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Resumen de la tesis que presenta José Cristébal Aguilar Guzman como requisito parcial para la obtencion
del grado de Maestro Ciencias en Nanociencias

Preparacion y caracterizacion de nanoparticulas de tereftalato de polietileno (PET) y la evaluacion de
su toxicidad in vitro.

Resumen aprobado por:

Dra. Ana Guadalupe Rodriguez Herndndez
Director de tesis

La contaminacidn generada por los deshechos de pldsticos sintéticos representa un problema para
el ambiente y la salud publica, siendo el tereftalato de polietileno (PET) uno de los plasticos mas
producidos y dispersados en el ambiente. Existe una gran preocupacién en el ambito internacional debido
a su presencia en todo tipo de cuerpos de agua, costas y sedimentos, ademds de su interaccién con la biota
marina. El PET, a pesar de ser considerado un material resistente, puede ser degradado en ambientes
dindmicos como el océano hasta el tamafio de nanoparticulas (NPs de PET). El impacto de las NPs de PET
sobre organismos complejos ha sido poco explorado y no se conocen sus efectos en células de mamiferos.
En la presente investigacion, se ha buscado mimetizar la interaccion de nanopldsticos con células al lograr
preparar y caracterizar exitosamente NPs de PET y determinar los posibles efectos toxicoldgicos utilizando
un modelo de linea celular de macréfagos de ratéon (RAW264.7). Las NPs de PET tienen una distribucion
de tamafio entre 80 y 250nm, con formas y tamafios heterogéneos. Sus propiedades quimicas y
policristalinidad fueron confirmadas mediante FTIR, XRD y TEM. En los ensayos in vitro, se ha demostrado
la transicidn hacia la polarizacion M1 de macréfagos al interactuar con las NPs de PET en tiempos cortos y
a bajas concentraciones, en donde se destaca un aumento de viabilidad que disminuye con el tiempo, el
aumento de la produccién de ROS, la internalizacién de las NPs de PET mediante fagocitosis via TLRs, la
produccién de citocinas pro-inflamatorias y quimiotaxis en tiempos cortos y una posible activacion de la
apoptosis en tiempos mas largos. Estos resultados sugieren que las NPs de PET podrian afectar los procesos
de inflamaciéon mediante la accidn directa en los macréfagos.

Palabras clave: NPs de PET, nanotoxicidad, macréfagos, contaminacion.



Abstract of the thesis presented by José Cristébal Aguilar Guzman as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Nanoscience.

Preparation and characterization of polyethylene terephthalate (PET) nanoparticles and the evaluation
of their in vitro toxicity

Abstract approved by:

Dra. Ana Guadalupe Rodriguez Hernandez
Thesis Director

The presence of micro- and nanoplastics in marine environments has been considered a significant
health global problem in recent years. Polyethylene terephthalate (PET) waste is one of the most common
ocean plastic pollutants, and it has been demonstrated his degradation capacity in these dynamic
environments. We try to mimic the interaction of these environmental nanopollutants producing PET NPs
by top-down acid hydrolysis. PET NPs were carefully characterized in terms of chemical/physical
properties. The nanoplastics obtained had a size of 50-250nm dimension, with significant size and shape
heterogeneity. FTIR, XRD, and TEM confirmed the PET NPs chemistry and polycrystallinity. In vitro assays
with a low concentration of PET NPs, we demonstrated M1 macrophage polarization in short times, with
high viability ratio that decreases at the time, increases in ROS production, internalization by phagocytosis
via TLRs, cytokine proinflammatory production, and chemotaxis. Moreover, in the case of extended times
of PET NPs cell exposition, we confirm the evidence of initial apoptosis activation. These results suggested
that PET NPs could affect inflammation processes through direct action on macrophages.

Keywords: PET NPs, nanotoxicology, macrophages, pollution.
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Capitulo 1. Introduccidn

El plastico sintético o semisintético es uno de los materiales mas utilizados en la actualidad debido a su
gran versatilidad y bajo costo de produccidn. La Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC)
define a un plastico como un polimero organico de alto peso molecular, derivado de procesos
petroquimicos, al cual se le pueden agregar otras sustancias para mejorar su utilidad y/o disminuir su costo

de produccion (Vert, 2012).

El primer plastico sintético fue producido en 1907, la baquelita. Este hito tuvo tanto éxito que afios mas
tarde en los 1950s, marco el inicio del rdpido crecimiento de la industria de plasticos a nivel mundial. Para
2015, la produccién de plastico alcanzé la vertiginosa cantidad de 381 millones de toneladas y se espera

que la tendencia siga en aumento (Figura 1).
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Figura 1. Produccion anual global de resinas poliméricas y fibras(plastico), medida en toneladas métricas por afio
(adaptado de Geyer et al., 2017).

Las propiedades de un plastico dependen de la composicidon quimica de sus subunidades, asi como de su
arreglo atémico y del método industrial de procesamiento. Su composicién quimica incluye elementos
tales como el carbono, hidrégeno, nitrégeno, cloro, y azufre. El conjunto de estos dtomos, presentes en

una celda unitaria, son llamados mondmeros. Los mondmeros a su vez se enlazan quimicamente para dar
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lugar a polimeros. Todos los plasticos son polimeros, pero no todos los polimeros son plasticos

(Helmenstine, 2018).

Existen tres tipos principales de plasticos: los elastémeros. los termoestables y los termoplasticos. Se
conocen como elastdmeros a los polimeros con viscoelasticidad y que tienen fuerzas intermoleculares muy
bajas, esto significa que tienen por lo general médulos de Young bajos (limite eldstico bajo) y alto grado
de resistencia a la deformacién. Aquellos denominados termoestables son polimeros que luego de
solidificar mantienen una forma permanente, presentan una estructura amorfa y se considera que tienen
un peso molecular infinito. Y como termopldsticos se conoce a aquellos materiales que pueden ser
calentados y remodelados varias veces; algunos suelen ser amorfos y otros pueden presentar cristalinidad.
(Helmenstine, 2018). Los termopldsticos mas comunes se clasifican de acuerdo con cédigos de
identificacidn y con sus potenciales aplicaciones. En la Tabla 1 se observan los termoplasticos mas comunes

en la industria.

Tabla 1. Tipos de termoplasticos mas comunes y sus aplicaciones (Geyer et al., 2017).

. Cddigos de L Uso después del
Tipos . N Aplicaciones .
identificacion reciclado
Tereftalato imz Botellas, envasado de productos | Bolsas, lonas, velas
de PET alimenticios, moquetas y refuerzos | nduticas, cuerdas, hilos,
polietileno neumaticos de coches. envases etc.

Botellas para productos alimenticios,
detergentes, contenedores, juguetes,
bolsas, embalajes, peliculas, laminas y
tuberias.

1025
Marcos de ventanas, tuberias rigidas, N
. & o 8 Muebles de jardin,
Policloruro revestimientos para suelos, botellas,

Bolsas industriales,
botellas detergentes,
contenedores y tubos.

Polietileno
de alta PEAD
densidad

.. PVC ) . L . tuberias vallas
de vinilo cables aislantes, tarjetas de crédito, ! !
L contenedores, etc.
productos de uso sanitario, etc.

Bolsas para residuos, e
industriales, tubos,
contenedores, film uso
agricola, etc.

Polietileno 04 Film adhesivo, bolsas, revestimientos de
de baja PEBD cubos, recubrimientos contenedores
densidad flexibles, tuberias de riego, etc.

Envases para productos alimenticios, | Cajas multiples para
Polipropileno PP é‘) cajas, tapones, piezas de automoviles, | transporte de envases,

alfombras y componentes eléctricos. sillas, textiles, etc.
Aislamiento térmico,
L 06 Botellas, vasos de yogures vy | cubos de basura,
Poliestireno PS L . ..
recubrimientos. accesorios de oficina,

etc.
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Lo que es realmente alarmante es que la mayor cantidad de plastico producido en el mundo se utiliza
principalmente para el empaquetamiento de objetos o productos desechables de un solo uso. Esto ha
generado una acumulacién inconmensurable de residuos; de una magnitud tal, que para 2015 se calculd
que la acumulaciéon mundial de deshechos plasticos fue de 7.8 millardos de toneladas, equivalente a una

tonelada de pldstico por persona viviente (Figura 2) (Geyer et al., 2017).
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Figura 2. Produccion global acumulada de plastico, medida en toneladas (EPRO, 2015).

La acumulacién masiva de este material ha provocado su ubicuidad en practicamente toda la superficie
terrestre. La principal muestra de este fendmeno es la presencia de la Gran Isla de Basura del Pacifico, la
mayor acumulacidn de plastico en el océano (Ryan et al., 2009). Este vertedero masivo cuenta con un area
superficial de casi 1.6 millones de metros cuadrados (practicamente la extensidn superficial de Texas) y
estd constituida principalmente por plasticos derivados de la industria pesquera (como las redes de la
pesca) y de plasticos de un solo uso provenientes de la superficie (como las bolsas y botellas de plastico).
Especificamente y de manera general, estos objetos estan fabricados con poliestireno (PS) y tereftalato de

polietileno (PET) (da Costa et al., 2016; Masoé et al., 2003).

Tereftalato de polietileno (PET)

Este estudio estd enfocado en la preparacién de nanoparticulas de PET (PET NPs), un polimero sintético

termoplastico utilizado como contenedor de insumos o redes de pesca que destaca por su transparencia,
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flexibilidad e inocuidad. Se produce por la polimerizacién de etilen glicol y acido tereftalatico. En términos
quimicos, el etilen glicol es un diol, un alcohol con una estructura molecular que contiene dos grupos
hidroxilo (OH), y el acido tereftalatico es un aromatico dicarboxilico que contiene un anillo aromatico y
dos grupos carboxilo (CO;H). Bajo la influencia del calor y la catdlisis, los grupos hidroxilo y carbonilo
reaccionan para formar grupos éster (CO-0), los cuales sirven como enlaces quimicos que generan la larga

cadena del PET. La representacion de la reaccidn se puede observar en la Figura 3 (Adam, 2018).

OH o)

OH +

Acido tereftalatico Etilen glicol Tereftalato de polietileno (PET) Agua

Figura 3. Representacion de la sintesis quimica del PET (Adam, 2018).

A pesar de que los plasticos son considerados materiales resistentes, al ser expuestos a ambientes
dindmicos como el océano, son susceptibles a la degradaciéon debido a factores como la radiacién
ultravioleta, la temperatura y la abrasion mecanica (Singh y Sharma, 2008). Recientes estudios han
confirmado la presencia de micro y nanoparticulas (MPs y NPs) de plastico en costas, sedimentos y
columnas de agua (Dai et al., 2018; Wick et al., 2013). También se ha observado que las MPs y NPs de
pldstico son vehiculos para otros contaminantes, como pesticidas (da Costa et al., 2016), metales pesados
o los bifenilos policlorados (Rochman, 2015; Wen et al., 2018); los cuales son adsorbidos en la superficie
de diferentes polimeros. Este tipo de complejo (nanoparticula/contaminante) ha sido encontrado entre la
basura plastica, con concentraciones 100 veces mayores a las encontradas en los sedimentos y hasta 1

millén de veces mas comparadas con la que se ha estimado en el mar (Chelsea M. et al., 2013).

Indudablemente estas MPs y NPs entraran a la cadena alimenticia por multiples vias, siendo la ingesta una
de las que ha ocasionado mayor preocupacion. Existen estudios enfocados en examinar cdmo se ingieren
o se acumulan los MPs en organismos marinos como mamiferos (Eriksson y Harry, 2003; Fossi et al., 2014,
2012), tortugas (Clukey et al., 2017; Pham et al., 2017), aves (Nicastro et al., 2018; Reynolds y Ryan, 2018)
y peces (Boerger et al.,, 2010), organismos en los que se observan variaciones de comportamiento,

fertilidad, dafio hepatico, respuesta inmune y, dafio letal a concentraciones son muy altas.



Interaccion de NPs de PET con los humanos

Las MPs y NPs de PET estdn en contacto con los humanos principalmente por la via de la alimentacién. Se
sabe que forman parte de la cadena alimenticia y que tienen la capacidad de permear la barrera intestinal,
lo cual podria comprometer nuestra salud. Al formar parte del proceso digestivo podrian atravesar el
torrente sanguineo para distribuirse en todo el cuerpo a través de un complejo de estructuras y érganos
qgue procesan los nutrientes (Groschwitz, 2014; Magri et al., 2018). Durante este complejo proceso es
inminente que interactlden con células del sistema inmunolégico que se encargan de lidiar con materiales

exogenos, tal es el caso de los macréfagos (Kloc, 2017).

Macréfagos

Los macréfagos son células fagociticas del sistema inmunoldgico que se han conservado evolutivamente.
Son una de las células mas versatiles del cuerpo humano, las cuales, dependiendo de las circunstancias en
las que se encuentre, pueden desempefiar un papel activo en la respuesta inmune innata y la adaptativa,
inflamacidn, regeneracién de tejidos, pueden sanar, desarrollar o inhibir el cancer, mantener la
homeostasis de los drganos, y sirven de intermediarios entre la madre y los fetos mediante sefiales
quimicas (Kloc, 2017). En ese contexto, los macréfagos son objetivos interesantes para aplicaciones

terapéuticas y de modulacién inmune (Biswas et al., 2006).

Estas células pueden responder a materiales exdgeno mediante una gran variedad de sustancias
bioldgicamente activas que se les unen o, en caso de ser una bacteria o parasito, los eliminan. En estas
sustancias se incluyen las especies reactivas de nitrdgeno y oxigeno, como el éxido nitrico (NO) o el
perdxido de hidrégeno (H203), y enzimas hidroliticas, como las metaloproteasas o proteasas (Dzik, 2014;

Franceschi et al., 2000; Migone et al., 1995)

Polarizacién de macrofagos (M1y M2)

Se han podido identificar dos tipos principales de activacion o estados de polarizacion que han sido
definidas en macrofagos de mamiferos: la via clasica, involucrada en activacion/inflamacién (M1) y la via
alternativa, relacionada con activacion/regeneracion (M2) (Gordon, 2003). Estas dos vias de diferenciacion
y funciones efectoras también se relacionan con las citocinas que producen los linfocitos T colaboradores
Thl y Th2. La via M1 se ha analizado mediante la observacién de la actividad de los macréfagos al

interactuar con las citocinas liberadas por los linfocitos Thl: interferén gama (IFN-y) e interleucina (IL)-2,
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o con lipopolisacdridos (LPS) en sepas de ratdn, mientras que los linfocitos Th2 difieren en el metabolismo
de la arginina mediante la secrecidn de citocinas, como IL-4, IL-5 e IL-13 (Mills et al., 2000). Recientemente
se ha demostrado que la M2 también se activa por la interaccién con hongos, parasitos, complejos
inmunolégicos, proteinas pequefias, células apoptdticas, IL-10 y el factor de crecimiento transformante

beta (TGF-B) (Sica y Mantovani, 2012).

La activacion M1 de macrdéfagos resulta en: (i) produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de la
enzima éxido nitrico sintetasa (iNOS por sus siglas en ingles) para convertir la arginina a citrulina y 6xido
nitrico (NO) donde los macrdfagos tipo M2 utilizan arginina decarboxilasa para convertir arginina a
ornitina, la cual es precursora de componentes del coldageno como las poliamidas y prolina, esenciales en
la reparacién de tejidos (Mills, 2001).; (ii) promueven la formaciéon de mediadores proinflamatorios que
incluyen a la interleucina-12 (IL-12), interleucina-1 beta (IL-1B), factor de necrosis tumoral alfa (TNFa),
interleucina-18 (IL-18), e interleucina-23 (IL-23); y (iii) promueven una elevada actividad en la
presentacién de antigenos, que resulta en un fenotipo eficaz para matar patdgenos (Sica & Mantovani,
2012; Stein et al., 1992). La activacion M2 de los macréfagos resulta en: (i) incremento en la actividad de
receptores de manosa; y (ii) produccion de citocinas inmunosupresoras como TGF-f e IL-10. Estas citocinas
generan un ciclo positivo que incrementa la polarizacidon de los macréfagos vecinos favoreciendo su

activacion en M2 (Sica y Mantovani, 2012).

Macrofagos de raton (RAW 264.7)

Los macrofagos derivados de modelos ratdon son ampliamente utilizados para el estudio inicial y general
de sustancias al medir su efecto potencial in vivo o en lineas primarias. La linea celular RAW 264.7, utilizada
en este trabajo, refleja la respuesta potencial de novo humana, y se utiliza para evaluar la bioactividad
efectiva de materiales naturales o sintéticos, en este caso de las NPs de PET. Este tipo de lineas celulares
son seleccionadas debido a su estabilidad genética, consistencia fenotipica, disponibilidad, facilidad de
mantenimiento y reproducibilidad experimental. El nombre cientifico del organismo del que fueron
extraidos es Mus Musculus y el tejido es Tumor inducido por el virus de la leucemia murina de Abelson;
ascitis. (Kaur y Dufour, 2012). Diversos parametros han sido identificados como activadores de la respuesta
de un macréfago ante algin material, como el tamafio, la geometria, la superficie topoldgica, la

hidrofobicidad, la quimica superficial, la mecanica del material y la adsorcién de proteinas (Kloc, 2017).

Aungque se tiene un indicio del efecto de las MPs y NPs en organismos, alin es necesario realizar un andlisis

mas profundo de su toxicidad a nivel celular. Por ese motivo, el objetivo de este trabajo es evaluar la
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potencial toxicidad de las NPs en células modelo caracteristicas de la primera linea de defensa de un

mamifero, células de epitelio intestinal y macréfagos.

1.1 Antecedentes

En trabajos recientes Magri y colaboradores (2018) lograron sintetizar NPs de PET de aproximadamente
100 nm mediante ablacién laser con el propdsito de evaluar su toxicidad en una linea celular epitelial
humana. La desventaja de esta técnica es un alto costo de produccién y la baja disponibilidad de
nanoparticulas para hacer una gran cantidad de ensayos in vitro, ademas de los cambios quimicos que
experimenta el material debido, en parte, a la alta temperatura que es sometido. A pesar de no demostrar
un efecto tdxico en los andlisis in vitro observaron la presencia persistente de las NPs de PET en
endolisosomas. También se demostré la alta capacidad de las NPs de PET para cruzar la barrera intestinal,
lo que aumenta el potencial riesgo de este tipo de materiales al ser acarreadores de contaminantes (Magri

et al., 2018).

Otra alternativa para la sintesis de NPs de PET fue creada este afo por Rodriguez y colaboradores (2019).
La técnica involucra una dilucidn por acido tricloroacético con la cual se obtienen NPs de entre 50 y 200
nm. También observaron la internalizacion de NPs de PET en macrdfagos de ratén (Rodriguez-Hernandez

et al., 2019). En el presente trabajo se utilizé esta metodologia para la sintesis de NPs de PET.

Recientemente, Chae y colaboradores (2018) han demostrado la trasferencia trofica de NPs de
poliestireno en cuatro especies de agua dulce (un alga, un crustaceo y dos peces). La mayoria de NPs
fueron localizadas en los drganos digestivos y sorprendentemente en el saco vitelino de juveniles
eclosionados. Los efectos que encontraron en el caso de los peces, fueron dafio hepatico y alteraciones

conductuales (Chae et al., 2018).

A pesar de que se ha descrito el comportamiento de la linea celular RAW 264.7 al estar en contacto con
materiales nanoestructurados con caracteristicas multivariadas (Magdolenova et al., 2014), ain se conoce
muy poco sobre la toxicidad que las NPs de PET podria llegar a presentar, la integracion de las
investigaciones mas recientes con respecto al tema se pueden apreciar en la Tabla 2. Por tal motivo es
importante evaluar su grado de toxicidad para determinar el potencial peligro que conlleva su presencia

en la cadena trofica.



Tabla 2. Resumen de investigaciones relacionadas con |a toxicidad de MPs/NPs de plastico en ensayos in vitro.

Modelos de células

MPs/NPs utilizadas

Observaciones

Referencias

Célula mononuclear de sangre periférica NPs poliestireno NPs de 20 nm causan citotoxicidad en U937 y THP-1. (Prietl et al.,
(PBMC) carboxilasas (20-1000 NPs de 20 nm estimulan la produccion de IL-8 en monocitos e 2014)
U937 (Monocitos humano) nm) inducen estrés oxidativo.
THP-1 (Monocitos humanos) NPs de 500 y 1000 nm estimulan la secrecién de I1L-6 e IL-8.
DMBM-2 (Macréfagos de raton) En el caso de los macréfagos las NPs de 20 nm no causan toxicidad.
T98G (Glioblastoma humano) Microparticulas de Generacién de ROS en altas concentraciones (Schirinzi
HeLa (Adenocarcinoma cervical humano) polietileno (3-16 um) No hay efectos citotoxicos aparentes en la viabilidad. etal., 2017)
Particulas de poliestireno
Caco-2 (adenocarcinoma de colon epitelial NPs de PET (100 nm) Ningun efecto citotdxico (Magri etal.,
humano) Internalizacién en compartimentos endolisosomas 2018)
Alta tendencia en atravesar un modelo de barrera intestinal Caco-2
Caco-2 Particulas de poliestireno Poca toxicidad en viabilidad celular, estrés oxidativo, y en la (Wu et al.,
(0.1y 5 um) integridad y fluidez de membrana. 2019)
Disrupcion en el potencial de membrana mitocondrial
Inhibicién de la actividad del transportador ABC de ATP
Fibroblastos dermales humanos MPs de polipropileno Citotoxicidad causada Gnicamente a altas concentraciones de las (Hwang et al,
Célula mononuclear de sangre periférica (~20 pm particulas méas pequefias de 20pum 2019)
(PBMC) and 25-200 pm) Incremento en la produccion de histamina en las lineas HMC-1y
HMC-1 (mastocitos humanos) RBL-2H3
RBL-2h3 (Basofilo de sangre periférica de ROS causada Ginicamente a altas concentraciones de las particulas
rata) més pequefias de 20pum
RAW 264.7 (Macréfagos de ratén)
BEAS-2B (Epitelio bronquial humano) NPs de PS (60 nm) Citotoxicidad solamente a altas concentraciones (Lim et al.,
Anélisis metabdlico demostré autofagia y estrés en el metabolismo 2019)
del reticulo endoplasmico.
A549 (Epitelio alveolar humano tipo 2) NPs de PS (25 y 70nm) Disminucién de la viabilidad e induccion del arresto del ciclo celular | (Xu et al.,
en altas concentraciones 2019)
Sobrerregulacion de los transcritos de NF.kB y algunas citocinas
proinflamatorias
Alteracion en el ciclo celular y en la expresion de proteinas
relacionadas con la regulacién de la apoptosis
Hs27 (fibroblastos humanos) NPs de PS (100nm) Produccién de ROS en altas concentraciones. (Pomaetal.,
Estrés genotoxico y dafio al ADN en altas concentraciones. 2019)
RAW 264.7 (Macrofagos de raton) NPs de PET (80 a 50 Nula toxicidad (Rodriguez et
nm) Aparentemente llegan hasta el ndcleo celular al., 2019)




1.2 Justificacion

La contaminacién causada por nanopldsticos representa un riesgo potencial al ambiente y a la salud
publica. Aun se desconoce completamente el efecto que los nanoplasticos podrian originar en las células
de organismos complejos. Siendo el tereftalato de polietileno (PET) uno de los plasticos mas producidos y

dispersados en el ambiente es necesario realizar estudios rigurosos sobre su toxicidad.

1.3 Hipdtesis

Las nanoparticulas de tereftalato de polietileno (NPs de PET), tendran un efecto nocivo en la respuesta
celular de macréfagos de ratéon (RAW 264.7) in vitro, afectando su viabilidad, mecanismos de
internalizacién, produccién de especies reactivas de oxigeno y por consecuencia alteraciones en su

expresidn genética.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

valuar el dafo citotdxico y la expresion genética de macrdofagos de ratdon RAW 264.7 al estar en contacto

con de NPs de PET en un modelo in vitro.

1.4.2 Objetivos especificos

. Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de las NPs de PET obtenidas mediante dilucién acida.
. Analizar el efecto de las NPs de PET en la viabilidad celular en ensayos in vitro.
. Rastrear la ubicacion de las NPs de PET dentro de los macréfagos y determinar el mecanismo con

el que se internalizan.

. Relacionar las variaciones en la produccion de ROS de macréfagos, con el tiempo de exposicion a
las NPs de PET.

J Comparar las diferencias en la expresion genética de macrofagos entre las que han estado en
presencia con NPs de PET y macréfagos sin estimulo.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Preparacion de NPs de PET

Para la preparaciéon de NPs de PET se utiliz6 como base el protocolo establecido por Rodriguez y
colaboradores (Rodriguez-Hernandez et al., 2019), la cual se lleva al cabo mediante dilucién por acido.
Utilizando una sierra convencional y una botella de PET, se recuperd viruta, para luego ser colada con un
tamiz (mesh No. 35, Cole-Parmer Testing Sieve), para obtener 1 g de viruta de menos de 20 mm promedio.
Posteriormente, esta viruta se diluyo en 90% de TFA a 50°C en agitacién constante por 2 h. Pasado este
tiempo se mantuvo en agitacién 24 horas a temperatura ambiente y finalmente se agregd TFA a 20%. Mas
tarde, se agregaron 90 mL de agua Milli-Q® a temperatura ambiente (TA), se centrifugo la muestra a 3,500
rpm por 30 minutos para eliminar los residuos acidos. Después, se resuspendié el pellet en 100 mL de agua
Milli-Q® y fue ultrasonicada con un Ultrasonic homogenizer sound arrest modelo YM-1000Y a 220 V una
amplitud del 25 % por 1 minuto, con intervalos de 10 segundos sonicacion/descanso. Luego de la
sonicacion, la muestra fue vertida en una probeta de 1 L, se agregaron 100 mL de dodecilsulfato sédico
(SDS 5%) y se aford con agua Milli-Q®, generando la suspension de las NPs de PET. La probeta fue
recubierta con papel Parafilm, para luego ser agitada vigorosamente durante 10 segundos y se dejé
reposar durante toda la noche. Para saber el tamaio de las NPs de PET se extrajeron alicuotas de 1 mL de
la probeta en diferentes alturas, las cuales fueran sometidas a un analisis mediante difraccién dindmica de
luz (DLS). Las fracciones de entre 80y 250 nm, resultado del ensayo anterior, fueron purificadas mediante
centrifugacion. Por Ultimo, a la muestra total se le realizaron un par de lavados con etanol anhidro en la
misma centrifuga, se recuperd, se dejo secar en un vidrio de reloj, para luego ser raspado con una espatula

y recuperado en un envase limpio.

2.2 Caracterizacion de NPs de PET

2.2.1 Dispersién dinamica de luz

La dispersiéon dinamica de luz (DLS por sus sigla en inglés) es una de las técnicas mas versatiles y Utiles
empleadas para la medicién indirecta in situ de tamafio, distribucidon de tamafio y en algunos casos de

formas de nanoparticulas en liquidos (Brown, 1993).



11
La DLS se basa en el movimiento Browniano, el cual describe la trayectoria aleatoria de particulas al

impactar con las moléculas de un solvente liquido. Este movimiento aleatorio es modelado por la ecuacion

de Stokes-Einstein (Ecuacidén 1).

__ kpT
h 3mn D¢

(1)
Donde Dy, es el diametro hidrodinamico, D; es el coeficiente de difusion traslacional, kg es la constante

de Boltzmann’s, T es la temperatura n es la viscosidad dindmica del medio (Edward, 1970).

El radio hidrodindmico es establecido en la DLS como el tamafio de una esfera rigida hipotética que se
difunde de la misma manera que la particula que se mide. De esta forma, este diametro demuestra el
tamafio real de la particula dinamica hidratada y solvatada (Figura 4A). El coeficiente de difusién
traslacional es basicamente el andlisis de las fluctuaciones de intensidad que arroja la dispersién de las
particulas, dependiendo a su tamafio, al ser iluminadas por un laser (Figura 4B). Teniendo la informacion
de estas variables es posible relacionar el coeficiente transnacional de difusion (D:) y su relacién con el
tamanio de particulas basado en el radio hidrodindmico (Dy) para asi obtener la distribucién de tamafio de

NPs en una suspension (Berne y Pecora, 2000).
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Figura 4. A) Representacion del didmetro hidrodinamico de una particula hidratada y solvatada. B) El coeficiente de
difusidn traslacional se obtiene al analizar la variacion en intensidades, describe que las particulas mas pequefias
tienden a difundirse mas rapido.

Para tener una idea de la distribucidon de tamafio de NPs de PET, preparadas en la metodologia anterior,

se realizd un andlisis de DLS con la ayuda de un ZetaSizer NanoZS (Malvern, UK). Estableciendo como
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pardmetros el medio dispersante como agua, la temperatura ambiente y el material analizado como

poliestireno.

2.2.2 Microscopia electrénica de transmision.

El microscopio electrénico de transmisién (TEM por sus siglas en inglés) opera con los mismos principios
basicos que un microscopio éptico, pero en lugar de luz utiliza electrones y las lentes en lugar de vidrio,
son lentes (campos) electromagnéticos. Esto es debido a que la longitud de un electron es mucho mas
pequena que la de la luz y estd en funcién del vacio y el voltaje de aceleracién. El TEM puede revelar
detalles muy finos de la estructura interna y en ocasiones hasta arreglos atémicos o redes cristalinas. En
la Figura 5, se puede observar el esquema de la comparacién general entre un microscopio éptico y un

microscopio electrénico de transmision (Bradbury, 2019).
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Haz de luz
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'
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- fluorescente

Figura 5. Diagrama esquematico y comparativo de la estructura bésica de a) un microscopio déptico y b) un
microscopio electrénico de transmisién (Tang & Yang, 2017).

En un TEM tradicional, una muestra delgada es irradiada con un haz de electrones con una densidad de
corriente uniforme; la densidad de energia se encuentra entre 60-200 KeV. Los electrones, que

normalmente son emitidos por un filamento de tungsteno, son sometidos a un alto potencial que libera
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electrones. Un sistema de dos condensadores permite la variacion de la apertura de iluminacion y un
diafragma de condensador la distribucion del haz al espécimen. La proyeccién de la imagen generada es
captada por una pantalla fluorescente que puede ser interpretada y enfocada por una cdmara digital (CCD)

(Tang & Yang, 2017).

El principio basico que fundamenta al TEM es la interaccidon de los electrones con la materia. Los electrones
son un tipo de radiacién ionizante, la cual, al transferir energia a los &tomos de una muestra, es capaz de
eliminar electrones de la capa interna de otros &tomos fuertemente unidos a su nucleo. Una de las ventajas
de utilizar radiacién ionizante es su potencial para producir un amplio rango de seiales secundarias de

una muestra, algunas de ellas se pueden observar en la Figura 6 (Williams y Carter, 2009).

Haz de electrones

Electrones Electrones
retrodispersados Secundarios Rayos-X
Eldet caracteristicos
ectrones Luz
Auger \ / visible
v
Electrones “absorbidos” ¢—— = Pareselectrén-hueco
. \ RayosX de
Bremsstrahlung
Haz
Electrones transmitido Electrones

dispersados

L dispersados
elasticamente

inelasticamente

Figura 6. Sefiales generadas cuando un haz de electrones de alta energia interactia con una muestra delgada
(Williams & Carter, 2009).

La longitud de onda de un electrén es dependiente de la aceleracidn del voltaje al que son sometidos, la

Ecuacién 2 define este comportamiento.

A== (2)

Donde A es la longitud de onda del electrdn, h es la constante de Planck (6.626x1034 ) s), m es la masa del
electrén (9.109x1073! kg), e es la carga del electrén (1.60x10° C) y V el voltaje de aceleracién (0.5 — 3 x 10*
V). Esto demuestra que entre mayor sea el voltaje de aceleracién, menor serd la longitud de onda de los

electrones y por ende tendremos mayor resolucion (Williams y Carter, 2009).
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Con estas sefiales se pueden realizar una variedad de tipos de imdagenes, las mas comun es la imagen de
campo claro. En donde en algunas areas de la muestra, los electrones son dispersados o absorbidos y por
eso aparecen zonas mas oscuras que otras. En la imagen de campo claro, la apertura del objetivo se utiliza
para seleccionar el haz de electrones sin dispersar. Al hacerlo los electrones dispersados se excluyen de
formar la imagen. Esta apertura mejora el contraste de la imagen como se observa en la Figura 7A. Ahora
bien, también es posible obtener imdagenes del patrén difraccién, las cuales son el resultado de la
dispersion de Bragg cuando el haz pasa a través de una muestra cristalina. Si se inserta una “abertura de
difraccion de area selecta” para delimitar la region de interés, entonces una imagen creada debajo de la
muestra (en la regién llamada plano focal posterior) se ve como una matriz de puntos (o un conjunto de
anillos difusos). Esta imagen es caracteristica de la muestra analizada ya que es una representacion en el
espacio reciproco de su estructura cristalina y que ha sido considerada como una “huella digital”, Unica e
irrepetible. Un ejemplo de un patrén de difraccion se puede observar en la Figura 7B (Williams y Carter,

2009).

Figura 7. A) Imagen de TEM de campo oscuro de una placa de poliestireno y B) su patrén de difraccion (Petermann
et al., 1989).

Es importante resaltar que hay un sistema de vacio necesario para que el haz de electrones viaje desde el
filamento hasta el detector CCD o pantalla fluorescente. Un sistema de aperturas en los objetivos potencia
el contraste de las imagenes, al bloquear los electrones que se desvian del haz central, permitiendo asi
obtener una imagen con mayor contraste debido a las diferencias de intensidades, ya que se excluyen los
haces difractados. Las dreas mas oscuras de laimagen representan aquellas regiones de la muestra a través

de las cuales pasan (se transmiten) menos electrones, mientras que las zonas mas claras de la imagen
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representan aquellas dreas de la muestra a través de las cuales se transmitieron mas electrones (Tang &

Yang, 2017).

Para realizar esta caracterizacidon se depositaron 1 pug de NPs de PET en un mililitro de alcohol etilico
absoluto para luego ser ultrasénicada durante 10 minutos, pasado este tiempo se recuperé una gota de la
solucidn (5 pL) y se deposité en una rejilla (300 mesh formvar/carbon film). Se dejé secar a temperatura
ambiente y posteriormente se analizé mediante un TEM modelo Tecnai G2 F20 S-TWIN (FEI) (este es un
cafién de emisidon de campo, lo que te permite obtener imagenes con resolucién atdmica) operado a 80

keV. Las micrografias fueron analizadas y editadas utilizando el software ImageJ.

2.2.3 Espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR por sus siglas en inglés) aprovecha el hecho
de que algunas moléculas absorben frecuencias especificas que son caracteristicas de su estructura. Estas
absorciones son frecuencias resonantes, esto quiere decir que las frecuencias de la radiacién absorbida
concuerdan con la frecuencia con la que los enlaces o grupos funcionales vibran. Las energias son
determinadas por la forma de la superficie de energia potencial molecular, la masa de los 4tomos vy la

asociacién de acoplamiento vibracional (Radboud University, 2019).

En un espectrofotémetro de FTIR, la radiacién emerge de una fuente y pasa a través de un interferémetro
hacia la muestra antes de pasar por un detector, el cual amplifica la sefal y filtra la contribucién de las
altas frecuencias y transforma la informacién en digital mediante un convertidor analogo a digital.
Posteriormente la informacién es computarizada y sometida a una transformacién de Fourier como se

observa en el esquema experimental de la Figura 8 (Stuart, 2005).
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Figura 8. Esquema experimental de un espectrofotémetro de FTIR (Stuart, 2005).

La region del infrarrojo es de 13,000 cm™~10 cm™. Esta regidn del espectro electromagnético tiene la
capacidad de hacer vibrar moléculas orgdnicas con grupos funcionales tales como NC-OH, COOH, C=C, CH,
NO2, etc. La mayoria de las bandas de absorcidn que indican que grupo funcional esta presente en una
muestra se encuentran en la regién 4,000 cm™ a 13,000 cm™. Mientras que las bandas Unicas de cada

molécula, similares a una huella digital, son encontradas en la regién entre 13,000 cm™ a 400 cm™.

Para realizar esta caracterizacion se utilizdé un espectrofotémetro modelo Brucker TENSOR Il con el cual se
analizaron las NPs de PET previamente preparadas y una placa plastica de una botella de PET comercial.
Los espectros se obtuvieron en un rango de longitud de onda de 600 a 4,000 cm™, con una resolucién de

1.4 cm™y fueron analizados mediante el software Bruker Opus 6.5.
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2.2.4 Espectroscopia de rayos X (XRD)

La espectroscopia de rayos X (XRD por sus siglas en inglés) se basa en la capacidad que tienen los cristales
para difractar rayos X permitiendo analizar con precisidon su estructura y fases cristalinas (Dinnebier y

Billinge, 2008).

Los rayos X son ondas electromagnéticas (fotones) de alta energia con una longitud de onda de entre 103
y 10! nm (SpieR et al., 2019). Cuando los fotones de los rayos X interactian con el material, suceden varios
tipos de interacciones relacionadas con la absorcién y efectos de dispersién. Uno de los fendmenos que
nos interesa es la dispersion elastica, también conocida como dispersion de Rayleigh, la cual ocurre entre
fotones y electrones alrededor del ndcleo atémico. Esto es importante porque la energia de la onda
dispersada no cambia es decir mantiene su fase en relacidon con la onda incidente (Dinnebier y Billinge,

2008).

Dicho esto, el principio de este método se basa en la difraccion de rayos X producida por los planos
atémicos periodicos y el angulo en el que estdn orientados, o en la energia resuelta de la sefial detectada.
El arreglo geométrico con el que se interpreta el fendmeno de la XRD ha sido descrito por W. L. Bragg
(Bragg, 1929). En la Figura 9 se pueden observar los detalles de la condicién geométrica para la difraccién

y la determinacion de la ley de Bragg’s.

Figura 9. Deduccién de ley de Bragg por diferencia de camino dptico (SpieR et al., 2019).

La Ley de Bragg esta dada por la Ecuacion 3.

niA = Zdhlein (6) (3)
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En donde n es el orden de difraccidn, A es la longitud de onda del haz incidente en nm, d;,; es el espacio

entre planos en nmy 6 el dngulo en el que el haz difractd en grados.

Para realizar esta caracterizacidn de las NPs de PET mediante la técnica de XRD se utilizé un difractdémetro
XPERT PRO, un goniémetro PW3050/60 y se analizé utilizando el software misura BB. Los parametros
utilizados fueron los siguientes: El dangulo de haz incidente fue de 20° a 90° y el anodo del material utilizado

para producir los rayos X fue el cobre con una longitud de onda de irradiacion de K, de 0.154.

2.3 Evaluacion de la toxicidad de NPs de PET

Las condiciones de cultivo de la linea celular seleccionada para nuestro estudio RAW 264.7 (ATCC® TIB-
71™) fueron: atmosfera de 37°Cy 5% de CO,. El mantenimiento y subcultivo de la linea celular, se llevo al
cabo con medio (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) DMEM (SIGMA-ALDRICH) adicionado con 10%
suero fetal bovino (BIOWEST) y 1% de antibidtico/antimicdtico (penicilina y estreptomicina, SIGMA-

ALDRICH).

2.3.1 Viabilidad en presencia de NPs de PET

Algunos materiales son capaces de absorber energia y luego emitir luz visible en un fendmeno fisico
conocido como luminiscencia. Los fotones de esta luz emitida son generados por transiciones electrénicas
en el sélido. Lo que sucede es que los electrones externos de los dtomos de materiales luminiscentes
aprovechan energia de la longitud de onda especifica a la que son irradiados para promoverse de su estado
fundamental a un estado de energia excitado; momentos después al no encontrarse estables, decaen a un

estado de menor energia lo cual genera la emisién de luz visible (Callister et al., 2007).

La luminiscencia se puede clasificar de acuerdo con la magnitud del tiempo de retardo entre los eventos
de absorcidn y emisidn. Si la emisidon ocurre por momentos mucho menores a 1s, el fendmeno se conoce
como fluorescencia; para tiempos mayores, es llamado fosforescencia (Callister et al., 2007). En la Figura
10 se observa el diagrama de Jablonski en donde se representan los principios electrénicos que dan lugar

a la fluorescencia y a la fosforescencia.
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La fluorescencia mds intensa y la mas util es la que presentan los fluorocromos, compuestos que contienen
grupos funcionales aromaticos comunmente conocidos como fluoréforos o tintes fluorescentes. Este tipo
de moléculas contienen estructuras aliciclicas de carbonilo, alifdticas o con dobles enlaces muy

conjugados. La intensidad de la fluorescencia puede ser influenciada por diversos factores como: su rigidez

estructural, la temperatura y disolvente, el efecto del pH y su concentracién (Valeur, 2001).
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Figura 10. El diagrama de Jablonski permite visualizar los procesos de sufre una molécula luego de ser irradiada con
luz: absorcion fotdnica y excitacion del estado fundamental (So) a un nivel energético electrénico, vibracional o
rotacional superior (Sz2), y recuperacion del estado fundamental So a través de diferentes estados electrénicos singlete
S1y/o triplete T1, con emision de fluorescencia o fosforescencia, de acuerdo con las propiedades del material (Grupo

GIDOLQUIM, 2014).

Existen varios factores que pueden inducir una disminucion en la intensidad de la fluorescencia emitida
por una determinada sustancia (quenching), tales como reacciones en estado excitado, trasferencia de

energia, formacién de complejos y colisiones moleculares, por lo tanto, son dependientes de la presion y

la temperatura (Valeur, 2001)
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La viabilidad celular es la cuantificaciéon del nimero de células vivas dentro de una poblacién al comparar
células estimuladas con nanoparticulas y sus respectivos controles, lo cual puede brindar informacion
sobre la salud y actividad general de una célula frente a un estimulo. Para realizar ensayos de viabilidad,
es comun utilizar reactivos los cudles luego de ser metabolizados por las células “viables” o saludables,

presentan fluorescencia la cual puede ser censada y posteriormente analizada (Khan, 2018).

Para determinar la viabilidad de la linea celular RAW 264.7 en presencia de NPs de PET en distintas
concentraciones, se realizé un ensayo colorimétrico utilizando el reactivo AlamarBlue® (SigmaAldrich), el
cual contiene el compuesto resazurina, de color azul, que puede ser reducido por células viables a
resorufina, de color rosa. Se colocaron por triplicado los siguientes pozos prueba: 300, 150, 75y 37.5 uM
de NPs de PET (utilizando el peso molecular del PET: 192), ademas de los correspondientes pozos Control
negativo (células sin tratamiento), control positivo (células con DMSO) y el medio con 300 uM de NPs de
PET para visualizar la posible autofluorescencia etiquetado como “NPsPET”. A cada prueba se colocaron
10,000 células exceptuando el Ultimo y se incubaron por 24, 48 y 72 horas a 37°C y 5% de CO,. Al finalizar
los periodos de incubacidn, se agregd AlamarBlue 10% (v/v) con respecto al medio de cultivo y se incubd
durante 4 horas a 37°Cy 5% de CO. A continuacién, se realizd la lectura de 100 pL del medio de cultivo de
cada pozo mediante fluorimetria con una longitud de onda de excitacidon de 560 nm y emisiéon de 590 nm
utilizando un espectrofotémetro de fluorescencia Agilent modelo Cary Eclipse. Finalmente, se analizaron
los datos con el software Graph Prism 6 con un anadlisis ANOVA de P<0.05. Cabe destacar que antes de
realizar estos experimentos se realizaron ensayos con concentraciones exponenciales para asi obtar por
aquellas que tenian efectos mas pronunciados ademas de que no interfirierarn con las mediciones o

saturaran las placas de cultivo.

2.3.2 Identificacion de especies reactivas de oxigeno mediante espectrometria de fluorescencia

Las especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) son moléculas mensajeras que regulan una
amplia variedad de procesos fisioldgicos celulares incluyendo la proliferacion, la diferenciacién y la
apoptosis(Di Meo et al., 2016). La sobreproduccién de ROS, tal como el perdxido de hidrégeno o los
radicales libres, pueden llegar a causar dafio irreversible a macromoléculas, bloqueos completos en la
sefializacion, inhibicion de la proliferacién, envejecimientos, estrés oxidativo en las mitocondrias, dafio al
ADN mitocondrial, inflamacién crdnica y en muy altos niveles la muerte celular ya sea por apoptosis o

necrosis(Di Meo et al., 2016; Lim et al., 2019; Mikhed et al., 2015; Schmidt et al., 2015).
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Para identificar las ROS se realizé la técnica de espectroscopia de fluorescencia utilizando el reactivo
diacetato de 2’,7’ —diclorofluoresceina (DCFDA-abcam). El cual, luego de penetrar dentro de la célula en
forma de DCFDA es desacetilado por esterasas celulares a un compuesto no fluorescente, el cual al ser
oxidado por las ROS se transforma en 2’,7’ —diclorofluoresceina (DCF). La DCF es un compuesto altamente

fluorescente y puede ser detectado mediante espectroscopia de fluorescencia.

En este experimento se incubaron 10,000 células por pozo en una placa de 96 pozos durante toda la noche
a 37°Cy 5% de CO,, para linea celular RAW 264.7. Pasado este tiempo se retiré el medio, se realizaron
lavados con PBS 1X antes y después de agregar el fluoréforo DCFDA a 17 uM, con el cual se incubaron las
células durante 30 minutos protegidas de la luz a 37°C y una atmosfera de 5% de CO.. Listo este punto se
pas6 a montar los pozos prueba, en los que se pusieron en contacto las lineas celulares con NPs de PET en
distintas concentraciones (300, 150, 75y 37.5 uM), junto con un pozo control negativo sin estimulos y uno
control positivo con hidroperéxido de terc-butilo (TBHP), cominmente utilizado para la activacién de la
produccién de ROS en células. Se incubaron durante 24 horas protegida de la luz a 37°C y una atmosfera
de 5% de CO,. Pasado este tiempo se realizd una medicion de fluorescencia 485/535 nm
(Excitacidn/Emisidn). Utilizando un espectrofotometro de fluorescencia Agilent modelo Cary Eclipse. Se

repitié la medicion a las 48 y 72 horas.

2.3.3 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de los ensayos de viabilidad y ROS, con una n =3, fueron procesados con el software

Graph Prism 6 con el que se realizé andlisis ANOVA de P<0.05.

2.3.4 Microscopia confocal

La microscopia confocal es una especializacion de la microscopia estandar de epifluorescencia que utiliza
un arreglo Optico particular el cual genera imagenes de alta resolucién de materiales tefiidos con
sustancias fluorescentes. Es ampliamente utilizada para analizar células vivas, fijas o secciones de tejidos

que se puedan marcar con diversos fluoréforos (Peterson, 2010).
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Esta tecnologia utiliza un ldser (amplificacién de la luz por la emision estimulada de radiacion) (Hecht,
2018), un dispositivo que estimula a los atomos o moléculas para que emitan luz a determinadas
longitudes de onda, lo cual hace que sea amplificada, produciendo tipicamente un haz de radiacién muy
caracteristico. La emisidon generalmente cubre un rango extremadamente limitado de longitudes de onda
visible, infrarroja o ultravioleta. Se han desarrollado muchos tipos diferentes de laseres, con caracteristicas

muy variadas.

En la Figura 11 se puede observar la representacion esquematica de la técnica. En lugar de iluminar toda
la muestra a la vez, la luz laser se enfoca en un punto definido a una profundidad especifica dentro de la
muestra. Esto conduce a la emision de luz fluorescente en exactamente este punto. Un agujero dentro de
la via dptica corta las sefales que estan fuera de foco (pinhole-Apertura P1), lo que permite que solo las
sefales de fluorescencia del punto iluminado entren en el detector de luz conocido como
fotomultiplicador el cual amplificara la sefial y la interpretara traduciendo la intensidad de la fluorescencia
como senales eléctricas, finalmente, para recrear una imagen con esta informacion se utiliza un software

especial (Valeur, 2001).
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Figura 11. Diagrama esquematico de la estructura un microscopio confocal de 3 haces (Peterson, 2010).

Al escanear la muestra en un patrdn raster, se crean imagenes de un solo plano dptico. Es posible recrear
objetos 3D al escanear varios planos oépticos y apilarlos utilizando un software de deconvolucion

renderizacidon de microscopia adecuado (z-stack). También es posible analizar tinciones de
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inmunofluorescencia multicolor utilizando microscopios confocales de ultima generacién que incluyen

varios laseres y filtros de emisidn / excitacion (Peterson, 2010).

2.3.5 Identificacion de ROS

Para demostrar la produccién de ROS de manera cualitativa se realizd un ensayo de fluorescencia
mediante microscopia confocal. En primer lugar, las NPs de PET fueron tefiidas utilizando el colorante rojo
Nilo. Para lo cual, se agregaron 10 pL de rojo Nilo a 10 g/mL a un vial con NPs de PET a 75 uM y se dejaron
a agitacion constate por toda una noche. Finalmente se lavaron con 70% de etanol para eliminar todo el

pigmento que no se absorbid.

Posteriormente y bajo campana de flujo laminar, 12 portaobjetos circulares de vidrio fueron limpiados con
etanol anhidro y esterilizados con UV por 20 minutos, para luego ser funcionalizadas con Poli-L-lisina al
10% en PBS 1X durante 20 minutos. Completando el tiempo fueron lavados con medio de cultivo y
depositados en una placa de 12 pozos, en los cuales se sembraron 10,000 células por pozo y se dejaron
incubar toda la noche a 37°C y con una atmosfera de 5% CO,. Pasado este tiempo se retird el medio de
cultivo, se lavaron los pozos con PBS 1X, se agregaron 100 uL de diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina
(DCFDA) a 17 uM y se incubaron durante 45 minutos. Posteriormente se realizé otro lavado con PBS 1X
para retirar los excedentes y se agregd medio de cultivo fresco. A continuacién, se agregaron 75 uM de
NPs de PET tefiidas con rojo Nilo a los pozos de prueba correspondientes y se dejaron incubar por 24, 48
y 72 horas. Pasado cada tiempo se retiré el medio de cultivo y se lavaron las placas con PBS 1X, para luego
agregar metanol a -20°C para fijar a las células durante 20 min, al concluir este tiempo se realizaron 3
lavados con PBS 1X, PBS 1X con Tween 0.3% para luego agregar DAPI a 17 uM a cada pozo el cudl se dejé
incubar por 1 hora a temperatura ambiente. EI DAPI es un fluoréforo que se une fuertemente a las hebras
de ADN bicatenario. Posteriormente se realizaron lavados con PBS 1X. Luego se prepararon portaobjetos
previamente esterilizados para depositar una gota de glicerol mas PBS 1X (50/50) en la que se depositaron

los cubreobjetos antes realizados y se sellaron con esmalte de uias trasparente.

Listas las muestras, fueron observadas con un microscopio confocal Olympus fv1000 utilizando la emisién
y la excitacion de los colorantes mostrados en la Figura 12. Finalmente, las imagenes fueron procesadas

mediante le software imageJ.



24

DAPI(358/461) RED NILE (515/585)
100 o 5

75

S0

25

Intensidad relativa (%)

300 400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

Figura 12. Espectro de excitacidn y emision caracteristico de los fluoréforos utilizados para diferenciar, el nicleo
celular (azul), ROS (verde) y NPs de PET (rojo).

2.3.5 Interaccidén de NPs de PET con macréfagos mediante TEM

Para observar las células a mayor aumento, se recurrié a TEM. Para esto se sembraron macréfagos en 6
placas de (didmetro) (1.5 x 10%/placa) y se incubaron durante 2 horas a 37°C y 5% de CO,. A tres placas se
le agregaron NPs de PET en equivalencia a 75 uM de NPs de PET y se incubaron durante 24, 48 y 72 horas
con su respectivo control a 37°C y 5% de CO,. Se eligié esta concentracion debido a los resultados
obtenidos en la viabilidad celular. Pasado su respectivo tiempo de incubacién, cada placa fue lavada con
un buffer de fosfatos (PBS 1X) y fijada con glutaraldehido (4% v/v) durante 1 hora a 4°C, posteriormente
las células fueron lavadas nuevamente con PBS 1X, despegadas mecanicamente y lavadas en dos
ocasiones. Posteriormente se retird el sobrenadante y se realizdé una postfijacion con 10 ml de Tetradxido
de osmio (0s041%v/v) durante 2 horas RT. Pasado este tiempo se realizo el proceso de deshidratacién con

etanol a diferentes concentraciones como se describe en la Tabla 3.
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Tabla 3. Proceso de deshidratacidn de las muestras para TEM

Solucién Tiempo Temperatura
H.0 MQ 10min TA
H.0 MQ 10min TA
50% Etanol 10min 4°C
60% Etanol 10min 4°C
70% Etanol 10min 4°C
80% Etanol 10min 4°C
90% Etanol 10min 4°C
96% Etanol 10min 4°C
100% Etanol | 15min 4°C
100% Etanol | 20min 4°C
100% Etanol | 30min 4°C

Ya polimerizadas las muestras fueron sometidas a ultramicrotomia mediante un microtomo marca Leica
modelo Ultracut R, con cortes de aproximadamente 50 nm y soportados en rejillas (300 mesh
formvar/carbon coated grid) y posteriormente se analizd mediante un microscopio electronico de
transmisién modelo Tecnai G2 F20 S-TWIN (FEl) operado a 80 keV. Las micrografias se analizaron mediante

el software Imagel.

Tabla 4. Proceso de infiltracién de resina de las muestras para TEM

Solucion de resina Tiempo Temperatura
15% 4 horas TA
30% 4 horas TA
50% Toda la noche TA
75% 4 horas TA
100% Toda la noche TA
100% 15min 4°C
100% 20min 4°C
100% 30min 4°C
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2.3.6 Identificacion de la alteracion de expresion genética en macréfagos mediante chips de
Microarreglos

Los microarreglos de ADN (chip de ADN) son una técnica de biologia molecular y ciencias gendmicas que
nos permite determinar simultdneamente, los genes de un organismo que se estan expresando o
suprimiendo ante una condicion determinada. Un chip de ADN consiste bdsicamente en la impresién de
todo el genoma de un organismo sobre una placa de vidro previamente recubierta con grupo amino,
aldehido o epdxidos que permitan fijar al ADN de manera covalente en esta superficie. A la cual se
adicionard una sonda derivada de la purificacidn y concentracidn del dcido ribonucleico mensajero (ARNm)
del organismo estudiado (por métodos estandar) y posteriormente un marcaje o etiqueta (sonda). Para
crear el marcaje, se realiza una sintesis in vitro de acido desoxirribonucleico complementario (ADNc) de
cadena sencilla, en la cual se agregan los deoxinucledtidos A, C, G y T mas una proporcidon de
deoxinucledtidos T marcado con un fluorocromo. A esta mezcla se agrega una transcriptasa inversa que
sintetiza el ADNc a partir del RNAm de nuestro organismo, incorporando el deoxinucledtido T marcado en
dos reacciones estandar. Finalmente, el ADNc marcado se purifica para eliminar el deoxinucledtido
fluorescente no incorporado al ADNc. De esta forma ya se tiene la sonda marcada para realizar la

hibridacidn con el chip de DNA y su posterior analisis mediante fluorescencia.

Para este experimento se realizé el analisis de Microarreglos de RAW incubadas con 75 uM de NPs de PET

durante 48h y con su respectivo control.

2.3.6.1 Preparacion de muestra

Los macréfagos RAW 264.7 fueron cultivados y mantenidos en placas Petri de 10 cm hasta alcanzar 80%
de confluencia. Las células fueron desprendidas de la placa de cultivo celular mediante espatula estéril,
resuspendidas en tuvo Falcén, centrifugadas, contadas y sembradas en dos placas de cultivo (5x10°
células), para ser incubadas durante toda la noche a 37°C a 5% CO,. Pasado este tiempo se realizé con
cambio de medio retirando el anterior y agregando 15mL de medio de cultivo. A una de las placas se le

agregd una solucion de 1% de NPs de PET (75 pM) y se dejaron incubar por 48 horas a 37°C a 5% CO,.
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2.3.6.2 Aislamiento de ARNm

Para realizar el aislamiento de ARNm se utilizé el siguiente protocolo de SIGMA-ALDRICH(SIGMA-ALDRICH,
1997). Pasado las 48 horas se retiré el medio de cultivo, se lavd con buffer de fosfatos (PBS 1X) con ph 7.4
y se agregd 1 mL de TRI Reagent, un reactivo que permite eficazmente el aislamiento del ARN, ADN vy
proteinas, se homogeneizd vigorosamente durante 15 segundos y se recuperé en un eppendorf. Se dejé 5
minutos incubando a temperatura ambiente (TA), para luego adicionar 0.2 mL de cloroformo y mezclarse
vigorosamente utilizando un vortex. Luego se dejd incubar por 15 minutos a TA. Se centrifugd a 12,000 g
por 15 minutos a 4°C. Se trasfirié el sobrenadante (que contiene solamente el ARN) a un eppendorff de
0.5mL para luego agregar 0.5mL de isopropanol y homogeneizar. Luego de 10 minutos se centrifugd a
12,000 g durante 10 minutos a 4°C. Pasado este tiempo se retird el sobrenadante y se adiciond 1 mL de
75% de etanol, se mezclé vigorosamente mediante vortex para luego ser centrifugado a 7,500 g durante
5 minutos a 4°C. Se dejo reposar durante 30 minutos, se agrego 0.1% de dietil pirocarbonato (DPEC), para
reducir el riesgo de que el ARN sea degradado por ARNasas, con un volumen final de 30 pyL y se
homogeneizd. Por ultimo, se calenté a 60°C por 15 minutos y se midié la concentracién de ARN con un

espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop modelo 2000/2000c a 260/280 nm.

La muestra de ARN se prepard para ser transportada al Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM para los
subsecuentes experimentos de la siguiente forma. Se lavd la muestra con 50 pL con agua/DEPC, 5 pL de
acetato de sodio 3 M pH 5.2 y se mezclé perfectamente en vortex. Se agregaron 138 pL de etanol 100%
frio (-20°C) y se mezcld por inversion hasta la homogeneizacion. Las muestras se conservaron a -70°C por
una noche, antes de ser enviadas, las muestras se centrifugan en una microcentrifuga a maxima velocidad
por 15 min. Sin retirar el sobrenadante, se sellaron los tubos con parafilm a fin de evitar que se perdiera

liguido y de esta forma se transportaron a temperatura ambiente sin riesgo de degradacion del ARN.

2.3.6.3 Hibridizacién y analisis de microarreglos

Este analisis se realizd en el servicio del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. Para lo cual se utilizd
un chip de Microarreglo M22K 11 12 y se realizo la sintesis de ADNc utilizando los fluoréforos para la
muestra con tratamiento Alexa 647 y Alexa555 para el control utilizando el esquema de la Figura 13. El

resultado de la cuantificacion de las imagenes se analiz6 mediante Genarise y RStudio, se reporté la calidad
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de los Microarreglos mediante una grafica cruzada de logaritmos y un mapeo de calor que ilustra los genes

regulados y la jerarquia con relacidn a su intensidad utilizando la paqueteria “heatmap.2”.
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Figura 13. Esquema representativo de la creacion de un chip de ADN o Microarreglo (Nature Education, 2014).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Caracterizacion de las NPs de PET

3.1.1 Analisis de NPs mediante DLS

La distribucién de tamafios de las NPs de PET obtenidas mediante diluciéon por acido se encuentra
ilustradas en la Figura 14, y demuestra una distribucion de 50 a 250 nandmetros con la presencia de picos

representativos en 80 y 200 nanémetros, ademads de aparentes agregados entre 300 y 500 nanémetros.
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Figura 14. Distribucién de volumen de NPs de PET mediante Dispersién Dinamica de Luz, realizado por triplicado.

3.1.2 Analisis de NPs mediante TEM

Las micrografias obtenidas mediante TEM de las NPs de PET se encuentran ilustradas en la Figura 15y
demuestra que las nanoparticulas se encuentran aglomeradas. Sin embargo, al ampliar la magnificacion
se distinguen pequefias estructuras alrededor de los cimulos con morfologia diversa y tamarfios dentro de
la nanoescala que se habia determinado mediante la dispersion dindmica de luz. Ademas, al ampliar la
magnificacidn en el area de las estructuras se pueden observan los patrones de difraccién caracteristicos

de los cristales de PET. La distancia entre los planos calculada mediante ImageJ es de 0.34 nm.
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Figura 15. Micrografias obtenidas mediante TEM de NPs de PET a diferentes magnificaciones (A, B, Cy D), con flechas
amarillas se muestra la distancia interplanar del polimero semicristalino (D) y su respectivo patrén de difraccion
mediante FTT (E).

3.1.3 Analisis de NPs mediante FTIR

Los espectros obtenidos mediante FTIR se encuentran ilustrados en la Figura 16, en ella, se observan las
bandas de absorcién del carbonilo a 1714 cm™ correspondiente la vibracién de estiramiento de C=0Oy a un
doblete cerca de 1100 cm™ debido probablemente al estiramiento del enlace C-O y a otras vibraciones
como O=C-0-C qué son una caracteristica espectral importante influenciada por el estado semicristalino
del polimero y las fuertes bandas de absorcién a 1244 cm™ se deben al estiramiento de C(=0)0 v la flexidn
del plano C-O (Donelli et al., 2009). El pico a 1408 cm™ podria asignarse a vibraciones de estiramiento
esquelético aromatico y los picos 870 y 723 cm™ a un grupo de bencenos fuera del plano (Favaro et al.,
2007; Ozaltin et al., 2019). Por Ultimo, las bandas 1339 y 1019 cm™ pueden ser atribuidas al movimiento

de CH; correspondientes a fragmentos de polietilen glicol (Donelli et al., 2009).
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Figura 16. Espectro de absorbancia FTIR de NPs de PET y una placa de PET extraida de una botella de plastico
comercial.

Los resultados indican que al preparar NPs de PET mediante la diluciéon por acido trifluoroacético se
mantiene la estructura molecular el tereftalato de polietileno debido a que en ambas muestras se pueden

apreciar las bandas de estiramiento caracteristicas del material.

3.1.3 Analisis de NPs mediante XRD

El patron de difraccidn de las NPs de PET obtenido mediante difraccion de rayos-X se encuentran ilustrado
en la Figura 17 y demuestra las maximas intensidades de las bandas amorfas y las curvas de difraccién de
los planos reflexidn cristalino 100, 010 y 110. Esto es asumido como suficientemente representativo en
correspondencia con el drea asociada a los picos que se observan en los trabajos investigacion de James
E. Johnson para el estudio cristalografico del PET (cddigo de referencia 00-060-0989), resumidos en la

Tabla 5 (Johnson, 1959).
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Tabla 5. Pardmetros cristalograficos del PET.
No. h k | d [A] 20 [°] I[%]
1 0 -1 1 5.48480 16.147 77.0
2 0 1 0 5.08792 17.416 79.0
3 -1 0 2 4.10854 21.612 65.0
4 -1 1 4.10854 21.612 65.0
5 1 -1 0 3.91044 22.721 85.0
6 -1 0 3 3.42576 25.989 100.0
7 1 0 0 3.42576 25.989 100.0
8 1 -1 1 3.21706 27.707 39.0
9 0 -2 1 2.75003 32.533 17.0
10 1 1 -3 2.75003 32.533 17.0
11 1 0 -5 2.13134 42.374 17.0
12 2 0 -4 2.04558 44.242 8.0
13 1 2 -2 1.94585 46.640 11.0
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Figura 17. Patrén de difraccion de NPs de PET.
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3.2 Resultados de la evaluacion de la toxicidad de NPs de PET

3.2.1 Viabilidad y proliferacion celular de los macréfagos al interactuar con NPs de PET

Los efectos en la viabilidad de los macréfagos de ratdn en contacto con diversas concentraciones de NPs
de PET, se encuentran ilustradas en la Figura 18. Se destaca que el control de nanoparticulas solas

“NPsPET” no produce fluorescencia en ningin momento por lo que no influye en la medicidn.
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Figura 18. Viabilidad celular de la linea celular RAW 264.7 en presencia de diferentes concentraciones de NPs de PET.
La informacién tiene una desviacidn estandar promedio (SD) n = 3. Se realizd un analisis estadistico ANOVA de una
via; en donde, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001 es diferente significativamente respecto al control de
medicién.

En la Figura 18 correspondiente a la viabilidad y proliferacion celular de la linea celular RAW se puede
observar que, desde las 24 h existe un aumento drastico en la viabilidad en todas las concentraciones que
va disminuyendo conforme pasa el tiempo, sin embargo, las concentraciones se mantienen por arriba del

control a las 72 h.

3.2.2 Identificacidn de especies reactivas de oxigeno mediante espectrometria de fluorescencia

La presencia de ROS de las lineas celulares RAW 264.7 en contacto con diversas concentraciones de NPs

de PET, obtenidas mediante Espectrometria de fluorescencia, se encuentran ilustradas en la Figura 22.
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Figura 19. Produccién de ROS de la linea celular RAW 264.7 en presencia de diferentes concentraciones de NPs de
PET mediante espectroscopia de fluorescencia del fluor6foro DCFDA. La informacidn tiene una desviacion estandar
promedio (SD) n = 3. Se realizé un analisis estadistico ANOVA de una via; en donde, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
y ¥**¥*p<0.0001 es diferente significativamente respecto al control de TBPH.

En la Figura 19 correspondiente a la produccién de ROS en la linea celular RAW 264.7, se puede observar
gue existe un ligero aumento de la produccion de ROS a las 24 horas en las concentraciones de 300 uM,
150 uM y 37.5 uM. Mientras que a las 48 horas se observa el aumento de las ROS en las concentraciones
de 150 uM, 75 uM y 37.5 uM. Y finalmente a las 72 horas se observa el aumento de las ROS en las
concentraciones de 300 uM, 75 uM y 37.5 uM.

3.2.3 Direccién de especies reactivas de oxigeno mediante microscopia confocal

Con base a los resultados anteriores y a las concentraciones utilizadas en otros trabajos, se decidieron

realizar los demas experimentos con la concentracién de 75uM de NPs de PET.

La presencia de ROS de las lineas celulares RAW en contacto con 75 uM de NPs de PET, obtenidas mediante

microscopia confocal, se encuentran ilustradas en la Figura 23.

En la Figura 20 correspondiente a la produccién de ROS en la linea celular RAW 264.7 se puede observar
que, se destaca la presencia marcada de ROS en los controles de esta linea celular. En el caso de las
micrografias de las pruebas se observa que a las 24 horas existe la presencia NPs de PET(Rojo) a un lado
de los nucleos de las células (azul), lo que corresponde a su internalizacidon. Conforme pasa el tiempo, a

las 48 horasy 72 horas, se observa la presencia mas marcada de las ROS alrededor de las NPs de PET (verde

y amarillo).
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Figura 20. Produccion de ROS de la linea celular RAW 264.7 presencia de NPs de PET (75 uM) mediante microscopia
confocal. En azul DAPI, en verde DCFDA y en rojo NPs de PET. Se sefialan con flecha cimulos amarillos producto del
solapamiento de la sefial verde y la roja.
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3.2.4 Internalizacion de NPs de PET en macréfagos mediante TEM

La interaccion de los macréfagos con las NPs de PET se encuentra ilustrada en la Figura 22, se puede
observar que, la principal diferencia entre las células control y las prueba es |la presencia de zonas con
mayor electrodensidad adheridas a la membrana de las endosomas. No se observa necrosis ni dafios

generales en las células, pero si el incremento de vesiculas con formas poco geométricas e indefinidas.

Para demostrar que las particulas observadas son realmente NPs de PET se comparé la distancia entre los
planos cristalinos de la micrografia de la Figura 21D y la distancia entre los planos de las NPs obtenidas en
la preparacion por acido, mediante una Trasformada de Fourier Rapida (FFT), recuadro en la Figura 21-E.
Utilizando el software Imagel y la funcién FFT, se determiné que la distancia entre los planos atémicos
coincide en 0.34 nm. Al someter esta distancia interpelaran a la ecuacién de Bragg (Ecuacidon 2) obtenemos
un 20 de 26.24, esto corresponde con el pico maximo del patrén de refraccidn del PET en la caracterizacidon
mediante XRD. De esta forma demostramos completamente la presencia de NPs de PET dentro de la linea

celular RAW.

200 nm

Figura 21. Secuencia de micrografias a distintas magnificaciones de NPs de PET internalizadas por la linea celular
RAW (A, B, Cy D), con flechas amarillas se muestra la distancia inter planar del PET semicristalino (D) y su respectivo
patron de difracciéon mediante FTT (E).
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RAW 264.7 RAW 264.7 + NPs de PET (75uM)

N

Figura 22. Micrografia de macréfagos de ratéon incubados con una concentracién de 75 uM de NPs de PET durante
24, 48 y 72 horas. La flecha roja apunta al nucleo celular que envuelve al nucleolo, la flecha azul apunta a una
endosoma convencional y las flechas amarillas indican la presencia de NPs dentro de los endosomas. La muestra
presenta ligeros rayones debido a la cuchilla del micrétomo.
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3.2.5 Andlisis de la alteracion de expresion genética en macrofagos mediante chips de
Microarreglos

La relacion entre las sefiales de fluorescencia del chip de Microarreglos de nuestra muestra control y la
interaccion de la linea celular RAW 264.7 con 75 uM de NPs de PET se encuentra ilustrada en la Figura 23.
Se observa que las sefiales se ajustan casi por completo, lo que indica un buen marcado, hibridacién y

lectura.

y =0.9995x - 0.0008
R*=0.9919

Figura 23. Grafica del logaritmo de la sefal control X contra la sefial del tratamiento con NPs de PET eje Y. Ambas
sefiales se ajustan a una recta con un coeficiente de 0.9919.

La expresién genética producto de la asociacidn entre las sefiales de fluorescencia de nuestro control y la
que interacciona de la linea celular RAW 264.7 con 75 uM de NPs de PET, se encuentra ilustrada en el
mapa de calor de la Figura 24. La intensidad de las sefiales nos permite realizar un mapeo de jerarquias
para explotar las posibles rutas metabdlicas activadas o desactivadas luego de someter a esta linea celular

a la interaccién con las NPs de PET.

La descripcion de los genes seleccionados en el chip de Microarreglos se encuentran ilustrados en la Tabla
5. De manera general podemos ver genes implicados en la regulacidon de la respuesta inmunoldgica,
guimiotaxis, crecimiento, proliferacidn, apoptosis, ademas de genes que codifican a proteinas encargadas

de la degradacion de materiales exdgenos.
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Tabla 6. Expresidn de genes regulados obtenidos al analizar el efecto de las NPs de PET en macrdéfagos.
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Genes Infrarregulados

Simbolo Nombre original Descripcion Referencias
Dnajb7 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, Chaperona miembro de la super familia de las proteinas de choque térmico (Heat Shock) (Qiu et al., 2006)
member 7 Estabiliza la interaccién del ATP con las enzimas Hsp70s
Tmem77/Dram2 | transmembrane protein 77 Proteina que contribuye en la induccion de la autofagia. (Yoone et al.,
2012)
Prkce Protein kinase C Epsilon Proteina involucrada en la activacion y defense ante infecciones bacterianas (Castrillo etal.,
2001)
Ylpm1 YLP motif containing 1 Reduccidn de la actividad de la telomerasa durante la diferenciaciéon mediante la unién al | (Cornman, 2010)
promotor central de TERT y el control de su baja regulacién
Crecimiento y mortalidad
Notch2 Notch gene homolog 2 Proteinas receptoras que permiten la sefializacidn entre células (Gridley, 2010)
Rnf151 ring finger protein 151 Normalmente funcionan como mddulos de interaccién que unen el ADN, ARN, proteinasy | (Nian et al., 2007)
moléculas pequeias
Estas proteinas tienen un rol estructural esencialmente
Atpla2 ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 2 Enzima ATPasa que regula estableciendo o manteniendo el paso de los iones de potasioy | (De Fusco etal.,
polypeptide sodio a través de la membrana celular 2003)
Rps16 ribosomal protein S16 Parte estructural de los ribosomas mitocondriales (Chan et al., 1990)
Birc5 baculoviral IAP repeat-containing 5 Proteina encargada de la regulacion de la division y proliferacion (Dubrez et al.,
2008; Lens et al.,
2006)
Trim25 tripartite motif-containing 25 Permite la ubiquitinacion de las caspasas y tiene un rol principal ante infecciones virales (Gack et al., 2007)
Scyll SCY1-like 1 Es una cinansa cataliticamente inactiva que produce tubulaciones en el reticulo | (Hamlin etal.,
endoplasmico y cisGolgi 2014)
Ptp4a3 protein tyrosine phosphatase 4a3 Proteina tirosina fosfatasa que modula los niveles de TNF-alfa y el shock endotdxico (Tang et al., 2009)
Tert telomerase reverse transcriptase Subunidad catalitica de la enzima telomerasa (Autexier y Lue,
2006)
Cd247 CD247 antigen Proteina adaptadora de sefializacidn transmembrana (Boudin y Louveau,
2015)
Smc2 structural maintenance of chromosomes 2 Componente central del complejo de condensina. (Kimura et al,
2001)
Acsm3 acyl-CoA synthetase medium-chain family Participa en el primer paso del metabolismo de los acidos grasos (Ruan et al., 2017)
member 3
Ankrd39 ankyrin repeat domain 39 Median la unién de proteinas integrales de membrana al citoesqueleto de membrana | (Bennett y Baines,

basado en espectrina-actina

2001)




41

Rhobtb2 Rho-related BTB domain containing 2 Es un sustrato para un complejo de ubiquitina ligasa basado en Cul3 (Wilkinse et al.,
2004)
Tacstd2 tumor-associated calcium signal transducer Proteina afecta la funcion de barrera epitelial al unirse fuertemente (Nakatsukasa
2 etal., 2010)
Genes sobrerregulados
Simbolo Nombre original Descripcion Referencias
Ftsj2 Fts) homolog 2 Proteina “Heat shok” implicada en el crecimiento celular ante respuesta a estrés (Bugl et al., 2000)

Robol roundabout homolog 1 receptor transmembrana de un solo paso que desempefia un papel en la regulaciéon de la | (Prasad et al,
migracion celular y la quimiotaxis de células T 2007)

Igh-V10 immunoglobulin heavy chain (V10 family) Proteina plasmatica sintetizada en respuesta a la estimulacién por un antigeno, y que actia | (Williams, 1998)
como anticuerpo

Pcdh12 protocadherin 12 Molécula de adhesién homofilica (Tanihara etal.,,

1994)
Hrk harakiri, BCL2 interacting protein (contains Regulador de muerte celular (Inohara et al.,
only BH3 domain) 1997)
Es31 esterase 31 Participa en la desintoxicacion de xenobidticos, como la hidrdlisis de ésteres y amidas (Aida et al., 1993)
Timpl tissue inhibitor of metalloproteinase 1 Inhibicién de metaloproteasas (Coulombe et al.,
1992)
Astel asteroid homolog 1 Posible papel en la sefializacion del receptor de EGF (Kotarski etal.,
1998)
Psme3 proteaseome (prosome, macropain) 28 Complejo activador de proteasoma subunidad 3 (Gomes etal.,,
bunit, 3
subunit, 2006)

Thbs1 thrombospondin 1 Ligando para CD36 que media las propiedades antiangiogénicas (por similitud). Desempefia | (Sunderkotter et
un papel en la respuesta al estrés ER, a través de su interaccion con el factor de transcripcién | |- 1994)
activador 6 alfa (ATF6) que produce factores adaptativos de respuesta al estrés del RE

St7 suppression of tumorigenicity 7 Organizacidn de la matriz extracelular y regulacion de la diferenciacion celular (NCBI, 2020)
Pri2al prolactin family 2, subfamily a, member 1 Pertenece a la familia somatotropina / prolactina (KEGG, 2020)
Vsigl V-set and immunoglobulin  domain Posibles funciones supresoras de tumores (Inoue et al., 2017)

containing 1

Vcp valosin containing protein ATPasa del reticulo endoplasmico de transicion Implicado en la formacién del reticulo | (Guemetal., 2013)

endoplasmico rugoso. Presente en eventos relacionados con la ubiquitina.
Cyp4al0 cytochrome P450, family 4, subfamily a, La subfamilia cataliza la oxidacién de una amplia variedad de sustratos, incluidos los lipidos | (Zhang y Klaassen,

polypeptide 10

enddgenos y los xenobidticos.

2013)
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Smarcab SWI/SNF related, matrix associated, actin Helicasa que posee actividad intrinseca de remodelacion de nucleosomas dependiente de | (Strohner  etal.,
depend.ent regulator of chromatin, ATP 2001)
subfamily a, member 5
Mapk12 mitogen-activated protein kinase 12 Respuestas celulares provocadas por estimulos extracelulares como las citocinas | (Pearson et al,,
proinflamatorias 2001)
Speg SPEG complex locus Actividad de cinasa serina / treonina (X. Gu, 2016)
Socs1 suppressor of cytokine signaling 1 Esta involucrado en la regulacién negativa de las citocinas que sefializan a través de la via | (X. Gu, 2016)
JAK / STAT3
Sftpd surfactant associated protein D Interactia con compuestos como lipopolisacaridos bacterianos, oligosacaridos y &acidos | (Holmskov etal.,
grasos y modula la accién de los leucocitos en la respuesta immune 1999)
Maged1 melanoma antigen, family D, 1 Puede aumentar la actividad de ubiquitina ligasa de las ligasas de proteina de ubiquitina E3 | (Rolland etal.,
de tipo RING que contienen dedos de zinc 2014)
Obp1b odorant binding protein Ib Se une al odorante quimico 2-isobutil-3-metoxipirazina (Pes y Pelosi, 1995)
lcam1 intercellular adhesion molecule 1 Ligandos para la proteina de adhesion leucocitaria LFA-1 (integrina alfa-L / beta-2) (Hayashi etal,
Durante la migracion transendotelial de leucocitos, el compromiso ICAM1 promueve el 2001)
ensamblaje de copas apicales endoteliales a través de la activacion ARHGEF26 / SGEF y
RHOG
Fadd Fas (TNFRSF6)-associated via death domain Molécula adaptadora apoptdtica que recluta caspasa-8 o caspasa-10 a los receptores Fas | (Galluzzi etal,
(CD95) o TNFR-1 activados. 2008)
El agregado resultante llamado complejo de sefializacion inductor de muerte (DISC) realiza
la activacién proteolitica de caspasa-8.
La caspasa-8 activa inicia la cascada posterior de caspasas que median la apoptosis
Tnnt2 troponin T2, cardiac La troponina T es la subunidad de la troponina que se une a la tropomiosina, el complejo | (Sumandea et al.,
regulador de filamentos delgados que confiere sensibilidad al calcio a la actividad ATPasa 2003)
de actomiosina del musculo estriado
Mapkapk2 MAP kinase-activated protein kinase 2 Respuestas celulares provocadas por estimulos extracelulares como las citocinas | (Pearson etal.,

proinflamatorias

2001)
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Preparacion y caracterizacion de NPs de PET mediante hidrdlisis acida

La preparacion de las NPs de PET implicd la puesta a punto de un procedimiento fisicoquimico preciso en
el cual fuera posible la fragmentacion de MPs de PET en NPs de PET. Para esto se aprovechd la
caracteristica fisica de la policristalinidad del PET, pequefios cristales entrelazados por fibras amorfas
poliméricas, y la alta electronegatividad del grupo trifluorometilo del TFA a la temperatura estable de 50°
para realizar una degradacidn del material mediante hidrdlisis acida (Demirel et al., 2011). La parte clave
es el pequeno choque térmico que se genera al agregar TFA en menor concentracién y el movimiento
constante de la barra magnética lo que forma burbujas con la suficiente temperatura para que al
reaccionar, les proporcionen la energia suficiente a las fibras amorfas para separarse, realizar una reaccién
de transferencia intermolecular y fragmentar a las MPs de PET en NPs de PET. Esto es posible tomando en
cuenta que las reacciones de transferencia intramolecular son comunes en la sintesis primaria del PET, en
la degradacién por métodos térmicos de polimeros organicos y en el reciclaje (Al-Sabagh et al., 2016;
Bandyopadhyay et al., 2015; Holland & Hay, 2002). El mecanismo de reaccidon propuesto para la

preparacion de NPs de PET mediante hidrdlisis por acido se encuentra ilustrado en el Anexo 1.

La prediccién de la distribucion de tamafio de particula obtenido por el diametro hidrodinamico (80 a 200
nm) en la DLS, se confirmé mediante las micrografias obtenidas mediante HRTEM. Dentro de estas
proyecciones se encuentra una gran variedad de tamafios, formas y aglomerados de NPs de PET las cuales
se deben probablemente a la hidrolisis no selectiva causada por el acido y a la proporcion tan baja de
cristalizacidn del material. En el caso de las botellas de PET convencionales utilizadas para almacenamiento
de bebidas el porcentaje de cristalinidad varia entre 24 y 33 %, esto permite que la degradacion debido a
la hidrdlisis por acido permita obtener nanoparticulas tan pequefas (Taub y Singh, 1997). Los espectros
obtenidos mediante FTIR, XRD y los patrones de difraccion electronica obtenidos mediante TEM
corroboraron la estabilidad de la quimica del material al preparar las NPs de PET comparado con la
literatura(Demirel et al., 2011; Johnson, 1959; Rodriguez-Hernandez et al., 2019; The Editors of

Encyclopaedia Britannica, 2018).
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4.2 Analisis in vitro

Al igual que en la mayoria de los estudios relacionados con MPs/NPs de plastico a bajas concentraciones,
existe la consistencia de poca o nula toxicidad de las NPs de PET en estudios in vitro, incluso se puede
observar un aumento en la actividad metabdlica de varias lineas celulares (Hwang et al., 2019; Lim et al.,
2019; Magri et al., 2018; Rodriguez-Hernandez et al., 2019; Schirinzi et al., 2017; Wu et al., 2019). Al
observar el aumento drastico la actividad de la NADH deshidrogenasa al ser estimulada por las NPs de PET
y luego su disminucién conforme pasaba el tiempo sugiere que de alguna forma las NPs de PET pueden
ser acarreadores de nutrientes que aumentan la viabilidad, pero luego interfieren con el desarrollo de las

células y comprometen su salud, cosa que se corrobora con los siguientes ensayos.

En el caso del analisis de la produccidon de ROS mediante espectroscopia de fluorescencia y microscopia
confocal utilizando la concentracion de 75 uM de NPs de PET, se observé el aumento gradual a lo largo del
tiempo y esto tiene sentido porque se ha demostrado que la produccidn de éxido nitrico (NO) inhibe la
divisién celular, lo que confirma la disminucion de la proliferacidn a lo largo del tiempo. Esto tiene mas
sentido si entendemos que la contraparte del NO es la ornitina, la cual estimula la divisién celular( por la
via de las poliamidas), esto indica como la activacién entre M1y M2 pueden influenciar en las reacciones
inflamatorias en diferentes sentidos, en nuestro caso se observa un aumento rapido en la proliferacion,

que luego disminuye, este proceso fue explicado por Mills y colaboradores (Mills et al., 2000).

Los analisis por TEM, demuestran la internalizacion de las NPs de PET mediante fagocitosis. En este caso
es posible que las NPs comprometan a las membranas endosomales dentro de las células pues podrian
mantenerse adheridas, algo consistente con el trabajo realizado por Magri y colaboradores (Magri et al.,
2018). Otra posible hipétesis es que las NPs de PET puedan ser acarreadores proteicos, es decir que su
superficie sea cercada por una corona proteica la cual puede delimitar su energia de superficie, ddndole
la capacidad de ser fagocitada y que las proteinas adheridas a la superficie sean metabolizadas en el

interior de los endosomas al fusionarse con los lisosomas (Tenzer et al., 2013).

Al realizar una comparacidn general de todos los analisis in vitro nos lleva a pensar que los macréfagos se
encuentran en transicion hacia la polarizacion M1 (W. Gu et al., 2017). Para tener una idea mas clara que
esta pasando en las células antes de la caida en su viabilidad a 72 horas, se decidié analizar la expresion
genética de los macrdfagos al interactuar con NPs de PET 75 uM durante 48 h. De manera general podemos
observar una sobrexpresion de transcritos relacionadas con: a) la remodelacion de la estructura celular, b)

regulaciéon de la proliferacion y la apoptosis y c) la respuesta proinflamatoria e inmune; en la cual se integra
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la endocitosis, produccidn de citocinas pro-inflamatorias, receptores de seiales, anticuerpos y proteinas

lisosomales.

En el caso de la remodelacién de la estructura celular observamos que el transcrito mds sobreexpresado
es Ftsj2, una proteina de choque térmico involucrada en el crecimiento celular ante estrés, que
probablemente sean generado por las NPs de PET. Otros transcritos intimamente relacionados o
altamente expresados son, Robol, que corresponde con el receptor intermembrana CXCR4 y el cual
interactua con la ruta de sefalizacién de la proteina Cdc42 que participa en la quimiotaxis. Podemos ver
que el transcrito Vcp participa activamente en el metabolismo de lipidos con direccién a la formacidn de
la membrana, indispensable en la quimiotaxis (Guem et al., 2013). Dentro de esta respuesta, también se
encuentra la sobre expresion de St7 y Astel, los cuales juegan un papel muy importante, ya que participan
directamente en la remodelacién del citoesqueleto de actina (Kotarski et al., 1998; NCBI, 2020), que
influye en la remodelacion de la cromatina que a su vez permite la formacion de seuddépodos (estructuras
necesarias para la motilidad celular) (Allen et al., 1998). Este ultimo mecanismo se ve reforzado por la

sobre regulacion del transcrito ICAM1, molécula intracelular con afinidad a integrinas. (W. Gu et al., 2017).

Por otro lado, si nos referimos a la regulacién de la proliferacion y la apoptosis podemos ver una
sobreexpresion de TIMP-1, el cual permite codificar para la cascada de sefializaciones encargadas de la
degradacion de matriz extracelular, supervivencia, inhibicion de la apoptosis y proliferacién(Coulombe
et al.,, 1992; Fata et al.,, 1999). Llama la atencidon la presencia de la sobrexpresién, aunque en menor
medida, de los transcritos descritos previamente, Magedl, Hrk y Fadd, reguladores de muerte pro-
apoptoéticos; la cual se puede correlacionar con la disminucién de la proliferacién que se observa en los
macroéfagos luego de las primeras 24 h de interactuar con las NPs de PET (Galluzzi et al., 2008; Inohara

et al., 1997; Rolland et al., 2014).

Al mismo tiempo se destaca la participacion del tercer transcrito mas sobreexpresado, Es31, que participa
en la desintoxicacion de xenobidticos, como la hidrdlisis de amidas y ésteres (Aida etal., 1993). Es
importante destacar que estos tipos de enlaces son las uniones caracteristicas de los monémeros de las

NPs de PET (Adam, 2018)

Finalmente, con respecto a la respuesta proinflamatoria e inmune, nuestros resultados sugieren que existe
la generacién de anticuerpos en respuesta a la estimulacidén por un antigeno, en este caso las NPs de PET,

los cudles se presentan en el transcrito del fragmento de la inmunoglobulina IgH-V10 (Williams, 1998).
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Al mismo tiempo existe una sobreexpresidn de los transcritos Psme3 y Thbs1 los cuales participan en la
produccién de citocinas pro-inflamatorias correspondientes a la polarizacion M1 de macréfagos (Gomes
et al., 2006; Liao et al., 2014). Esto ultimo se ve reforzado, por la sobrexpresion del transcritos Socsl y
Speg (aunque en menor proporcién comparado con Psme3 y Thbs1) que permite supresion de las vias de
sefializacion de citocinas proinflamatorias en macréfagos (X. Gu, 2016; Latour et al.,, 2020). Ademas,
podemos ver una sobreexpresion de las MAPK (de las siglas en inglés Mitogen-Activated Protein Kinases)
involucradas en la fagocitosis, la respuesta proinflamatoria, asi como la adaptabilidad de las células a su
entorno. Las MAPK, parece tener mas de una funcién, ya que a su vez activan a Psme3 que inhiben la
apoptosis y son activados mediante la via de las TLRs (Krachler et al., 2011; Neish y Naumann, 2011). Todo
esto nos lleva a pensar que existe una transicidén de la polarizacién de los macréfagos M2 a M1, en donde
las NPs de PET estimulan la proliferaciéon de las células, pero conforme pasa el tiempo sucede una
transicién a la M1 como respuesta a tiempos mas largos, en donde la célula se limita a combatir a las NPs

de PET, incluso empiezan a sobrerregularse transcritos pro apoptoticos.
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Capitulo 5. Conclusién

Actualmente el nimero de aplicaciones de materiales a base de plastico sigue aumentando y con ello,
persiste una preocupacion a nivel mundial con respecto al posible efecto toxico, como resultado de Ia
interacciéon de micro- y nanoparticulas de plastico con el medio ambiente y con diferentes organismos. Sin
embargo, no existen estudios contundentes que demuestren la toxicidad de las NPs de PET. En la presente
investigacion, se han logrado preparar y caracterizar exitosamente NPs de PET, ademas de determinar los
posibles efectos de NPs de PET (80 — 250 nm) utilizando un modelo de linea celular de macréfagos de ratén
(RAW 264.7). Se han demostrado a grandes rasgos la transicién hacia la polarizacion M1 de macréfagos al
interactuar con las NPs de PET en tiempos cortos y a bajas concentraciones, en donde se destaca un
aumento de viabilidad que disminuye con el tiempo, el aumento de la produccién de ROS, la
internalizacién de las NPs de PET mediante fagocitosis via TLRs, la produccidon de citocinas pro-
inflamatorias y quimiotaxis en tiempos cortos y una posible activacién de la apoptosis en tiempos mas

largos.
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Figura 25. Mecanismo de reaccién de la hidrélisis mediante acidos del PET.



