y neumocitos tipo Il no disminuyo,
tal vez porque utilizamos bajas concentraciones de NPs y tiempo de exposicion a
24 h, incluso con el control positivo que fue tratado con LPS tampoco afecté la
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viabilidad celular, resultado que también se ha obtenido en otros trabajos (Liu &
Ding, 2019; Chen et al. 2020).

Algo importante es que las SnO2 NPs y TiO2 NPs tienen carga neta de 4* por
lo que algunos autores le atribuyen a que no sean téxicas debido a esta propiedad
ya que, por ejemplo, las nanoparticulas de 6xido de zinc (las cuales tiene una carga
de 2%) presentan mayor toxicidad en Escherichia coli; esto podria indicar que cuanto
mayor sea la carga cationica, menor es la citotoxicidad (Hu et al. 2009).

También se ha comparado la toxicidad de SnO2 NPs y TiO2 NPs en
Escherichia coli, donde las SnO2 NPs disminuyen la viabilidad celular en un 40%,
mientras que las TiO2 NPs disminuyen el 100% de la poblacion celular, esto nos da
un idea de la toxicidad diferencial que existe entre las dos NPs. Ademas, debido a
gue ambas NPs no liberan iones, se observo que un posible mecanismo de toxicidad
es que las NPs pueden adherir a la membrana celular y generar agujeros en sus
membranas, por lo que en este caso la toxicidad esta enfocada mas a un dafo
mecanico (Ng et al. 2015). Existe un trabajo donde se evalua la toxicidad de SnO:
NPs obtenidas de la planta Annona squamosa en células de carcinoma
hepatocelular humano (HepG2) y se reportd que estas NPs pueden disminuir la
viabilidad desde un 30% al 80% y alterar la morfologia celular (Roopan et al. 2015).
Una de las hipétesis es que un mecanismo de toxicidad de las SnO2 NPs es la
generacion de especies reactivas de oxigeno (Tammina et al. 2017), la cuales
pueden inducir la liberacion de lactato deshidrogenasa, la disminucién del potencial
de membrana mitocondrial, inducir lipoperoxidacion y alterar el ciclo celular
(Ahamed et al. 2018).

Por otro lado, existen diversos trabajos donde se ha encontrado que las TiO>
NPs pueden generar especies reactivas de oxigeno en monocitos y promover la
activacion del inflamasoma, asi como inducir la liberacién de citocinas inflamatorias
(Hamilton et al. 2009).

Una de las caracteristicas de las NPs utilizadas en este trabajo es que son
NPs solidas, insolubles en fluidos biolégicos y electrodensas, esta ultima
caracteristica nos permite poderlas observar a través de microscopia de campo
claro. Cuando se hizo la toma de imagenes del cultivo de neumocitos tipo Il y de
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monocitos no tratados, no se observd la presencia de otros organismos como
bacterias u hongos, por lo que la manipulacién del cultivo celular se hizo de manera
correcta. Asi mismo, cuando las células fueron expuestas a las NPs, las NPs se
observaron como puntos negros en el cultivo celular gracias a la caracteristica antes
mencionada donde las NPs no dejan pasar la luz del microscopio y por eso pueden
ser facilmente identificadas. S6lo en el caso de los monocitos expuestos a TiO2 NPs
se observaron NPs sedimentadas, pero alrededor de los monocitos se observé un
area de menor densidad, es decir al parecer las NPs que se encontraban alrededor
de los monocitos fueron endocitadas por este tipo de células. En el caso del control
positivo de LPS, debido a que esta molécula es soluble, no pudo ser observada en
el cultivo de ambos tipos de células.

En el campo de la nanotoxicologia, se ha investigado sobre qué tipo de
células tienen la capacidad de internalizar a diferentes NPs debido a que ha visto
que entre mayor sea la taza de internalizacion mas efectos nocivos tienen las NPs
sobre las células. Una de las vias mas aceptadas de internalizacion es por
endocitosis (Huerta-Garcia et al. 2015; Njoroge et al. 2018) y algunas NPS como
las de quitosano pueden ser internalizadas desde la primera hora de exposicion,
ademas los monocitos pueden realizar la exocitosis de las NPs previamente
internalizadas y nuevamente volverlas a endocitar a partir de las 8 horas post-
exposicion (Jiang et al. 2017).

Ahora bien, también se ha reportado que los monocitos tienen mayor
capacidad de internalizacion en comparacion con los promielocitos/neutrofilos, y
qgue la internalizacion de las NPs incrementa los niveles de especies reactivas de
oxigeno y decremento los niveles de glutation (Alsaleh et al. 2019), por lo que es
una manera de explicar por qué los monocitos tuvieron una mayor internalizacion
de NPs en comparacion con los neumocitos tipo II.

La localizacion de las TiO2 NPs y SnO2 NPs en neumocitos tipo || y monocitos
fue en citoplasma, esto se debe a que dificilmente las NPs pueden ser localizadas
en nucleo a diferencia de las NPs fibrosas, aunque aun se desconoce el mecanismo
o transporte de las NPs fibrosas a nucleo (Medina-Reyes et al. 2020). En nuestro
trabajo, ambas nanoparticulas fueron localizadas en el citoplasma, cerca de
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mitocondrias, lisosomas y reticulo endoplasmico rugoso, pero no dentro de alguno
de estos u otros organelos, esto también se ha reportado anteriormente por Zhao et
al. (2013) y Huerta-Garcia et al. (2015). Asi mismo, las NPs se encontraron muy
cerca una de otras y formando aglomerados; cabe mencionar que las NPs al ser
materiales sdélidos no pueden ser degradados por las células y por eso se
observaron a las NPs acumuladas en el citoplasma.

Una manera indirecta de cuantificar la internalizacion de NPs es por medio
de granularidad la cual esta determinada por los organelos y proteinas presentes
en las células, por lo tanto, cuando las NPs son internalizadas, aumenta la
granularidad normal de la células (Saitta & Zucker, 2000). Por esta razén nosotros
también observamos el incremento en la granularidad de neumocitos tipo Il y
monocitos, aunque entre estos dos tipos de células el aumento en la granularidad
fue diferente, es decir, en los monocitos la granularidad fue mayor que en los
neumocitos tipo Il debido a que los monocitos tienen mayor capacidad para
internalizar las NPs.

Se han realizado diversos estudios para conocer las interacciones entre las
NPs con proteinas y biomoléculas (Ahsan et al. 2018; Auria-Soro et al. 2019;
Abdelsattar et al. 2021), sin embargo, no se conoce si la exposicion a NPs puede
alterar el patron de absorbancia de lipidos, proteinas y acidos nucleicos.

Nosotros observamos que ambas NPs modificaron el patrén de absorbancia
de acidos nucleicos y las TiO2 NPs en monocitos causaron alteraciones en la region
de proteinas, a través de posibles cambios conformacionales y alteracion en los
enlaces de hidrogeno; ambos resultados pueden ser explicados porque las TiO>
NPs y SnO2 NPs tienen la capacidad de generar especies reactivas de oxigeno y
estas pueden alterar la estructura del DNA, generar oxidacién en algunas de los
nucleotidos y realizar alteraciones en las proteinas (McDonagh, 2017; Cai & Yan,
2013).

Otro aspecto que evaluamos fue el arreglo estructural del citoesqueleto, el
cual es una red de filamentos que ayudan al soporte celular y se ha demostrado que
diversas NPs lo pueden alterar o dafar (Ispanixtlahuatl-Meraz et al. 2018) y ademas
el dafo en el citoesqueleto es irreversible (Déciga-Alcaraz et al. 2020), sin embargo
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para el caso de las de SnO2 NPs aun no se conoce si estas NPs tienen efecto sobre
el citoesqueleto, principalmente de microtubulos y filamentos de actina. Nosotros
observamos que las SnO2 NPs y TiO2 NPs se localizaron en la parte apical de las
células, debido a que es la primera zona de contacto entre NPs y células, y solo
algunas NPs fueron observadas en la parte basal debido a la sedimentacion de las
NPs. Asi mismo también se observo que solo los filamentos de actina de neumocitos
tipo Il fueron afectados unicamente por las TiO2> NPs. En el caso de monocitos, la
susceptibilidad fue mayor, es decir, no solo los filamentos de actina fueron afectados
por las TiO2> NPs si no también los microtubulos, y, ademas, las SnO2 NPs no
afectaron el citoesqueleto en neumocitos tipo Il pero si en monocitos, donde los
filamentos de actina fueron el blanco principal de este tipo de NPs. Esto nos refleja
que la susceptibilidad entre ambos tipos celulares es muy diferente y al parecer los
monocitos son mas susceptibles en comparacién con los neumaocitos tipo |l.

Con respecto a los marcadores de superficie s6lo se encontré un ligero
aumento en los marcadores de CD86 y CD80, ambas proporcionan sefales
coestimuladoras necesarias para la activacion y supervivencia de las células T. En
el caso de la liberacion de moléculas, se evaluaron los niveles de IL-4, IFN-y, TNF,
IL-17A, IL-10, IL-6, IL-2, pero solo se encontraron valores detectables en el caso de
IL-10 e IL-6, sin embargo debido a la desviacion estandar no hubo diferencias
significativas contra el grupo control, esto pudo deberse a que las moléculas
evaluadas tienen una vida media muy corta por lo que si uno se tarda en procesar
los monocitos esto puede afectar los resultados.

Algo interesante que ocurri6 en monocitos fue la generacion de grandes
vacuolas con la exposicion a la mayor concentracion de ambas NPs, donde
anteriormente se ha reportado que al menos las TiO2 NPs inducen la
sobreexpresion de genes relacionados con autofagia como MAP-LC3 y beclina-1
asi como la cantidad de proteina, por lo que la generacion de vacuolas indica un
proceso de autofagia en monocitos (Dai et al. 2019).
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8. Conclusiones

Este trabajo demuestra que la internalizacion de las SnO2 NPs es limitada en
neumocitos tipo Il en comparacion con los monocitos debido a que la internalizaciéon
en monocitos fue dos veces mayor que en los neumocitos tipo Il. Asi mismo cabe
resaltar que las alteraciones en microtubulos y la generacion de vacuolas depende
del tipo celular, mientras que las alteraciones en las uniones de hidrégeno,
estructura de proteinas y acidos nucleicos y alteraciones en los filamentos de actina
dependen del tipo de NP.

Ahora bien, esto se puede interpretar de la siguiente manera, dependiendo
del tipo de NP que uno inhale, ya sea SnO2 NPs o TiO2 NPs los dafios en el pulmén
seran diferentes, pero algo muy importante que debemos mencionar es que ambas
barreras (inmévil y movil) seran afectadas y por lo tanto la inhalacion de NPs nos
pueden hacer mas susceptibles ante otras enfermedades respiratorias. Por
consiguiente, se deben de seguir realizando estudios in vitro en otro tipo de células
que conformen a estas dos barreras, por ejemplo, fibroblastos, neumocitos tipo |,
macroéfagos, fibroblastos, etc., con el fin de conocer los efectos de estas dos NPs
en estos tipos de células.

Por ultimo, este trabajo abre nuevos caminos para la investigacion de las
NPs, en especial para las de dioxido de estafio que actualmente se consideran
“‘inertes y seguras” ya que no hay suficientes trabajos que demuestren su toxicidad

en pulmén.
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9. Perspectivas

Este trabajo es pionero en realizar estudios de toxicidad de las SnO2 NPs
sobre neumocitos tipo Il y monocitos, tomando en cuenta concentraciones y tiempos
de exposicion in vitro que nos aproximan a los dafios que podrian presentarse en
los trabajadores que estan expuestos a estas NPs en los ambientes ocupacionales.
Sin embargo, es necesario seguir comparando a otros tipos celulares presentes en
el pulmoén ante estos dos tipos de NPs, ademas también seria recomendable
realizar estudios en modelos in vivo donde uno pueda conocer si se afecta la funcion
pulmonar cuando son inhaladas estas NPs, ademas de comparar los posibles dafos
causados a través de la observacion y descripcion de cortes histolégicos, realizar
pruebas de funcidn respiratoria o conocer si se alteran las poblaciones celulares a
través del lavado broncoalveolar.

Muy probablemente los efectos causados por ambas NPs seran diferentes
en otros tipos celulares del pulmon, pero esto nos ayudaria a comprender que las
NPs no se comportan igual, lo que abre nuevos panoramas para tener en cuenta
que las SnO2 NPs pueden causar alteraciones mas discretas en comparacién de
las TiO2 NPs, pero que al final de cuentas son efectos que aun no se conocen.
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11.indice de esquemas, figuras y tablas

Esquema 1.- Tipos celulares presentes en el pulmén. El pulmon esta organizado en la zona
proximal y distal, a lo largo de estas dos zonas los tipos celulares presentes van cambiando. En los alveolos
podemos encontrar a la barrera mévil e inmévil y también se sefialan a las NPs que es la zona en donde se
pueden depositar (Imagen modificada de Altorki et al. 2019).

Esquema 2.- Clasificacion de NPs dependiendo de su estudio. Estas son algunos tipos de
clasificacion de NPs basados en su dimensién, morfologia, composicion y estado, sin embargo, dependiendo
del auto es la clasificacion que uno puede encontrar (Imagen modificada de Saleh et al. 2020).

Fig. 1.- Ambas NPs fueron amorfas y menores a 100 nm, sin embargo, las TiO2 NPs formaron
aglomerados mas grandes en suspension. Microscopia electronica de barrido (SEM) de A) SnO2 NPs y B)
TiO2 NPs donde se observa que las NPs son amorfas y menores a 100nm. C) Absorbancia del polvo de SnO-
y D) TiO; en el rango de 400 a 4,000 cm™'. E) Tamario de aglomerados y potencial zeta de SnO, NPs y F) TiO;
NPs suspendidas y sonicadas a 40 Hz por 30 min en medio F-12K+20% SFBSY y DMEM+20% SFBSY. Se
muestran las imagenes representativas. n=3. Barra de escala=100 nm.

Fig. 2.- Imagenes del cultivo de neumocitos tipo Il y monocitos expuestos a SnO; NPs y TiO;
NPs. Imagenes de campo claro de neumocitos tipo Il y monocitos expuestos a 0 (Ct), 1, 10 y 50 pyg/cm? SnO;
NPs y TiO2 NPs durante 24 h. Como control positivo se utilizé LPS. Ambos tipos de NPs se observan como
puntos negros dentro del cultivo celular. Se muestran las imagenes mas representativas de tres experimentos
independientes. Barra de escala: 100 pm.

Fig. 3.- Localizacion de SnO2 NPs y TiO> NPs en neumocitos tipo Il y monocitos. Imagenes de
microscopia de transmisién de neumocitos tipo Il expuestos a SnO2 NPs, TiO, NPs y LPS por 24 h.
C=citoplasma, M=mitocondria, ES=espacio extracelular, E=endosoma, LB=cuerpo lamelar, N=nucleo,
AF=filamentos de actina, MT=microtubulos, L=lisosoma, EC=citoplasma vacio, REL: reticulo endoplasmico liso,
RER: reticulo endoplasmico rugoso, EC: eurocromatina, HC: heterocromatina, VDA: vesiculas derivadas de
autofagia. Las flechas verdes sefialan a las NPs no internalizadas, las fleca azules sefialan a las NPs dentro del
citoplasma. Se muestran las imagenes representativas de tres experimentos independientes.

Fig. 4.- Do plots de granularidad de neumocitos tipo Il y monocitos expuestos a SnO> NPs y TiO;
NPs. El limite de granularidad basal para neumoacitos tipo Il y monocitos se ubicé en 400 unidades SSC-H (eje
de las Y) y se delimité con una linea roja para su mejor ubicacién. Cualquier célula superior a este limite fue
considerada como una célula con mayor granularidad que las células control. En cada muestra se realizé la
lectura de 10,000 eventos. Se muestran los plots mas representativos de tres experimentos independientes.

Fig. 5.- Cuantificacion de la granularidad de neumocitos tipo Il y monocitos expuestos a SnO;
NPs y TiO> NPs. Los porcentajes obtenidos en las regiones de granularidad normal y alta granularidad de la
figura 4 se tomaron para realizar la grafica de barras de las poblaciones de neumocitos tipo Il y monocitos
tomando en cuenta que en cada muestra se leyeron 10,000 eventos en el aparato BD FACSCalibur. Se
muestran los resultados de tres experimentos independientes y en porcentaje. **** p<0.0001 vs Ct,
++++p<0.0001 vs 10 y 50 pg/cm? de TiO2 NPs.

Fig. 6.- Patron biomolecular de lipidos, proteinas y acidos nucleicos de neumocitos tipo Il y
monocitos expuestos a SnO; NPs y TiOz NPs. Las células una vez expuestas a la NPs se realizé el patron
biomolecular de lipidos los cuales fueron analizados de 1451 a 1399 cm™', uniones de hidrégeno y grado en
proteinas de 3067 a 3294 cm!, cambios conformacionales en proteinas de 1652 a 1545 cm™' y cambios en
acidos nucleicos de 1300 a 1000 cm™. Los espectros son los representativos de tres experimentos
independientes. Control, linea negra, 1 pug/cm? de NPs: linea roja, 10 pg/cm? de NPs: linea verde, 50 ug/cm? de
NPs: linea azul; LPS (lipopolisacarido): linea gris punteada.

Fig. 7.- Arreglo y cuantificacion del citoesqueleto de neumocitos tipo Il y monocitos expuestos
a SnOz NPs y TiO2 NPs. Los neumocitos tipo Il y los monocitos fueron tratados con las NPs y posteriormente
el arreglo del citoesqueleto fue analizado por inmunofluorescencia (nucleo se observa en azul, flamentos de
actina en rojo y microtubulos en verde) usando microscopia confocal, se realizo la toma de imagenes desde la
zona apical y basal de las células. El estimulo con LPS (1 pg/mL) por 24 h fue usado como control positivo. En
el caso de la cuantificacion se realizé con la intensidad media de fluorescencia obtenida en cada imagen, los
resultados se muestran con su desviacion estandar. En las imagenes de microscopia se muestran las imagenes
mas representativas de tres experimentos independientes, mientras que en la cuantificacion de fluorescencia
se tomo en cuenta diez valores por tratamiento. **** p<0.0001, *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05 vs Ct.
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Fig. 8.- Generacidén de vacuolas en monocitos por la exposicion a SnO; NPs y TiO; NPs. Los
monocitos fueron expuestos a 50 pg/cm? de SnO2 NPs, TiOz NPs y LPS por 24 h. Posteriormente el arreglo del
citoesqueleto fue analizado por inmunofluorescencia (nucleo se observa en azul, filamentos de actina en rojo y
microtibulos en verde) usando microscopia confocal. La imagen original fue tomada a 63X sin embargo,
después se le hizo una acercamiento 4X, las imagenes superiores son las imagenes de fluorescencia, en las
imagenes de en medio son las células con la técnica de Nomarsky para poder observar a las NPs, mientras en
la fila inferior se observa el sobrelapamiento de las imagenes. Las lineas punteadas indican el perimetro de las
vacuolas generadas en el citoplasma celular. Se muestran las imagenes mas representativas. n=3. Barra de
escala=10um.

Fig. 9.- Marcadores de superficie en monocitos y liberacion de citocinas por la exposicion a
Sn0; NPs y TiO, NPs. Los monocitos fueron expuestos a 50 pug/cm? de SnO; NPs o TiO2 NPs por 24 h donde
la expresion de CD86, CD80, MHCIl y CD11b fue analizada por citometria de flujo. En cada lectura se realiz
la lectura de 10,000 eventos en el aparato BD FACSCalibur. Se muestran los histogramas mas representativos
y su cuantificacion. n=3. IMF= Intensidad media de fluorescencia. Por otro lado, la liberaciéon de citocinas fue
analizada en los sobrenadantes de los cultivo celulares previamente expuestos a las NPs. n=3. Los datos son
expresados en unidades relativas. *p<0.05 vs grupo control.

Tabla 1.- Algunos tipos celulares que conforman el pulmoén. Se calcula que aproximadamente en
el pulmén hay mas de 40 tipos celulares diferentes que participan en la respiracion pulmonar, cada una de ellas
con sus funciones especificas.

Tabla 2.- Tabla comparativa de las propiedades fisicas y quimicas del diéxido de estafio y
dioxido de titanio. Aunque el SnO; y TiO; son extraidos de diferente mineral y su composicion quimica es
diferente, tienen propiedades quimicas muy similares.

Tabla 3.- Viabilidad celular de neumocitos tipo Il y monocitos expuestos a SnO, NPs y TiO, NPs.
La viabilidad se evalu6 por el método de reduccién de MTT y exclusion de azul de tripano, para el caso del
primero método los datos fueron normalizados con respecto grupo control. Sélo se encontraron diferencias
significativas en el caso de monocitos expuestos a 50 pg/cm? de TiO, NPs. Como control positivo se utilizé LPS,
sin embargo este estimulo tampoco redujo la viabilidad celular. Se muestran los resultados en porcentaje junto
con la desviacion estandar. n=3.*p<0.05 vs Ct.

12. Articulos derivados de esta tesis
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Cell type specific cytoskeleton disruption induced
by engineered nanoparticles

Octavio Ispanixtlahuatl-Meraz,2® Roel P. F. Schins ¢ and Yolanda I. Chirino ®*3°

One of the main concerns regarding nanomaterials is the cytotoxicity caused by engineered nanoparticles
(NPs) after inhalation, oral or dermal routes of exposure, intravenous application, and delivery as debris
from implants. Some of their effects are attributed to cellular uptake and others to NP interactions with the
cell membrane in the absence of internalization, which can activate receptors and subsequent cell signal-
ing. NP internalization is influenced by their chemical and physical nature. After cellular uptake, increased
apoptosis, reactive oxygen species generation, cytokine release, cell cycle alterations, and cytoskeleton dis-
ruptions are among the most cytotoxic effects. Because the cytoskeleton has a central role in the cell ar-
chitecture, the effects of NPs on the cytoskeleton network have been described frequently only as a cell
shape parameter. However, the effects of NP exposure on the main cytoskeletal components, which have
been less investigated, could be more relevant in terms of cell physiology. In this review, we discuss the ef-
fects of NPs, which can be categorized into metal oxides/metalloids/metals, carbon-based NPs, and
organic-based NPs, on the cytoskeleton network according to the cell type of internalization. After expo-
sure, NPs can be located in primary tissues and later translocated to secondary sites. Collectively, NPs can
be internalized by epithelial cells, endothelial cells, fibroblasts, immune cells, brain cells, stem cells, bone
marrow cells, and adipocytes. In all cases, it appears that NPs disrupt the cytoskeleton at various levels, but
less attention has been focused on the physiological consequences linked to such disruptions. Therefore,
we suggest that the effects beyond shape modifications induced by NP uptake could be related to alter-
ations in the physiology of each cell type.

Inhalation, oral ingestion, skin contact and intravenous administration are the main exposure routes to engineered nanoparticles in humans which lead to

internalization in different tissues. We have analyzed the cytoskeleton effects after nanoparticle

and a clear disruption induced by

P

metal oxides/metals and carbon- and organic-based nanoparticles can be generalized. We have identified that cytoskeleton disruption might have a differ-
ent impact depending on the cell type of uptake. For instance, cytoskeleton disturbances in endothelial cells have a different consequence from cytoskele-
ton alterations in stem cells. This manuscript contributes to the knowledge of how alterations that used to be linked mainly to cell shape could influence
the physiology of cells exposed to nanoparticles.

1. Introduction

Albert von Szent-Gyorgyi Nagyrapolt revealed cooperation be-
tween actin and myosin to contract muscle. Since then, cyto-

The cytoskeleton is a relatively novel discovery in biology
compared with other cellular structures. Robert Hooke first
described the cell structure in 1665. Subsequently, Wilhelm
Kithne described the myosin protein in 1884. After 54 years,
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skeleton components, structural roles, and physiology have
been under investigation and we now know that actin fila-
ments, microtubules, and intermediate filaments compose
the cytoskeleton network. Structure and cell shape mainte-
nance, movement, and cell division, among other features,
are some of the cytoskeleton functions. Tables 1 and 2 sum-
marize its components and related proteins.

The cytoskeleton is responsible for intracellular trafficking
of endogenous molecules produced by both metabolism and
exogenous sources. Exogenous molecules, such as those de-
rived from inhalation or oral ingestion, undergo internaliza-
tion in respiratory or gastrointestinal tracts, respectively. In
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physiologically achievable under actual exposure to NPs. This
aspect is one of the main challenges, because studies provid-
ing real measurements of NP deposition after inhalation or
oral exposure among other routes of exposure in humans are
not clear enough. Estimations of concentrations reached in
tissues can be overestimated and effects observed under ex-
perimental conditions may be attributed to an overdose.
However, in this review, we found evidence that subtoxic ex-
posure induces alterations in experimental models, which
could affect cell physiology. In addition, under realistic
conditions, in which adults have pre-existing diseases,
undiagnosed illnesses, genetic predispositions to diseases,
environment-related health threats such as living in highly
polluted cities, or inappropriate lifestyles, such as smoking,
sedentarism, or hypercaloric diets, exposure to NPs at even
low levels of exposure may have a larger effect than that esti-
mated by nanotoxicology.

4. Future directions

It seems that most NPs can induce alterations in the cytoskel-
eton after internalization, which also implies that internaliza-
tion is completely dependent on the cell type. While actin
disruption in endothelial cells could promote vascular perme-
ability, cytoskeleton remodeling in epithelial cells might be
related to EMT. In this regard, EMT is a complex process that
involves cell signaling such as activation of EGFR by TGF-f1
and its downstream AKT and ERK pathways.’® Nevertheless,
some other cell signaling pathways and epigenetic changes
should be investigated especially if NP exposure induces the
earlier EMT characteristics. For instance, for cell signaling,
Akt/NF-kB downregulation”” and p38 MAPK/Rac upregulation
are involved in EMT.’® On the level of epigenetic modifications,
overexpression of MEG3 long noncoding RNA (IncRNA) that
regulates the recruitment of JARID2-EZH2 and histone H3
methylation and ectopic expression of KDM6A histone de-
methylase play a role in EMT.?**°

Cytoskeleton alterations are linked to changes in cell mor-
phology during evident cellular stress responses; however,
under sub-toxic conditions, including during exposure to NPs
in which cell viability is unmodified or marginally decreased,
cell signaling mediated by cytoskeletal components can also
be affected leading to alteration in cell physiology without
changes in cell morphology. In this regard, alterations on cy-
toskeletal components should be investigated as predictors
not only of cell shape modifications but also of cell physiol-
ogy in exposed cells to NPs.
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The increasing concern of possible adverse effects on human health derived from occupational engineered na-
nomaterials (ENMs) exposure is an issue addressed by entities related to provide guidelines and/or protocols for
ENMs regulation. Here we analysed 17 entities from America, Europe and Asia, and some of these entities
provide limits of exposure extrapolated from the non-nanosized counterparts of ENMs. The international
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 experimental models, the lack of in-
formation on airborne concentrations of ENMs in occupational settings is an important limitation to improve 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

Nanomaterials are natural, incidental or manufactured 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_en.htm; 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 concern 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 deposited 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 clear 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

—~

Occupational
risk reduction

Selection of
safer ENM for
industrial
production

Less expenses
for health

Fig. 4. Benefits of regulating exposure to ENMs. Regulations concerning 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 companies and governments.

Estimations of
nanowaste for
making
decisions

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 terms 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 airborne 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
including industrial economy, occupational health and environmental
safety (Fig. 4).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Exposure to TiO, NPs induces several cellular alterations after NPs uptake including disruption of cytoskeleton
Cytoskeleton that is crucial for lung physiology but is not considered as a footprint of cell damage. We aimed to investigate
T“b_‘ﬂi“ cytoskeleton disturbances and the impact on cell migration induced by an acute TiO, NPs exposure (24 h) and
Actin the recovery capability after 6 days of NPs-free treatment, which allowed investigating if cytoskeleton damage

Titanium dioxide nanoparticles

. was reversible. Exposure to TiO, NPs (10 ug/cmz) for 24 h induced a decrease 20.2% and 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
of 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 polymerization. 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/cm? for 24 h and 7 days upregulates SFTPB expression in 53% and 59% respectively, MMP2 expression
remain unchanged. In conclusion, exposure of TiO, NPs affected cytoskeleton 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
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Inhaled nanoparticles (NPs) challenges mobile and immobile barriers in the respiratory tract, which
Type IT pneumocytes can be represented by type II pneumocytes (immobile) and monocytes (mobile) but what is more important for
Monocytes biological effects, the cell linage, or the type of nanoparticle? Here, we addressed these questions and we

FTIR spectra
Cytoskeleton

Tin dioxide
Titanium dioxide

demonstrated that the type of NPs exerts a higher influence on biological effects, but cell linages also respond
differently against similar type of NPs. Design. Type II pneumocytes and monocytes were exposed to tin dioxide
(SnO3) NPs and titanium dioxide (TiO2) NPs (1, 10 and 50 pg/cmz) for 24 h and cell viability, ultrastructure, cell
granularity, molecular spectra of lipids, proteins and nucleic acids and cytoskeleton architecture were evaluated.
Results. SnO2 NPs and TiO, NPs are metal oxides with similar physicochemical properties. However, in the
absence of cytotoxicity, SnO, NPs uptake was low in monocytes and higher in type II pneumocytes, while TiO,
NPs were highly internalized by both types of cells. Monocytes exposed to both types of NPs displayed higher
number of alterations in the molecular patterns of proteins and nuclei acids analyzed by Fourier-transform
infrared spectroscopy (FTIR) than type II pneumocytes. In addition, cells exposed to TiO, NPs showed more
displacements in FTIR spectra of biomolecules than cells exposed to SnO; NPs. Regarding cell architecture,
microtubules were stable in type II pneumocytes exposed to both types of NPs but actin filaments displayed a
higher number of alterations in type II pneumocytes and monocytes exposed to SnO2 NPs and TiO, NPs. NPs
exposure induced the formation of large vacuoles only in monocytes, which were not seen in type II pneumo-
cytes. Conclusions. Most of the cellular effects are influenced by the NPs exposure rather than by the cell type.
However, mobile, and immobile barriers in the respiratory tract displayed differential response against SnO NPs
and TiO; NPs in absence of cytotoxicity, in which monocytes were more susceptible than type II pneumocytes to
NPs exposure.
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suggest, that decreases in the absorbance from 1451 to 1399 cm ™! and
from 1300 to 1000 cm™* could be related to degradation of lipids and
DNA [64,65]. The decrease in the absorbance of FTIR spectra is related
to apoptosis activation [66], however, since the cell viability was not
affected in all treatments tested in this study, we suspect that the
decrease in nuclei acids FTIR spectra might be a hint of DNA damage
that was not enough for apoptosis activation. We detected that the
highest concentration of both types of NPs (50 pg/cm? for 24 h) in the
type II pneumocytes and monocytes induced a decrease in all bio-
molecules with exception the type II pneumocytes exposed to SnO NPs.
Some of the displacements in the FTIR spectra could be attributed to
direct contact between NPs and cellular components such as proteins.
Indeed, interaction among protein and NPs are well-known as protein
corona. However, alterations in nuclei acids cannot be attributed to
direct contact, since NPs are not located into the nucleus suggesting that
alterations are related to secondary interactions.

We suspect that both types of NPs at the highest concentration used
in this study might induce alterations with further impact after 24 h and
if those alterations can be repaired is still an open question.

On the other hand, no activation of monocytes was found in our
study, which is opposite to the study of Heng et al. in which exposure to
zinc oxide NPs induced CD80 and CD86 expression and release of pro-
inflammatory cytokines in monocytes [67]. In addition, according to
the previous literature, some efforts have been performed to predict the
toxicity of NPs in different types of cells, and until now, there is no gold
standard of physicochemical properties which can predict the biological
effects of NPs exposure. In addition, the effect of mobile and immobile
barriers has been addressed and differential responses have been found,
for instance, zinc oxide NPs are internalized by caveolae in bronchial
cells while lysosomes are the mechanisms of uptake in monocytes [68].
However, cerium oxide NPs, which are also a metal oxide, showed a
protective effect against ROS formation [68]. The study of Chen et al.
showed that type II pneumocytes and monocytes displayed similar
toxicity after exposure to multiwalled carbon nanotubes [69]. These
results suggested that similar chemical nature of NPs might have dif-
ferential biological effects in the same cell linage [68] while other cell
linages have similar responses [69]. Those studies together with the
results presented here, highlight that prediction of NPs toxicity still
needs deeper development. However, mobile, and immobile barriers in
the respiratory tract have differential responses and it could be possible
that mobile cells, which are predominantly immune cells specialized in
phagocytosis, can display higher susceptibility to have an impairment in
cell physiology.

Based on the literature, together with our results, we suggest that
common mechanisms of NPs alterations firstly, are related to the NPs
cell uptake and accumulation. Once NPs are internalized, cells lack
mechanism of NPs degradation and probably, the rate of exocytosis is
low. Some NPs can be retained into vesicles, however, there are some
free NPs and agglomerates that interact with cytoskeleton leading to
disruption of actin architecture and other biomolecules. Those in-
teractions might be partially responsible for cellular alterations, never-
theless the displacements in DNA spectra found in this study cannot be
attributed to direct interactions since NPs have not been detected into
the nucleus. Then, we suspect that ROS generation could be involved
indirectly in the DNA alterations as has been previously reported in
MCF7 human breast cancer cells exposed to SnO, NPs [70] and ROS
generation detected in type II pneumocytes exposed to TiO2 NPs [71].
Finally, we would like to emphasize that in toxicology field, the decrease
in cell viability is a gold standard to search for toxicity mechanisms of
xenobiotics, however, here we demonstrated that alterations in exposed
cells to these 2 types of NPs can be detected in absence of cytotoxicity
warning about further impairment in cell physiology.

5. Conclusions

The exposure to SnO3 NPs and TiOz NPs in type II pneumocytes and

Chemico-Biological Interactions 347 (2021) 109596

monocytes had no influence on the cell viability under the tested con-
centrations (1-50 pg/cm for 24 h). The TiO2 NPs uptake in immobile
(type II pneumocytes) and mobile (monocytes) barrier was higher
compared to SnOz NPs and TiO2 NPs uptake was associated with higher
cell granularity levels. However, the cell granularity in monocytes was
higher compared with type II pneumocytes, which was expected since
monocytes are specialized in cell uptake. The FTIR spectra, which
analyzed the molecular patterns of protein, lipids and nucleic acids,
showed that monocytes displayed higher susceptibility than type II
pneumocytes but also, cells exposed to TiO2 NPs induced higher number
of alterations than SnO, NPs. Microtubules were stable in type II
pneumocytes exposed to both types of NPs and only TiO2 NPs induced a
decrease of actin filaments fluorescence. Monocytes exposed to SnO;
NPs showed stable microtubules and a decrease in actin filaments
fluorescence. However, TiO, NPs exposure in monocytes affected both,
microtubules, and actin filaments. Large vacuoles were detected only in
monocytes after exposure to both types of NPs, however, these vacuoles
were not associated with an increase in cytokine release and only a
modest increase in the expression of CD86 y CD80 surface receptors was
detected.
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ANOVA one-way analysis of variance

ATR Attenuated Total Reflection

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium

F-12K Kaighn’s Modification of Ham’s F-12 Medium
fetal bovine serum FBS

FSC forward light scatter

FTIR Fourier-transform infrared spectroscopy

HBSS Hank’s Balanced Salt Solution

LPS lipopolysaccharide

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide

mV millivolts

nm nanometers

NPs nanoparticles

PBS phosphate buffered saline

ROS reactive oxygen species

SD standard deviation

SnO; NPs  Tin dioxide nanoparticles

SSC forward scatter

TiOy NPs titanium dioxide nanoparticles
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