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Resumen del anteproyecto que presenta Elizabeth Mavil Guerrero como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias.
Comparacion de los efectos citotoxicos de nanoparticulas de 6xido de zinc y 6xido de cobre sobre

células del sistema excretor

Resumen aprobado por:

Dra. Karla Oyuky Judrez Moreno
Directora de tesis

En los ultimos afios los nanomateriales se han empleado con el fin de mejorar productos alimentarios,
cosméticos, biomédicos y ambientales. Una de las variantes mas utilizadas son las nanoparticulas (NPs) de
oxidos metalicos como 6xido de zinc (ZnO) y el 6xido de cobre (CuO). Mediante diferentes vias de
exposicién las NPs de ZnO y CuO pueden llegar al sistema circulatorio de los mamiferos para ser absorbidas
y distribuidas por todo el organismo, para que en un momento dado el rindn y el higado las eliminen a
través de distintos fluidos. Sin embargo, el mecanismo por el cual las NPsZnO y NPsCuO desencadenan la
muerte de las células de rifidn e higado no han sido del todo descrito, ya que depende de las propiedades
fisicoquimicas de las nanoparticulas y el origen de las células expuestas. Por tal motivo, en esta
investigacion se compararon los efectos de diferentes concentraciones de NPsZnO y NPsCuO por 24 horas,
en la viabilidad, morfologia, potencial de la membrana mitocondrial y estadios del ciclo celular de lineas
celulares epiteliales del sistema excretor por medio de diferentes ensayos in vitro, técnicas de
espectroscopia UV-Vis, dispersién dinamica de luz, citometria de flujo, microscopia confocal, microscopia
electrénica de trasmisién y fluorimetria. Los datos obtenidos de los ensayos in vitro demuestran que las
NPsZnO y NPsCuO reducen la viabilidad de las células de rifidn MDCK y AML-12 de higado e inducen
cambios en la morfologia. El tipo de muerte inducido en las células AML-12 por las NPsZnO y NPsCuO es
por apoptosis temprana, sin embargo, las NPsCuO inducen muerte dependiente de autofagia en las células
de rifidn MDCK. Las NPsZnO y NPsCuO inducen estrés oxidante, despolarizacion de la membrana
mitocondrial y arresto en los estadios del ciclo celular en ambas lineas celulares. Ademas, los iones Zn 2+
participan en la reduccidn de la viabilidad de las células MDCK y AML-12 y los iones Cu 2+ reducen la
viabilidad de las células MDCK, en cambio, las NPsCuO logran internalizar a las células AML-12 y reducir su
viabilidad. Estos resultados sugieren que ciertas concentraciones de las NPs metalicas pueden afectar la
fisiologia de células y tejidos del sistema excretor de varios mamiferos, incluidos los seres humanos. Las
NPsCuO resultaron ser mas toéxicas en ambas lineas celulares; y las células de higado AML-12 las mas
susceptibles con una exposicion de 24 horas a los dos tipos de nanoparticulas.

Palabras clave: nanoparticulas de 6xidos metalicos, sistema excretor, nanotoxicologia



Abstract of the thesis presented by Elizabeth Mavil Guerrero as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Nanoscience

Comparison of the cytotoxic effects of zinc oxide and copper oxide nanoparticles on cells of the
excretory system

Abstract approved by:

Dra. Karla Oyuky Judrez Moreno
Thesis Director

In recent years, nanomaterials have improved food, cosmetic, biomedical, and environmental products.
One of the most used variants is the nanoparticles (NPs) of metal oxides such as zinc oxide (ZnO) and
copper oxide (CuO). Through different routes of exposure, the ZnO and CuO NPs can reach the circulatory
system to be absorbed and distributed throughout the body. The kidney and liver eliminate them at a
given moment through different fluids. However, the mechanism by which ZnONPs and CuONPs trigger
kidney and liver cell death have not been fully described since it depends on the physicochemical
properties of the nanoparticles and the origin of the exposed cells. Thus, in this work the effects of
different concentrations of ZnONPs and CuONPs on viability, morphology, mitochondrial membrane
potential and cell cycle stages of epithelial cells of the excretory system were compared through various
in vitro assays and using UV-Vis spectroscopy techniques, dynamic light scattering, flow cytometry,
confocal microscopy, transmission electron microscopy, and fluorimetry. Data obtained from in vitro
assays demonstrate that ZnONPs and CuONPs reduce the viability of MDCK kidney and liver AML-12 cells
and induce changes in morphology. The type of death caused in AML-12 cells by ZnONPs and CuONPs is
early apoptosis; however, CUONPs induces autophagy-dependent death in MDCK kidney cells. ZnONPs and
CuONPs induce oxidative stress, depolarization of the mitochondrial membrane, and arrest in the cell cycle
stages in both cell lines. In addition, Zn? ions reduce the viability of MDCK and AML-12 cells, and Cu?* ions
lessen the viability of MDCK cells, while CUONPs manages to internalize AML-12 cells and reduce its
viability. These results suggest that specific concentrations of metal NPs can affect the physiology of cells
and tissues of the excretory system of various mammals, including humans. CUONPs were more toxic in
both cell lines, and AML-12 liver cells were the most susceptible with a 24-hour exposure to the two types
of nanoparticles.

Palabras clave: metal oxide nanoparticles, excretory system, nanotoxicology
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Capitulo 1. Introduccidn

La nanotecnologia se encarga del disefio, creacién y manipulacidn a nivel nanométrico de materiales que
tienen por lo menos una de sus dimensiones dentro de la escala 1-100 (Chan, 2006). Estos nanomateriales
pueden ser particulas, fibras o tubos y su origen puede ser natural, incidental o manufacturado. Se pueden
encontrar en forma de particulas individuales, agregados o aglomerados (Boverhof et al., 2015). Los
materiales a nanoescala tienen diferentes propiedades fisicoquimicas con base en su tamafo, forma,
composicion, quimica superficial y mayor area superficial de contacto, comparadas con la forma en el
tamafio micro y macroscopico. Esta propiedad hace que los nanomateriales sean Utiles para diferentes
aplicaciones industriales y ambientales, pero al mismo tiempo surge la preocupacion de la exposicién de
los organismos a estos nanomateriales con capacidad de reaccionar quimicamente en los procesos
bioldgicos (Navya and Daima, 2016). Por otro lado, la bionanotecnologia y la nanotoxicologia, estudian las
aplicaciones y los efectos que los nanomateriales pueden tener en los diferentes organismos ya sea en

animales, bacterias, plantas, hongos u otros (Chan, 2006).

En fechas recientes, el estudio y el uso de los nanomateriales ha tomado relevancia en el drea de la salud
humana y animal, con el objetivo de desarrollar nuevas alternativas como terapéuticos farmacéuticos, de
imagen y diagndstico contra enfermedades crénicas degenerativas como el cdncer (Arora et al., 2012). Sin

embargo, desde hace algunos afos, los nanomateriales se han empleado con fines alimentarios,

cosméticos y ambientales. Uno de los mas utilizados son las nanoparticulas (NPs) metalicas, como las de
plata (Ag) y oro (Au); también, de dxidos metalicos como el 6xido de cobre (CuQ), 6xido de zinc (ZnO) y

didxido de titanio (TiO;) (Bondarenko et al., 2013; Shakeel et al., 2016).

La industria alimentaria ha implementado el uso de las nanoparticulas de 6xidos metadlicos y especialmente
las de ZnO y CuO en la composicidn de envases primarios y secundarios para alimentos o bebidas, o bien,
como excipientes dentro de la formulacién de estos, lo que favorece el contacto con el producto
alimenticio que es ingerido por el consumidor. Tambien la industria cosmética emplea diferentes tipos de
nanoparticulas de 6xidos metalicos para la fabricacidon de cremas, protectores solares, maquillajes, cremas
depilatorias, entre otros productos de belleza, que estan en contacto directo con el érgano mas grande
del ser humano, la piel. En cuanto al uso ambiental se resalta la formulacién de biocidas y pesticidas con
la finalidad de detener el crecimiento de ciertos organismos que causan enfermedades en cultivos, areas

forestales o acuaticas. Esto implica la exposicidn a estas nanoparticulas por bacterias, hongos, crustaceos,
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algas, peces, entre otros, que son hospederos naturales y necesarios para el equilibrio de la vida

(Bondarenko et al., 2013; Liu et al., 2018).

Las NPsZnO y NPsCuO pueden ingresar de manera natural al organismo por diferentes vias: inhalacidn,
ingestidon o través de la piel o bien administradas por via intravenosa, entre otras, con las que tienen la
capacidad de llegar a ser absorbidas por el sistema circulatorio y distribuirse por todo el organismo, para
finalmente ser metabolizadas y biotransformadas en el higado y ser excretadas a través del rifion en forma
de fluidos como la orina (Bugata et al., 2019; Chen et al., 2016). Esto implica, que el higado y el rifidn

realicen un trabajo arduo para excretar a las nanoparticulas y con esto evitar su acumulacion.

La exposicion de los organismos a las NPs de ZnO y CuO ha provocado efectos no deseados en el higado y
rindn que van desde la acumulacion o lesidén hasta la muerte de células epiteliales que los componen, con
exposiciones cortas de 24 horas evaluadas in vitro y de meses estudiadas en modelos animales para la
experimentacion (Chen et al., 2016; Hassanen et al., 2019). Algunos de los efectos nanotoxicoldgicos
generados en células por evaluacién in vitro son: reduccidn en la viabilidad celular, dafios en la membrana
celular, generacion de especies de oxigeno altamente reactivas (ROS, por sus siglas en inglés) e
inflamacion. Por otro lado, en modelos animales se han descrito efectos como la activacidon del sistema
inmunitario por medio de inflamacién y de procesos alérgicos. También se ha reportado genotoxicidad por
dafios cromosémicos y en el acido desoxirribonucleico (ADN), mutagenotoxicidad, efectos carcindgenos y
estrés oxidativo, principalmente. Estas complicaciones pueden ser ocasionadas por la internalizacion de
las nanoparticulas, los iones liberados o Unicamente por la interaccion indirecta de las células con las
nanoparticulas (Bugata et al., 2019; Chen et al., 2016; El Bialy et al., 2020). Sin embargo, los mecanismos
por los cuales las NPsZnO y NPsCuO desencadenan la muerte de las células no han sido del todo descritos,

ya que éstos son distintos y dependen de las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas.

Es importante mencionar, que la legislacion sanitaria sobre los nanomateriales en México es escasa. No
existe una norma oficial mexicana (NOM) para la fabricacién de productos y materias primas de
nanomateriales y mucho menos para su uso en la industria farmacéutica, alimentaria, ambiental y
cosmética. Unicamente se cuenta con un grupo multidisciplinario de cientificos, quienes crearon el
Sistema Nacional de Evaluacidn Nanotoxicolégica (SINANOTOX) y con la norma mexicana NMX-R-12901-
1-SCFI-2015 nanotecnologias-Gestidn de riesgo ocupacional aplicado a nanomateriales manufacturados (
Sanchez, 2018) y otras especificas para nanomateriales de carbono. Esta desregulacion sanitaria permea
el disefo y la fabricacion heterogénea de estos nanomateriales, lote a lote, y no garantiza la calidad de los

productos en los lotes subsecuentes. Ademas, estos productos o materias primas no se someten a pruebas
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de seguridad y eficacia establecidas en una norma oficial mexicana, como en el caso de productos
ambientales, cosméticos, alimentarios y de insumos para la salud que contienen materias primas
microscopicas y macroscépicas. Si bien, la Comision Federal para la Proteccidn contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS) realiza una evaluacién por medio del comité de moléculas nuevas cuando un nanomaterial es
propuesto con fines farmacéuticos, es fundamental tomar mayores medidas regulatorias mediante
normas oficiales mexicanas, que garanticen la calidad, seguridad y eficacia para su uso en humanos y

animales en lotes subsecuentes de los nanomateriales en todas las areas de aplicacién.

Por lo anterior, en este proyecto se realizara una investigacidn sobre los efectos toxicoldgicos que pueden
generar las NPsZnO y NPsCuO en células epiteliales sanas (no neoplasicas) de higado vy rifidén al estar
expuestas a pequefias cantidades de estas nanoparticulas, mediante diferentes ensayos in vitro que

permitan caracterizar el mecanismo que determina la muerte o el daino en las células.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Aplicaciones de las nanoparticulas de 6xido de zinc y éxido de cobre

Las nanoparticulas de 6xidos metdlicos se encuentran en diversos productos farmacéuticos, alimentarios,
ambientales, etc., lo que promueve que los seres humanos y otros organismos se encuentren ante una
exposicién a las NPs indeseada o incidental silenciosa. Estas NPs ingresan al organismo mediante
diferentes rutas, ya sea por via oral, dérmica, inhalatoria o via intravenosa, lo que da paso a la absorcién
de las NPs y a su distribucion por todo el organismo a través del torrente sanguineo, ejerciendo un efecto
terapéutico deseado o bien efectos téxicos indeseados, y a que posteriormente sean eliminadas o

acumuladas en los érganos (Bugata et al., 2019; Chen et al., 2016).

Uno de los usos de las NPsZnO y NPsCuO es en el area biomédica, debido a que su tamafio nanométrico
facilita su internalizacion en las células. Se utilizan en aplicaciones de administracion de farmacos y de
bioimagen y se les atribuyen a las NPsZnO efectos anticancerigenos, antidiabéticos, antibacterianos,
antioxidantes, antiinflamatorios. En una revision realizada por Jiang et al. (2018); Mishra et al. (2017)
resumen que las NPsZnO tienen efectos anticancerigenos en érganos como el pulmon, ovarios, cérvix,
estdmago, en cancer de células humanas epidermales y en la leucemia promielocitica aguda. De acuerdo

con Tang (2019) las NPsZnO obtenidas por sintesis verde mostraron una reduccién significativa del
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colesterol en un modelo de ratas diabéticas administrando a una dosis de 1-10 mg/kg por 56 dias. Estos
resultados sugieren que las NPsZnO se podrian utilizar como terapia farmacoldgica en la diabetes mellitus.
También, Jiang et al. (2018) mencionan el efecto antidiabético de estas nanoparticulas con tamafios de 10
a 95 nm, las cuales reducen la cantidad de glucosa en sangre y colesterol. Ambos estudios remarcan la
importancia de continuar el estudio de los efectos toxicolégicos de las NPsZnO en los diferentes sistemas

bioldgicos para evidenciar la seguridad de uso de estas NPs en diferentes aplicaciones biomédicas.

Por otro lado, las NPsCuO han sido estudiadas por sus posibles propiedades anticancerigenas; por ejemplo,
Rodhe et al. (2015) demostraron el efecto téxico de las NPsCuO con un tamaiio de 15 a 100 nm en células
de leucemia. Concluyeron que éstas NPs inducen un dafio en el ADN de las células, sobreproduccion de
especies de oxigeno altamente reactivas como los superéxidos, el peréxido de hidrégeno, el hidroxilo y
otro tipo de radicales libres oxidantes que pueden dafiar moléculas como lipidos, proteinas y alterar el
sistema antioxidante que es regulado por el glutation y las enzimas superdxido dismutasa, glutatién
peroxidasa y catalasa; y finalmente ocasionan la muerte de la célula. Otra investigacién relevante sobre
las aplicaciones bioldgicas de las NPsCuO es la de Li et al. (2012), quienes proponen un método altamente
sensible y selectivo para la deteccién del virus de la gripe HIN1 que se basa en el marcaje de anticuerpos

policlonales utilizando NPsCuO para detectar y unirse a los antigenos del virus HIN1.

Las NPsZnO y NPsCuO también se utilizan en productos de belleza o cosmética. Dykes (2015), realizd un
estudio con la finalidad de probar el efecto de NPsCuO sobre la piel de mujeres, quienes utilizaron fundas
de almohada y ropa de cama que contenian NPsCuO y el resultado fue un aspecto mejorado en la piel del
rostro, ademas de un aumento de la elasticidad en la piel del pie utilizando calcetines impregnados con
NPsCuO. Ademas, las NPsZnO estdn presentes en productos de belleza como polvo de magquillaje,
corrector de ojeras e imperfecciones faciales, protector solar, balsamo para imperfecciones, sombra de
ojos, crema de proteccion solar, entre otros, en concentraciones que van de los 0.5-17 g/100 g de
producto, por lo que se requiere mas investigacién sobre los efectos tdxicos de este tipo de NPs en
concentraciones superiores alos 17 g/100 g de producto debido a la toxicidad sinérgica que podria resultar

con el uso de mas de un cosmético a la vez (Kim et al., 2017).

Por otro lado, la industria alimentaria emplea a las NPsZnO y NPsCuO como aditivos en los alimentos, por
sus propiedades antimicrobianas reportadas en distintos estudios que demuestran la capacidad de las
NPsZnO con tamafio entre 30-100 nm de inducir la muerte por sobreproduccién de ROS, principalmente
en bacterias como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Vibrio cholerae vy

Pseudomonas aeruginosa (liang et al., 2018; Stankic et al., 2016).
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Asimismo, Bondarenko et al. (2013) estudiaron los efectos toxicos de nanoparticulas metalicas y de 6xidos
metalicos, determinaron que las NPsZnO y NPsCuO con tamafios de 20-150 nm son las mas toxicas a
concentraciones de 2-3 mg/L de agua, en crustaceos, algas, peces, levaduras, y de 100 mg/L para bacterias,
nematodos y protozoos. Tambien, concluyeron que las algas son el organismo mas afectado, siendo

relevante por ser el alimento de diversos peces.

1.1.2 Mecanismo de excrecion de las nanoparticulas

El proceso farmacocinético al que son sometidas las nanoparticulas se divide en liberacién, absorcion,
distribucidon, metabolismo y excreciéon, también llamado sistema LADME. Los drganos principales
encargados de la excrecién de los nanomateriales una vez que son metabolizados y biotransformados en
moléculas o subproductos de menor tamafio son el higado y el rifién (Figura 1). El higado esta conformado
en un 60-80% por células epiteliales especializadas, llamadas hepatocitos y puede excretar NPs con un
radio hidrodinamico entre 50-200 nm por medio de las heces; mientras que el rifidén esta integrado por un
90% de células epiteliales, las cuales son capaces de excretar NPs con tamafio entre 6-15 nm es mediante

la orina ( Li et al., 2017).

@ Higado
@ Rifion

Created in BioRender.com bio

Figura 1. Organos que participan en la excrecién de nanoparticulas (Creada por la autora en BioRender.com).
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Diferentes estudios han demostrado que la excrecidn de la NPs por el higado y el rifién tienen efectos
téxicos que afectan a las células de estos drganos, tales como espacios intersticiales, vacuolas, degradacion
y necrosis de las células epiteliales, procesos inflamatorios, dafio al ADN y mitocondrias, sobreproduccién

de ROS, entre otras (Chen et al., 2016; Hassanen et al., 2019; Lavicoli et al., 2016).

Ademas del tamafo, otro aspecto a considerar sobre la excrecién de las NPs es su estabilidad para
permanecer en fluidos como la sangre, ya que, si tienden a aglomerarse o agregarse, generan cambios en
sus propiedades fisicoquimicas que juegan un papel perjudicial en la cinética de excrecién, situacién que
es comun cuando las NPs se administran por via intravenosa. Ademads, debido a su quimica superficial,
algunas NPs tienen la capacidad de formar una corona proteica, que es una estructura en la superficie de
la NP que se construye al interactuar con las proteinas que se encuentran en el medio. Esto puede afectar
diversos parametros fisicoquimicos de las NPs, incrementando su tamafio y, por lo tanto, ocasionando que

no puedan ser excretadas por el higado o el rifidn y originando su acumulacién (Arami et al., 2015).

1.1.3 Efectos nanotoxicoldgicos de las nanoparticulas de 6xido zinc y nanoparticulas de 6xido
de cobre en células del sistema excretor

En los apartados anteriores se menciond que las NPsZnO y NPsCuO tienen diferentes efectos téxicos en
las células lo que ocasiona una reduccién de su viabilidad que culmina con la muerte de la célula. En este
apartado, se presentan los efectos nanotoxicoldgicos descubiertos hasta ahora en células que constituyen

el higado y el rifidén, para lo cual se muestran varias tablas que resumen los efectos tdxicos estudiados.

Los mecanismos bioldgicos que desencadenan las NPsZnO y NPsCuO en los organismos que estuvieron
expuestos a este tipo de NPs no estan del todo descritos, ya que dependen del tamafio y del tipo de NPs.
Los autores mencionados en las Tablas 1, 2 y 3, recomiendan continuar con estudios mas especificos para
determinar los efectos relacionados con el dafio al ADN, las mitocondrias y al sistema oxidativo de células
gue componen a los érganos del sistema excretor o bien en modelos animales que permitan comprender

los procesos bioldgicos y moleculares que se activan o inhiben provocando la muerte de la célula.

Las tablas estan ordenadas de acuerdo con el tamafio de la nanoparticula que va de menor a mayor. Esto
para facilitar la diferencia de los efectos téxicos que tienen las NPsZnO y NPsCuO con radio hidrodinamico
entre 10-100 nm de radio hidrodindmico en comparacién con las que tienen un tamafio superior a los 100

nm.



Tabla 1. Efectos toxicos de las NPsZnO reportados en diferentes estudios in vitro en células de higado y rifon.

enzimas del sistema
antioxidante

Linea celular | Tamaiio Tiempo Concentracion Efecto toxico Referencia
de NPs de
(nm) exposicion
(h)
Reduccidn de la
CeIIuIas de 5,10y 15 . V|a.b|I|d.a}d por (Ahamed et
higado 20 24 ug/mL disminucion de las
. . al., 2012)
HepG2 enzimas del sistema
antioxidante
Muerte apoptdtica por
, incremento de ROS,
Células Ly )
embrionarias pérdida del potencial
s 5,25,50y 75 ug de la membrana (V.G.and P.V,,
de rifidn 25-40 3,24y48 . .
/mL mitocondrial, 2017)
humano actividad lisosdmica
(HEK 293) o y
condensacion del
nucleo
o (Demir, Creus,
D | ADN
Células 2 o5 0.1, 1,10,y 100 ii::’e‘:‘nento gzr y Marcos,
HEK293 ng/mL T 2014)
micronucleos
Células
o Reduccidn de la
ezlr;czlr:all\le;Kcle 10-50 24 12'5/_:]?_'0 viabilidad celular por (UzzagleSt)aI.,
He dafio al ADN
52E
HEK293 e Muerte por estrés (Guan et al.,
higado L02 >0 4-24 10100 pg/mL oxidativo 2012)
Hepatocitos 25,50, 100 y Dafio mitocondrial que (Y. Wang et
de pezy 71 24y 48 200 mg/L conduce a la muerte al,, 2011)
HepG2 & de las células v
Muerte celular por
genotoxicidad y
Células de disminucion de la (Kononenko et
rindn MDCK 100 24 12-737 uM actividad de las al., 2017)

Las investigaciones resumidas en la Tabla 1y 2, demuestran que los diferentes efectos toxicos ocasionados

por

las NPsZnO desencadenan

la muerte de

las células,

pero no proponen un mecanismo

biolégico/molecular detallado que permita conocer con exactitud mayor lo que las NPs causan en las

células. Sin embargo, Zhang et al. (2020) proponen un mecanismo de muerte inducida por alteracién en

las enzimas del sistema antioxidante generado por disminucién de los acidos ribonucleicos mensajeros

(ARNm) para el péptido glutatidon y la enzima glutatién peroxidasa, ambas moléculas importantes del

sistema antioxidante celular, ademas del aumento en el malondialdehido.




Tabla 2. Efectos téxicos de las NPsZnO reportados en diferentes estudios in vitro en células de higado y rinon.

Linea celular | Tamaifio Tiempo Concentracion Efecto toxico Referencia
de NPs de
(nm) exposicion
(h)
Células de Muerte de las células (Pujalté et al
rifidn humano <100 24 2.5 pg/cm? por sobreproduccién 2011) N
HK-2 de ROS
. Reduccion de la
CeIu»I/a;II:_;pGZ 100 24 256 pg/mL viabilifjad por dafio (T:i?iléal?) et
al ciclo celular
, Citotoxicidad en las
Linea celular , .
hepatocitos 130 24 0.5-256 mg/mL células con aumento | (Kermanizade
C3A claro de la hetal., 2013)
produccién de IL-8
Induce dafio al ADN (Sharma,
, 0.8, 2,8, 14-20 debido a una Anderson, y
Células HepG2 267 12y 24 pug/mL produccién mayor de Dhawan,
ROS 2012)
Linea celular Decremento del (Kermanizade
hepatocitos 332 4,24vy48 0.5-256 pg/mL antioxidante
. hetal., 2012)
C3A glutatién

Ademas, los autores demuestran que existe un dano en el potencial de la mitocondria por acumulacién de
hierro en células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC, por sus siglas en inglés) después de

ser expuestas por 24 h a concentraciones de 10y 15 pg/pL de NPsZnO con un tamafio de 30 £10 nm.

Finalmente, Zhang et al. (2020) proponen un mecanismo de muerte celular por ferroptosis, que se induce
por la acumulacidn de hierro y es dependiente de la peroxidacidn de lipidos. Este tipo de muerte celular
es potenciada con la expresién del gen p53, el cual participa en la interrupcidn de la divisidn celular cuando
existe dafo al ADN y es considerado el guardian del genoma. Aunque el trabajo descrito por Zhang et al.
(2020) se llevd a cabo en células HUVEC, es una investigacion muy completa, que da pauta para realizar

investigaciones similares, pero en células del sistema excretor con tamarfios de NPs diferentes.



Tabla 2. Efectos téxicos de las NPsCuO reportados en diferentes estudios in vitro en células de mamiferos.

Linea celular | Tamaifio Tiempo Concentracion Efecto toxico Referencia
de NPs de
(nm) exposicion
(h)
Dafio a la
Células membrana celular,
embrionarias <50 48 3 mg/mLy 300 decremento de la (Reddy y
de rifion HEK- mg/mL GSH e incremento Lonkala, 2019)
293 en la produccién de
IL-8
Muerte celular por
peroxidacidn de .
Linfocitos <100 2,4y6 0.1, Oozé ?T;i}lo's ¥ Il"pidos, de.wﬁo ala (Assa;jcl)alré)et al,
mitocondriay a los
lisosomas.
Muerte apoptdtica
Células de mediada por (X. Wang,
Kupffer (k) y | 244V | 56y2a | 1222350y caspasa3y Chang, et al.,
hepatocitos 362.1 100 pg/mL sobreproduccién 2020)
de ROS
mitocondriales
Reduccidn de la
Células de viabilidad celulary .
gliomaC6y | 141#13 | 0.5y5h 10-1000 puM de lactato (Joshi et al.,
. . 2016)
astrocitos deshidrogenasa
(LDH).
Promocién de la un
Células inflamasoma
humanas de 0.32, NLRP3 por (Hufnagel et al.
o 175 24 1.6,3.2,16.1,y aumento de IL-1ay !
epitelio 32.1 pg/cm? actividad 2021)
alveolar A549 ' ) .
proinflamatoria por
IL-6
Reduccion de la
viabilidad celular
I-!emoatf)s v 197y 0.05,0.5,2.75y5 por . (Katsumiti et al.,
células gliales 210 2,4y24 me/L sobreproduccion 2018)
y alveolares de ROS, inhibicién
de la Na-K-ATPasa
y dafio al ADN.
oGy oo | s | gy | 28510150y | Meteu | G
2 ' 40 pg/mL ’

dafio al ADN

Ozhan, 2020)
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La Tabla 3 resume los efectos nanotoxicoldgicos que se han reportado por las NPsCuO en células de
mamiferos. Es importante mencionar que para estos tipos de NPs se han realizado escasos estudios de los
efectos toxicos en células de higado y rifidn, y en general en células de mamiferos. La comunidad cientifica
ha enfocado las investigaciones en bacterias, levaduras, hongos y algas. Por estas razones, en la tabla se

presentan los estudios mds relevantes en diversas células de mamiferos.

Los autores citados en la Tabla 3, coinciden en que las NPsCuO tienden a aglomerarse o agregarse en el
medio que se emplea para el cultivo de células animales, lo que ocasiona un aumento del radio
hidrodinamico de las NPs en comparacién con la caracterizacién del tamafio en agua desionizada. Ademas,
mencionan que son necesarias mas investigaciones sobre el efecto de las NPsCuO en diferentes lineas

celulares o en modelos animales.

1.1.4 La regulacién sanitaria de los nanomateriales en México

El uso de las NPs para distintas aplicaciones aumenta continuamente, sin embargo, la legislacidn sanitaria
en México esta rezagada; no existen normas oficiales mexicanas (NOMs) que regulen la sintesis, uso y
desecho de los nanomateriales, Unicamente existen las siguientes normas mexicanas (Foladori et al.,

2017; Sanchez, 2018):

e NMX-R-10867-SCFI-2014, para la caracterizaciéon de nanotubos de carbono de una capa mediante

espectroscopia de fotoluminiscencia en el infrarrojo cercano.

e NMX-R-10929-SCFI-2014, para la caracterizacion de muestras de nanotubos de carbono de

multiples capas.

o NMX-R-27687-SCFI2014, que plantea una terminologia y definiciones para nano-objetos-

nanoparticula, nanofibra y nanoplaca.

e NMX-R-80004-1-SCFI-2014 nanotecnologias; el Vocabulario-Parte 1: Conceptos basicos.

e NMX-R-80004-3-SCFI-2014, Nanotecnologias-Vocabulario-Parte 3: nano-objetos de carbono.
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e NMX-R-12901-1-SCFI-2015 nanotecnologias-Gestion de riesgo ocupacional aplicado a

nanomateriales manufacturados.

Todas estas normas no son obligatorias sino voluntarias, flexibles y no reglamentarias, por lo que esta
desregulacién sanitaria conlleva a un flujo incontrolado de la produccion y sintesis de NPs para diferentes
aplicaciones a las que nos encontramos constantemente expuestos. Por lo anterior, es importante
implementar Normas Oficiales Mexicanas (NOM), que son de caracter obligatorio y que contienen
lineamientos que permiten obtener medidas uniformes y garantizar la calidad, seguridad y eficacia de los
nanomateriales en productos o materias primas. Estas NOMs deben establecerse entre los legisladores, la
comunidad académicay la industria privada para sefialar pautas por un beneficio comun sobre la seguridad

de los productos o materias primas (Tanaka, 2019).

La comunidad académica mexicana se ha organizado para impulsar esto, a través de la Red de
Nanociencias y Nanotecnologia (RNyN, CONACYT), la cual promovid la creacién del Sistema Nacional de
Evaluacion Toxicolégica (SINANOTOX), el cual es un grupo de investigadores provenientes de
universidades publicas y privadas que conjuntan su experiencia en la nanotoxicologia para proponer
protocolos estandarizados que permitan realizar pruebas toxicoldgicas de los nanomateriales y comparar
sus efectos en diversos modelos bioldgicos. Los resultados que se obtienen permiten contribuir con
evidencia cientifica a la regulacidn sanitaria de los nanomateriales y en la gestion de la implementacion de

las NOMs para garantizar su seguridad (Sanchez, 2018).

Por lo tanto, en este trabajo de investigacion realizaremos una comparacién de los efectos téxicos de las
nanoparticulas de éxido de zinc y 6xido de cobre en la mitocondria y el ciclo celular de células epiteliales
de higado (AML-12) y rifidn (MDCK) para determinar los efectos toxicoldgicos de tales NPs y el mecanismo

bioldgico que pudieran reducir su viabilidad celular.

1.2 Hipaétesis

La exposicion aguda (24 h) de las células epiteliales de higado (AML-12) y rifion (MDCK) a diferentes
concentraciones de nanoparticulas de éxido de zinc y 6xido de cobre reducen su viabilidad de manera
dependiente de la concentracidn, debido al decremento en el potencial de la membrana mitocondrial y al

arresto en los estadios del ciclo celular.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Estudiar los efectos de diferentes concentraciones de nanoparticulas de éxido de zinc y de 6xido de cobre

en la viabilidad, morfologia, potencial de la membrana mitocondrial y estadios del ciclo celular de células

epiteliales del sistema excretor.

1.3.2 Objetivos especificos

1.

Caracterizar el tamano, potencial zeta y banda de absorcién de las nanoparticulas ZnO y CuO.

Evaluar la viabilidad de las células de rifién MDCK e higado AML-12, incubadas con diferentes

concentraciones de nanoparticulas ZnO y CuO.

Visualizar los cambios morfolégicos de las células MDCK y AML-12 expuestas a diferentes

concentraciones de nanoparticulas de ZnO y CuO.

Identificar y cuantificar el tipo de muerte celular ocasionado en las células MDCK y AML-12 por la

exposicién a diferentes concentraciones de nanoparticulas ZnO y CuO.

Analizar la produccidn de especies de oxigeno altamente reactivas en las células MDCK y AML-12

incubadas con diferentes concentraciones de nanoparticulas ZnO y CuO.

Determinar si las nanoparticulas de ZnO y CuO se internalizan en las células MDCK y AML-12.

Determinar el potencial de la membrana mitocondrial de las células MDCK y AML-12 expuestas a

las diferentes concentraciones de nanoparticulas.

Comparar el efecto de las diferentes concentraciones de las nanoparticulas de ZnO y CuO en el
ciclo celular de las células MDCK y AML-12.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Nanoparticulas y caracterizacion fisicoquimica

Las nanoparticulas (NPs) de ZnO y CuO comerciales se adquirieron de la empresa Sigma-Aldrich. Las
NPsZnO (Cat. 721077), se encuentran dispersadas en 20 wt. % en agua, mientras que las NPsCuO Il (Cat.

544868), se presentan en forma de nanopolvo.

2.1.1 Dispersion Dinamica de Luz

Para obtener la distribucidon de tamafio, didmetro hidrodindmico y el potencial Z de las nanoparticulas, se
empled la técnica de Dispersidon Dindmica de Luz (DLS por sus siglas en inglés) y se utilizé el equipo
ZetaSizer NanoZS (Malvern, UK). Primero, se dispersaron las NPs contenidas en agua desionizada en un
tubo cénico de 15 mL a una concentracién de 1 mg/mL por ultrasonicacién durante 10 min, con un
intervalo de paro a los 9.9 segundos, manteniendo una temperatura maxima de 40°C, con 35% de
intensidad al utilizar la punta #2 del equipo. Luego se tomd de esa muestra 100 pL de NPs y se mezclaron
con 1 mL de agua desionizada, se traspasaron a una celda (Malveren, DTS1070) para su lectura en el DLS.
Se establecieron las condiciones de procesamiento de muestra, las nanoparticulas como analito, el modelo

de la celda, el tipo medio de dispersion (agua) y la temperatura a 25°C.

2.1.2 Microscopia electronica de transmisién

Por otro lado, se obtuvieron micrografias de las NPsZnO y NPsCuO para conocer con mayor precision el
tamanfio vy la distribucién en agua miliQ. Para esto, se tomé una alicuota de 10 pL de la solucién madre que
se encuentra a una concentracion de 1 mg/mL de NPs de ZnO 6 CuO. Luego, la alicuota se coloco en una
rejilla de cobre recubiertas de formvar/carbon (malla 75, Ted Pella Inc.) para su observacién en el
microscopio electrénico de transmisidn (TEM, por sus siglas en inglés). Las muestras montadas en la rejilla
se dejaron secar a temperatura ambiente y posteriormente se observaron en el TEM. De las imagenes
obtenidas se realizé la medicion del didmetro de 100 NPs en el software Imagel y la distribucion de

tamanios de las NPs de ZnO y CuO se graficaron en histogramas.
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2.2 Cultivo celular

Las células MDCK (Madin-Darby Canine Kidney NBL-2, ATCC® CCL-34™) son células no neopldsicas
derivadas de rifidn, tienen una morfologia epitelial de tipo adherente, el organismo del cual provienen es
del perro (Canis familiaris). Por otro lado, las células AML-12 (Alpha mouse liver 12, ATCC® CRL-2254™),
provienen del ratén (Mus muscules), son células no neoplasicas de tipo adherente y de morfologia epitelial.
Las dos lineas celulares son consideradas como modelos celulares in vitro adecuados para estudiar el
metabolismo y excrecién de sustancias extrafias externas o internas, como las nanoparticulas. Estas lineas
celulares son de origen epitelial, lo que les atribuye una caracteristica ventajosa para el estudio de la
absorcién y toxicidad de nanoparticulas, ademas, de que los resultados que se obtienen en estos modelos
celulares son extrapolables a organismos vivos (Hassoun and Mettling, 2015). Ademas, las células AML-12
son utilizadas ampliamente para estudiar el estrés oxidante y por su parte, las células MDCK al ser de
origen canino tienen una alta tasa de duplicacion por lo que la confluencia celular se alcanza en periodos
mas cortos en comparacion con las células AML-12 (Barnett and Cummings, 2018). También, las células
MDCK, se emplean para estudiar la nefrotoxicidad, la organizacién estructural de las células epiteliales por

su capacidad de polarizacién y la internalizacidn y transcitosis de nanoparticulas (Simons, 2006).

Las lineas celulares MDCK y AML-12 fueron obtenidas del American Type Culture Collection (ATCC), se
utilizaron pases jévenes proporcionados por el Departamento de Bionanotecnologia del CNyN-UNAM. Las
células MDCK se cultivaron en medio EMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado al 10%
con suero fetal bovino (SFB), 1% de antimicotico/antibidtico (penicilina y estreptomicina), 1% de L-
glutamina (Sigma-Aldrich) y bicarbonato de sodio (2 g/L). Y las células AML-12 se cultivaron en medio
DMEM/F-12 suplementado con 10% de SFB, 10 pug/mL de insulina, 5.5 pg/mL de transferrina, 5 ng/mL de
selenio, 40 ng/mL de dexametasona y 1% de antimicético/antibidtico (penicilina y estreptomicina). Los
medios de cultivo fueron esterilizados mediante filtracidn con un filtro que tiene un tamafo de poro de

0.22 um.

Ambas lineas celulares se mantuvieron en cultivo en cajas Petri de 5y 10 cm en incubacién a 37°C en una
atmosfera humidificada al 5% de CO,, para las células MDCK se empled una densidad inicial de cultivo de

5x10% células en 5 mLy 1 x10° de células AML-12 en un volumen final de 10 mL.
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2.2.1 Subcultivo de células

El subcultivo de las células se realizd cuando los cultivos celulares tuvieron una confluencia entre el 70 al
80%, para despegar las células de la superficie de la placa se utilizé 1 mL de tripsina/EDTA 1X (Sigma-
Aldrich), dejando actuar a temperatura de 37°C y 5% de CO,, entre 5-10 min para el caso de las células
MDCK y 3-5 min para las células AML-12. Las células que se desprenden de la placa de cultivo se colectaron
en tubos de 1.5 mL y se realizaron dos lavados con 200 pL de medio de cultivo completo, las células se
centrifugaron a 1200 rpm por 5 min, para eliminar el exceso de tripsina y evitar el dafio a la membrana
celular. Posteriormente, el pellet de las células se resuspendié en 1 mL de medio completo y se procedid
a obtener viales para criopreservar células y se continuo con la expansion del cultivo. Los pases

subsecuentes fueron criopreservados para su posterior uso a -70°C en criotubos de 1.5 mL.

2.2.3 Recuento celular

El conteo de las células se efectud por la técnica de exclusiéon de azul tripano, dependiendo de la
confluencia celular se usaron diluciones 1:5 6 1:10 y se visualizaron por medio de un microscopio éptico
empleando una cdmara de Neubauer para conteo celular. Los cuadros que se emplearon para contar este
tipo de células son los cuadros grandes ubicados en las equinas de la cdmara de 1 mm?2. Para el célculo de

concentracién celular se realizara de acuerdo con la siguiente formula:

C = (N) (10*) (FD)
En donde:
C= células/mL
N= promedio de células presentes en 1 mm? (0.1 L)

FD= Factor de dilucién

2.3 Ensayo de viabilidad celular por reduccion de MTT

Para conocer la actividad metabdlica y por tanto la viabilidad de las células al someterse a las distintas

concentraciones de nanoparticulas de 6xidos metalicos, se empled el ensayo de reduccién del compuesto
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bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). La reduccién del MTT es realizada por
accion de enzimas deshidrogenasas mitocondriales, principalmente, por la succinato deshidrogenasa y
algunas enzimas citosélicas. Por lo tanto, la cantidad de MTT reducido es un indicador indirecto de la

actividad mitocondrial y, por ende, de la viabilidad celular.

El ensayo de viabilidad por reduccidn del MTT, se efectud en una placa de 96 pozos en fondo plano con
10,000 células por pozo llevandolos a un volumen final de 100 pL con medio de cultivo completo.
Posteriormente, las células se incubaron por 24 horas a 37°C en una atmosfera de 5% de CO,. Después, a
cada pozo, se le agregé por triplicado diferentes concentraciones de las NPs: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18,
20, 25, 30, 35 y 40 pg/mL, en un volumen final de 100 pL por pozo (Figura 2). Para el control negativo se
adiciond Unicamente medio de cultivo completo y para el control positivo se usé Tritdon-X100 al 0.5% que
induce la muerte celular. La placa con las células en tratamiento se incubd por 24h a 37°Cy 5% CO,. Una
vez terminado este tiempo, y para cumplir con el objetivo de identificar los cambios morfoldgicos
inducidos en las células AML-12 y MDCK por la exposicién a las diferentes concentraciones de
nanoparticulas de éxidos metdlicos, se tomaran fotografias con el microscopio invertido para facilitar su

comparacion.

@ Solucion de NPs de @ Ultrasonicacion @ Concentraciones de NPs
trabajo

Preparar

Volumen final

, 350uL de medio completo
Tmg/mL 350pL de medio completo

@ Células y NPs _ @ Incubacion

) " fE)
‘ =

Figura 2. Preparacién de la solucion de trabajo de nanoparticulas y su dispersidn para la preparacion de las diferentes
concentraciones de NPs utilizadas para los ensayos de viabilidad celular (Creada por la autora en BioRender.com).
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Posteriormente se decanté el medio, se realizaron tres lavados con 200 pL de buffer de fosfatos (PBS 1X)
para retirar las nanoparticulas y se agregoé 10 pL del compuesto de MTT (3 mg/mL) y 90 pL de medio de
cultivo completo a cada pozo. Se dejd incubar la placa durante 4h a 37°Cy 5% CO,. Terminado el tiempo
de incubacién, se adicioné 100 uL de isopropanol puro a cada uno de los pozos y se resuspendid
consecutivamente por lo menos 10 veces, para ayudar a disolver los cristales de formazanos que se
forman, la placa se incubd nuevamente por 30 min a 37°Cy 5% CO,. Para terminar, se medio la absorbancia
del color violeta insoluble de los compuestos de formazanos a dos longitudes de onda 570 y 690 nm en un

espectrofotdmetro para microplacas (Thermo Scientific, Multiskan GO) (Figura 3).

@ 1x10* células/pozo @ Reactivo MTT @ Incubacion
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)
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Formazano del MTT Longitud de onda 570 y 690 nm
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Figura 3. Ensayo de viabilidad celular con el reactivo MTT para conocer la actividad metabdlica de las células después
de haber agregado las diferentes concentraciones de nanoparticulas (Creada por la autora en BioRender.com).

Para calcular la viabilidad celular se utilizé una relacién matematica, primero, se obtendra la absorbancia

(Abs) real medida de la siguiente forma;

Abs real muestra = Abs A 570nm — Abs A 690nm
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Una vez que se obtuvieron las absorbancias de todas las muestras, se resté el valor promedio de la
absorbancia de las células muertas (tratadas con Tritdn-X100 al 0.5%), para normalizar los valores. Luego

se calculd el porcentaje de viabilidad celular utilizando la siguiente férmula:

Viabilidad celular % =

Abs real de la muestra
(100)

Abs real control positivo

2.3.1 Comparacion de la viabilidad de las células del sistema excretor expuestas a NPs de ZnO
y CuO con iones quelados y con sales de zinc y cobre

Con la finalidad de identificar si la reduccidn de la viabilidad de las células del sistema excretor se debe a
los iones liberados de las nanoparticulas o bien a la nanoparticula como tal, se evalué la viabilidad de las
células AML-12 y MDCK expuestas de forma aguda a las NPs de ZnO y CuO en presencia de un agente

qguelante, asi como se estudid con la exposicién al cloruro de zinc (ZnCly) y cloruro de cobre (CuCl,).

Para esto se procedié primero con la quelaciéon de los iones de las NPs de ZnO y CuO, incubado las
concentraciones de las NPs: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35 y 40 yg/mL, en un volumen final de
350 ulL por 1 hora a 37°C con 1 mM de EDTA. Posteriormente, se agregaron 100 pL de cada concentracion
por cada pozo de las células AML-12 6 MDCK. Se incluyeron controles que contenian medio de cultivo con
1mM de EDTA. El resto del procedimiento para evaluar la viabilidad con el reactivo MTT, se realiz6 como

se describié anteriormente para la viabilidad con NPs sin la quelacién de los iones.

Por otro lado, para conocer la viabilidad de las células del sistema excretor al ser expuestas a
concentraciones de ZnCl, y CuCl; se realizaron los cdlculos pertinentes para obtener concentraciones de
los iones Zn y Cu en las sales similares a los que se encuentran en las concentraciones de NPs estudiadas.
Se incluyd un control sin tratamiento. Y el ensayo por MTT se realiz6 con las mismas caracteristicas de los

experimentos de viabilidad celular con NPs ZnO y CuO y las NPs con quelacién de iones.
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2.4 Cuantificacion y deteccion del tipo de muerte celular por citometria de flujo
Apoptosis y Necrosis

La membrana de la célula es asimétrica y se compone de diferentes tipos de lipidos, entre ellos se
encuentra la fosfatidilserina, que normalmente se encuentra en la cara citosdlica de la membrana
plasmatica. Una de las sefiales moleculares de induccidn de una muerte celular programada o apoptosis,
es la translocacion de la fosfatidilserina a la cara extracelular de la membrana plasmatica, lo que permite
cuantificar y detectar el tipo de muerte celular. El método para poder diferenciar las células apoptéticas
de las necrodticas es mediante la tincidn conjunta con yoduro de propidio (Pl, por sus siglas en inglés) y
anexina V acoplada a FITC (Isotiocianato de fluoresceina). Durante la apoptosis, la asimetria en la que se
distribuye la fosfatidilserina se ausenta y queda expuesta al exterior de la membrana plasmatica

permitiendo la unién de la anexina V a la fosfatidilserina (figura 4).

| I
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. : . Fosfatidilserina
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: — Apoptosis temprana d @ Anexina V-FITC
optosis temprana

Necrosis

Apoptosis tardia

Figura 4. Tipo de muerte celulary la interaccidn del lipido de membrana fosfatidilserina con la anexina V, y el yoduro
de propidio con el nucleo de una célula (Creada por la autora en BioRender.com).

Mediante la técnica de citometria de flujo es posible hacer una diferencia entre las células que exhiben
diferentes mecanismos de muerte celular como necrosis, apoptosis tempranay tardia. Ya que, para el caso
de las células necrdticas, la membrana celular estd dafiada y en algunos casos, ha perdido su integridad,
por lo tanto, el Pl es el Unico agente que se intercala entre el ADN a causa de la inestabilidad de la

membrana y es posible detectar su fluorescencia. Mientras que las células en apoptosis temprana exhiben
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al lipido fosfatidilserina en su membrana externa, por lo que anexina V conjugada con el fluorocromo FITC
(Anexina V-FITC), se une de forma especifica a este fosfolipido. Mientras que, en las células con apoptosis
tardia, pueden ser detectadas por la fluorescencia conjunta del Pl y de la Anexina V-FTIC, ya que ademas
de que la fosfatidilserina estd expuesta en la cara externa de la membrana plasmatica, la estructura de
esta ha sido dafiada parcialmente, por lo que el yoduro de propidio junto con la Anexina V-FITC, estan

presentes en las células en apoptosis tardia.

Para la medicidn de la muerte celular a través de la deteccién de la localizacién de fosfatidilserina y la
permeabilidad de las membranas, se utilizé el kit de células muertas con anexina V-FITC y yoduro de
propidio (Thermofisher Cat. V13241). El cultivo celular para esta medicién se realizd con las mismas
caracteristicas y condiciones que se usaran para los ensayos de viabilidad celular, con la exposicién de las
células a las diferentes concentraciones de nanoparticulas 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35y 40
ug/mL. Por lo que, terminando las 24 h de incubacidn se procedié a decantar el medio y se realizaron tres
lavados con 200 plL de PBS 1X. Se procedi6 a separar las células de la caja de cultivo mediante tripsinizacion
agregando 100 pL de tripsina por pozo y se recuperé el sobrenadante. Después de agregar la tripsina se
esperd durante 3 min en condiciones de cultivo celular y se traspasaron a tubos de 1.5 mL, posteriormente
se centrifugaron a 1200 rpm por 5 min y se lavaron dos veces con medio de cultivo completo para eliminar
la tripsina. Luego, las muestras se incubaron por 30 min a 37°C y 5% de CO, en medio completo para
permitir la estabilizacion de la membrana. Una vez transcurrido este tiempo, las muestras se volvieron a
centrifugar por 5 min a 1200 rpm y se decantd el medio de cultivo. Inmediatamente se resuspendieron las
células en 250 pL de una solucion de buffer de unién 1X de 4mL que contenia 40 pL de FITC-Anexina Vy
16 pL de una solucidn de trabajo de Pl con una concentracién de 100 pg/mL (2.5 uL en 22.5 pL de buffer

de unidn a anexina 1X); el buffer de union a anexina 1X se prepard con 1mL de buffer 5Xy 4 mL de PBS 1X.

Después, se incubaron las células en los tubos durante 30 min a 37°Cy 5% de CO.. En seguida, se procedid
a medir la fluorescencia de la unién de la anexina V-FITC y la de PI, usando el laser azul a 488 nm en el
citometro de flujo (Attune NxT) y los canales BL1-FITC y BL3-PI, se adquirieron al menos 10,000 eventos

por muestra.

El analisis de los resultados se realizé en el software Flowlo, la estrategia de analisis se hizo a partir del
control sin tincién y el control de muerte inducida, siendo para todas las muestras la misma estrategia,
como se indica en la figura 5. Se incluyeron controles sin tincion, con tincion positiva para muerte y control

de muerte basal.
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Figura 5. Estrategia de analisis para obtener los datos en el citometro de flujo. En el primer grafico se selecciona los
eventos Unicos (singlets), después se grafica complejidad (SSC-A) vs el tamaiio relativo (FSC-A), y, por ultimo, se obtiene
otro grafico de la intensidad de la fluorescencia del Pl vs Anexina V-FITC en los cuatro cuadrantes (Creada por la autora
en Flow Jo).

Cabe senalar, que las diferentes poblaciones celulares quedan divididas en cuatro cuadrantes para
identificar aquellas que son negativas (-) o positivas (+) a la fluorescencia de Pl y FITC. El cuadrante inferior
izquierdo (Q4) agrupa a las células que son negativas a la fluorescencia para Pl y FITC, también se les
conoce como dobles negativas y se representan como PI-FTIC-, éstas son consideradas como el porcentaje

de células vivas y/o células con otro tipo de muerte distinto a apoptosis/necrosis. En el caso del cuadrante

inferior derecho (Q1), las células son FITC+PI-, lo que indica la muerte por apoptosis temprana, luego las
PI+FITC+ indican la apoptosis tardia (Q2) y por ultimo la poblacién PI+FITC- se usa para identificar a las
células necréticas (Q3). A partir de esto, se obtendran porcentajes para cada grupo de poblacién celular,

ya sean células vivas, en necrosis, apoptosis temprana y tardia (Figura 6).

Muerte celular dependiente de autofagia

La autofagia es otro tipo de muerte celular, que se conoce como un proceso de degradacion que se dirige
a proteinas de larga vida, organelos y otros componentes citoplasmaticos a través de la via lisosomal. La
muerte celular dependiente de autofagia se puede identificar en las células que presentan acumulacion

de autofagosomas y autolisosomas en el citoplasma. Se decidié estudiar este tipo de muerte en las células
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MDCK expuestas a NPsCuO. Debido a que, no se presentaron porcentajes significativos en los ensayos de

apoptosis/necrosis.
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Figura 6. Tipo de muerte celular distribuida por cuadrantes en el grafico de citometria de flujo para la fluorescencia
de Ply anexina V-FITC (Creada por la autora en BioRender.com).

El ensayo se llevo acabo de acuerdo con las instrucciones del Kit de Autofagia (MAK 138-IKT) de Sigma
Aldrich. Las células se cultivaron en placas Petri de 3 cm con fondo de vidrio a una densidad celular de
30,000 células. Después, se removid el medio de cultivo y se agregaron las distintas concentraciones de
NPsCuO en medio de cultivo que van de 4, 8, 12, 16, 20 a 30 pg/mL. Posteriormente, se incubaron las
placas de cultivo por 24 horas a 37°C, 5% de CO.. Después, se retird el tratamiento y se lavaron las células
con 1mL de PBS 1X por dos veces. Seguido, se procedio a la tincién agregando 250 pL del buffer de tincion
del KIT y el fluorocromo que se dirige a los autofagosomas a una concentracidon de 10x en las células, se

incubd por 1 hora a 37°Cy 5% de CO,.

Pasado el tiempo, se retird el exceso de fluorocromo, lavando dos veces con 1 mL de buffer de lavado. Y
se agregd 1 mL de medio de cultivo suplementado al 10% con SFB. Se observaron las muestras en el
microscopio confocal invertido Olympus Fluoview FV1000, usando el objetivo 60X y para el flurorocromo
de color azul que marca a los autofagosomas se utilizé un filtro de excitacion/emisién de 360/520 nm. Las
micrografias se procesaron utilizando el software FV-10 ASW y se analizaron con el software Visor FV-

10ASW y Imagel.
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2.5 Internalizacidn de las nanoparticulas de ZnO y CuO en las células AML-12 y
MDCK con una exposicion aguda

La internalizacidn de las NPs en las células es proceso que puede llevarse a cabo por endocitosis para NPs
de mayor tamafio > 5 nm o por difusién pasiva para tamafos de NPs < 5nm o iones, esto puede generar
cambios en las funciones de las células y un impacto negativo en su viabilidad. Evaluar si existe
internalizacién de las NPs permite establecer un componente crucial en el mecanismo biolégico que
reduce la viabilidad de las células que han sido expuestas a las NPs. Por lo tanto, con este ensayo se pudo

correlacionar la internalizacién o no de las NPs con la muerte de las células.

2.5.1 Evaluacion de la internalizacion de nanoparticulas de ZnO y CuO en las células del
sistema excretor por citometria de flujo

La identificacién de la internalizacion de NPsZnO y NPsCuO en las células AML-12 y MDCK se efectud
mediante citometria de flujo, utilizando el pardametro de complejidad celular (SSC, Side Scatter en inglés).
El SSC, permite obtener informacidn de la complejidad interna de las células, ya que, al impactar el laser
con la célula, la luz se dispersa hacia los lados obteniendo informacidon sobe la complejidad celular interna.
El cultivo celular para esta medicion se llevd a cabo con las mismas caracteristicas y condiciones que se
uso en el ensayo de deteccién de tipo de muerte celular al igual que la tincion con Pl y anexina V-FITC para
diferenciar la complejidad de las células vivas con las muertas. Se emplearon las mismas concentraciones

de nanoparticulas que van de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35 y 40 pg/mL.

Se adquirieron 10,000 eventos por muestra y los resultados se presentaron en porcentajes y fueron
analizados mediante el software FlowJo. La estrategia de analisis se realizé seleccionando Unicamente las
células vivas (Pl- y Anexina V-FTIC) en todas las concentraciones evaluadas para descartar el cambio en la
complejidad celular ocasionado por la muerte (Figura 7). También, se incluyd un control sin tincién y sin
tratamiento para poder ajustar las muestras tefiidas, otro control fue tefiido, pero sin tratamiento con el
que se hizo la comparacién con el resto de las muestras tratadas e identificar si hubo cambio en la

complejidad celular interna.
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Figura 7. Estrategia de analisis para la internalizacion de NPsZnO y NPsCuO en las células AML-12 y MDCK mediante
la complejidad celular interna evaluada a través del parametro SSC en el citémetro de flujo Attune NxT.

2.5.2 Identificacidn de la internalizacion de nanoparticulas CuO en las células AML-12 por
microscopia electronica de trasmision

Una vez, que se obtuvieron los datos de la internalizacién de nanoparticulas en las células del sistema
excretor, se realizd un procesamiento de la muestra para obtener micrografias por TEM, para respaldar

los resultados obtenidos en citometria de flujo.

Primero, se selecciond la concentracién de 18 pg/mL de NPsCuO en las células AML-12, ya que a partir de
esta concentracidén se registr6 aumento en la complejidad celular interna de estas células mediante
citometria de flujo. Las células AML-12 se cultivaron en placas de cultivo de 3 cm en una densidad celular
de 30,000 células. Después se adiciond 18 pug/mL de NPsCuO y se incubd a 37°C, 5% de CO; por 24 horas
para una exposicion aguda. Terminando el tiempo de exposicién se removié el medio de cultivo y se
despejaron las células con la ayuda de una espatula celular para evitar la ruptura de la monocapa y se
recolectd con una pipeta de 1 mL con punta de un didmetro de aproximadamente 5 mm. Se centrifugd por
5 min a 1500 rpm, se retird el sobrenadante. Y se lavé sin resuspender con PBS 1X para eliminar el resto

de medio de cultivo.

Posteriormente, se afadieron 500 pL de solucién de glutaraldehido al 2.5% para fijar las células por 20 min
a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se lavd dos veces con PBS 1X sin resuspender a las
células. Después, se agregd tetradxido de osmio al 1% por 2 horas. Se retird el tetradxido de osmio y se
lavé la muestra con 500 plL de PBS 1X, sin resuspender el paquete celular. Seguido, se procedié a la
deshidratacién de la muestra mediante series con 500 puL de etanol al 10%, 30%, 50%, 70%, 90%, 100%

tres veces cada uno por 10 min. Por ultimo, se mezcld resina con etanol anhidrido, en proporciones de
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25%, 50%, 75% y 100%. Cada una de las proporciones se dejé incubar por 2 horas; y en la de 100% se

incubo dos veces por 24 horas.

Una vez que se terminaron las 48 horas, se procedié a montar la muestra en portaobjetos bafiados
ligeramente en teflén. Se extrajo el paquete celular del tubo cdnico y se colocaron en los portaobjetos, se
les agrego una gota de resina y se cubrié con otros portaobjetos previamente tratados con teflén, en las
orillas del primer portaobjetos se colocaron dos cubreobjetos para poder formar un tipo sdndwich. Se dejo
polimerizar la muestra por 48 horas en un horno a 60°C. Al final, la muestra fue montada en la punta de
un tipo prisma de resina, para realizar los cortes por microtomo y su posterior observacién en el

microscopio electrénico de transmision (Figura 8).

Figura 8. Procesamiento del paquete celular para obtener micrografias. En la imagen A, se ejemplifica el paquete
celular sobre un portaobjeto bafado con tefldn, la gota de resina y al lado dos cubreobjetos para formar un tipo
sandwich con otro portaobjeto para polimerizar la muestra en el horno a 60°C. La imagen B, representa el montaje
de la muestra para ser segmentada por microtomo sobre unos prismas de resina.

2.6 Medicion de la produccidn de especies de oxigeno altamente reactivas por
fluorescencia

La generacidn de especies de oxigeno altamente reactivas en las células es constante en condiciones
normales por consecuencia de la respiracién aerobia, sin embargo, esta produccidn puede alterarse por la
exposicién a las nanoparticulas de éxidos metalicos en las células. Una forma de medir el estrés oxidativo

en las células es mediante la fluorescencia del 2’,7 —diclorofluoresceina (DCF), que es producido por la
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oxidacion intracelular del compuesto no fluorescente diacetato de 2’,7 —diclorofluoresceina (DCFDA)

(Figura 8).
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Figura 8. Mecanismo general de la formacién intracelular del DCF fluorescente en las células por la accion de las
especies de oxigeno altamente reactivas (ROS) (Creada por la autora en BioRender.com).

Primero, se procedié a cultivar 10,000 células por pozo y triplicado en una placa de 96 pozos en fondo
plano, una vez incubadas por 24h a 37°C y 5% de CO,, se agregd las siguientes concentraciones de
nanoparticulas 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35 y 40 pug/mL en un volumen final de 100 pL de
medio completo, y se incubaran por 24h a 37°C y 5% de CO,. Al término de la incubacién se decanté el
medio y se agregd 100 ulL por pozo de una solucién de 5 mL de reactivo DCFDA a una concentracion final
de 25 uM en medio sin suero fetal bovino. Nuevamente se incluyd por triplicado, un control negativo que
incluye Unicamente medio de cultivo. Se dejé incubar el experimento por 1 h a 37°C y 5% de CO..
Transcurrido el tiempo de incubacidn, se lavo tres veces el exceso de reactivo con 200 pL de PBS 1X. Para
finalizar, se agregé 100 puL de PBS 1X y la placa se incubard 15 min a 37°Cy 5% de CO, hasta su lectura.
Pasado el tiempo, se medid la fluorescencia en el espectrofluorimetro (Agilent, Cary Eclipse) utilizando
una longitud de onda de excitacién de 485 nm y una longitud de onda de emisién de 530 nm. Los datos se

graficaron en porcentajes respecto a la fluorescencia del control negativo.



27
También, se realizd la toma de fotografias en el microscopio confocal. Para el cultivo de las células MDCK
se emplearon cajas Petri de 3 cm con fondo de vidrio y la densidad celular utilizada fue de 30,000 células.
En cambio, para el cultivo de las células AML-12 se utilizaron placas de cultivo de 96 pozos, fondo planoy
color negro para obtener fotografias de las células AML-12 en el microscopio confocal. La tincién se
efectud con las mismas condiciones descritas anteriormente para el espectrofluorimetro. Las muestras se
observaron en el microscopio confocal invertido Olympus Fluoview FV1000, usando el objetivo 20X y un
zoom de apertura 3.0 para las células AML-12, y para las células MDCK se empled un objetivo 60X. Para el
fluorocromo Hoechst azul se utilizé un filtro de excitacién/emisién 346/460 nm y para el fluorocromo
DCFDA de 504/524 nm. Las micrografias se procesaron utilizando el software FV-10 ASW y se analizaron

con el software Visor FV-10ASW.

2.7 Estimacion del potencial de la membrana mitocondrial de las células AML-12
y MDCK a las diferentes concentraciones de nanoparticulas ZnO y CuO

El potencial de la membrana mitocondrial (AW) es necesario para que las funciones fisiolégicas de la
cadena respiratoria y la generacion de trifosfato de adenosina (ATP, por sus siglas en inglés) puedan
realizarse adecuadamente. Si el potencial de la membrana mitocondrial decrementa, la energia requerida
para el funcionamiento correcto de las células se agota y posteriormente se presenta la muerte de esta.
Es crucial evaluar el potencial de la membrana mitocondrial para conocer si hay disfuncién mitocondrial y
si el estrés oxidante influye en ello, esto proporciona pistas sobre el desbalance del estado fisiolégico de

la célula y la funcidn mitocondrial que impactan en la viabilidad celular.

Para estimar el AW se utilizdé el fluorocromo JC1 (Yoduro de 5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3’
tetraetilbencimidazolo-carbocianina), el cual es un fluorocromo catiénico lipéfilo de carbocianina catidnica
que emite fluorescencia roja y verde. Este fluorocromo es capaz de permeabilizar a las mitocondrias y
cambiar de florescencia roja a verde con relacién al aumento del AW. Cuando las células estan viables,
tienen un AW alto y la fluorescencia es de color rojo, en cambio, si las células estan dafiadas o apoptéticas,
tienen un AW bajo y la fluorescencia es verde. Aunque no es especifico de la membrana mitocondrial, ya
gue tambien marca el AW de la membrana plastica, se ha utilizado para tener una aproximacién del estado
de la membrana mitocondrial por su optimizacidon en las longitudes de onda de emisidn y excitacion

(Perelman et al., 2012).
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El potencial de la membrana mitocondrial fue estudiado por citometria de flujo y el cultivo de las células
AML-12 y MDCK se realizé de la misma forma que en los ensayos anteriores de viabilidad celular y medicién
de ROS, se evaluaron las concentraciones 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, y 40 ug/mL de NPs
ZnO y CuO. Después, de la exposicion aguda a las NPs ZnO y CuO se tripsinizaron las células y se
transfirieron a tubos cénicos de 1.5 mL, se lavaron dos veces con 500 pL de PBS 1Xy se procedi6 a la tincidén
de las muestras a una concentracion de 10 uM de JC1 en medio de cultivo sin suero fetal bovino durante
30 min en una atmosfera de 5% CO, y 37°C. Transcurrido el tiempo, se retird el exceso de fluorocromo
lavando dos veces con 500 pL de PBS 1X. Las células se resuspendieron en 150 pL de PBS para su
adquisicion en el citometro de flujo Attune Nxt. Se procesaron duplicados para cada concentracién de

NPS de ZnO y CuO.

Para los ensayos por citometria se empled un control sin tincién y un control tefiido sin tratamiento para
hacer la comparacidn con las muestras tratadas. Se utilizaron los canales BL-1 para la fluorescencia verde

y BL-3 para la fluorescencia roja. Se adquirieron 150 pL de muestra por tratamiento (Figura 9).
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Figura 9. Estrategia de analisis para la estimacion del potencial de la membrana mitocondrial de las células AMI-12
y MDCK después de ser expuestas de forma aguda a las NPsZnO y NPsCuO. El primer grafico de puntos indica la
poblacidn celular de interés y en el segundo grafico se clasifica la poblacion en dos grupos las células que son positivas
para la fluorescencia roja (BL3-A: Red+) y las que son positivas para fluorescencia verde (BL1-A: Green+). Los
porcentajes obtenidos a través de estos graficos se presentaron en graficas de barras.

Ademas, se tomaron fotografias por microscopia confocal, siendo la Unica variante el proceso de cultivo,
ya que para el cultivo de las células MDCK se emplearon cajas Petri de 3 cm y la densidad celular utilizada

fue de 30,000 células. También, que la placa de cultivo de 96 pozos fondo plano fue de color negro para
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obtener fotografias de las células AML-12 en el microscopio confocal. Después de cultivar a las células por
24 h, se lavaron con 500 plL de PBS 1X por pozo dos veces y se adicionaran 100 uL del fluorocromo JC1 por
pozo y 300 pL para las placas Petri de 3 cm a una concentracién de 10 uM. Finalmente, se incubaron por

30 mina 37°Cy 5% de CO..

La placa de 96 pozos con las células AML-12 y las cajas Petri con las células MDCK teiiidas con JC-1 se
examinaron en el microscopio confocal invertido Olympus Fluoview FV1000, usando el objetivo 20X paras
células AML-12 y 60X para las MDCK y se utilizé un filtro de deteccion a 540/570 nm para las células sanas
y 485/535 nm para las células apoptdticas o dafiadas. Las fotografias se procesaron utilizando el software
FV-10 ASW y se analizaron con el software Visor FV-10ASW. Las micrografias obtenidas se compararon de
acuerdo con el colory la intensidad de fluorescencia de las muestras tratadas con NPS contra el control de

células sin tratamiento.

2.8 Efecto de las diferentes concentraciones de nanoparticulas de ZnO y CuO en
el ciclo celular de las células AML-12 y MDCK

El ciclo celular es el proceso por el cual las células se duplican y estd conformado por cuatro estadios que
reciben el nombre de GO/G1, S, G2 y M. El estadio G1, es donde las células se preparan para dividirse o
bien pueden permanecer sin dividirse por periodos largos hasta que reciben una seial especifica (GO). El
estadio S, es cuando la célula sintetiza una copia de todo su ADN y después entra en el estadio G2, en el
que se condesan los cromosomas y se organiza el material genético para dividirse. Y, por ultimo, la fase
M, donde tiene lugar la mitosis en la que se reparte la informacién genética en dos células hijas. Estudiar
el impacto de las NPs de ZnO y CuO en los estadios del ciclo celular a diferentes concentraciones, permite
conocer si las NPs son capaces de generar cambios en la proporcidn de células que se encuentran en los
diferentes estadios con respecto a las células no tratadas con NPs. Por lo tanto, este ensayo es
fundamental para conocer los efectos que pueden ocasionar las NPs y su relacién en la reduccién de la

viabilidad celular.

Para evaluar si existen alteraciones en los estadios del ciclo celular de las células AML-12 y MDCK con una
exposicidon aguda (24 h) a NPsZnO y NPsCuO, se realizd una tincion con Pl, el cual es un reactivo que se
intercala en el ADN. El cultivo celular nuevamente se realizd de la misma forma que en los ensayos

anteriores y se emplearon las mismas concentraciones de NPsZnO y NPsCuO. Una vez que las células
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fueron recuperadas del cultivo y lavadas con PBS 1X se realizé una permeabilizacion de las células con
etanol al 70% con grado de biologia molecular durante 1 h a 4°C. Terminado el tiempo se lavaron las células
dos veces con 1mL de PBS 1X. Se prepard una solucion de 6 mL que contenia 100 pg/mL de RNAsa y 50
pg/mL de Pl y de esta solucidn se agregaron 200 uL a cada muestra. Las muestras se mantuvieron en
incubacién por 30 min a 37°Cy 5% de CO,. La RNasa, es una ribonucleasa que se usd para hidrolizar al ARN

y evitar que la sefial tuviera influencia en los resultados, ya que, el Pl también se intercala en el ARN.

Después, se procedié a medir la fluorescencia del P, usando el laser azul a 488nm en el citémetro de flujo
(Attune NxT) y el canal BL-3, la adquisicion fue por un volumen de 200 pL para todas las muestras (Figura
10). Los datos recabados fueron analizados en FlowJo y se presentaran en histogramas y graficas de barra

con porcentajes.
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Figura 10. Estrategia de andlisis para evaluar el ciclo celular de las células AMI-12 y MDCK expuestas de forma aguda
a las NPsZnO y NPsCuO. En el primer grafico se seleccionan los eventos unicos (singlets), después se grafica
complejidad interna (SSC-A) vs yoduro de propidio (BL3-A) para obtener la poblacién celular positiva a este
fluorocromo. Finalmente, se obtiene un histograma para representar el ciclo celular, ubicando en el eje de las x al
yoduro de propidio (BL3-A) y en el eje y el conteo celular normalizado (Creada por la autora en Flow Jo).
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2. 9 Analisis estadistico

Para la interpretacion de los resultados de citometria de flujo, se empled el software FlowJo. Para el
analisis de variancia multifactorial, la variable de respuesta viabilidad celular fue analizada mediante un
Modelo Lineal Generalizado-no lineal con un disefio de ANOVA de factores donde el primer factor
correspondio a los catorce niveles de concentracidn asignada de las nanoparticulas, el segundo factor fue
la linea celular con dos niveles (MDCK y AML-12), el tercer factor fue el tratamiento con dos niveles
(NPsZnO y NPsCu0), y su respectiva triple interaccidn de los factores, al cual se le realizdé un ajuste de
distribucidn de error normal con una transformaciéon Box-Cox debido a que no cumplia con los supuestos
de la distribucion y de la homogeneidad de varianzas (Crawley,1993; Bolker et al., 2009. Los analisis

estadisticos se realizaron en el paquete Prism-GraphPad.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas

La caracterizacién fisicoquimica de las nanoparticulas es requerimiento indispensable para poder entender
su comportamiento al exponer las células a diferentes concentraciones de éstas, ademas, permite conocer
la estabilidad de las nanoparticulas en medio acuoso y, por tanto, inferir la estabilidad que tendran en el
medio de cultivo y la interaccidn de su superficie quimica con las proteinas u otras moléculas presentes en
el medio de cultivo. Primero, se procedié a determinar el tamafo promedio y el potencial Z de las NPsZnO

y CuO mediante la técnica de DLS y por TEM.

La distribucién del tamafio para las NPsZnO es heterogénea, por lo que se presentaron dos picos de
intensidad (%) a 112.1 nm y 430.9 nm de diametro y en la grafica de nimero (%) un pico de 112.1 nm que
hace relevancia a un ajuste acumulativo (Figura 11), el segundo pico de 430.9 cm ya no aparece porque la
contribucion al ser tan pequena (<0,001%) ya no se muestra. El potencial Z para estas mismas NPs es de -

24.1mV respecto a los recuentros totales (Figura 12).
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Figura 11. Distribucién de tamafio por intensidad % y numero % de NPsZnO en 1 mL agua miliQ, por la técnica de
Dispersiéon Dinamica de Luz (DLS).
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Figura 12. Potencial Z para las NPsZnO, por la técnica de Dispersidon Dindmica de Luz (DLS).
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Figura 13. Frecuencia de resonancia del plasmén de la superficie (A), micrografia e histograma de la distribucion del
tamario de las nanoparticulas ZnO por TEM (B-C).

Por otro lado, en la Figura 13-A, se registrd el pico de absorbancia para la frecuencia de resonancia del
plasmoén de la superficie de las nanoparticulas ZnO a los 360 nm. Ademas, la distribucién del tamafio de
NPsZnO obtenido por TEM fue heterogénea y se observan formaciéon de aglomerados (Figura 13-B). El
tamafio promedio obtenido por TEM fue de 80 £4.5 nm, con un minimo de 7.2 y un maximo de 188.5 nm

(Figura 13-C).
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Figura 14. Distribucién de tamafo por intensidad % y numero % de NPsCuO en 1 mL agua miliQ, por la técnica de
Dispersién Dindmica de Luz (DLS).

La distribucién de tamafio para las NPsCuO no es homogénea, al graficar los resultados como el porcentaje

de la intensidad, se observan dos picos, uno a 275.9 nm y uno a 742.7 nm, si se mide el tamafio de las NPs
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de acuerdo con el nimero (%) se observa la presencia de un pico a 275.9 nm (Figura 14); ademas de ello,

como se observa en la Figura 15, el valor del potencial Z que se registré es de -20.0 mV.

Gnmm_.....:...................:...................:...
o : 20.0 mV ;
EO0000 : R L L TR
400000
anmm g ....i .................. E.

200000

Fecuentos totales

100000

L] 100

Fotencial £ (mv)

Figura 15. Potencial Z para las NPsCuO, por la técnica de Dispersion Dinamica de Luz (DLS).

También, se realizé la medicién de la banda de absorbancia de las NPsCuO, con un pico registrado entre
los 350 a los 400 nm teniendo el valor mediano a los 375 nm (Figura 16). La Figura 16-B ejemplifica una de
las micrografias obtenidas por TEM y muestra una distribucion no homogénea para las NPsCuO con la
formacién de aglomerados de gran tamafio. Por otra parte, el tamafo promedio arrojado por la
distribucidn de los didmetros de las NPsCuO fue de 84.6 £6.4 nm, con un tamafio minimo de 17.15 y un

maximo de 237.2 nm (Figura 16-C).
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Figura 16. Frecuencia de resonancia del plasmdn de la superficie (A), micrografia e histograma de la distribucién del
tamafio para las nanoparticulas CuO por TEM (B-C).
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3.2 Viabilidad de las células expuestas a diferentes concentraciones de
nanoparticulas de dxidos metalicos

Debido a la exposicién aguda (24 h) de las células a nanoparticulas de éxidos metdlicos, es necesario
evaluar la viabilidad de las células, para conocer si las diferentes concentraciones de nanoparticulas
inducen dafio irreversible en ellas, o bien, provocan un dafio relevante que influya en su metabolismo

normal y, por lo tanto, ocasione alteraciones en sus procesos biolégicos normales.

Por lo anterior, se graficé el porcentaje de la viabilidad de las células de rifidn MDCK expuestas por 24h a
diferentes concentraciones de NPs de ZnO y CuO. En la Figura 17, la linea azul, indica la viabilidad de las
células MDCK expuestas a las NPsZnO; es posible observar que a concentraciones de entre 8 a 14 pg/mL
de NPsZnO, la viabilidad de las células es superior al 100%, siendo el valor mas alto de 126% en la
concentracion de 14 pug/mL de NPsZnO. Sin embargo, el efecto citotdxico de las NPsZnO es evidente a
partir de las concentraciones de 16 a 40 pg/mL, en las que se observa un efecto toxico dependiente de la
concentracién. En cambio, la viabilidad de las células MDCK expuestas durante 24 h a las NPsCuO esta
representada por la linea roja de la misma figura, y se observa que la viabilidad de las células MDCK se
mantiene entre el 95 y 100% para las concentraciones de 2-8 pug/mL y a partir de 10 pug/mL el efecto
citotdxico es perceptible, aunque a los 20 pg/mL hay un ligero aumento a 68%, enseguida, se presentan

nuevamente porcentajes de viabilidad por abajo del 50% que se mantienen similares.
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Figura 17. Evaluacion por el ensayo de MTT de la viabilidad de las células de rifién (MDCK) expuestas por 24 horas a
diferentes concentraciones de nanoparticulas de 6xido de zinc (NPsZnO) y cobre (NPsCuO). Los puntos indican los
valores promedio * la desviacién estdndar (SD). Los puntos graficados indican los valores promedio + SD de 10, 000
células en triplicado para tres experimentos independientes.
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De acuerdo con lo anterior, en la Figura 18 se observa que la viabilidad de las células AML-12 depende de
la concentracidn de las NPsZnO y NPsCuO, a las que fueron expuestas durante 24 h. Para este caso la
viabilidad celular comienza a disminuir a los 12 ug/mL para los dos tipos de nanoparticulas con porcentajes
inferiores al 75%. La citotoxicidad de las NPsZnO, representada por la linea color azul, muestra una
viabilidad celular dependiente de la concentracidn con una meseta entre las concentraciones 16-20 pg/mL,
posterior a estas, hay un decaimiento claro de la viabilidad celular. Sin embargo, para las NPsCuO (linea
roja) la tendencia es dependiente de la concentracién sin la presencia de meseta y con viabilidad celular

superior al 25% entre las concentraciones 18- 30 ug/mL.

Células AML-12
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Figura 18. Evaluacion por el ensayo de MTT de la viabilidad de las células de higado (AML-12) expuestas por 24 horas
a diferentes concentraciones de nanoparticulas de 6xido de zinc (NPsZnO) y cobre (NPsCuO). Los puntos graficados
indican los valores promedio + SD de 10, 000 células en triplicado para tres experimentos independientes.

Las concentraciones inhibitorias de NPs para el 50% de la poblacidn celular (ICso), es de 20 y 23 pg/mL de
NPs ZnO, siendo el valor menor en las células AML-12 y el mayor para las células MDCK. Para las NPs de

CuO la ICso es de 16 pug/mL para las células MDCK y 18 pg/mL en las AML-12 (Tabla 3).
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Tabla 3. Concentraciones inhibitorias de NPs para el 50% de la poblacidn celular (1Cso).

Linea celular NPs ICs5p R2 Regresién no lineal
Zn0O 23.14 0.95
MDCK ]
CuO 16.29 0.90 Curva concentracion-
respuesta de cuatro
Zn0 20.10 0.96 parametros (4PL)
AML-12

CuO 18.65 0.93

El andlisis de variancia multifactorial, con una R?= 0.99, indicd que los valores promedio de la viabilidad de
las células AML-12 y MDCK no son diferentes al comparar entre los dos tratamientos de NPs (P=0.0420).
Pero al comparar la respuesta de las células en cada una de las concentraciones se obtuvo que hay
diferencias significativas (P<0.00001). Ademas, la interaccién de los tres factores (concentracion-linea
celular-tratamiento) del ANOVA aportd contraste entre los valores promedio de registro de viabilidad

celular (P<0.0001).

3.2.1 Viabilidad de las células del sistema excretor expuestas a NPs de ZnO y CuO con iones
quelados y con sales de zinc y cobre

Para conocer el efecto sobre la viabilidad celular ocasionado tanto por las nanoparticulas como por los
iones zinc o cobre, se obtuvieron los porcentajes de viabilidad celular al exponer de forma aguda las células
MDCK y AML-12 a las distintas concentraciones de NPs de ZnO y CuO con iones quelados mediante EDTA

y se compararon con los porcentajes de viabilidad celular al tratar las células con ZnCl; y CuCls.

En la Figura 19-A, se aprecia que las células MDCK expuestas a las NPsZnO con iones quelados mantienen
su viabilidad por arriba del 90% en todas las concentraciones estudiadas, siendo distinta a la que se
presenta con las NPsZnO sin quelacién de iones (P<0.0001), en cambio, la viabilidad de las células MDCK
se reduce por debajo del 75% a partir de los 8 ug/mL cuando son tratadas con ZnCl.. Por otro lado, en la
Figura 19-B, las células AML-12 reducen su viabilidad de manera similar al ser tratadas de forma aguda
con NPsZnO sin quelacion de iones y el ZnCl,, con excepcidn en las concentraciones de 18 y 20 ug/mL del
ZnCly, ya que los porcentajes de viabilidad son menores al compararlos con los porcentajes de las mimas

concentraciones de NPsZnO sin quelacidn de iones (P<0.0001). En cuanto a la viabilidad de las células AML-
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12 expuestas a las NPsZnO +EDTA 1 mM no presentaron reduccién en los porcentajes de viabilidad y se

mantuvieron por arriba del 90%.

También, en la Figura 19-C, se muestra que los porcentajes de viabilidad de las células MDCK al ser tratadas
con NPsCuO+ EDTA 1 mM se mantienen por arriba del 75% y al ser tratadas con CuCl; se reduce la
viabilidad conforme aumenta la concentracién. Se asume que no hay diferencias claras entre el
tratamiento de NPsCuO sin quelar, los iones y CuCl;, ya que el valor de P<0.2 se atribuye a las
concentraciones de 18 y 20 ug/mL que presentan diferencias claras (P<0.0001). Por el contrario, en la
Figura 19-D, se observa que las células AML-12 expuestas por 24 horas a las NPsCuO y NPsCuO+EDTA
1mM, son semejantes en la reduccién de la viabilidad celular dependiente de la concentracion (P=0.1) y,

el CuCl; no redujo la viabilidad de las células por abajo del 75%.
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Figura 19. Efecto de los iones zinc y cobre en la viabilidad de las células MDCK y AML-12 con una exposicion aguda.
A-B, células MDCK y AML-12 expuestas por 24 horas a NPsZnO, NPsZnO+EDTA 1 mM y ZnCl.. C-D, células MDCK y
AML-12 expuestas por 24 horas a NPsCuO, NPsCuO+EDTA 1 mM y CuCl.. Los resultados son expresados con las
mediast SD de 10, 000 células en triplicado para tres experimentos independientes. *(P<0.05), *"(P<0.01),
***(P<0.0001) indican diferencias significativas entre los distintos tratamientos.
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3.3 Efecto en la morfologia de las células expuestas por 24 horas a diferentes
concentraciones de nanoparticulas de oxidos metalicos

La morfologia de las células es una variable observable necesaria para comparar los cambios morfoldgicos
que presentan las células que han sido expuestas de forma aguda a diferentes concentraciones de NPsZnO

y NPsCuO y relacionar tales cambios con el efecto citotéxico.

Como se puede apreciar en la Figura 20, a partir de la concentracién de 10 ug/mL de NPsZnO, la morfologia
de las células MDCK comienza a modificarse, es posible observar que las células son mas pequefias y han
perdido su morfologia tipica poligonal, siendo ahora mas redondas. En comparacion con el control, la
densidad de la confluencia celular es menor a partir del tratamiento con 18 pg/mL de NPsZnO, y en algunas
secciones es posible observar células con filopodios mds largos, aunque en general el tamafo de las células
disminuye y tienen una morfologia redondeada. Ademas, las células de rifidn que han sido expuestas a
concentraciones de 25 y 35 ug/mL de NPsZnO, tienen una densidad celular y un tamafio menor, la
morfologia de las células es redonda, y es posible observar que las células tienden a aglomerarse en forma

de racimos opacos en comparacion con las células del control.

NPsZnO

Control 2ug/mL 6 ug/mL 10 pg/mL 18 ug/mL 25 pg/mL 35 ug/mL

14 pg/mL

MDCK

AML-12

Figura 20. Alteracién en la morfologia de las células MDCK y AML-12 al ser tratadas por 24 horas con diferentes
concentraciones de NPsZnO. La barra blanca indica la escala de medicion de 50 um.

La alteracidn en la morfologia de las células AML-12 que han sido expuestas a NPsZnO se registré en la
Figura 20, donde se observa que a partir de la concentracion de 2 pg/mL las células se encuentran mas
separadas una de otras por la ruptura de las uniones estrechas que existen entre ellas al compararlas con
el control (C-), la forma de las células cambio siendo ahora mas alargadas. La densidad celular comienza a

disminuir a partir de los 6 pug/mL, tambien se observan en algunas células proyecciones citoplasmaticas
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largas y delgadas. Y desde la concentracion de 10-35 ug/mL, las células son ovaladas y pequefias a
diferencia de las células control. Es posible observar que aun en las concentraciones altas (>14 pg/mL),

hay grupos de células con uniones mediante filiopodios.

NPsCuO

25 pg/mL

Control 2 ug/mL 6ug/mL  10pg/mL 14 pg/mL 18 pg/mL 35 pug/mL

AML-12

Figura 21. Alteracién en la morfologia de las células MDCK y AML-12 al ser tratadas por 24 horas con diferentes
concentraciones de NPsZnO. La barra blanca indica la escala de medicion de 50 um.

Para la exposicién aguda de las células MDCK a las NPsCuO, se percibe que causaron dafio a la estructura
de la membrana, en la Figura 21 se muestra que a partir de la concentracion de 2 pg/mL el cambio en la
morfologia de las células es evidente, perdiendo la forma poligonal y adquiriendo una ovalada, tambien
se observa la formacién de vacuolas, aumento del tamafio de las células y la densidad celular comienza a
disminuir a partir de la concentracién de 18 pg/mL. Es importante agregar que se observan cumulos o
puntos grisaceos sobre las células desde los 6 ug/mL a 35 pug/mL y las células MDCK tendieron a rodear

estos cumulos y a tener mayor formacidn de vacuolas en el citoplasma.

Por otro lado, las células AML-12 al ser expuestas a las diferentes concentraciones de NPsCuO por 24 h,
sufrieron cambios en su forma y densidad celular. Estos hallazgos se pueden observar en la Figura 21, la
densidad celular es menor a partir de la concentracién de 2 pg/mL en comparacion con el control. Ademas,
la forma de las células es redonda y con menor tamafio a los 6 pg/mL de NPsCuO. Otra caracteristica es la
presencia de puntos grisdceos o cumulos, también, las células son de forma irregular y de color negro
grisaceo a diferencia de las células control a partir de los 6-35 pg/mL de NPsCuO. Es posible observar que

aln en las concentraciones altas (>14 pg/mL), hay grupos de células con uniones mediante filopodios.
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3.4 Tipo de muerte celular causado por la exposicion aguda de células a diferentes
concentraciones de nanoparticulas de dxidos metalicos

La muerte celular es un proceso por el cual la célula detiene sus funciones vitales, que puede ser debida a
multiples factores como cambios morfoldgicos, estrés oxidativo, dafio a la membrana o por sustancias
guimicas externas. La importancia de evaluar la muerte celular ayuda a conocer qué tipo de muerte se
estd generando a partir de la exposicién durante 24 horas de nanoparticulas de éxidos metalicos, ya sea
una muerte por apoptosis o necrosis. Y con esto inferir si las nanoparticulas son las responsables directas
de la muerte de las células, o bien, los dafos que estas ocasionan en su morfologia, membrana o estado
metabdlico la llevan a desencadenar una cascada de seializacidn bioquimica que programan su muerte.
El tipo de muerte celular inducido por la exposicion de las células de rindn e higado a las diferentes

concentraciones de NPs, fue medido por citometria de flujo.

En cuanto a las células de rifidn MDCK expuestas a las concentraciones de 2-40 pug/mL de NPsZnO,
presentan una tendencia que indica que a mayor concentracién de NPs, mayor muerte celular por
apoptosis temprana como se observa en la Figura 22, en ese sentido, la cantidad de células viables al
incrementar la concentracién de NPs es menor. Por lo que existe un claro efecto de muerte celular por

apoptosis temprana que es directamente proporcional a la concentracidon de NPsZnO.
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Figura 22. Tipo de muerte para las células de rifidn (MDCK) expuestas por 24 h a diferentes concentraciones de
NPsZnO. Tincidén con yoduro de propidio (Pl) y anexina V-FITC mediante cuantificacién de fluorescencia por citometria
de flujo. Los cuadrantes indican poblaciones celulares en; Q1: apoptosis temprana, Q2: apoptosis tardia, Q3: necrosis
y Q4: viables y/o células con otro tipo de muerte.
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Tambien, las células MDCK presentan de un 32.8 a 68.3% de células en apoptosis temprana. Es importante
sefialar, que el porcentaje de apoptosis tardia parece ser independiente de la concentracién de NPsZnO
utilizadas, ya que en casi todas las concentraciones de NPs el porcentaje de células en apoptosis tardia es
menor al 3%, y lo mismo sucede para el caso de la necrosis en la que se registran porcentajes inferiores a

1% (Figura 23).
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Figura 23. Porcentaje de células en los tipos de muerte celular para las células MDCK a las diferentes concentraciones
de NPsZnO. Los porcentajes graficados fueron obtenidos de los graficos de citometria de flujo.

En cambio, para la exposicion de NPsCuO la tendencia de las células agruparse en la poblacidn de apoptosis
temprana es menor en cuanto a porcentajes, del mismo modo, que no obtiene mayoria para el tipo de
muerte por apoptosis tardia o necrosis. La obtencion de los datos de citometria se efectud de la misma
forma que para las NPsZnO. En la Figura 24, pueden visualizarse los porcentajes de las poblaciones

celulares para cada tipo de muerte celular y el de las células viables.
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Figura 24. Tipo de muerte para las células MDCK para las concentraciones de NPsCuO. Tincidn con yoduro de

propidio y anexina V-FITC mediante cuantificacion de fluorescencia por citometria de flujo.

Por lo que, el tipo de muerte para las células MDKC expuestas a las diferentes concentraciones de NPsCuO,

es la apoptosis temprana con valores entre 15-20.3% al compararlas con el control sin tratar hay

diferencias claras (P<0.0001). La respuesta en apoptosis temprana se agrupa en tres grupos de intervalos

de concentraciones 2-14, 16-20 y 25-40 ug/mlL, sin diferencias claras entre ellas. La apoptosis tardia y la

necrosis alcanzaron porcentajes menores a 1% (Figura 25).
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Figura 25. Porcentaje de células en los tipos de muerte celular para las células MDCK a las diferentes concentraciones
de NPsCuO. Los porcentajes graficados fueron obtenidos de los graficos de citometria de flujo. Los resultados son
expresados con las medias +SD de 60,000 células en duplicado para dos experimentos independientes. N5(P>0.05)
hace referencia a que no existen diferencias significativas.
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Dado que los porcentajes de muerte por apoptosis/necrosis obtenidos en el ensayo anterior para las

células de rifién MDCK tratadas de forma aguda con NPsCuO son menores al 25%, se decidio estudiar el

tipo de muerte celular dependiente de autofagia.

Células MDCK-NPsCuO

4 pg/mL Control

8 pg/mL

B Autofagosomas

(a.u.)

12 ug/mL

—
10pm

Figura 26. Evaluacion de la presencia de autofagosomas por microscopia confocal para conocer si existe muerte de
las células MDCK dependiente de autofagia al ser expuestas de forma aguda a NPSCuO. En la imagen A, se ordenan
las fotografias de las células de rifidn MDCK cuyos autofagosomas estan tefidos en color azul, iniciando por las células
sin tratar (control) y las expuestasa 4, 8,12, 16, 20y 30 ug/mL de NPsCuO. La barra blanca indica la escala de medicién
de 10 um. En la imagen B, se presenta la intensidad de fluorescencia obtenida a través de un andlisis en Image) de
las células que expresaron fluorescencia en puntos de color azul para cada una de las concentraciones de NPsCuO
evaluadas y el control. Los resultados son expresados con la intensidad de fluorescencia de un drea de 11,015 mm?
de tres micrografias de microscopia confocal.

Intensidad de fluorescencia

0 5 10 15 20 25 30
NPsCuO pg/mL



45
En la Figura 26-A, se observan en las células MDCK puntos de color azul que indican la presencia de
autofagosomas tanto en el control como en las muestras tratadas con 4, 8, 12, 16, 20 y 30 ug/mL de
NPsCuO, ademas, la presencia de puntos de color azul es mayor conforme aumenta la concentracién de
NPsCuO. Sin embargo, la presencia de autofagosomas no esta generalizada en todo el citoplasma de célula,
sino que, solo esta localizada en ciertas areas. Tambien, es posible observar cambios en la morfologia de
las células MDCK al ser tratadas por 24 horas con las diferentes concentraciones de NPsCuO, ya que, a
partir de los 8 pg/mL hasta 30 pg/mL las células MDCK aumentan su tamafio y son mas alargadas en

comparacion con el control.

Asimismo, en la Figura 26-B, se graficé la intesindad de fluorescencia para cada una de las imagenes de la
Figura 26-A incluyendo al control y de acuerdo con los resultados obtenidos, se infiere que la presencia de
autofagosomas (puntos de color azul) en las células de rifién MDCK es igual al control en la concentracion

de 4 pg/mL, pero es mayor apartir de los 8 pg/mL de NPsCuO.

Con respecto al tipo de muerte que se origina en las células de higado (AML-12), expuestas a las diferentes
concentraciones de NPs de ZnO y CuO, podemos observar en la Figura 27, que la apoptosis temprana es
el mecanismo preferencial siendo superior al 60%. Y las poblaciones celulares que corresponden a
apoptosis tardia y necrosis tienen porcentajes iguales o inferiores al 1%, por lo que no se observan puntos
en los cuadrantes del grafico. Para el control sin tratar, se obtuvo una poblacién uniforme con un

porcentaje de 97% de células viables.
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Figura 27. Tipo de muerte para las células de higado (AML-12) expuestas por 24 h a diferentes concentraciones de
NPsZnO.
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La apoptosis tardia esta presente exclusivamente en cuatro concentraciones de nanoparticulas (2-6 y 20
pg/mL), pero con porcentajes inferiores al 1%; y en cuanto a la necrosis, no se registraron porcentajes
superiores al 0.5%. De la misma forma que para los casos anteriores, la exposicion de las células AML-12

a NPsZnO induce muerte por apoptosis temprana comparativamente con el control sin tratar (Figura 28).
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Figura 28. Porcentaje de células en los tipos de muerte celular para las células AML-12 expuestas a las diferentes
concentraciones de NPsZnO. Los porcentajes graficados fueron obtenidos de los graficos de citometria de flujo.

En lo que respecta a la muerte que inducen las NPsCuO en las células AML-12 se registraron porcentajes
por arriba del 50% para el tipo de muerte por apoptosis temprana en todas las concentraciones de NPsCuO
evaluadas. La tendencia para la muerte por apoptosis temprana que se registré en las células AML-12 es

independiente de la concentracion de NPsCuO (Figura 29).
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Figura 29. Porcentaje de células en los tipos de muerte celular para las células AML-12 expuestas a las diferentes
concentraciones de NPsCuO. Los porcentajes graficados fueron obtenidos de los graficos de citometria de flujo.
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Para ilustrar lo anterior, en la Figura 30, se presentan los graficos de puntos de citometria de flujo para
ejemplificar los porcentajes de las poblaciones celulares, y se aprecia que las células estan divididas
mayoritariamente entre las células viables y las células en apoptosis temprana, de igual forma que en los

resultados anteriores.
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Figura 30. Tipo de muerte para las células AML-12 expuestas por 24 h a diferentes concentraciones de NPsCuO.

3.5 Medicion de la generacion de las especies reactivas de oxigeno en células de
rindn expuestas a diferentes concentraciones de nanoparticulas de oxido
metalicos

Las células de forma normal producen especies reactivas de oxigeno (ROS) por la respiracion aerobia, sin
embargo, al someter las células de rifidn e higado a una exposicién aguda de NPs de ZnO y CuO, es posible
que la capacidad del sistema antioxidante no sea suficiente para eliminar los radicales libres generados y
este nivel excesivo provoque niveles por arriba de lo normal, induciendo estrés oxidativo. Para conocer si
las nanoparticulas de 6xidos metalicos generan especies reactivas de oxigeno se midid la generacién de

ROS en las células expuestas a las nanoparticulas.

Por medio de un analisis por espectrofluorimetria, fue posible determinar que la generacion de ROS en las

células de rindn MDCK expuestas por 24h a las diferentes concentraciones de NPsZnO y CuO es diferente
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(P<0.0001). En la Figura 31-A, la linea de color azul indica una produccidon de ROS independiente de la
concentracidon de nanoparticulas y en las concentraciones de 4 y 16 ug/mL de NPsZnO ocasionan un
incremento significativo en la produccion de ROS por arriba del control (P<0.05), aunque en la
concentracion de 18 a 40 pg/mL la produccion de ROS decrece conforme la viabilidad celular. Por otro
lado, en la figura 31-A, es posible conocer el efecto de las NPsCuO en la produccion de las especies
reactivas de oxigeno en las células de rifidn, presenta una tendencia similar a partir de los 2 pg/mL hasta
los 16 pg/mL NPsCuO y en la concentracion de 18 pg/mL de NPsCuO el porcentaje de ROS registrado es
similar al control, por lo que se deduce que las células aumentan su produccion de ROS y posteriormente

comienza a decaer por la disminucién de la viabilidad celular.

Asimismo, en la Figura 31-B se graficé el efecto que generan ambas NPs de 6xidos metalicos en la linea
celular de higado AML-12. Las NPsZnO en el rango de 2-12 pg/mL no indujeron cambios claros en la
produccién de ROS en las células AML-12 al compararlas con el control (P>0.05), sin embargo, los 14, 16,
18, 25 y 30 pg/mL de NPsZnO muestran un incremento en la produccién de ROS diferentes al control
(P<0.05). Y a partir de los 30 pg/mL reduce la producciéon de ROS porque las células mueren. En cambio,
las células AML-12 respondieron de forma distinta al ser expuestas a las NPsCuO, desde los 2-14 ug/mL la
produccidn de ROS se mantuvo similary los 16 pg/mL de NPsCuO se registra un aumento en la produccion

de ROS, seguido de una disminucién por la reduccién de la viabilidad celular (Figura 31-B).
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Figura 31. Medicidon de la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en células MDCK de rifién (A) y AML-12
(B) expuestas por 24 h a diferentes concentraciones de NPs de ZnO y CuO. Los resultados son expresados con las
medias £ SD de 10, 000 células en triplicado para tres experimentos independientes. *(P<0.05), ****(P<0.0001)
indican diferencias significativas entre las muestras tratadas con NPsZnO y las no tratadas (control).
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El efecto que las NPS ZnO inducen sobre la produccidn de especies reactivas de oxigeno en la linea celular
de rindn MDCK es diferente al efecto en la linea celular de higado AML-12 (P<0.0001) y el efecto en la
produccién de ROS por parte de las NPsCuO es similar en las células MDCK y AML-12 (P>0.05).

Células MDCK-NPSZnO Células AML-12-NPSZnO

Hoechst DCFDA _Superposicién Hoechst DCFDA Superposicién

Control
Control

4 ug/mL
4 pg/mL

12 pug/mL 8 ug/mL
8 pg/mL

12 pg/mL

16 ug/mL
16 pg/mL

Figura 32. Efecto de las NPsZnO en la produccidn de especies reactivas de oxigeno de las células del sistema excretor
por microscopia confocal. En la imagen A, se observan las células de rifidn MDCK y en la imagen B, se presentan las
células de higado AML-12 expuestas a las NPsCuO con tincién azul en el ndcleo (Hoechst) y tincion verde (DFCDA)
para marcar las especies de oxigeno producidas por las células y al final de cada concentracion de NPsCuO estudiadas
la superposicion de los dos colores. La barra blanca indica la escala de medicion de 20 um.

Las células MDCK expuestas a las concentraciones de 8, 12 y 14 pg/mL de NPsZnO por 24 horas presentan
una produccién de ROS superior al control, esto lo podemos observar ya que algunas de las células MDCK

presentan fluorescencia verde en todo el citoplasma, sin embargo, no es un evento generalizado (Figura
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32-A). Por otro lado, en las células AML-12 a partir de los 4 pg/mL de NPsZnO se observa un aumento en

la produccion de ROS al comparar las imagenes obtenidas con el control (Figura 32-B).
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Figura 33. Efecto de las NPsCuO en la produccién de especies reactivas de oxigeno de las células del sistema excretor
por microscopia confocal. En la imagen A, se observan las células de rifidn MDCK y en la imagen B, se presentan las
células de higado AML-12 expuestas a las NPsCuO con tincién azul en el nucleo (Hoechst) y tincién verde (DFCDA)
para marcar las especies de oxigeno producidas por las células y al final de cada concentracion de NPsCuO estudiadas
la superposicion de los dos colores. La barra blanca indica la escala de medicion de 20 um.

En la Figura 33-A, se observa en color verde la fluorescencia atribuida a la produccién de ROS en las células
MDCK expuestas a las NPsCuO, podemos mencionar que existen grupos de células con sobreproduccién
de ROS diferente al control en las concentraciones de 4 y 8 ug/mL, sin embargo, no se presenté de forma
generalizaday en 12 y 16 pg/mL es similar a control. En cambio, las células AML-12 expuestas a las mismas

concentraciones de NPsCuO presentan una produccion de ROS similar al control (Figura 33-B).



51

3.6 Estimacion de la internalizacion de las nanoparticulas de 6xidos metalicos en
las células del sistema excretor

La internalizacion de las NPsZnO y NPsCuO en las células es un factor clave que influye en el mecanismo
que conlleva a la muerte de las células. Mediante citometria de flujo se obtienen valores de la complejidad
celular interna, la cual es un pardmetro que se correlaciona con la internalizacion de las NPs al inducir un
aumento en la complejidad interna de las células. En la Figura 34, se presentan los resultados obtenidos
por citometria de flujo sobre la complejidad interna de las células al ser expuestas a las NPsZnO y NPsCuO

por 24 horas.
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Figura 34. Evaluacién de la internalizacion de NPsZnO y NPsCuO en las células de riidn MDCK y AML-12 por
citometria de flujo. En laimagen A, se presenta un grafico de barras para la complejidad celular interna de las células
MDCK expuestas por 24 horas a diferentes concentraciones de NPsZnO y NPsCuO y una serie de histogramas de
citometria de flujo para evidenciar un cambio en la complejidad celular interna, de la misma forma, en la imagen B,
se exponen los resultados de complejidad celular interna para las células AML-12. Los resultados son expresados con
las medias +SD de 30,000 células en duplicado para dos experimentos independientes.
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En la Figura 34-A, se observa que la complejidad interna de las células MDCK al ser expuestas a NPs ZnO y
CuO no aumenta al compararla con el control (p>0.05); por el contrario, en las concentraciones de 18 y 30
pg/mL de NPsZnO y en los 16, 18, 20 y 35 pg/mL de NPsCuO la complejidad celular interna disminuye de
forma clara al compararlas con el control (p<0.05), asimismo, los histogramas de citometria no presentan
aumento en la complejidad celular en comparacién con el control, por ello, se resume que no hay

internalizacién de las NPs ZnO y CuO en las células MDCK.

Por otro lado, las células AML-12 al ser expuestas a las concentraciones de NPsZnO menores a 35 pg/mL
no inducen un aumento en la complejidad interna de las células (p>0.05), por lo que se asume que no hay
internalizacién de estas NPs, en cambio, a partir de los 18 pug/mL de NPsCuO se percibe un aumento claro
en la complejidad interna de las células, lo que sugiere la internalizacion de las NPsCuO en las células de
higado AML-12 (p<0.05), esto se complementa con los datos del aumento en la complejidad celular del
histograma obtenidos por citometria de flujo (Figura 34-B). También, para corroborar la internalizacidn de
las NPsCuO se tomaron micrografias por microscopia electrénica de trasmisidn, en las cuales se reveld la
presencia de NPsCuO de tamafio menor o igual a 5 nm dispersas en el citosol o dentro de vesiculas (Figura

35 A-B). Asi como unas zonas con presencia de cimulos de NPsCuO.

Figura 35. Micrografias de las células AML-12 expuestas a 18 pug/mL de NPsCuO obtenidas por microscopia
electrdnica de transmisidn. Las flechas indican zonas con NPsCuO
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3.7 Potencial de la membrana mitocondrial de las células del sistema excretor
expuestas a las diferentes concentraciones de nanoparticulas ZnO y CuO

El potencial de la membrana mitocondrial es un marcador de la funcién mitocondrial y un pardmetro
asociado a la muerte de las células, por lo que, dado los resultados de los ensayos de muerte celular, de
los cuales resultd predominante la apoptosis para las células MDCK y AML-12 tratadas con NPsZnO, vy las
células AML-12 tratadas con NPsCuO, por lo que se estudid el estado del potencial de la membrana
mitocondrial de ambas lineas celulares MDCK y AML-12 al exponerlas por 24 horas a diferentes
concentraciones de NPsZnO y NPsCuO mediante microscopia confocal; para lo cual se seleccionaron
concentraciones representativas de las NPs (4, 8, 12, 16 y 20 pg/mL) (Figura 36 A-B). El potencial de
membrana también fue evaluado por citometria de flujo exponiendo a las células a las diferentes
concentraciones de NPs 2-40 pg/mL, incluyendo en ambos casos el control sin tratamiento (Figura 36 C-
D). Para lograr visualizar y estimar los cambios en el potencial de la membrana mitocondrial, se utilizé el
reactivo JC-1, que indica de color verde los mondmeros formados por el proceso de despolarizacién, y la
formacién de aglomerados de color rojo en el caso de la polarizacién de las células; la superposicién de
ambas imagenes puede resultar en un color amarillo en donde los colores verde y rojo se traslapan. En la
Figura 36-A, se aprecia que en comparacién con las células sin tratamiento (control), en las células MDCK
tratadas con las NPsZnO a diferentes concentraciones de 4, 8, 12, 16 y 20 pg/mL hay presencia
mayoritariamente de mondmeros de color verde y en menor proporcion, aglomerados de color rojo, lo
que indica una despolarizaciéon de la membrana mitocondrial. Y en la Figura 36-B, las células AML-12
muestran una respuesta despolarizacién de la membrana mitocondrial al igual que las células MDCK al
exponerlas a las diferentes concentraciones de NPsZnO, sin embargo, se observa mayor presencia de

colocalizacién de los colores verde y rojo en las concentraciones de 12, 16 y 20 pg/mL.

Asimismo, en la Figura 36 C-D, se presentan los porcentajes de las fluorescencias roja y verde en las células
MDCK y AML-12 expuestas a las NPsZnO obtenidos por citometria de flujo. En la figura 35C, lo porcentajes
de la fluorescencia verde para las concentraciones de NPsZnO evaluadas en las células MDCK son
diferentes al control (P<0.0001), por lo que esto corrobora la despolarizacién de la membrana mitocondrial
detectada por microscopia confocal en donde los porcentajes de mondmeros de JC-1 son entre el 40 y
60%. Y en la Figura 36-D, se muestra que existe una formacién de mondmeros de JC-1 diferente en las
células AML-12 a partir de los 2 pg/mL hasta los 40 pug/mL de NPsZnO en comparacion al control (P<0.0001)
y los porcentajes de mondmeros de JC-1 registrados estan en el intervalo de 65-90%. Ademas, el efecto
de despolarizacion que inducen las diferentes concentraciones de NPsZnO es diferente (P<0.0001) al

compararlo entre la linea celular de rifndn (MDCK) contra la linea celular de higado (AML-12).
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Figura 36. Potencial de membrana mitocondrial medido por microscopia confocal y citometria de flujo de las células
MDCK y AML-12 expuestas de forma aguda (24 h) a NPsZnO. Se utilizo el reactivo JC-1 para evidenciar el cambio en
el potencial de la membrana mitocondrial para las células MDCK (A y C) y las células AML-12 (B y D). En las
micrografias de microscopia confocal (A y B), se observa que la despolarizacién se puede detectar por la formacién
de mondmeros del JC-1 (color verde) mientras que la polarizacion forma agregados (color rojo) de JC-1. Las
mediciones por citometria de flujo (C y D), permitieron obtener porcentajes de la fluorescencia del JC-1. La barra
blanca indica la escala de medicion de 10 um para las células MDCK y de 50 um para las células AML-12. Los resultados
son expresados con las medias + SD de 30, 000 células en duplicado. ****(P<0.0001) indica diferencias significativas
entre las muestras tratadas con NPsZnO y las no tratadas (control).
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Figura 37. Potencial de membrana mitocondrial medido por microscopia confocal y citometria de flujo de las células
MDCK y AML-12 expuestas de forma aguda (24 h) a NPsCuO. Se utilizé el reactivo JC-1 para evidenciar el cambio en
el potencial de la membrana mitocondrial para las células MDCK (A y C) y las células AML-12 (B y D). En las
micrografias de microscopia confocal (A y B), se observa que la despolarizacién se puede detectar por la formacion
de mondmeros del JC-1 (color verde) mientras que la polarizacion forma agregados (color rojo) de JC-1. Las
mediciones por citometria de flujo (C y D), permitieron obtener porcentajes de la fluorescencia del JC-1. La barra
blanca indica la escala de medicion de 10 um para las células MDCK y de 50 um para las células AML-12. Los resultados
son expresados con las medias + SD de 30, 000 células en duplicado. "(P<0.05), ™*(P<0.01), ***(P<0.001), ****(P<0.0001)
indican diferencias significativas entre las muestras tratadas con NPsCuO y las no tratadas (control) y N5(P>0.05) hace
referencia a que no existen diferencias significativas al compararlas con el control.
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Por otro lado, en la Figura 37-A, se observa mayoritariamente la presencia de monémeros de JC-1 de color
verde en las células MDCK tratadas con las diferentes concentraciones de NPsCuO en comparacion con el
control. Tambien, en las concentraciones de 16 y 20 pug/mL se aprecia minoritariamente fluorescencia
naranja que indica la colocalizacidn del color verde y rojo. Asimismo, se observa un cambio en la
morfologia de las células siendo mas grandes y alargadas conforme aumenta la concentracion de NPsCuO.
De igual manera en la Figura 37-B, se muestra los resultados de la microscopia confocal para el potencial
de la membrana mitocondrial de las células AML-12 expuestas a las distintas concentraciones de NPsCuO
y se observa que, a partir de los 4 pg/mL aumenta la presencia de monémeros de JC-1 de color verde hasta
los 20 pug/mL de NPsCuO al compararlas con el control. Del mismo modo, hay presencia de colocalizacién
del color verde y rojo en las concentraciones de 4, 8, 12 y 16 ug/mL, en menor proporcién que los

mondmeros de JC-1.

Por otro lado, en la Figura 37-C, se registré que el potencial de la membrana mitocondrial de las células
MDCK permanece sin diferencias claras (P>0.05) al compararlo con el control en las concentraciones de 2,
4, 10 12 y 14 pg/mL y decae ligeramente a los 6 y 8 pg/mL (P=0.01 y 0.03 respectivamente). Luego
conforme aumenta la concentracion de NPsCuO a partir de los 14 pg/mL hasta los 20 pg/mL hay una
despolarizacién de la membrana mitocondrial de las células MDCK con diferencias significativas (P<0.0001)
en comparacién al control. Por su parte, los resultados de la Figura 37-D indican que hay una
despolarizacién de la membrana mitocondrial significativa (P<0.0001) desde los 2 pug/mL hasta los 20
pg/mL en las células AML-12 con la formacién de monémeros de JC-1 con porcentajes por arriba del 40%
y no mas del 60%. Ademas, los porcentajes de mondmeros de JC-1 registrados para las concentraciones
de 16 y 18 ug/mL son iguales (P>0.05). En ultimo lugar, la despolarizacion que inducen las distintas
concentraciones de NPsCuO en las células MDCK es diferente a la que se registrd para las células AML-12

(P<0.0001).

3.8 Ciclo celular y recultivo de las células MDCK y AML-12 expuestas de forma
aguda a las nanoparticulas de 6xidos metalicos

Conocer el estado de los estadios del ciclo celular de las células MDCK y AML-12 después de estar
expuestas por 24 horas a las diferentes concentraciones de NPsZnO y NPsCuO complementa parte del
mecanismo que conlleva la muerte de las células. Para esto, se evaluaron los estadios del ciclo celular que

incluyen la fase GO/G1, fase Sy fase G2/M en las células MDCK y AML-12 expuestas a las NPsZnO y NPsCuO.
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Con la finalidad de comprobar si existe un arresto celular permanente en algun estadio del ciclo celular o
si s6lo es un arresto momentaneo de las células mientras se encuentran sometidas al tratamiento con las
NPs, se determind la viabilidad celular realizando un recultivo de ellas después de ser expuestas a las

diferentes concentraciones de NPs por 24 horas,
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Figura 38. Ciclo celular de las células de rifidn MDCK expuestas a NPsZnO y NPsCuO por 24 horas. (AY D) Ciclo celular
de las células MDCK después de ser expuestas a las concentraciones de 2-40 pg/mL de NPsZnO y NPsCuO e
histograma del ciclo celular a las diferentes concentraciones estudiadas por citometria de flujo (B y E). (Cy F)
Viabilidad celular del recultivo de las células MDCK que estuvieron expuestas de 2-40 pug/mL NPsZnO y NPsCuO por
24 horas. Las abreviaturas C-NPs indican que se expusieron las células a las NPs y S-NPs cuando estuvieron en
recultivo sin NPs.Los resultados son expresados con las medias + SD de 30, 000 células por duplicado. N(P>0.05) hace
referencia a que no existen diferencias significativas entre las muestras tratadas y el control.

En la Figura 38 A-F, se muestran los resultados de los estadios del ciclo celular y el recultivo de las células

MDCK expuestas a las NPsZnO y NPsCuO en concentraciones que van desde los 2 pg/mL hasta 40 pg/mL.
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En la Figura 38-A, se observa que los porcentajes de las células MDCK que se encuentran en la fase GO/G1
estan disminuidos, mientras que los de la fase S se incrementaron significativamente en la mayoria de las
concentraciones de NPsZnO estudiadas al compararlos con los porcentajes de los estadios GO/G1 del
control (P<0.05); sin embargo, las concentraciones 4 y 30 pg/mL de NPsZnO en el estadio GO/G1 vy los 4,
30 y 40 ug/mL de NPsZnO en el estadio S no presentan diferencias significativas al compararlas con los

estadios del control (P>0.05).

Tambien, los porcentajes de la fase G2/M no presentan diferencias significativas respecto de los
porcentajes del control, exceptuando en la concentracion de 18 pg/mL de NPsZnO (P=0.003). Por lo que,
la mayoria de las células presentan alteraciones con mayor significancia estadistica en la fase S (P<0.0001)
y con menor significancia en la fase GO/G1. Ademas, en la Figura 38-B, se aprecian los histogramas que
evidencian la distribucidn disminuida de las células en la fase GO/G1 y aumentada en la fase S del ciclo
celular para cada una de las concentraciones de NPsZnO estudiadas en las células MDCK c. En la Figura 38-
C, se comprobd que las alteraciones presentadas en la fase GO/G1 y S de las células MDCK después de la
exposicion a NPsZnO sdlo fue momentanea, ya que los porcentajes de viabilidad celular obtenidos en el
recultivo fueron por arriba del 75% paras concentraciones de 2-18 pug/mL de NPsZnO y comenzaron a
decaer a partir de los 20 ug/mL de NPsZnO. Aln con los porcentajes de viabilidad obtenidos por arriba del
75% en el recultivo se registraron diferencias claras con los porcentajes de viabilidad del ensayo de las

células MDCK evaluada después de 24 horas de exposicién a las NPsZnO (P<0.0001).

En la Figura 38-D, se registraron los porcentajes de las células en cada una de las fases del ciclo celular,
después de haber sido expuestas de forma aguda a las diferentes concentraciones de NPsCuO (2-40
pg/mL). La fase GO/G1 de las células MDCK, no presentd diferencias claras en las concentraciones de 2 y 4
pg/mL de NPsCuO (P>0.05); y en el resto de las concentraciones probadas, los porcentajes son menores y
mostraron diferencias claras en esta fase al compararlas con el control (P<0.0001). La fase S de las células

MDCK resulto ser igual a la del control en todas las concentraciones evaluadas de 2-40 pg/mL NPsCuO

(P>0.05). Y la fase G2/M para las concentraciones de 2 y 4 ug/mL de NPsCuO es igual al control (P>0.05) y
las concentraciones de 6-40 pug/mL de NPsCuO registraron porcentajes por arriba de los del control y son

claramente distintos (P<0.0001).
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Figura 39. Ciclo celular de las células de higado AML-12 expuestas a NPsZnO y NPsCuO por 24 horas. (A y D) Ciclo
celular de las células AML-12 después de ser expuestas a las concentraciones de 2-40 ug/mL de NPsZnO y NPsCuO e
histograma del ciclo celular a las diferentes concentraciones estudiadas por citometria de flujo (B y E). (Cy F)
Viabilidad celular del recultivo de las células AML-12 que estuvieron expuestas de 2-40 pg/mL NPsZnO y NPsCuO por
24 horas. Las abreviaturas C-NPs indican que se expusieron las células a las NPs y S-NPs cuando estuvieron en
recultivo sin NPs. Los resultados son expresados con las medias + SD 30, 000 células por duplicado. *(P<0.05),
*(P<0.01), *"*(P<0.001), ©***(P<0.0001) indican diferencias significativas entre las muestras tratadas con NPsCuO y las
no tratadas (control).

Por lo tanto, las células MDCK expuestas a las NPsCuO presentan variacion en la fase GO/G1 a partir de los
6 ug/mLy hasta los 40 ug/mLy en la fase G2/M en las mismas concentraciones (P<0.05). Para completar
lo anterior, en la Figura 38-E, se ilustran los histogramas con las fases del ciclo celular de las células MDCK
para cada una de las concentraciones de NPsCuO estudiadas y se aprecia una disminucién en distribuciéon

de la fase GO/G1 y un aumento en la fase G2/M desde los 6 pg/mL hasta los 40 pg/mL de NPsCuO. En la
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Figura 38-F, se evalud la viabilidad de las células MDCK del recultivo sin ser expuestas a NPsCuO vy al
compararlas con la viabilidad de las células MDCK expuestas por 24 horas a las NPsCuO, se obtuvieron
diferencias significativas (P<0.0001), ya que los porcentajes de viabilidad de las células MDCK recultivadas
de las concentraciones de 6, 8, 10, 12, 16, 20, 25, 30, 35 y 40 pg/mL de NPsCuO fueron menores en

comparacion a los porcentajes de las células expuestas de forma aguda a las NPsCuO (P<0.0001).

En la Figura 39 A-F, se resumen los resultados de la evaluacion de los estadios del ciclo celular de las células
AML-12 expuestas de forma aguda a las concentraciones de 2-20 pg/mL de NPsZnO y NPsCuO. En la Figura
39-A, se representa que las células AML-12 expuestas a las NPsZnO tienen porcentajes disminuidos
respecto del control en la fase GO/G1 a partir de la concentracién de 4 pg/mL y hasta los 20 pug/mL de
NPsZnO (P<0.05), por el contario en la fase S, la mayoria de las concentraciones de NPsZnO estudiadas
registraron porcentajes similares a los del control (P>0.05); excepto a 10y 16 pug/mL de NPsZnO (P<0.05),
mientras tanto, los porcentajes de la fase G2/M son variados, ya que la mitad de las concentraciones
NPsZnO estudiadas (2, 4, 6, 8 y 16 pug/mL) presentan porcentajes mayores y son diferentes al control
(P<0.05) y la otra mitad (10, 12, 14, 18, y 20 pg/mL) no presenta contraste con los porcentajes de la fase
G2/M del control (P>0.05). Por lo que, la fase GO/G1 de las células AML-12 estadisticamente presenta

mayor perturbacion al ser tratadas con las NPsZnO en comparacion a la fase G2/M.

Del mismo modo en la Figura 39-B, los histogramas de los estadios del ciclo celular de las células AML-12
se encuentran disminuidos en la fase GO/G1 en las concentraciones de 4-20 pg/mL de NPsZnO y

aumentados en la fase G2/M para las concentraciones 2, 4, 6, 8 y 16 ug/mL de NPsZnO.

Para terminar, en la Figura 39-C, se grafico la viabilidad de las células AML-12 del recultivo que permanece
igual al control desde la concentracién de 2 pg/mL a 13 ug/mL de NPsZnO (P>0.05) y las células AML-12
recultivadas de las concentraciones de 16-40 pg/mL de NPsZnO registraron porcentajes de viabilidad por
debajo del 10% y la muerte total de las células AML-12 recultivadas se presentd a partir de los 18 pg/mL.
La viabilidad de las células AML-12 del recultivo, es diferente de la viabilidad de las células expuestas a las
NPsCuO (P<<0.0001), en las concentraciones de 4 pg/mL a 12 pug/mL de NPsZnO los porcentajes de
viabilidad de las células del recultivo son superiores al de la viabilidad de las células AML-12 expuestas a
NPsZnO por 24 horas, sin embargo, las concentraciones 16-40 pug/mL de NPsZnO registraron porcentajes

de viabilidad por debajo del 10% (P<<0.0001).

Por otra parte, en la Figura 39-D, los porcentajes de las células AML-12 en la fase GO/G1 para las

concentraciones de 2-8 pg/mL y 12 pg/mL de NPsCuO no presentan diferencias respecto del control
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(P>0.05); en cambio, las concentraciones de 10 pg/mL y 14-20 pg/mL de NPsCuO disminuyen los
porcentajes de las células en la fase GO/G1 y presentan diferencias en comparacién al control (P<0.05).
Ahora bien, la fase S del ciclo celular de las células AML-12 no presentan diferencias al compararla el
control (P>0.05) y al tratarlas con las concentraciones de 2-18 pg/mL NPsCuO, con excepcion en la
concentracion de 20 pg/mL de NPsCuO donde el porcentaje de la fase S es mayor al control. La fase G2/M
de las células AML-12 al exponerlas de forma aguda a las concentraciones de 2-6 pg/mLy 12-14 pg/mL de
NPsCuO no presentan diferencias en los porcentajes al compararlos con el control (P>0.05) y las
concentraciones de 8-10 pg/mL y 16-20 pg/mL de NPsCuO inducen un aumento en la fase G2/M de las
células AML-12 que es diferente al control (P<0.05). Del mismo modo, en la Figura 39-E, se observa la
distribucidn de los estadios del ciclo celular de las células AML-12 en los histogramas para cada una de las
concentraciones de NPsCuO estudiadas, se percibe una disminucion de la fase GO/G1 para las
concentraciones de 14-20 pg/mL de NPsCuO, en cambio, la fase S se mantiene similar al control en cada
una de las concentraciones con excepcion de 20 pg/mL de NPsCuO y la fase G2/M aumentase su

distribucidn en las concentraciones 8, 10, 16 y 20 pg/mL de NPsCuO.

Por dltimo, en la Figura 39-F, mediante un recultivo de las células AML-12 tratadas con las diferentes
concentraciones de NPsCuO se obtuvo la viabilidad celular y se comparé con la de las células AML-12
expuestas a las NPsCuO, se encontraron diferencias a partir de las células recultivadas de los 4 pg/mL
(P<0.0001), pues redujeron su viabilidad por debajo del 75% y desde los 10 ug/mL de NPsCuO la viabilidad
celular fue menor al 25% vy diferente a la viabilidad de las células AML-12 tratadas con NPsCuO (P<0.0001).
La muerte total de las células AML-12 recultivadas se registré a partir de los 18 ug/mL de NPsCuO mientras

que para las NPsCuO fue a partir de los 35 ug/mL de NPsCuO.

De forma general, las células de rifién MDCK tratadas con NPsZnO y NPsCuO no presentaron alteraciones
distintas en la fase GO/G1 (P=0.6), nos obstante, la fase S y G2/M se distribuyd diferente con los
tratamientos de las concentraciones de NPsZnO y NPsCuO (P<0.0001). Por el contrario, los estadios de las
células AML-12 no presentan diferencias en su distribucién al ser tratadas con las diferentes
concentraciones de NPsZnO y NPsCuO (P>0.05). Y las células de rifion MDCK e higado AML-12 responde
de forma distinta con las alteraciones en las fases del ciclo celular al exponerlas de forma aguda a las

NPsZnO y NPsCuO (P<0.05).
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Capitulo 4. Discusion

La nanotoxicologia se ha encargado de aportar informacién sobre la toxicidad de los nanomateriales
sintéticos o aquellos que se producen de forma incidental. Dentro de los nanomateriales mas utilizados
en la industria y en productos comerciales, se encuentran las nanoparticulas metdlicas y de éxidos
metalicos como zinc y cobre, de las cuales es necesario investigar los efectos téxicos y las concentraciones
adecuadas para su uso. Por ello, en esta investigacion se planted determinar el mecanismo biolégico, por
el cual las nanoparticulas de dxido de zinc y de éxido de cobre ocasionan la muerte de las células del
sistema excretor, ya que son escasos los estudios que aborden la toxicidad en células inmortalizadas no
neopldsicas de rifidn e higado; por el contrario, existen muchos mas reportes que evidencian los efectos
anticancerigenos y otras aplicaciones de las NPs mas alld de sus efectos toxicos a una exposiciéon aguda.
En consecuencia, en este capitulo se discuten los resultados obtenidos en esta investigacidn, que incluyen

las propiedades fisicoquimicas de las NPs y su relacién con los efectos toxicos observados.

Las caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas, tales como, el tamafio, la forma y la carga, son
factores cruciales que influyen en los efectos téxicos que las nanoparticulas inducen en las células. Por lo
gue es importante realizar una caracterizacién fisicoquimica lo mds completa posible. Dentro de las
caracteristicas fisicoquimicas intrinsecas de las NPsZnO y NPsCuO, se encuentra la banda de absorcién en
el espectro UV-Vis. Se obtuvo un pico a 360 nm para las NPsZnO, el cual es igual al que reporta (Ahamed
et al., 2012; Tomaev et al., 2019; Wu et al., 2018) para diferentes tamafios de NPsZnO, confirmando que
el pico obtenido por UV-Vis entre 360-365 nm corresponde a nanoparticulas de 6xido de zinc. Tambien,
se midié por espectroscopia UV-Vis las NPsCuO, las cuales mostraron un pico que va de los 350 a los 400
nm, con un valor mediano a los 375 nm, que coincide con el rango de absorcion a 350-500 nm que informa

(EI-Batal et al., 2020; Thamer et al., 2018).

En esta investigacidn se obtuvo el tamafio promedio de 80 nm para NPsZnO y de 84 nm para las NPsCuO,
estos valores fueron calculados a partir de las micrografias obtenidas por TEM, asimismo, este rango de
tamafio nanométrico puede facilitar la formacidn de una corona proteica, la cual tiene mayor interaccion
con las proteinas, fosfolipidos u otros receptores de la membrana externa de las células en comparacién
con tamafios menores a los 5 nm que internalizan a la célula por difusidn pasiva (Albanese et al., 2012;

Hoshyar et al., 2016).

El potencial Z registrado para las NPsZnO fue de -24 mV y para las NPsCuO de -20 mV, lo que indica que la

repulsiéon entre las cargas de las NPs con el medio circundante resulta en una estabilidad media que



63
favorece la aglomeracién de estas NPs. De acuerdo con (Liu et al., 2018; X. Wang et al., 2020), la
aglomeracién de las NPsZnO y NPsCuO se relaciona con el pH del medio en donde se encuentran dispersas,
por lo que a un pH alrededor de 7 el potencial Z se encuentra entre los 10-20 mV para este tipo de NPs, y
este rango confiere baja estabilidad y tendencia a la aglomeracidn, ademds, que la cantidad de iones calcio,
magnesio, potasio y sodio en el medio de cultivo celular, podria promover que el potencial Z disminuya y

las NPs tengan baja estabilidad.

Aunado a lo anterior, en las micrografias obtenidas por TEM de las dos nanoparticulas estudiadas, se
aprecia que ambas tienen una forma esférica y que estan aglomeradas, quiza debido a las fuerzas de van
der Waals que dominan en la escala nanomeétrica, debido al aumento de la relacion entre el drea superficial
y el volumen. Durante la medicion DLS, la aglomeracién se vuelve mds evidente en el medio acuoso, por
lo que la distribucion de tamafio es heterogénea y registra tamafios de 430 nm (NPsZnO) y 742 nm
(NPsCuO), por lo tanto, las células de rifion MDCK e higado AML-12 fueron expuestas a concentraciones
de nanoparticulas con una distribucién de tamafio heterodispersa. Algo similar reporta Gravely et al.
(2022), quienes estudiaron la toxicidad de nanotubos de carbono fluorescentes de pared simple en células
y determinan que los nanotubos que tienden a una alta agregacion en el medio de cultivo ocasionan menor

citotoxicidad en comparacién con los nanotubos que presentan baja agregacion.

Uno de los pardmetros mas importantes en las evaluaciones nanotoxicoldgicas, es el efecto de las NPs en
la viabilidad celular. En ese sentido, el porcentaje de células MDCK y AML-12 expuestas por 24 horas a las
diferentes concentraciones de NPsZnO y NPsCuO decrementa conforme aumenta la concentracion de
nanoparticulas, estos resultados concuerdan con los de Kononenko et al. (2017) y de Wang et al. (2020),
quienes expusieron por 24 horas a células de higado y rifndn con diferentes concentraciones de NPsZnO y
NPsCuO, y determinaron que la viabilidad se reduce de manera dependiente de la concentracién, en
cambio, contrastan con los datos presentados por Ahamed et al. (2012), puesto que concluyen que a las
concentraciones de 5-15 pg/mL de NPsZnO no inducen reduccion en la viabilidad de células hepaticas
sanas pero si en la viabilidad de células hepaticas cancerigenas, por lo que le atribuyen a las NPsZnO

actividad anticancerigena.

Otro aspecto relevante son los cambios morfolégicos que sufren las células MDCK y AML-12 expuestas a
las NPsZnO y NPsCuO que van desde la reduccion del tamafio hasta el cambio de la morfologia poligonal
a redondeada, asi como menor densidad celular, conforme a Hacker (2000) estos cambios estan asociados
a las células moribundas, las cuales comienzan a romper las uniones con las células viables préximas a

ellas, y por consiguiente, reducen su tamafio por reorganizacion del citoesqueleto en particular los
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microfilamentos de actina, también, la densidad celular disminuye porque en las células moribundas se
escinde la cinasa de adhesidn focal (FAK, por sus siglas en inglés) lo cual favorece el desprendimiento
celular. Asimismo, Li et al. (2020) reportaron efectos similares en la morfologia de las células de mieloma
multiple y en células mononucleares de sangre periférica expuestas a NPsZnO tales como, contraccién de
las células, condensacién nuclear, debris celular y en las concentraciones altas cambios morfolégicos mas

graves.

En este trabajo, se determind que la reduccién de la viabilidad en las células MDCK expuestas a las NPsZnO
y NPsCuO de forma aguda se debe a los iones Zn?* y Cu?* liberados por las NPs; igualmente las células AML-
12 expuestas a las NPsZnO reducen su viabilidad por los iones Zn?*, no obstante, las NPsCuO son la causa
de la reduccion de la viabilidad de las células AML-12. Se ha registrado que las NPsZnO mayoritariamente
tienden a desintegrase en el medio de cultivo y a liberar iones Zn?* y entrar a la célula por difusion pasiva
(S. Singh, 2019), en cambio, las NPsCuO pueden internalizar a la célula o liberar sus iones Cu?*, ademas
que la toxicidad de los iones de Cu?* de las NPsCuO es menor en comparacién con los efectos de las propias

nanoparticulas (Naz, Gul, y Zia, 2020).

Se ha documentado que el zinc (Zn) es un metal traza esencial que tiene diferentes roles bioldgicos y a su
vez un fuerte impacto en la vida. Es un elemento redox-neutro que podria ejercer propiedades
antioxidantes y juega un papel clave en la sintesis de ADN, proteinas, division celular y procesos de

autofagia.

Por otro lado, el cobre (Cu) es un elemento necesario para mantener la vida de los organismos, ya que
puede participar en la inactivacién de las proteinas celulares uniéndose directamente a los residuos de
cisteina, tambien, puede promover proteccidn contra el estrés oxidativo al participar en la activacién de
la enzima super 6xido dismutasa a través de la chaperona de cobre para la superdxido dismutasa (CCS) y
es un componente esencial de varias enzimas (cuproenzimas) involucradas en diversos procesos celulares
como la metalochaperona de cobre (ATOX1) que entrega cobre desde el citosol a los transportadores
ATP7A y ATP7B y la chaperona de cobre citocromo c oxidasa (SCO1) que codifica proteinas de
metalochaperonas con funciones esenciales en el suministro de cobre a la citocromo c oxidasa (COX)

(Navarro y Schneuwly, 2017).

Por lo tanto, los iones Zn%** y Cu®* son necesarios para el metabolismo de las células y sus niveles deben

estar estrictamente regulados para mantener un equilibrio preciso, y garantizar la biodisponibilidad de Zn
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y Cu en la célula, en caso contrario, una concentracién elevada de iones Zn?* y Cu?* inducen alteracién en

el metabolismo y participan en la muerte de las células.

Al evaluar la complejidad celular interna de las células MDCK y AML-12 no se detectd que las NPsZnO
internalizaran a las células. Incluso la complejidad interna de las células MDCK no se modificé al exponerlas
a las NPsCuO, por lo que se determind que las NPsCuO no se internalizan en las células. Por el contrario,
las células de higado AML-12, presentaron mayor complejidad celular interna a partir de los 18 pg/mL de
NPsCuO, se corrobordé con las micrografias del TEM la presencia de NPsCuO < 5 nm dispersas en el citosol
y dentro de vesiculas. Las células de riidn solo pueden internalizar tamafios de nanoparticulas menores
a los 15 nm vy las células de higado tienen un rango mas amplio de 50-200 nm (Chen et al., 2016; Lavicoli

et al., 2016)por lo que solo las NPsCuO lograron penetrar a las células AML-12.

La internalizacién de las NPsCuO en las células de higado AML-12 puede ser por endocitosis para los
cumulos de nanoparticulas o por difusidn pasiva como los iones para las particulas individuales de <5 nm
de didmetro. El primero es un proceso de transporte dindmico que incluye varias rutas (i) endocitosis
mediada por receptor, donde el receptor de membrana depende del tamaiio, la forma y la afinidad con
las NPs; (ii) endocitosis dependiente de clatrina, dependiente de caveolas, y la via independiente de
caveolas, que dan como resultado la disposicidon de vesiculas para el transporte de nanoparticulas que
dependen del tamafio de nanoparticulas. El segundo es la internalizacién de las NPs por un flujo a través

de la membrana sin que exista un aporte de energia (Behzadi et al., 2017; N. Singh et al., 2009).

Por otro lado, las células MDCK y AML-12 presentaron sobreproduccion de ROS principalmente en
concentraciones de NPsZnO altas, esto tiene relacion con la actividad de las enzimas del sistema
antioxidante y a la fuga de electrones en el complejo I y Il de la cadena de transporte de electrones ubicada
en las mitocondrias, lo que conduce a la reduccién parcial de oxigeno para formar superdxido,
posteriormente, este radical se dismuta a perdxido de hidrégeno por medio de la superdxido dismutasa |
en el espacio intermembrana mitocondrial y la superdxido dismutasa Il en la matriz mitocondrial
(Fuhrmann y Briine, 2017). Lo anterior impacta en el potencial de la membrana mitocondrial ocasionando
la despolarizacidn de las mitocondrias en las células MDCK y AML-12, se conoce que las mitocondrias son
la fuente principal de energia intracelular por medio de la fosforilacidon oxidativa desde el punto de vista
metabdlico y su correcta funcidon e integridad garantizan la energia suficiente para el metabolismo

adecuado de las células.
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Por lo que, la pérdida del potencial de la membrana mitocondrial en las células MDCK y AML-12
desencadenan la apoptosis por via intrinseca, dado que se ha descrito que los iones Zn?* de las NPsZnO
promueven la supresion de Bcl-2 (proteina anti-apoptotica), el cual a su vez induce la expresion de Bak/Bax
(proteinas pro apoptéticas) y por lo tanto, la liberacion del citocromo C (transportador electrénico
mitocondrial) del espacio intermembrana al citosol, este activa la formaciéon de un complejo proteico
(apoptosoma) y a su vez la activacidn directa de la caspasa 9, esta Ultima desencadena la expresién y
actividad de las caspasas efectoras 3y 7, lo que finalmente conduce a la muerte apoptética de las células

por la via intrinseca (Anjum et al., 2021).

Los hallazgos antes mencionados concuerdan con las investigaciones de Li et al. (2020), quienes concluyen
gue la muerte de las células de mieloma multiple y células mononucleares de sangre periférica expuestas
aNPsZnO de 30 nmy a concentraciones que van de los 2.5-60 pug/mL es por la sobreproduccion de especies
de oxigeno reactivas mitocondriales, decaimiento en la produccion de ATP y por consiguiente disrupcion
de la funcién mitocondrial dando paso a la activacién de la via apoptdtica intrinseca que incluye la

liberacién del citocromo Cy activacién de la caspasa 9y 3.

También, otras investigaciones (L. Wang, Guo, et al., 2020; S.-W. Wang, Lee, et al., 2020) reportaron la
citotoxicidad de las NPsZnO <100 nm, y determinaron que inducen apoptosis por sobreproducion de
radicales superdxidos en las mitocondrias de los fibroblastos y despolarizacion de la membrana

mitocondrial.

Las células MDCK y AML-12 expuestas por 24 horas a las NPsCuO registraron niveles bajos de ROS en las
concentraciones inferiores a la 1Csq, lo que indica que las células sufren una adaptacion metabdlica, en
otras palabras, las mitocondrias intentan minimizar la formacién de ROS para reducir el riesgo de dafo

macromolecular y una produccién de ATP adecuada (Fuhrmann y Briine, 2017).

Lo cual puede estar influenciado por los iones Cu?*y las NPsCuO al activar la enzima superdxido dismutasa
a través de la chaperona de cobre para la superéxido dismutasa y suministrando cobre a la citocromo ¢
oxidasa (Navarro y Schneuwly, 2017), sin embargo, el intento de minimizar los efectos tdxicos de ROS no
fue suficiente para mantener la estabilidad en la membrana mitocondrial, puesto que las NPsCuO

provocaron la despolarizacién de la membrana mitocondrial de las células MDCK y AML-12.

En las células MDCK el mecanismo preventivo para disminuir la produccién de ROS al ser tratadas con

NPsCuO por 24 horas, llevd a las células a una muerte celular dependiente de autofagia, con la finalidad
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de reducir el dafio oxidativo a biomoléculas y organulos e intentar encontrar un nuevo estado
homeostatico, al responder rdpidamente al estrés oxidativo a través de la eliminacion selectiva de
organulos dafiados (Filomeni et al., 2015; Marifio et al., 2014). Lo que puede estar asociado a un proceso
de mitofagia en el cual se buscé degradar a las mitocondrias dafiadas por la despolarizacidon de la
membrana mitocondrial y la produccién de ROS, ya que las células MDCK de rifidn requieren mayor
produccién de energia, por lo tanto, tienen una concentracién mayor de mitocondrias para cubrir las

necesidades del 6rgano en comparacion a las células de higado (Kimura et al., 2017; M. Zhao et al., 2021).

Existen tres tipos de autofagia en células de mamiferos, macroautofagia, microautofagia y autofagia
mediada por chaperonas, pero las NPsCuO inducen en las células MDCK macroautofagia, por la unién
detectada del anticuerpo anti LC3-1l unido a un fluorocromo de color azul que marco a los autofagosomas.
Este tipo de autofagia implica la formacion de vesiculas citosélicas (autofagosomas) de novo y su fusién
con los lisosomas para formar un autolisosoma que contiene el cargo para ser degradado por accidon de

hidrolasas lisosomales y permeasas (Parzych y Klionsky, 2014).

En las células AML-12 las NPsCuO indujeron muerte por apoptosis, lo cual se fundamenta con la
investigacion de Ma et al. (2014), quienes reportan que las células epiteliales derivadas de higado suelen
activar la apoptosis por la adenosina, un metabolito del ATP, que estd involucrado en la producciéon basal
de ROS en las células epiteliales, la adenosina facilita la activacién de caspasa 8 y 9, aumenta el nivel de
Bak y sumando la disfuncion de la membrana mitocondrial por la pérdida de potencial, se da paso a la

liberacion del citocromo C.

Otro estudio (Farshori et al., 2022) de la toxicidad de NPsCuO en células epiteliales de vias respiratorias
humanas (HEp-2), concluyo que después de exponer a las células por 24 horas a concentraciones de 1-40
ug/mL, existe citotoxicidad y alteracion de la morfologia de las células dependiente de la concentracién
de NPsCuO (ICso= 10 pug/mL), lo que conduce a las células Hep-2 a un estrés oxidante y pérdida del potencial

de la membrana mitocondrial que culmina con la muerte apoptdtica de las células.

Aunado a lo anterior, las NPsZnO y NPsCuO inducen dos procesos autodestructivos en las células del
sistema excretor, la apoptosis y la autofagia. La apoptosis es un proceso de muerte celular, que cumple
una funcién de salud y protecciéon para las células, por el contrario, la autofagia no es un tipo de muerte
celular, realmente es un proceso de mantenimiento y supervivencia para las células, que provee de energia
a las células con el propdsito de evitar que sufran apoptosis (Fan y Zong, 2012; Jung et al., 2020). Entonces

que las NPsCuO provoquen la muerte de las células MDCK por dependencia de autofagia, es un evento
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que evidencia el dafio grave que generan las NPsCuO y que no pueden ser minimizados por la autofagia

en un intento de supervivencia y regulacion homeostatica.

Dentro de esta investigacion, se estudiaron los efectos de las NPsZnO y NPsCuO en los estadios del ciclo
celular de las células MDCK y AML-12 al ser expuestas de forma aguda a estas nanoparticulas, los
resultados obtenidos muestran un arresto mayoritario en la fase G2/M que impacta en la distribucién de
la fase GO/G1 disminuyéndola, con excepcion de las células MDCK tratadas con NPsZnO que se arrestan
en la fase S. El arresto en el punto de control G2/M podria ocurrir a través de la inhibicion de la fosfatasa
Stg encargada de eliminar los fosfatos inhibidores y activar las proteinas cinasas CDK1 y CDK2, también,

por la baja expresién de la proteina Ciclina B1 (O’Farrell, 2001).

El arresto en la fase G2/M por las NPsZnO ya ha sido documentado en otras lineas celulares distintas a las
del sistema excretor, como el estudio de Vallabani et al. (2019), donde concluyen que el arresto en la fase
G2/M del ciclo celular de células HaCat, ocurre de forma dependiente de la concentracion que va de los
0.5 a 110 pg/mL de NPsZnO y lo confirman con un analisis por Western Blot del anticuerpo pCHK1, un
marcador especifico de arresto celular. Y reportan un aumento en los niveles de fosforilacién de CHK1 a
las 24 horas de exposicién. También, agregan que la sobreproducciéon de ROS inducido por las NPsZnO
genera dano en el ADN lo que promueve la sobrexpresién de p53, por consiguiente, la supresion de CDK2

y la ciclina B1.

Asimismo, L. Li et al. (2016), evaluaron el efecto de 20y 50 ug/mL de NPsZnO en el ciclo celular de células
HaCat y determinaron arresto en la fase G2/M de estas células por supresion de CDK1, ciclina B1 y muerte

de las células por apoptosis resultado de una sobreproduccion de ROS y dafio a la mitocondria.

Algunas investigaciones realizadas sobre compuestos hechos a base de cobre y que tienden al
desprendimiento de iones Cu?*, han descrito que este metal y sus iones tienden a generar el arresto en la
fase G2/M del ciclo celular de diferentes células de cancer. Se ha documentado que 0.5 a 1 uM de un
complejo de idenoisoquinolina de cobre Il, es capaz de arrestar a células de cancer (MDA-MB-231, Hela y
HT-29) en la fase G2/M por distintos factores, el primero por el catiéon Cu?*, el cual tiene alta afinidad entre
los pares de bases del ADN y la capacidad de aumentar la interaccién de los pares de bases con el Cu*?, el
segundo se debe a la activacién de p53 que activa a p21 el inhibidor de la fase G2/M del ciclo celular, y
que es capaz de inhibir CDK1 y ciclina B. Otro aspecto que mencionan los autores es que en algunas lineas
de cancer tratadas con las concentraciones bajas (0.5 M) se registré sintesis de Beclin-1, aumento de LC3-

11/LC3-1 y degradacion de p62, lo que indica una muerte dependiente de autofagia (Molinaro et al., 2022).
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Luo et al. (2014) presentan los resultados de su investigacion y demuestran que las NPsCuO en
concentraciones que van de los 40 a los 80 pug/mL arrestan a las células HaCaT y MEF en la fase G2/M por
desregulacion a la baja de las ciclinas Ay B. Las NPsCuO activaron a p53 y a la via de las proteinas cinasas
(MAPK/ERK, por sus siglas en inglés), que se asociaron con la proteccidn que las células presentan ante la
toxicidad de las NPsCuO. Las células HaCat tratadas con NPsZnO que presentaron arresto en la fase G2/M
y fueron reparadas de los dafios en el material genético durante el punto de verificacién continuaron

proliferando y el resto murié.

Debido a que las células MDCK expuestas por 24 horas a las NPsZnO son las Unicas que presentan arresto
en la fase S, se puede corroborar este efecto con el estudio hecho por He et al. (2018), quienes
determinaron que el efecto de NPsZnO con un tamafio promedio de 50 nm y concentraciones de 10 a 50
ug/mL suprimen la proliferacién de las células de sarcoma humano por arresto en la fase S del ciclo celular
y desencadenan la muerte celular al mediar la apoptosis por sobreproduccion de ROS. Ademds de que los

iones Zn?* permearon a la célula e iniciaron el proceso de muerte celular.

Zhang et al., (2020) demostré un mecanismo epigenético de los efectos anticancerigenos de distintas
concentraciones de NPsZnO que van de 1 a 20 pg/mL, en células T24 de cancer de vejiga, las cuales inducen
arresto en la fase S de forma permanente, un efecto antiproliferativo e inhibicion en la migracion de las

células y posteriormente, muerte por apoptosis tardia.

Aunque se comprobd mediante recultivo de las células MDCK que el arresto que presentan en la fase Sy
G2/M por las NPsZnO y NPsCuO es Unicamente citostatico y son capaces de continuar proliferando una
vez que se retiran las NPs. Esto puede deberse a la inactivacion de p21 y activaciéon de CDK1 una vez que
se retiran las NPs y antes de entrar a la divisidn celular (Fase M), que participa en promover la reparacion
del ADN durante la fase G2 y este efecto se ha registrado mayoritariamente en células de rifién debido a
abundante presencia de mitocondrias que proveen la energia requerida para el proceso (Molinaro et al.,
2022; Vassilev, 2006; H. Zhao et al., 2020) por lo que se puede concluir que el arresto que indujeron las

NPsZnO y NPsCuO vy los dafios generados en el material genético podria ser reparado.

No obstante, el arresto registrado en la fase G2/M de las células AML-12 tratadas por 24 horas con NPsZnO
y NPsCuO es indefinido, ya que al recultivar las células se registra su muerte, por lo que el efecto es
citotdxico, en este caso es probable que no se active CDK1 para reparar el dafio generado y puede

atribuirse al dafio mayor que causan las NPs en esta linea celular, puesto que las células AML-12 de
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acuerdo a su morfologia e ICso son mas susceptibles a efectos téxicos por la exposicion aguda a las NPs a
diferencia de las células MDCK.
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Figura 40. Mecanismo bioldgico propuesto para la reduccidon de la viabilidad de las células MDCK y AML-12 expuestas
por 24 horas a las NPsZnO y NPsCuO. Las células MDCK y AML-12 al ser tratadas con NPsZnO reducen su viabilidad
por accién de los iones Zn*?, sobreproduccién de ROS y despolarizacién de la membrana mitocondrial, lo que activa
la via intrinseca de la apoptosis y a su vez el arresto en la fase S de las células MDCK y en la fase G2/M de las células
AML-12. Las células MDCK pueden reparar el dafio al ADN, a diferencia de las células AML-12 que no lo hacen. Los
jones Cu* provenientes de las NPsCuO desencadenan una adaptacién metabdlica al estrés generado por ROS y la
despolarizacion de la membrana mitocondrial, que a su vez activa la autofagia y arresto en la fase G2/M del ciclo
celular de las células de rifidn MDCK, luego se induce la muerte celular dependiente de autofagia. Las NPsCuO
provocan en las células de higado AML-12 adaptacién metabdlica al estrés generado por ROS y despolarizacién de la
membrana mitocondrial, arresto en la fase G2/M sin reparacién del dafio al ADN, y por consiguiente muerte
apoptética. (Creada por la autora en Power Point y BioRender.com)
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Para finalizar, en la Figura 40, se propone el mecanismo bioldgico que reduce la viabilidad de las células

MDCK y AML expuestas de forma aguda a las NPsZnO y NPsCuO, para lo cual de forma general se

establecen las siguientes pautas:

VI.

VII.

Disolucién de los Zn?* / Cu?* de las NPs

Internalizacién de los iones a las células y de las NPsCuO en las células AML-12

Estrés oxidante y adaptacién metabdlica

Despolarizacién de la membrana mitocondrial y liberacidn del Citocromo C al citosol

Activacién de apoptosis; y autofagia para las células MDCK expuestas a NPsCuO

Arresto celular en la fase G2/M; y fase S para las células MDCK expuesta a las NPsZnO

Muerte celular por apoptosis y por dependencia de autofagia
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Capitulo 5. Conclusidn

La viabilidad de las células de rifién MDCK e higado AML-12, expuestas de forma aguda a las NPsZnO y
NPsCuO, decrementa de forma dependiente de la concentracién de NPs evaluadas. La morfologia de las
células se altera conforme aumenta la concentracion de nanoparticulas, principalmente, se identifica la
reduccion de tamafio, cambio en la morfologia y menor densidad celular; lo que corrobora el efecto
citotéxico que induce la exposicién aguda de las células a las NPs aqui evaluadas. De acuerdo con los datos
de la ICso y los cambios morfoldgicos las NPsCuO son mas toxicas que las NPsZnO, y las células mas

susceptibles son las AML-12 de higado.

El tipo de muerte inducido en las células AML-12 por las NPsZnO y NPsCuO es por apoptosis temprana
independiente de la concentracidn de nanoparticulas, sin embargo, las NPsCuO inducen muerte
dependiente de autofagia en las células de rifidn MDCK. La muerte apoptdtica de las células MDCK
expuestas a las NPsZnO se acompafa por una sobreproduccién de ROS, seguido de un decremento del
potencial de la membrana mitocondrial y alteraciones en los estadios del ciclo celular con una disminucién
en la distribucién de la fase GO/G1 y aumento en la fase S por la interaccion con las NPsZnO vy la

permeabilidad de los iones Zn?*. Al parecer no existe internalizacion de las NPs.

La exposicion de las células MDCK a las NPsCuO, induce un decremento en la produccién de ROS,
decremento del potencial de la membrana mitocondrial, arresto en la fase G2/M, estas alteraciones se
inducen tanto por los iones Cu?* como por la interaccidn con las NPsCuO desde la membrana externa, ya
que estas no internalizan a las células, lo que se asocia con el tipo de muerte celular dependiente de
autofagia. Por otro lado, la muerte apoptdtica de las células AML-12 expuesta a las NPsZnO y NPsCuO se
lleva a cabo por procesos similares, en ambas el potencial de la membrana mitocondrial decrementa, se
induce un arresto en la fase G2/M, pero las NPsZnO no se internalizan a las células AML-12 y Unicamente
se favorece la permeabilizacion de los iones Zn?*, lo que genera una sobreproduccién de ROS, en cambio,
las NPsCuO de tamafios menores o igual a los 5 nm internalizan a las células AML-12 y los iones Cu®* no

permean a las células y las ROS decrementan.

De acuerdo con lo anterior, la hipdtesis planteada se acepta, ya que la exposicién aguda de las células
epiteliales sanas de higado (AML-12) y rifién (MDCK) a diferentes concentraciones de NPsZnO y NPsCuO si
reducen su viabilidad de manera dependiente de la concentracidn, debido al decremento en el potencial

de la membrana mitocondrial y al arresto en los estadios del ciclo celular.
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